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PRÓLOGO 
 

Desde sus albores la humanidad ha sido obligada por la naturaleza a convivir con factores 
externos, como enfermedades y virus, e internos, como sus propias hormonas. Aprender a 
sobrellevarlos ha sido parte de su existencia. 

N.M.P. 
 
 
 
 
 
 
“No podía ser uno un buen científico sin comprender que, en contraste con la concepción 
popular sostenida por los periódicos y por las madres de los científicos, buen número de 
ellos no sólo son obtusos y de mentalidad estrecha, sino que algunos son simplemente 
estúpidos”. 

James D. Watson, La doble hélice 
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RESUMEN 
 

Natura nusquam magis est tota quam in minimis 
“En ningún lugar se encuentra la naturaleza en su totalidad tanto como en sus más pequeñas criaturas”. 

Plinio el Viejo 
 

Se ha establecido que la infección persistente por virus del papiloma humano (VPH) de alto 

riesgo, entre los que se encuentra el tipo 18 (VPH-18), es la causa central en la patogénesis 

del cáncer de cuello del útero (CaCU). 

     Sin embargo, también se ha determinado que la participación de otros factores, 

endógenos y exógenos, es necesaria. Estudios epidemiológicos han señalado al uso 

prolongado de anticonceptivos orales y a un alto número de partos como cofactores de 

riesgo en el desarrollo del CaCU, sugiriendo que niveles circulatorios elevados de 

hormonas esteroides pueden incrementar la carcinogénesis a través del VPH. 

     La expresión temprana viral, que incluye a los oncogenes E6 y E7, es dirigida por la 

región larga de control (LCR), la cual contiene elementos que reconocen diversos factores 

de transcripción. 

     En esta tesis se muestra la función de las hormonas esteroides sobre el control de la LCR 

del VPH-18. En primer lugar, la regulación de esta región fue probada en ratonas 

transgénicas, un contexto fisiológico y sistémico, para analizar el efecto de hormonas, tanto 

endógenas como exógenas, en el órgano genital, el cual es sensible a esteroides. El estradiol 

mostró ser la hormona clave en la activación de la transcripción in vivo y ésta fue inhibida 

por antagonistas hormonales. 

     También se demostró que sólo una secuencia cercana al promotor en la LCR, a la cual se 

une el receptor de glucocorticoides, es responsable de la activación directa de la expresión 

temprana por esta hormona in vitro. Una mutación puntual que elimina la unión del 
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receptor de glucocorticoides anuló la respuesta mediada por éste en una construcción 

transfectada y redujo la actividad basal. Al parecer, los glucocorticoides endógenos solos 

no tienen mayor importancia en la activación transcripcional del VPH-18 in vivo. 

     Los resultados apoyan fuertemente el papel de las hormonas esteroides en la regulación 

transcripcional de E6 y E7 en mujeres con infecciones de VPH de alto riesgo, y por 

consiguiente, en el desarrollo del cáncer cervical. Esto también ayudaría a explicar la 

asociación de riesgo observada entre factores hormonales con el CaCU y pone en evidencia 

la estrecha relación entre el estado fisiológico de la mujer y la actividad del virus. Por otro 

lado, los antiestrógenos podrían resultar útiles en el tratamiento de lesiones premalignas o 

CaCU al reducir la expresión de las oncoproteínas virales. 
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SUMMARY 
 

“En la naturaleza, el papel de lo infinitamente pequeño es infinitamente grande”. 
Frase atribuida a Louis Pasteur 

 

It is well-established that persisting infection with high-risk human papillomaviruses 

(HPV), such as the type 18 (HVP-18), is the main cause involved in the pathogenesis of 

cancer of the uterine cervix. 

     Nevertheless, participation of other factors, endogenous and exogenous, is also 

necessary. Epidemiological surveys point to long-term use of oral contraceptives and high 

parity as risk cofactors for cervical cancer, suggesting that risen levels of circulating steroid 

hormones increase carcinogenesis through the HPV. 

     Early viral gene expression, including E6 and E7 oncogenes, is directed by the long 

control region (LCR), which contains a number of transcription factor binding sites. 

     The present dissertation shows the role of steroid hormones on the HPV-18 LCR. First, 

regulation of this region was assessed in female transgenic mice, a physiological and 

systemic model, in order to analyze the effect of endogenous and exogenous hormones in 

the genital tract, target of steroids. Estradiol proved to be the key hormone for 

transcriptional activation in vivo and its stimulation was inhibited by hormone antagonists. 

     Moreover, it was also demonstrated that a single sequence proximal to the promoter 

within the LCR is bound by the glucocorticoid receptor and induces response of the early 

expression to this hormone in vitro. A point mutation preventing glucocorticoid receptor 

binding rendered a transfected construction defective in trans-activation and decreased the 

basal activity. Endogenous glucocorticoids alone do not appear to influence HPV-18 

transcription in vivo. 



4 
 

     Results strongly support the role of steroid hormones in transcriptional regulation of E6 

and E7 among women bearing high-risk HPV, and hence, for the development of neoplasm 

of cervix. Accordingly, it may also account for the reported relationship of hormonal risk 

factors to carcinoma of the cervix, and links virus activity to female physiological status. 

Finally, anti-estrogens might be considered as possible drugs useful to reduce expression of 

viral oncoproteins in premalignant and malignant cervix uteri lesions. 
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INTRODUCCIÓN 
 

“Grande fue la sabiduría de los primeros hombres, vieron todo cuanto en el mundo había y acabaron por 
saberlo todo. No les pareció bien a los Creadores ver que los hombres sabían tanto. El Corazón del Cielo les 

echó vaho de su boca en los ojos, por lo que pudieron ver únicamente lo que está cerca”. 
El Popol Vuh de los mayas quichés 

 
GENERALIDADES 

 
El cáncer ocupa el tercer lugar como causa de muerte a nivel mundial, sólo después de las 
enfermedades cardiovasculares y las infeccioso-parasitarias (WHO, 2000, 2008). 
     En los países en vías de desarrollo el riesgo de cáncer continuará incrementándose 
durante los próximos años (WHO, 2001). 
     De una larga lista, el cáncer cérvico-uterino (CaCU, también llamado cervical, de cuello 
del útero o de la matriz y tal vez incorrectamente del cérvix) es el segundo cáncer más 
común de mujeres en el mundo (WHO, 2000, 2008), siendo su incidencia casi cuatro veces 
mayor en los países en desarrollo respecto de los países industrializados (WHO, 2001). 
     En México las neoplasias son la tercera causa de defunción y de éstas el CaCU ha sido 
la principal causa de mortalidad por tumor maligno entre las mujeres (WHO, 2006). 
     Desde hace tiempo se sabe que la epidemiología del cáncer genital muestra una 
indudable correlación con la actividad sexual, sugiriendo que en el desarrollo del CaCU 
está involucrado un agente infeccioso transmitido sexualmente (revisado en Rotkin, 1973). 
     Actualmente se considera que un porcentaje significativo de cánceres humanos está 
relacionado con infecciones virales tales como la de Epstein-Barr, de la hepatitis B, del 
HTLV-1 y del papiloma humano (zur Hausen, 1986). En el último caso, se ha encontrado 
que más del 99% de los casos de cáncer cervical contienen DNA de virus del papiloma 
humano (VPH), indicando que es un factor necesario para el desarrollo de esta neoplasia 
(Walboomers et al., 1999). 
     Por otro lado, ha llegado a ser claro que algunos de los factores de riesgo en el 
comportamiento sexual, como múltiples parejas sexuales a lo largo de la vida del hombre y 
de la mujer, sólo reflejan la probabilidad de exposición al VPH (Ley et al., 1991; revisado 
en Castellsagué et al., 2003). Factores no virales, presentes en el ambiente y el hospedero, 
son requeridos en adición para el desarrollo de estos tumores, ya que las infecciones 
benignas progresan a carcinomas con relativa infrecuencia y generalmente después de una 
larga latencia. Éstos incluyen factores hormonales y tabaquismo (revisado en Vessey, 
1986). 
 

El papel de las hormonas sexuales femeninas en CaCU 
 

Anticonceptivos hormonales 
 
La sospecha de que el uso de anticonceptivos esteroides esté asociado con CaCU ha sido 
confirmada en muchos estudios epidemiológicos (Smith et al., 2003; International 
Collaboration of Epidemiological Studies of Cervical Cancer, 2007). 
     Una de las primeras investigaciones indicó que las píldoras anticonceptivas promueven 
la progresión de displasias cervicales a carcinoma in situ (Stern et al., 1977). 
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     Reportes de caso-control y de seguimiento han mostrado la tendencia entre el uso de 
anticonceptivos orales con lesiones preinvasivas de alto grado (Peritz et al., 1977; Harris et 
al., 1980; Vessey et al., 1983; Beral et al., 1988; Negrini et al., 1990; Brisson et al., 1994) e 
invasivas (Peritz et al., 1977; Vessey et al., 1983; La Vecchia et al., 1986; Ebeling et al., 
1987; Beral et al., 1988; Brinton et al., 1990; WHO Collaborative Study of Neoplasia and 
Steroid Contraceptives, 1993; Thomas et al., 1996; Castellsagué et al., 2006) del cuello del 
útero. Los análisis muestran que el efecto más importante ha sido la duración de toma de la 
hormona exógena, de manera más evidente después del 5º año de uso (Harris et al., 1980; 
Vessey et al., 1983; Beral et al., 1988; Negrini et al., 1990; WHO Collaborative Study of 
Neoplasia and Steroid Contraceptives, 1993; Castellsagué et al., 2006). Un reporte ha 
sugerido que píldoras con estrógeno de potencia alta presentan un riesgo mayor que las de 
potencia baja (Brinton et al., 1986). 
     El factor hormonal pareció confirmarse cuando se observó el exceso de riesgo también 
en consumidoras de anticonceptivos inyectables (Herrero et al., 1990). 
     Algunos estudios tomaron en cuenta los patrones sexuales y encontraron que la 
asociación positiva persistía para las usuarias de píldoras (Harris et al., 1980; Brinton et al., 
1986; Herrero et al., 1990; Negrini et al., 1990; Castellsagué et al., 2006). 
     Sin embargo, no se había demostrado la existencia de los efectos de estos 
anticonceptivos restringiendo el análisis a mujeres con VPH. Al principio no se encontró 
evidencia de un efecto sinérgico del anticonceptivo oral y la infección de VPH, sino que 
cada factor pareció ejercerlo independientemente (Brinton et al., 1990; Negrini et al., 
1990). Más recientemente se halló que el riesgo de carcinoma cervical e in situ al usar 
anticonceptivos orales por 5 años o más tiene un incremento del doble y por 10 años o más 
fue de cuatro veces con respecto a mujeres también positivas a VPH (Brinton et al., 1990; 
Moreno et al., 2002). 
 

Partos múltiples 
 
La incidencia de CaCU comienza con la edad del inicio de la etapa sexual, así como con los 
cambios hormonales propios de esta etapa (WHO, 2008). 
     Por décadas se había sospechado que el alto número de embarazos debía de estar 
asociado con un mayor riesgo de CaCU (revisado en Smith, 1931). Posteriormente la 
paridad se ha revelado como un factor reproductivo de riesgo, independiente de la 
correlación asumida con el comportamiento sexual (particularmente la edad del primer 
coito) (Brinton et al., 1987, 1989; Parazzini et al., 1989; Castellsagué et al., 2006). 
     Otras evidencias epidemiológicas han producido datos compatibles con la hipótesis de 
que la multiparidad también tiene un papel en el desarrollo de lesiones premalignas (Beral 
et al., 1988; Schiffman et al., 1993). 
     Los resultados en estudios de caso-control han confirmado que el riesgo de cáncer 
cervical se incrementa por más de dos veces en mujeres que tuvieron cuatro nacimientos o 
más, comparados con las que tuvieron uno o ninguno (Brinton et al., 1987, 1989; Parazzini 
et al., 1989, 1998). 
     En algunos reportes no se tomó en cuenta el posible efecto del VPH de manera 
adecuada, al no realizar la estratificación en el número de embarazos debido a tener una 
relativamente pequeña población (Krüger-Kjær et al., 1998; Kjellberg et al., 2000). 
     Finalmente, en un extenso análisis al respecto, en mujeres positivas a VPH se observó 
un aumento del riesgo de carcinoma de cuello uterino en relación directa con el número de 
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embarazos a término, llegando hasta casi el cuádruple cuando alcanzaban ≥7, comparado 
con las que nunca habían dado a luz (Muñoz et al., 2002). 
     Además, el efecto combinado de un alto número de alumbramientos y el uso de 
anticonceptivos orales fue sinérgico (Brinton et al., 1989; Muñoz et al., 2002). 
 

VIRUS DEL PAPILOMA 
 
Los virus del papiloma (VP) han sido clasificados como el único género de la familia 
Papillomaviridae (anteriormente formaban parte del desaparecido grupo de los 
papovavirus, junto con el SV40 y el poliomavirus), la cual comprende a miembros que 
infectan a aves y una amplia gama de especies de mamíferos, incluyendo al hombre (de 
Villiers et al., 2004; National Center for Biotechnology Information, 2009). 
     Son virus pequeños, sin envoltura, que se caracterizan por tener una cápside icosaédrica 
que mide 55 nm de diámetro, formada sólo de proteínas y compuesta por 72 capsómeros. 
En su interior existe una molécula de DNA circular superhelicoidal de doble cadena, 
asociada con histonas en forma de nucleosomas, que tiene un peso molecular aproximado 
de 5 x 106 daltons (Favre et al., 1977). 
     Inducen tumores epiteliales o fibroepiteliales de la piel o mucosa de vertebrados que son 
generalmente benignos en sus huéspedes naturales, con un crecimiento limitado, y su ciclo 
viral está ligado al programa de diferenciación de la célula epitelial. Ciertos VP animales 
tienen la habilidad de transformar células de roedores en cultivo e inducir tumores en 
huéspedes heterólogos (revisado en Spalholz y Howley, 1989). 
     El DNA de los VP tiene alrededor de 8 kb y muestra una organización genómica 
conservada entre todos sus miembros. Exhiben 8-10 genes y todos los transcritos provienen 
de una cadena. El genoma ha sido dividido funcionalmente en 2 regiones codificadoras 
separadas por un segmento no codificador. La región codificadora temprana o 
transformante contiene los genes E1 a E8, los cuales son requeridos en la replicación viral 
extracromosomal (E1-E2), la regulación transcripcional (E2), la transformación celular (E5, 
E6, E7), y es la región cuyo RNA se expresa desde las células de la parte inferior del 
epitelio estratificado, las cuales están poco diferenciadas. Y la región tardía, que contiene 
los 2 genes estructurales para la cápside, L1 y L2. Su expresión, así como el ensamblaje de 
las partículas víricas, ocurre eficientemente sólo en las capas terminalmente más 
diferenciadas del epitelio. Además, está la región reguladora de la transcripción, situada 
entre el fin de L1 y antes de E6, la cual es blanco de diferentes factores celulares y virales. 
Se le ha nombrado región no codificadora, región reguladora upstream o región larga de 
control (revisado en Spalholz y Howley, 1989). Su localización y tamaño (ocupa del 7 al 
11% del genoma) están bien conservados entre los VP, aunque las secuencias son muy 
divergentes y los motivos aparecen arreglados en varias combinaciones, específicas para 
cada genoma. Los elementos comunes a todos los VP son: los sitios de poliadenilación para 
los RNAs tardíos en el extremo 5’ de la región larga de control; los sitios de unión a la 
proteína E2, que varían en posición y número de 4 en los VP humano genitales a 10 en el 
BPV-1; un sitio de unión a la proteína E1; y la caja TATA en el promotor temprano 
(O’Connor et al., 1995). 
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VPH DE ALTO RIESGO 
 
Los VPH constituyen un grupo con más de 100 tipos distintos completamente descritos y 
varios subtipos (National Center for Biotechnology Information, 2009), así como distintas 
variantes, todos clasificados en base a su secuencia (de Villiers et al., 2004). 
     Todos los VPH son estrictamente epiteliotrópicos e infectan la piel o la mucosa 
anogenital y bucofaríngea, no diseminándose sistémicamente. Los epitelios susceptibles 
difieren entre los VPH, dando lugar a síntomas clínicos distintos (v. gr. las verrugas de la 
piel) dependiendo del tipo viral infectivo (revisado en de Villiers, 1989). 
     Se ha encontrado DNA viral presente en algunos cánceres orales y, más importante, 
ciertos miembros que infectan el tracto anogenital están asociados con lesiones 
preneoplásicas y carcinomas en vagina, vulva, pene, ano y principalmente CaCU. Se 
calcula que el DNA de VPH se halla en aproximadamente 10% de todos los cánceres 
humanos (revisado en zur Hausen y de Villiers, 1994). 
     Los tipos genitales pueden ser subdivididos en VPH de “alto riesgo” o carcinógenos y 
de “bajo riesgo”, sobre la base de la propensión de una lesión a progresar o no al estado 
maligno. Los considerados de alto riesgo, por encontrarse frecuentemente en los casos de 
CaCU, son principalmente los VPH tipos 16 y 18, y en menor medida los tipos 31, 33, 35, 
39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 68, 73 y 82. Otros, como los VPH 6 y 11 son raramente 
detectados en lesiones malignas y se les halla principalmente en tumoraciones benignas 
como verrugas genitales (condiloma acuminado), por lo que son considerados VPH de bajo 
riesgo (Muñoz et al., 2003). La progresión maligna ocurre generalmente después de un 
largo período de latencia de años o décadas entre la infección primaria y el surgimiento del 
cáncer (zur Hausen, 1991). 
     La etiología del carcinoma cervical-uterino indica que los virus de alto riesgo juegan un 
papel causal en su desarrollo. Esta conclusión surgió de numerosos estudios in vivo e in 
vitro que han mostrado su participación en la patogénesis de neoplasias cervicales. A 
continuación, algunas evidencias: 1) Mediante la técnica de reacción en cadena de la 
polimerasa (PCR) la presencia de DNA de estos VPH se encontró en el 99.7% de las 
muestras de biopsias de cáncer cervical invasivo de diferentes partes del mundo. Los VPH 
tipos 16 y 18 son lo que se hayan en mayor proporción (Bosch et al., 1995; Walboomers et 
al., 1999). 2) La demostración de la expresión de los oncogenes virales E6 y E7 en los 
tumores cancerosos cervicales (Schwarz et al., 1985). 3) La identificación de propiedades 
de inmortalización y transformación por estos genes (revisado en McDougall, 1994). 4) El 
hecho que líneas celulares derivadas de carcinomas cervicales humanos (v. gr. HeLa, SiHa, 
CaSki, C-4I, MS751) contienen VPH de alto riesgo transcripcionalmente activos (Yee et 
al., 1985). 5) El requerimiento de la expresión de E6 y E7 para mantener el fenotipo 
transformado de las líneas de carcinoma cervical (ver más adelante). 6) La interacción de 
las oncoproteínas virales con proteínas celulares reguladoras del crecimiento (revisado en 
zur Hausen, 2000). 7) Los estudios epidemiológicos señalan a las infecciones con estos 
VPH como el principal factor de riesgo para el desarrollo del CaCU y sus lesiones 
precursoras, las neoplasias intraepiteliales cervicales (Bosch et al., 1992; Schiffman et al., 
1993). 
     La expresión y replicación viral son mantenidas a niveles bajos en las células basales 
desdiferenciadas incrementándose junto con la diferenciación celular hospedera (Crum et 
al., 1988; Nuovo et al., 1991). 
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E6 y E7 
 
Las funciones de las proteínas individuales de los VPH son conocidas (revisado en 
Scheffner et al., 1994). En los últimos años, las propiedades de las oncoproteínas del 
subgrupo de virus de alto riesgo han sido intensamente estudiadas y dan algunas pistas para 
el mecanismo molecular de la carcinogénesis celular inducido por el VPH. Los VPH de alto 
riesgo codifican al menos para tres proteínas con cualidades de inmortalización y 
transformación: E5, E6 y E7. El gen E5 frecuentemente se pierde durante el proceso de 
integración en líneas celulares de carcinoma cervical (Schwarz et al., 1985) por lo que su 
producto obviamente no es necesario para mantener el fenotipo maligno. 
     La identificación del potencial de inmortalización y transformación por parte de los 
oncogenes E6 y E7, expresados desde promotores autólogos o heterólogos, ha sido una 
contribución definitiva al apoyo de la patogénesis del cáncer cervical. Estas características 
fueron observadas primero con la transfección de los genomas completos de VPH tipos 16 
o 18 en queratinocitos y fibroblastos humanos primarios (Pirisi et al., 1987; Kaur y 
McDougall, 1988; Schlegel et al., 1988) y en líneas establecidas de roedor (Bedell et al., 
1987), mientras que los de VPH no asociados con carcinomas cervicales fueron incapaces 
de hacerlo (Woodworth et al., 1989). Posteriormente se encontró que ambas actividades 
dependían de los dos genes virales tempranos E6 y E7 (Bedell et al., 1989; Watanabe et al., 
1989). 
     En queratinocitos genitales humanos primarios se mostró que los oncogenes E6 y E7 son 
requeridos en combinación para inmortalizar eficientemente estas células (Hawley-Nelson 
et al., 1989; Münger et al., 1989a; Hudson et al., 1990; Sedman et al., 1991). 
     Los genes E6 y E7 son selectivamente retenidos intactos y consistentemente expresados 
en líneas celulares positivas a VPH provenientes de carcinomas cervicales, pero no así otros 
genes virales (Schwarz y Schneider-Gädicke, 1986; Schwarz et al., 1986). 
     Su expresión es un requerimiento no sólo para la iniciación sino para el mantenimiento 
del estado transformado y maligno de las células que contienen DNA de VPH de alto riesgo 
in vitro e in vivo. En líneas celulares cervicales, con la represión de la expresión de E6-E7 
las células cesan de crecer y con la reintroducción de los mismos genes activos se recupera 
el fenotipo transformado (von Knebel Doeberitz et al., 1988, 1994). En ratones desnudos, 
construcciones de E6-E7 antisentido también interfieren con el crecimiento de tumores que 
expresan estos genes (von Knebel Doeberitz et al., 1992; Tan y Ting, 1995). 
     Sin embargo, los genes E6 y E7 no son suficientes para convertir células al estado 
inmortalizado o maligno. La fusión de células de carcinoma cervical positivas a VPH 
(HeLa) con células humanas normales resultó en híbridos no malignos cuando se 
inocularon en ratones atímicos, reduciéndose drásticamente los niveles de expresión de E6-
E7 (Bosch et al., 1990). Otras clonas híbridas con origen en diferentes líneas celulares 
cambiaron hacia características de senescencia o no tumorales, con transcripción aún de 
E6-E7 (Seagon y Dürst, 1994). Las células humanas inmortalizadas por E6-E7 in vitro no 
originan tumores en los primeros pasajes, aunque cultivadas por largo tiempo pueden 
producir clonas malignas (Hurlin et al., 1991; Pecoraro et al., 1991). 
     Así, estos estudios muestran que aunque obviamente necesaria, la presencia de los 
oncogenes E6-E7 es insuficiente para el crecimiento maligno, lo que apunta a una 
regulación intracelular e intercelular de la expresión genética del VPH (revisado en zur 
Hausen, 1999, 2000). Esto explicaría porque el CaCU se desarrolla de neoplasias 
intraepiteliales cervicales que contienen tipos de VPH de alto riesgo después de un período 
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de latencia de años o décadas y el que no todas las mujeres que se encuentran infectadas 
con el virus lo desarrollan, sino sólo un pequeño número (~ 1-5%). 
     Se ha propuesto que E6 y E7 han evolucionado por duplicaciones de una unidad de 33 
aminoácidos, que incluye un dominio Cys-X-X-Cys, característica típica de proteínas de 
unión a DNA (Cole y Danos, 1987). Ambos son trans-activadores transcripcionales (Phelps 
et al., 1988; Desaintes et al., 1992), aunque no se han encontrado elementos de respuesta 
homólogos en VPH. 
     Las oncoproteínas E6 y E7 alteran los mecanismos normales de control de crecimiento 
celular. E6 y E7 de VPH tipos 16 y 18 se unen con al menos una veintena de proteínas 
celulares (revisado en zur Hausen, 2000). De particular atención es la unión de E6 con p53 
(Werness et al., 1990) y de E7 con la forma no fosforilada de pRb (Dyson et al., 1989), que 
correlaciona con el comportamiento clínico, pues las proteínas correspondientes de los 
VPH de bajo riesgo parecen no unirlas o al menos no con la misma afinidad (Münger et al., 
1989b). La interacción de E6 con p53 da como resultado la degradación de la última a 
través del sistema de proteólisis dependiente de ubiquitina (Scheffner et al., 1990). Dado 
que una de las funciones de p53 es el control de la transición G1/S y el bloqueo de este 
punto después de un daño al DNA, su degradación por E6 se considera como una de las 
principales causas para la acumulación de eventos mutagénicos y posiblemente para el 
subsecuente desarrollo de aneuploidías, que son consecuencias comunes en células que 
contienen VPH de alto riesgo (White et al., 1994; Havre et al., 1995). La unión de E7 a pRb 
provoca la degradación de esta proteína celular (Boyer et al., 1996) liberando al grupo de 
factores E2F que permiten la expresión de genes para la fase S. E7 rompe la transición G1/S 
(Martin et al., 1998), induce mutaciones en el DNA hospedero (Hashida y Yasumoto, 1991) 
y aumenta la mutagénesis por carcinógenos químicos (Liu et al., 1997). 
     Los elementos reguladores de la expresión de los oncogenes virales E6 y E7 se 
encuentran localizados en la región de control transcripcional. 
 

EL VPH TIPO 18 (VPH-18) 
 
El VPH-18 junto con el tipo 16 (VPH-16) han sido los tipos más intensamente 
caracterizados por su alta frecuencia en biopsias de CaCU y sus oncogenes virales. 
     El DNA del VPH-18 se aisló por primera vez de una biopsia de carcinoma cervical 
proveniente de una paciente de Brasil (prototipo) y se encontró también en otras de África y 
Alemania, así como en células KB (Boshart et al., 1984). Posteriormente la secuencia 
completa del virus fue determinada por Cole y Danos (1987). Se encuentra activo en las 
líneas celulares derivadas de cáncer cervical HeLa, MS751, SW756, C-4I y C-4II (Schwarz 
et al., 1985; Yee et al., 1985). La expresión genética viral está principalmente confinada a 
los oncogenes E6 y E7 (Schwarz et al., 1986). 
     El DNA transfectado de VPH-18 es capaz de inmortalizar queratinocitos humanos (Kaur 
y McDougall, 1988; Schlegel et al., 1988; Woodworth et al., 1989) y de transformar 
fibroblastos establecidos de roedor (Watanabe y Yoshiike, 1988), estando 
transcripcionalmente activo en las células. 
     El VPH-18 se encuentra diseminado en todo el mundo (Bosch et al., 1995) y su DNA se 
ha presentado no sólo en biopsias de CaCU sino en carcinomas anales, de la vulva, pene, 
cavidad oral, lengua, laringe, faringe y esófago (revisado en zur Hausen y de Villiers, 1994 
y en LANL, 1996). Generalmente su frecuencia en cáncer cervical se haya por debajo de 
VPH-16 en tumores escamosos (con un 12%), pero en cambio su presencia parece 
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predominar en otros tipos histológicos de neoplasias cervicouterinas como 
adenocarcinomas (en 56% de estos casos), tumores adenoescamosos (en 39% de éstos) y 
carcinomas neuroendócrinos de células pequeñas (en 78%), todos los cuales tienen un 
pronóstico particularmente pobre (Stoler et al., 1991; Bosch et al., 1995). 
     El estudio comparativo de los VPH-18 y VPH-16 sugiere que el primero tiene el 
potencial oncogénico más alto o que la infección por VPH-18 puede progresar a la 
malignidad más rápidamente. Esta propuesta está basada al medir la frecuencia de ambos 
en carcinomas cervicales y compararlas con su detección en lesiones precancerosas (Arends 
et al., 1993). También el DNA de VPH-18 es más eficiente en inmortalizar células 
epiteliales en cultivo (Schlegel et al., 1988; Romanczuk et al., 1991). 
     El DNA circular de doble cadena del VPH-18 mide 7 857 pb (LANL, 1996), casi 50 pb 
más corto que VPH-16 y 33; está organizado en 8 genes localizados en la misma cadena, de 
los cuales 6 son tempranos (E) y 2 tardíos (L), y la región intermedia, reguladora de la 
transcripción, que contiene también el origen de la replicación viral (Figuras 1 y 2). 
Características compartidas con otros VP son la presencia y posición de los genes E6, E7, 
E1 (que entre VP es el más largo), E2, L2, L1 (la región de máxima homología) y que E4 se 
encuentra dentro de E2 (Cole y Danos, 1987). La conservación de elementos responsivos 
en cis, a pesar de la diversidad en su organización, en la región larga de control de 
diferentes VPH sugiere que son tan indispensables para su biología que no han podido 
sufrir cambios evolutivos (O’Connor et al., 1995). 
     El DNA del VPH-18 se encuentra consistentemente integrado en el genoma de líneas 
celulares provenientes de neoplasias cervicales (Schwarz et al., 1985; Yee et al., 1985), de 
queratinocitos humanos inmortalizados (Barbosa y Schlegel, 1989) y de carcinomas 
cervicales, mientras que en muestras normales y de neoplasias intraepiteliales cervicales 
está en forma de episoma (Cullen et al., 1991). Este episoma se rompe en la región de los 
genes E1/E2 para la integración (Schwarz et al., 1985). Consecuentemente, la replicación 
viral es inhabilitada y el patrón de transcripción es cualitativa y cuantitativamente 
modificado. No se ha observado especificidad para la localización intracromosómica. 
     La expresión genética en lesiones de bajo grado es principalmente de la región E4-E5 
mientras que la de E6-E7 es en los estratos medio y superior, con la región tardía 
restringida a los estratos superiores terminalmente diferenciados. En lesiones de alto grado, 
carcinomas y adenocarcinomas aumenta la expresión de E6, E7 y E1 con ausencia de E2, 
E4, E5 y prácticamente sin transcritos tardíos (Stoler et al., 1992). 
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     Figura 1. Organización genómica del VPH-18. 
El mapa genético del virus ha sido deducido de la secuencia de DNA. Los genes se dividen 
en tardíos (L), los cuales codifican para las dos proteínas estructurales, y los tempranos (E), 
entre los que están los oncogenes E6 y E7. E1 y E2 participan en la replicación viral y el 
segundo en la represión de la transcripción. También se muestra la región no codificadora 
localizada a 5’ y 3’ de las regiones temprana y tardía, respectivamente, denominada región 
larga de control (LCR). La transcripción es unidireccional con los genes localizados en una 
sola cadena de DNA. El promotor P105 y la orientación transcripcional se indican con la 
flecha. Los niveles de cada gen corresponden a las tres diferentes fases de traducción en 
que se leen. Así E4 está en un marco diferente a E7 y E1 y éstos a E6, E2 y E5. Se observa 
el traslapo entre E6 y E7, E1 y E2, L2 y L1 y la inclusión de E4 en E2. Los sitios de 
poliadenilación temprano y tardío están representados por puntos al final de cada región 
codificadora. En el estado integrado los transcritos virales tempranos E6, E7 y E1 terminan 
en las secuencias celulares adyacentes. (Figura modificada de zur Hausen y de Villiers, 
1994). 



13 
 

LA REGIÓN REGULADORA DE LA TRANSCRIPCIÓN TEMPRANA EN VPH-18 
 
La región que controla el inicio transcripcional, también llamada región larga de control 
(LCR), región reguladora upstream o región no codificadora, se extiende entre el codón de 
terminación de L1 y el codón de iniciación de E6 (Figuras 1 y 2). Esta porción genómica es 
responsable de la transcripción de todos los genes tempranos. Su secuencia fue establecida 
por Dartmann antes que la del resto del virus (Thierry et al., 1987b). La transcripción 
comienza desde el promotor P105, nombrado por el número de nt en el cual los mRNAs son 
iniciados, en el primer codón de E6. 
     La región de regulación tiene actividad en varias líneas celulares humanas y de otros 
mamíferos, aunque mucho menos que la LTR del virus del sarcoma de Rous (Thierry et al., 
1987b; Gius et al., 1988; Hoppe-Seyler y Butz, 1992; Cid et al., 1993). Conduce la 
transcripción de los oncogenes E6 y E7, inmortalizando y transformando células in vitro 
(Bedell et al., 1989; Hudson et al., 1990). Es activa en ausencia de proteínas virales de 
VPH-18 y el antígeno T de SV40 estimula su transcripción, mientras que E1A de 
adenovirus tipo 5 la reprime (Thierry et al., 1987b). La mitad 3’ Bgl I-BamH I tiene sólo 
alrededor de una quinta parte de la actividad de la región completa (Thierry et al., 1987a; 
Ovseiovich et al., 1994). 
     La región reguladora en VPH-18 mide 825 pb (10.5% del genoma viral) y puede ser 
convenientemente dividida por digestión con Rsa I en 3 fragmentos funcionales (Gius et al., 
1988) (Figura 2). El primer segmento 5’ de 373 nt (posiciones 7137 a 7509) y función 
desconocida comprende casi la mitad de la LCR; es rico en timinas, contiene un elemento 
de unión para la proteína viral E2 (a 500 nt de P105), la terminación de la transcripción así 
como la señal de poliadenilación para los transcritos de la región L y no tiene actividad per 
se en presencia o ausencia de E2 (Cole y Danos, 1987; Garcia-Carranca et al., 1988). 
Contribuye con alrededor del 20% del total de la actividad de la LCR (Hoppe-Seyler et al., 
1991). Esta subregión es activada por E6 (Gius et al., 1988); tiene un motivo de 
reconocimiento a NF-I sin probar funcionalmente (Gloss et al., 1989) y uno para YY1 sin 
función importante (Bauknecht et al., 1995). El fragmento central Rsa I-Rsa I de 230 nt 
(7510 a 7739) está centrado a casi 300 pb de la caja TATA y sólo aparece completo entre 
VP genitales (Cole y Danos, 1987). Este potenciador (enhancer) transcripcional 
constitutivo, que depende únicamente de la interacción con factores celulares, es activo en 
transfecciones en varios tipos de células establecidas que incluyen fibroblastos de roedor 
(NIH 3T3) y adrenales humanas (SW13), teniendo preferencia por células epiteliales 
humanas (HeLa, SCC-13) y funciona con promotores heterólogos (Thierry et al., 1987a; 
Garcia-Carranca et al., 1988; Gius et al., 1988; Mack y Laimins, 1991). Contiene un sitio 
de unión a YY1 que es inactivo en la LCR completa (Bauknecht et al., 1995). Plásmidos 
cotransfectados que expresan al receptor β de ácido retinoico, así como a Oct-1 o a la 
proteína p53, reprimieron a la región reguladora a través de esta subregión (Hoppe-Seyler 
et al., 1991; Bartsch et al., 1992; Desaintes et al., 1995). Este segmento podría determinar el 
tropismo epitelial observado para los VPH. El último fragmento, de 222 nt (7740 a 104), 
contiene al promotor temprano en su término 3’ y no tiene actividad transcripcional 
intrínseca (1% del total), sin importar la presencia de numerosos sitios de unión para 
factores transcripcionales celulares (Thierry et al., 1987a; Garcia-Carranca et al., 1988; 
Bauknecht et al., 1992), aunque activa la transcripción en presencia de E2 si se coloca 5’ de 
un promotor heterólogo (Garcia-Carranca et al., 1988; Bernard et al., 1989). Es el segmento 
mejor conservado entre todos los VPH (LANL, 1996). Contiene 3 secuencias específicas de 
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Fragmento 
 
Distal      Enhancer              Promotor 

Sp1 
7316-7321 (GCGCCC) 

NF-I 
7513-7527 (CTGGCACTATTGCAA) 
7569-7586 (un par de TTGGC) 

AP1 
7792-7798 (TGACTAA) 

YY1 
7441-7449 (CTCCATTTT) 

AP1 
7608-7614 (TTAGTCA) 

Epoc-1/skn-1a 
7803-7821 
(TGCATACATAGTTTATGCA) 

E2 
7458-7469 (ACCGATTTCGGT) 

YY1 
7610-7618 (AGTCATTTT) 

E2 
7822-7833 (ACCGAAATAGGT) 

NF-I 
7475-7479 (TTGGC) 

Oct-1 
7644-7651 (GCTTGCAT) 

YY1 
7847-12 (CTATACTTTTCATTAA-
TACTTTT) 

 
KRF-1 
7647-7669 (TGCATAACTATATCC-
ACTCCCTA) 

CDP/Cut 
7855-18 
(TTCATTAATACTTTTAACAAT) 

 C/EBP β-YY1 y LIP (región switch) 
7710-7718 (TTACTTAAG) 

Sp1 
35-40 (GGGAGT) 

 Oct-1 7721-7728 (AATTGCAT)/NF-I 
7731-7735 (TTGGC) 

E2 
42-53 y 58-69 
(ACCGAAAACGGT) 

  TBP 
71-79 (TATATAAAA) 
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     Figura 2. Representación esquemática de la LCR del VPH-18. 
Se indican los sitios de restricción con BamH I, Rsa I y Bgl I. La LCR está contenida dentro 
de un fragmento BamH I de 1 051 pb (nt 6930 a 123). Los 207 nt de su extremo 5’ incluyen 
la parte carboxi-terminal de L1, mientras los 19 nt en su extremo 3’ están dentro de la parte 
amino-terminal de E6, por lo que está compuesta de 825 pb. El sitio Bgl I se encuentra a 
379 nt del inicio de la transcripción. Los subfragmentos corresponden al BamH I-Rsa I 
(6930-7120), el distal Rsa I-Rsa I de 389 nt (7121-7509), el central Rsa I-Rsa I de 230 nt 
(7510-7739) y el proximal Rsa I-BamH I de 237 nt (7740-119). El primer nt de la LCR 
(104) es referido como –1. 
La LCR contiene sitios de unión para diferentes factores transcripcionales. En el 
subfragmento distal se encuentran un sitio Sp1, YY1, NF-I y para la proteína viral E2. En el 
central (donde se haya el enhancer constitutivo) se localizan 3 sitios de unión de NF-I (los 
2 primeros como dímero), 2 de Oct-1, 1 de AP1, YY1, KRF-1, C/EBP β-YY1 y LIP. En la 
región proximal (con las secuencias del promotor y el origen de replicación): 1 AP1, Epoc-
1, YY1, CDP, Sp1, 3 E2 y para TBP. Las cajas CAAT (C) y TATA (T) están señaladas, así 
como la ubicación de los reporteros usados en esta tesis. (La numeración está en base a 
LANL, 1996). 
 
 
 
VP (ACCN6GGT) para la proteína viral E2 (2 están a 4 pb entre ellas), el origen de 
replicación, así como típicas cajas TATA y CAAT (Thierry et al., 1987b). Los 2 sitios de 
unión a E2 (ACCGA4CGGT) flanqueados en 5’ por el sitio aberrante Sp1 y en 3’ por la 
secuencia TATA son los responsables de la inducción por la proteína E2 con un promotor 
heterólogo (Garcia-Carranca et al., 1988; Gius et al., 1988), aunque en el contexto de la 
región reguladora completa este factor reprime la transcripción (Thierry et al., 1987a; 
Bernard et al., 1989). El sitio Sp1, el de unión para TBP y los 2 sitios para E2 proximales, 
junto con sus precisos espaciamientos, están conservados en los VPH genitales, lo que 
sugiere que los dímeros de E2 desplazan a Sp1 y a TFIID en todos ellos (Tan et al., 1994). 
El sitio E2 cercano a –140 pb que tiene baja afinidad por la proteína, no es un palíndromo 
perfecto, lo mismo que en otros VPH malignos genitales, a diferencia del que se encuentra 
en los benignos (Garcia-Carranca et al., 1988). En este fragmento 3’ YY1 ejerce represión 
de la actividad promotora (Bauknecht et al., 1992). 
     Numerosos factores proteínicos que interaccionan con la región de control del VPH-18 
han sido identificados. Garcia-Carranca y colaboradores (1988) fueron los primeros en 
realizar experimentos de huella (o footprint) con extractos nucleares de varios tipos 
celulares, lo que sirvió de pauta para análisis posteriores por muchos laboratorios buscando 
factores de unión a secuencia específica. Éstos y otros probables factores implicados han 
sido confirmados por ensayos de huella in vivo sugiriendo que prácticamente todo el 
enhancer está ocupado por proteínas (Bednarek et al., 1998). La actividad del enhancer y 
promotor del VPH depende de la cooperación de más de 10 factores de transcripción 
diferentes (revisado en O’Connor et al., 1995). 
     El grupo de factores celulares de transcripción que se unen a elementos reguladores 
dentro de la LCR del VPH-18 incluye a AP1 (Garcia-Carranca et al., 1988; Offord y Beard, 
1990; Mack y Laimins, 1991; Thierry et al., 1992; Butz y Hoppe-Seyler, 1993; Bauknecht 
et al., 1995), NF-I (Gloss et al., 1989; Butz y Hoppe-Seyler, 1993), KRF-1 (Mack y 
Laimins, 1991; Butz y Hoppe-Seyler, 1993), Oct-1 (Butz y Hoppe-Seyler, 1993), Sp1 
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(Hoppe-Seyler y Butz, 1992, 1993; Butz y Hoppe-Seyler, 1993), YY1 (Bauknecht et al., 
1992, 1995), el heterodímero C/EBP β-YY1 (región switch; Bauknecht et al., 1995, 1996), 
Epoc-1 (Yukawa et al., 1996), CDP (O’Connor et al., 2000) y LIP (Bauknecht y Shi, 1998; 
Darnell et al., 2005). Estos elementos han sido funcionalmente probados como subregiones 
aisladas y clonadas en promotores homólogos (Offord y Beard, 1990; Bauknecht et al., 
1992; Yukawa et al., 1996) y heterólogos (Mack y Laimins, 1991; Hoppe-Seyler y Butz, 
1993; O’Connor et al., 2000) o dentro de la LCR completa (Hoppe-Seyler y Butz, 1992; 
Thierry et al., 1992; Butz y Hoppe-Seyler, 1993; Bauknecht et al., 1995, 1996; Yukawa et 
al., 1996; Bauknecht y Shi, 1998; Darnell et al., 2005). Mediante mutaciones en la LCR 
íntegra se probó que cada uno de los 2 sitios de unión a AP1 y el Sp1 3’ tenían una 
importancia crucial en la eficiente activación viral, y en menor medida el elemento KRF-1, 
en células de origen epitelial en cultivo (Hoppe-Seyler y Butz, 1992; Thierry et al., 1992; 
Butz y Hoppe-Seyler, 1993). YY1 y C/EBP β-YY1 también afectaron importantemente la 
transcripción viral (Bauknecht et al., 1995, 1996). 
     El análisis funcional de la región temprana completa ha determinado que, en las líneas 
celulares probadas, los niveles fisiológicos de AP1, NF-I, KRF-1, Oct-1, Sp1 y C/EBP β-
YY1 actúan positivamente sobre la transcripción (Hoppe-Seyler y Butz, 1992; Thierry et 
al., 1992; Butz y Hoppe-Seyler, 1993; Bauknecht et al., 1995, 1996). En cambio, la 
sobreexpresión de Oct-1 sin necesidad de unión al enhancer redujo fuertemente la 
transcripción, lo que sugiere un efecto de squelching de algún factor celular necesario para 
la estimulación (Hoppe-Seyler et al., 1991). Ensayos de cotransfección indicaron que los 
receptores α, β o γ del ácido retinoico, al igual que p53, regularon negativamente a la región 
de control (Bartsch et al., 1992; Desaintes et al., 1995). La función de regulación positiva 
por Epoc-1 sólo se ha mostrado también por medio de este ensayo (Yukawa et al., 1996). 
Los niveles fisiológicos de CDP (O’Connor et al., 2000) y LIP (Darnell et al., 2005) 
reprimieron la transcripción viral. Además, la región de control responde positivamente a 
glucocorticoides o progesterona in vitro (Chan et al., 1989). 
     La proteína con dedos de cinc, YY1, unido en la subregión 3’ cumple su papel dual ya 
que funciona como activador de la LCR completa en células HeLa y como represor de la 
misma en células HepG2, siendo esta doble actividad dependiente de la unión o no de 
C/EBP β-YY1 a la región switch, respectivamente (Bauknecht et al., 1995, 1996). En 
concordancia, C/EBP β sobreexpresado en células HepG2 indujo la unión a su sitio de 
reconocimiento junto con YY1 para activar la transcripción (Bauknecht et al., 1996), 
mientras que su sobreexpresión o la de su isoforma dominante negativa LIP en HeLa 
reprimió a la región reguladora, interfiriendo con la unión de TBP a su secuencia TATA 
(Bauknecht y Shi, 1998). La restauración de pRb en células que no lo tenían provocó la 
unión de LIP en vez de C/EBP β-YY1 a la región switch (Darnell et al., 2005). 
     En cuanto a la distribución espacial, algunos factores son ubicuos, como Oct-1, Sp1, 
NF-I y YY1. Otros son específicos de epitelio como Epoc-1, que se detecta en las células 
más superficiales casi exclusivamente de piel (Andersen et al., 1993); KRF-1 está 
presuntamente sólo en queratinocitos (Mack y Laimins, 1991). El receptor de ácido 
retinoico α es ubicuo, el β se expresa en ciertos tejidos y γ casi exclusivamente en piel 
(Zelent et al., 1989). En epitelios, p53 está restringido a las células menos diferenciadas y 
no puede ser detectado en las capas superiores más diferenciadas (Gusterson et al., 1991). 
Los miembros de las subunidades de AP1 son expresados diferencialmente en los estratos 
epiteliales (Welter y Eckert, 1995). AP1 está formado de homodímeros o heterodímeros de 
Jun o heterodímeros de Jun y Fos, que son productos de protooncogenes. Ambos 
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constituyen familias de multigenes de tres y cuatro diferentes miembros, respectivamente: 
c-jun, junB y junD; y c-fos, fosB, fra1 y fra2 (revisado en Vogt y Bos, 1990). El principal 
factor Jun de AP1 que se une a las secuencias de VPH-18 en queratinocitos humanos es 
JunB, que es el predominante en éstos así como en HeLa; en células C33 los complejos que 
se unen a éstas son con c-Jun y JunD, habiendo niveles bajos de los tres Jun en esta línea 
celular (Thierry et al., 1992). La secuencia de unión es cercana a la consenso del elemento 
responsivo al promotor de tumor TPA, llamada TRE (TGAGTCAG; Angel et al., 1987). 
     Un nucleosoma traslapa el promotor, sugiriendo que lo hace inaccesible a factores de 
transcripción (Stünkel y Bernard, 1999). 
     Por todo lo anterior, pareciera que la especificidad tisular mostrada por VPH es definida 
por una combinación de composición de sitios de unión, diferencias cuantitativas y 
cualitativas de factores transcripcionales y tal vez la presencia o ausencia de cofactores 
reguladores, así como del estado de diferenciación celular. 
     Finalmente, la LCR de VPH-18 es un activador mucho más fuerte de la transcripción 
que la del VPH-16 y es responsable del potencial de inmortalización más alto del VPH-18 
comparado con VPH-16 (Barbosa y Schlegel, 1989; Romanczuk et al., 1991; Bartsch et al., 
1992; Hoppe-Seyler y Butz, 1992; Bauknecht y Shi, 1998; Cid-Arregui et al., 1998a). 
 

LOS RATONES TRANSGÉNICOS CON LA LCR DEL VPH-18 
 
En muchos casos no es claro si las observaciones con el virus del papiloma in vitro reflejan 
propiedades biológicas reales o éstas pudieran resultar alteradas por el sistema de cultivo 
celular utilizado, representando sólo una pobre aproximación a las del medio ambiente 
natural. Como ejemplo de esto es el análisis del VPH-18 en células HeLa, las cuales pueden 
tener las características transcripcionales alteradas como resultado de su estado 
transformado. 
     La biología molecular y celular han proporcionado la tecnología para el desarrollo de la 
transgénesis. Los ratones transgénicos representan una herramienta invaluable para analizar 
las funciones de virus in vivo (revisado en Cid-Arregui et al., 1998a). En este modelo el 
transgén viral se encuentra establemente integrado en la línea germinal quedando presente 
en cada célula de la progenie. Este sistema amplía nuestro entendimiento sobre los 
requerimientos y el comportamiento de la expresión genética, así como nuestra 
comprensión de mutaciones inducidas en el genoma viral. 
     Los ratones transgénicos con VPH eran una necesidad para su estudio al no tenerse hasta 
ese momento un modelo in vitro que pudiera imitar la diferenciación epitelial. 
     En los ratones transgénicos con la LCR del VPH-18 como reguladora del gen bacteriano 
lacZ (β-galactosidasa), que previamente se reportaron (Cid et al., 1993), se encontró que la 
activación del transgén fue específica de células epiteliales en ciertos órganos como lengua, 
útero, testículo, intestino delgado y riñón. Además, se notó que en hembras la expresión del 
reportero variaba en el tracto genital, mientras que en fetos la actividad enzimática se 
detectó al término de la gestación. Esto sugería un papel hormonal en la regulación 
transcripcional de la región de control del VPH-18. Finalmente, se mostró que el 
tratamiento con glucocorticoides (dexametasona) modulaba al transgén en la lengua, lo que 
mostraba el potencial de utilizar hormonas o compuestos administrados exógenamente. 
     Entre las ventajas de nuestro sistema, aparte de las mencionadas ya, se cuenta por un 
lado con que la actividad del transgén es cuantificable y por otro que permite evaluar el 
control genético del VPH-18 en el contexto íntegro del animal. 
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HORMONAS ESTEROIDES Y RETINOIDES 
Y EFECTO EN LA TRANSCRIPCIÓN DEL VPH-18 IN VITRO 

 
Los esteroides son una clase de lípidos que tienen una estructura básica común: el núcleo 
del anillo ciclopentanofenantrénico (Figura 3A); las diferentes hormonas difieren en la 
composición de sus cadenas laterales, por ejemplo los corticoides y las hormonas sexuales 
(estrógenos, progesterona y andrógenos; Figura 3B). Los retinoides son moléculas 
lipofílicas, estructuralmente relacionadas con la vitamina A (retinol) (Figura 3A); cada 
región de la molécula puede ser modificada resultando en un número casi ilimitado de 
compuestos. Las acciones de estos reguladores son mediadas por receptores intracelulares. 
Los compuestos que se enlazan a un receptor dado y no transmiten la respuesta, ya sea total 
o parcialmente, son denominados antagonistas (Figura 3B). 
     Los receptores nucleares forman una superfamilia de proteínas relacionadas que unen 
hormonas esteroides (sexuales, glucocorticoides, mineralocorticoides, ecdisteroides en 
artrópodos), retinoides, hormonas tiroideas y vitamina D3. Estos receptores comparten 
varias características estructurales como un dominio de unión a DNA (66-68 aa) con dos 
dedos de cinc, localizado entre el amino terminal y el dominio de unión a la hormona, el 
cual muestra un alto grado de homología con los otros miembros de la familia; un dominio 
de enlace al ligando en el extremo carboxilo que está relativamente bien conservado entre 
los diferentes receptores a hormonas; y regiones variables con poca homología, 
responsables para propiedades tales como translocación nuclear y trans-activación (Figura 
8A). Los receptores a hormonas esteroides son proteínas fosforiladas con grupos 
sulfhidrilo, necesarios para la interacción con su ligando. En su estado nativo los receptores 
de esteroides son entidades complejas que consisten de la proteína asociada con otras 
macromoléculas (como proteínas de choque térmico –heat shock proteins) (revisado en 
Beato, 1989 y en Jensen, 1991). 
     El enlace al ligando (estado activado) es seguido típicamente por homo (para receptores 
a esteroides humanos) o heterodimerización (para los receptores de ácido retinoico, RARs) 
con la subsecuente unión del complejo receptor-ligando a secuencias específicas de DNA 
(de alrededor de 15 pb) llamadas elementos de respuesta a hormona (HRE). Los HRE son 
secuencias que contienen palíndromos perfectos, imperfectos o medios sitios repetidos 
directamente (como los RARs) o en repeticiones invertidas (en el caso de receptores de 
hormonas esteroides; Figura 7A), espaciados por un número determinado de pb (revisado 
en Mangelsdorf et al., 1995). Aunque secuencias consenso y perfectas han sido definidas 
para los principales tipos de receptores, los HRE raramente las conforman. Desviaciones de 
la secuencia consenso típicamente reducen la afinidad del receptor por el elemento y 
disminuyen su eficiencia como enhancer transcripcional. Los receptores actúan como 
factores de transcripción e influyen sobre el comportamiento de muchos tejidos entre 
especies de vertebrados. Ciertas células responden mejor, generalmente las que contienen 
un nivel elevado del receptor. 
     El receptor de progestinas es de 2 tamaños, A y B, siendo el primero una forma truncada 
del segundo en su extremo amino. Dos formas, α y β, han sido identificadas para el receptor 
de estrógenos. Las acciones de retinoides son predominantemente mediadas a través de la 
formación de heterodímeros entre los subtipos de RARs (α, β, γ) y los receptores X de 
retinoides (RXR α, β y γ) (revisado en Jensen, 1991 y en Mangelsdorf et al., 1995). 
     Los retinoides son reguladores clave del crecimiento y la diferenciación celular epitelial 
y han demostrado actuar como agentes quimiopreventivos y antitumorales en varios 
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sistemas carcinogenéticos (revisado en Moon y Mehta, 1991). El ácido retinoico (RA) ha 
sido un potente inhibidor del crecimiento in vitro de varias líneas celulares tumorales 
incluyendo a HeLa, provocando una reducción en los niveles de los productos de los 
oncogenes E6 y E7 (Bartsch et al., 1992; Castelán-Sánchez, I., comunicación personal). 
Glucocorticoides incrementan la transcripción de las secuencias de los genes E6 y E7 
integradas en el genoma de células C-4I (von Knebel Doeberitz et al., 1988). Las hormonas 
esteroides ováricas estrógenos y progesterona controlan el crecimiento, diferenciación y 
función de útero y vagina. Asimismo, la región de control de VPH-18 contiene al menos un 
elemento de respuesta a glucocorticoides (GRE)/progesterona (PRE) (Chan et al., 1989). 
     En esta tesis se estudió, en sistemas de cultivo de células y en ratonas transgénicas, el 
efecto de hormonas esteroides sobre la transcripción temprana del VPH-18 y las posibles 
explicaciones y consecuencias que emergen de éstos. También análisis con RA y con 
ratones transgénicos que tienen al gen reportero para CAT. 
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     Figura 3. Estructura química de los principales compuestos mencionados en la tesis. 
(A) Estructura básica de los esteroides y retinoides. En el esteroide, las letras identifican a 
los anillos A, B, C y D, con la numeración mostrando la posición de los carbonos. En el 
retinoide se muestra el anillo (trimetilciclohexenilo), la cadena lateral de polieno (β-todo-
trans) y el grupo polar, separados por líneas discontinuas; R = CH2OH, retinol. R = COOH, 
ácido retinoico. R = CH2OCOCH3, acetato de retinol. Los grupos metilo se indican por 
líneas rectas. 
(B) Fórmulas estructurales de hormonas y antagonistas. Estrógeno (estradiol), progesterona 
(en la testosterona cambia únicamente el R [= OH]), glucocorticoide (hidrocortisona o 
cortisol) y su análogo sintético dexametasona; los antagonistas tamoxifeno y RU-486. 
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JUSTIFICACIÓN 
 

“Sol, que tú eres tan parejo 
para repartir tu luz, 

habías de enseñarle al amo 
a ser lo mismo que tú”. 
Corrido revolucionario 

 
Dada la alta incidencia y mortalidad del CaCU, particularmente en poblaciones con bajo 

desarrollo socio-económico, el estudio de aspectos funcionales del agente causal se hace 

indispensable para profundizar en su comprensión y poder así diseñar terapias mejor 

orientadas a las pacientes. Las infecciones por el VPH están muy diseminadas en la 

población y la mayoría desaparece espontáneamente, pero una minoría (<10%) persiste 

siendo el principal riesgo para la carcinogénesis cervicouterina, lo que implica que otros 

factores en el ambiente o la hospedera contribuyen al proceso tumoral. Análisis 

epidemiológicos apuntan a los embarazos y a los anticonceptivos hormonales como 

cofactores sólo en mujeres positivas a VPH y se sabe que el virus responde 

transcripcionalmente a la estimulación hormonal in vitro. Sin embargo, las hormonas 

esteroides tienen un papel poco definido todavía en el CaCU. De aquí deriva la importancia 

de analizar los mecanismos fisiológicos y moleculares relacionados a las hormonas que 

dirijan la expresión de los oncogenes E6 y E7 del virus, controlada desde su región 

reguladora, la cual se considera como el primer paso en el proceso de la carcinogénesis 

inducida por VPH. 

     Además, este virus representa un excelente modelo para el estudio de la regulación 

genética eucarionte. 
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HIPÓTESIS 
 
 
“Las hormonas esteroides regulan la actividad de la región de control de la transcripción del 
VPH-18 en células transfectadas en cultivo y en ratonas transgénicas”. 
 

 
 
 
 

OBJETIVOS 
 
 

GENERALES 
 
Estudiar los mecanismos fisiológicos y moleculares, naturales e inducidos, que regulan la 
transcripción temprana del VPH-18 y así contribuir al conocimiento de la expresión de los 
oncogenes virales E6-E7. 
 
 

PARTICULARES 
 
Analizar el papel de hormonas esteroides sobre la transcripción temprana del VPH-18, 
utilizando cultivos celulares y ratones transgénicos. 
 
Evaluar el efecto del (de los) GRE(s) en la expresión de la LCR completa del VPH-18 
mediante una mutación puntual en transfecciones transitorias. 
 
Examinar si el tejido genital, así como el estado fisiológico (embarazo y ciclo estral) de la 
ratona transgénica con la LCR del VPH-18, pudieran influir en la funcionalidad de la 
región reguladora temprana y en su caso, identificar los factores hospederos involucrados. 
 
Determinar si hormonas esteroides exógenas (estradiol y progesterona) pueden modular la 
región de control del VPH-18 en el conjunto de un sistema animal y, en tal caso, si 
pudieran actuar entonces de una manera opuesta en presencia de antagonistas hormonales. 
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MATERIALES Y MÉTODOS 
 

“Despacito y buena letra: 
el hacer las cosa bien 

importa más que el hacerlas”. 
Antonio Machado 

 
PLÁSMIDOS 

Construcciones para la expresión de -galactosidasa 
Los plásmidos pLCRgal A1, pLCRgal A2 y pLCRgal A1+2 fueron construidos por inserción del 
fragmento BamH I de 1 051 pb, que contiene a la LCR completa del VPH-18 (Figura 2), en el sitio único Sma 
I del vector pC4-AUG-gal (Thummel et al., 1988), antes del gen reportero lacZ (Figura 14). El recombinante 
pLCRgal A1 tiene mutado el sitio AP1 distal; pLCRgal A2, el proximal; y pLCRgal A1+2, ambos 
(Figuras 13 y 14). Las mutaciones anulan la respuesta conferida por este factor (Thierry et al., 1992). Los 
plásmidos parentales (VPH-18 clonado dentro del sitio EcoR I de pBR322) con las LCRs mutadas en los 
sitios AP1 (PV18 A1, PV18 A2, PV18 A1+2) fueron proporcionados por la Dra. Françoise Thierry. En el 
caso de pLCR16gal 1 y pLCR16gal 2 (este último con la LCR clonada en orientación contraria) se 
introdujo el fragmento Kpn I/Hind III, con la LCR silvestre del VPH-16, también en el sitio Sma I de pC4-
AUG-gal. El plásmido parental pTZ LCR-16 fue un amable regalo del Dr. Karl Münger. 
     Para la clonación de la región de control del VPH-16 y del VPH-18 en el plásmido de expresión de lacZ, 
primero todos se purificaron mediante CsCl. El vector pC4-AUG-gal se cortó con Sma I, se extrajo con 
fenol-cloroformo, se precipitó y lavó con etanol, resuspendiéndose en agua. Posteriormente los extremos se 
desfosforilaron con fosfatasa alcalina 15 min a 37 C. De nuevo se extrajo, precipitó, lavó y resuspendió. Los 
plásmidos pHPV18 con las mutaciones (PV18 A1, PV18 A2 y PV18 A1+2) se digirieron con BamH I para 
extraer las LCRs, mientras que el pTZ LCR-16 se cortó con Kpn I/Hind III. Todos se extrajeron con fenol-
cloroformo, se precipitaron y lavaron con etanol. Se repararon los extremos cohesivos 45 min a temperatura 
ambiente con el fragmento Klenow y 1 l de cada dNTP [2.5 mM]. Se recuperaron las bandas reparadas de un 
gel con agarosa al 1% en TAE* que se corrió a 40 mA. La agarosa se disolvió con 1 ml de NaI a 37 C por 
30-45 min. Se agregaron 5 l de perlas de vidrio (glass milk, Bio 101), se mezcló con vortex y se dejó 30 min 
en hielo. Se centrifugó 5 min y se retiró el sobrenadante. Se agregó otro ml de NaI para lavar de agarosa, se 
agitó y se centrifugó 2 min. Se retiró sobrenadante. Se puso 1 ml de etanol al 70%, se revolvió suavemente y 
se centrifugó 2 min. Se retiró sobrenadante, golpe de centrífuga, se absorbió el resto y se dejó secar. Se 
adicionaron 15-20 l de TE, dejándose 30 min a 37 C. Se centrifugó 3 min y el sobrenadante se cambió a 
otro tubo, guardándose a 4 C. Posteriormente el vector (1 l  105 ng) se ligó con cada uno de los 3 
fragmentos BamH I-BamH I y con la LCR del VPH-16 en presencia de ligasa T4 con 1 l de ATP [1 mM]f. 
Se pusieron 2 concentraciones del inserto (relaciones 3 y 10 respecto al vector). Al ser extremos romos se 
dejó a 16 C toda la noche. Al otro día la mitad de la ligación se incubó con Sma I y después se utilizó para la 
transformación de bacterias competentes. El resto se guardó a 4 C. Debían crecer más colonias en las 
clonaciones que en el control (vector sin inserto). 
 

Plásmidos de expresión del receptor de glucocorticoides 
Estos plásmidos expresan el cDNA del receptor de glucocorticoides activado (GR) o mutante (GRm) (Figura 
8A). El GR de rata constitutivamente activo (aa 3-556 del receptor silvestre) en ausencia de la hormona es una 
forma truncada en el extremo carboxilo, sin el dominio de unión al ligando, que estimula fuertemente la trans 
activación (Severne et al., 1988). El GRm (3-S482-556) codifica un GR mutante nulo, sin la actividad 
biológica (Cys482Ser). Por comparación, el receptor silvestre de rata tiene 795 aa por 777 del humano, 
siendo altamente homólogos. 
 

PREPARACIÓN DE BACTERIAS COMPETENTES 
Con este método se puede llegar a obtener una buena eficiencia de transformación (en teoría 107 colonias por 
g de DNA). Se utilizó la cepa Escherichia coli DH5. 

                                                           
* Ver apéndice 3. 
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     La bacteria se cultivó en agitación a 37 C durante toda la noche en medio SOB* complementado con 
MgSO4 a 10 mM. Se inocularon 500 l de este precultivo en 50 ml de SOB con MgSO4 y se creció en 
agitación moderada a 37 C hasta alcanzar una D.O.550 de 0.5. Entonces el cultivo se transfirió a un tubo 
Falcon estéril y se enfrió 10 min en hielo. Las bacterias fueron centrifugadas a 2 500 rpm por 12 min a 4 C, 
eliminándose el sobrenadante cuidadosamente y colocando los tubos invertidos sobre un pañuelo desechable. 
La pastilla se resuspendió suavemente (con pipetas) en 16 ml de la solución RF1* y se incubó 15 min en 
hielo. Se centrifugó y la pastilla resultante se resuspendió en 4 ml de la solución RF2*. Se dejó 15 min en 
hielo. Se distribuyó en alícuotas de 200 y 400 l en tubos Eppendorf previamente enfriados. Se almacenaron a 
–70 C. 
 

TRANSFORMACIÓN 
Las bacterias competentes de la cepa DH5 fueron transformadas con las construcciones que contienen a la 
LCR del VPH-18 silvestre (P105-wt) y mutada en el GRE (P105-GREm); a la LCR del VPH-18 mutada en los 
sitios AP1 (pLCRgal A1, pLCRgal A2, pLCRgal A1+2) y sus parentales PV18 A1, PV18 A2, PV18 
A1+2 y pC4-AUG-gal; a la LCR del VPH-16 (pLCR16gal 1 y pLCR16gal 2); y con los de expresión del 
GR y GRm. 
     Un volumen de 200 l de la suspensión de bacterias competentes se mezcló con el plásmido o con el 0.5 v 
de la ligación durante 20 min en hielo. La mezcla se puso 90 seg a 42 C y después 2 min en hielo. Se 
añadieron 800 l de medio SOC* y los tubos se incubaron en agitación por 50 min. Se tomaron 50 l para 
esparcir sobre una caja de medio LB* con agar conteniendo ampicilina (bacteria diluida). El resto del cultivo 
se centrifugó 1 min a 10 000 rpm, se tiró el sobrenadante y con el remanente (100 l) se resuspendió la 
pastilla y se esparció en otra caja (bacteria concentrada). Las cajas se dejaron toda la noche a 37 C. 
 

PURIFICACIÓN DE PLÁSMIDOS 
Minipreparación 

Para probar las construcciones con las LCRs clonadas en pC4-AUG-gal (pLCRgal A1, pLCRgal A2, 
pLCRgal A1+2, pLCR16gal 1 y pLCR16gal 2), así como su orientación, se obtuvieron los plásmidos de 
las bacterias transformadas para después de cortarse y correrse en geles de agarosa al 0.8% en TBE* que 
contenían 1 g/ml de bromuro de etidio. 
     Se tomaron las candidatas con un palillo de dientes y se creció cada una en 2 ml de medio LB* con 
ampicilina [100 g/ml] toda la noche a 37 C con agitación. El cultivo se empastilló a 14 000 rpm por 3 min 
en Eppendorf. Se retiró todo el sobrenadante. Las bacterias se resuspendieron en 200 l de TS*. Se mezcló 
hasta homogeneizar con vortex. Se agregaron 200 l de ELT* y se agitó gentilmente. Se incubó 20 min a 
temperatura ambiente para posteriormente ponerse en baño María a 70 C por 30 min. Se centrifugó 10 min a 
temperatura ambiente. Se descartó la pastilla y se adicionó 1 v igual de la solución de PEG*. Se agitó 
gentilmente (3 veces), para  luego dejarse 20 min a temperatura ambiente y centrifugarse 5 min. Se retiró bien 
todo el sobrenadante y el DNA se resuspendió en 20 l de TE*. Los 500 l de cultivo que sobraron se 
guardaron a 4 C. 
 

Maxipreparación 
Para transfecciones y clonaciones se necesitaron de cantidades mayores de DNA seguidas de su purificación a 
través de un gradiente de CsCl. Se realizó para los plásmidos con el gen bacteriano de CAT, P105-wt y P105-
GREm; con los del gen reportero para -galactosidasa pLCRgal A1, pLCRgal A2, pLCRgal A1+2, así 
como sus parentales pC4-AUG-gal, pTZ LCR-16, PV18 A1, PV18 A2 y PV18 A1+2; y con los de expresión 
GR y GRm. 
     Un inóculo con 5 ml de un precultivo bacteriano de la noche previa se añadió a 500 ml de medio LB* con 
ampicilina [50 g/ml]. El cultivo se incubó a 37 C con agitación hasta que alcanzó una D.O.600 de 0.6. 
Entonces el plásmido se amplificó por adición de cloranfenicol [170 g/ml] o con tetraciclina [10 g/ml] y se 
continuó la incubación toda la noche. Posteriormente, el cultivo se empastilló a 6 000 rpm durante 10 min. Se 
eliminó todo el sobrenadante. Las bacterias se resuspendieron en 4 ml de la solución de TS*, se transfirieron a 
un tubo SW40 de polialómero, y se adicionaron 4 ml de la solución de ELT*. El tubo se agitó lentamente y se 
dejó 10 min a temperatura ambiente y después 10 min a 70 C. Posteriormente se centrifugó a 40 000 rpm 

                                                           
* Ver apéndice 3. 
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durante 30 min en ultracentrífuga. El sobrenadante se precipitó volumen a volumen con la solución de PEG*, 
durante 30 min a temperatura ambiente. Se centrifugó a 3 000 rpm por 10 min y se resuspendió con 3 ml de 
TE*. 
 

Extracción y precipitación de DNA 
Para limpiar el plásmido obtenido de minipreparaciones o tratado con enzimas. 
     Se llevó a un volumen de 100 l con TE*, añadiéndose 0.5 v de fenol (con hidroxiquinoleina 0.1% y pH  
7.8) y 0.5 v de cloroformo:alcohol isoamílico (24:1), seguido de agitación y centrifugación por 2 min a 
temperatura ambiente para recuperar fase acuosa. (Al fenol-cloroformo:isoamílico sobrante se le agregó 1 v 
igual de TE, se agitó y centrifugó –reextracción de la fase fenólica– y la fase superior se juntó con la primera. 
Se repite el fenol-cloroformo:isoamílico al total si se considera necesario). Se adicionó 1 v de 
cloroformo:alcohol isoamílico, se agitó y se centrifugó 4 min, y a la fase acuosa recuperada se le repitió este 
paso. Al DNA, ya sin proteína, se le añadió 1 v de acetato de amonio 4 M y 2.5 v (del total) de etanol 
absoluto; se agitó levemente. Se dejó precipitando a –20 C toda la noche (opcional). Posteriormente se 
centrifugó a 14 000 rpm durante 30 min al menos, a 4 C, eliminándose el sobrenadante. El DNA se lavó con 
1 ml de etanol al 80%, agitando gentilmente, se centrifugó 15 seg, se retiró el alcohol, se dejó secar (no 
resecar) y se resuspendió en TE. 
 

Purificación del DNA en gradientes de cloruro de cesio 
La purificación de las moléculas de plásmido superenrollado provenientes de la maxipreparación fue por 
centrifugación en un gradiente de densidad de CsCl. 
     Se adicionó 1 g de CsCl por cada ml de la mezcla de DNA plasmídico-TE* y se disolvió por inversión. Por 
cada 10 ml de la mezcla CsCl-DNA-TE se añadieron 0.8 ml de bromuro de etidio [10 mg/ml]. Densidad final 
1.55 g/ml. La solución se introdujo en tubos Quick-Seal® para ultracentrifugarse en un rotor NVT 90 por 3 h a 
20 C a velocidades de entre 90 000 a 80 000 rpm y con desaceleración lenta. Las moléculas de DNA se 
trasladan a posiciones en donde sus densidades son iguales a la solución de CsCl. Cuando fue necesario, la 
localización de las moléculas de DNA dentro del tubo de centrífuga pudo determinarse por absorción de luz 
UV. Con una jeringa, bisel de la aguja arriba, se tomó cuidadosamente la banda inferior, agujerando primero 
el extremo superior del tubo, para permitir la entrada del aire. 
     El bromuro de etidio del plásmido se removió con isopropanol, mezclando y removiendo la capa superior 
de color violeta rosáceo y repitiendo hasta que quedara incolora. La capa inferior contenía al plásmido. El 
DNA se limpió de CsCl por diálisis contra TE, 3 veces. La solución con el DNA se cuantificó a 260 nm. Si 
era necesario, el DNA se precipitaba para concentrarlo como se mencionó en el apartado anterior. 
 

CULTIVOS CELULARES 
Se utilizaron las líneas celulares humanas C33, la cual no contiene DNA de VPH, y HeLa (derivada de un 
carcinoma cervical), la cual lleva integrado a su genoma celular copias del DNA del VPH-18. La primera se 
creció con suero fetal al 10%, mientras que la segunda fue en suero neonato al 10%. Además, células COS 
(CV-1 de riñón de mono verde africano transformadas con SV40) crecidas con 10% de suero fetal (Gibco). 
     Para probar el probable efecto del éster de forbol TPA sobre la región reguladora del VPH-18 se utilizó la 
clona F4, creada en nuestro laboratorio a partir de fibroblastos de ratón NIH 3T3 tranfectados establemente 
con la construcción pURR18lacZ (pLCR-gal; Ovseiovich et al., 1994). Las células F4 se crecieron durante 1 
o 3 días anteriores al tratamiento con TPA [100 ng/ml] (disuelto en acetona) en 2% de suero fetal de bovino 
en D-MEM, en vez del 7% normalmente usado, y se cosecharon inmediatamente después de la adición. 
     Todas estas líneas se crecieron en D-MEM (Dulbecco’s Mod. Eagle Medium, Gibco BRL), suplementado 
con penicilina (bencilpenicilina, PengesodMR, LakesideMR) [100 U/ml] y estreptomicina (sulfato de 
estreptomicina, Estrepto-monaxinMR, LakesideMR) [100 g/ml]. 
     En el caso de las células MCF7, se trasfectaron en medio MEM-EARLE sin rojo fenol, L-glutamina ni 
NaHCO3 (Seromed, Biochrom KG) y cada 100 ml se complementaron con 200 l de glutamina 200 mM, 222 
l de HEPES 10 mM, 1 ml de insulina 100 U/ml (HumulinMR R, LillyMR), 1 ml de aa no esenciales 0.1 mM 
(Gibco), 10% de suero fetal bovino inactivado, además de los antibióticos penicilina y estreptomicina. Para 
inactivar el suero se mezclaron 0.5% de Norit-A (carbón activado) con 0.05% de dextrán y 0.14 M de NaCl 
en agitación por 3 h a 4 C. Cien ml de suero fetal bovino se pusieron con 5 ml de la solución a 55 C por 30 
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min y pasado ese tiempo se centrifugaron por 15 min a 2 500 rpm para recuperar el suero y se filtró con 0.22 
m. Se conservó a –20 C. El tratamiento con 17-estradiol se agregó a 1 X 10-6 M en etanol (10 l) por 24 h. 
     El pasaje de las células fue por tripsinización (1 ml) seguida por centrifugación en medio con suero, para 
neutralizar la tripsina*. Todas las líneas se mantuvieron a 37 C en una atmósfera húmeda con CO2 al 5%. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
           Figura 4. Molécula de TPA. 
 

TRANSFECCIONES 
Transfección por el método de fosfato de calcio 

Las células C33, COS, HeLa y MCF7 fueron transfectadas por la técnica de coprecipitación con Ca3(PO4)2. 
     La noche previa se sembraron 1 X 106 células por caja de 6 cm (p60). La noche siguiente, se mezclaron en 
frío un total de 10 g por caja del plásmido P105-wt con o sin GR o GRm, incluyendo el acarreador (pGEM) si 
fuese el caso, con 425 l de HeBS* a temperatura ambiente. La mezcla se agitó suavemente 10 seg por 4 
veces durante 10 min con ayuda de un vortex. Se agregaron 25 l de CaCl2 2 M (guardado a –20 C) y se 
agitó de la misma manera. La reacción se goteó esparciendo directamente sobre las células y se mezcló 
suavemente. A las 14-16 h se cambió el medio de crecimiento suplementado con suero y antibióticos por 
nuevo. A las 24 h después (40 h postransfección) las células se cosecharon. 
 

Electroporación 
Las células HeLa fueron transfectadas por la técnica de electroporación. 
     Para cada reacción se diluyeron en una sola celda (Gene Pulser®, Bio-Rad, distancia entre electrodos 0.4 
cm) 50 g del plásmido P105-wt o del P105-GREm en un volumen final de 200 l completados con HeBS*. Se 
agitó con vortex y se agregaron 200 l que contenían el total de células de 5 cajas de cultivo de 10 cm (p100) 
a confluencia (previamente lavadas con PBS*, despegadas con tripsina*, neutralizándose con D-MEM 
suplementado con suero neonato al 10%, centrifugadas 3 min y resuspendidas en el mencionado volumen de 
HeBS). La mezcla se agitó vigorosamente y se dejó reposar 10 min en hielo. Las condiciones de 
electroporación fueron 960 F y 260 V. Se dejaron de nuevo 10 min en hielo. La reacción se transfirió a 5 
cajas p60 ya con el medio de cultivo suplementado con antibióticos y 10% de suero neonato. A las 14-16 h se 
cambió medio y se añadió el tratamiento con el glucocorticoide sintético dexametasona (24 l; Sigma). A las 
40 h postransfección las células se cosecharon y se obtuvieron los extractos. 
 

COSECHA Y OBTENCIÓN DE EXTRACTOS CELULARES 
Primeramente, la capa de células se lavó 2 veces con TD* a temperatura ambiente. Posteriormente se raspó en 
1 ml de TD a 4 C. La suspensión se centrifugó 2-3 min. La pastilla celular se resuspendió en 200 l de Tris-
glicerol-DTT* con vortex y se las células se guardaron a –20 C. 
     El resto se siguió como lo describieron Cid-Arregui y colaboradores (1998b, CAT Assay, pasos 4 y 5, 
apéndice 2), con la opción de continuar con el ensayo o almacenar el extracto en congelación a –20 C. 
 
 
 

                                                           
* Ver apéndice 3. 



28 
 

ENSAYO CON ONPG 
El ensayo se utilizó para medir la actividad de -galactosidasa en extractos de células de la clona F4. 
     La concentración de proteínas se estandarizó mediante el método reportado por Bradford (1976), tomando 
10 l de la muestra y calculando el equivalente a 0.5, 1 o 2 D.O. 
     El extracto se aforó a 1 ml con amortiguador de fosfatos*. Se agregaron 200 l de la solución de ONPG 
(Figura 5) 4 mg/ml y se incubó 1 h a 37 C. La reacción se detuvo con 500 l de Na2CO3 1 M y se leyó a 420 
nm contra un blanco con el extracto de células 3T3, colocado bajo las mismas condiciones. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
     Figura 5. Molécula de ONPG. 
Ésta es convertida a galactosa y o-nitrofenol por la -galactosidasa. 
 

ENSAYO CAT 
Este ensayo para medir la actividad del gen reportero en extractos celulares después de la transfección fue 
descrito por Cid-Arregui y colaboradores (1998b, sección 2, apéndice 2), incubándose 1 h con 4 l de 
cloranfenicol-14C. 
     Las muestras fueron normalizadas mediante la cuantificación de proteínas en base al método de Bradford 
(1976). Para el caso de células HeLa electroporadas con P105-wt y tratadas con dexametasona el ensayo se 
realizó con 180 g de proteína total. 
     La determinación de radioactividad de la forma acetilada y la no acetilada del cloranfenicol se llevó a cabo 
en líquido de centelleo* (ICN Radiochemicals) en un contador para tal fin. 
 

MUTACIÓN DEL GRE EN LA REGIÓN REGULADORA DEL VPH-18 
El cambio de base en el elemento de respuesta a glucocorticoides (C7843  A; Figura 7B) se realizó por 
mutagénesis sitio dirigida por oligonucleótido (Muta-Gene® M13 in vitro mutagenesis, Bio-Rad). Este método 
consistió en clonar la región de control del VPH-18 (fragmento BamH I-BamH I) en el DNA de doble cadena 
(forma replicativa) del fago M13. El vector recombinante se introdujo en una cepa de E. coli doble mutante 
dut (inactiva a la dUTPasa) ung (inactiva la uracilo N-glucosidasa) que produce bacteriófagos con DNA de 
cadena sencilla que tiene cierta cantidad de uracilos en vez de timinas. Esta cadena ya purificada se utilizó 
como molde para la síntesis in vitro de una cadena complementaria mediante un oligonucleótido con la 
mutación puntual como cebador. La doble cadena se usó para transformar una cepa silvestre, que selecciona 
contra la cadena con uracilos, obteniendo así bacteriófagos que contienen el DNA de cadena sencilla sin 
uracilos con la mutación en el GRE. El proceso se siguió de acuerdo al manual incluido y no se describe aquí. 
 

RATONES TRANSGÉNICOS CON LA LCR DEL VPH-18 
Todos los transgénicos contenían a la LCR completa del VPH-18 (fragmento BamH I; Figura 2). 
     Se utilizó descendencia de ratones transgénicos que fueron retrocruzados a la línea parental no transgénica 
(C57Bl/6J X C3HeB/FeJ, también llamada B6C3), y así fueron obtenidos tanto hemicigóticos F1 transgénicos 
como no transgénicos para nuestros experimentos. 
     Para los ratones de la serie YY1 se utilizaron las líneas M1 (7837- 
GCAGCACATACTATACccgcggTgAATtCagcgAACAATTGTAG-23) y M2 
(GCAGCACATAtgATgCccgcggTTAATACTTTTAACAATTGTAG), con mutaciones en la región 
reconocida por esta proteína celular (Figura 13) dentro de la LCR del VPH-18 seguida del gen reportero para 
CAT. La línea M1 originalmente contaba con 5 sublíneas y la M2 con 6. De éstas sobrevivieron 3 y 2 
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sublíneas, respectivamente. Se tenía además la línea WT que contenía la LCR silvestre como regulador del 
gen cat y de ésta había originalmente 4 sublíneas de las que sobrevivió sólo una. 
     Para medir la actividad en este caso, como en los experimentos con retinoides, se prefirieron machos, para 
evitar las variaciones en la actividad del transgén que pudieran presentan las hembras durante el ciclo del 
estro. En estos experimentos también hubo un grupo de ratones no transgénicos. 
 

MANEJO Y TRATAMIENTO DE LOS RATONES 
Todos los ratones fueron mantenidos sin condiciones especiales, bajo ciclos de luz-oscuridad 12:12, con 
alimento y agua ad libitum. 
     Antes de las ovariectomías se adormeció a las ratonas con Anestesal® (pentobarbital sódico [6.3g/100ml]) 
diluido 1:10 en PBS y aplicado a concentración final de 90 mg/kg de peso corporal. Para las operaciones se 
realizaron incisiones longitudinales del lado dorsal, a la altura de los ovarios, extrayéndolos completos junto 
con los oviductos. 
     Los hormonales y antihormonales se prepararon por separado en soluciones stock [10 mg/ml de etanol] 
para posteriormente mezclarse, evaporar el solvente (a 37 C toda la noche) e inyectarse a volumen final de 
100 l en propilén-glicol. Las hembras con ovariotomía, transgénicas y no transgénicas, fueron inyectadas 3 
veces, ya sea con el vehículo o con el tratamiento respectivo. La dosis de 17-estradiol aplicada (15 g/día) es 
equivalente a la producción durante el embarazo en la mujer ( 30 mg/día; Heap, 1982) y logra la expresión 
del receptor de estrógenos, convirtiéndolo además al estado activo (Leavitt et al., 1974). La cantidad de 
progesterona administrada (500 g) es proporcionalmente mayor a la que la que se produce diariamente en 
mujeres hacia el tercer trimestre del embarazo (250-350 mg; Taylor y Martin, 1998); las dosis diarias de 
tamoxifeno (150 g) y de RU-486 (5 mg) fueron en proporción más altas que las farmacéuticas en humanos 
(20-40 mg y 600 mg al día, respectivamente; Goldfien y Monroe, 1998). 
     El antagonista RU-486 (RU 38 486; mifepristona; 17 hidroxi 114-dimetilaminofenil] 17 [1-propinil] 
estra 4,9-dieno-3-ona) es un esteroide sintético y fue regalado por Roussel Uclaf (Francia). 
     En el caso de retinoides se emplearon machos transgénicos para evitar las variaciones del transgén LCR-
HPV-18–lacZ debidas al ciclo estrual. Para el tratamiento con acetato de retinol (acetato de retinil) todo trans 
sintético (Sigma), éste se disolvió primero en DMSO [1mg/50 l] (stock almacenado a –20 C) y se llevó a 
1ml con PBS. Se aplicó intraperitonealmente (i.p.) a 5, 10 o 50 mg/kg de peso del animal en un volumen total 
de 500 l alcanzado con PBS, 1 dosis diaria por 1 o 2 días; para la serie con 5 mg/kg 1-6 días se usó una 
solución inicial de 2 mg/ml en DMSO que se ajustó a un volumen final de 200 l inyectados i.p. En el caso 
del RA todo trans (Sigma) se disolvieron 50 mg/ml de DMSO y el volumen se ajustó a 60 l con el solvente, 
inyectándose i.p. 5 o 100 mg/kg por 1 o 2 días consecutivos (Tabla 1). Para probar el efecto de progesterona 
(Sigma) en machos, una solución a 100 mg/ml en DMSO se administró i.p. (una vez por día) a 30 mg/kg de 
peso, permitiéndose tuviera efecto por 12, 24 y 48 h. Todos los ratones se sacrificaban al mismo tiempo. El 
tiempo mínimo postratamiento dejado antes de sacrificar a los animales (24 h) se considera suficiente para 
afectar la transcripción y subsecuente traducción de la enzima (Cid et al., 1993). 
     Los órganos para los experimentos (lengua, intestino delgado [duodeno], riñón, testículo, epidídimo, útero, 
vagina y cérvix) fueron tomados como lo reportan Cid-Arregui y colaboradores (1998a, sección 3, apéndice 
1). Lengua, riñón y útero fueron cortados en dos partes aproximadamente iguales. Después de la disección, 
los órganos que se utilizarían para la obtención de los extractos crudos de proteína fueron congelados 
inmediatamente en N2 líquido y guardados a –70 C, excepto para la tinción de vagina y cérvix completos. 
 

TAMIZACIÓN DE RATONES TRANSGÉNICOS 
Obtención de DNA a partir de la cola del ratón 

Para probar la presencia del transgén en cada ratón de experimentación o de mantenimiento de la línea, 
primero se necesitaba aislar su DNA genómico. Éste se obtuvo de la cola del ratón (Cid-Arregui et al., 1998a, 
sección 1, apéndice 1). 
     El extremo distal de cada cola se cortó ( 1 cm) dentro de un tubo Eppendorf de 2 ml. Se agregaron 700 l 
de la solución TESS* + 40 l de SDS al 10% + 16 l de NaCl 5 M + 35 l de proteinasa K [10 mg/ml en 
agua] (Merck) y se dejó a 56 C con agitación toda la noche. Al otro día se añadieron a cada tubo 250 l de 
NaCl 6 M, se dejaron 5 min en agitación seguidos de 10 min de centrifugación. Se recuperaron 750 l del 
sobrenadante y se les adicionaron 500 l de isopropanol. Dos min de agitación y 5 min de centrifugación. Se 
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eliminó bien el sobrenadante y el DNA se lavó con 500 l de etanol al 70% seguido de golpe de centrífuga 
hasta quitar el remanente. El DNA se resuspendió con 100 l de TE* y se midió su concentración con 10 l. 
     La relación entre las lecturas a 260 nm y 280 nm fue generalmente de alrededor de 1.7-1.8. 
 

Desnaturalización del DNA genómico de ratón 
Diez g de DNA por ratón se llevaron a 400 l con TE pH 7 y se agregaron 40 l de NaOH 3 M (0.1 v). Se 
desnaturalizaron a 68 C durante 30 min a 1 h y rápidamente se pasaron a hielo. La reacción se neutralizó con 
440 l (1 v) de CH3COONH4 2 M, agitándose. 
     El volumen completo se cargó por pozo en una unidad de slot blot. 
 

Transferencia del DNA genómico al papel de nitrocelulosa 
La hemicigocidad fue verificada por análisis de DNA tipo slot blot (Figura 12). 
     La unidad (MinifoldII) armada contenía en su interior un papel de nitrocelulosa de 0.45 m (con una 
esquina cortada) que reposaba sobre 2 papeles Whatman 3MM, todos previamente mojados en la solución 
neutralizadora 1 M. El DNA desnaturalizado se cargó en cada pozo con ayuda de vacío. El filtro se puso a 
secar de 5 a 10 min bajo lámpara normal y posteriormente el DNA se fijó con 2 ciclos de luz UV en un UV 
Stratalinker 2 400 (1 200 Joules X 100, Stratagene). Después se puede guardar a temperatura ambiente. 
 

Prehibridación, hibridación y lavados 
El filtro con el DNA de ratón se incubó en la solución de prehibridación* a 42 C durante 1 h, evitando 
burbujas dentro la bolsa usada para este fin. El DNA de esperma de salmón era desnaturalizado por 5 min en 
agua hirviendo y luego enfriado en hielo antes de agregarse a la solución. (Si se alarga la incubación toda la 
noche, al otro día se cambia por solución nueva sin el esperma de salmón.) 
     La sonda marcada se calentó en baño María 5 min e inmediatamente se enfrió en hielo antes de mezclarse 
con la solución de prehibridación, dejándose hibridar a 42 C toda la noche. 
     Al otro día el filtro se lavó con una solución de SSC* 2X + SDS al 0.1% durante 10 min en agitación a 
temperatura ambiente por 2 veces. Se continuó con 3 lavados con una solución precalentada de SSC 0.2X + 
SDS al 0.1% por 30 min cada vez a 65 C. Finalmente, el filtro se dejó secar a temperatura ambiente y se 
expuso con pantalla intensificadora a –70 C. 
 

Marcaje de la sonda de DNA 
La positividad de los ratones se verificó por la hibridación de su DNA con el transgén (ya sea completo o sólo 
la región de control del VPH-18; Figura 2). 
     La sonda se marcó radioactivamente en presencia de -32P dCTP con ayuda del fragmento Klenow de la 
DNA-polimerasa I en base al método reportado por Feinberg y Vogelstein (1983). Posteriormente la mezcla 
de reacción se pasó a través de una columna de aproximadamente 10 cm de Sephadex G-50 equilibrada con 
TE* y SDS al 0.1%, para remover los nucleótidos no incorporados. El DNA marcado se encontraba en el 
primer pico. Alternativamente, se centrifugaba a 2 k rpm 5 min para acelerar la obtención del DNA marcado a 
través de la columna la cual era, en tal caso, previamente centrifugada por 2 min. 
 

DETECCIÓN DE LA ACTIVIDAD DEL TRANSGÉN 
La actividad enzimática fue detectada en órgano íntegro (vagina-cérvix); extractos crudos de órganos 
completos (intestino delgado, testículo, vagina o epidídimo) o de mitades (lengua, útero o, riñón); o en 
secciones de tejido (vagina). 
     Para la detección de -galactosidasa en vagina-cérvix íntegros con X-Gal (5-bromo-4-chloro-3-indolyl--
D-galactopyranosido), a la solución teñidora recién preparada se le agregó MgCl2 a 2 mM, K3Fe(CN)6 a 5 mM 
y K4Fe(CN)6 a 5 mM y posterior a la tinción, que se puede extender toda la noche si es necesario, el órgano se 
lavó con PBS y se secó para realizar la segunda fijación. 
     La preparación de los extractos crudos de proteína a partir de los órganos, en 500-2 000 l de 
amortiguador PM-2, fue reportada por Cid-Arregui y colaboradores (1998a, sección 5, apéndice 1). Éstos se 
usaron en 3 tipos de ensayo: colorimétrico con ONPG; quimioluminiscente con AMPGDTM; y CAT con 
cloranfenicol-14C. La concentración se determinó por duplicado mediante el ensayo de proteína (Bio-Rad) 
basado en el procedimiento de Bradford (1976), para estandarizar las muestras. El reactivo se diluyó al 20% 
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(v/v) en el amortiguador PM-2. Para lengua se colocaron 2-4 l del extracto total; para intestino delgado 2 l 
o 12 l de una dilución 1:10; para riñón y testículo: 2 l del total o 50 y 75 l y 50 y 100 l, respectivamente, 
de una dilución 1:50; para epidídimo 2 l; para útero 2 o 10 l; y para vagina 3 l. 
     Para la cuantificación de actividad -galactosidasa con el ONPG se utilizaron por reacción 100 o 200 g 
de proteína, para lengua; para intestino delgado 200 o 400 g; epidídimo 200 g; útero 200 y 400 g; para 
vagina 100 o 200 g. Los 800 g de ONPG se disolvieron en 200 l de PM-2 y se agregaron al extracto de 
proteína diluido en 800 l del mismo amortiguador, para empezar la reacción. El tiempo de incubación 
necesario generalmente fue de 1 h, excepto para intestino delgado para el que fueron necesarias hasta 10 h o, 
en una ocasión, 12 h para epidídimo. En el caso de este último órgano, con 100 o 200 g se utilizó también el 
competidor (ver más abajo) a concentración final de 1 mM por 4-6 h, respectivamente. 
     El ensayo quimioluminiscente (Galacto-LightTM) se usó para lengua (10 y 20 g), intestino delgado (10, 
20, 100 y 200 g), riñón (25, 50, 100 y 200 g), testículo (25, 50, 100 y 200 g), epidídimo (10 y 20 g), 
útero (10, 20 y 40 g) y vagina (10 y 40 g), llevándose a volúmenes iguales de 10 o 20 l con PM-2 y 
agregándose 100 o 200 l del amortiguador de reacción, respectivamente. En ocasiones (intestino delgado, 
riñón, testículo, epidídimo) también se añadió antes de iniciar el ensayo D-Galactonic acid -lactone (D-
Galactono-1,4-lactone [100 mM]; Sigma), un competidor que debería reducir la actividad endógena de fondo, 
a concentración final de 1 o 4 mM. Las reacciones se dejaron incubando con el amortiguador por una hora a 
temperatura ambiente. Las determinaciones cuantitativas del ensayo fueron realizadas en un luminómetro 
Lumat LB 9501 (Berthold). 
     El ensayo para detectar la actividad del gen reportero para la CAT en ratones transgénicos se reportó por 
Cid-Arregui y colaboradores (1998a y b, secciones 8 y 2, respectivamente), y se realizó con 200 g del 
extracto, incubándose con 8 l de acetil-coenzima A y 1-3 l de cloranfenicol-14C por aproximadamente 1h. 
 

NORTHERN BLOT 
Extracción, purificación y análisis de RNA 

Para la obtención del RNA total se siguió básicamente el método descrito por Sambrook y colaboradores 
(1989), con modificaciones. Brevemente, el órgano (lengua) se homogeneizó durante 1 min con Polytron en 
1.5 ml de amortiguador con GTC (a 4 M, -mercaptoetanol 1% en fresco). Se agregó Sarcosyl al 0.5%, 
agitándose gentilmente. Se cambió a un tubo Eppendorf, y se centrifugó por 10 min a temperatura ambiente. 
El sobrenadante se pipeteó lentamente en tubos SW60Ti (previamente limpiados con GTC) que contenían 3 
ml de CsCl 5.7 M y fueron rellenados con el amortiguador con GTC. Se centrifugó a 40 k rpm por 12 h a 20 
C. La pastilla se lavó con etanol al 70% y posteriormente se disolvió en 270 l de agua con DEPC* más 30 
l de acetato de sodio 3 M (pH 5.2) y 900 l de etanol, transfiriéndose a un Eppendorf y dejándose a –70 C 
30 min. El RNA ya a temperatura ambiente se centrifugó 10 min a 4 C, se lavó con etanol al 70%, 
centrifugándose 5min. El sobrenadante se secó con speed vac 10 min y el RNA se resuspendió en 30 l de 
agua con DEPC. Una dilución 1:200 se cuantificó a 260 nm y el resto se guardó a –70 C. Se mezclaron 10 g 
con el amortiguador de carga para RNA* y 6 l de bromuro de etidio [0.5 mg/ml], precalentándose a 65 C 
por 15 min y enfriándose en hielo antes de cargar en el gel. Éste se preparó al 1% de agarosa con MAE* 1X y 
formaldehído [2.2%]f y se precorrió a 100 V en el amortiguador de electroforesis* 15 min. La corrida duró 2-
3 h a 100-150 V. El gel se fotografió bajo luz UV y se lavó 2 veces con 500 ml de SSC* 1X 20 min y se 
transfirió toda la noche con SSC 10X a papel de nitrocelulosa, el cual se equilibró con este último por 15 min 
previamente. Al otro día el papel se lavó 5 min con SSC 1X, se secó bajo la lámpara y recibió 2 ciclos de 
cross-link. La prehibridación, la hibridación con la sonda LCR-HPV-18–lacZ y los lavados se siguieron como 
se menciona arriba. 
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RESULTADOS 
 

“A menos que esperes lo inesperado nunca encontrarás la verdad, pues es difícil de descubrir y duro de 
alcanzar”. 

Heráclito de Éfeso 
 
Los resultados de esta tesis se agrupan en dos grandes rubros. En el primero se presenta el 
estudio del elemento de respuesta a glucocorticoides en la región larga de control del VPH-
18. El papel de los glucocorticoides fue analizado tanto utilizando un plásmido que 
expresaba constitutivamente el GR en células C33, las cuales no lo tienen, como en células 
HeLa, en las que el receptor se activa con ayuda de la hormona. En ambos casos hubo un 
aumento transcripcional muy moderado y la respuesta fue sólo con la LCR silvestre y no 
con la que tenía al GRE cambiado en una base. En la segunda parte se muestran resultados 
no publicados para células y ratones transgénicos que constituyen avances que podrían 
servir de base a futuras investigaciones con el propósito, entre otros, de que no se necesite 
repetir un camino ya recorrido. Aquí se encontrarán los tratamientos con TPA, RA y las 
mutaciones en el sitio de reconocimiento a YY1. Finalmente, se presentan los datos que 
muestran la importancia de las hormonas femeninas en la regulación de la transcripción del 
VPH-18 en ratonas transgénicas. Durante el embarazo y el ciclo del estro, la actividad 
seguía los niveles endógenos de hormonas. La ovariectomía abolió la expresión y ésta se 
recuperó al inyectar estradiol, mientras que sus antagonistas redujeron esta recuperación. 
 

PRIMERA PARTE 
EL SISTEMA DE CÉLULAS EN CULTIVO 

 
Se sabe que el VPH tiene especificidad por ciertas líneas celulares. Con el objeto de poder 
evaluar el efecto de los glucocorticoides, primeramente quisimos validar las células en que 
el promotor viral mostrara una adecuada funcionalidad bajo nuestras condiciones de 
laboratorio. Para este efecto ensayamos su transcripción en dos líneas diferentes. La región 
de control del VPH-18, transfectada bajo las mismas condiciones, se expresó 
aceptablemente en células C33 pero pobremente en células COS (Figura 6). Esto justificó el 
uso de nuestro sistema en las primeras. Cuantificando las actividades de la LCR, en las 
células COS fue de casi una décima parte con respecto a la encontrada en las C33. 
 
El GRE en la región de control transcripcional del VPH-18 
Existen muchos ejemplos de que la regulación genética en eucariontes pluricelulares es 
controlada por hormonas esteroides a nivel del comienzo transcripcional (e. g. Morimoto et 
al., 2001). Esta respuesta se lleva a cabo a través de la unión del receptor con su respectivo 
HRE. 
     Una búsqueda de secuencias con similitud al GRE consenso se realizó a lo largo de la 
LCR del VPH-18, arrojando como resultado al menos 8 potenciales GREs (Figura 7B). 
     La secuencia más cercana al promotor, aproximadamente a –120 pb del inicio de la 
transcripción, es un palíndromo parcial invertido con alta homología respecto al GRE 
perfecto y al inverso (12/15 bases), a diferencia de otras (Figura 7B), por lo que parece una 
buena candidata. Ésta es la que muestra en general mayor homología con relación a las 
secuencias de referencia (aunque comparada sólo con la consenso hubo otros 2 con mayor 
homología). 
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         COS       C33 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
     Figura 6. Expresión de la región de control transcripcional del VPH-18 en células C33. 
El plásmido P105-wt (con la LCR enfrente del gen reportero para CAT) fue transfectado (5 

g) en células COS (células transformadas de riñón de mono) o C33 (células humanas de 
origen epitelial) por la técnica de fosfato de calcio, como se explica en materiales y 
métodos. El ensayo CAT fue realizado aproximadamente 40 h postransfección. Se muestra 
al cloranfenicol, al 1-acetilcloranfenicol (en medio) y al 3-acetilcloranfenicol (arriba). 
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A 
      GREs 
 
GTTACA AAC TGTTCT MMTV 
GGTACA CTG TGTCCT hMTIIA 
TGTACA GGA TGTTCT rTATII 
 
GGTACA NNN TGTTCT  – Secuencia consenso directa 
AGAACA NNN TGTACC – Secuencia (consenso) inversa 
AGAACA NNN TGTTCT  – Secuencia palíndromo perfecta 
 
B 
       Coincidencia con GRE / 15 bases (%) 
      VPH-18     Consenso Inverso Perfecto 
7219 – GGTATG TAT GGTTGT – 7233     11 (73)  7  (47)    9  (60) 
7278 – AATAAA ATA TGTTTT – 7292     11 (73)  9  (60)   11 (73) 
7295 – GGTTCT  GTG TGTTAT – 7309     12 (80)  8  (53)   10 (67) 
7372 – GCTATA  TAT TGTCCT – 7386     12 (80)  9  (60)   10 (67) 
7632 – GCTACA ACA ATTGCT – 7646     11 (73)  8  (53)    9  (60) 
7689 – GGCACA TAT TTTAGT – 7703     11 (73) 10 (67)   10 (67) 
7756 – CCAACA TTC TGTCTA – 7770      9  (60) 10 (67)   10 (67) 
 
7839 – AGCACA TAC TATACT – 7853     11 (73) 12 (80)   12 (80) 
 AGCAAA TAC TATACT – mutado 
 
     Figura 7. Secuencias GRE auténticas y potenciales. 
(A) Comparación de 3 GREs naturales y sus derivados. Las posiciones conservadas en sus 
nt están sombreadas. Las secuencias consenso del GRE y el PRE son indistinguibles entre 
sí y a su vez de los elementos de respuesta a mineralocorticoides y a andrógenos. (La 
secuencia GRE del MMTV corresponde al de la posición –184 a –170 en la LTR). 
Abreviaturas: MMTV, mouse mammary tumor virus; hMTIIA, human metallothionein IIA 
gene; rTATII, rat tyrosine aminotransferase gene (motif) II. 
(B) Secuencias en la LCR del VPH-18. Se muestran los potenciales GREs y el real (nt 
7839-7853). La base cambiada está subrayada. Los números marcan las posiciones dentro 
de la LCR (LANL, 1996). 
(Todas las secuencias son 5’ a 3’). 
 
 
 
     Paralelamente se realizaron experimentos en el laboratorio para estudiar la secuencia. 
Este elemento fue suficiente para conferir respuesta al GR sobre un promotor mínimo tk 
cuando se transfectó en células C33 (Fig. 1A, artículo 1). Al duplicarlo, el comportamiento 
positivo pareciera ser más eficiente que el observado en el caso del GRE consenso, 
actuando con sinergia (Fig. 1A, artículo 1). 
     El siguiente paso obvio era comprobar si el GR se unía a la secuencia. Nuestro equipo 
encontró que el GRE del VPH-18 tiene aparentemente una menor afinidad por el GR que el 
GRE consenso en experimentos de unión (Fig. 1B, artículo 1). 
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La mutación en el GRE eliminó la inducción por parte de dexametasona y resultó en 
un decremento de la transcripción basal del VPH-18 
Como el comportamiento funcional de un elemento regulador en cis puede ser fuertemente 
influenciado por la composición global de la región de control, el GRE individual fue 
modificado por mutagénesis sitio dirigida en el contexto de la LCR completa del VPH-18. 
Subsecuentemente, los efectos de esta mutación sobre la transcripción fueron evaluados en 
ensayos de transfección transitoria. 
     Se cambió la 5ª base (C  A; Figura 7B), la cual se encuentra en el 75% de 25 GREs 
positivos analizados, y es la posición más conservada del bloque de la izquierda; además, la 
G correspondiente de la cadena opuesta está protegida contra la metilación por dimetil 
sulfato en presencia del receptor, lo que sugiere que esta base hace contacto con el GR 
(Beato et al., 1989). Como se esperaba, el laboratorio demostró la incapacidad de unión con 
el GR por experimentos de “retardamiento” (Fig. 1B, línea a, artículo 1). 
     Para probar el (los) GRE(s) potencial(es) se utilizaron los plásmidos P105-wt, con la LCR 
silvestre, y P105-GREm, con la secuencia modificada, primeramente junto a las 
construcciones para GR y GRm. El GR transfectado no necesita del ligando para estimular 
a la LCR del VPH-18 (Figura 8B). Como se observa en la Fig. 2A (artículo 1), nuestro 
laboratorio mostró que dentro del contexto de la región reguladora completa la actividad 
basal se redujo hasta aproximadamente la tercera parte con la mutación en el GRE. 
     Al observar la gráfica de la Fig. 2B (artículo 1) se encuentra que, en células HeLa, la 
respuesta de VPH-18 al glucocorticoide se incrementa conforme la concentración de 
dexametasona en el medio de cultivo es mayor, hasta llegar al doble, pareciendo estar muy 
cerca de alcanzar su meseta, por lo que se puede considerar como una inducción reducida. 
Mientras tanto, para el caso de la región reguladora con el sitio GRE modificado no hay 
aumento significativo con las mismas concentraciones de dexametasona. El ensayo CAT de 
esta gráfica puede observarse en la Figura 9. También aquí puede apreciarse que la 
mutación en el GRE disminuye la basal de la región transcripcional (comparar carriles 1 y 6 
[EtOH solo] y Figura 10). Al igual que con el método de electroporación, mediante el 
método de fosfato de calcio se transfectaron células HeLa y se observó un efecto similar 
por la dexametasona (dato no mostrado). 
     Todo lo anterior indica que el GRE participa en la actividad basal y en la respuesta a la 
hormona por el receptor endógeno, dentro del contexto de la LCR del VPH-18. Al mismo 
tiempo, y al no encontrarse ya el aumento teniendo sólo este elemento mutado, se descartan 
otros posibles GREs en la LCR para la regulación por el GR. 
 
El GR siguió activando aun con 1 sitio AP1 mutado en la región reguladora del VPH-
18 y aumentó la respuesta con brahma humano (hbrm) 
Es interesante el hecho de que aunque se encuentre inactivado individualmente cada 
elemento AP1 continúe habiendo una estimulación proporcionalmente semejante a la que 
habría si estuvieran intactos (Fig. 3, artículo 1). Además, la transcripción respondió a GR 
sin necesidad del factor hbrm, en células C33 (las cuales no parecen contener 
endógenamente a ninguno de los dos; Muchardt y Yaniv, 1993) (Fig. 4, artículo 1). Aquí, 
con las concentraciones usadas del plásmido para GR ya se observa la meseta. Lo anterior 
podría hablar de la importancia de las hormonas en la regulación, independientemente de 
otros factores. Éstas le darían una ventaja al virus al compensar una posible actividad 
perdida, aun si tuviera mutaciones en sitios de unión de su genoma. 
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A 
      aa 1                P    407     D    556         H         795 
 
 
 
 
 
 
       +1               440                    476                                500 

 
 
 
 

      aa 3                       556 
 
   B 
              GR  GRm     GRm       GR 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
       P105-wt           MMTV 
 
     Figura 8. El receptor de glucocorticoides activa la transcripción viral. 
(A) Estructura del GR de rata. El receptor tipo silvestre se subdivide en 3 dominios: el 
potenciador (P) que lleva la función de activación, el de unión a DNA (D) y el carboxilo 
terminal que es el de enlace a la hormona (H). La versión truncada es un receptor con el 
carboxilo deleto, que es constitutivamente activo. CMV, promotor/enhancer de 
citomegalovirus; línea delgada, secuencia líder tk de virus del herpes simple (incluido 
codón de iniciación AUG); línea gruesa, señal de poliadenilación/splice de la -globina de 
conejo; línea ondulada, DNA plasmídico. (Tomado de Schatt et al., 1990). En la estructura 
de dedos de cinc del GR se observan las cisteínas involucradas. La mutación del GRm se da 
en la Cys482. (Tomado de Severne et al., 1988). 
(B) El plásmido P105-wt (5 g) fue cotransfectado con 3 g del plásmido que expresa al 
receptor de glucocorticoides activado (GR) o al inactivo (GRm) en células C33, por la 
técnica de fosfato de calcio, para posteriormente realizar el ensayo CAT como se describe 
en materiales y métodos. Se incluye la expresión de un plásmido con el promotor del 
MMTV como referencia del nivel de activación por el GR (cortesía de la Dra. Françoise 
Thierry). 
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        Dexametasona            Dexametasona 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
EtOH     10-9      10-8        10-7        10-6   EtOH      10-9        10-8        10-7       10-6 
 
    P105-wt      P105-GREm 
 
 
 
 
 
 
 
     Figura 9. La región reguladora del VPH-18 no es activada por dexametasona cuando el 
GRE se encuentra mutado. 
Células HeLa fueron electroporadas con 50 g del plásmido P105-wt o P105-GREm y 
divididas en 5 cajas para posteriormente ser tratadas con las diferentes concentraciones 
molares finales de dexametasona indicadas durante 24 h antes de realizar el ensayo CAT, 
como se describe en materiales y métodos. EtOH, etanol (control). 
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                                                         P105-wt                  P105-GREm 
 
 
 
 
 
     Figura 10. La mutación del GRE reduce la actividad basal de la región reguladora 
transcripcional del VPH-18 en células HeLa. 
Los plásmidos P105-wt y P105-GREm se transfectaron por electroporación como se explica 
en la Figura 9 y las células se cosecharon a las 40 h sin tratamiento con dexametasona. La 
gráfica corresponde al promedio de los carriles EtOH del experimento de la Figura 9, 
realizado por triplicado. 
 
 
 
 
En conclusión, los resultados muestran el papel del GRE detectado en la región próxima al 
inicio de la transcripción en la LCR, y no otros posibles, in vitro. También se comprobó la 
activación directa por parte de glucocorticoides a través de su receptor. 
 
     Con esto el GR se suma a otros factores de transcripción que interactúan en la región 
reguladora del VPH-18, siendo el primer receptor de hormona identificado (Figura 11). 
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      Figura 11. Sitios de unión a factores de transcripción identificados en la LC
R

 del V
PH

-18. 
La región reguladora com

ienza después del codón de term
inación de L1 y hasta antes del codón de iniciación de E6. El segundo y el últim

o sitio 
N
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ente. El sitio Bgl I esta en el centro del tercer elem
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 resaltada indica el 
nucleótido 1 de la secuencia. La secuencia nucleotídica corresponde a la de LA

N
L, 1996. 
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ARTÍCULO 1 
 
A single element mediates glucocorticoid hormone response of HPV18 with no functional 

interactions with AP1 or hbrm 
 

Medina-Martinez, O., Morales-Peza, N., Yaniv, M., García-Carrancá, A., and Thierry, F. 
 

Virology 217, 392-396 (1996). 
 

(PubMed – indexed for MEDLINE: 8599228) 
 

Una secuencia próxima al inicio de la transcripción es el elemento de respuesta a 
glucocorticoides en el VPH-18 

 
En este trabajo se mostró que sólo una secuencia en la región reguladora del VPH-18 
responde a glucocorticoides in vitro. En ensayos de transfección la secuencia confirió 
respuesta al GR con un promotor mínimo y al dimerizarse funcionó de manera comparable 
a como lo hace un GRE consenso repetido. En ensayos de “retardamiento” el GRE de 
VPH-18 fue unido por el GR y compitió con el GRE consenso por la proteína. Al realizar la 
mutación en una base del elemento el GR no pudo unirse más y en el contexto de la región 
reguladora completa del VPH-18 ésta ya no fue activada a concentraciones crecientes del 
análogo dexametasona ni utilizando el GR. Esto muestra que la respuesta a la hormona es 
directamente a través de la unión del receptor con el GRE. La mutación puntual también 
inhibió la transcripción basal de la LCR. El efecto del GR es independiente de cada sitio 
AP1 y del factor brahma humano. 
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SEGUNDA PARTE 
EL SISTEMA DE RATONES TRANSGÉNICOS 

 
Se ha demostrado la importancia de la región reguladora completa, dada la contribución 
relativa en cis de los elementos individuales que la conforman, a la actividad 
transcripcional de VPH-18 (Butz y Hoppe-Seyler, 1993). 
     Para el sistema in vivo, contábamos con líneas de ratones llevando a la LCR entera como 
regulador del gen reportero lacZ o del gen reportero para la CAT. 
     Primeramente, para corroborar la presencia del transgén, se efectuó el escrutinio con la 
técnica de slot-blot. Como ejemplo obsérvese la Figura 12, donde sólo los ratones 
portadores LCR–lacZ dan la señal positiva. Los ratones no transgénicos eran usados como 
controles negativos en los experimentos. 
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     Figura 12. Selección de ratones transgénicos por slot blot. 
Muestras de DNA genómico (10 g por pozo) extraídas de la cola de los ratones fueron 
desnaturalizadas y transferidas a membrana de nitrocelulosa. Ésta fue posteriormente 
tratada con 2 ciclos de cross-linking e hibridada con el transgén completo (LCR del VPH-
18–lacZ) marcado radioactivamente con 32P por random primer. Los controles positivos 
corresponden a 10 y 100 pg del transgén. Se muestran ratones hembras (1-6 y 13-16) y 
machos (7-12 y 17-18) de cruzas de la línea 411. 
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Las engañosas secuencias TRE y YY1 en la LCR del VPH-18 
En la LCR del VPH-18 se localizan 2 sitios que corresponden en 6 de 8 bases a un TRE 
consenso (TGAGTCAG; Angel et al., 1987) y que son también los de unión a AP1 (Figura 
13). El sitio próximo al comienzo transcripcional confiere inducción a TPA sobre el 
promotor tk cuando es separado del VPH-18 (Gius y Laimins, 1989). 
     Dada esta alta homología entre ambos elementos, decidimos utilizar al éster de forbol 
para estudiar la transcripción viral vía AP1 in vitro en el contexto de la LCR completa. 
Previamente supusimos que la acción del TPA podía ser enmascarada por factores 
presentes en el medio, por lo que el cultivo fue crecido con 2% de suero, resultando mejor 
condición que 7 o 0.5% para nuestros objetivos. En experimentos con células 3T3 
transfectadas permanentemente con la LCR completa enfrente del gen reportero lacZ y 
tratadas con TPA, las observaciones iniciales indicaban un aumento del doble al cuantificar 
la actividad de la -galactosidasa (Ovseiovich et al., 1994). El valor descendía hasta la 
mitad a las 24 h de aplicación del éster de forbol. Sin embargo, de manera inexplicable para 
nosotros, repeticiones posteriores indicaron que este resultado no se repetía, elevándose 
sólo un pobre 10-30%, en vez del 100% obtenido previamente. Bauknecht y colaboradores 
(1992) tampoco obtuvieron una respuesta importante al tratar células HeLa y medir la 
actividad del gen reportero para CAT (30%), pero identificaron una región de regulación 
negativa en la LCR de VPH-18 a la que se unía el represor YY1, que podría explicar las 
observaciones que teníamos. Posteriormente (1995) mostraron que la mutación en esta 
región reprime la funcionalidad del VPH-18 en HeLa, por lo que YY1 actúa como un 
activador en el contexto de la LCR entera. 
     Con el objeto de probar el efecto de YY1 in vivo desarrollamos ratones transgénicos 
teniendo a la LCR, tanto silvestre como modificada en el sitio de unión de la proteína, y al 
gen reportero cat. Para evitar fluctuaciones de la expresión del transgén debidas a los 
cambios hormonales durante el ciclo del estro (ver más adelante) se utilizaron sólo machos. 
En un ensayo inicial la actividad enzimática dirigida por la LCR silvestre se pudo detectar 
en lengua, con lo que se probó que es posible utilizarla en un sistema de este tipo (Fig. 
26.2D, Cid-Arregui et al., 1998a, apéndice 1). Sin embargo, al buscar en otros órganos 
como intestino delgado, riñón y testículo (epidídimo incluido), no se encontró que hubiera 
una mayor actividad en estos órganos con respecto a los de no transgénicos. 
     La línea con la primera mutación sobre el elemento de reconocimiento a YY1 (llamada 
M1; Figura 13) se probó en la lengua de ratones con las sublíneas 4/2 y 4/3; mientras que la 
otra mutación (llamada M2; Figura 13) de la misma región se ensayó en lengua de 
individuos de la sublínea 5/6. Comparándose con la sublínea 6/1 (WT) se encontró que al 
modificar la secuencia de unión del factor regulador se obtiene un resultado similar al de un 
ratón no transgénico, mientras que en los que llevaban a la LCR silvestre, ésta se 
comportaba eficientemente (Fig. 26.2D, Cid-Arregui et al., 1998a, apéndice 1). De ahí que 
esto lleve a sugerir que la unión de YY1 a la LCR del VPH-18 funcione como activador en 
un órgano que la expresa de manera satisfactoria, como lengua, in vivo. 
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Sitios AP1 
   Distal      Proximal 
7608 – TTAGTCA – 7614  (–348) silvestre       7792 – TGACTAA – 7798 (–164) silvestre 
           (TGACTAA             cadena antisentido)         TAAGTAA       mutado1 
  TTACTTA              mutado1 
 

Sitio YY1 
 silvestre  7847 – CTATACTTTTCATTAATACTTTT – 12 
 mutación 1 (M1)2,3 CTATACCCGCGGTGAATTCAGCG 
 mutación 2 (M2)3 TGATGCCCGCGGTTAATACTTTT 
 
     Figura 13. Sitios de unión de AP1 y YY1 en la LCR del VPH-18. 
Las bases cambiadas están subrayadas. Los números marcan las posiciones dentro de la 
LCR (LANL, 1996). En los sitios AP1 la posición 3’ respecto al comienzo de la 
transcripción está entre paréntesis. Nótese que ambos sitios AP1 son iguales. 
(Todas las secuencias son 5’ a 3’). 
1Thierry et al., 1992. 2Bauknecht et al., 1992. 3Bauknecht et al., 1995 y comunicación 
personal. 
 
 
 
Plásmidos con la LCR del VPH-16 y con mutaciones en los sitios de unión al factor 
AP1 dentro de la región reguladora del VPH-18 
La expresión de AP1 correlaciona con la transcripción de E6-E7 en las células epiteliales 
estratificadas (Kyo et al., 1997). Esto sugiere que la alta actividad del transgén en estratos 
superiores del epitelio vaginal durante el estro, en hembras con la LCR del VPH-18 y el 
gen reportero lacZ, puede estar determinada principalmente por AP1. 
     Con el fin de examinar esta posibilidad en ratones transgénicos, se construyeron 
plásmidos con los elementos AP1 modificados. Estos sitios corresponden al AP1 distal y al 
proximal (–348 y –164 nt de P105), los cuales se encuentran en la porción central (enhancer) 
y 3’ de la LCR, respectivamente. Las mutaciones son incapaces de unir al factor AP1 
(Garcia-Carranca et al., 1988), afectando el nivel transcripcional basal de VPH-18 in vitro 
(Thierry et al., 1992). Cabe mencionar que los cambios son idénticos en ambos elementos 
(Figura 13). Se obtuvieron las construcciones pLCR gal A1 (elemento distal mutado), 
pLCR gal A2 (elemento proximal mutado) y pLCR gal A1+2 (ambos elementos 
mutados). La LCR quedó enfrente del gen reportero lacZ, con el objeto de dirigir su 
transcripción. 
     En el caso de las construcciones para la LCR silvestre del VPH-16, se tienen ambas 
orientaciones. Los 2 plásmidos resultantes contienen el fragmento con la LCR en la 
orientación syn (pLCR16 gal 1) y anti (pLCR16 gal 2) (Figura 14). Los plásmidos se 
podrán utilizar en un futuro para desarrollar ratones transgénicos lacZ con la LCR del VPH-
16 como regulador transcripcional. 
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A       LCR 
 
           VPH-16 wt o 
           VPH-18 AP1* 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
                            B    1   2  3  4   5  6   7     C    1   2   3  4  5 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
     Figura 14. Construcciones con las regiones de control de VPH-16 o VPH-18 clonadas 
en el vector de expresión de -galactosidasa. 
(A) Diagrama del plásmido parental pC4-AUG- gal y derivados. El fragmento con la LCR 
silvestre del VPH-16 (VPH-16 wt) y los fragmentos que contienen a las LCRs del VPH-18 
modificadas en las secuencias de unión a AP1 (VPH-18 AP1*) se introdujeron en el sitio 
Sma I de pC4-AUG- gal, frente a la secuencia codificadora lacZ de E. coli. La orientación 
del gen está indicada por la flecha. Las figuras no están dibujadas a escala. Los tamaños 
están en pb. P, extremos del elemento P de Drosophila; Adh AUG, codón de iniciación; 
SV40, señal de poliadenilación de SV40. Sitios de restricción: Sm, sitio único Sma I; RI, 
EcoR I. (Modificado de Thummel y colaboradores, 1988). 
(B y C) Análisis de los plásmidos con las enzimas EcoR I (B) y EcoR I + Bgl I (C). Los 
vectores de expresión llevan la región de control del VPH-18 (2-4) con mutaciones en los 
sitios AP1 distal (2), proximal (3) y en ambos (4) y la silvestre del VPH-16 (6 [sentido] y 7 
[antisentido]). Las bandas más rápidas en 6 y 7 se deben a un sitio EcoR I en la LCR (nt 
7454). Los cortes en C sirvieron para verificar la orientación correcta de la LCR 
aprovechando el sitio interno Bgl I (nt 7576; ver Figura 2). Se incluyeron los plásmidos 
pC4-AUG- gal (1) y pURR18lacZ (5; Cid et al., 1993) como controles. En el primero, con 
EcoR I las 2 bandas de 4.3 kb son indistinguibles entre sí. 
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Las pruebas con retinoides en ratones transgénicos con la LCR de VPH-18–lacZ 
Se ha propuesto (zur Hausen, 2000) que existe un bloqueo intra- e intercelular en la síntesis 
de las oncoproteínas de VPH, cuya interrupción resultaría en un paso más en la 
carcinogénesis cervicouterina. Entre las evidencias se encuentra que el RA interfiere con la 
expresión genética temprana del VPH-18 en células HeLa (Bartsch et al., 1992). 
     Para probar la posible influencia de retinoides sobre la LCR del VPH-18 en los ratones 
transgénicos con el gen reportero lacZ utilizamos dos compuestos: acetato de retinol y RA. 
Se trataron ratones machos para descartar las variaciones en la actividad del transgén 
propias de hembras. Con un número muy reducido de animales, se observó una represión 
inconsistente y desigual en diferentes órganos, que fue desde ninguna con RA o acetato de 
retinol hasta más del 60% con acetato de retinol para el mismo tejido (lengua) y que no fue 
dependiente de tiempo ni dosis (Tabla 1). Un solo intento con acetato de retinol disuelto en 
agua para beber no produjo diferencia importante a 2 días de exposición, lo que sugeriría 
que la alimentación con retinoides debe ser crónica. En intestino delgado, riñón y testículo 
aparentemente se encontró una disminución, pero fue difícil de establecer debido al fondo 
endógeno en estos órganos y baja actividad específica de nuestra enzima. El resultado no se 
hizo más evidente cuando se agregó el competidor de la -galactosidasa, en el caso de riñón 
y testículo. Llama la atención que en epidídimo apareciera la reducción más constante, pues 
podría indicar especificidad de tejido en la respuesta, tal vez debida a concentraciones en 
los RARs. 
     Adicionalmente, el extracto de riñón mostró tener una inhibición de la actividad 
enzimática por el método luminiscente, como se deduce cuando al probar concentraciones 
crecientes de aquél hubo una disminución en las lecturas. 
     Mediante Northern blot de extractos de lengua de ratones tratados en presencia o 
ausencia de acetato de retinol por dos días se confirmó que el efecto de la inhibición era a 
nivel de la transcripción del transgén (Figura 15). 
     Después de estos ensayos, todavía preliminares, es obvio que se necesitan más 
experimentos para confirmar la observación inicial. Dado que es difícil comparar la posible 
atenuación en órganos con actividad endógena, la cual interfiere con las mediciones, en el 
futuro será mejor usar órganos con poco fondo, como lengua, o preferentemente vagina (v. 
gr. en Villanueva et al., 2006). 
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Tabla 1. Relación de los tratamientos inyectados con retinoides en ratones transgénicos. 
 
      Compuesto  Dosis diaria       Órgano(s)    % de represión de la actividad respecto al 
         ratón tratado con el vehículo solo (ensayo) 
Acetato de Retinol 5 mg/kg 

2 días 
Lengua 
 

64% (colorimétrico) 
69% (luminiscente) 

Intestino delgado 
 

Sin efecto (colorimétrico) 
35% (luminiscente) 

Riñón 45% (luminiscente) 

Testículo 19% (luminiscente) 

Acetato de Retinol 10 mg/kg 
1 y 2 días 

Lengua 
 

18% y 27% (colorimétrico) 
18% y 28% (luminiscente) 

Intestino delgado 37% y 57% (colorimétrico) 

Acetato de Retinol 5 mg/kg 
1,2,3,4,6 días 

Lengua Sin efecto negativo 
(colorimétrico, luminiscente) 

Intestino delgado (–/+ competidor) 
Sin efecto negativo (luminiscente) 

Epidídimo 30, 30, 22, 16, 17% (colorimétrico) 
30, 43, 33, 10, 11% (luminiscente) 
(+ competidor) 
40, 31, 23, 19, 13% (colorimétrico) 
41, 54, 41, 7, 18% (luminiscente) 

Acetato de Retinol 5 mg/kg 
2 días 
 

Lengua Sin efecto negativo 
(colorimétrico, lumininiscente) 

Epidídimo 
 
 
 
 

Sin efecto negativo (colorimétrico) 
15% (luminiscente) 
(+ competidor) 
Sin efecto negativo (colorimétrico) 
22% (luminiscente) 

50 mg/kg 
2 días 

Lengua 11% (colorimétrico) 
14% (luminiscente) 

Epidídimo 26% (colorimétrico) 
36% (luminiscente) 
(+ competidor) 
21% (colorimétrico) 
42% (luminiscente) 

Ácido Retinoico 5 mg/kg 
1 y 2 días 

Lengua 34% y 19% (colorimétrico)* 
24% y 16% (luminiscente)* 

Ácido Retinoico 100 mg/kg 
1 y 2 días 

Lengua 34% y sin efecto negativo 
(colorimétrico)* 
32% y sin efecto negativo 
(luminiscente)* 

*Con respecto a ratón no tratado. 
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     Figura 15. Efecto de retinoides sobre la transcripción del transgén. 
(A) Gel preparativo de RNA total de extracto de lengua. 
(B) Northern blot con el fragmento LCR-HPV-18–lacZ como sonda. El ratón (AR+) se 
inyectó intraperitonealmente con acetato de retinol a concentración de 5 mg/kg por día 
durante 2 días. AR–, control. Se extrajo el RNA total y 10 g fueron sujetos a electroforesis 
en un gel de agarosa al 1%, para transferirse a membrana de nitrocelulosa. El filtro se 
hibridó contra la sonda de DNA marcada con 32P y se expuso con película para rayos X. 
Las flechas indican las posiciones de los rRNAs 28S y 18S. 
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La regulación hormonal de la LCR del VPH-18 en ratones transgénicos lacZ 
Aprovechando el sistema de ratones transgénicos con la LCR completa del VPH-18, uno de 
nuestros objetivos más importantes fue identificar factores hormonales involucrados en la 
funcionalidad transcripcional de los oncogenes E6 y E7 in vivo. Decidimos utilizar la serie 
con el gen reportero lacZ debido a la mayor facilidad del ensayo enzimático respecto a la 
serie con CAT y además sin necesidad de radioisótopos, lo que daba un menor fondo en el 
resultado. 
     En esta parte se decidió examinar un órgano blanco de las hormonas, como la vagina, la 
cual no se había cuantificado anteriormente (Cid et al., 1993). Igualmente, se evaluó la 
actividad del transgén en la lengua de los mismos animales, para comparar los efectos en un 
órgano sin células blanco. 
 
La concentración de hormonas femeninas endógenas correlaciona con la actividad 
viral durante el embarazo 
La asociación entre embarazos a término con el riesgo de cáncer cervical proporciona 
evidencia de que eventos relacionados al segundo y tercer trimestre de gestación o al 
nacimiento pueden ser relevantes (Muñoz et al., 2002). 
     Un resultado muy similar al de la Fig. 1A (artículo 2), con alta actividad al final del 
embarazo, se obtuvo también con la técnica de cuantificación de la actividad de -
galactosidasa en vagina por el ensayo de quimioluminiscencia y sin una tendencia clara en 
lengua e intestino delgado de los mismos animales (datos no mostrados). 
     Esto podría indicar que alguna hormona progestágena estuviera involucrada en actividad 
del transgén. Una posibilidad son los esteroides sexuales. Y una buena manera de 
estudiarlas naturalmente es a través del bien conocido ciclo estral de la ratona. 
 
La actividad del VPH-18 es máxima posterior al pico hormonal en el ciclo estral 
En ratones hembra algunas hormonas tienen picos de concentración similares a la 
fluctuación seguida por el transgén durante el ciclo del estro murino, como la prolactina y 
las gonadotropinas (FSH y LH), además de la progesterona y el estradiol (Freeman, 1988). 
Apoyando la modulación hormonal, en la Fig. 1B (artículo 2) se observa el retraso 
característico entre la presencia del ligando esteroide y el efecto sobre la traducción 
genética (de varias horas). 
     Resultados parecidos se obtuvieron en vagina y útero con la técnica de detección de -
galactosidasa por el ensayo quimioluminiscente (el cual es mucho más sensible; Cid-
Arregui et al., 1998a), y por el de ONPG como sustrato en útero, confirmando nuestras 
observaciones. En cambio, en el caso de lengua e intestino delgado no se observó esta 
variación; en este último órgano tampoco con el método colorimétrico (datos no 
mostrados). 
 
La eficiente transcripción está restringida a capas diferenciadas del epitelio 
Como se observa en la Fig. 2A-B (artículo 2), la actividad del transgén en estro se 
encuentra claramente en los estratos medio y superior de la membrana, y si se compara con 
la hembra en diestro, se trata de células en diferenciación de un epitelio engrosado, 
indicando la especificidad espacio-temporal. Esto muestra que la inducción transcripcional 
del virus está influenciada por el tipo celular y estado de proliferación natural del estrato 
genital in vivo. 
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     Lo anterior correlaciona bien con que los transcritos E6 y E7 de VPH-18 son 
escasamente detectables en la capa basal no diferenciada de lesiones precancerosas de bajo 
grado, pero sus niveles se incrementan con los grados mayores de diferenciación en células 
superiores (Stoler et al., 1992), lo que sugiere que nuestro modelo se asemeja a lo descrito 
para los oncogenes virales in situ y apoya que este órgano es ideal para estos estudios. 
     Aquí, los resultados indican que la actividad transcripcional del VPH-18 durante el ciclo 
del estro está comprometida al programa de diferenciación celular del tejido epitelial. 
 
La importancia de las hormonas ováricas 
Los resultados durante el embarazo y el ciclo del estro sugieren fuertemente que la 
variación sui generis de la LCR puede deberse a alguna(s) hormona(s), ya que varias siguen 
un comportamiento similar. Asimismo, se sabe que los esteroides ováricos poseen efectos 
específicos en los órganos sexuales (Guyton, 1984). 
     Ya que los ovarios maduros sintetizan y secretan de manera dinámica estrógenos y 
progesterona, éstas podrían ser las hormonas que activan la LCR. Adicionalmente, el 
estradiol estimula la proliferación y maduración de las células epiteliales cérvico-vaginales 
(Anderson y Kang, 1975). Para confirmar nuestra hipótesis se analizaron ratonas con 
ovariectomía de 3 semanas, tiempo suficiente para que las hormonas ováricas alcancen su 
nivel más bajo (Short, 1982; Guyton, 1984). Al extirpar los ovarios se abolió 
completamente la actividad de la LCR (Fig. 3, artículo 2; Ovx). Con esto también se 
descarta a las gonadotropinas hipofisarias. 
     El resultado obtenido indica que la regulación transcripcional del transgén 
necesariamente debe estar sujeta a una hormona ovárica (o más), pues no queda más que un 
nivel semejante al de las ratonas no transgénicas. Esto también muestra que las hormonas 
esteroides producidas en la corteza suprarrenal, como los glucocorticoides, además de 
estrógenos o progesterona residuales o sintetizados a partir de otros compuestos, no son 
importantes por sí solos en la activación del VPH-18 in vivo. 
 
La administración del 17 -estradiol (E2) es suficiente para recuperar la transcripción 
del VPH-18 
Las hormonas esteroides gonadales controlan crecimiento, diferenciación epitelial y 
función de órganos sexuales (Guyton, 1984; Jensen, 1991). En el ciclo del estro el folículo 
ovárico crece con el consecuente incremento en la producción de estrógenos, especialmente 
E2, el estrógeno más activo producido por el ovario debido a su potencia biológica y 
diversos efectos fisiológicos en los tejidos periféricos blanco, de aquí que se decidiera 
utilizar éste. En apoyo del estradiol, la mayor parte del presente en circulación periférica es 
resultado directo de la secreción ovárica (Goldfien y Monroe, 1998). Adicionalmente, 
verificamos que la vagina de rata contiene receptores de progesterona y estrógenos 
(Cerbón, M. A., y Morales-Peza, N., datos no mostrados). 
     La sola aplicación de E2 en hembras con remoción de ovarios provocó que el útero y la 
vagina aumentaran de volumen (dato no mostrado), lo que demostró su efecto sobre 
órganos blanco, como se esperaba. A nivel tisular, el tratamiento garantiza la diferenciación 
estructural del epitelio cérvico-vaginal (Anderson y Kang, 1975). 
     Al administrar E2 o E2 + progesterona en hembras con ovariotomía, se alcanzaron 
niveles cercanos a los más altos durante el ciclo del estro, mostrando que es suficiente con 
la primera para obtener la mayor parte de actividad de la LCR por hormonas. De hecho, E2 
+ progesterona no es significativamente diferente de E2 solo, o sea, no hay efecto aditivo. 
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Esto demostró que el E2 es la principal hormona involucrada en la activación del VPH-18, 
en ausencia de proteínas virales autólogas. 
     Al igual que en hembras, no hubo un claro efecto sobre el transgén en lengua de ratones 
machos inyectados con progesterona a diferentes tiempos (12, 24 y 48 h), mediante el 
ensayo colorimétrico (datos no mostrados). 
     La inhibición por el RU-486 puede bien ser atribuida a su efecto antiestrogénico y no al 
antiprogestágeno, por lo que esto igualmente apoyaría de nuevo al estradiol en la 
activación. Se ha reportado que el RU-486 puede reprimir el efecto transcripcional por E2 a 
través de la unión del receptor de progesterona a su PRE (Kraus et al., 1995). 
     En el útero, que es también un órgano que responde a esteroides sexuales, se observó 
colorimétricamente un comportamiento parecido al de vagina, al administrarse hormonas 
exógenas (datos no mostrados), pero con un fondo mucho mayor debido a la actividad 
endógena del tejido (Cid et al., 1993). 
     Finalmente, al buscar en la LCR no se encontró una secuencia que tuviera identidad con 
el elemento de respuesta a estrógenos (ERE) perfecto (GGTCA o TGACC). 
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Las hormonas esteroides sexuales femeninas modulan la transcripción del VPH-18 in vivo 

 
En este trabajo se mostró la correlación entre la concentración hormonal y la actividad de la 
región reguladora del VPH-18 en el epitelio vaginal de ratonas transgénicas. Esto fue 
determinado mediante detección histoquímica y cuantificación de la expresión del gen 
reportero para la -galactosidasa, bajo el control de la LCR. Incremento de la transcripción 
reportera al final del embarazo y nivel máximo en estro, inmediatamente después del pico 
fisiológico de estrógenos. La actividad se observó en capas diferenciadas del epitelio de 
vagina. La ovariectomía abatió la funcionalidad de la LCR, mientras que la administración 
de 17 -estradiol en hembras ovariectomizadas restauró el nivel perdido. El tratamiento 
combinado con progesterona no estimuló significativamente más que el de 17 -estradiol 
solo. Antagonistas hormonales estrogénicos reprimieron parcialmente la expresión 
recuperada. Finalmente, las alteraciones en el comportamiento del transgén no se 
observaron en lengua, órgano que no está bajo influencia de hormonas sexuales. 
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DISCUSIÓN 
 

“Viva la discrepancia que es el espíritu de la Universidad”. 
Javier Barros Sierra 

 
La expresión de la región temprana de los VPH de alto riesgo, que incluye a los oncogenes 
E6 y E7, es un prerrequisito para el proceso de transformación celular asociado a estos 
virus. Es por eso de particular interés esclarecer los efectores que participan en la 
transcripción de los genes transformantes del VPH. Para elucidar mecanismos que modulen 
la expresión de los oncogenes E6-E7 de VPH-18, un análisis de su región de control fue 
llevado a cabo in vitro y en ratones transgénicos. Nos preguntamos por el papel de las 
hormonas esteroides en estos sistemas. En el presente estudio se analizaron, a este respecto, 
factores fisiológicos, histológicos y moleculares involucrados en la regulación 
transcripcional del VPH-18. En esta tesis se muestra que la hormona sexual femenina E2 
regula la actividad de la LCR in vivo, tanto la endógena como la administrada 
exógenamente. Cabe mencionar que antes de nuestro reporte sólo se habían realizado 
experimentos in vitro y ésta es la primera vez que se prueba su relevancia sobre la 
activación transcripcional del VPH-18 in vivo, al utilizarse el órgano genital femenino. 
También, el examen del GRE del VPH-18 y la repercusión de su mutación en células en 
cultivo. Los resultados permitirían proponer mecanismos que vinculen a las hormonas 
esteroides con la inducción del virus y de aquí con el CaCU. 
 
El GRE: mecanismo molecular 
Para elucidar el mecanismo molecular por el que los glucocorticoides regulan la 
transcripción del VPH-18, un análisis por mutagénesis sobre la región reguladora fue 
llevado a cabo. 
     La falta de respuesta a glucocorticoides después de cambiar una sola base del GRE, por 
transversión de pirimidina a purina (C  A), muestra la especificidad del reconocimiento 
por el complejo hormona-receptor para su funcionalidad correcta y la importancia de que el 
GR se una a la secuencia como dímero. La mutación en el GRE descarta que el efecto 
observado con dexametasona sobre la LCR silvestre se deba a la activación del gen para 
algún factor de transcripción (v. gr. c-jun; Jonat et al., 1990). 
     El receptor de glucocorticoides (así como el de progesterona) coopera con Oct-1 para la 
respuesta hormonal en el promotor del MMTV (Brüggemeier et al., 1991), y hay una mayor 
unión de NF-I a su secuencia, promovida por el receptor (Archer et al., 1994), pero esto no 
se ha determinado para la LCR. Y a pesar de que en la LCR se encuentran motivos de 
unión para diversos factores (NF-I, Sp1, Oct-1) que se sabe colaboran con el receptor de 
glucocorticoides para una fuerte sinergia en construcciones quiméricas en células HeLa 
(Schüle et al., 1988), esta situación no se da en el VPH-18. Esto es una muestra de que los 
mismos factores pueden tener diferentes actividades en contextos distintos. 
     Chan y colaboradores (1989) encontraron una fuerte estimulación (más de 10 veces) por 
dexametasona con la LCR completa del VPH-18, pero frente al promotor tk en células 
HeLa, siendo del doble con el GRE aislado y tk. 
     A diferencia nuestra, Butz y Hoppe-Seyler (1993) con dos mutaciones contiguas en el 
bloque 5’ del GRE (AGCACA  AGCGGA), una de las cuales fue la que cambiamos (  
AGCAAA), lograron un incremento en la actividad basal de la LCR del VPH-18 de 2-3 
veces utilizando la misma línea celular que nosotros (HeLa); aunque, igualmente, sin 
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influencia notoria por parte de la dexametasona. Sin embargo, ellos no buscaron la unión 
del receptor al elemento de respuesta. La explicación de una posible secuencia reguladora 
negativa parecería descartarse al ser una de las bases cambiadas la misma que analizamos y 
la otra estar colindando. Como sea, éste es un claro ejemplo de que mutaciones diferentes 
en el mismo elemento no necesariamente dan igual resultado. 
     La posición del GRE es muy cercana a otros sitios para factores de transcripción dentro 
de la LCR, como YY1 o CDP, y se encuentra dentro del ori (Desaintes y Demeret, 1996), 
por lo que hay la posibilidad que tenga también implicaciones en la replicación viral, 
aunque en tal caso debe ser cuando el VPH está en forma episomal, es decir en estados 
precancerosos. Ya sea que E1 y E2, proteínas virales involucradas, eviten temporalmente su 
unión y viceversa, o cooperen con el GR. Hasta el momento no se sabe con certeza. 
     La menor activación relativa por el GR entre la región reguladora completa del VPH-18 
comparada con el GRE aislado (Figs. 1 y 2, artículo 1) sugiere que en la LCR interactúen 
factores negativos. 
     Es interesante que sólo los VPH genitales y no los cutáneos ni animales tengan 
secuencias GRE potenciales (Chan et al., 1989), lo que podría suponer una función 
importante para este grupo. Ya que los glucocorticoides pueden cooperar para el proceso de 
inmortalización por DNA de VPH-16 transfectado en células in vitro (revisado en Pater et 
al, 1994), el resultado pudiese ser parecido para el caso del VPH-18. Un posible ejemplo 
del rol de los glucocorticoides es que se ha visto que el aumento en 4 veces de los 
transcritos E6-E7 por dexametasona incrementó la proliferación celular de C-4I en 
proporción similar (von Knebel Doeberitz et al., 1988, 1991), por lo que su papel tal vez no 
sea despreciable y pueda representar una ventaja. Que haya un GRE funcional para el virus 
pudiera ser una reminiscencia evolutiva de los 8 que quizás llegó a tener en algún 
momento, quedando los otros 7 como vestigiales. A diferencia del VPH-16, con 3 GREs 
que necesitan ser mutados para eliminar la respuesta a la hormona (Mittal et al., 1993), lo 
que supondría una mayor dependencia de ésta y una mayor incidencia de cáncer. 
     El VPH es un ejemplo único de virus, tanto de DNA como de humano, activado 
directamente por glucocorticoides. 
     La contribución con este trabajo fue mostrar que in vitro sólo un sitio de unión al GR, 
proximal al promotor, es el responsable de esta trans-activación inducida. 
 
No hay un evidente cross-coupling en nuestro sistema 
En contra de lo que se esperaba el GR no cruza con AP1, dado que ambos factores se unen 
e interfieren uno con otro en su actividad reguladora in vitro (Jonat et al., 1990). Se había 
observado anteriormente una interferencia parcial con un GR humano (que es homólogo del 
GR de rata), también truncado en su dominio de unión al ligando (Schüle et al., 1990a); y 
una construcción deleta en el segundo dedo de cinc (equivalente a nuestro GRm) eliminaba 
completamente la represión. Sin embargo, nosotros observamos lo contrario. 
 
El posible papel de glucocorticoides in vivo 
En condiciones obligadas de stress fisiológico llegan a producirse cantidades de 
glucocorticoides mayores a las normales, con lo que pudiera haber una exacerbación de las 
lesiones precursoras de carcinoma y mayores tasas de CaCU. El hecho de que los 
corticosteroides sirvan para activar vías de estrés (v. gr. en el ayuno) sugeriría que estas 
situaciones estarían vinculadas en el desarrollo del CaCU, al regular positivamente el nivel 
de la transcripción del VPH. Dentro de poblaciones con deficiencia alimenticia (como suele 
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suceder en países latinoamericanos, africanos o India, que son también los de más alta 
incidencia de CaCU) y para restaurar los niveles de glucosa en el plasma sanguíneo, la 
concentración de glucocorticoides se vería elevada, con la consecuencia de una mayor 
actividad viral. En el embarazo también aumenta la producción corticosuprarrenal de 
glucocorticoides (Taylor y Martin, 1998), los cuales podrían cooperar con los esteroides 
sexuales en la activación hormonal de VPH. 
     Sería interesante estudiar pacientes con problemas en la secreción hormonal, como el 
síndrome de Cushing (hipersuprarrenalismo con abundancia de glucocorticoides), que no 
hayan sido suprarrenalectomizadas, o aquéllas sometidas a terapias con altas dosis de 
glucocorticoides, y que sean positivas a VPH, observando lesiones genitales y su evolución 
con respecto a mujeres con concentraciones de glucocorticoides en los intervalos de la 
normalidad. Igualmente, buscar la concentración de glucocorticoides en mujeres con CaCU 
respecto a controles. Todo esto para tratar de confirmar o descartar a estos corticosteroides 
como cofactores de riesgo, pues aunque el VPH pueda ser activado por ellos, no 
necesariamente significa que sean importantes en el contexto del organismo completo. 
     Los resultados en transgénicos sugieren que su papel no sea crucial para el VPH-18 in 
vivo (al menos en no embarazadas). Anteriormente se había observado que la dexametasona 
incrementa débilmente la actividad del transgén en lengua (hasta un 80% a las 12 h; Cid et 
al., 1993) y al parecer los glucocorticoides endógenos solos tienen poca importancia, como 
se evidencia cuando ratonas son ovariectomizadas y se pierde la actividad en vagina sin 
importar los corticoides circulantes en sangre. La corticosterona es el principal 
glucocorticoide secretado por la suprarrenal de roedor (Guyton, 1984) y dada su actividad 
menor que la del cortisol se explicaría el muy poco o nulo efecto. 
     Se podría argumentar que los glucocorticoides alcancen poca concentración fisiológica, 
a diferencia de in vitro. Sin embargo, la concentración de cortisol plasmático en mujeres no 
embarazadas (0.08-0.54 M; Findling et al., 1998) está en el intervalo de la de activación 
por dexametasona (molécula de cortisol modificada que posee potencia glucocorticoide 30 
veces mayor que aquél; Guyton, 1984) de nuestros experimentos, por lo que 
hipotéticamente tampoco debería haber una respuesta fuerte. El posible efecto combinado 
de glucocorticoides y esteroides sexuales está aún sin determinar. 
 
La secuencia TRE en células en cultivo 
Una posible explicación del porqué el TPA activó sólo al principio a la LCR transfectada 
permanentemente en células NIH 3T3 es que el resultado fuera un falso positivo. Además, 
bajo condiciones de “ayuno de suero” en estas células se expresan sólo cantidades 
residuales de c-fos, cuyo producto es parte de AP1 (Sassone-Corsi et al., 1988). 
     Algo que no habíamos contemplado en ese momento es que al reducir la concentración 
de suero fetal se activó más la transcripción de la LCR en vez de disminuirse, y esto 
provocara que finalmente se enmascarara el efecto del TPA; aunque más bien pareciera que 
se confirma el resultado negativo de Bauknecht y colaboradores (1992) en diferente tipo 
celular. Otros observaron activación en células NIH 3T3, pero con una concentración 103 
veces más alta que la nuestra (Gius y Laimins, 1989). 
 
La secuencia YY1 en ratones transgénicos 
Se había reportado previamente que sólo la mutación M1 (no M2) tiene efecto en la unión a 
YY1, y de aquí, sobre la actividad transcripcional del VPH-18 in vitro (Bauknecht et al., 
1995). Sin embargo, en los ensayos no parece haber diferencia apreciable entre ambas 
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mutaciones en lengua. Faltaría examinar los órganos genitales femeninos para conocer 
mejor su función. 
     Revisando las secuencias modificadas de YY1 se encontró que ambas afectan también a 
bases del GRE (Comparar Figuras 7B y 13), lo que pudo haber repercutido en el cambio de 
la transcripción basal viral y deberá ser evaluado en el futuro. 
 
Las construcciones de la serie pLCR gal 
Mediante los fragmentos LCR-lacZ se pretende desarrollar ratones transgénicos. 
     Los ratones con sitios AP1 modificados servirían para comprobar si la importancia in 
vitro de AP1 también es in vivo: una supresión en la transcripción de VPH-18 mostraría la 
trascendencia de esta proteína. Al tener las dos mutaciones separadas o combinadas se verá 
el papel espacial que tienen estos sitios durante la proliferación y diferenciación del 
epitelio. Por medio de inmunohistoquímica incluso se podría determinar la influencia 
relativa de cada uno de los miembros de Jun/Fos presentes en ese momento y su correlación 
con la actividad viral. 
     Respecto a la construcción con la LCR del VPH-16, ayudaría a aclarar si el 
comportamiento hormonal visto con VPH-18 es similar en este otro tipo viral. 
 
Los ensayos con retinoides 
Aun sumando los riesgos separados de cofactores como anticonceptivos hormonales 
combinados, alto número de embarazos y tabaquismo, no se alcanza el total de casos de 
CaCU (Castellsagué y Muñoz, 2003). Esto indica que existen otros cofactores, fallas en el 
sistema inmunitario, susceptibilidad genética del individuo (como mutaciones en RARs) o 
tal vez deficiencia en vitamina A. 
     Es lógico suponer que en un epitelio normal deba haber mecanismos de represión 
transcripcional del VPH-18 para lidiar con la infección. Para el caso de retinoides, se ha 
reportado la regulación negativa de los niveles de mRNA del VPH-18 en células tratadas 
con RA (Bartsch et al., 1992), por lo que en nuestro sistema con ratones transgénicos 
también se podría esperar una inhibición parcial. Además, el RA todo trans se metaboliza 
in vivo a su esteroisómero RA 9-cis, el cual se une con alta afinidad y activa a RARs y 
RXR (Heyman et al., 1992), lo que podría ayudar en la respuesta a retinoides. 
     Después de los ensayos preliminares que se realizaron podemos ahora pasar a otros con 
un número mayor de ratones, para hacer las pruebas estadísticas. Por ejemplo, para evitar 
las variaciones del transgén durante el ciclo del estro, se podría ovariectomizar ratonas, 
tratarlas con E2 junto con RA y analizar la respuesta en epitelio genital. Además, el ayuno 
previo quizá daría mejores resultados para aumentar la represión del tratamiento inyectado. 
Una dieta a largo plazo rica vs. una pobre en vitamina A sería deseable en estos ratones. El 
DMSO no fue un solvente óptimo y debería cambiarse a otro más eficiente (p. ej., etanol), 
pues en el caso del RA, éste quedó en suspensión. 
     En caso de que los resultados fuesen satisfactorios una explicación del mecanismo 
involucrado sería la posible interferencia mutua de AP1 y RARs por un mismo sitio (Schüle 
et al., 1990b) en la LCR o por una hipotética interacción proteína-proteína entre estas dos 
clases de factores (Schüle et al., 1991). Otra posibilidad sería la inhibición por RA del gen 
c-fos (Lafyatis et al., 1990). 
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Las ratonas VPH-18–hormonas 
La diferenciación y proliferación celular están sujetas a mecanismos reguladores 
complejos. La pérdida o daño en el delicado balance de los mecanismos de control puede 
resultar en transformación neoplásica. La alta paridad y los anticonceptivos hormonales por 
largo tiempo son cofactores de riesgo que pudieran facilitar la progresión de lesiones 
premalignas a malignas. Faltaba buscar la vinculación molecular entre el VPH-18 y las 
hormonas o si éstos ejercen su efecto por separado. 
     Sólo un pequeño número de LCRs de VPH han sido estudiadas experimentalmente. La 
mayoría en células en cultivo, por lo que no ha sido posible a la luz de estos estudios 
conocer la regulación transcripcional real del virus y todos los factores que están 
involucrados, dado que estas condiciones son irreproducibles en un sistema in vitro. Con el 
sistema de ratones transgénicos se resuelve en parte el problema potencial de extrapolar 
resultados in vitro a in vivo. El modelo sistémico aquí descrito ha proporcionado 
información valiosa para nuestro entendimiento de la expresión genética viral temprana. En 
éste se dan de manera natural las funciones que existen in vivo, como el ciclo ovulatorio o 
el embarazo, comunes en la ratona y en la mujer. Las concentraciones endócrinas en sangre 
de ratonas sin ovariotomía son las fisiológicamente normales. 
     Un mecanismo adicional al aumento de la transcripción viral sería el ejemplificado por 
E2 en la carcinogénesis cérvico-vaginal de ratones transgénicos que expresan a E6-E7 del 
VPH-16 usando el promotor de la queratina 14 (Arbeit et al., 1996), o sea a través de la 
cooperación entre oncoproteínas y la hormona. 
 
Implicaciones de partos y del uso de anticonceptivos en el marco de los resultados 
Los resultados involucran factores hormonales endógenos y exógenos: embarazos y uso de 
anticonceptivos orales, respectivamente. 
     Debido a los partos la zona de transición escamocilíndrica del cuello uterino se desplaza 
al conducto ectocervical, por lo que se ha sugerido que el VPH infectaría más fácilmente el 
tejido con el consecuente riesgo de desarrollar CaCU (Muñoz et al., 2002). Sin embargo, 
nuestros resultados apoyan que éstos son eventos independientes y que la elevación de 
hormonas (estrógenos, glucocorticoides) sería la responsable, al menos parcialmente, del 
aumento en el riesgo de CaCU a través de la mayor expresión del VPH. Los embarazos, por 
lo tanto, tendrían también el efecto independientemente de la inmunodepresión que se sabe 
ocurre en mujeres durante esta etapa o del traumatismo por parto. En Latinoamérica, que es 
una de las regiones con mayor índice de CaCU en el mundo, hay un alto número de 
nacimientos. 
     Por otro lado, se ha mencionado (Moreno et al., 2002) que la mayoría de mujeres toman 
anticonceptivos orales combinados (estrógeno y progestágeno) y menos del 5% toma 
anticonceptivos sólo con progestágeno. Asimismo, preparaciones combinadas inyectables 
han sido muy usadas en algunos países latinoamericanos. En métodos que utilizan sólo 
progestágeno (como la DMPA) se concluyó que el riesgo de la neoplasia no se elevó 
apreciablemente (La Vecchia, 1994; Thomas y Ray, 1995), lo que es congruente con la 
hipótesis de que el estrógeno es la hormona con mayor importancia en la activación del 
VPH. 
     Respecto a la edad, se ha observado que la mujer menor de 35 años es más sensible de 
ser afectada por los embarazos y los anticonceptivos orales para desarrollar CaCU (Thomas 
et al., 1996; Muñoz et al., 2002), o sea, en plenitud de la función reproductora. 
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     Pero lo más decisivo deben ser las susceptibilidades genéticas al CaCU u otros 
cofactores, pues tampoco todas las mujeres con VPH y consumo de hormonas o alto 
número de embarazos lo desarrollan (Castellsagué y Muñoz, 2003). 
     Los resultados permitirían explicar porque aumenta el riesgo de contraer CaCU en 
mujeres multíparas y/o que toman anticonceptivos orales, y que al mismo tiempo tienen 
VPH (Moreno et al., 2002; Muñoz et al., 2002). 
 
Argumentos a favor del efecto de E2 en la activación del VPH-18 
Ante la duda razonable de cuál es la hormona sexual clave, hay evidencias que parecen 
confirmar de manera convincente que el E2 es el activador principal de la transcripción 
genética del VPH-18: 1) En el ciclo del estro se alcanzó una actividad máxima del transgén 
parecida a como cuando se inyectó exógenamente. 2) Al final del embarazo, el 
comportamiento del transgén corresponde más a la secreción reportada del estrógeno que a 
la de la progesterona. 3) La combinación de E2 y progesterona no aumenta la activación de 
manera significativa comparada con la del E2 solo. 4) El tamoxifeno, un bien caracterizado 
antagonista parcial de la acción de estrógenos, tiene efectos reductivos en la actividad 
transcripcional del VPH-18. 5) Anteriormente (Cid et al., 1993) se había observado que en 
el ovario de las transgénicas se tiñen intensamente los folículos maduros, los cuales 
producen grandes cantidades de estrógenos, pero sólo débilmente los cuerpos lúteos, que 
son lugar de altas cantidades de progesterona. 
     Además, en otros sistemas in vivo e in vitro se ha encontrado lo siguiente: 6) El RU-486, 
administrado junto con E2, tiene un efecto antiestrogénico sobre el crecimiento del útero 
(Kraus y Katzenellenbogen, 1993), lugar de clara actividad específica de nuestro transgén y 
que sigue un comportamiento similar al de vagina en nuestros experimentos. Éste ha sido 
llamado efecto antiestrogénico no competitivo, pues el RU-486 no une al receptor de 
estrógenos, y podría explicar la represión que se obtuvo. 7) Para el caso de células en 
cultivo la activación por E2 fue reprimida con RU-486 en presencia del receptor de 
progesterona (el cual se esperaría estuviera presente en las ratonas después de inyectar el 
estrógeno), entre varios tipos celulares y sin importar el contexto del promotor, 
posiblemente a través de un proceso de quenching (McDonnell y Goldman, 1994; Kraus et 
al., 1995). 8) En animales que sufrieron ovariectomía y que se les administró tiempo 
después sólo E2 no se encontraron los cambios en el tracto genital propios del tratamiento 
combinado con progesterona, lo que mostró que la hormona endógena, si es que la hay, 
tiene influencia fisiológica y probablemente transcripcional poco detectable (Slayden et al., 
1993). 
     De aquí que la conclusión de este trabajo sea que el E2 (solo o en presencia de 
progesterona) es capaz de dirigir la regulación del VPH-18 in vivo. 
     Aunque el efecto se observó con el 17 -estradiol, no puede descartarse que la activación 
haya sido llevada a cabo por alguno de sus metabolitos (estrona, 16 -hidroxiestrona –que 
tiene la propiedad inusual de unir al receptor de estrógenos covalentemente–, estriol) al cual 
se haya convertido (revisado en de Villiers, 2003). 
     Así, los estrógenos sexuales femeninos podrían llegar a ser considerados como 
promotores del CaCU vía el VPH-18, si nuevas evidencias apoyaran esta propuesta. El 
mecanismo detrás y que favorece la asociación de lesiones malignas permanece oscuro 
todavía. 
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Posibles vías de activación del E2 
No conocemos el mecanismo por el cual el estradiol activa la LCR, aunque en principio es 
lógico suponer que debe ser mediante su receptor. Siendo así habría 4 posibles vías a través 
de las cuales el receptor de estrógenos debería actuar (Figura 16): A) Unión directa del 
receptor a la región reguladora del VPH-18. Como ejemplo, el receptor de estrógenos 
interactúa con el dominio de activación de NF-I para estimular a un promotor con ERE 
(Martinez et al., 1991). B) Funcionando sin unir a la LCR directamente sino actuando sólo 
por interacciones proteína-proteína. A este respecto, pudiera ser la unión del receptor a 
algún factor de transcripción, es decir, trabajando como un coactivador; v. gr. Sp1 y el 
receptor de estrógenos interactúan físicamente fuera del DNA incrementando la afinidad 
del primero a su sitio de reconocimiento en construcciones sin ERE, siendo la trans-
activación dependiente de E2 (Porter et al., 1997). Se sabe también que el receptor de 
estrógenos coopera con Jun/Fos para activar sinérgicamente el promotor del gen de 
ovoalbúmina, previo tratamiento con estradiol y sin necesidad de unión al DNA por parte 
del primero (Gaub et al., 1990). Interesantemente, la secuencia activadora involucrada (un 
medio ERE) tiene homología en 5 de 7 bases al sitio de unión AP1 en la LCR del VPH-18. 
C) Participando en el control de genes celulares cuyos productos regulen a su vez al 
promotor viral. Por ejemplo, el E2 induce la expresión de c-fos y c-jun, cuyas proteínas son 
componentes de AP1 (revisado en Lamph, 1991). D) E incluso por la inhibición de genes 
que codifiquen represores para factores de la transcripción viral. 
     En los 2 últimos sentidos la respuesta sería más indirecta, como consecuencia de la 
evolución natural propia del epitelio estratificado, dirigida por los estrógenos, que pondrían 
en juego a factores necesarios para la transcripción del VPH-18. La diferenciación de las 
células en el epitelio sexual debe incluir la estimulación o inhibición de síntesis proteínica. 
En cambio, la progesterona secretada durante el ciclo menstrual no parece modificar el 
epitelio vaginal (Ham, 1975). 
     Algunas evidencias que apoyan que la diferenciación celular está involucrada, y no 
directamente el receptor de estrógenos. 1) No se ha reportado todavía un ERE en la LCR 
del VPH-18. Hay que puntualizar que la presencia de una secuencia de reconocimiento 
potencial no significa que ésta sea unida por el receptor. 2) Al castrar deja de haber 
estratificación epitelial en vagina (Ham, 1975). 3) La proliferación en el epitelio cérvico-
vaginal (común en roedores y primates) puede ser mimetizada por terapia estrogénica. En 
un roedor que ha sufrido la ablación de los ovarios pero recibido por inyección una dosis 
elevada de estrógenos dos días antes, el epitelio vaginal está muy engrosado y las capas 
superficiales intensamente queratinizadas, parecido a lo observado en un estro normal 
(Ham, 1975). 4) Un antagonista de estrógeno puede suprimir los efectos de E2 sobre la 
mitosis y queratinización cérvico-vaginal inducida en ratas (Anderson y Kang, 1975). 5) La 
distribución espacial de los receptores de estrógeno reportada en el epitelio estratificado 
cérvico-vaginal (Celli et al., 1996; Mowa e Iwanaga, 2000; Wang et al., 2000) parece no 
corresponder con la actividad de -galactosidasa observada en las ratonas. Si esto se 
confirmara en las transgénicas reforzaría la idea de que debe haber la expresión inducida 
por E2 de otros factores transcripcionales involucrados. La maduración epitelial también 
explicaría porque en otros órganos cuantificados (intestino delgado, riñón, testículo, etc.) 
no hay alta actividad de la LCR, pues en ellos no hay esta estratificación. Sin embargo, la 
estratificación no explicaría la regulación hormonal encontrada en útero, donde la actividad 
es en epitelio glandular y cilíndrico (Cid et al., 1993), lo que apunta a la participación del 
E2 en 2 vías diferentes. 
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También es factible que el efecto en CaCU fuera una combinación donde el receptor y la 
diferenciación actúen de forma conjunta. Por ejemplo, en adenocarcinomas de cérvix hay 
una correlación entre el grado de diferenciación y la presencia del receptor de estrógenos 
(bien diferenciado  moderadamente diferenciado  pobremente diferenciado) (Masood et 
al., 1993). Esto también sugiere que el receptor tiene un rol para la diferenciación tanto en 
tejido normal como en maligno. 
     Para comprobar que la respuesta es directamente conferida por el receptor de estrógenos 
sobre un ERE en la LCR se necesitarían realizar ensayos con un gen reportero, 
primeramente en células en cultivo, cotransfectando con el plásmido que exprese la forma 
activada de aquél o agregando la hormona; probar con mutaciones en las posibles bases de 
unión; por ensayos de shift-binding o por footprinting y con extractos de células que tengan 
el receptor y expuestas previamente a E2. Se inició transfectando células MCF7 (las cuales 
expresan el receptor de estrógenos) con el plásmido P105-wt por el método de 
coprecipitación de fosfato de calcio, pero además de haber sido muy agresivo, lo que 
provocó una alta mortalidad celular, aparentemente no hubo activación alguna con E2 (dato 
no mostrado). Se deberá intentar con otras células que tengan al receptor. La obtención de 
resultados negativos apoyaría que el efecto es a través de otros factores relacionados a la 
diferenciación epitelial. 
     Más interesante sería que, en estratos basales y parabasales, se encontraran presentes 
represores celulares de la transcripción del VPH (Figura 17). De esta manera, en las capas 
superiores ya no habría la represión y lo que vemos como actividad sería en realidad una 
“desrepresión” (ver más adelante). 
 
Implicaciones biológicas e interpretaciones de los resultados 
Al incrementar la actividad de la LCR, las concentraciones altas y prolongadas de 
hormonas esteroides (incluidos los glucocorticoides) en la mujer, ya sea de manera natural 
y/o inducida, constituirían un cofactor de riesgo en la carcinogénesis cervical. Esto se da en 
el órgano sexual femenino ya que aquí están las condiciones más favorables para la 
actividad del virus tales como tipo celular, receptores hormonales, diferenciación celular 
apropiada, etc. El epitelio estratificado que recubre el cuello uterino en la zona de 
transición, lugar donde comienza el CaCU, es parecido al que reviste la vagina y con el cual 
se continúa (Ham, 1975). Dados los resultados, parecería que necesariamente debe estar 
involucrado el E2 por alguna vía. 
     Otra consecuencia de nuestros datos es la de apoyar que el mecanismo de acción de las 
hormonas en el CaCU es a través de la expresión del virus y no por influenciar su tasa de 
infección o replicación (Schneider et al., 1987; Moreno et al., 2002). Esto en base a los 
experimentos in vitro e in vivo donde hay una respuesta hormonal de la LCR dosis 
dependiente. Extrapolando los resultados pudiera ser concebible pensar que en el epitelio 
genital de la mujer la célula cancerosa sea en parte el producto de la suma acumulada de 
eventos hormonales repetidos en el tiempo (cada ciclo menstrual y/o estimulación extensiva 
durante el embarazo). Es decir, un efecto persistente sobre el epitelio. La respuesta de la 
región de control a hormonas sexuales podría ser responsable para el tropismo tisular viral 
ya que sólo ciertas células, particularmente las del tracto genital, son diana de ellas. 
     El papel de las hormonas sexuales debería también estar involucrado en que este cáncer 
se desarrollase en mujeres antes de la menopausia, aun cuando fuese detectado en edades 
posteriores en gran parte de los casos (WHO, 2008). Igualmente, los datos sugieren que una 
característica esencial de la mujer para el desarrollo del CaCU está relacionada a la
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producción hormonal. Entre los casos de cáncer cervical estudiados en una población, la 
proporción de mujeres con cualquier anormalidad menstrual (en frecuencia, duración, 
cantidad o dolor) fue significativamente más baja que entre los controles (Kessler et al., 
1974). El VPH-18 podría ser más dependiente de los esteroides sexuales que el VPH-16, 
como sugirió el hecho de que los cánceres con el primero ocurrieron en pacientes con una 
media de 37 años, y con el segundo a los 49 años (Barnes et al., 1988). 
     Algo sorprendente fue que las lecturas de hembras transgénicas con ovariotomía dieran 
un valor similar al de las no transgénicas. Esto muestra que el E2 es un factor esencial para 
la transcripción in vivo del VPH-18, ya sea mediante el receptor hormonal interactuando en 
combinación con los otros factores transcripcionales sobre la LCR; o más probablemente, 
mediante factores expresados a través del fenotipo estratificado, con lo que habría una 
relación muy estrecha entre la regulación celular y viral. Los estrógenos serían una señal de 
switch para el virus, lo que debe ser un aspecto importante en la transición hacia la 
malignidad. 
     Si la activación estrogénica fuese sólo a través de un proceso intrínseco a la maduración 
epitelial involucraría que, en buena parte de los tumores, esta dependencia debe darse en 
estadios primarios de la lesión, pues ya después de esta etapa se presenta una resistencia a 
la diferenciación. Asimismo, implicaría que después de que se alcanzara el estado 
desdiferenciado ya no sería necesaria la hormona, es decir, el carcinoma sería 
independiente de ésta si en él hubieran los factores necesarios para la transcripción viral; o 
que simplemente la diferenciación terminal ya no fuese necesaria debido a la carencia de 
E2 en el tumor. 
     Hay una pregunta que se plantea a partir de los resultados. Si la expresión del VPH-18 
es en las capas superiores del epitelio, ¿cómo es que el estado transformado se extiende al 
resto de los estratos? Datos experimentales indican fuertemente que, junto a la presencia de 
VPH oncogénicos en el epitelio cervical, otros eventos clave son requeridos para la 
conversión maligna completa de células infectadas: genes celulares tienen que ser 
modificados pues interfieren con la inducción de E6 y E7. Se ha propuesto la necesidad de 
una falla en un mecanismo de vigilancia intracelular (presumiblemente modulado un factor 
humoral), para la expresión genética de VPH (zur Hausen, 1986). Así, un primer paso 
fundamental en la carcinogénesis del epitelio basal debe ser la pérdida o inactivación de 
controles celulares negativos, con la acompañada activación de E6 y E7. En este sentido 
posibles candidatos serían miembros de la familia C/EBP ( ,  o LIP) u Oct-1, cuya 
sobreexpresión en HeLa se sabe reprimen la transcripción viral (Hoppe-Seyler et al., 1991; 
Bauknecht y Shi, 1998); el represor CDP, que se expresa en células epiteliales basales 
(O’Connor et al., 2000); pRb, el cual recluta a LIP a su sitio en la LCR (Darnell et al., 
2005); para el caso de p53, que se encuentra sólo en capas inferiores (Gusterson et al., 
1991), la proteína murina y la humana inhiben a la LCR en ensayos de transfección 
(Desaintes et al., 1995). La represión que ejerce la célula sobre la transcripción de VPH-18 
in vivo estaría todavía activa en células en proliferación pero ya no en células en 
diferenciación. 
     Las alteraciones celulares podrían ser incluso sobre los genes de los receptores 
hormonales, volviéndolos transcripcionalmente más eficientes (independientes del ligando); 
o sobre el metabolismo de estrógenos en el epitelio genital, con lo que ya no sería necesario 
mayores concentraciones circulantes (Auborn et al., 1991). Poco estudiado, pero muy 
atractivo, es que los estrógenos participaran también con su potencial mutagénico sobre el 
DNA de la hospedera (revisado en Cavalieri et al., 2006). 
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     Aquí, a diferencia de reportes en lesiones de bajo grado (Stoler et al., 1992), podemos 
descartar a E2, y es una prueba de que la inactividad de la LCR en las células basales y 
parabasales es debida a reguladores celulares. Las mujeres que presenten susceptibilidad a 
ser dañadas en este mecanismo de regulación serían propensas a que avance la lesión. 
     Finamente, la influencia estrogénica indicaría una desventaja en la mujer y pudiera ser 
una razón de que los hombres infectados por el virus no desarrollen cáncer genital en 
número importante, a pesar de que la prevalencia de VPH pareciera ser similar en ambos 
(Bosch, 2003). 
     El presente estudio ha demostrado también que nuestro modelo in vivo puede ser útil 
para probar diferentes anticonceptivos hormonales sobre la transcripción del VPH, así 
como para evaluar medicamentos terapéuticos o preventivos, previo a su uso en humanos, u 
otros compuestos sintéticos (e. g., Villanueva et al., 2006). 
 
El posible papel de las hormonas esteroides sexuales in vivo 
Los estrógenos deben ser muy importantes sobre todo en estadios premalignos, donde el 
DNA del VPH-18 se encuentra en estado episomal y controlado transcripcionalmente por 
E2, y que aquí sirvieran para desinhibir parcialmente este estado reprimido (ver modelo de 
Figura 17A); y que en células malignas tal vez ya no hicieran falta las hormonas, por no 
haber E2 (Figura 17B). A favor de esta hipótesis, en la lesión intraepitelial cervical de bajo 
grado E6-E7 están presentes en los estratos medio y superior aún con producción de E2 
(Stoler et al., 1992). Otra posible prueba es que se tiene un reporte donde glucocorticoides y 
progesterona inducen la expresión de VPH-16 episomal (Mittal et al., 1993). 
     Es probable que el papel de los estrógenos sea desde estados precancerosos y no 
necesariamente para el mantenimiento del estado transformado, ya que: 1) en nuestro 
modelo in vivo las células son normales, sin cambios hacia una neoplasia; el 
comportamiento del transgén en el epitelio parece ser más bien representativo de una 
infección inicial (como en la NIC I) y se sabe que el patrón espacial de la expresión de E6-
E7 cambia conforme progresa el grado de la lesión (Stoler et al., 1992); 2) el efecto de 
anticonceptivos orales es desde lesiones previas al cáncer invasivo (Stern et al., 1977); 3) la 
presencia de receptores a esteroides sexuales (incluyendo el de estrógenos) disminuye 
notablemente en CaCU escamoso respecto a estadios premalignos (Monsonego et al., 
1991); 4) no todos los tumores cervicales presentan receptores de hormonas sexuales (Ford 
et al., 1983; Masood et al., 1993); 5) mujeres con aparentemente muchos años después de la 
menopausia aparecen en las estadísticas de mortalidad por este cáncer (WHO, 2008). 
Posteriormente podría haber una independencia de la hormona y la expresión constante de 
los oncogenes del VPH a escala suficiente para mantener el crecimiento de las células 
infectadas, sin importar los bajos niveles esteroides en el climaterio (ver Implicaciones 
biológicas e interpretaciones de los resultados). De aquí también se desprende la idea de 
que las mujeres en premenopausia pueden tener un mayor riesgo de desarrollar CaCU 
después de la infección al VPH-18 que las posmenopáusicas. 
     El resultado de la pobre estimulación con progesterona en hembras castradas es 
coherente con la activación reportada en células transfectadas con la LCR del VPH-18 y 
tratadas con la misma hormona (Chan et al., 1989). Este reporte indica que el PRE es 
aparentemente más relevante en la LCR del VPH-16. 
     Las glándulas suprarrenales normalmente secretan cantidades tanto de estrógeno como 
de progesterona, aunque demasiado pequeñas para que ejerzan acción importante sobre la 
economía (Guyton, 1984), por lo que en la mujer no embarazada éstas aparentemente 
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tampoco serían suficientes para activar la LCR, como sugiere su nula actividad después de 
la ovariectomía en las transgénicas. 
     Faltaría determinar si el mayor riesgo para desarrollar carcinomas de origen glandular 
por la infección de VPH-18, respecto al VPH-16 (Castellsagué et al., 2006), tiene algún 
significado biológico para el virus tomando en cuenta a las hormonas. Se ha reportado que 
en mujeres que han usado preparaciones orales, el riesgo de carcinoma adenomatoso (que 
incluye al adenocarcinoma y al carcinoma adenoescamoso) es mayor con progestinas de 
potencia alta y dosis de estrógeno bajas, y menor en consumidoras de progestinas con 
potencia baja y dosis de estrógeno alta (Thomas et al., 1996), sugiriendo que la 
progesterona es la principal hormona involucrada en el riesgo de esta clase de tumores. 
Otro reporte, en cambio, sugiere que las consumidoras de largo plazo de píldoras con 
potencia estrógena alta tienen mayor riesgo de adenomatosos que los de potencia baja 
(Brinton et al., 1986), por lo que está por determinarse la participación de cada hormona 
sobre cada tipo histológico y/o de VPH. Además, los adenocarcinomas bien diferenciados 
de cérvix contienen comúnmente al receptor de estrógenos y de progesterona, mientras que 
los pobremente diferenciados no los tienen (Ford et al., 1983), complicando todavía más el 
panorama. 
     Más investigación es necesaria para describir en que paso los cofactores hormonales de 
riesgo están trabajando, definir el mecanismo biológico, tipos y subtipos tisulares de 
carcinomas sobre los que actúan, y cómo afectan a cada genotipo de VPH oncogénico, para 
identificar su influencia sobre la progresión a cáncer. Además, para saber cuáles de las 
formulaciones hormonales anticonceptivas, tanto las ya existentes en el mercado como las 
nuevas, promueven la carcinogénesis cervicouterina. 
     Para intentar elucidar el papel de los esteroides sexuales en el carcinoma cervical una 
posibilidad sería medir la concentración de estas hormonas en mujeres con CaCU, 
buscando diferencias significativas con controles. También, buscar enzimas formadoras de 
estrógenos en el tejido maligno, tratando de relacionarlas con la progresión. Otro estudio 
epidemiológico factible sería examinar la incidencia de CaCU en mujeres que tienen 
problemas prematuros de hormonas y que no las producen, por razones naturales o 
inducidas (ovariotomía o medicamentos), y comparar con mujeres sin éstos. 
     En conclusión, el E2 debe ser un cofactor necesario, aunque no suficiente, para la 
carcinogénesis cervical. 
 
Perspectivas clínicas 
Hasta ahora el conocimiento de la biología del VPH no ha sido llevado a la clínica y 
traducido en el tratamiento del cáncer cervical o sus lesiones precursoras. Lo presentado 
aquí son apenas meras pistas para la aproximación a una terapia endócrina en pacientes. 
     Un razonamiento que se desprende de los resultados es la probable utilización de drogas 
que interfieran con la actividad esteroidea, para intentar controlar la expresión viral en 
pacientes con lesiones premalignas o cancerosas tempranas. Como ejemplo, el tamoxifeno 
es usado para el tratamiento de cáncer mamario dependiente de hormona, con hasta 60% de 
pacientes que responden favorablemente (Parker y Bakker, 1991). Para el caso del CaCU, 
ya que el tamoxifeno (que dio una reducción de la activación del transgén a la mitad) es un 
antagonista parcial, suena razonable que un antiestrógeno puro como ICI 164 384 pueda ser 
más efectivo. Sin embargo, el tratamiento con tamoxifeno tiene pocos efectos adversos en 
comparación con el ICI 164 384, como es la osteoporosis. Las pacientes resistentes a 
tamoxifeno que surgieran podrían posteriormente tratarse con el antiestrógeno puro. 
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Asimismo, no hay que soslayar el potencial uso terapéutico del RU-486. La unión del 
complejo GR–RU-486 al GRE del VPH-18, el cual traslapa con el ori (Desaintes y 
Demeret, 1996), pudiera evitar la replicación viral (en lesiones premalignas), al mismo 
tiempo que la transcripción. Aunado a la regulación transcripcional negativa del VPH-18, el 
RU-486 tiene un efecto antiproliferativo y provoca un incremento en la tasa de apoptosis en 
epitelio genital (Slayden et al., 1993). El RU-486 o el tamoxifeno serían menos agresivos 
que otros tratamientos con quimioterapia. 
     Tradicionalmente no se considera que los carcinomas cervicales respondan a tratamiento 
endócrino. El punto en cuestión sería qué pacientes pudieran ser beneficiadas. En principio, 
candidatas a tomar en cuenta podrían ser (1) premenopáusicas (2) con carcinomas bien 
diferenciados (ya que éste es el grado histológico que correspondería a nuestras 
observaciones) (3) en los que se encuentre el VPH-18 y (4) donde los receptores a 
estrógeno y progesterona se expresen. 
     Adicionalmente, se puede combinar el tratamiento antihormonal junto con retinoides. 
Antagonistas hormonales y retinoides también podrían ser útiles en pacientes con riesgo de 
desarrollar un segundo tumor después de la remoción del primario. Tumores con VPH-18 
tienen un mayor porcentaje de recurrencia que los que contienen VPH-16 (Walker et al., 
1989). 
     La expectativa de éxito está basada en que la inhibición de los oncogenes virales E6-E7 
revierte el fenotipo maligno in vitro (von Knebel Doeberitz et al., 1991, 1994), por lo que 
su represión podría modular las propiedades de lesiones malignas cervicales y ser de 
utilidad. Igualmente, los antagonistas podrían servir como un tratamiento en las etapas 
premalignas genitales. Inhibidores de estrógenos ya han sido usados en la clínica para este 
fin (Kitasato et al., 1989). 
     Finalmente, algo importante por remarcar es que las consumidoras de píldoras 
anticonceptivas con lesiones cervicales positivas a VPH están en un riesgo mayor de 
progresión a CaCU y deberían estar bajo vigilancia clínica y manejo más estricto. 
 
Consideraciones finales 
Hay varios aspectos que se deben considerar todavía y que no se han contemplado en este 
trabajo. (i) No tenemos presencia de proteínas virales en nuestro modelo in vivo (i. e., E5, 
E6 o E7), las cuales interfieren con funciones celulares normales, y particularmente de E2, 
que es el represor viral. (ii) Se ha mencionado la probable existencia de al menos otros tres 
sitios de inicio transcripcional además de P105: P28 (Thierry et al., 1987a,b), P56 (Steger et 
al., 2001) y otro dentro del gen E7 (Desaintes y Demeret, 1996), los cuales podrían tener un 
papel en la expresión viral y que no han sido suficientemente estudiados. (iii) Aquí sólo 
examinamos la expresión del promotor de VPH-18 con genes reporteros, pero hay eventos 
postranscripcionales que deben ser igual o más trascendentales que el inicio de la 
transcripción en la regulación viral. (iv) Nosotros estudiamos la LCR prototipo (Cole y 
Danos, 1987) pero en pacientes puede haber mutaciones en elementos importantes con la 
consiguiente elevación en la transcripción (v. gr. Sp1; Rose et al., 1998). (v) El sitio de la 
integración viral en el genoma podría dar un efecto diferencial a las hormonas, como se ha 
propuesto para el caso de líneas celulares (von Knebel Doeberitz et al., 1991), y hasta evitar 
el requerimiento de aquéllas. (vi) El fondo genético y factores exógenos (alimentación, 
tabaquismo) pueden favorecer la predisposición en algunas mujeres, lo que no se considera 
aquí. Todo lo anterior influiría en el proceso carcinogénico conjunto VPH-hormona. 
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     Los resultados in vivo muestran que la transcripción del VPH es regulada en respuesta al 
tipo de tejido, el estado de diferenciación del epitelio y el momento fisiológico de la 
hospedera. El efecto biológico último de la infección por VPH debe ser dependiente de la 
interacción de factores virales, celulares, hormonales, inmunológicos, elementos que actúen 
en cis, y diferencias cuantitativas y cualitativas en activadores transcripcionales. 
     Los ensayos realizados en este estudio contribuyen a un mejor entendimiento de la 
modulación de la transcripción temprana del VPH-18 y a una propuesta del papel de las 
hormonas en el desarrollo del CaCU. También es un buen ejemplo de la intrincada relación 
entre un parásito y su huésped, que puede estar correlacionada con los cambios hormonales 
de la última. 
     Todo lo presentado aquí es una muestra de lo extraordinariamente complejo que es el 
mecanismo de regulación de un gen eucarionte sólo a nivel del inicio transcripcional. Así, 
la transcripción depende tanto de factores intracelulares como de señales extracelulares. 
Los resultados dan pistas sobre la interconexión entre estos dos circuitos de control en el 
desarrollo del carcinoma. Además, ponen de manifiesto lo diferente que pueden ser los 
modelos in vitro e in vivo, e incluso en diferentes células del mismo organismo. También 
evidencian que aunque el VPH es necesario para la conversión maligna, al igual que otros 
tipos de cánceres, el CaCU es resultado de un proceso multifactorial. 
     Nuestro entendimiento completo de la regulación de un solo gen eucarionte está todavía 
lejano…Reconocer esto es el primer gran paso para avanzar. 
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CONCLUSIONES 

 
“Mientras vivas, sigue aprendiendo a vivir”. 

Séneca 
 
 Las hormonas esteroides activan la transcripción temprana del VPH-18. 

     La región reguladora responde tanto en células en cultivo como en ratones transgénicos. 
Esto muestra el papel de las hormonas sobre la transcripción viral y postula que son 
cofactores necesarios en el proceso carcinogénico. 
 
 Un GRE, próximo a la caja TATA, es responsable de la respuesta a 

glucocorticoides. 
     El mecanismo de activación es a través de la unión de su receptor sobre la región larga 
de control. 
 
 La integridad del GRE es requerida para conservar la transcripción basal y la 

respuesta a esta hormona. 
     Una transversión evitó al receptor de glucocorticoides unirse y confirmó que otros GREs 
potencialmente presentes en la región de control transcripcional no contribuyen 
significativamente a la inducción hormonal. 
 
 El receptor de glucocorticoides puede cooperar de manera aditiva con los factores 

AP1 o hbrm en la respuesta transcripcional. 
     Sin embargo, la activación por el receptor es dependiente de AP1 y mutuamente 
independiente de hbrm. 
 
 La transcripción del virus in vivo es dependiente de 17β-estradiol. 

     En ratonas transgénicas el E2 actúa sobre la LCR independientemente de progesterona. 
 
 El 17β-estradiol regula in vivo la transcripción viral tanto bajo condiciones 

naturales como inducidas. 
     La regulación se da específicamente en epitelio genital. 
     Adicionalmente se encontró que la vagina es un órgano ideal para estudiar la expresión 
del transgén en nuestro modelo, dado su bajo fondo endógeno y alta actividad específica. 
 
 In vivo el 17β-estradiol es la hormona esteroide más importante en la regulación 

transcripcional del VPH-18. 
     No hubo respuesta importante por los glucocorticoides endógenos después de la 
ovariectomía. La progesterona exógena no basta para activar completamente al promotor 
viral y combinada con el estradiol no aumenta el efecto de éste. 
 
 Antihormonales pueden interferir con la respuesta a 17β-estradiol. 

     Esto sugiere que serían herramientas útiles en el tratamiento de mujeres portadoras del 
VPH-18 con lesiones premalignas o cáncer cervical. 
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APÉNDICE 1 
 
 

―Ser uno mismo es, siempre, llegar a ser ese otro que somos y que llevamos escondido en nuestro interior, 
más que nada como promesa o posibilidad de ser‖. 

Octavio Paz, El laberinto de la soledad 
 

TRANSGENIC MOUSE STRATEGIES IN VIRUS RESEARCH 
 

Cid-Arregui, A., Morales-Peza, N., Auewarakul, P., Garcia-Iglesias, M. J., 
Juarez, M. V., Diaz, G., and Garcia-Carranca, A. 

 
En Microinjection and transgenesis: strategies and protocols, Springer Lab Manual. 
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APÉNDICE 2 
 
 

―El hombre que no busca su destino, no está preparado para enfrentarlo cuando lo encuentra‖. 
Bruce Wayne 

 
PROTOCOLS FOR THE MANUAL AND AUTOMATIC MICROINJECTION OF 

SOMATIC CELLS IN CULTURE 
AND FOR THE ANALYSIS OF MICROINJECTED CELLS 

 
Cid-Arregui, A., Santana, C., Guido, M., Morales-Peza, N., 

Juarez, M. V., Wepf, R., and Garcia-Carranca, A. 
 

En Microinjection and transgenesis: strategies and protocols, Springer Lab Manual 
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APÉNDICE 3 
 
 
―Sólo venimos a dormir,                    ―¿Sólo así he de irme? 
sólo venimos a soñar.               ¿Como las flores que perecieron? 
No es verdad, no es verdad,      ¿Nada quedará en mi nombre? 
que venimos a vivir en la tierra‖.           ¿Nada de mi fama aquí en la tierra? 
Poesía Náhuatl            ¡Al menos flores, al menos cantos!‖ 

Cantos de Huexotzingo 
 

MEDIOS Y SOLUCIONES 
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MEDIOS Y SOLUCIONES 
 
 
Agua con DEPC (diethyl pyrocarbonate) 
 
1 l de DEPC / ml de H2O 
Dejar toda la noche a temperatura ambiente e inactivar por autoclave. 
 
 
Amortiguador de carga para RNA (Loading buffer-RNA [LBR]) 1.25X 
 
   Para 4 ml 
Formamida (desionizada) 2.2 ml 
Formaldehído  0.8 ml 
MAE 10X  0.5 ml 
Glicerol 80%  0.4 ml 
Bromofenol azul 2% 0.1 ml 
 
 
Amortiguador de electroforesis 
 
MAE 10X  100 ml 
Formaldehído    30 ml 
Agua     a 1 litro 
 
 
Amortiguador de fosfatos 
 
60 mM   Na2HPO4 
40 mM   NaH2PO4 
10 mM   KCl 
  1 mM   MgCl2 
Ajustar pH = 7. Se guarda a 4 C, sin filtrar. 
 
 
ELT (EDTA-lysozyme-triton) 
 
100 mM   EDTA pH = 8.0 
2 mg/ml   Lisozima 
0.1%   Tritón 100X 
 
 
HeBS (HEPES-buffered saline) 
 
137 mM   NaCl 
    5 mM   KCl 
 0.7 mM   Na2HPO4 
    6 mM   D-glucosa 
  20 mM   HEPES 
Preparar 100 ml. Ajustar pH a 7.05 con NaOH 2 M. Filtrar con membrana de 0.22 m. Se mantiene la 
solución en uso a 4 C. 
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Líquido de centelleo 
 
Crystal Fluor (98% PPO [2,5-Diphenyloxazole] y 2% Bis-MSB [p-bis-(o-methylstyryl)-benzene]) 
5 g en un litro de tolueno 
 
 
MAE 10X (MOPS-acetate-EDTA) 
 
0.2   M   MOPS 
50 mM   Acetato de sodio 
10 mM   EDTA pH = 8 
pH = 7 con NaOH y se esteriliza por filtración 
(protegido de la luz se mantiene a 4 C; se usa agua tratada con DEPC) 
 
 
Medio LB (Luria-Bertani) 
 
Para 1 litro: 
Bacto-triptona o 
Peptona de caseína   10 g 
Bacto-levadura      5 g 
NaCl     10 g 
NaOH 10 M  300 l 
Esterilizar con autoclave 
 
 
Medio SOB 
 
Para 1 litro: 
Bactotriptona   20  g 
Extracto de levadura    5  g 
NaCl   0.5 g 
Ajustar pH a 7.5 con KOH 
Esterilizar por autoclave 
 
 
Medio SOC 
 
SOB + 1/50 v de glucosa al 20% + 1/100 v de MgSO4 1 M (los dos últimos estériles por filtración) 
 
 
PBS (Phosphate-buffered saline) 
 
137 mM   NaCl 
    3 mM   KCl 
    8 mM   Na2HPO4 
    2 mM   KH2PO4 
Esterilizar con membrana de 0.22 m. Guardar a 4 C. 
 
 
Solución de PEG (polyethylene glycol) 
 
Polietilenglicol 6000-8000 20% 
NaCl    1 M 
Tris 1 M pH = 8.0  5 ml para 500 ml 
EDTA 0.5 M pH = 8.0  1 ml para 500 ml 
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Solución de prehibridación 
 
              Para 1 ml 
Formamida desionizada    0.5 ml 
SSC 20X   0.25 ml 
Solución de Denhardt 100X    15 l 
HEPES 0.5 M pH = 7.4 (filtrado)  100 l 
DNA de esperma de salmón 
[5 mg/ml], desnaturalizado    25 l 
SDS 10% (al final)     10 l 
Agua desionizada   100 l 
 
 
Solución RF1 
 
  30 mM   Acetato de potasio 
100 mM   RbCl 
  10 mM   CaCl2 
  50 mM   MnCl2 
  15%   Glicerol 
pH = 5.8 con 0.2 M CH3COOH 
 
 
Solución RF2 
 
10 mM   MOPS 
75 mM   CaCl2 
10 mM   RbCl 
15%   Glicerol 
pH = 6.5 con KOH 
 
 
SSC (Saline-sodium citrate buffer) 20X 
 
NaCl     175.3 g 
Ácido cítrico (sal de trisodio, dihidrato)   88.2 g 
Agua         a 1 litro 
pH = 7.0 con NaOH 10 N y se esteriliza en autoclave. 
 
 
TAE (Tris-acetate-EDTA) 50X 
 
   (Por litro) 
Tris base  242   g 
Ácido acético glacial  57.1 ml 
EDTA 0.5 M (pH = 8.0) 100   ml 
 
 
TBE (Tris-borate-EDTA) 10X 
 
Tris Sigma 7-9  108 g 
H3BO3     55 g 
EDTA (tetrasodio)  9.3 g 
pH = 8.45 sin ajustar, se lleva a 1 litro y se filtra con membrana de 0.45 m. 
Nota: se deben disolver 1 por 1. Se empieza a precipitar en pocos días. 
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TD (Tris-Dulbecco) 
 
Para 2 litros: 
NaCl      16 g 
KCl   0.75 g 
Na2HPO4 (anhidro)   0.2 g 
Tris-Base       6 g 
Ajustar pH a 7.45 con HCl. Esterilizar en autoclave a 120 C durante 20 min. 
 
 
TE (Tris-EDTA) 
 
10 mM   Tris-HCl ultrapuro 
  1 mM   EDTA 
Ajustar con HCl a pH = 8.0 
Filtrar con membrana de 0.45 m. 
 
 
TESS (Tris-EDTA-sodium chloride-SDS) 
 
  50 mM   Tris pH = 8 
100 mM   EDTA 
100 mM   NaCl 
    1%   SDS (al final) 
 
 
Tripsina 
 
Por litro: 
Tripsina   0.5 g 
NaCl      8 g 
KCl   0.4 g 
D-glucosa     1 g 
NaHCO3             0.58 g 
EDTA   0.2 g 
Esterilizar con membrana de 0.22 m estéril y guardar a –20 C en alícuotas y a 4 C para su uso. 
 
 
Tris-glicerol-DTT 
 
250 mM   Tris 
  15%   Glicerol 
    5 mM   DTT (en fresco) 
 
 
TS (Tris-sucrose) 
 
50 mM   Tris pH = 7.5 
25%   Sacarosa 
 
 
 
 
 
Nota: Las soluciones que se utilizan para el pasaje y transfección de células se esterilizan en campana de flujo 
laminar. 
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GLOSARIO 
 
Ácido retinoico (RA). Producto del metabolismo oxidativo irreversible del retinal y éste de la vitamina A 
(retinol), la cual es derivada de carotenoides de plantas. 

Retinol  Retinal  Ácido retinoico. 
RA todo trans (tretinoína), RA 13-cis (isotretinoína) y RA 9-cis son estereoisómeros naturales del RA y 
tienen altas afinidades por los RARs α, β y γ; 9-cis-RA y 13-cis-RA además interactúan eficientemente con 
RXRs. El RA es reconocido como el retinoide activo en la diferenciación y el mantenimiento del tejido 
epitelial. (Ver también Retinoides). 
Activador. Proteína que se une a secuencias enhancer activando genes específicos. 
Adenocarcinoma. (Del gr. άδήν, άδένος, glándula). Carcinoma de origen glandular. 
Agonista y antagonista. Un agonista es un compuesto que se fija a un receptor y transmite dicho enlace en 
una respuesta a la hormona. Todas las principales hormonas conocidas son agonistas completos. El enlace de 
un antagonista impide el enlace del agonista y, en consecuencia, evita las acciones de éste. Los antagonistas 
parciales son compuestos que llevan a una respuesta menor de la correspondiente a un antagonista total. 
Cáncer. (Del lat. cancer, cangrejo). Conjunto de enfermedades en que la célula ha escapado de las señales de 
control que regulan su crecimiento y división, produciendo clonas que invaden otros tejidos e interfieren con 
sus actividades. 
Cáncer cérvico-uterino. Carcinoma que surge en el interior del istmo formado entre la vagina y el útero. 
Carcinoma. (Del gr. καρκίνωμα, carcinoma, de καρκίνος, cangrejo y ωμα, tumor). Tumor maligno derivado 
del tejido epitelial. 
Carcinoma adenoescamoso. Combinación de escamoso y adenocarcinoma. 
Carcinoma in situ. Estadio premaligno anterior inmediato al carcinoma invasivo. Es un epitelio en el cual no 
hay diferenciación. Incluido en la NIC III. 
Ciclo del estro, llamado también ciclo estral o estrual. Ciclo rítmico en la mayoría de las especies mamíferas 
no homínidas, y que dura de 5 a 60 días (4 días en murino) en las hembras sexualmente maduras cuando no 
hay embarazo. Puede ocurrir durante todo el año (especies poliéstricas) o sólo en la época de apareamiento 
(especies monoéstricas). El fenómeno central es el estro. El ciclo está regido por interacciones endrócrinas 
que involucran el hipotálamo, la pituitaria y los ovarios. 
Descrito primero por Heape en 1900 el ciclo del estro se divide en fases: (1) Proestro. Comienzo de la fase 
folicular (proliferativa) del ciclo. Los folículos de De Graaf se desarrollan en el ovario y secretan estradiol, 
que hace proliferar y engrosar el revestimiento uterino. (2) Estro. El período durante el cual el deseo sexual y 
la atracción de la hembra están avivados, dirigiendo a la cópula. Se conoce también como celo o ―calentura‖. 
Hay ovulación, estimulada por una mayor secreción de hormona luteinizante (LH) desde la hipófisis. Fin de 
fase folicular. (3) Metaestro (o diestro-1). Comienzo de la fase luteínica (secretora). El folículo da origen a un 
cuerpo lúteo que secreta progesterona. La secreción del estradiol disminuye. Si el estro va seguido de 
fecundación, el ciclo se suspende en esta fase hasta el final del embarazo. (4) Diestro (o diestro-2). Fase de 
regresión. En ausencia de fecundación el cuerpo lúteo (dependiente de LH) y el endometrio disminuyen, los 
niveles de hormonas ováricas bajan y empieza a crecer un nuevo folículo. Fin de fase luteínica. Al acabarse el 
ciclo del estro o el embarazo, ocurre el proestro con un lento aumento del estradiol y la FSH, lo cual conduce 
al siguiente ciclo completo. 
Diferentes tipos de células se observan en frotis vaginales de ratona. En proestro, donde el epitelio vaginal 
aumenta de espesor por proliferación de sus capas más profundas, se ven principalmente células epiteliales 
redondeadas con núcleos teñidos intensamente. En estro, con un epitelio engrosado e intensamente 
queratinizado, se encuentran casi exclusivamente escamas, planas y ―cornificadas‖. En metaestro, cuando el 
epitelio se adelgaza considerablemente, hay gran número de leucocitos polimorfonucleares. En diestro el 
epitelio todavía es delgado y se ven unas cuantas células de diferentes tipos mezcladas con moco pegajoso. 
El ciclo menstrual humano es un ciclo del estro modificado. 
Coactivador. Estas proteínas integran señales de los activadores y transmiten los mensajes a los factores 
basales sin unión al DNA directamente, sino que son requeridos para la activación a través de interacciones 
proteína-proteína. 
Coilocitosis. La coilocitosis es una característica diagnóstica confiable de la infección por papilomavirus en 
células de mucosa y es el efecto citopático de la expresión tardía. La célula escamosa muestra un colapso del 
núcleo y un espacio perinuclear prominente en el citoplasma. 
Condiloma. Un papiloma. Condiloma acuminado es un término tradicionalmente aplicado a papilomas 
clínicamente obvios de piel o mucosa genitales. Condiloma plano fue un término acuñado para describir 
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infecciones cervicales que son invisibles a simple vista pero que aparecen como parches blancos después de 
ser lavadas con una solución de ácido acético al 5%. A pesar de estas diferencias macroscópicas las variantes 
acuminada y subclínica comparten la misma histología y son infecciosas. 
Corticoide o corticosteroide. (Del lat. cortex, -ĭcis, corteza). Hormona esteroide producida por la corteza 
suprarrenal. Los corticosteroides se clasifican en dos grupos principales: mineralocorticoides (v. gr. 
aldosterona) y glucocorticoides. Los corticosteroides naturales y sintéticos se utilizan ampliamente en el 
tratamiento de la insuficiencia renal, alergias y enfermedades inflamatorias. 
Cross-coupling. Es la interacción de vías de regulación distintas. Por ejemplo: factores de crecimiento (AP1) 
pueden modular la acción de hormonas que inducen la diferenciación (RA). La interacción entre dos familias 
de factores de transcripción puede involucrar: (1) el control transcripcional de genes que codifican miembros 
de una familia por los productos de la segunda familia; (2) la interacción de productos de ambas familias para 
activar o reprimir sinérgicamente la expresión de un tercer gen; (3) competición o cooperación entre 
productos de las dos familias por un elemento de respuesta común o sobrelapado. 
Displasia. (Del gr. δσζ-, anomalía, y un derivado de πλάζ ις, formación). Epitelio premaligno anterior al 
carcinoma in situ caracterizado por diferenciación desordenada de las células inferiores pero todavía con 
maduración en la superficie. En base a la proporción del epitelio afectado se le divide en leve, moderada o 
severa. (Actualmente las displasias cervicales están comprendidas en el Sistema Bethesda o en el de la 
neoplasia intraepitelial cervical –ver más abajo—). 
Elemento de respuesta a hormona (HRE). Subfragmento de DNA que causa la respuesta en la expresión 
transcripcional a una hormona. 
Enhancer. Elemento regulador, reconocido por un activador, que estimula la transcripción. Estas secuencias 
pueden encontrarse a miles de nucleótidos antes o después del promotor. 
Epitelio escamoso estratificado. Epitelio estratificado –de dos o más células de espesor– compuesto por 
células superficiales planas y delgadas (escamosas) y por células poliédricas (de varias caras) inmediatamente 
encima de cúbicas o columnares. Esta membrana puede resistir mucho mejor al frotamiento que las 
membranas simples. 
Epiteliotrópico. Con afinidad por epitelios. 
Esteroide. (De esterol y del gr. –εϊδος, forma; parecido al esterol). Miembro de un grupo de compuestos 
biológicamente diversos pero químicamente similares, de estructura cíclica básica compleja 
(ciclopentanoperhidrofenantreno) (Figura 3A). El hidrocarburo tiene 17 átomos de carbono que se encuentran 
en un sistema de anillos, 3 con 6 miembros (A, B, C) y uno con 5 miembros (D). Algunos ejemplos son las 
hormonas corticoides, las hormonas sexuales (progesterona, andrógenos y estrógenos), los ácidos biliares y 
los esteroles (como el colesterol). Son sintetizados a partir del acetil coenzima A y luego colesterol. Los 
procesos biosintéticos que van del colesterol a la pregnenolona son comunes a todas las hormonas esteroides. 
Esterol. (Del gr. ζ ηερεός, sólido, y –ol, sufijo que denota un alcohol). Esteroide con largas cadenas alifáticas 
laterales (8-10 carbonos en C17) y por lo menos un grupo oxidrilo en C3 (ubicar en Figura 3A). Son solubles 
en los lípidos y se presentan frecuentemente en las membranas (v. gr. colesterol y ergosterol). 
Estradiol. (Estr(us) + di–, dos, + –ol, alcohol). El más activo de los estrógenos producidos por el cuerpo. 
Estro. (Del lat. oestrus y éste del gr. οίζ ηρος, tábano, aguijón, frenesí. Se utilizaba para describir el 
comportamiento errático y nervioso de la vaca cuando era atacada por dichos animales.) Celo o ―calentura‖. 
Período durante el cual la hembra es receptiva y atractiva para el macho y en el cual ocurre la ovulación y la 
copulación En las hembras hay una conducta nerviosa y quisquillosa característica. (Ver Ciclo del estro). 
Estrógeno. (De estro y del gr. –γεν, generar, producir). Hormona sexual femenina (un esteroide) que 
interviene en el desarrollo y mantenimiento de las características sexuales secundarias (v. gr. crecimiento de 
los senos). Es la hormona productora del estro (de ahí su nombre). Durante el ciclo menstrual el estrógeno, 
actuando sobre los órganos sexuales femeninos, produce un medio propicio para la fecundación del óvulo y la 
implantación y el crecimiento del embrión. En los anticonceptivos orales, el progestágeno y estrógeno 
sintético actúan para impedir la ovulación y liberación de gonadotropinas (v. gr. hormona estimulante del 
folículo). El estrógeno sanguíneo en niveles excesivos causa náuseas como las matinales, propias del 
embarazo. El ovario produce 3 estrógenos: estradiol, estriol y estrona. (Estas hormonas se producen en 
cuantías menores en la corteza suprarrenal, los testículos y la placenta). 
La potencia estrógena del β-estradiol (E2) es 12 veces la estrona (E1); y 80 veces el estriol (E3). 
Factor de transcripción. Clase de proteínas que se unen a secuencias de DNA y regulan la transcripción. Los 
factores basales son esenciales para la transcripción pero no pueden incrementar o disminuir el ritmo. Otros 
pueden unirse a enhancers o silenciadores y se denominan activadores o represores, respectivamente; sirven 
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para controlar el ritmo de transcripción de la polimerasa de RNA, estimulando o reprimiendo. Los activadores 
se comunican con los factores basales a través de los coactivadores. 
Glándula endócrina. (Del lat. glandula, diminutivo de glans, bellota; y del gr. ένδο, dentro y κρίνειν, 
separar). Una de las varias glándulas (hipófisis, adrenal, ovario, testículo, etc.) que vierten sus secreciones 
hormonales directamente en sangre. 
Glucocorticoide. (Del gr. γλσκύς, dulce y del lat. cortex, corteza, y –oide, parecido). Tipo de hormona 
esteroide producida por la corteza suprarrenal. Involucrada en la resistencia a condiciones de estrés fisiológico 
interno (v. gr. ayuno). Los glucocorticoides inducen la síntesis de enzimas involucradas en gluconeogénesis 
(la formación de glucosa a partir de moléculas de grasa, proteínas y lactato). Además de regular el 
metabolismo de carbohidratos inhiben la formación de anticuerpos, la respuesta del organismo a la 
inflamación y causan la involución de componentes del sistema inmune, como bazo y timo. También activan 
parte del programa de diferenciación en la glándula mamaria. Su hiposecreción resulta en la enfermedad de 
Addison y la sobresecreción en el síndrome de Cushing. 
Potencia de cortisol o hidrocortisona  corticosterona  cortisona. Se considera que la dexametasona tiene 
una potencia relativa 25-30 veces mayor respecto a la hidrocortisona. 
Gonadotropina (hormona gonadotrópica o gonadotrófica). (Del gr. γονή, generación y ηροθός, que 
alimenta). Cualquiera de las hormonas (glicoproteínas) del lóbulo anterior de la hipófisis (pituitaria) que 
provoca la producción de hormonas sexuales y gametos (óvulos o espermatozoides) por las gónadas. Incluyen 
a la hormona estimulante del folículo y a la hormona luteinizante (u hormona estimulante de células 
intersticiales en machos). Su secreción es controlada por la hormona liberadora de gonadotropina, de origen 
hipotalámico. Se utilizan en el tratamiento de esterilidad femenina pero pueden producir embarazos múltiples 
si no tienen un control cuidadoso. La placenta produce la gonadotropina coriónica humana, que es la base de 
la mayoría de las pruebas de embarazo. 
Hibridación tipo slot-blot. Método en el cual el DNA de cadena sencilla es fijado a la membrana sin una 
separación electroforética previa. Otra cadena, la sonda, es marcada radiactivamente para posteriormente 
aparearse con su complementaria y formar un dúplex. 
Hormona. (Del inglés hormone, del gr. όρμων, excitante, y éste de όρμάω, excitar, mover. Definición por 
Ernest Starling a principios del siglo XX). Mensajero químico liberado por alguna glándula endócrina y 
transportado por la sangre hasta un órgano específico (blanco) donde actúa para controlar el crecimiento, el 
metabolismo, la reproducción sexual y otros procesos orgánicos, por lo que son reguladores celulares 
importantes. Las hormonas pueden ser esteroides, polipéptidos o aminas. Son reconocidas por receptores en 
las células de los órganos blanco. Estos receptores suelen ser proteínas localizadas en la membrana (v. gr. 
para la insulina, el glucagón o la adrenalina, actuando a través de un segundo mensajero) o en el citoplasma 
(v. gr. para los estrógenos y la progesterona). Las hormonas ejercen su efecto sobre las enzimas o el ADN. 
Ciertas células son especialmente responsivas, generalmente las que contienen un nivel elevado del receptor. 
Por ejemplo, las hormonas esteroides gonadales controlan el crecimiento, diferenciación y función de tejidos 
reproductivos: estrógenos y progestinas en la hembra (útero, vagina [en lat. = vaina], oviducto, glándula 
mamaria); y andrógenos en el macho (próstata, vesículas seminales, pene, cresta en el gallo). También 
influyen sobre muchos otros tejidos, como piel, pelo, hueso, pituitaria, hipotálamo y centros de 
comportamiento en el cerebro. 
Hormonas esteroides. Este grupo está conformado por los mineralocorticoides, glucocorticoides y esteroides 
sexuales. Las acciones biológicas de las hormonas esteroides en tejidos blanco son mediadas por receptores 
intracelulares. 
Incidencia. El número de casos nuevos de la enfermedad que surgen en un período dado en una población 
específica. 
Inmortalización. El crecimiento continuo de células mantenidas en cultivo de tejidos (+ de 50 pasajes). Las 
células con esta capacidad proliferativa indefinida se llaman establecidas y la progenie derivada forma una 
línea celular. 
Los queratinocitos humanos inmortalizados por DNA de VPH-18 transfectado exhiben características 
alteradas de proliferación celular. Un fenotipo acompañante es la resistencia a la diferenciación inducida por 
factores en el suero, calcio o TPA, lo que indica su naturaleza parcialmente transformada. 
Lesión intraepitelial cervical. Ver Neoplasia intraepitelial cervical. 
Maligno. Del tipo cancerosos y que evoluciona desfavorablemente. 
Mortalidad. El número de muertes que ocurren en un período dado en una población específica. 
Neoplasia intraepitelial cervical (NIC). Lesión precursora del cáncer cérvico-uterino. Se divide en NIC I, 
NIC II y NIC III, que representan un continuo biológico y son estadios de la misma enfermedad. Desde 1988 



96 
 

la nomenclatura del Sistema Bethesda involucró a la lesión intraepitelial escamosa de bajo grado (LSIL) que 
cubre NIC I (corresponde a displasia leve), coilocitosis y condiloma plano, mientras que la lesión 
intraepitelial escamosa de alto grado (HSIL) cubre NIC II (que equivale a displasia moderada) y NIC III 
(incluye displasia severa y carcinoma in situ). 
Oncogenes. (Del gr. όγκος , tumor y γένεζ ις, generación). Genes cuyos productos (oncoproteínas) tienen la 
habilidad de transformar células eucariontes haciéndolas crecer en una manera análoga a células cancerosas. 
Papiloma. (De papila y –oma, tumor). Tumor epitelial benigno (no canceroso) generalmente pequeño, de 
estructura lobulada y con endurecimiento de la dermis subyacente. 
Prevalencia. La prevalencia es la proporción de casos en una población dada en un punto específico en el 
tiempo. Depende de la incidencia y de la duración de la enfermedad, esto es, de la supervivencia. Se calcula 
dividiendo el número de casos entre la población total (incluyendo a quienes padecen la enfermedad). Su 
valor oscila entre 0 y 1, o se puede expresar como porcentaje. 
Progesterona. (πρό, a favor de, + lat. gestare, llevar, + (es)ter(ol) + –ona, terminación para cetonas). 
Hormona esteroide secretada por el cuerpo lúteo del ovario después de la ovulación y en pequeñas cantidades 
por las glándulas suprarrenales. Durante el embarazo es también producida por la placenta. Es la hormona 
responsable del sostenimiento del embarazo. Además, evita que más óvulos sean liberados por los ovarios y 
estimula los tejidos mamarios. 
La progesterona es el progestágeno más activo que se encuentra en forma natural y es producida en muchas 
especies en cantidades mayores que cualquier otro esteroide ovárico. 
Progestágeno. Cualquier sustancia con efectos semejantes a los de la progesterona. Los hay que son 
sintetizados y usados en anticoncepción, tratamiento de síndrome premenstrual o amenaza de aborto. 
Proliferación. Crecimiento por división celular activa. 
Promotor. Región de un gen que tiene las señales para la unión de la polimerasa de RNA. En el caso de 
promotores reconocidos por la polimerasa de RNA II aproximadamente a –25 o –30 pb se encuentra la caja 
TATA, sitio de la TBP. 
Protooncogene. Gen normal, habitualmente relacionado con la regulación de la proliferación celular, que 
mediante mutación puede ser transformado en un oncogén, inductor de cáncer. 
Quenching. Represión de un activador por un represor al interferir con su habilidad para interactuar 
productivamente con la maquinaria transcripcional; diferente de represión competitiva, represión directa o 
squelching. Ocurre cuando un represor se une a un sitio distinto del de un activador y evita que el activador, el 
cual permanece unido a su sitio, haga contacto adecuado con el complejo de transcripción. El proceso podría 
ocurrir por (i) interacción inhibitoria directa o indirecta del receptor de progesterona con el de estrógenos, (ii) 
reclutamiento de un factor inhibitorio o (iii) inactivación de un componente de la vía de señalización del 
receptor de estrógenos, como sería un factor intermediario transcripcional. Por ejemplo, estudios sugieren que 
el receptor de progesterona unido a su ligando reprime la actividad del receptor de estrógenos a través de este 
mecanismo. 
Receptores nucleares. Superfamilia que comprende a factores de transcripción que son inducibles por el 
ligando. Incluyen receptores de hormonas esteroides, tiroides, ácido retinoico y vitamina D3. 
Represión competitiva. Ocurre cuando el acceso de un factor de transcripción a su sitio de unión es 
bloqueado por un represor, el cual se une a un sitio sobrelapado. 
Represión directa. Ocurre cuando un represor se une a un sitio definido en el promotor e interfiere con la 
formación o actividad del complejo de transcripción general. 
Retinoides. El término es usado genéricamente para cualquier compuesto natural o sintético con actividad de 
vitamina A. (Ver Ácido retinoico). 
Químicamente, los retinoides naturales son terpenoides derivados de un compuesto parental monocíclico 
(grupo trimetilciclohexenil) conjugado a una cadena lateral insaturada con 4 enlaces dobles carbón-carbón y 
un grupo polar en el término de su porción acíclica, resultando en moléculas hidrofóbicas (ver Figura 3A). El 
retinol, el retinal (retineno) y el ácido retinoico son retinoides de importancia biológica. 
Los retinoides regulan redes genéticas complejas involucradas en diferenciación celular (induciéndola), 
proliferación (inhibiéndola), expresión de oncogenes (suprimiéndola), angiogénesis (inhibiéndola) y 
apoptosis. Son esenciales para el desarrollo de estructuras embrionarias como los primordios de miembros. 
Senescencia. Deterioro progresivo de funciones de la célula. En cultivos se define como el cese del 
crecimiento de la población celular y generalmente se manifiesta por la aparición de células grandes y 
pleomórficas. 
Squelching. Interferencia transcripcional. La idea detrás de este mecanismo es que la interacción entre un 
factor de transcripción y otra proteína reguladora puede ocurrir fuera del DNA. Así, un activador presente a 
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concentraciones altas puede secuestrar a la proteína y de aquí, inhibir la expresión de genes que requieren el 
mismo factor. Puede darse por sobreexpresión in vivo o enriquecimiento in vitro del factor de transcripción. 
Por ejemplo, el receptor de progesterona y el receptor de glucocorticoides inhiben la activación de la 
transcripción por el receptor a estrógenos de un gen reportero que carece de sitios de unión a progesterona y 
glucocorticoides. 
Transformación. Describe la falla en el crecimiento celular normal. En células transfectadas con DNA de 
VPH las pruebas incluyen ser defectivas al estímulo a la diferenciación terminal y estratificación, así como el 
crecimiento independiente de anclaje (dando lugar a colonias en agar suave) y de suero. Sin embargo, el 
proceso no siempre involucra alteraciones morfológicas. Otra característica de células transformadas es que 
pierden la inhibición por contacto (la formación de una monocapa confluente, que resulta en células 
arrestadas en un estado G0) y se apilan una sobre otra, formando focos. Un último paso del estado 
transformado es la inducción de tumores en ratones desnudos atímicos (tumorigenicidad). 
2. Introducción de DNA exógeno en una bacteria. 
Transgénico. Organismo cuyo genoma ha sido alterado por la introducción de un gen foráneo, el cual es 
transmitido a la progenie. 
Tumor o neoplasia. (Del latín tumor, hinchazón). Crecimiento que resulta de la multiplicación de células en 
algún tejido del cuerpo; la masa anormal puede ser benigna o maligna (cáncer, si hay metástasis). 
Virus del papiloma. Virus de DNA que tienen la capacidad de inducir hiperproliferación epitelial 
provocando lesiones benignas, premalignas y malignas de los epitelios cutáneos y mucosos. Han sido aislados 
de una gran variedad de vertebrados incluyendo tortugas, marsupiales, erizos, mapaches, murciélagos, 
jabalíes, bovinos, ovejas, cabras, conejos, venados, caballos, roedores, felinos, perros, osos, cetáceos, aves y 
primates como el hombre. Fuerte especificidad para diferentes sitios anatómicos y para diferentes tipos de 
lesiones características. 
Virus del papiloma humano. Virus responsables de una variedad de lesiones proliferativas (tumores) 
benignas de la piel y el epitelio mucoso, tal como las verrugas y los condilomas anogenitales. Un subgrupo de 
estos virus está asociado con lesiones que pueden progresar a carcinomas. Las células basales del epitelio 
representan las células diana primarias para el virus. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

EPÍLOGO 
 
 

Y finalmente, cuando los factores externos e internos al hombre terminen con su 
existencia y éste haya logrado con su empeño terminar con lo mejor de este planeta, como 
al parecer se lo ha propuesto, los organismos que llamamos inferiores sobrevivirán para 
repoblar un mundo mejor. 

N.M.P. 
 
 
 
“La Tierra es insultada y ofrece sus flores como respuesta.” 

Rabindranath Tagore 
 
 
 
“Te he de decir esto; escucha y entérate bien. De todo lo que respira y se arrastra sobre la 
tierra y ella misma nutre, nada hay más miserable que el hombre.” 

Homero, La Odisea 
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