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RESUMEN

En este trabajo caracterizamos el gen el de dos variantes del VPHL16,
denominadas AA-a y AA-c, a partir de .Ia amplificacion del ADN integrado en
turn;ores de pacientes mexicanas con CaCU.

En total se identificaron 29 cambios nucleotidicos. De elios 28 correspondieron

i

a la variante AA-a y 27 a la variante AA-c, lo que equivale al 1.45% de los
1950 nucledtidos secuenciados en ambos casos. Aunque existe un cambio en
la secuencia de nucledtidos, respecto de la referencia, que es especifico del
gen' el para la variante AA-a y dos especificos para el gen el variante AA-c la
prédiccién de ‘ambas proteinas indica que dichos cambios dan lugar a 11
sustituciones de los aminoacidos codificados, 1o que corresponde al 1.9 % de
los 650 aminoacidos gque conétituyen a la proteina, los demas cambios no
repércuten en la secuencia de aminoacidos.

Las divergencias de secuencia encontradas, fueron ubicadas en las regiones

funcionales de la proteina y se discuten sus posibles implicaciones en el

comportamiento de las variantes.



INTRODUCCION

El Ca’nfer Cervico-Uterino (CaCU) representa la segunda forma mas comuan
de cl:éncer en el mundo. Las tazas de incidencia varian de manera importante
entre los diferentes paises y son mds altas en los paises en vias de
desarrollo.
En México este cdncer, es uno de los principales problemas de salud publica.
|
Aungue en 1994 se estimd para 1995 una tasa de mortalidad nacional de
21.8 por cada cien mil mujeres de més de 15 afios de edad (Hernandez-Avila
et al., 1997), en ese afio ia incidencia fue de las mas altas en el mundo: 50
defunciones por cada cien mil mujeres (Lazcano et al.,, 1996) y se han
detectado de 12,000 a 16,000 nuevos casos por afo. Se estima que del
medi"o millon  de casos que ocurren anualmente en el mundo
aproximadamente el 80% tienen lugar en los paises en vias de desarroilo.
Algunos Virus de Papiloma Humano (VPH) estan asociados con el CaCU y han
sido detectados entre el 90 y el 95% de los casos de CaCU, mientras que en
la poblacion en general la prevalencia de los VPH, estimada por estudios de
casos; y controles, se encuentra en el rango del 5% al 20% (Bosh et al.,
1995; Muricz et al., 1994),
De los cerca de 20 tipos diferentes de VPH que han sido detectados en CaCu,

t

el VPH16 es el mas comun registrandose hasta en un 50% de los casos de



CaCuU (Bosh et al., 1995). Sin embargo, el VPH16 es también el tipo viral mas
comun hallado en la poblacion con citologia normal del cuello uterino

(Morrison, 1994) y s6lo una minoria de las mujeres infectadas con este tipo

de virus, desarrolian CaCuU.

Virus del papiloma humano (VPH).

Los virus del papiloma humano pertenecen a la familia de los Papovaviridae y
son pequefios virus de ADN, de cadena doble, que infectan los epitelios
sulperficiales por los cuales presentan un tropismo especifico {(Howley, 1991).
La mayoria de los tipos virales causan lesiones benignas (verrugas) de bajo
riesgo, pero algunos mucosotropicos se asocian con lesiones malignas o
tu:mores epiteliales.

Los VPH son pequefias particulas icosahédricas, con capside, sin envoltura, de
aproximadamente 52 a 55 nm de didmetro. Tienen 72 capsémeros (60
hexdmericos y 12 pentdmericos) arreglados en una malla (Pfistér et al.,

1977; Faras et al., 1980).

Estructura del genoma viral.

El Igenoma de los VPH posee entre 7000 y 8000 pb y se encuentra en forma
circular super enrollada dentro del viridn. Se asocia a histonas celulares,
formando un complejo similar a la cromatina y presenta mas de ocho

ap(oximadamente marcos de lectura abierta (ORF),
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Figura 1. Diagrama de la organizacién gendmica del VPH16. En el centro se

esquematizan los nucledtidos vy en el exterior las ORF de las diferentes
proteinas.



La expresion ocurre sobre una sola hebra dei ADN 'que es activa durante la
transcripcion (Wieland y Pfister, 1996). El genoma se encuentra organizado de
manera espacial y temporal, puede dividirse en tres regiones esquematizadas en la
Figura 1. Una regién no codilicadora de 1000 pb que regula la transcripcidon vy
cor.wtiene al crigen de'replicacic'm denominada la Region Larga de Controf {LCR}, una
region de genes tempranos (E) que codifica para proteinas involucradas con la
persistencia del genoma, la replicacion del ADN vy la activacion del ciclo litico y por
Oltimo, una regién tardia (L) gue codifica para las protein as estructurales. La
regulacién de la expresidn del genoma viral s compleja y se encuentra controlada

tanto por factores virales como celulares.

Nomenclatura y taxonomia.

Se han identificado mas de 80 tipos de VPH, la mitad de los cuales se ha
asociado a lesiones del tracto anogenital. Los VPH se pueden clasificar en tres
grupos: los de alto, de moderado y de bajo riesgo. Los considerados de bajo
riesgo dan lugar a Iesibnes benignas, mientras que los de alto riesgo, estan
implicados en el CaCU; dentro de estos ultimos se encuentran los VPHI16,
VPH18, VPH31, VPH33 y VPH45 (zur Hausen, 1991).

La designacién de un tfpo virat no esta basada en la caracterizacion
seroldgica, ya que las -particulas virales de VPH no estan facilmente
disponibles para generar inmunizacion y producir anticuerpos especificos. La

tipificacion depe'nde entonces de la homologia en la secuencia del ADN.



Hasta antes de la conferencia anual de virus de papiloma de 1995, se
consideraba que mas de un 10% de diferencia al comparar entre las ORF de
e6, e7 y 11, era suficiente para definir nuevos tipos de virus (Van Rast,
1993); sin embargo, a partir de dicho evento, se circunscribié |a
determinacion de un nuevo tipo a diferencias mavyores al 10% detectadas en
el gen /1 respecto de la secuencia del virus prototipo.

Si un VPH varia lo suficiente como para permitir diferencias gue no dan lugar
al réconociﬁiento de otro tipo viral, pero si cuentan con un margen de
homologia de entre el 90 y el 98% se consideran un subtipo y con
homologias mayores al 98% una variante. Tanto el subtipo como la variante
presentan estabilidad entre aislados (Wheeler e Icenogie, 1995)

Para el VPH16 han sido reportadas seis ramas filogenéticas distintas o clases
variantes (Chan et al., 1992 y Ho et al., 1991 y 1993, Yamada et al, 1997)
designadas como: E (Europea), As (Asiatica), AA (Asiatico-Americana), Afl
(Africana-1), Af2 (Africana-2) y NA (Norteamericana). Estas variantes se

encuentran correlacionadas fuertemente con su distribucién geografica.

Ciclo viral
El estudic detallado dei ciclo de tos VPH ha sido particularmente dificil, ya que
se carece de un sistema celular que permita recrear de manera estable las

condiciones biologicas para que se induzca el ciclo viral completo. Por ello,



buena parte de la informacion proviene de los virus de papiloma bovino y de
lineas celulares desarrolladas de biopsias de pacientes infectados.

El ciclo de los VPH depende de la diferenciacion de las células epiteliales del
hospedero y puede ser separado en dos etapas: una no productiva y una
prbductiva.

La etapa no productiva se lleva a cabo en la capa basal del epitelio, donde se
piensa que el virus llega gracias a una lesién. Una vez en el compartimiento
basal, el virus se establece como una estructura episomal, se replica a si
mismo utilizando la maquinaria celular y establece una fase latente de
infeccién. La etapa productiva se lleva a cabo en las capas suprabasales del
epitelio. Una vez que se reinicia la amplificacion del ADN viral (Flores vy
Lambert, 1997), las proteinas tardias se sintetizan y se ensamblan las
particulas virales que se liberaran subsecueﬁtemente al descamarse el
epitelio (Flores, et al, 1999).

Al inicio del ciclo viral, una combinacién particular de factores celutares que
interactlan con la LCR promueven la transcripcion temprana de los
oncogenes virales e6 y e7 (Di Paolo, 1993). Estos favorecen la divisién celular
interrumpiendo los mecanismos de control: E6 se une a la proteina supresora
de tumor p53 y E7 se une a la proteina pi05-RB+. La continuidad en la
transcripcic’an de los genes tempranos conlleva al aumento gradual de las

proteinas virales E1 y €2. La proteina E2 impide la transcripcion de 1os genes



tempranos y confiere especificidad de unidn a E1, la cual promueve |a
replicacion viral. El cese paulatino de la transcripcion de los oncogenes virales
a tr'avés de la represién por E2, libera la regulacién del ciclo celular mediada
por p53 y pl05-RB+, permitiendo que la diferenciacién celular progrese. Es
entonces cuando el promotor tardio funciona y se producen las proteinas de
la capside viral L1 y L2, permitiendo la maduracién de viriones en los estratos
superiores del epitelio.

La disrupcion del gen e2 durante un evento de integracién del genoma virai
en un cromosoma celular, impide la progresion del ciclo viral y la entrada del
programa de diferenciacién de la célula epitelial, favoreciendo la

transformacion celular producida por E6 y E7 (zur Hausen, 1996).

Replicacion

Los éstudios de expresion en sistemas libres de células permitieron definir los
productos del genoma viral y las secuencias necesarias para la replicacidon
viral. Hicieron evidente que las proteinas E1 y E2 son los (nicos factores
virales requeridos para la iniciacion de este proceso (Ustav y Stenlund 1991,
Usta\:r et al., 1991; Yang et al., 1991; Chiang et al., 1992; Kuo et al., 1994),
La proteina E1 es una fosfoproteina nuclear con un peso aproximado de entre
70 y 80 Kd; se une al ADN de manera especifica e inespecifica, sobre la LCR.

La especificidad de enlace es mediada por la proteina E2, la cual, ademas,



incrementa la afinidad de E1 por el ADN (Berg, y Stenlund, 1997). Entre las
actividades especificas de la proteina E1 se encuentran la de helicasa, de
ATPasa y su funcidn como modulador de la replicacion a través de su
interaccion con la subunidad alfa de la ADN-polimerasa.

La interaccidon entre las proteinas E1-E2 es importante para la replicacion del
ADN del VPH16 (Kasukawa, et al, 1998). La presencia de E2 es necesaria
para que El se enlace de manera especifica al origen de replicacion (ori}, lo
que apunta a que el reconocimiento inicial del ori esta determinado par €2
(Masterson ét al, 1998). Esta interaccion es altamente especifica ya que las
quimeras de El y E2 entre distintos tipos de VPH presentan diferentes
actividades relativas de replicacién en ensayos de interacciones funcionales
(Zou et al., 1998).

De acuerdo con Lee, et al. (1999}, las proteinas E1 y E2 del VPH18 y el factor
celular Inil/Hsnf5 forman un complejo ternario in vitro, que es importante
para replicacion del ADN viral. El factor Inil/Hsnf5 es un r;omponente del
complejo SW1/SNF y este ultimo es esencial para la activacién de la
transcripcién de prom'otores inducibles: desestabilizar la estructura de la
cromatina a nivel de promotores y facilita el acceso de la maquinaria
transcripcional; el complejo SW1/SNF media la interaccion entre activadores
transcripcionales gene especificos y los factores generales de la transcripcion,

facilitando el acceso de la maquinaria transcripcional a la cromatina (Kalpana,



19;94). Eé probabie que el complejo SW1/SNF esté involucrado en la primera
aproximacién del complejo viral para el reconocimiento del ori.

Se conoce poco del proceso de replicacidn; se piensa que el complejo
proteico formado por E1:E2 es replicativamente inactivo, ya que antes que
corhience la sintesis de la nueva hebra de &dcido nucleico, E2 se desliga del
origen, al que se unen moléculas adicionales de E1 gue conforman un
hexdamero; éstas, junto con los factores celulares promueven la formacion de
la horguilla replicativa, lo que da inicio a ia sintesis de 13 nueva hebra de ADN
(Sverdup vy Myers, 1997'). La presencia de El1 también es necesaria péra la

elongacion jn vitro (Liu et al., 1995),

Antecedentes directos

Se ha propuesto que algunas variantes del VPH16 se han asociado con
lesiones de alto grado o canceres histoldgicamente mas agresivos {Zehbe, et
al., 1998; Xi, et al, 1997; Stoppler, et al, 1996 vy Ellis, et al., 1995). De hecho
la incidencia de cancer cervical es diferenté en los diversos paises (Dj Luca, et
al, 1986, Yang, et al, 1997) y puede asociarse con la distribucion de variantes
virales especificas debido a que éstas tienen distribuciones geograficas
distintas. Las wvariantes Asidtico Americanas (AA) se encuentran
principalmente en Centro y Stdamerica y en Espafia, las variantes Africana_s

(Af) en Africa, las variantes asiaticas (As) en el Sudeste de Asia y las

il



variantes Europeas (E) en todo el mundo excepto Africa (Yamada et al.,,
1997).
tos estudios sobre variantes de los VPH genitales se han dirigido hacia el
establecimiento de relaciones filogenéticas intra e inter-tipicas con base en la
informacion de sus secuencias; estos estudios se han dirigido principalmente
a los VPH16 y 18 (Icenogle et al.,, 1991; Yamada et al.,, 1995 y 1997). S‘e
conoce poco de las posibles relaciones entre los cambios especificos en las
secuencias y las caracteristicas de las manifestaciones patoldgicas; ademas
las investigaciones se han limitado a las ORF de las proteinas E2, E6, E7 v L1,
y a la LCR (Fujinaga et al., 1994; Ellis et al., 1995; ter Meulen et al., 1993 e
Icenoglie et al., 1991).
Algunas variantes génicas, permiten suponer gue hay cambios en la funcion
de la proteina codificada, como sucede con una varianté de la L1 que afecta
el ensamble de la capside viral (Yamada et al., 1995) o-con algunas variant:es
de E6 gue muestran -diferencias en la actividad de inmortalizacidon y en la
degradacion de p53 (Stoppler et al., 1996).
En estudios recientes realizados en el laboratorio del Dr. Jaime Berumen
Campos de la Escuela Militar de Graduados de Sanidad, se ha explorado la
prévaiencia de variantes del VPH16 en pacientes mexicanas. Se encontrd una
prevalencia alta de las variantes AA-a y AA-c, ya que infectan casi al 45% de

los carcinomas positivos para el VPH16. Tambien predominan en mujeres



menores a 35 afos. La edad promedio de las mujeres positivas para las
variantes AA, fue alrededor de 7 afios menor que la de las mujeres que
presentaron la variante de r‘éf’erencia Europea.

Dado que la secuencia del gen el no se ha incluido en la determinacion de los
tipos y las clases virales, que las variantes encontradas en la poblacién
mexicana parecen tener un comportamiento particular: pe;rmanecen en forma
episomal, en gran ndmero de copias en los carcinomas y afectan de manera
preferencial a las mujeres mas jovenes, se hace relevante la necesidad de
caracterizar el gen €1 y la proteina que codifica, para identificar cambios con
posible relevancia funcional.

En una primera etapa que es motivo de esta tesis, se secuenciaron (os genes

el de las variantes AA-a y AA-c.

OBJETIVO

Identificar los cambios. nucleotidicos que repercuten en la secuencia
de Ia proteina E1 y proponer el posible efecto de esas sustituciones en

su actividad.



MATERIAL Y METODO

Materiales

Material biologico.
Se obtuvieron muestras de tejido canceroso por biopsia abierta directa de 123

pacientes con cancer cervical invasor, diagnosticadas entre enero y junio de
1992 en el Hospital de Oncologia, Centro Medico Nacional, IMSS de la Ciudad
de México,. Once fueron identificadas como infectadas por variantes Asiatico-
Americanas del VPH16 de las subclases AA-a (6) y AA-c (5). Para este trabajo
se séleccionaron cuatro de esas muestras, dos pertenecientes a cada variante

del VPH16.

Reactivos.
Los reactivos utilizados en los procedimientos se adquirieron de las siguientes

compafiias:

De GIBCO, BRL, ios oligonucleétidos utilizados como iniciadores, los desoxi-
nucledtidos trifosfato (dNTP), el MgCl,, la Tag ADN polimerasa y su
_ amortiguador de reaccion 10X, asi como la agarosa ultra pura y el marcador de
pesos moleculares 1 Kb plus.

De Qiagen Inc., Valencia CA, el paquete para purificar ADN denominado

Qiaexll, que incluye las solucicnes Qiaex 1, 2 y 3.



De Perkin-Elmer, las columnas CentriSep y el paguete BigDye Terminator
Ready‘ Reaction, utilizado para la secuenciacidn automatica, cuya mezcla de
reaccion contiene MgCl,, buffer Tris HCI, pH 9.0, desoxi-nucledtidos trifosfato ,
Af“Dyé Terminator” marcado con dicloro (R6G), C-"Dye Terminator” marcado
con dicloro (ROX), G-"Dye Terminator” marcado con dicloro (R110), T-"Dye
Terminator” marcado con dicloro (TAMRA) y la Tag ADN polimerasa FS
(pirofosfatasa estable a altas temperaturas).

De SIGMA Aldrich Chemical Co., se obtuvieron reactivos utilizados para la
preparacion de amortiguadores como el TBE (Tris 50 mM, Acido Borico 50 mM
y EDTA 2.5 mM) y el bromuro de etidio.

De Bio Rad, los colorantes del amortiguador de muestra para la electroforesis

conteniendo azul de bromofenol 25mM y xilen-cianol 25mM.

Métodos
Diseio de los oligonucleédtidos utilizados para la amplificacion por PCR.

La reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) requiere para llevarse a cabo, la
presencia de desoxi-oligonucledtidos iniciadores (oligonucledtidos), que
permitan a la enzima reconocer un sitio de doble hélice e iniciar la sintesis de
la cadena complementaria a partir de! iniciador. El resultado es un incremento

en la concentracion de la molécula de interés (amplificacién).



El disefio y la seleccion de los oligonuciedtidos esta en funcién de la molécula
que va a ser amplificada. Para este trabajo, se disefiaron seis pares de
oligonucledtidos que amplifican fragmentos discretos de éntre 300 y 400
bases, en ambas direcciones. La localizacion de los oligonucledtidos se muestra
en la Figura 2.

Las secuencias de los oligonucleotidos se basaron en la reportada para el gen
el del VPH16 de referencia. En todos los casos se busco que la diferencia entre
las temperaturas de alineacién de cada par de oligonucledtidos no excediese
los 10°C y sus dimensiones no fueran menores a 20 bases para asegurar el
apareamiento especifico con la secuencia del gen. Ademds, utilizando el
paquete Oligo (version 4.1) se verificd que los oligonucledtidos no alinearan
con ninguna otra region del VPH16, y que tampoco tuviesen alineamientos
sobre si mismos o con la pareja respectiva. Las secuencias, asi como las
temperaturas de alineacion de los oligonucledtidos aparecen en las tablas Iy

II.

Amplificacion del gen de E1 por la técnica de PCR.

La amplificacion del gen el completo de los VPH16 variantes se llevd a cabo
con los oligonucledtidos externos (F811 y R2844), cuya posicidén se muestra en
la figura 2. Las reacciones de PCR se hicieron utilizando 500 ng de cada

muestra de ADN, en un volumen total de 50 . La solucién contenia: 1U de

16



Tag polimerasa, una concentracién final de Tris-HCl 20 mM (pH 8.0}, MgCl; 1.5
mM, KCI 50 mM, DTT 1 mM, 2 mM de la mezcla de dNTP (conteniendo dATP,
dTTP, dGTP y dCTP) y 1 uM de cada oligonucledtido.

La PCR para la amplificacion del gen el completo se llevo a cabo en un
termociclador Gene-Amp Sistema 9600 (Perkin Elmer); consistié en 40 ciclos
de amplificacion en las siguientes condiciones: 30 segundos de
desnaturalizacién a 94°C, 60 segundos de alineacién a 51°C y 2 minutos de
extension a 72°C. El blogue de 40 ciclos fue precedido por una
desnaturalizacion de 3 minutos a 94°C, vy finalizado con una extension de 10
minutos a 72°C.

Una vez que se completaron las reacciones de PCR, se tomaron alicuotas de 20
Hl, se mezclaron con amortiguador de muestra ¥ ‘se analizaron por
electroforesis en geles de agarosa al 1% en TBE y bromuro de etidio (0.5

Hg/mi).

Los geles se sumergieron en TBE y se sometieron a 100 voltios durante una
hora. Los fragmentos tefiidos se observaron en un transiluminador con luz

ultravioleta.

Las manipulaciones del ADN de las muestras y et manejo de las mezclas de los
reactivos de PCR, se efectuaron en dreas del laboratorio separadas, con equipo
y materiales utilizados exclusivamente para cada proposito; esto con la

finalidad de prevenir la contaminacion de los reactivos y/0 de las muestras.



LOCALIZACION DE LOS PRIMERS (DIRECTOS) PARA
SECUENCIAR ¢7DE VPH16

F2076

F2390

—

LOCALIZACION DE LOS PRIMERS {REVERSOS) PARA
SECUENCIAR ¢/DE VPH16

Figura 2. Esquema de localizacidn de los oligonucledtidos disefiados para

abarcar la secuencia completa del gen e1.



En cada reaccion se colocaron dos controtes; uno positivo, conteniendo ADN
del VPH16 prototipo v el otro negativo, con ADN humano proveniente de

muestras de sangre.

Preparacion de las muestras para secuenciacion.

Las bandas correspondientes a los fragmentos de ADN, obtenidos por PCR se
cortaron del gel vy se purificaron usando el paquete Qiaex II.

El paquete Qiaex tiene como fundamento la solubilizacién de la agarosa y la
adsorcion selectiva del ADN a las particulas de silica gel de Qiaex en presencia
de concentraciones elevadas de sal. El fragmento de gel se solubilizé a 50°C
con el amortiguador Qiaexl, el cual contiene una concentracidn alta de
perclorato de sodio. Se adiciond solucion Qiaex2, que contiene el silica gel y
para eliminar los posibl’es contaminantes de agarosa se hicieron dos lavados
mas con la solucién Qiaex 3, que contiene etanal, con lo gue se precipita el
ADN y en el sobrenadante se remueven las sales.residuales. El precipitado
generado se seco a temperatura ambiente y se resuspendié en 20 ul de agua
bidestilada estéril, Se eluyé a 50°C y se centrifugé en una microcentrifuga a
maxima velocidad durante 3 minutos para sedimentar las particulas de la
resina Qiaex; el A.DN eluido ée recuper$ del sobrenadante. Las particulas de la
resina fueron sometidas a una segunda elusion, con ta finalidad de recuperar la

mayor.cantidad posible det ADN.



No. de | Temperatura
Secuencia 5> 3° Localizacion | bases | de alineacién
(°C)

ATGGGCACACTAGGAATTGT F811 20 58
TGGGTAGTCCACTTAGTGA F1136 19 56
CACTATATGCCAAACACCA F1416 19 54
TCTAAACTATTATGTGTGT F1747 19 48
TTGTGCAACAATGTGTAGA F2076 19 52
GGTTACAACCATTAGCAGA F2390 19 54

Tabla I. Oligonucledtidos utilizados para amplificar en direccién 5> 3’ vy
secuenciar el gen de E1 del VPH16.
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No. de | Temperatura

Secuencia 3'>5° Localizacién | bases | de alineacidn
(°C)
TTATTGTCTACACATCCACT R2844 20 58
CTATGCTTTACATCCATAGA R2519 19 _ 54
CTTCCAATCACCTCCATCAT R2184 19 58
GATATACCTGTTTTATACCA R1844 19 52
CCCCGTATAACTCTTTAAAT R1513 19 54
TTATTGTCTACACATCCACT R1178 19 54

Tabla II. Oligonucledtidos utilizados para amplificar en direccién 3'> 5 v
secuenciar el gen de E1 del VH16.
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Secuenciacion del gen de E1 por PCR.

tas muestras purificadas de ADN se secuenciaron en ambas direcciones por el
método de ciclo fluorescente. En las reacciones de secuenciacion se usaron 10s
oligonucledtidos descritos en las tablas I y II para abarcar toda la molécula.

La preparacion de las muestras y las reacciones de PCR se hicieron de la
siguiente forma: en un tubo eppendorf para microcentrifuga se afadieron 8 uf
de la mezcla de reaccién perteneciente al paquete Big Dye Terminator. La
marca de los reactivos utilizados es altamente sensible: contienen un colorante
donador de fluoresceina ligado a un colorante aceptor de diclororrodamina. Se
agregaron de 30 a 90 ng de la muestra de ADN limpia, 3.2 pmoles del
oligonucleodtido para utilizarse en la secuenciacién y agua desionizada para
completar un volumen final de 20 pl. La maxima excitacidon del colorante
marcado corresponde al donador de filuoresceina y el espectro de emision es el
de! aceptor de diclororrodamina. Ei colorante donador se encuentra optimizado
para absorber la energia de activacion del laser del i6n argén en los
instrumentos del secuenciador.

La amplificacion del ADN se hizo por PCR durante 25 ciclos en el termociclador.
Cada ciclo consistié en: 10 segundos de desnaturalizacién a §6°C, 5 segundos
de alineacién a 50°C y 4 minutos de extensién a 60° C.

Los productos de cada amplificacion se buriﬁcaron en columnas Centri-Sep

(Perkin Elmer) como sigue. Se ensamblé la columna y se vertieron a través de
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ella 2 ml de agua desionizada, se permitio gue se hidratara durante 30 min. y
se drend el liquido por centrifugacién a 3000 rpm durante 4 minutos, para
lcompactar la columna. Se vertid todo el producto de PCR y se centrifugd a
3000 rpm durante 2 minutos. Se colectaron aproximadamente de 40 a 60 pl de
la muestra y se secardn en una centrifuga de vacio por 10 0 1S minutos, hasta
aproximadamente la mitad del volumen.

Ei analisis por electroforesis de las secuencias se hizo en forma automatizada
en un secuenciador ABI PRISM 310 (Perkin-Elmer). El procedimiento es como
sigue: los fragmentos se introducen dentro de un capilar lleno de un polimero
preformulado. Los fragmentos de ADN marcado migran a traves del polimero y
se separan de acuerdo con su tamafio. Cuando éstos llegan a la ventana del
capilar son iluminados por un haz de luz ldser, el marcador fluorescente unido
al fragmento de ADN se excita y emite una longitud de onda especifica para
cada marcador fluorescente. La luz es colectada y separada por un
espectrografo en funcion de la longitud de onda. Al final de la corrida la
computadora analiza automdticamente los datos colectados y los muestra en
forma de electroferogramas en donde se incluye la secuencia de nucledtidos
del fragmento, la cual posee una precision del 98.5% en 425 bases,
dependiendo de la concentracidn y la limpieza de la muestra. Dado que los
fragmentos de ADN pertenecientes al gen el obtenidos por PCR, tenian un

peso molecular de aproximadamente 2000 pares de bases, fue necesario llevar
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a cabo 6 reacciones de PCR de secuencia en cada uno de los sentidos, para
verificar las secuencias obtenidas en ambas direcciones.

El analisis de los datos se realizd con los paquete DNASIS y BLAST via
Internet. Las posiciones de los nucledtidos se numeraron de acuerdo con la
base de datos de secuencias de 1997 (Los Alamos National Laboratory, NM)
contra la cual se compard, considerdndose ésta como la referencia para los
diferentes tipos de VPH. Se identificaron los cambios de las variantes y se

ubicaron dentro de los dominios del gen el.
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RESULTADOS

Amplificacion del gen e1 por Ja técnica de PCR.
Las muestras de ADN provenientes de cuatro tumores fueron ampiificadas

utilizando los oligonucledtidos externos a la secuencia de interés. Ello permitio
obtener numerosas copias del gen el de las variantes AA-a y AA-C del VPH16.
El tamafio esperado de los fragmentos era de 2034 bases, del nucledtido 811
al 2844,

En todas las muestras de ADN tumoral y en los controles positivos se amplificd
un fragmento que migré de acuerdo con las dimensiones aproximadas de 2000
Pb, y no se observé amplificaciéon en las muestras de sangre humana.

En la figura 3 se presenta uno de los fragmentos originado por la amplificacion
del ADN de la variante AA-c; como control positivo para la amplificacion se
empled un pldsmido conteniendo el genoma del VPH16 proveniente de ia
variante Europea. Tanto el fragmento generado por la amplificacion del ADN
control, como el amplificado a partir del tumor, migraron la misma distancia,
ubicada entre las bandas del marcador de pesos moleculares 1 Kb plus que
corresponden a 3000 y 2000 pares de bases. Cabe recordar que el gen el del

VPH16, tiene una longitud de 1950 bases.
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Figura 3. Productos de la amplificacion por PCR. En el carril 1 el control positiveo, carril
2, fragmentos obtenidos a partir del ADN de la variante AA-c y carril 3, marcador de

pesos moleculares 1Kb plus.
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Figura 4. Fragmentos amplificados a partir del ADN de la variante AA-c y purificados
por Qiaexil. Carril 1, 2ul de la segunda elusion: carril 2, 2pl de la primera elusién:

carril 3, marcador de pesos moleculares y carril 4, 2ul de la muestra sin purificar.
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Figura 5. Productos de la amplificacion por PCR. En el carril 1, fragmento obtenido a
partir del ADN de la variante AA-c; carril 2, fragmento obtenido a partir de AA-a: carril

3, control negativo; carril 4 control positivo y carril 5, marcador de pesos moleculares.
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La recuperacion de los fragmentos amplificados, purificados con el paquete
Qiaex, fue superior al 80%. En la figura 4, se presenta uno de los fragmentos
purificado, proveniente def gen el de la variante AA-c. En los carriles uno vy
dos se muestra la primera y segunda elusiones. Se puede observar que la
banda purificada migra paralela al marcador de 2000 pb. En la figura 5 se
muestran dos fragmentos amplificados, uno a partir del ADN de la variante AA-

C y otro a partir de! ADN de |a variante AA-a.

Determinacion de la secuencia del gen de E1.
Una vez purificados los fragmentos de interes, se procedid a determinar y

analizar sus secuencias. En la figura 6 se muestra una comparacién de los
electroferogramas de dos fragmentos de las secuencias obtenidas de las
variantes AA-a y AA-c; las diferencias observadas se indican con flechas.

En total se identificaron 29 cambios nucleotidicos, de ellos 28 correspondieron
a la variante AA-a v 27 a la variante AA-c, lo que equivale al 1.45% de los
1950 nucleétidos secuenciados en ambos casos. En la tabla III se resumen los
cambios de los genes variantes y los sitios de restriccion que se eliminaron o
que se crearon como resultado de esos cambios. Sin embargo, no se corrohord
experimentalmente el nuevo patrén de restriccién esperado.

De los 29 cambios nucleotidicos encontrados, 11 fueron comunes para ambas

variantes y se traducen en sustituciones de las aminoacidos codificados, lo que



Tabla III. . Cambios en la secuencia entre las variantes AA-a y AA-c en
relacion a la variante E de referencia, modificaciones esperadas en los
aminoacidos codificados, asi como, los sitios de restriccion que se generan o se
pierden en las variantes AA para el gen el del VPH16.
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2650
2631

2586
2376
2344
2343
2287
2262
2254
2249
2237
2220
2041

1744
1668
1624
1522
14886
1426
1377
1366
1200
1163
1096
1041
1006

921

RESUMEN DE CAMBIOS EN LAS VARIANTES Y SU LOCALIZACION

Nucledétido

2608

TTACGTTCCTTCACACGCGTCCTCTTATG

Referencia
Variantes

596
589
582
574
504
494
493
475
466
464
462
458
452
393
326
294
268
254
220
208
188
171
168
112
100
78
59

-t

9

Aminoé4cido

Il L ETRLGLTFLSSRPE

FLLQGACY QLS SLAL

Referencia
Variantes

K

Clal+ 1742 Tagl+ 1743
Atull+ 1721 BstNi+ 1721
Apyl+ 1721
Accl+ 1397

EcoRi+ 1385  Acci+ 1351

Dral+ 1176

Nsp 802

Rsal- 510 Alul- 333

Fokl- 298
Bglli+ 138 Dpanl+ 139*

SaulAl+ 139

Sitios de
restriccion

31

*Sélo en AAc



Figura 6. Electroferogramas de secuencia provenientes de las variantes AA-a

y AA-c; las diferencias en las secuencias se marcan con flechas.
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corresponde al 1.9 % de los 650 aminoacidos que constituyen a la proteina. En

la tabla III se presentan estos cambios.

Cinco de estas substituciones (Q78E, G100E, C168S, QI88E y S220T) se
localizaron en la regidn amino terminal (amino dacidos 1-237) y las seis
restantes (L294M, I326M, E452D, T458S, R462K y E596K) en la parte media
de la molécula (amino acidos 238-605); no se detectd substitucién alguna en

el extremo carboxilo terminal (amino acidos 606-649).

En el diagrama de la figura 7, se muestra la ubicacidén de las sustituciones de
amino acidos sobre la proteina y se sefialan los dominios funcionales .
involucrades, ya sean putativas o identificados. Los dominios funcionales .
putativos, son regiones de la proteina en las que se ha identificado de forma
delimitada cierta actividad en otros tipos virales, y los hemos ubicado en las
regiones homologas del VPH16.

Se encontraron siete mutaciones no silenciosas en el dominic de
transactivacion (amino acidos 1-437). Cuatro de ellas, especificamente: Q78E,
G100E, C168S vy Q188E, se jocalizaron dentro de un sitio de transactivacion
fuerte {amino dcidos 1-190; Yasugi, et al, 1997a y 1997b).

Nueve substituciones: C1685, Q188E, S220T, L294M, 1326M, E452D, T458S,
R462K y E596K, se localizaron dentro del conjunto de residuos necesarios para
la formacion de complejos eficientes con E2 (residuos 144-649; Yasugi, et al,

1597a y1997b) y el primero se ubicéd en la pequefia regién homologa (residuos

[
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87-186) necesaria para dirigir la localizacién nuclear de las proteinas de fusion
(regién de homolegia entre PVB1 E1 y el antigeno T de SV40; Xiao, 1994):
cinco de estas nueve substituciones C168S, Q1B8E, S220T, L294M y I326M se
ubicaron en dos sitios putativos: a region involucrada en ia interaccién entre
E1E2 (amino dcidos 144-420; Yasugi, et al, 1997a y 1997b) v el dominio de
unidn minimo entre Inil/hSnfS (amino &cidos 147-444; Lee et al. , 1999).
Cuatro sustituciones, Q188E, $220T, L294M y I326M, también se localizaron
superpuestas en la regién de unién al ADN (residuos 182-328; Leng, 1997), al
menos las Ultimas tres sustituciones T4538S, R462K y E596K se localizaron en
un dominio compartido (Masterson, et al, 1998; Zou, et al, 1998) por la
actividad de helicasa (amino acidos 439 al 623), la actividad ATPasa (sitio
putativo amino acidos del 366 al 605), los dominios de unién entre p68 vy Ia
polimerasa a-Primasa (amino acidos del 397 al 583) ademas del fragmento
mas pequefio capaz de unirse con E2 (amino acidos del 421 al 649). Justo la
dltima mutacién afecté una de las regiones capaces de generar respuestas de
tipo IgA (Dillner, 1990) con péptidos sintéticos derivados de El, los cuales

comprenden las regiones de amino dcidos 504 al 523 y 594 al 611.
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Figura 7. Localizacion de sustituciones de aminoacidos en los dominios
identificados.
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ANALISIS DE RESULTADOS

La interaccién entre las proteinas E1-E2 es importante para la replicacion det
ADN del VPH16 {Kasukawa et al., 1998). Se ha corroborado que la presencia
de E2Z es necesaria para que El se una de manera especifica al origen de
replicacion. Ello apunta a que el reconocimiento inicial del ori puede estar
determinado por E2 (Masterson et al., 1998). Esta interaccion es especifica ya
que las guimeras de E1-E2 de distintos tipos de VPH presentan diferentes
actividades relativas de replicaciéon en ensayos de interacciones funcionales
(Zou et al., 1998).

El gen el consta de 1950 nucledtidos que codifican 650 amino acidos. En el
fragmento peptidico més pequefio capaz de unirse a la proteina E2, que
comprende los amino acidos del 421 al 649 ({Masterson et.al., 1998),
detectamos 13 cambios de nucledtidos. Cuatro de ellos se traducen en
sustituciones no sinén‘imas (E452D, T4585, R462K y ES596K) y nueve no
cambiaron el amino acido codificado. A un lado de la regidén de E1 requerida
para el enlace con E2 a temperaturas fisioldgicas (amino acidos 144-649, 20°C
y 37°C, Yasugi et al, 1997a) Se ubicaron 10 mutaciones mas, cinco de las
cuales corresponden a substituciones no sindnimas (C168S, Q188E, S220T,

L294M y I326M} y cinco no cambiaron el aminoacido codificado.
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De acuerdo con Lee, et al. (1999), las proteinas E1 y E2 del VPH18 vy el factor
celular Inil/hSnfs forman un complejo ternario in vitro que es importante para
fa replicacidon del ADN viral. Ini1/hSnfS es un componente del complejo
multiprotéico SWI/SNF. Los datos genéticos estructurales sugieren que el
complejo es esencial para la activacion transcripcional de varias funciones
génicas inducibles, ya que desestabiliza la estructura de la cromatina en el
nivel de promotores y facilita el acceso de la maquinaria de transcripcidn
celular.

Lés proteinas SWI/SNF  median la .interaccién entre los activadores
transcripcionales especificos de cada gen y los factores de transcripcion
comunes, facilitando el acceso de la maquinaria .trans-cripcional {Kalpana,
1994).

Las variantes AA del VPH16 mostraron 10 cambios nucleotidicos, 5 de estos
generan sustituciones no sindnimas (C168S, Q188E, 5220T, L294M y 1326M) a
lo largo dei sitio putativo de enlace de Inil/Hsnf5 (putativo, porque se dedujo
de la-alineacion de las secuencias de el de los VPH18 y VPH18), entre los
amino acidos 147 y 444. Se -identificaron ademas, tres mutaciones no
sinénimas en la regién de interaccién con E2 (amino acidos del 421 al 583) y
una mas en el fragmento mas pegquefio {amino acidos del 584 al 649) tapaz de

unirse a E2 (Masterson et al. , 1998). En un trabajo previo {Casas et al, 1999), "
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se identifico una sustitucion no sindnima, que se ubica en el aminoacido 35 de
E2, dentro de la regién de interaccién entre £2 y E1.

Si el VPH16 forma un complejo ternario similar al que forma el VPH18, es
posible que los cambios en el gen el tuviesen un efecto favorable sobre las
interacciones entre los miembros del complejo ternario, manteniendo o
incrementando la eficiencia de la replicacion, ya que como se indicé en ia
introduccién, las variantes del VPH16 se encuentran en gran nimero de copias

en los carcinomas cervicales (Casas et al, 1959),.

En una etapa posterior del proceso de replicacién, el reclutamiento de |a pol a-
primasa sobre el orf es critico, dado que es la Gnica polimerasa capaz de in_iciar
cadenas nuevas de ADN. La regidn carboxilo terminal de E1 del VPH16 (amino
acidos 397-583) al parecer es esencial para la interaccién de esta proteina con
la subunidad p68 de la pol a-primasa.

En la regidn de interaccién con p68 las variantes AA-a y AA-c mostraron siete y
ocho mutaciones silenciosas respectivamente, mas tres substituciones
comunes no sinénimas (E452D, T458S y R462K).

Aunque no hay evidencia suficiente para establecer un papel directo de E1 en
la regulacion de la transcripcion, Yasugi et al en 1997 identificaron una fuerte
actividad de transactivaciénrdel extremo amino (aminodcidos del 1 al 90) sobre
el promotor constitutivo de la levadura ADC1. En este trabajo encontramos 9

cambios de nucledtidos en esta regién y cuatro de ellas se traducen como
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sustituciones no sinénimas (Q78E, G100E, C168S y Q188E) en ambas
variantes. Ademas hay un par de cambios ubicades en dos regiones
generadoras de respuesta IgA (amino &cidos del 504-523 y del 594-611)
(Dillner, 1990) una mutacién silenciosa y una no-sindnima (nucledtido G2650A

y aminodcido E596K) en la regidon menos reactiva.

Hasta Ié fech'a el grupo del Dr. Berumen ha secuenciado alrededor de 5000
nucledtidos (incluyendo los genes el, e2, e6, e7 y las regiones LI/MY y LCR)
de ambas variantes AA-a y AA-c y cada una exhibe 82 cambios en nucledtidos
y 35 sustituciones de amino dcidos. Lo que sugiere que el comportamiento

diferente de estas variantes podria explicarse por algunas de las mutaciones.

41



CONCLUSIONES

-En este trabajo caracterizamos el gen e! de dos variantes del VPH16,
denominadas AA-a y AA-c. Aunque existe un cambio nucleotidico,
respecto de la referencia, especifico del gen el para la variante AA-a y
dos especificos para el gen el de 1a variante AA-¢, ambas proteinas
poseen las mismas substituciones tedricas de amino acidos.

lSe ha propuesto que la integracién del genoma viral con la pérdida de
una region-entre los genes el y e2 es un mecanismo que permite la
expresion de los oncogenes (debida a la pérdida de la represién
transtripcional ejercida por la proteina E2). Sin embargo, el VPH16,
también se ha encontrado en forma episomal, o bien en una combinacién
de ambas formas.

En los tumores analizados, el gen el estaba integro, lo que aunado a las
diferencias encontradas en las secuencias podria ser una indicacion de la
agresividad especifica de estas variantes en la etiologia del céncer
'cérvico uterino en México. Si los cambios en la proteina E2 variante
afectaran su actividad represora de la transcripcion de los oncogenes, la
presencia de E2 no afectaria el desarrollo del cancer. Ademads, si los
. cambios de la proteina E1 variante coadyuvaran, junto con la presencia

de la proteina E2 variante, a una replicacién mas eficiente, se explicaria
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el gran niumero.de copias en que se presentan estos virus variantes. Sin
embargo, para poder avanzar en esta perspectiva, resultan

indispensables los estudios funcionales de las variantes.
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