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La reflexion es el camino hacia la inmortalidad (nirvana),

la falta de reflexion, el camino hacia la muerte.

Gautama Buddha
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1. RESUMEN

A nivel global mas del 90% de los canceres cervicales invasores estan asociados
a los Virus del Papiloma Humano (VPH) de alto riesgo. El genoma del VPH esté
conformado por una doble cadena de ADN y se divide en tres regiones, la Region
Larga de Control (LCR), la region codificante para las proteinas tempranas y la
region codificante para las proteinas tardias. La LCR de los papilomavirus es un
segmento gendmico que dirige la expresion génica y replicacion viral. Algunos de
los sitios de unién para los factores de transcripcion de la LCR se encuentran
presentes en todos los VPH, sin embargo existen variaciones en la ubicacion y
namero de estos sitios de union los cuales podrian provocar patrones diferenciales
de expresion. Por otra parte las infecciones con mudltiples tipos de VPH suelen
encontrarse tanto en lesiones pre-malignas del cérvix como en cancer invasor; sin
embargo, no es claro cudles son las implicaciones funcionales y clinicas de
presentar coinfecciones de VPH. Por lo tanto resulta importante conocer estas
implicaciones asi como determinar si es posible que dos tipos de VPH lleven a
cabo algun tipo de interaccion.

El objetivo de este trabajo fue determinar si la presencia simultdnea de dos LCR
de distintos tipos de VPH en un mismo cultivo celular modifica la actividad
transcripcional de alguna de ellas.Para ello, se utilizaron los tipos de VPH de
mayor prevalencia en cancer y en lesiones premalignas en la poblacion mexicana
(VPH16, 18 y 58), se utilizaron dos modelos in vitro, uno representativo de
lesiones premalignas (HaCaT) y otro de cancer invasor (C33). Se hicieron
transfecciones y cotransfecciones de vectores con las distintas LCR de los VPH y
genes reporteros, para determinar si la presencia de dos LCR de diferentes tipos

de VPH generaba cambios en la expresion de alguno de ellos.

Se demostro que al cotransfectar la linea celular HaCat con las LCR del VPH16 y
58, la actividad de la LCR16 incrementa de forma significativa (p < 0.05) con
respecto a su actividad basal. De la misma forma pero con menos intensidad se
observdé con la combinacién de VPH16 y 18 en la linea celular C33. Estos
resultados sugieren que una LCR es capaz de afectar la actividad transcripcional

de otra en una coinfeccion con distitntos tipos de VPH.



2. INTRODUCCION
2.1. Cancer Cérvico uterino (CaCu)

El cancer cérvico uterino es el tercer tipo de cancer en mujeres y el séptimo de
todos los canceres a nivel mundial, con un estimado de 530,000 nuevos casos en
el 2008. Mas del 85% de los casos ocurre en paises en vias de desarrollo. En el
2008 el cancer cérvico uterino fue responsable de 275,000 muertes alrededor del
mundo (Globocan 2008).

En México la incidencia de CaCu es de 10,186 mujeres al afio de las cuales
mueren alrededor de 5,217, y representa la segunda neoplasia mas frecuente y

causa de muerte a nivel nacional (Fig.1) (Globocan 2008).
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Figura 1. Mortalidad en mujeres mexicanas por diferentes tipos de cancer. Alrededor de 5,217
mujeres mueren al afio, convirtiéndose en la segunda neoplasia mas frecuente y muerte por cancer

a nivel nacional (Globocan, 2008. http://globocan.iarc.fr/factsheet.asp).


http://globocan.iarc.fr/factsheet.asp

2.2. Virus del Papiloma Humano como factor etioldgico

El virus del papiloma humano es actualmente la infeccién de transmision sexual
mas comun en el mundo (Baseman et al., 2005; Dunne et al., 2007; Ebrahim et al.,
2005). La mayoria de estas infecciones son asintomaticas y eliminadas en un
periodo de 1-2 afios (Richardson et al., 2003; Franco et al., 1999; Hildesheim et
al., 1994; Ho et al., 1998; Molano et al., 2003) Mas de 100 tipos de VPH han sido
descritos hasta este momento (Jo et al., 2005) los cuales pueden ser clasificados
en virus cutdneos o de la mucosa dependiendo del lugar en el que se da la
infeccion. Aproximadamente 40 de ellos infectan la mucosa genital. Estos virus se
clasifican en virus de alto y bajo riesgo de acuerdo a su potencial oncogénico
(Motoyama et al., 2004). Los virus de alto riesgo tales como el VPH18, el VPH16 y
el VPH31 generan la progresion de las lesiones malignas, mientras los de bajo
riesgo tales como el VPH6 y el VPH11 causan verrugas benignas y lesiones las

cuales no se transforman en malignas (Li et al., 2005; Sur y Cooper, 1998).

En el mundo mas del 90% de los canceres cervicales invasores estan asociados a
los virus de alto riesgo. De estos aproximadamente el 55% de los casos son
positivos para el VPH16, convirtiéndolo en el tipo de VPH mas importante para el
desarrollo de CaCu, seguido por el VPH18 en un 15% de los casos (Mufioz et al.,
2007). Otros VPH de alto riesgo incluyendo al 31, 33, 35, 45, 52 y 58, que
filogenéticamente estan relacionados a los VPH16 y 18, representan el 18%
restante de todos los casos de cancer cervical (Smith et al., 2007; Villiers et al.,
2001) .

Actualmente el uso de vacunas profilacticas contra el VPH impiden el desarrollo de
lesiones de alto grado y cancer. Estas vacunas van dirigidas contra los tipos
virales mas frecuentes, como el VPH16 y VPH18 (alto grado) y VPH6 y VPH11
(bajo grado). Estas vacunas no son terapéuticas, de manera que no tienen ningun

efecto sobre las lesiones causadas por el VPH (La Torre et al., 2007).

Hasta el momento el tratamiento contra el carcinoma in situ del cérvix es la

remocion quirargica de la lesion. En carcinomas localmente avanzados el



tratamiento es quimio-radioterapia concomitante y braquiterapia, con un porcentaje
de sobrevida del 40-70% (Abu-Rustum y Sonoda, 2010; Barton et al,. 2006).

2.3. Caracteristicas moleculares del VPH
2.3.1. Genoma del VPH

El genoma del VPH esta conformado por una doble cadena de ADN la cual tiene
una longitud de aproximadamente 8kb y se divide en tres regiones, una region no
codificante llamada Region Larga de Control (LCR,~1kb), la region codificante
para las proteinas tempranas (E,~4kb) y la region codificante para las proteinas
tardias (L,~3kb) (Fig. 2) (Longworth y Laimins, 2004, Jo y Kim, 2005). El genoma
viral codifica para seis proteinas tempranas (E1, E2, E4, E5, E6 y E7) y dos
proteinas tardias (L1 y L2). La transcripcion de los genes tempranos y tardios esta
controlada por la LCR. Las proteinas virales son traducidas a partir de ARNm

policistronicos que contienen marcos de lectura sobrelapados (Jo y Kim, 2005).

Cuando el VPH entra a la célula del huésped los genes E1 y E2 son expresados y
codificados de manera inicial para la formacion de las proteinas para la replicacion
del ADN viral (Motoyama et al., 2004). E1 y E2 forman un complejo que se une al
origen viral de la replicacion y recluta polimerasas del huésped que son necesarias
para la replicacion. E1 presenta una actividad de helicasa, desenrollando el ADN
gue hay después del origen de la replicacion y E2 regula la transcripcion de los
genes tempranos del promotor viral. Cuando los niveles de E2 son bajos se une al
promotor e induce la transcripcion, mientras que en altos niveles la transcripcion
de los genes tempranos se reprime incluyendo a E6 y E7 mediante el impedimento
de la union de los factores de transcripcién al promotor viral (Nair y Pillai, 2005) El
gen E4 solamente es expresado en las etapas tardias del ciclo viral cuando las
particulas virales se ensamblan. El gen E5 frecuentemente es eliminado en las
células del carcinoma cervical lo que sugiere gue no es necesario para mantener

la transformacion celular (Longworth y Laimins, 2004).



Por su parte los genes que codifican para las oncoproteinas E6 y E7 provocan la
transformacion celular en el huésped y se involucran en el mantenimiento del

genoma del VPH a un nivel extracromosémico.

Los dos genes tardios L1 y L2 codifican para las proteinas estructurales que
forman la capside viral la cual presenta una forma icosaédrica compuesta de 72

capsomeros (Jo y Kim, 2005; zur Hausen, 2009a).
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Figura 2. Genoma del VPH. El VPH esta compuesto de una molécula de doble cadena de ADN
circular de aproximadamente 8000 pares de bases y se encuentra agrupado en genes
denominados tempranos y tardios. Los genes tempranos codifican para seis proteinas que son E1,
E2, E4, E5, E6 y E7, y los genes tardios que codifican para dos proteinas estructurales que son L1
y L2. La region larga de control (LCR) controla la transcripcion y replicacion del ADN del VPH
(Modificado de Niladri y Suraj, 2009).



2.3.2. Region Larga de Control

La region larga de control (LCR) de los papilomavirus es un segmento genémico
sin marcos de lectura de traduccion abiertos (ORF) el cual contiene una gran
cantidad de elementos de respuesta cis que dirigen la expresion génica y
replicacion viral. Su tamafio varia desde un 7% hasta un 11% del total del genoma
dependiendo del tipo viral, en el caso de los VPH tiene un tamafo de
aproximadamente 850 pares de bases (pb) y se encuentra ubicada entre el gen L1
y el E6 (Bernard y Apt, 1994).

Las LCR de los papilomavirus que estan cercanamente relacionados no muestran
grandes similitudes en la secuencia nucleotidica. No obstante, se pueden observar
un cierto namero de motivos cortos que estan altamente conservados, y es

probable que suceda lo mismo en PV no cercanos (Chong et al., 1990)

La LCR de los VPH contiene cuatro sitios de unién para E2 y los primeros dos de
ellos dividen a la LCR en distintos segmentos funcionales, los cuales han sido
identificados en tres segmentos: 1) el segmento 5, 2) el segmento central y 3) el
segmento 3’ (Fig. 3) (Fuchs y Fister, 1994; Lambert, 1991).

X Segmento 5’: Este segmento tiene un tamafio de aproximadamente 300pb,
flanqueado por el coddén de terminacion de L1 y el sitio de union para E2. Este sitio
contiene la terminaciéon de la transcripcion y sitios de poliadenilacion para los
transcritos tardios, asi como un elemento de regulacion negativa que actua al nivel
de la estabilidad del ARNm tardio (Kennedy et al., 1991; Furth y Baker, 1991).

X Segmento central: Este segmento delimitado por dos sitios de unién a E2,
tiene un tamafio de aproximadamente 400pb y se ha demostrado en los VPH11,
VPH16 y VPH18 que tiene una funcidon de potenciador transcripcional epitelio
especifico o “enhancer” (Chin et al., 1989; Cid et al., 1993; Cripe et al., 1987;
Gloss et al., 1987). Hoy en dia se cree que mas que un receptor especifico de
membrana, el cual puede limitar la infeccién viral, es un enhancer de tejido
especifico el cual determina el tropismo epitelial de los VPH (Mdller et al., 1995;
Roden et al.,, 1994). Ademas de proveer una especificidad tisular, el enhancer

también esta involucrado en la modulacion de la expresion de los genes virales en
6



respuesta al estado fisiologico y de diferenciacion de los queratinocitos del
huésped en distintas capas del epitelio escamoso estratificado. Tales cambios son
provocados por la union diferencial de los factores de transcripcion en los sitios

consenso del potenciador (Apt et al., 1993; Bernard y Apt, 1994).

Hasta ahora se han mostrado por lo menos once factores de transcripcion celular
que se unen in vitro a mas de 20 diferentes sitios en el enhancer del VPH16. Estos
son AP1, cEBP, receptor de glucocorticoide, receptor de progesterona, NFI, NF-
IL6, Oct-1, PEF-1, TEF-1, TEF-2 y YY1. En el lado 3’, la region central se
encuentra flanqueada por el sitio #2 de unién de E2, el cual esta involucrado en el
inicio de la replicacion (Chiang et al., 1992; Russel y Botchan, 1995; Sverdrup y
Khan, 1995) y también modula la transcripcion de los genes de E6 y E7
(Romanczuk et al., 1990).

X Segmento 3’: El sitio nimero 2 de uniéon a E2 y el gen E6 marcan los
limites de este segmento el cual tiene un tamafo de aproximadamente 140pb.
Este segmento contiene un solo sitio de unién a E1, el cual se identifica como el
origen de replicacion. El sitio de inicio de la transcripcion, tiene un tamafio de
aproximadamente 5 pb ubicado rio arriba del ATG de E6 y alrededor de 90pb rio
abajo del sitio de unién a E1. Un segmento de aproximadamente 45 pb dentro del
de 90pb contiene un sitio de unién para el factor de transcripcién SP1 y dos sitios
de union para E2, asi como la caja TATA (Bouvard et al., 1994; Demeret et al.,
1994; Dostatni et al., 1991). Estos cuatro sitios son complejos destinados a la
modulacién de la actividad promotora de E6/E7. La caja TATA es requerida para la
unién de TFIID y el establecimiento del complejo de pre iniciacion y el factor SP1
para mediar el efecto de largo alcance del potenciador. Los sitios de E2 se
sobrelapan con la caja TATA y con el sitio de SP1, esta interferencia provocada
por las proteinas de E2 desplaza a TFIID y al factor SP1 (Gloss y Bernard, 1991;
Tan et al., 1994).
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Figura 3. Region Larga de Control de los VPH16 y 18. Contiene cuatro sitios de unién para E2
gue delimitan a la LCR, dos de estos sitios dividen a la LCR en segmentos diferencialmente
funcionales, los cuales han sido llamados: 1) el segmento 5, 2) el segmento central y 3) el
segmento 3’. El segmento 5’ contiene la sefial de terminacion de la transcripcion, el segmento
central contiene la mayoria de los sitios de unién de los factores de transcripcion y el segmento 3’
contiene el origen de replicacion y el promotor E6/E7. Algunos de los sitios de unién para los
factores de transcripcion de la LCR se encuentran presentes en todos los VPH, sin embargo los
diferentes VPH tienen variaciones en los sitios de unién para los factores de transcripciéon los
cuales podrian provocar patrones diferenciales de expresion (Modificado de Garcia-Vallve et al.,
2006 y O’Connor et al., 1995)

2.3.3. Factores de Transcripcién

Solamente de un numero limitado de tipos de VPH se han estudiado las LCR de
manera experimental. En dichos estudios se ha determinado la participacion de
factores de transcripcion en la actividad biol6gica de los respectivos tipos virales.
Se han descrito sitios consenso de union a factores transcripcionales presentes en
cada LCR.



NFI

El factor nuclear | fue originalmente identificado por el papel que juega en la
replicacion del genoma del adenovirus en el cual se una a la secuencia TTGGC
(N)e CCAA (deVries et al., 1985; Nagata et al., 1983). En el genoma del VPH, al
parecer todos los sitios de NFI estan constituidos por la secuencia no palindromica
de baja afinidad TTGGC, aun asi la proteina de NFI se une como un dimero el
cual se forma en solucién (Mermod et al., 1985). Debido a que NFI es una familia
de factores de transcripcion, hay una gran cantidad de genes que dan el aumento
de proteinas con los mismos dominios de dimerizacion y de unién al ADN, pero
gue difieren en los dominios de activacion y sus propiedades biologicas. Ademas
debido a que cada gen produce un numero diferencial de productos por
procesamiento alternativo o “splicing” se da un arreglo de posibles dimeros los
cuales puedan unirse al motivo TTGGC (Apt et al., 1994; Butz y Hoppe-Seyler,
1994). Todavia no es claro porque solo debieran de existir sitios no palindromicos
de NFI en los potenciadores de VPH. Sin embargo, debido a la agrupacion de
estos sitios en el segmento central de la LCR, es muy posible especular que NFI
pueda jugar un papel arquitectonico en el potenciador del VPH asi como ha sido
propuesto para ciertos factores en la determinacion de la estéreo especificidad de

otros potenciadores (Tjian y Maniatis, 1994).
AP-|

AP-1 se une como un heterodimero formado por proteinas derivadas de los genes
de la familia de jun, fos y ATF y reconoce los motivos de ADN relacionados con la
secuencia TGANTCA, donde N puede ser cualquier base y sirve como un blanco
rio abajo de mecanismos de sefalizacion intracelular (Vogt y Bos, 1990). Los sitios
AP-I presentes en el potenciador del VPH modulan la expresién génica del virus
en respuesta a los factores de crecimiento tales como EGF, KRF y los factores de
crecimiento tumorales mediante la via de la proteincinasa C (Chan et al., 1990).
También se ha propuesto que APl puede contribuir a la activacion epitelio
especifica debido a que los genes que generan sus sub unidades son expresadas
de manera diferencial (Thierry et al, 1992). Los estudios muestran que todas las

LCR de los VPH contienen por lo menos un sitio para API, teniendo la mayoria de
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3 a 4 sitios. De estos, usualmente todos, o todos menos uno, quedan dentro del
segmento central de la LCR en el potenciador epitelio especifico. Mas alla, estos
sitios parecen conservarse dependiendo de su posicién, en todos los virus de
mucosa genital teniendo 1 6 2 sitios API en la porcién central del potenciador, y 1

0 2 en la parte final 3’ del potenciador (Turek, 1994) .
Oct-1

La proteina Oct-1 regula un gran niumero de genes virales y celulares, y es un
miembro de la familia de los factores POU. Todos los factores POU tienen un gran
dominio bipartito homdélogo de unién al ADN. En el dominio POU, un subdominio
POUS N-terminal reconoce el final 5 de la secuencia de reconocimiento,
ATGCAAAT para Oct-1 (Verrijzer et al.,, 1991), y este es separado por un
enlazador, el cual varia de tamafio y secuencia en diferentes factores POU, del
subdominio el cual reconoce el final 3’ de la secuencia de reconocimiento (Faus et
al., 1994). Incluso versiones poco degeneradas del motivo octamérico pueden ser
reconocidas por Oct-1 (O’Connor y Bernard, 1995). Sin embargo, para los sitios
degenerados, las tres bases de acompafiamiento juegan un papel en la

determinacion de la afinidad de la union (Baumruker et al., 1988).

Observaciones iniciales en las cuales la sobre expresion de Oct-1 dieron como
resultado una regulacién negativa de la actividad del promotor del VPH el cual no
requirié de la union del factor Oct-1 en este. Esto sugiere que la represion se pudo
haber dado como resultado de un “aplastamiento” de co-factores necesarios para
la estimulacién del promotor (Gill y Ptashne, 1988; Martin et al., 1990) el cual fue
ocasionado por los niveles no fisiolégicos elevados de Oct-1 provocados durante
el experimento. Estudios mas recientes muestran que a niveles fisioldgicos
presentes en las células epiteliales, Oct-1 activa al potenciador del VPH mediante
la unién a un elemento regulador compuesto conservado que esta en el final 3’ del
potenciador (O’Connor y Bernard, 1995). Este elemento compuesto esta
constituido por un motivo octamérico separado por 2pb de un motivo TTGGC, y
Oct-1 parece no activar al potenciador directamente, sino que lo hace mediante la
estabilizacién de la union de NFI al elemento compuesto, el cual en respuesta

genera altos niveles en la actividad del potenciador (Sibbet y Campo, 1990).
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YYI

La proteina YYI fue nombrada en un inicio como “ying y yang 1” debido a su
habilidad tanto para reprimir o activar al promotor P5 de los virus adeno-asociados
(Shi et al.,, 1991). La union de YYI rio arriba del promotor P5 provoca una
regulacion negativa, sin embargo esta represion se traduce en un activacion sobre
la interaccion de la unién de la proteina E1A con YY1 (Lewis et al., 1995; Shi et al.,
1991). Mientras que el mecanismo exacto que se encuentra detras de la habilidad
de YY1 para reprimir la expresion del gen P5 no es conocido, se han hecho varios
reportes que muestran que YYI tiene la capacidad de interactuar directamente con
reguladores transcripcionales (Shrivastava et al., 1993; Seto et al., 1993; Lewis et
al.,, 1995) y en algunos casos se ha visto que desplaza a activadores
transcripcionales o dobla al DNA. Se cree que estas caracteristicas pueden jugar
un papel en la represion de la actividad del promotor. Por otra lado se ha visto que
al cotransfectar YYI se activa el promotor de c-myc (Wang et al., 1993) y existe
bastante evidencia que muestra que YYI puede actuar como un factor iniciador de

la transcripcion.

Podria ser que YYI juegue un papel en la regulacién negativa de la expresion
génica de numerosos virus asociados a infecciones persistentes incluyendo a
AAV, adenovirus (Shi et al., 1991) y EBV (Montalvo et al., 1991). Por lo tanto es
posible que YYI pueda funcionar como regulador para mantener niveles bajos de
la transcripcién del VPH lo cual permite que se generen infecciones a largo plazo,
mientras que los cambios en el ambiente transcripcional, o mutaciones en los
sitios de YYI (May et al., 1994; Dong et al., 1994) puedan dar como resultado un

aumento en la expresion de los genes del VPH.
TEF-1y TEF-2

Los factores potenciadores de la transcripcion TEF-1 y TEF-2 fueron originalmente
identificados como factores de union al potenciador de SV40 (Davidson et al.,
1988; Fromental et al., 1988) y TEF-2 también fue identificado como un factor el
cual se unia a la caja CAC del promotor de la B-globina humana (deBoer et al.,
1988). Se ha visto que TEF-1 contribuye a la actividad del potenciador del VPH-16
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(Ishiji et al., 1992) y la proteina purificada puede unirse, in vitro, a muchos sitios en
el potenciador de este. Sin embargo, todavia no esta claro en que sitios se une
TEF-1 en un contexto de extractos nucleares en donde otros factores de

transcripcion pueden competir por los sitios de union.

Esto es de gran importancia debido a la similitud que existe en las secuencias de
reconocimiento entre TEF-1, TEF-2 y YY1 (Chong et al., 1990). Resultados
obtenidos en analisis computacionales muestran que mientras los potenciales
motivos de TEF-1 no estan presentes en todos los VPH, la mayoria posee un
namero de sitios que va de los 2 a los 8. Sin embargo, muchos de estos sitios,
también son capaces de unir a YYI dando como consecuencia que el numero de

sitios que actualmente se unen TEF-1 sean menores (Chong et al., 1990).

2.3.4. Oncoproteinas E6 y E7 y la transformacidon celular

La oncoproteina E7 tiene una longitud de 100 aminoacidos (Munger y Howley,
2002). Se ha demostrado que esta oncoproteina se une a la proteina del
retinoblastoma (pRb) e inactiva su funcion evitando la union de pRb con el factor
de transcripcion E2F. (Dyson et al., 1989). La proteina pRb se encuentra activa en
su forma hipofosforilada y se une al factor de transcripcion E2F para impedir el
inicio de la fase S del ciclo de vida. Durante el ciclo de vida normal, pRb es
fosforilado por los complejos de ciclina D1/CDK4 y E/CDK2 provocando la
disociacion de pRB y E2Fpermitiendo una progresién a la fase S del ciclo de vida.
(Minger y Howley, 2002; Jo y Kim, 2005). E7 se une a la forma hipofosforilada de
pRb evitando su union a E2F. Por lo tanto en las células en las que se sobre
expresa la proteina E7 el punto de monitoreo en la transicién de las fases G1/S se
pierde y las células contindan en el ciclo celular provocando una proliferacion
celular no controlada. (Dyson, 1998; Jo y Kim, 2005). También se ha demostrado
que E7 provoca la degradaciéon de pRb a través de la via mediada por la
ubiquitinacién proteosdmica. (Boyer et al., 1996). La union de E7 a pRb se da
mediante la presentacion del motivo LXCXE a E7. (Liu et al., 2006). Ademas de su
interaccion con proteinas de la familia de pRb, E7 también interactia con otra
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variedad de proteinas celulares. Una de estas proteinas son las histonas
desacetilasas (HDACs), las cuales funcionan como co-represores
transcripcionales; la uniéon de E7 a las HDACs mediante la via de Mi2 permite la
transcripcion dependiente de E2F la cual promueve la proliferacion celular. (Brehm
et al., 1999; Longworth y Laimins, 2004) Otras proteinas blanco de E7 son los
complejos CDK2/ciclinaA y CDK2/ ciclinaE los cuales son activados provocando la
fosforilacion de pRb induciendo la transcripcion de los genes de la fase S (Arroyo
et al., 1993; Mclntyre et al., 1996). También se ha encontrado que E7 se une a los
inhibidores de CDK (CKIs) p27 y p21, los cuales evitan el punto de monitoreo de la
interfase G1/S del ciclo celular provocando la progresién del ciclo celular (Zerfass-
Thome et al., 1996; Funk et al., 1997)

La oncoproteina E6 tiene un tamafio de 160 aminoacidos (Minger y Howley,
2002). Y en el caso de los VPH de alto riesgo es suficiente para la induccion y el
mantenimiento de la transformacién celular. Se ha reportado que se une a p53
causando la degradacion del proteosoma de p53 por el proteosoma 26S (Li y
Coffino, 1996). De modo interesante los niveles de p53 en células normales son
muy bajos; durante la sobre expresion de la proteina E7 los niveles de p53 se
elevan debido a la inhibicién del factor MDM2 involucrado en la degradacion via
proteosoma de p53 en células normales (Eichten et al., 2002). La degradacién de
p53 ocurre mediante un complejo trimérico que contiene a E6, la proteina
asociada a E6 (E6AP) y p53. (Zanier et al., 2005). E6AP actia como una ubiquitin
ligasa E3 que ubiquitina a p53 y lo marca para su posterior degradacién por el
proteosoma. También E6 es capaz de inactivar a p73, el cual es un homdlogo de
la proteina p53 (Park et al., 2001). Ademas E6 de los VPH de alto riesgo también
pueden bajar la actividad de p53 al marcar a la proteina de union CREB (CBP) y a
p300 (Zimmermann et al., 1999), co-activadores de éste. Sin embargo en reportes
recientes se ha mostrado que E6 de los VPH de alto riesgo pueden degradar a
p53 incluso en ausencia de E6AP. La inactivacion de p53 compromete a la
integridad del ADN provocando el dafio de este y la inestabilidad cromosomica
promoviendo la proliferacién celular y dando como resultado el desarrollo del
tumor (Schaeffer et al., 2004). Por su parte E6 de los VPH de bajo riesgo puede

unirse a p53 pero con una afinidad muy baja y no degrada a p53. En células que
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expresan a E6 del VPH-11 se da una acumulacion de p53 después del dafio al
ADN en células que estan arrestadas en la fase G1 del ciclo celular. También se
ha demostrado que E6 de bajo riesgo no se une a E6AP para formar el complejo
trimérico de E6/E6AP/p53 como se da en el caso de E6 de alto riesgo (Zanier et
al., 2005). Se ha reportado que E6 del VPH-16 inhibe la apoptosis mediante un
mecanismo independiente a p53 el cual involucra la inhibicién de la expresion del
gen Bax y la degradacion de la proteina Bax en keratinocitos humanos (Magal et
al., 2005). La inhibicion de la proteina proapoptotica Bax provoca la inhibicion de la
apoptosis y por lo tanto las células acumulan mutaciones en su ADN. Por otra
parte puede inhibir la apoptosis mediante la unién al receptor del factor de
necrosis tumoral (TNFR1) evitando la sefializacion de TNFR1 (Filippova et al.,
2002). Esta proteina también es capaz de inmortalizar a las células evitando que
se de el acortamiento de los teldmeros mediante el aumento de la expresion de la
subunidad catalitica de la reverso transcriptasa de la telomerasa humana (hTERT)
formando un complejo con E6AP y uniendose directamente al promotor de hTERT
(Gewin et al., 2004; Seo et al., 2004)

2.4. CICLO DE VIDA DEL VPH

El ciclo de vida del VPH se encuentra estrechamente relacionado a la biologia
celular del huésped (Fig. 4). Inicia cuando las células epiteliales escamosas
normales crecen hacia un epitelio estratificado a partir de la capa basal
dividiéndose como células no diferenciadas o células amplificadoras transitorias
(Watt, 1998). Después de la division, una de las células hija migra hacia arriba e
inicia el proceso de diferenciaciéon terminal, mientras que las otras células
permanecen en la capa basal como renovadoras de la poblacién presentando un
ciclo celular lento. Los viriones de VPH de manera inicial infectan la capa basal del
epitelio, probablemente a través de microlesiones, iniciando una interaccion celular
con receptores transmembranales como la a-6 integrina para el VPH16 (Yoon et
al., 2001).

14



En las células infectadas en la capa basal la sintesis viral se da a un nivel bajo
generando aproximadamente de 50-100 copias episomales por célula. Los genes
tempranos E1 y E2 mantienen la replicacion del DNA viral y su segregacion
permitiendo de esta manera que las células troncales puedan mantenerse en la
lesion por un largo periodo (Munger et al., 2004). Conforme las células infectadas
migran hacia las capas superiores del epitelio, los productos de los genes virales
tardios son producidos para iniciar la fase vegetativa del ciclo viral del VPH, dando
como resultado niveles elevados en la amplificacion del genoma viral (zur Hausen,
2002). Debido a que la replicacién del ADN viral depende casi por completo de los
factores de replicacion presentes en el huésped exceptuando a la helicasa viral
E1, otros genes tempranos E5, E6 y E7 estan considerados como los encargados
de coordinar un ambiente celular adecuado en el huésped para la replicacion del
ADN, que en ocasiones induce la sintesis del ADN celular del huésped y previene
la apoptosis. En las capas externas del epitelio, el ADN viral es empaquetado
dentro de las capsides y una progenie de viriones es liberada para dar lugar a una
nueva infeccion (zur Hausen, 2002). Debido a la baja inmunogenicidad de los
viriones sintetizados en las capas superiores del epitelio escamoso estratificado
estos pasan por una menor vigilancia por parte de las células del sistema inmune.
Ademas E6 y E7 inactivan al factor regulador del interferon (IRF) para que los
virus del VPH puedan permanecer como una infeccién asintomética persistente
(Ronco et al., 1998; Um et al., 2002).
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Figura 4. Identificacién de las etapas principales del ciclo de vida del papilomavirus en el
epitelio escamoso. Arquitectura celular del epitelio cervical estratificado escamoso y la expresion
de proteinas del virus del papiloma humano. Las células hijas del epitelio de células madre se
dividen a lo largo de la base de la membrana y maduran verticalmente a través del epitelio sin
divisiones posteriores. Después de la introduccion del VPH en las células madre en la capa basal
de epitelio aparentemente debido a laceraciones del epitelio se da la expresién de las proteinas no
estructurales del virus. Bajo la regulacién de estas proteinas, la poblacion celular en division se
expande de manera vertical y la diferenciacién celular del epitelio se retarda y no se completa. Las
proteinas virales son expresadas de manera secuencial con la diferenciacion como se muestra, y
los viriones maduros son generados solamente en la capa mas superficial del epitelio (Modificado
de Frazer, 2004).

2.5. TRANSFORMACION INDUCIDA POR VPH

Los canceres cervicales se originan del revestimiento del cérvix que es la parte
baja del utero. La unidon escamocolumnar del epitelio escamoso estratificado no
queratinizado del exocérvix con el epitelio columnar del endocérvix es un area
altamente susceptible a la infeccion por VPH y es el sitio en el cual mas del 90%

de las neoplasias se desarrollan en el tracto genital inferior. La infeccion con VPH
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de alto riesgo esta asociada a la displasia cervical o a la neoplasia intraepitelial
cervical (NIC), y se cree que los canceres cervicales se desarrollan a partir de
estas lesiones después de una infeccion persistente (zur Hausen, 2009b; Munger
et al., 2004). Las lesiones de NIC-1 (displasia leve) y NIC-2 (displasia moderada)
muestran relativamente niveles bajos de expresion de E6 y E7 en las cuales los
genomas virales se replican de manera episomal, mientras que en las lesiones de
NIC-3 (displasia severa, carcinoma in situ) y cancer invasor se observan altos
niveles de expresion de E6 y E7, y en la mayoria de los casos la integracion del
ADN viral en el genoma celular del huésped a través del cual se cree que se

desarrollan las neoplasias (von Knebel, 2002).

A pesar de que las infecciones por VPH son comunes y el riesgo a adquirir la
infeccion a lo largo de la vida es de aproximadamente un 80% en mujeres en
etapa reproductiva, en la mayoria de los casos ésta se resuelve de manera
espontanea gracias a una respuesta inmune efectiva (Narisawa-Saito y Kiyono,
2007). Sin embargo, datos obtenidos de estudios experimentales vy
epidemiolodgicos indican que la presencia del virus no es suficiente para provocar
un cancer cervical sino que se requieren de eventos genéticos y epigenéticos
adicionales para alterar los factores celulares (zur Hausen, 2002). Eventos como
la sobre expresion de PIK3CA, c-myc, ErbB2 y c-IAPI, mutaciones en ras y una
disminucién en la expresion de PTEN y TSLC1 han sido reportados en cancer
cervical (Steenbergen et al., 2004; Bertelsen et al., 2006; Zhang et al., 2002; Imoto
et al., 2002; Minaguchi et al., 2004).

2.6. COINFECCIONES: IMPLICACIONES EN CaCu

Hoy en dia los estudios de deteccion de VPH muestran que mas del 10% de estas
lesiones clinicas contienen por lo menos dos diferentes tipos de VPH (Bachtiary et
al., 2002; Brown et al., 1999; Kalantari et al., 1997; Silins and Dillner, 2000;
Thompson et al., 1997), lo que ha sido llamado “infecciones multiples de VPH” o
“coinfecciones de VPH”. Inclusive, se ha reportado que la incidencia de
infecciones multiples por VPH en cancer cervical asciende hasta un 85% (Fife et

al., 2001). Sin embargo, no se sabe si mdultiples tipos de VPH pueden existir en la
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misma célula e interactuar unos con otros o si solamente estan presentes en el
mismo tejido. Por lo tanto es importante sefialar que la presencia de mas de un
tipo de VPH en la misma célula puede tener varias implicaciones, incluyendo la
posibilidad de la recombinacion y el trans-empaquetamiento de estos. Aunado a
esto, no es claro si la infeccion con multiples tipos de VPH pueda funcionar como

un marcador para predecir el estado y la severidad de la enfermedad.

Estudios realizados para conocer el efecto de infecciones mdiltiples de VPH en
muestras de condiloma acuminado, muestran que muchas de estas contienen
multiples tipos de VPH (Brown et al., 1994, 1999). Ademas, un gran porcentaje de
condilomas presentes en pacientes inmunosuprimidos tienen varios tipos de VPH
en comparacion con aquellos pacientes saludables, sugiriendo que los tipos de
VPH adicionales pueden ser mantenidos en bajo numero de copias pero
comenzaran a replicarse si ocurre una inmunosupresion en los pacientes (Brown
et al., 1994). Por otro lado Evans et al. (1992) reporté que existia una disminucién
en el riesgo de desarrollar lesiones escamosas intraepiteliales en mujeres con un
historial de verrugas anogenitales, sugiriendo que la adquisicion de un VPH de
bajo riesgo protegia a la paciente de adquirir un segundo tipo de VPH de alto
riesgo. También se reportd una interaccion antagonista entre el VPH16 y VPH6/11
en dos estudios prospectivos en cancer cervical invasivo (Luostarinen et al., 1999;
Silins et al., 1999). Estos estudios sugieren que las infecciones con VPH de bajo
riesgo muestran un efecto de proteccién contra las neoplasias cervicales ya sea
mediante la prevencion de una segunda infeccion con un VPH de alto riesgo o
debido a una interferencia con el segundo VPH de alto riesgo. En contraste, un
estudio ha reportado que mujeres que presentan un condiloma con infeccién
multiple tienen un mayor riesgo de desarrollar cancer cervical (Chuang et al.,
1984); sin embargo, otro estudio reportd que mujeres con verrugas genitales no
exhiben un mayor riesgo de desarrollar cancer cervical (Sigurgeirsson et al.,
1991).
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3. JUSTIFICACION

Las infecciones con multiples tipos de VPH suelen encontrarse tanto en lesiones
pre-malignas del cérvix como en cancer invasor. No se sabe si estas infecciones
multiples se encuentran dentro de la misma célula, en donde los virus pudieran
interactuar entre si, o si solamente se encuentran presentes en el mismo tejido. De
igual forma no es claro cuéles son las implicaciones clinicas de contraer estas

infecciones multiples.

Este trabajo se realiza con el fin de tratar de entender el papel que las infecciones
multiples por VPH juegan en el desarrollo del CaCu y en su propio ciclo viral, por
lo que resulta importante debido a que podria sugerir si es posible que dos tipos

de VPH lleven a cabo algun tipo de interaccion.
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4. HIPOTESIS

La presencia simultanea de dos Regiones Largas de Control (LCR) de distintos
tipos de VPH en un mismo cultivo celular modifica la actividad transcripcional de
alguna de ellas.

5. OBJETIVO GENERAL

Determinar el efecto sobre la actividad transcripcional de la LCR de un tipo
epecifico de VPH cuando se introduce de manera simultanea otro vector reportero

con la LCR de un diferente tipo de VPH en un mismo cultivo celular.

6. OBJETIVOS ESPECIFICOS

X Construccién de los vectores reporteros pGL4.11[luc2P] y pGL4.71[hRIlucP]
que contengan la LCR de los diferentes tipos virales. Los tipos virales a estudiar
son VPH 16, VPH 18 y VPH 58, dado que son aquellos tipos de alto riesgo
oncogénico que en CaCU y en NICs se encuentran con mayor frecuencia en

coinfecciones.

X/

X Transfeccion transitoria de las lineas celulares HaCaT y C33 con las
construcciones mencionadas anteriormente para poder analizar la actividad
transcripcional de las distintas LCR mediante la expresion y la cuantificacion de las
proteinas de los genes reporteros.

X Cotransfeccion de las mismas lineas celulares con dos de los vectores
construidos para evaluar si la actividad transcripcional de alguno de los tipos de

VPH se ve alterada por la presencia del otro.
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7. MATERIALES Y METODOS
7. 1. Oligonucleétidos especificos

Se disefiaron oligonucleotidos especificos para la amplificacion de las distintas
LCR a los cuales se les agregaron los sitios para las enzimas de restriccion Kpnl

con direccion 3’ y Sacl con direccion 5'(Tabla 1).

Tabla 1. Secuencias de primers especificos

VPH16 | Sacl: GGG GAG CTC CAG ACC TAG ATC AGT TTCCT | 29pb

Kpnl: GGG GGT ACC GGT CCT GAAACATTG CAG TTC | 30pb
VPH18 | Sacl: GGG GAG CTC GTG CCA GGA AGT AAT ATG TG | 29pb

Kpnl: GGG GGT ACC CAT AGT ATT GTG GTG TGT TTC | 30pb
VPHS8 | Sacl: GGG GAG CTC CAT CCA CCA AAC GCA AAAAG | 29pb

Kpnl: GGG GGT ACC GAA CAT AGT CCT GCAGTAGC | 29pb

7. 2. Pldsmidos

7

<> Las LCR de los VPH16 y VPH18 fueron clonadas en el vector reportero
pGL4.11[luc2P] (Promega, Part# 9PIE666) el cual codifica el gen reportero luc2P
(Photinus pyralis) (Figura 5b).

X Las LCR de los VPH 18 y VPH58 fueron clonadas en el vector reportero
pGL4.71[hRIlucP] (Promega, Part# 9PIE689) el cual codifica el gen reportero de

luciferasa hRIlucP (Renilla reniformis) (Figura 5a).

X/

X El pRL-CMV Vector (Promega, #E2261) fue utilizado como control positivo
para verificar que la proteina renilla no interfiere en la actividad de los vectores

construidos con las LCR en las transfecciones.
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X El pGL-3 Control Vector (Promega, #E1741) fue utilizado como control
positivo para los ensayos de transfeccion.
<> Para poder verificar la eficiencia de transfeccion se utilizd6 GFP el cual es un

vector de expresion de la proteina verde fluorescente.

X El vector pCDNA fue utilizado para completar las cantidades de ADN que
fueron elegidas para que de esta manera el total de ADN utilizado para las
transfecciones sea de 600ng quedando la misma cantidad tanto en las
transfecciones como en las cotransfecciones. EI pCDNA fue transfectado de
manera individual para verificar que la secuencia génica de éste no repercute en

los resultados obtenidos.

7. 3. Bacterias

La cepa bacteriana que fue utilizada para la construccion de los vectores fue la de
Escherichia coli DH5 o la cual presenta una mutacion en el gen recAl provocando
una reduccién en la recombinacién homéloga para la obtencién de un inserto mas
estable y una mutacion en el gen endAl que inactiva las nucleasas intracelulares

gue degradan los plasmidos en diferentes métodos de purificacion.

7. 4. Lineas Celulares

<> HaCaT
Es wuna linea celular proveniente de queratinocitos humanos,
espontaneamente inmortalizados in vitro, que no contiene secuencias

genomicas de VPH.
<> C-33A
Es una linea celular transformada de origen epitelial, proveniente de una

biopsia de cancer cérvico uterino, sin secuencias de VPH.
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7.5. Construccion de vectores
7.5.1. Amplificacion de las LCR mediante PCR

Para la amplificacion de las LCR se utilizaron muestras de ADN provenientes de
biopsias de cérvix positivas a secuencias de VPH. Los tipos de VPH contenidos en

estas muestras fueron 16, 18 y 58.

Se obtuvieron tres productos de PCR de diferentes tamafios. Incluyendo los sitios
de restriccion que fueron afiadidos se obtuvieron 3 regiones: (1)VPH16 de 821
pb que va de la posicién 116 a la posicion 7026; (2)VPH18 de 813 pb que va de la
posicion 107 a la posiciéon 7122; (3)VPH58 de 817 pb que va de la posicion 7109
a la posicion 115. Se utilizaron controles positivos y negativos para la amplificacion
de cada LCR (Tabla 1):

Tabla 2. Controles negativos y positivos del PCR

Control Positivo Control Negativo
LCR VPH 16 SiHa: linea celular positiva para VPH 16 Mezcla PCR sin DNA
LCR VPH 18 Hela: linea celular positiva para VPH 18 Mezcla PCR sin DNA
Otra muestra de DNA previamente tipificada
LCR VPH 58 Mezcla PCR sin DNA
para VPH 58

Los productos de PCR fueron analizados mediante electroforesis en geles de
agarosa preparado a una concentracion del 1% con bromuro de etidio.
Posteriormente se purificaron los productos con el kit PCR Centrifugal Filter
Devices (Montage®, P36461). Las tablas 2 y 3 muestran las condiciones en que

las reacciones de amplificacion fueron realizadas.
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Tabla 3. Reacciéon de PCR para amplificacién de LCR

Reactivos Volumen
10x Buffer 2ul
MgCly (25 mm) 2ul
dNTPS omu) 2ul
Primer LCR 5’ (sopm) 0.2ul
Primer LCR 3’ (sopm) 0.2ul
Taq Gold 0.13ul
DNA de VPH16 (songju) 200 ng
H,0 c.b.p
20pl volumen total

Tabla 4. Condiciones de temperatura y tiempo para ciclo de PCR

Temperatura Ciclos

Temperatura Ciclos

Temperatura Ciclos

1 1 3 30 2 1
Temperatura 94°C 94°C 60°C 72°C 72°C 4°C
Tiempo 10:00 0:45 0:45 1:00 10:00

7.5. 2. Digestién y ligacidon de vectores reporteros

Para llevar a cabo la digestién de los productos de PCR de las diferentes LCR y
de los vectores reporteros se utilizaron las enzimas FastDigest® Sacl (Fermentas,
#FD1134) y FastDigest® Kpnl (Fermentas, #FD0524). Se realizaron digestiones
sencillas y dobles digestiones para verificar que ambas enzimas estuvieran

realizando los cortes de manera eficiente. Dado que ambas enzimas utilizan el

24



mismo buffer en las reacciones preparadas para las dobles digestiones se
agregaron las dos enzimas al mismo tiempo. Para las reacciones tanto de dobles
digestiones como de digestiones sencillas se dejaron incubar de 1-2 horas a una

temperatura de 37° C.

a) b)

Synthetic poly(A) signal
franscriy nal | 56
{for background reduction)

| 9 a
Acc 15 15
K 19 19
Ec 24 24
Sacl 26 26
pGLA.71(ARIucP) el PGLA.11[/uc2P) 28
Vector ‘ - Vect
2 Xhol 34 ector 24
(3653bp) Balll 47 (4370bp) 42
stil 60 a7
1437 Hind I 66 o
1431 66
SV40 late
poly(A) signal < poly(A) signal <
EcoR 11033 EcoR |

Figura 5. Vectores con los genes reporteros. a) pGL4.11[luc2P] con el gen de luciferasa y b)

pGL4.71[hRlucP]) con el gen de renila los cuales fueron clonados con las distintas LCR.
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Tabla 5. Reacciones de digestion

Reactivos Volumen Volumen Volumen
Digestion Digestion Doble Digestion
Sencilla Sacl Sencilla Kpnl
Plasmido / LCR 1pl 1l 1ul
FastDigest® Sacl 1pl 1w
FastDigest® Kpnl 1yl 1pl
10X FastDigest® 2ul 2ul 2ul
Buffer
c.b.p. c.b.p. c.b.p.
H,O
20ul 20pl I 20ul

Posteriormente se analizaron los productos generados mediante la doble digestidon
en un gel de agarosa con bromuro de etidio al 0.8%. Nuevamente se purificaron
los productos con el kit PCR Centrifugal Filter Devices (Montage®, P36461) para
poder continuar con la ligacion. Una vez purificados los productos se llevo a cabo
la ligacion del vector con su respectivo inserto utilizando la ligasa T4 DNA Ligase
(Fermentas, #EL0016) agregando a la reaccion un ADN total de 2 nug, 1 pg de
inserto y 1 pug de plasmido (Tabla 6). Posteriormente se dejo incubar la reaccién

por 45 minutos a 22°C en el termociclador.

Tabla 6. Reaccion de Ligacién

Reactivos Volumen Ligacion LCR/PGL4
Plasmido con doble digestion lug
LCR con doble digestion 1lug
T4 DNA Ligase 1l
5x Rapid Ligation Buffer 4l
H.O c.b.p.
20pl
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7.6. Transformacion bacteriana de células competentes con los productos de

la ligacion

Para poder seleccionar los vectores construidos con las LCR se llevo a cabo la
transformacion en las bacterias competentes E. coli DH5 o las cuales fueron

tratadas para ser competentes mediante la técnica de Cloruro de Calcio.

X Células competentes: A partir de un vial con la cepa de E. coli DH5
o congelada se tomo6 una asada de la bacteria y se introdujo en un tubo de cultivo
estéril con 5ml de medio dejandose incubar toda la noche a 250 rpm a una
temperatura de 37°C. Después de la incubacion se tomaron 500 ul de las
bacterias, se sembraron en un matraz con 50ml de medio LB sin ampicilina y se
colocé en agitacion constante por un periodo de 2.45 horas aproximadamente
hasta alcanzar una densidad éptica de ODggo de 0.4. Posteriormente se incubaron
las bacterias por un lapso de 15 minutos en hielo, y se centrifugaron las células
por un tiempo de 10 minutos a una velocidad de 2500 rpm y a una temperatura de
5°C. Se decant6 cuidadosamente el sobrenadante y se resuspendio el boton en
25ml de CaCl, 100mM/ Tris 10mM a un pH de 7.5, frio y estéril dejAndose reposar
de 20-30 minutos. Nuevamente se centrifugaron las bacterias por 10 minutos a
una velocidad de 2500 rpm y a una temperatura de 5°C para finalmente
resuspender el boton en 3.3 ml de CaCl,/Tris el cual se dejo en el cuarto frio toda

la noche.

X Transformacion: Se utilizaron 200 ul de bacterias competentes previamente
preparadas, que fueron colocadas en un tubo Eppendorf, a las cuales se les
afiadié 100 ng de plasmido, en el caso de los vectores construidos, y 40 ng para el
plasmido sin inserto. Se dejé incubar en hielo por 30 min para después someterlo
a choque térmico a una temperatura de 42°C por 2 minutos. Después se incubo6 en
hielo por dos minutos y se agregaron 800ul de medio LB para aforar la mezcla a 1
ml. Una vez aforado se incubd por 45 minutos en agitacion a una velocidad de 300
rom. Se sacO de la incubacion para tomar 100 pl para plaquear la forma diluida en
cajas de petri con agar LB y ampicilina a una concentracion de 100 pg/ml.

Finalmente el resto del contenido se centrifugd ligeramente para remover el
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sobrenadante y resuspenderlo con el medio restante el cual se plague6 en las
cajas de petri para obtener la forma concentrada. Se dejaron incubar durante toda
la noche a 37°C.

7.7. Obtencién de los vectores construidos

A partir de las cajas de petri diluidas y concentradas se seleccionaron las colonias
que se identificaron como posibles portadoras del vector construido para ser
inoculadas en cajas de petri con agar LB/ampicilina (100mg/ml) y en 5 ml de
medio LB suplementado con ampicilina (100mg/ml) para incubarlas en agitacion
constante a una velocidad de 350rpm durante toda la noche. Se sacaron de

incubacién y mediante el PureLink™

Quick Plasmid Miniprep Kit (Invitrogen,
#K2100-10) se purificaron los plasmidos que quedaron resuspendidos en Buffer
TE (10mM Tris-HCL, pH 8.0; 0.1 mM EDTA). Para verificar cudles colonias eran
las que presentaban el vector con el inserto, se llevd a cabo un PCR de colonias
tomando la colonia seleccionada e introduciéndola en la mezcla de PCR (Tabla 7).
Posteriormente el producto de PCR fue analizado mediante un corrimiento de gel
de agarosa a una concentracion del 1% con bromuro de etidio y TBE al 1x en la

camara de electroforesis.
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Tabla 7. Reaccion de PCR de colonias

Reactivos Volumen
10x Buffer 2ul
MgCly (25 mm) 2ul
dNTPS omu) 2ul
Primer LCR &’ (sgpm) 0.2ul
Primer LCR 3’ (50pm) 0.2ul
Taq Gold 0.13ul
Colonia seleccionada )
H0 c.b.p

20ul volumen total

También se llevé a cabo una doble digestion, de los plasmidos previamente
purificados, con las enzimas Kpnl y Sacl (Tabla 8) la cual fue analizada en un gel
de agarosa que se encontraba a una concentracion del 0.8% y bromuro de etidio

para poder ver el inserto liberado.

Tabla 8. Reaccion de digestion para liberacion inserto

Reactivos Volumen Volumen Volumen
Digestién Digestion Doble Digestion
Sencilla Sacl Sencilla Kpnl
Plasmido / LCR 1pl 1l 1pl
FastDigest® Sacl 1pl 1ul
FastDigest® Kpnl 1ul 1ul
10X FastDigest® 2ul 2ul 2ul
Buffer
c.b.p. c.b.p. c.b.p.
H,O
20ul 20l I 20ul I
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7.8. Secuenciacién de los vectores construidos

Para confirmar que los vectores construidos tuvieran la secuencia correcta de las
LCR de los diferentes tipos de VPH se llevo acabd la secuenciacion de estos
(Tabla 8 y 9). La reaccion de secuenciacién se llevo a cabo utilizando el kit
BigDye® Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit (Applied Biosystems®) (Tabla 9 y
10).

Tabla 9. Reaccion para secuenciacion automatizada

Reactivos Volimen
Big Dye Terminator 0.5ul
dNTPs (2mMm) 2!,J_|
Primer LCR 5°/3’ (10pm) 0.3pl
10X BDT Buffer 0.75ul
Plasmido purificado 500 ng
H20 c.b.p
10ul volumen total

Tabla 10. Condiciones de temperaturay namero de ciclos para la reaccion de

secuencia
Temperatura Ciclos Temperatura Ciclos | Temperatura Ciclos
1 1 3 25 2 1
Temperatura 96°C 96°C 55°C 60°C 60°C 4°C
Tiempo 5:00 0:10 0:10 4:00 7:00 =

Posteriormente a 10 ul de la reaccion se le afiadieron 60 ul de isopropanol al
100% y 30 pl de H,0O, todo a temperatura ambiente. Se vortexe0 la muestra y se
incub6 durante 15 minutos a temperatura ambiente protegiéndola de la luz. Se
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centrifugd a 13000 rpm por 25 minutos y se elimind el sobrenadante con pipeta.
Después se lavo el pellet obtenido con 250 pl de EtOH al 70% vy frio se vortexe0
para centrifugarlo a 13000 rpm por 15 minutos a temperatura ambiente. Se quito el
sobrenadante con pipeta y se secd el pellet en el Speed Vac el cual se
resuspendio en 20ul de Hi- Di formamida. Finalmente se desnaturalizé la muestra
por un periodo de 5 minutos a una temperatura de 96°C para después colocarlo en
hielo por 5 minutos. Terminado el proceso se pasoé el contenido a una placa de
lectura en las posiciones elegidas sin dejar burbujas para llevarla al aparato de

secuencia.

Una vez que se verificd que la secuencia del inserto correspondia a la secuencia
de las LCR se inocularon las colonias positivas para el plasmido en 250ml de
medio LB/ ampicilina (100mg/ml) para una purificacion de este a mayor escala
mediante el PureLink™ HiPure Plasmid Filter Maxiprep Kit (Invitrogen™,
#K210017).

7.9. Transfeccion en lineas celulares inmortalizadas

Para poder evaluar la actividad transcripcional de las diferentes LCR se utilizé la
técnica de transfeccion celular mediante el uso de liposomas los cuales son
vesiculas que se pueden fusionar con la membrana debido a que estan formadas
por una bicapa de fosfolipidos. Esta técnica estd basada en el uso de un lipido
cargado positivamente para poder formar un agregado con el material genético el
cual estd cargado negativamente. Se utilizé como reactivo para la transfeccion la
Lipofectamine® 2000 Transfection Reagent debido a que presenta una alta
eficiencia de transfeccion en diferentes tipos celulares ademas de que los
complejos formados por la lipofectamina y el ADN pueden ser afadidos

directamente al medio de cultivo sin importar la presencia o ausencia de suero.

Para llevar a cabo la transfecciéon se sembraron 3 x 10* células en el caso de la
linea celular HaCaT y 8 x10* para la linea celular C33, en placas de cultivo de 24
pozos quedando en 500 pl de medio DMEM/F-12 Media (Gibco®) con suero
bovino fetal afladido. Las células fueron incubadas por un periodo de 24 horas a

31


http://products.invitrogen.com/ivgn/en/US/adirect/invitrogen?cmd=catProductDetail&productID=K210017

37°C y 5% de CO, Cumplidas las 24 horas se revisaron cada uno de los pozos

para verificar que la confluencia fuera de un 80%-85%.

Posteriormente por cada caja de 24 pozos se tomaron 1.5 ml de medio Opti-
MEM® Reduced Serum Medium sin rojo fenol (Gibco®) para mezclarlos con 30ul
de lipofectamina y dejar incubar mientras se preparan las mezclas de transfeccion
para los pozos. Debido a que cada ensayo de transfeccion se llevé a cabo por
cuatriplicado se hicieron los célculos para transfectar 5 pozos, asi de esta manera
se tenia un exceso para compensar cualquier pérdida de volumen. Cdmo
resultado se obtenia un volumen final de 250 pl por muestra de ADN teniendo un
total de 600 ng de ADN. En el caso de las transfecciones se agregaron 300ng de
ADN del vector problema y se rellenaba con pcDNA para tener de concentracion
final 600ng, y en el caso de las cotransfecciones se agregaban 300ng de ADN de
cada vector problema, teniendo 600ng de concentracién final. Una vez hecha la
mezcla se tomaron 250 pl de la lipofectamina con el medio OPTI-MEM y se
agregaron a cada uno de las muestras se mezclé suavemente con la micropipeta y
se dejo incubar para que se formaran los complejos lipidicos con el ADN.

Una vez transcurridos los 30 minutos de incubacién se resuspendié la mezcla de
medio/lipofectamina/ ADN muy suavemente para adicionar 100 ul de esta a cada
uno de los pozos correspondientes. Los 100 ul de la mezcla se agregaron en el
centro del pozo y se hizo lentamente para que fuera en forma de goteo y evitar
estresar a las células. Una vez afiadido se movio la placa inclindndola hacia los
lados para que de esta forma la mezcla se distribuyera de manera uniforme en
todo el tapete celular. Después se dejo incubar por 5 horas para finalmente
cambiar el medio sin lavar con PBS. A las 24 horas nuevamente se cambio el
medio sin lavar con PBS. Finalmente a las 48 horas se quité el medio, se lavo
cuidadosamente cada uno de los pozos con PBS, se adicionaron 100ul de PBL
(Buffer de lisis) 1x diluido en agua y se dej6é incubar 15 minutos a temperatura

ambiente para posteriormente almacenar a -70°C.
7.10. Ensayo de luciferasa

Para medir la actividad transcripcional de las LCR transfectadas se llevé a cabo el

ensayo de luciferasa. Este ensayo se basa en la produccion de las enzimas de
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luciferasa y renila por parte de los vectores las cuales al entrar en contacto con
una mezcla de ATP, oxigeno y sustrato (luciferina para la luciferasa vy
celenteracina para la renila) producen una descarboxilacion oxidativa la cual
produce CO,, oxiluciferina (luciferasa) o celenteramida (renila), AMP y luz. Si el
sustrato es agregado en exceso, la cantidad de luz generada es proporcional a la
cantidad de enzima. Por esta razén la reaccion es muy Util para medir la actividad
transcripcional de un promotor in vitro, pues de este depende la cantidad de

enzima producida en una célula que porta dicho promotor.

Se utilizé el Dual-Luciferase® Reporter (DLR™) Assay System (Promega #TM040)
debido a que permite leer ensayos duales de reporteros ya que la luminiscencia
generada por la reaccion de la luciferasa se puede apagar mientras que de

manera simultdnea se activa la reacciéon de luminiscencia de renilla.

Para realizar las lecturas de las transfecciones se sacaron las cajas que estaban
almacenadas a -70°C para que alcanzaran la temperatura ambiente. Una vez a
temperatura ambiente se tomaron 30ul de lisado celular del pozo y se colocaron
en un tubo de lectura. Para el caso de las transfecciones si la muestra contenia el
vector con el gen de luciferasa se afiadieron 30ul de sustrato Larll (luciferina) y si
tenia el vector con el gen de renilla se agregé el sustrato Stop & Glo
(colenteracina). Se agité suavemente y se introdujo el tubo al lector del
luminbmetro para obtener los valores de la Iuminiscencia. Para las
cotransfecciones primero se agregé Larll se agité suavemente y se hizo la lectura
de luciferasa en el luminédmetro, posteriormente se saco el tubo se agregd Stop &
Glo nuevamente se agité y se volvié a introducir al luminbmetro para obtener la

lectura de renilla.
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8. RESULTADOS
8.1. Amplificacion de las LCR de interés

Para poder evaluar la actividad transcripcional de las LCR16, 18 y 58, se eligieron
dos vectores con genes reporteros cuyos productos generan actividades
enzimaticas que pueden identificarse de manera diferencial: luciferasa (Luc) y
renila (Rluc). Las LCR fueron amplificadas por PCR a partir de ADN obtenido de
tumores de cérvix con los tipos virales correspondientes y clonadas para generar
los 4 vectores reporteros: 1) Lucl8, 2) RLucl18, 3) Lucl6 y 4) Rluc58.

En la figura 6 se muestran los productos de las LCR 18, 16 y 58 obtenidos de las
amplificaciones por PCR. Para la LCR18 se amplificaron 9 muestras (Fig. 6A
carriles 2-9) dado que los productos aparecian de menor intensidad y se requeria
contar con el suficiente producto de PCR para la construccién posterior de los
vectores Lucl8 y Rlucl8. En la figura 6B se muestran los productos de las
amplificaciones de la LCR del VPH16 (carriles 2 y 3). Por ultimo, en la Fig. 6C se
observan las amplificaciones de la LCR del VPH 58 (carriles 2-5). Los diferentes

productos obtenidos tienen un peso de aproximadamente 800pb.
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Figura 6. Electroforesis en geles de agarosa de los productos de amplificacién por PCR de
las LCR 18, 16 y 58. a) LCR18: Los carriles 2-9 muestran los productos amplificados. El carril 10
tiene muestra de ADN de la linea celular HelLa y el carril 11 reaccion sin ADN. Los carriles 1y 12
tienen el marcador de 100pb; b) LCR16: Los carriles 2 y 3 muestran el producto amplificado. El
carril 4 contiene ADN de la linea celular SiHa y el carril 5 contiene la reaccién sin ADN . Los
marcadores de peso molecular en los carriles 1 y 6. ¢) LCR58. En los carriles 2-5 se encuentran
los productos amplificados, reaccion con ADN de VPH 58 de otra muestra y reaccion sin ADN en

los carriles 6 y 7 respectivamente y a los extremos el marcador de peso molecular 100pb.
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8.2. Digestidon con enzimas de restriccion y ligacion de productos de PCR

Para llevar a cabo la construccion de los vectores recombinantes, se realizaron las
digestiones de los pldsmidos reporteros Luc y Rluc de los productos de PCR de
las LCR, con las enzimas de restriccion Sacl y Kpnl (Figura 7):

o S
a) = g 5 £ £ g b) g 8
g 3 = 3 2 3 g g
= c © © c ] 2 5 5 - =
S v 68 53 ©8 S8 T = S = T
=3 SY¥ T = SQ c £ © o S
® i a8 b B> £ @ S 2 »
S 22 99 Y= $Z= 04 @ = ® 25
s 208 wE wf§ 25 w5 ] ] Y e d
s Ow Ox O6x 0w gx 3 = = s 2§
2 8 x
£ 2 § g
o S
8 s & &£ =2 d =] [+ S T !
C =1 e - ) — o Q [~ Q £
5 & o & cQ =8 X 3 - - % =]
S5 85838888 T 2 = e 5 &0 .¢ e 5 5 =
E 82838385 5 § S § 8 6368 68 o O
S @5 @ HE HE Y s T SV segs259Y £ T
S o5 806~ 3 = S 0 Ve By @ S
S 9F 9T o—- oF o =
(© oo o0 oy @ bo -} ©
—_— 0 = Q.= g = O =
2 O0x OxBOw Ox 2

Figura 7. Electroforésis en geles de agarosa de las digestiones de los plasmidos para la
construccion de vectores con Luc y Rluc. a) En los carriles 2 y 3 y 5y 6 se muestran las
digestiones sencillas de Luc y Rluc respectivamente. En el carril 4 y 7 se muestran las dobles
digestiones de Luc y Rluc también respectivamente. En los carriles 8 y 9 estan los pldsmidos Luc y
Rluc sin digerir y en los carriles de los extremos se encuentran los marcadores de 1kb. B) Digestion
de la LCR del VPH18 en el carril 1 y marcador de 100bp en el carril 2. C) Digestiéon sencilla de
Rluc en los carriles 2 y 3. Los carriles 4 y 5 muestran las dobles digestiones de Rluc y la LCR del
VPH16 respectivamente y el carril 6 muestra el plasmido Rluc sin digerir. El carril 1 muestra el
marcador de 100pb y el carril 7 el marcador de 1kb. D) Digestion sencilla de Rluc en los carriles 3 'y
4. Las dobles digestiones de Rluc y la LCR del VPH58 se muestran en los carriles 5 y 2
respectivamente. En el carril 6 estd Rluc sin digerir y los carriles 1 y 7 tienen los marcadores de
100pb y 1kb.
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Para construir los vectores Lucl8 y Rluc18 se realizaron las dobles digestiones de
los plasmidos Luc (figura 7A carril 4), Rluc (figura 7A carril 7) y la LCR18 (figura
7B carril 2). En el caso de Luc las bandas se encuentran ligeramente por debajo
de las bandas de Rluc debido al peso de estos, que es de 4370 para Luc y de
3653 para Rluc. Posteriormente para poder realizar la construccion del vector
Rlucl6 se hizo la doble digestiéon de Rluc (Figura 7C carril 4) y de la LCR del
VPH16 (Figura 7C carril 4). Finalmente se llevé a cabo la doble digestion de Rluc
(Figura 7D carril 5) y de la LCR del VPH58 (Figura 7D carril 2) para la
construccion del vector Rluc58. En todos los casos para comprobar que las
digestiones de los vectores reporteros se habian realizado de manera eficiente se
hicieron digestiones sencillas para verificar que cada una de las enzimas de
restriccidn utilizadas no estuviera digiriendo de manera parcial. Esto se comprueba
ya que el corrimiento de las bandas, tanto de las digestiones sencillas como de las
dobles digestiones, no presentan un barrido de fondo como se observa en los
controles sin digerir, cuyo patrén muestra este barrido de fondo. Los marcadores
de bases fueron utilizados en cada uno de los corrimientos para verificar que el

peso de los vectores y las LCR corresponde con los pesos esperados.

Una vez realizadas las digestiones se llevo a cabo la ligacion de los vectores con
las diferentes LCR (Figura 8). Se ligd la LCR 18 con los vectores Luc y Rluc (Fig.
8a carriles 2 y 3), la LCR 16 con el vector Rluc (Fig. 8b carriles 2y 3) y la LCR 58
con el vector Rluc (Fig 8c carriles 2-5). La correcta ligacion de los vectores fue
sugerida por que los patrones de corrimiento de todas las ligaciones fueron
similares a las de los plasmidos sin digerir, a diferencia de los plasmidos digeridos

gue presentan una sola banda que indica la linearizacion del vector.
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Figura 8. Ligacion de los vectores reporteros con las distintas LCR. a) Vectores Luc y Rluc
ligados con la LCR del VPH18 en los carriles 2 y 3 respectivamente. Los carriles 4 y 5 muestran
los plasmidos Luc y Rluc sin digerir. El marcador de 1kb en los carriles de los extremos. b) Vector
Rluc ligado con la LCR del VPH16 en los carriles 2 y 3. El carril 4 tiene el plasmido sin ligar y el
carril 5 el plasmido sin digerir. Marcadores de 1kb en los carriles 1 y 6. c) Vector Rluc ligado con la

LCR del VPH58 en los carriles del 2-5; plasmido Luc sin ligar en el carril 6 y marcador de 1kb en el
carril 1.
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8.3. Deteccion del inserto en los vectores construidos

Los vectores construidos fueron introducidos en bacterias a través del método de
transformacion por choque térmico. Se eligieron algunas de las clonas resistentes
a ampicilina, para que mediante un PCR de colonia se pudiera comprobar si el
vector tenia el inserto (Figura 9a, b, c y d). De las colonias que resultaron
positivas se realizo la extraccion del plasmido y posteriormente, la doble digestion
para ver la liberacion del inserto (Figura 10a, b, ¢ y d). Finalmente para verificar
que el inserto de cada uno de los vectores correspondia a los diferentes tipos de
VPH utilizados se llevd a cabo la secuenciacion de estos. Las secuencias
obtenidas fueron contrastadas en la base de datos BLAST y se verificd que las

secuencias coincidieran con las secuencias de las LCR de los diferentes tipos de
VPH.
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Figura 9. PCR de colonias para comprobar la presencia del inserto. a) Amplificacion del vector
Lucl8 a partir de 5 colonias elegidas. Los carriles 2-4 muestran colonias que no amplificaron el
inserto y los carriles 5 y 6 son colonias que amplificaron la LCR18. En los carriles 7 y 8 tenemos
muestra sin colonia y muestra con ADN de la linea celular HelLa respectivamente. b) Amplificacion

del vector Rlucl8 a partir de 2 colonias elegidas. Los carriles 2 y 3 muestran colonias que
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amplificaron la LCR18 y los carriles 4 y 5 tienen muestra sin colonia y muestra con ADN de la linea
celular HeLa respectivamente. ¢) Amplificacién del vector Lucl6 a partir de 5 colonias elegidas. Los
carriles 2-6 son colonias que amplificaron la LCR16 y los carriles 7 y 8 son muestra sin colonia y
muestra con ADN de la linea celular SiHa respectivamente. d) Amplificacion del vector Rluc58 a
partir de 4 colonias elegidas. Los carriles 2-5 contienen las colonias que amplificaron la LCR58 y
en los carriles 6 y 7 tenemos muestra con ADN de VPH58 y muestra sin colonia respectivamente.
En el carril 1 de todas las amplificaciones se colocé el marcador de peso el cual en el caso de las
figuras a, c y d el marcador fue de 100pb y en la figura b fue de 1kb.
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Figura 10. Doble digestion para liberar el inserto de los pldsmidos extraidos a partir de las
colonias elegidas para PCR de colonia. a) Inserto liberado a partir del vector Rluc18 en el carril
2, los marcadores de 100pb y 1kb en los carriles 1 y 3 respectivamente. b) Insertos liberados a
partir del vector Rluc58 en los carriles 2 y 3, en el carril 4 el inserto no fue liberado. Los marcadores
de 100pb y de 1kb en los carriles 1 y 5 respectivamente. c) Insertos liberados a partir del vector
Lucl8 en los carriles 2-4, los marcadores de 100pb y 1kb en los carriles 1 y 5 respectivamente. d)
Insertos liberados a partir del vector Luc16 en los carriles 5 y 6, en los carriles 2-4 el inserto no fue
liberado. Los marcadores de 100pb y de 1kb en los carriles 1 y 7 respectivamente.
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8.4. Evaluacion transcripcional de las distintas LCR en las lineas celulares
HaCaT y C33.

Para evaluar el efecto de una LCR sobre la actividad transcripcional de otra en un
mismo sistema celular, se transfectaron y cotransfectaron los vectores construidos
en las lineas celulares HaCaT y C33, la primera linea con el motivo de tener un
modelo que se acerque a las caracteristicas que presentan las lesiones pre-

malignas y la segunda a un cancer invasor.
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Figura 11. Evaluacion transcripcional de las LCR del VPH16 y 58 en la linea celular HaCaT. a)
Unidades relativas de Luz de la transfeccion y cotransfeccion de Lucl6 y Rluc58. Las barras Lucl6
y Rluc58 representan las transfecciones y las barras 16+58/Lucl16 y 16+58/Rluc58 representan las
lecturas de la LCR16 y la LCR58 en la cotransfeccion respectivamente. Las barras Luc- y Rluc-
muestran la transfeccién con los vectores Luc y Rluc sin inserto respectivamente. b) Veces de
incremento de la transfeccion y cotransfeccion de Lucl6 y Rluc58. Las barras muestran cuantas
veces aumenté la luminiscencia en las muestras en comparacion con las transfecciones de los
vectores Luc- y Rluc-, los valores de Rluc 58 fueron contrastados contra Rluc- y los valores de

Lucl6 contra Luc-.

En la linea celular HaCaT se pudo observar que la presencia simultanea de las
LCR de los VPH16 y 58 gener6 un cambio significativo en la actividad
transcripcional (Figura 11a ) de la LCR del VPH16 (p < 0.05) en relacién a su
actividad independiente. En la figura 11 se observa que este incremento fue de
aproximadamente de 7 veces (Figura 11b ) en comparacion con el nivel

transcripcional de la transfeccion unica del vector reportero con la LCR de VPH16.
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Por otra parte, la actividad transcripcional de la LCR del VPH58 no se vio

modificada por la presencia del vector reportero con la LCR del VPH16.
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Figura 12. Evaluacion transcripcional de las LCR del VPH16 y 18 en la linea celular C33. a)
Unidades relativas de Luz de la transfeccién y cotransfeccién de Luc16 y Rlucl8. Las barras Lucl6
y Rlucl8 representan las lecturas de las transfecciones y las barras 18+16/Lucl6 y 18+16/Rlucl8
representan las lecturas de la LCR16 y la LCR18 en la cotransfeccion respectivamente. Las barras
Luc- y Rluc- muestran la transfeccion con los vectores Luc y Rluc sin inserto respectivamente. b)
Veces de incremento de la transfeccion y cotransfeccion de Lucl6 y Rlucl8. Las barras muestran
cuantas veces aumenté la luminiscencia en las muestras en comparacion con las transfecciones de
los vectores Luc- y Rluc-, los valores de Rluc 18 fueron contrastados contra Rluc- y los valores de

Lucl6 contra Luc-.

En la linea celular C33, un efecto similar se observd para VPH16 en presencia de
la LCR de VPH18, donde la actividad transcripcional de la LCR de VPH16
aument6 (p < 0.05) en un factor de 1.6 veces (Figura 12a,b). Pero en este caso
ocurrié algo muy interesante en relacion a la actividad de la LCR de VPH18, pues
la cotransfeccion de ambas LCR (16 y18) disminuyd notablemente la actividad de
la LCR de VPH18 (p < 0.05) . Es decir, la actividad de esta LCR18 disminuyo

alrededor de 8.75 veces en relacion a su actividad basal (Figura 12a,b).
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9. DISCUSION Y CONCLUSION

A nivel mundial la incidencia de infecciones multiples por VPH en cancer cervical
asciende hasta un 85% (Fife et al., 2001). Sin embargo no se sabe si los
diferentes tipos de VPH pueden existir en la misma célula o solamente existen en
el mismo tejido. Ademas, las consecuencias de las infecciones multiples con VPH
tanto en el ciclo viral de éste como en el paciente, son desconocidas.

McLauglin y Meyers (2004) utilizaron un modelo experimental donde los genomas
completos de los VPH 31, 39, 45 y 18 fueron transfectados mediante
electroporacién, a queratinocitos primarios y mostraron que algunos VPH pueden
coexistir en la misma célula de manera estable y replicarse de forma episomal.
Sin embargo, aparentemente, ocurren interacciones que provocan un efecto
generalmente negativo en uno o dos de los virus en cuestion. Otros autores como
Mejlhede y cols. (2010) demostraron la coexistencia de los VPH, y aunque no
encontraron dependencia bioldgica entre ellos, estos autores han sugerido que las
infecciones con algunos tipos de VPH pueden influenciar la existencia de otros
tipos.

Un aspecto interesante en la organizacion gendmica de los papilomavirus, es que
las LCR de diferentes tipos virales presentan sitios de respuesta diferencial a
diversos factores transcripcionales. Por una parte, cambios o mutaciones sutiles
en la secuencia gendmica de la LCR repercuten en la actividad transcripcional de
un mismo tipo viral, y por otra, un mismo tipo de VPH puede responder de forma
diferencial segun el contexto en el que se analice su actividad transcripcional
(L6pez-Saavedra et al.,2009; Rose et al.,1998; Hubert, 2005; Spink y Laimins,
2005). En este trabajo se considera la posibilidad de que si coexisten dos LCR en
una misma célula podrian competir por los mismos factores de transcripcion,
generandose un cambio a nivel de la transcripcion en uno o los dos tipos virales
involucrados.

Nuestro objetivo en este trabajo fue determinar los cambios en la actividad
transcripcional de las LCR que pudieran darse por las interacciones entre dos LCR
de distintos tipos de VPH in vitro.

Se realizaron transfecciones y cotransfecciones de vectores conteniendo las

distintas LCR y genes reporteros para determinar si la presencia de dos LCR de
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diferentes tipos de VPH generaban cambios en su expresion. Para elegir los tipos
de VPH a utilizar se recurrié a estudios previos realizados en el “Laboratorio de
Epidemiologia y Biologia molecular de Virus Oncogénicos” del Instituto Nacional
de Cancerologia en México donde se mostraba que en México la presencia de
infecciones multiples era del 40% de todos los casos analizados y con presencia
tanto en lesiones pre-malignas del cérvix, como de céancer invasor. Los datos
también mostraron que la combinacion mas frecuente, cuando se detectaron dos
tipos virales en lesiones pre-malignas, fue del VPH16 con el VPH58. Por otra parte
a nivel mundial en cancer invasor cérvico uterino el 55% de los casos son postivos
para el VPH16 y el 15% para el VPH18. Basandonos en estos antecedentes se
eligio trabajar con los VPH tipo 18, 16 y 58. Se obtuvieron vectores reporteros a
partir de las diferentes LCR de los VPH obtenidos de muestras de biopsias de
tumores de cérvix con caracterizacion previa del tipo de VPH contenido.

En relacion a lo anterior, para este trabajo se eligieron dos lineas celulares,
HaCaT y C33. HaCat es una linea celular inmortalizada proveniente de
gueratinocitos humanos, que podria acercarse al fenotipo de una lesién pre-
maligna y C33 es un cancer invasor de cérvix sin secuencias de VPH. Thierry
(2009) mostré que la transcripcion de los VPH podrian presentar una especificidad
celular en donde la region reguladora del virus no se activa en tipos celulares
diferentes a los queratinocitos o células de carcinoma cervical. Nuestros
resultados mostraron la factibilidad de detectar actividad transcripcional en las
lineas celulares HaCaT y C33, mediadas a través de la actividad de los productos
de los genes reporteros Luciferasa y Renilla en las transfecciones independientes
(simples) de los vectores con las LCR 16, 18 y 58. Es cierto que la actividad
transcripcional de estos vectores no es muy fuerte, probablemente debido al
namero de vectores transfectados, sin embargo al comparar con los valores de los
vectores vacios, si se detectan valores aumentados de actividad generada por los
promotores estudiados. Para los préximos estudios nosotros proponemos llevar a
cabo ensayos con GFP los cuales seran analizados mediante citometria de flujo
para poder tener mayor evidencia de la eficiencia de la transfeccién en cada uno
de los ensayos. Mientras tanto y con los ensayos actuales nosotros registramos

la actividad transcripcional basal de cada una de las LCR y determinamos el
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efecto de las cotransfecciones sobre esta actividad basal. De manera muy
interesante, nuestros resultados mostraron que al cotransfectar la linea celular
HaCat con las LCR de VPH16 y 58, la actividad de la LCR16 incrementa de forma
significativa (p < 0.05) con respecto a su actividad basal. Es decir, la presencia de
la LCR de VPH58 incrementd 7 veces la actividad que la LCR16 presentd de
manera aislada en la linea celular HaCat. De forma similar, la combinacion de las
LCR de VPH16 y VPH18 en la linea celular C33, incrementé la actividad
transcripcional de la LCR16 en 1.6 veces, en relacion a su actividad
independiente. Sin embargo y de manera contraria, la actividad de la LCR de
VPH18 disminuy6 8.75 veces en presencia de la LCR de VPH16.

Estos resultados evidencian que una LCR si es capaz de afectar la actividad
transcripcional de otra dentro de un modelo in vitro de lesiones premalignas y
cancer invasor. El resultado de este trabajo podria asociarse a lo reportado por
Méndez y cols. (2005) en donde demostré que los individuos infectados con
VPH16 6 VPH18 tenian una probabilidad de 5-7 veces mayor de adquirir una
infeccion subsecuente con VPH58 que aquellos individuos no infectados con estos
tipos de VPH. También por su parte Fife y cols (2001) sugirieron que un VPH
adicional puede jugar un papel significativo en el desarrollo de las displasias y
considera como candidatos en cooperacion con el VPH16 a los VPH58, 51, 52 y
56. Aunque este evento pudiera tener multiples explicaciones, una de estas
podria ser que la presencia de un tipo viral promoviera la actividad transcripcional
de un segundo tipo viral y que esto se reflejara en una ventaja selectiva, de ahi
nuestra idea de que estos resultados podrian ser asociados con nuestro trabajo ya
gue mostramos un comportamiento que apoyan los resultados de Méndez y cols.
al proponer un sistema en donde un tipo de VPH (representado por nuestras LCR)
se esta potenciando o suprimiendo por la presencia del otro.

Sin embargo, con nuestro trabajo no podemos explicar el efecto potenciador
observado en la actividad transcripcional de la LCR del VPH 16 cuando es
cotransfectada con la LCR del VPH 58 o 18. No obstante, nosotros tenemos la
hipétesis de que esta situacion podria generarse debido a una competencia por
los factores iniciadores de la transcripcion, donde la union de los mismos pudiera

ser mas eficaz sobre la LCR de VPH16. Esta hipétesis concuerda con lo propuesto
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por McLauglin y Meyers (2004) y por Badaracco y cols. (2002) los cuales en su
estudio demostraron que el porcentaje episomal del genoma del VPH16
aumentaba cuando se encontraba en una coinfeccion con el VPH18 en
comparacion a la infeccion unica sugiriendo que el VPH16 es mas agresivo. Sin
embargo para verificar que el cambio en las actividades transcripcionales en las
cotransfecciones es debido a este fendmeno, es necesario complementar con
ensayos utilizando diferentes concentraciones y relaciones entre las distintas LCR
cotransfectadas mediante relaciones de concentracion de ADN de 1 a 2, 1 a 3 asi
sucesivamente para todas las combinaciones .

Por otra parte, nuestros resultados obtenidos de la actividad de la LCR del VPH18
mostraron un dato contrario al efecto observado para VPH16. En este caso, la
cotransfeccion con las LCR 16 y 18 afectd inversamente a la actividad de VPH18,
la cual disminuy6 en factor de 8.75 veces. En este caso lo que sugerimos es que
la LCR de VPH18 pudiera ser mas afin a factores represores como YY1, de
manera que por una parte pudiera secuestrar los factores YY1 de la LCR del
VPH16 y por otro lado, la unién de los factores YY1 a la LCR del VPH18 impidiera
la union de otros factores potenciadores, evitando la activacion de su actividad
transcripcional (Baucknecht et al.,1992). Esta situacion pudiera asemejarse a lo
descrito por Hardin (1960) en el “Principio Ecoldgico de Exclusién Competitiva”, el
cual dice que cuando organismos similares compiten por los mismos recursos en
la misma manera, el mas fecundo o virulento excluira al organismo menos
adecuado. Este principio ha sido demostrado que incluye a multiples tipos de virus
(Bremermann y Thieme,1989).

Nuestro estudio aborda un aspecto especifico de la posible interaccion entre las
LCR de distintos tipos de VPH, sin embargo para fortalecer los resultados seria
importante agregar otros experimentos que nos permitan confirmar que los
cambios en la transcripcion de las LCR es debido a las diferencias en los sitios de
unién de los factores de transcripcién y no a causa de variables generadas por el
modelo experimental elegido. Para asegurarnos que las diferencias en la actividad
transcripcional en las cotransfecciones no se generé debido a la cantidad de
plasmidos transfectados (mas plasmidos transfectados de un tipo de LCR que del
otro) es necesario realizar un PCR en tiempo real con ADN extraido de las células
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transfectadas. De esta manera se puede normalizar el nimero de plasmidos
tranfectados y contrastarlo con el valor de las unidades relativas de luz
permitiendo asegurar que el cambio en la actividad transcripcional es debido a la
presencia de otra LCR. También se deberian de identificar los factores
transcripcionales especificos que influyen en las variaciones de las actividades
transcripcionales observadas mediante un ensayo de cambio de la movilidad
electroforética (EMSA) para poder ver especificamente que factores son mas
afines a una LCR y ver si esta union se ve modificada en las cotransfecciones
cambiando el tipo (potenciadores o reguladores) y el nimero de factores de
transcripcion unidos. Ademas para asegurarnos que las unidades relativas de luz
registradas por la actividad de los genes reporteros no es influenciada debido a
efectos post transcripcionales se podria llevar a cabo un RT-PCR en tiempo real
utilizando ARN extraido de las transfecciones y poder tener un valor preciso de la
cantidad de transcritos generados por los genes reporteros.

Por otra parte, para entender de forma global el significado funcional de la
presencia de mas de un tipo de VPH en una célula, en los estudios futuros se
deberan de incluir otras interacciones como por ejemplo proteinas virales como
E2, E6 y E7, en conjunto con las distintas LCR de distintos genomas de VPH .

Con nuestros resultados concluimos que nuestro sistema puede ser utilizado para
mostrar un acercamiento al estudio sobre los efectos de las infecciones virales
multiples en las actividades transcripcionales de cada uno de los virus, como lo
mostramos en nuestro caso con el VPH. Asi mismo, se concluye que la actividad
transcripcional de una LCR de VPH afecta la actividad de otra en relacién a otro
tipo de VPH distinto.
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