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RESUMEN 

El virus dd papiloma humano (HPV) es el principal agente asociado al cáncer cervical (CaCu), el cual está 
presente en aproximadamente el 90% de los tumores del tacto la región cervkaL Se ha determinado que durante 
su desarrollo se producen alteraciones en las células epiteliales transformadas por HPV y en la respuesta inmune 
local montada por el organismo, por tal motivo y ante la magnitud del cáncer de cervix, varios estudios están 
enfocados al entendimiento de la respuesta inmune local del organismo contra las células tumorales y los 
mecanismos de evasión tumoral, con el fin de establecer estrategias para el tratamiento del CaCu. Recientemente 
hemos encontrado que en estadios avanzados del CaCu, se producen de manera local ciertas atocinas Th2 y 
proinflamatorías (IL-4, IL-10 y TGF-p) favoreciendo un estado de inmunosupresión local. Particularmente se ha 
determinado que la interleudna 10 es producida en las células epiteliales coBoatkas y su expresión es directamente 
proporcional al desarrollo del cáncer cervical inducida por papilomavirus. Estos resultados indican que existe una 
relación directa entre la presencia del HPV y la expresión de IL-10 en las células epiteliales del cervix, por lo que se 
propone que propone que algunas proteínas virales (E2, E6 y E7) pueden ser las responsables de regular la 
expresión de esta atocina. Así debido a la asociación entre la expresión de la IL-10 y la presencia del virus de 
papiloma humano en cáncer cervical, y a la presencia de un elemento de respuesta a la proteína E2 de 
papilomavirus en la región reguladora del gen de la IL-10, es probable que el virus sea capaz de regular la 
expresión de IL-10, por lo tanto el objetivo fue demostrar el papel del virus del papiloma humano en regular la 
expresión de la interleudna 10. Para lo cual se amplifico por PCR la región reguladora del gen de hlL-10, la cual se 
confirmó por un análisis de restricaón y por medio de secuenciación, el fragmento amplificado fue donado en el 
vector pGL-2, creando la construcción pGL-2/IL-10A. Adicionalmente se realizaron dos deleciones de tal región, la 
construcción pGL-2/IL-10B contiene toda la región amplificada sin el elemento de respuesta a la proteína E2 y la 
construcción pGL-2/lL-10C solo contiene los elementos de transcripción basal; estas construcciones fuero utilizadas 
para transfectar la línea celular C33-A y cotransféctar con el plasmido pCMV16E2, el cual expresa la proteína E2 de 
HPV 16. Se encontró una mayor expresión del gen de luciferasa en la construcción con la región reguladora 
completa en presentía de la proteína E2 de HPV 16, sin embargo, en las construcaones con las deleciones se 
registra una disminua'ón de la expresión del gen reportero en presencia de la proteína E2. La protana E2 de HPV 
31 fue purificada por medio de un sistema GST, esta se utilizó para realizar ensayos de electroforesis de movilidad 
retardada (EMSA), junto con oligonudeótidos específicos para: a) La proteína E2 presente en el LCR del genoma del 
HPV 16, b) La secuencia consenso de E2 para papilomavirus genitales y c) El elemento de respuesta a E2 presente 
en la región reguladora del gen de la hlL-10, y además usando extractos nucleares de las lineas celulares HeLa y 
C33-A. Los análisis de EMSA demuestran la formación de un complejo en todo los oligos con ambos extractos 
nucleares, aunque C33-A sea negativa a HPV, lo que sugiere a una nueva proteína nudear que reconoce e) 
elemento de respuesta a la proteína E2 y a se detecta en extractos nucleares de células C33-A negativas a 
papilomavirus. Al utilizar la proteína E2 purificada el complejo detectado es más pesado, lo que indka por una parte 
que la protana detectada anteriormente no es E2 y por otro lado que la proteína purificada es capaz de reconocer 
el elemento de respuesta a E2 presente en la región reguladora del gen de hlL-10. Con estos resultados se puede 
concluir que la proteína E2 de papilomavirus no solo es capaz de reconocer el elemento de respuesta a E2 de HPV 
presente en la región reguladora del gen de hlL-10, si no que también es capaz de transactivar al gen reportero, 
con lo que se demuestra que el virus del papiloma humano es el responsable de la inducción de la expresión de la 
interleudna 10 en cáncer cervical. Este mecanismo puede representar una alternativa de evasión de la respuesta 
inmune inducida por HPV para favorecer el proceso de cardnogénesis cervical. 



INTRODUCCION 

Los papilomavírus humano (HPV) son un grupo de virus pequeños de DNAde doble cadena, los cuales se 

ha demostrado que están asociados con la inducción de cáncer (Walboomers et al., 1999). Alrededor de 95 

genotipos de papitomavirus han sido secuendados y caracterizados (Chan et al., 1995), de los tipos descritos sólo 

algunos inducen lesiones profiferativas de epitelios o fibroepitelios de piel y mucosas en humanos y en una gran 

variedad de animales. 

Los papilomavírus humanos infectan epitelios estratificados queratinizados con una alta especificidad y 

están asociados con la aparición y persistencia de neoplasias benignas y malignas. B 90% de los tumores 

anogenítales contienen el genoma del HPV, principalmente los tipos 6,11,16,18, 31, 33 y 35; donde los más 

frecuentes son los tipos 16 y 18, por lo que es considerado al HPV, como un fuerte factor de riesgo en la inducción 

de lesiones precancerosas y del cáncer cervical (de Villiers, 1989 & Van Ranst et al., 1992). 

La infección por papilomavírus humano en células epiteliales escamosas, produce una serie de alteraciones 

celulares produciendo la transformación e inmortalizadón de la célula epitelial (Meanwell et al., 1987; Nasseri et al., 

1991; Schifman, 1992 & Chan et al., 1995). Así durante el desarrollo de la enfermedad se producen varios 

desordenes genéticos, en oncogenes (c-myc, ras) y antioncogenes (p53 y Rb), que favorecen la malignidad. 

Otro factor que está involucrado en la evolución del cáncer y que es de mucha importancia, es la expresión 

diferencial de las proteínas virales de HPV dependiente del programa de diferenciación de los keratinocitos (Crum et 

al., 1991 & Morris, 1994), de esta manera se plantea que la expresión de las proteínas virales, puede estar 

favorecidas por factores celulares y por sus propios mecanismos de regulación de la replicatíón y transcripción viral. 

Esto es apoyado por la existencia de secuencias en la región larga de control (LCR) de HPV, que pueden ser 

reconocidas por factores celulares y pueden actuar como activadores de la replicación viral, tales como: AP-1 (Chan 

et al., 1990), cEBP (Bauknecht et al., 1996), el receptor para glucocorticoides (Gloss et al., 1987), el receptor para 

progesterona (Chan et al., 1989), NF1 (Chong et al., 1990), NF-IL6 (Kyo et al., 1993)., Oct-1 (O'Connor & Bemard, 

1995), PEF-1 (Cuthill et al., 1993), TEF-1 (Ishiji et al., 1992), TEF-2 (Chong et al., 1991), Sp1 (Goss & Bemard, 

1990) y YY1(Dong et al., 1994 & May et al., 1994). Así la presencia de cada proteina en determinado 

espacio/tiempo en la célula epitelial, tendrá un efecto biológico distinto en cada estadio de la diferenciación celular. 

Adidonalmente, se ha determinado que varias proteínas vírales aparte de actuar sobre su propio genoma, 

tienen la capacidad de interactuar con proteínas y secuencias celulares favoreciendo el proceso carcinogénico. Tal 

es el caso de la expresión constitutiva de las oncoprotanas E6 y E7 en estadios avanzados del CaCU, las cuales 

interactúan con las proteínas celulares supresoras de tumor p53 Y Rb, controlando el cido celular (Scheffner et al., 



1994; Foster tí aL, 1994; Chen tí ai., 1995; Patrie et al., 1994 & Mi tí aL, 1993). Además estas oncoproteinas, 

recientemente se han caracterizado que pueden reconocer varías secuencias de genes celulares, por lo que se 

consideran como proteínas maestras en el proceso cardnogénico y como blanco para terapias contra cáncer. Tal 

vez la proteína de papitomavirus mejor caracterizada es la proteina E2, dada su importancia como regulador y 

transactivador de los genes vírales, reconociendo la secuencia consenso ACCNeGGí en el genoma viral (Kube et al., 

1995), además de su capacidad como activador facilitado por el extremo amino terminal y de esta manera puede 

¡nteractuar físicamente con factores celulares (p.e. Sp1) (ü tí al., 1991). Sin embargo, dependiendo de su 

inmunogenisldad tumoral y de la respuesta inmunológica efectiva que puedan generar estas proteínas, el sistema 

inmune establece una inmunovigilacia permanente controlando la progresión de la carcinogénesis, pero debido a la 

esporádica expresión de las proteínas virales, a la baja secreción y a su capacidad para ¡nteractuar con proteínas 

celulares, se generan varías vías de evasión a ta respuesta inmune antitumoral, inhabilitando a esta ultima para 

eliminar a la célula transformada y de esta manera puede seguir profiferando hasta producir un carcinoma cervical 

invasor. Por tal motivo, es importante conocer bs eventos moleculares, que se llevan a cabo en el micro ambiente 

tumoral para establecer estrategias para el control de la carcinogénesis. 

Recientemente hemos encontrado que en estadios avanzados del CaCU se producen (ocalmente ciertas 

citocinas Th2 y anti-inflamatorias (IL-4, IL-10 y TGF-B) favoreciendo un estado de inmunosupresión local. 

Particularmente se ha determinado que la IL-10 está presente en las células epiteliales coilociticas y su expresión es 

directamente proporciona] al desarrollo del cáncer cervical en presencia de HPV. Estos resultados indican que existe 

una relación directa entre la presencia de HPV y la expresión de IL-10 en las células epiteliales del cérvix, por lo que 

se proponen que algunas proteínas virales (principalmente E2) pueden ser las responsables de regular la expresión 

de dicha atocina. Esto es apoyado por la existencia de un elemento de respuesta a la proteína E2 de papikxnavirus 

presente en la posición 5'distal de la región reguladora del gen la IL-10 (Kube et al., 1995). Dicho mecanismo 

puede representar una alternativa de evasión de la respuesta inmune inducida por HPV para favorecer el proceso 

de carcinogénesis cervical. De esta manera se pueden establecer estrategias para modular o bloquear su expresión 

en diferentes estadios de la malignidad. 



ANTECEDENTES 

I. ASPECTOS GENERALES DEL CANCER CERVICAL 

El cáncer cervical es una de las enfermedades neoplaskas, que es considerada como la segunda causa de 

muerte relacionadas con cáncer en mujeres en el mundo; a pesar de ser una enfermedad que puede ser 

diagnosticada en forma temprana, persiste con una elevada incidencia y mortandad. Actualmente se estima una 

incidencia de 500 mil nuevos casos anuales (Boyle, 1997), de los cuales el 80% de los casos se presentan en 

países en desarrollo (Bosch et al., 1997). En México anualmente se registran más de 11 000 nuevos casos, con 

una tasa de mortalidad del 41%, la cual ha permanecido estable durante los últimos 20 años (Lazcano et al., 

1996), por lo que es considerada como un grave problema de salud pública. 

1.1). ASOCIACION DEL HPV CON CANCER CERVICAL 

El virus de papiloma humano (HPV) fue oficialmente declarado como un agente cardnogénico humano en 

1995 por la Organización Mundial de la Salud, después de dos décadas de estudios epidemiológicos en humanos y 

en modelos experimentales con animales en varios laboratorios del mundo (IARC/WH0,1995). Se ha determinado 

que aproximadamente el 93% de los tumores contienen el genoma de HPV (Bosch et al., 1995; Pfister, 1996 & 

Man, 1998), aunque existen reportes que indican que el 99.7% de los carcinomas invasor son positivos al HPV 

(Walboomers et al., 1999); sin embargo, estos reportes pueden estar sujetos a variaciones por el tipo de 

diagnóstico utilizado; por lo tanto para determinar un valor significativo, es necesario utilizar varios métodos de 

detección de HPV y una muestra representativa. Q método más sensible para detectar al HPV es por medio de la 

técnica reacción en cadena de la polimerasa (PCR), ya que detecta muy bajas copias del genoma del virus. 

Alternativamente el DNA de HPV puede ser analizado por dot blot, Southern blot o por captura de híbrido, los cuales 

detectan solo altas copias del virus (Berry & Palefsky, 1998). 

Aproximadamente 95 genotipos de papilomavims han sido identificados, de acuerdo a su homología de sus 

secuencias nucieotídicas de los genes L1 y E6, los cuales se han dividido en 5 supergrupos, siendo el subgrupo A 

de los papilomavirus humanos asociados a lesiones genitales el más extenso (Chan et al., 1995). Cerca de 70 tipos 

diferentes de HPV infectan solo tejidos mucocutaneos, y cada tipo tiene un particular tropismo para un tipo 

específico de tejido y no menos de 30 tipos han mostrado un alto tropismo por el tracto anogenital (Vemon et al., 

1995). Los tipos 6 y 11, se han clasificado como tipos vírales de "bajo riesgo" y están asociados con enfermedades 

benignas, incluyendo al condiloma acumulata o a las verrugas venéreas comunes. Los tipos de "alto riesgo" están 

asociados con lesiones intaepiteliales escamosas (US) de alto grado y con cáncer cervical. B HPV 16 es el tipo viral 

más frecuentemente detectado (50%), y junto al HPV 18 (14%) son detectados en el 64% de los casos. Los tipos 



31, 33, 35, 45, 51, 52 y 56 son considerados como de "riesgo ftermedo*, varios de estos genotipos son 

considerados de baja prevalenda (Bosdi et al., 1997; Berry & Palefsky, 1998). Sin embargo, la infección por HPV 

puede tener variaciones geográficas. Recientemente en un estudio con más de 1000 casos de pacientes con 

cáncer invasor en 22 países; se encontró una prevalenda del 93% de HPV, detectado por PCR, además de detectar 

25 tipos diferentes de HPVs, no encontrándose variaciones significativas en la positividad en todos los paisa. El 

HPV 16 fue el tipo más predominante, detectado en el 50% de las muestras; el HPV 18 en el 14%, el HPV 45 en el 

8% y el HPV 31 en el 5%. Se encontró una variadón geográfica significativa en la prevalenda de algunos tipos 

vírales comunes. El HPV 45 fue más aparente en el oeste de Africa, el HPV 39 y HPV 59, se encontró en América 

Central y del sur. En tumores de células escamosas, el HPV 16 fue el tipo predominante (51%), pero el HPV 18 fue 

predominante en adenocardnomas (56%) y en tumores adenoescamosos (39%) (Bosch et aL, 199). 

1.2). INFECCION DEL HPV EN CELULAS EPITELIALES 

Por lo general los virus de papiloma tienen tropismo por células epiteliales escamosas (piel y mucosas), 

produciendo la transformaaón e inmortalizadón del tejido (Zur Haussen, 1994). Las células blanco de la infecaón 

de HPV son los keratinocitos y el ciclo de vida viral depende del programa de diferendadón de estas células. Varios 

estudios sugieren que el HPV infecta solamente las células del estrato basa) (potenaalmente replicato) del 

epitelio queratinizado cervical, en donde en primera instancia el virus no se replica, y permanece en un estado de 

"latenda", y a medida que los keratinocitos se diferencian, el genoma viral se replica, transcribe sus proteínas 

vírales y forma sus viriones (Crum et al., 1991 & Monis, 1994). Así durante la infecaón viral productiva existe una 

cascada de expresión de genes de HPV que es seguida del programa de diferenciación del keratinoato; empezando 

en las células del epitelio suprabasal y culminando con la liberación de viriones de HPV en keratinocitos 

terminalmente diferenciados (Man S, 1998). Esto sugiere y es apoyado por evidencias hasta hoy conocidas, que 

factores celulares partiapan en la regulación del ado de vida viral, durante los diferentes estadios de la 

diferendadón del epitelio y durante el proceso de cardnogénesis (Crum et aL, 1991). 

Usualmente los cambios morfológicos ocasionados por la infección del HPV en células epiteliales, producen 

un reemplazo del epitelio escamoso, por una serie de anormalidades histopatológicas, conocidas como lesiones 

intraepiteliales escamosas (US) y neoplasías intaepitelíales cervicales (NICs), por las anormalidades otológicas de 

las células epiteliales, proliferación aberrante, alargamiento de núcleos, disminución de la reladón núdeo-citoplasma 

y disposición de la cromatina en los márgenes del núdeo, estas células son conoadas como coílocitos (Curm et al., 

1991; Berry & Palefsky, 1998). El sistema Bethesda clasifica a las lesiones cervicales en alto y bajo grado para 

unificar criterios otológicos (Figura 1), el cual combina él dagnóstico dínico y el histológico (Bethesda System, 

1998 & Yones, 1995). Correspondiendo un US de bajo grado (LUS) a un condHoma, disptasia media, coikwto y NIC 



I; encontraste un US de alto grado (HUS), comprende una cfisplasía moderada y severa, o un NIC II y III, carcinoma 

in s/tu, d cual es caracterizado por un aumento de células y mídeos atíptcos y una falta de diferenciación en la 

progresión de los nívdes superficiales dd epitelio. Cuando las células neoplásicas dd epitelio rebasa la membrana 

basal dd epitdio e invaden d tejido subyacente, se le considera como carcinoma invasor. B significado clínica entre 

LUS y HUS es la presencia de carcinoma invasor en HUS (Berry & Palefsky, 1998). 
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Figura 1: Representaaón de la infecdón de HPV 

El genoma del HPV generalmente se mantiene en forma extracromosomal como un episoma (elemento 

genético por si mismo replicado) en d keratinocito, pero frecuentemente es encontrado integrado dentro dd 

cromosoma humano, en tumores asociados al HPV. Los eventos moleculares y cdulares que dirigen a los cambios 

de inicio y persistencia de la infecdón en células epitdiales basales a un keratinocito transformado que dirige a la 

replicadón dd HPV, hasta ahora son pobremente entendidos. Se ha especulado que durante la transformaa'ón no 

solo la infección de HPV es la más importante, si no que genes cdulares o otros co-factores están involucrados en 

estos cambios de estados de formas vírales (Man S, 1998). Además se han encontrado formas vírales no 

infectantes en mujeres si anormalidades cervicales, y se calcula que dd 10 al 35% de las mujeres sin lesión cervical 

aparente, contienen d genoma del HPV, donde d virus no produce partículas infecaosas que pudieran destruir o 

modificar a la célula huésped (Morris et al., 1994; Burk et al., 1986 & Schiffman, 1992). 

En términos generales, las formas episomales virales pueden ser detectadas desde una lesión intraepcteíiai 

cervical de bajo grado (NIC I) hasta US de alto grado (NIC It y NIC III), sin embargo, en los casos de carcinoma 



invasor, d virus se integra al genoma cervical (Chan et aL, 1994). No obstante, mas del 50% de los carcinomas 

positivos a HPV 16, el virus se encuentra en forma episomal (Mearweü et aL, 1987 & Matsukura et aL, 1989). Por 

otra parte, se ha reportado que el 7% y el 36% de los casos de cáncer invasor, el DNA de HPV 16 está integrado y 

en forma episomal respectivamente (Matsukura et al, 1989 & Fuch et aL, 1989), por lo que se especula una 

posible coexistencia entre ambas formas* virales en carcinoma cervical de células escamosas (Kristiansen et al., 

1994 & Chen et al., 1994). Adidonalmente, se han reportado dobles y hasta triples infecciones por papfomavirus, 

por lo que se pueden encontrar formas integrales y episomales de diferentes tipos virales, la pregunta sería si en la 

misma célula. 

1.3). PROCESO DE TRANFORMACION POR HPV 

Gracias a los avances de la biología celular y molecular, se ha podido elucidar algunos de los mecanismos 

oncogénicos producidos por HPV. Se conoce que el proceso de transformación e inmortalización de la célula 

epitelial ocurre en estadios avanzados del cáncer cervical, debido a los efectos que lleva la integración del virus al 

genoma de la célula huésped. No se conoce con exactitud que es lo que pasa en los estadios iniciales del desarrollo 

del cáncer, en donde el virus se encuentra en forma episomal, y hasta hoy no se ha demostrado que exista un 

proceso de tansformación como tal, únicamente cambios morfológicos de la célula huésped (Escandón et al., 1992). 

Así el proceso de integración viral, produce una inestabilidad oomosómica y una proliferación celular, integrarse de 

1 a 600 copias del genoma viral por célula, que es relacionado con el proceso de transformación celular. 

Tres genes de HPV, E5, E6 y E7, son importantes para la transformación celular. Las proteínas E6 y E7 son 

expresadas en los estadios avanzados de la cardnogénesis. Ambas proteínas de HPV de alto riesgo (HPV 16 y 18) 

tienen actividades transformantes. La proteína E7 por si misma o cooperando con el producto del gen de E6 puede 

inmortalizar keratinodtos primarios, fibroblastos y células epiteliales (Baker et al., 1987; Serdan et al., 1991 & 

Wazer et al., 1995). La proteína E7 de HPV tiene homología con otras proteínas de virus de DNA tumorales, tales 

como la proteína E1A de adenovirus y el antígeno T largo de SV40; igualmente que estas oncoproteínas se unen a 

la proteína Rb supresor de tumores (Decaprio et al., 1988 & Dyson et al., 1989), o a miembros activos de la familia 

de Rb, e impiden que este represor de tumores se asocie con el cofactor transaipdonal celular E2F, el cual es 

responsable de la activación transaipáonal de los promotores de algunos oncogenes celulares (pe. myc y fos) 

(Alvarez & López, 1995). La proteína E6 se une al gen supresor de tumor p53, bloquea su función y lo marca para 

su degradación por la vía proteoTitica de ubiquitina (Scheffner et al., 1990 & Wemess, 1990). Los productos de los 

genes supresores de tumor son responsables de la regulación normal de la replicación del DNA, reparación y 

crecimiento celular, el incremento de la expresión de E6 y E7 a sido demostrado que en HUS produce descontrol de 

la proliferación celular. De esta manera, la célula es inducida a permanecer en un estado de división celular 



constante, con la cual hay posibilidad de que toda la maquearía de repticadón del DNA puede ser utilizada por el 

virus (Aivarez & López, 1995). Así la función de las oncoproteínas E6 y E7 son importantes en el cido de vida viral 

y parecen estar reiaa'onadas con la abolición de algunos mecanismos de la regulaaón celular y prinapalmente con 

el desarrollo de la transformaaón celular. Las proteínas E6 y E7 de HPVs de bajo riesgo, son menos eficientes en 

unirse a Rb y degradando a p53, asi'las interacaones de E6 y E7 con estos genes supresores de tumor 

correladona con sus efectos oncogénicos. 

Otra característica importante de las oncoproteínas de HPV, es su capacidad para modular la transaipdón 

viral y genes celulares; Apendice I (Morosov et al., 1994). Un blanco de la proteína E7 es el factor transcripáonal 

E2F. La transaipdón del factor E2F esta involucrado en la regulación de la expresión de múltiples genes asociados 

con la proliferación (Nevins, 1992). Una función crucial de Rb es la inhibición de estos genes asociados a la 

proliferaaón por la unión a E2F. E7 de HPV 16 se une a Rb, destruye el complejo E2F/Rb, bloqueando la expresión 

de Rb y activa a E2F. La proteína E6 de HPV 16, ha sido demostrado que estimula la transcnpdón de una variedad 

de promotores de genes celulares y vírales (Desaintes et al., 1992 & Morosov et al., 1994). Sin embargo, un 

elemento responsable para la transactivadón mediada por E6 no ha sido identificado (Desaintes et al., 1992). La 

proteína E5 incrementa la actividad de la protein kinasa activadas por mitógeno y podría además activar la 

transcnpdón de E6 y E7. E6 y E7 son necesarios, pero no sufidentes para mantener el fenotipo maligno, pero 

eventos que inducen la producaón de p16 inhibidor de protein kinasas dependientes de ddinas, incrementan la 

expresión de fos o disminuyen los niveles del inhibidor de fos, (Fra-a), estos eventos podrían predisponer al epitelio 

cervical a la transformaaón maligna por HPV; Apendice I (zur Hausen). 

II). ORGANIZACION Y REGULACION GENETICA DE LOS PAPILOMAVIRUS 

2.1). BIOLOGIA MOLECULAR DE LOS PAPILOMAVIRUS 

Aunque los papilomavirus despliegan una gran diversidad, su organización genómica es bastante 

conservada. Todos se componen de una molécula de DNA arcular de doble cadena de aproximadamente 8000 

pares de bases (pb), compactada con protanas historias, formando nudeosomas y encapsulados en viriones 

icosaédricos con 72 capsómeros hechos de 2 proteínas estructurales y sin poseer envoltura (Chow et al., 1987). Q 

genoma viral esta estructurado en tres regiones: Una región no codificante, de aproximadamente 800 pb, conoada 

como región larga de control (LCR), la cual contiene varios elementos reguladores de la transaipdón viral (Aivarez 

& López, 1995 & Taja-Chayeb et al., 1996). Dos regiones codificantes, las cuales contienen 7 genes de 

transcnpdón temprana (E), que codifica para proteínas involucradas en la replicadón (E1), transcnpdón (E2), en 

ensamble de viriones (E4), y en la transformación e inmortafización celular (E5, E6 y E7), además de dos genes de 



transcripción tardía (L) que codifican para proteínas de 

Cheffner et al., 1994). 

capside viral (L1 y L2), Figura 2 (Chow et al., 1987 & 
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Figura 2: Representación esquemática de la organización 
genómica de HPV16 y proteínas virales. 

El genoma de los papOomavirus es transcrito como una compleja unidad transcripdonal larga, con múltiples 

promotores, dos sitios de poly A (temprana y tardía) y spttcíng alternativos, como resultado existen múltiples 

oportunidades de regulación post-transdpdonal de la expresión génica de papOomavirus. En tumores y en líneas 

celulares que contienen el DNA de HPV 16, el genoma viral esta activamente transcrito (Schwarz et al., 1985 & Yee 

et al., 1985), revelando varios RNAm policistrónicos putativos que son generados por splicing alternativos para 

codificar los productos de genes tempranos y tardíos (Doorbar et al., 1990; RohHs et al., 1991; Sherman et al., 

1992; Sherman & Alloul, 1992). 

El promotor viral p97, localizado río arriba del marco de lectura abierta (ORF) de E6, es el principal 

promotor temprano de los transcritos que son iniciados (Higgins et al., 1992; Bohm et al., 1993 & Nilson et al., 

1996). Los principales RNAm generados por este promotor temprano, contienen los ORFs de los genes involucrados 

en la transformación E6 y E7, incluyendo la forma larga de E6 y los ORFs de splicing alternativo E6I (226-2109) y 

E61I (226-526) (Smotkin et al., 1989). Los ORFs de E6 y E7 son procesados a varios ORFs 3' río abeyo vía 3 sitios 

de splicing alternativos en 880-3357,800-2708 y 880-2581 (Doorbar et al., 1990; Nasseri et al., 1991; Rohffs et 

al., 1991; Sherman & Alloul, 1992). Adicional mente especies de RNAm cortos inician en el promotor p97, incluyendo 

los transcritos E6III y E6IV, en los cuales en la posición N-terminal de ORF de E6 son juntados a la secuencia fuera 

del marco con los ORFs de E4 (226-3357) y E1 (226-2708) (Doorbar et al, 1990; Sherman & Alloul, 1992). Sin 

embargo, poco se conoce de la capacidad traduccional de estos transcritos de HPV. 

El HPV 16 expresa una gran variedad de splicing alternativos de RNAm, conteniendo el ORF completo de la 

proteína reguladora de la transcripción E2 (Sherman & Allol, 1992), los transcritos de E2 convenzan en el promotor 



p97 y contienen rmíttiples marcos de lectura abierta de E2. B ORF de E2 esta conectado a varios ORFs 5' TÍO arriba 

vía sitios alternativos en 880-2708,880-2581 y 226-2708, representados como RNAm y estos tipos de RNAm son 

más abundantes en las líneas celulares y tumores que contienen el genoma de HPV 16 (Sherman et al, 1992; 

Sherman & Alloul, 1992). 

2.2). PROTEINAS DE TRANSCRIPCION TEMPRANA 

Dentro de la región de transcripción temprana, se localizan varios marcos de lectura abierta que codifican 

para varias proteínas vírales, y su expresión esta controlada principalmente por el promotor temprano, localizado en 

la región larga de control (LCR) (Alvarez et al., 1995), y se ha demostrado que para el caso de los genes de E6 y 

E7 se localizan dos promotores adicionales dentro de las regiones E6-E7 de HPV 6 y HPV 11. B promotor P1 

puede inducir la transcripción de ambos genes (E6 y E7), y el promotor P2, solo dirige la transcripción de E7 (Iftner 

et al., 1992). Los transcritos derivados del promotor temprano codifican para los productos virales E6, E7, E1, E2, 

E4 y E5, que son procesados por medio de un proceso de escisión y empalme diferencial para obtener la expresión 

de las proteínas individuales (Chow., 1987). 

PROTEINA VIRAL E1 

La proteína E1 de los papílomavims es la proteína "¡niciador" para la repficación del DNA viral y ésta juega 

un papel crítico en mantener al genoma viral como un episoma durante el ádo de vida viral. El muestra algunas 

similitudes en secuencia y estructura con los antígenos iniciadores T largo del virus SV40 y del polyomavirus 

(Cleartant & Seif, 1984), además sus propiedades son consistentes con su papel como una proteína iniciadora de la 

replicación. En BPV, E1 es una fosfoproteína nudear con actividades de ATPase y DNA heficasa (Bream., 1993). 

Además E1, es requerida por el trans-actvador E2 viral en su forma completa hece mas eficiente la 

iniciación de la replicaaón del DNA viral in mo. E1 y E2 forman un complejo en soludón, d cual se une con alta 

afinidad y espedfiádad al origen de replicación, que contiene varios sitios de unión para ambas proteínas. Así, parte 

de las funciones de E2, es estimular la unión de E1 al origen de replicaaón. Además E2, suprime no 

específicamente, la iniciación de la replicación por E1 in vitro. En esta vía E2 actúa como un factor específico en 

promover la replicaaón dependiente dd origen. B complejo de iniciación origen:E1:E2t este puede ser inactivado 

por la iniaadón de la replicación y puede servir como un verificador dd complejo de replicación activo. En un 

proceso de bajá actividad, E2 es liberado dd complejo y moléculas adidonales de E1 entran y oligomerizan d origen 

en el DNA. Este complejo activo E1 :DNA, en conjunto con la maquinaría de replicaaón de la célula huésped, produce 

una fusión en el origen dd DNA, seguido por la inidadón de nueva síntesis de hebras de DNA. 



Además de los requerimientos para la repücadón del DNA viral, E1 esta involucrado en la regulación de la 

transcripción y transformación viral. Presumiblemente, debido a la interacción con E2¡ E1 modula la capacidad de E2 

para activar ciertos promotores vírales. En BPV, E1 regula negativamente ta activación del promotor temprano 

mayor por E2 (Le Moal et al., 1994 & Sandler., 1993) y este mecanismo puede ser el responsable de la supresión 

de la transformación por E1 (Lambert et'al., 1988; Schiller et aL, 1989; Vande Poi et al., 1995 & Zemlo et al., 

1994). Adi clonalmente, E1 ejerce efectos directos sobre el cido de vida de la célula huésped (Belyavskyi et aL, 

1994 ít Belyavskyi et al., 1996). 

El gen E1 es el gen que esta mas conservado entre todos los papilomavinis (Oertant & Seif., 1984;Lusky& 

Fontane., 1991). Los productos del gen El de los diferentes papilomavirus, se predice que tienen similitud en 

estructura y fundón. El ORF de E1 de BPV-1 codifica para dos productos génicos expresados en células 

transformadas con BPV controlados por el promotor temprano mayor, P89. El producto completo del ORF de E1 es 

una fosfoproteína nudear de 68 a 72 kDa (Blitz et al., 1991; Santucd et al, 1990 & Sun et al., 1990). Esta 

proteína es requerida para la replicadón del DNA virai. Una proteína más pequeña, determinada corno E1-M, es 

codificada por un transcrito procesado, el cual está fusionado del tercer extremo 5' del ORF de E1 con un 

procesamiento de 1235A3225 a 14 aminoáddos de un exon río arriba. El-M es una fosfoproteína de 23 kDa 

(Thorner et al., 1988), ésta fue inidalmente descrita como un regulador negativo de la replicadón el cual es 

requerida para estabilizar la replicadón del DNA viral plasmídko (Lusky & Fontane, 1986), sin embargo 

actualmente se a determinado que E1-M no es esenaal para la replicadón plasmíáca en células transformadas con 

BPV-1 (Hubert & Lambert, 1993). Esta proteína posiblemente juega un papel importante en la amplificación del DNA 

viral durante la fase vegetativa de la Infección de BPV 1. 

Varios papilomavirus humanos expresan transcritos similares a la proteina E1-M. Uno de estos transcritos 

es codificado por el HPV 11, una protana que contiene la cuarta parte amino terminal del ORF de El fusionado al 

dominio de unión a DNA carboxilo terminal de E2 (Chiang et al., 1991). La expresión de este producto gènico en 

ensayos de cultivos de tejidos produce la represión de la trancripción y replicadón del DNA de papilomavirus (Chiang 

et al., 1991 ). Además se han identificado 5 residuos de la región NH2-terminal de E1 fusionado con la proteina E4, 

sin embargo no se conoce su función. 

PROTEINA VIRAL E2 

El ORF E2 de papilomavirus animal y humano codifica para una proteína de transcripción temprana que es 

crítica para la replicadón del DNA (Chiang et al., 1992; Del Vecchio et al., 1992; Ustav & Stenlund., 1991 ; Winokur 



& McBride, 1992), y para la regulación transoipdonal de los genes virales durante la infección (DiMaio, 1991 & 

Turek, 1994). 

En papflomavirus bovino tipo 1 (BPV-1), el producto completo del gen E2 codffica para una proteína de 48-

kDa, la cual es un fuerte transactivador (Grí & Yaniv, 1988; Haugen et aL, 1987 & Spalholz et al., 1985), y su 

transcripción es controlada por d promotor temprano, P89 o P2, localizado inmedutamente río arriba de la región 

viral E6-E7 (Haugen et al., 1987 & Spalholz et al., 1987), aunque se han identificado otros promotores virales 

(Turek, 1994). B transactivador E2 tiene un dominio de transactivación trascripcional N-terminal, y un dominio de 

dimerización de unión a DNA C-terminal (DBD), conectado por una región de bisagra central (Haugen et al., 1988 & 

McBride et al.,. 1989). Le DBD de E2 reconoce d motif ACC(Ke)G6T o GTT (sitio E2); dos sitios E2 o más, funcionan 

cooperativamente como fuertes potenciadores. La activación de E2 de BPV-1 depende de la cooperación de 

proteínas cdulares, tales como Sp1 (Forsberg & Westin, 1991; HametaL, 1991 SLietal., 1991). 

En contraste d transactivador E2 de BPV-1, la función dd producto completo dd gen E2 de HPV16 o de 

HPVs genitales. Ambos genes contienen una similitud en los dominios de transactivación y de unión a DNA (Baker, 

1987 & Giri & Yaniv, 1988), sin embargo se ha observado que ambas protdnas virales (de HPV y BPV) tienen 

distinta actividad. La expresión de vectores que contienen al gen de E2 de HPVs genitales pueden transactivar 

clonas con genes reporteros que contienen sitios E2, en contraste con una baja expresión de E2 de BPV (Cripe et 

al., 1987; Hirochika et al., 1988 & Phdps & Howley, 1987) 

PROTEINA VIRAL E4 

En verrugas inducidas por HPV-1, cerca del 95% de los transcritos vírales inician en d promotor temprano 

localizado dentro del gen E7, d cual es dependiente dd programa de diferenciación cdular (Palermo et al., 1990), 

estos transcritos son originados de un procesamiento único, en d cual se une d extremo 5* de El (16 nudeótidos) 

al ORF de E4. Este RNAm codifica para d producto del gen primario E4E1 (E4), la cual es una protdna dtopfásmica 

muy abundante de 17 kDa (Doorbar et al., 1986 & Breitburt et al., 1987). Un rompimiento en d extremo N-terminal 

de la proteína, libera varias especies de protdnas pequeñas 16 K (-15 aa), 11 Ky 10 K (-59 aa) (Doorbar et al., 

1988 & Roberts et al., 1994); además se observan formas diméricas y complejos muttimericos de alto orden de la 

protdna, requiriendo d extremo C-terminal. En verrugas inducidas por HPV 1, la expresión de E4 coincide con d 

comienzo de la replicadón dd DNA viral en estado vegetativo, ocurriendo en las células basales de la membrana 

epitelial (Doorbar et al., 1986; Breitburd et al., 1987 & Doorbar et al., 1996), y en d caso de HPV específicos de 

mucosas, la replicadón ocurre en las capas más superficiales de la membrana basal (Crum et al., 1990; Brown et 

al., 1991& Doorbar et al, 1992). Sin embargo, se observan espedes de E4 derivadas de la protdna completa 



durante la diferenciación (Brertburd et al., 1987 & Doorbar et al, 1988). Además se ha demostrado que la proteína 

E4 es fbsfórilada en vivo (Breitburd et aL, 1987 & Grand et al.., 1989) y puede unirse a Zinc (Roberts et al, 1994). 

Una característica importante de ciertas proteínas E4t es su capacidad para agregarse en granulos de 

inclusión dentro del citoplasma y el núdeo (Breitburd et al., 1987 & Doorbar et al., 1989). Este tipo de inclusiones 

son más notorias en lesiones cutáneas y* su apariencia depende del tipo de HPV (Croissant et al., 1985; Egawa, 

1994 & Egawa et al., 1993). Esta capacidad de inclusión se ha observado en HPV 1,2 y 4 (Doorbar et al., 1989), 

sin embargo, no se ha determinado la composición exacta de estas estructuras. Este tipo de estructuras se han 

reproducido en ensayos de expresión de E4 de HPV 1 in vitro en células VX2R (Rogel et al., 1992 & Rogel et al., 

1993), además se a calculado que los niveles de expresión de E4 fluyen del 20 al 30% de proteína celular en 

verrugas inducidas por HPV 1 (Doorbar et al., 1986 & Breitburd et al., 1987). En tipos de HPV específicos de 

mucosas (HPV 6 y 16), no se observan las inclusiones, debido a los bajos niveles de E4 (Crum et al., 1990; Brown 

et al., 1991; Brown et al., 1994; Doorbar et al., 1992; Brown et al., 1988; Brown et al., 1992; Tomita et al., 1991; 

Pray & Laimins, 1995). 

La mayoría de la proteína E4 en tumores inducidos por HPV-1, se presenta como complejos citoplasmicos 

solubles, en su mayoría multímeros (Breitburd et al., 1987 & Doorbar et al., 1996). La expresión in vitro en líneas 

celulares epiteliales, la proteína E4 de HPV 1 y HPV 16, se asocia con los filamentos intermedios de keratina y E4 de 

HPV 16 puede producir el colapso de los mismos (Roberts et al., 1993 & Doorbar et al., 1991); y la secuencia 

MADXXA N-terminal y el duster de leuana (LLXLL) son las responsables de la actividad de asociadón a las keratinas 

(Roberts et al., 1994 & Rogel et al., 1992). El proceso de colapso de las keratinas se ha observado ampliamente 

en epitelios keratinizados infectados por HPV 16 (Steríing et al., 1993); y por otro lado se ha especulado que esta 

asociación puede requerir proteínas celulares adiaonales o moduladoras involucradas en los eventos de 

modificación pos-traducaonal (Roberts et al., 1994; Doorbart et al., 1996; Rogel et al., 1992 & Rogel et al., 1993). 

La asodadón de E4 con keratinas sugiere que el virus incrementa la fragilidad de la célula infectada (Doorbar et al., 

1991) y de esta manera se relaciona con eventos tales como el procesamiento del RNA, con las señales de 

traducaón, degradaaón de proteínas y la díferendación celular (Doorbar, 1996). 

B papel de E4 en el ado de vida viral, se ha especulado a causa de dificultades del mimetismo de la 

proteína en la infecaón productiva in vitro. En verrugas, los niveles de expresión de E4 son relacionados con las 

proteínas de la capside viral (Crum et al., 1990; Brown et al., 1994; Doorbar et al., 1989 & Brown et al., 1988) en 

las capas superiores epiteliales, ya que E4 y L1 son expresadas por un mismo mensajero biastrórico (Palermo et 

al., 1990; Nasseri et al., 1987; Chow et al., 1987 & Hummd et al., 1992). Alternativamente, E4 puede interferir con 

la díferendación normal celular de acuerdo con las necesidades de la síntesis del DNA viral. E4 puede interactuar 



con proteínas de "muerte celular * (Rogel et al., 1993) o puede bloquear la traducción de las proteínas del huésped 

(Doorbar et al., 1996). 

PR0TE1NA VIRAL E5 

El ORF de E5 de HPVs que infectan mucosas, es muy similar al de BPV1, ambos están localizados río abajo 

del ORF de E2, el cual codifica para una proteína altamente hídrofóbica, asociada a la membrana y con funciones 

transformantes. Sin embargo, la secuencia de ambas protanas (HPV y BPV 1) son muy diferentes, solo se ha 

observado una homología en el residuo de prolina que producen el giro de la hélice y en algunos residuos de la 

región hídrofóbica (Chen & Mounts, 1989). E5 de HPVs al igual que la proteína E5 de BPV forma tres segmentos 

trans-membranales (Bubb et aJ., 1988), pudiéndose asociar a varías membranas celulares, tales como: al retículo 

endoplasmico, al aparato de golgi y se ha visto asociada a la membrana nuclear (Corvad et al., 1994). La región C-

terminal de E5 de BPV 1, es la más importante para sus funciones biológicas, pero no lo es para E5 de HPVs. E5 de 

HPV está pobremente conservada, solo algunos residuos pueden alinearse. 

Debido a la falta de conservación entre las proteínas de papílomavirus, se han visto varías funciones muy 

similares entre ellas, particularmente entre E5a de HPV 16/HPV 11 y E5a de RhPV-1. Todas las proteínas de 

papilomavirus se asocian a membrana y E5 de HPV 15 y BPV 1 pueden formar homodímeros (Kell et al., 1994). 

Experímentalmente todas las proteínas son capaces de transformar fibroblastos de roedores (Chen et al., 1990; 

Chen et al., 1995; Conrad et al., 1994; Leechanachai et aL, 1992; Leptak et a., 1991; Ostro* et al., 1993; Pim et 

al., 1992 & Straight et al., 1993). Además, todas las protanas E5 de HPV, excepto Ea RhPV-forman un complejo de 

16K (Chen et al., 1995; Conrad et al., 1993; Kell et al., 1994 & Valle & Bank, 1995) y pueden unirse a varios 

receptores de factores de crecimiento (Conrad et al., 1994 & Hwang et al., 1995). E5 de BPV 1 y HPV 16, son 

capaces de afectar el procesamiento de EGF-R (Strayght et al., 1993 & Waters et al., 1992). La E5 de BPV 1 y Ea 

de RhPV 1 pueden cooperar con ras para transformar células epiteliales primarías de roedor y células de riñon de 

rata (Ostrow et al., 1993). 

Se ha demostrado que E5 coopera con E7 de HPV 16 para transformar células primarias de roedores 

(Bouvard et al., 1994), y coopera con EGF para incrementar los niveles de expresión de c-fos y c-jun en células 3T3 

(Leechanachai et al., 1992), y parece correlacionar con la actividad aumentada del enhancer viral (Bouvard et al., 

1994); además incrementa la actividad de MAP kinasas, con o sin la estimulación celular por EGF (Gu & 

Matlashewski, 1995), e interfiere con la comunicación celular vía uniones Gap y correlaciona con la desfbsforílación 

de la conexina 43 (Oelze et al., 1995). 



PROTEINA VIRAL E6 

La proteina E6 es una proteina nudear básica y átoplásmica de aproximadamente 18 kDa (Androphy et al., 

1987). Contiene cuatro cisteinas alrededor de un átomo de Zn+2 formando un dedo de zinc, requeridas para todas 

las fundones de la proteina (Figura 3). Muchos papüomavirus contienen varios ATGs repetidos (tandem), de los 

cuales sólo el segundo (forman 151 aa1 s) principalmente es el sitio de inicio de la transcrípdón (Androphy et al., 

1987; Barbosa et al., 1988 & Neary & DiMaio, 1989). Una proteina de 158 aminoácidos puede ser generada de 

HPV 16 in vitro y probablemente h vivo. E6 es una proteína altamente variable, que contienen pocos motifs 

conservados o invariantes (Foster et al., 1994). 
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Rgura 3: Proteína E6 de HPV 16. Secuencia alineada formando los dedos de Zinc entre los residuos de dsteína. 

La transcrípdón de E6 y E7 es negativamente afectada por la sobreexpresión de E2. Adicionalmente la 

regulaaón es seguida por un sitio donador procesado en algunos tipos que producen formas de E6 truncadas, 

denotadas como E6I, E6II y E6III (Sedman et al., 1991; Schneider et al., 1986; Smotkin et al., 1989; ConeTissen et 

al., 1990; Snijders et al., 1992; Hsu et al., 1993; Shirasawa et al.,1994 & Sherman et al., 1992). El significado de 

los fragmentos proteínicos generados de esos transcritos producen varios cuestionamientos, así Shirasawa propone 

que E6I puede servir como transactivador (Shirasawa et al., 1994). Debido a las actividades de unión a DNA de E6 

no se han observado en las proteínas truncadas, así otras actividades se han sugerido para tales fragmentos 

proteínicos, pudiendo servir como un balance a favor del transactivador E7 (Sedman et al.t 1991). Otra posibilidad, 

que no es muy dara, es la partidpaáón de los patrones de spTiang alternativos en la progresión del tumor; además 

se han reportado niveles incrementados de RNAm de E6 y E7 en formas vírales integrales (Jeon & Lambert, 1995). 

Alternativamente se plantea un posible fusión protéica entre E6-E7 (Scheffner et al., 1992 & Jareborg et al., 1992). 



La proteína E6 es considerada como una proteína multifactorial por varias razones: Primeramente, es 

transactivador transcripáonal o coactivador (Sedman et al., 1991 & Lamberto' et aL, 1990), debido a que es capaz 

de transactivar heterologamente al promotor E2 del adenovirus (Desaintes «t al., 1992); el LTR de MMLV y el 

promotor temprano de CMV, además E6 actúa como un represor transcripcional (Etscheid et al, 1994). Este tipo de 

actividades, se ha observado en papilomávirus de alto riesgo (16 y 18) y de bajo riesgo (6 y 11), sin la unión o 

degradación de p53; de la misma manera E6 en estos dos grupos de papilomas interaccionan con las regiones 

reguladoras río arriba vírales (Mallon et al., 1987 & Imai et al., 1989). B papel transactivador trancrípcional de E6 

puede ser acoplado a su capacidad de transformación e inmortalizaron celular; los papilomavirus de bajo riesgo 

pueden transactivar pero no tienen la capacidad de transformación (Barbosa et al., 1991). 

E6 tienen la capacidad de unirse a protanas celulares (Tabla I), particularmente a E6AP y E6BP, de esta 

manera influye en la modulación del proceso celular normal. El complejo E6-E6AP puede unirse in vitro a p53 

(Huibregtse et al., 1993) o a E6BP (Chen et al., 1995). La desregulación de las funciones supresoras de 

crecimiento de p53 se han observado en algunos experimentos independientes de la degradación de p53 por E6 

(Lechner et al., 1994; Lechner & Laimins, 1994). Sin embargo, los niveles de E6 no siempre correlacionan con la 

magnitud de sus efectos. Además, se a reportado que E6 puede unirse a proteínas células con actividad de kinasa 

(Keen et al., 1995). 

La degradación de p53 por E6 es ampliamente conocido (Scheffner et al., 1990; Hubbert et al., 1992; 

Band et al., 1993; Foster et al., 1994 & Scheffner et al., 1994), este proceso requiere el complejo temario E6, E6AP 

(Scheffner et al., 1994). Además se ha demostrado que los HPVs de bajo riesgo, tales como HPV 6 y 11, no son 

capaces de degradar a p53. 

Tabla I: PROTEINAS QUE INTERACTUAN CON E6 DE HPV 

Proteína Función Acción Interacción con E6 

P53 Supresor de tumor En respuesta a daño de DNA Degradación de p53, en presencia de 
E6AP 
Degradación de p53 
Desconocida 
Disrrupaón de las fibras de actina h wo 
y los complejos entre paraxttn y 
wicufina 
Rompe los complejos entre hDLfi y APC 
in vitro 

E6AP Ligada a ubiquitina Degradación de proteínas 
E6BP Protema de unión a Ca2 Differendadón celular? 
Paradaxina Proteína de adhesión focal Contacto de célula-célula 

hDLG Supresor de tumor Contacto célula-célula 

Kubbutat & Vousden. 1988 



Los HPVs de alto riesgo son capaces de inducir la immortafización de células en cultivos primarios, y E6 de 

HPVs de bajo riesgo aumenta la capacidad de E7 en la ¡mortal izadón celular. Ciertas proteínas de papilomavirus, 

tales como E6 y E7 de HPV 6, tienen baja actividad de ¡nmortafizaaón, pero esta actividad está aumentada en E6 y 

E7 de HPV16 (Halbert et al., 1992). Independiente de p53 o E7, E6 puede transformar células NIH 3T3 en cultivo, 

dependiente del complejo E6BP. Además, algunas proteínas de E6 tienen propiedades oncogénicas sin la 

interacción con p53 (Chen et al, 1995). 

PROTEINA VIRAL E7 

La expresión de las proteínas E6 y E7 de papilomavirus de alto riesgo, inducen la transformadón e 

inmortalízación de una variedad de células de roedor y en keratinocitos primarios humanos (Vousden KH, 1991; 

Hawley-Nelson et al., 1989 & Munger et al., 1989), y además son requeridas para mantener un fenotipo 

transformante en líneas celulares de carcinoma cervical (Baker et al., 1987). Las funciones de ambas proteínas 

parecen intervenir en el control del mkroambiente celular favoreciendo la repllcadón del genoma viral, vía activación 

transcripcional y la inducción de la síntesis del DNA, además de la inhibición de la diferenciación celular y la 

promodón del creamiento celular (zur Hausen & de Villiers, 1994). 

Particularmente, en estudios m vitro se han identificado varias propiedades biológicas de E7 de HPV-16, 

donde las más relevantes son las funciones de inmortalización y transformadón, sola o cooperando con ras o con 

E6 de HPV-16, en una gran variedad de células de cultivo y en líneas celulares; además de la unión y la 

defosforíladón de la proteina retinobiastoma (pRb) y a otras" proteínas poket" induyendo p107 y p130 (Phelps et 

al., 1988; Patrick et al., 1994 & Wu et al., 1993). La susceptibilidad a la fosforilación por la caseína kinasa II, la 

unión a zinc (Dyson et al, 1989; Roth et al., 1992 & Phelps et al. 1988), la inducción a la síntesis del DNA (Rawts et 

al., 1990 & Watanabe et al., 1992), la transactivadón del promotor de E2 de Ad (Phelps et al., 1988 & Phelps et al., » 

1991) y de otros promotores vírales y celulares por una secuenaa, induyendo el elemento de respuesta E2F de 

pRb (Hecketal., 1992 & Munger et al., 1991), y la formaaón de otros complejos con proteínas celulares induyendo 

el complejo factor transcripcional E2F y la cidina A (Arroyo et aL, 1993; Chellappan et al., 1992 & Pagano et al., 

1992), son otras de las fundones biológicas de E7. Además de la supresión de TGF-p induddo por el arresto 

celular en G1 y la represión del promotor de c-myc (Pietenpol et al., 1990; Munger & Yee, 1991); localizaaón 

nuclear (Fujikawa et al., 1994); multimerización (Qements et al., 1995; Mdntyre et al., 1993 & Zwerschke et al., 

1996); el bloqueo de señales de creamiento celular (Vousden, 1993; Demers et al., 1994; Hickman et al., 1994; 

Slebos et al., 1994; Hickman et al., 1997; Jones & Munger, 1997; Morozov et al., 1997 & Ruesch & Laimins, 1997); 

la interacdón y la inactivación de las kínasas dependientes de delinas (Jones et al., 1997 & Funk et al., 1997); la 

desestabilización de pRB y inestabizaaón de p53 y la interacción con otras proteínas celulares, tales como TBP y 



TAF-110 (Mazzarelli et al., 1995; Masslmi et al, 1996 & Phillips & Vousden, 1997) forman parte de las funciones de 

E7 detectadas en modelos experimentales. Varias de estas propiedades y de otras proteínas virales, 

específicamente E1A y el antigeno T largo de SV40 (Mora & Mathews, 1987) tienen secuencias muy similares en 

ciertas regiones identificadas y concuerdan con sus propiedades biológicas. 

2.3). PROTEINAS DE LA CAPSIDE VIRAL (L1Y12) 

Los vi nones de los papilomavirus contienen al menos dos proteínas virales, una proteína mayor (L1) con 

un peso molecular aproximado de 55 kDa, y una proteína menor (L2) de aproximadamente de 75 kDa. El tamaño 

de las proteínas L1 y L2 varían entre los papilomavirus, pero ambos constan de 500 aminoácidos de longitud. Los 

viriones se ha reportado que contienen 10 veces más protana L1 que L2 (Orth G et al., 199 ); a pesar de que 

existe menor cantidad de proteína L2, hay evidencias que sugieren que los anticuerpos reconocen esta protana 

como componente estructural de la capside viral (Hagensee et al., 1993 & kimbauer et al., 1993). 

Debido a la existencia de un codon de iniciación presente en los ORFs que codifica para proteínas de la 

capside de algunos genotipos de papilomavirus, predeterminaría una secuencia N-terminal conservada, sin 

embargo, sólo se presenta una conservación parcial. En la posición C-terminal de la proteína L1 se localizan señales 

de localización nuclear (Zhou et al., 1993), la cual es muy similar a la presente en la proteina L2. En HPV 16 la 

proteína L1 es glicosilada en sistemas de expresión; y existen evidencias que la gficosilación esta ausente en la 

protana L2 (Zhou et al., 1993 & XI et al., 1993). La glucosiladón sirve para el ensamble de los viriones. En el 

sistema de vacdnia, la proteína L1 incorporada dentro de la capside en HPV 16 no esta glicosilada (Zhou et al., 

1993), y en sistemas de purificadón de viriones la proteína obtenida contiene pocas cantidades de L1 glicosilada 

(Larsen et al., 1987). Ambas proteínas U y L2 en HPV 16 son fosfóriladas cuando son expresadas en sistemas de 

baculovirus (Xí et al., 1993). 

En imágenes reconstituidas en tres-dimenciones de micrógrafias electrónicas de muestras deshidratadas 

congeladas, se ha podido elucidar la architectura básica de las capsides de los PV (Hagensee et al., 1994). La 

capside es un enrejado icosahedro (T=7) compuesto de 72 capsómeros pentaméricos con un dumetro máximo de 

aproximadamente 60 nm. Los capsómeros se extienden radialmente a 6 nm de una cámara la cual es de 

aproximadamente 2 nm de extensión. De esta manera el volumen disponible para el DNA es una esfera de 

aproximadamente 44 nm de diámetro. Así la proteína L2 es un componente menor de la capside viral, y la mayoría 

pero no todos los capsómeros contienen 5 moléculas de L1. Los enlaces de disulfuro presentes entre las moléculas 

de L1 en las capsides de los papilomavirus son importantes para ensamblar y estabilizar los viriones (Volpers et al., 

1994). 



Las proteínas de la capside viral de todos los papñomavirus son importantes por varias razones; 

Primeramente, el análisis de la secuencia de las proteínas de la capside son importantes para la identificación de 

nuevos papilomavirus (Chan et al., 1995). La organización de la capside de los papilomavirus es interesante, 

mientras la estructura del capside de virus de SV40 se determino cristalográficamente y es muy similar a la de los 

papilomavirus (Liddinton et al., 1991) y además estas proteínas L1 y L2 pueden ensamblarse en varios sistemas de 

expresión (Kirnbauer et al., 1993; Zhou et al., 1991 & Sasagawa et aL, 1995). 

La inmunización de animales con partículas vírales o con viriones inactivos de varios papilomavirus animales 

(CRPV, COPV) han mostrado protección a los animales contra enfermedades asociadas a papilomavirus, de esta 

manera existe un potencial para vacunas profilácticas con el uso de las capsídes de papilomavirus. 

La transcripción de los ORFs de L1 y L2 ocurre cuando los viriones son ensamblados y parece que este 

evento esta regulado por factores transcripdonales celulares que son producidos por las células epiteliales de los 

estratos más superficiales del epitelio. La presencia de tales factores transcripdonales en las células escamosas 

mas diferenciadas explica él porque de la producción de viriones y los efectos dtopatológicos resultantes por HPV 

que son mas pronunciados en lesiones de bajo grado. Estas lesiones interrumpen la diferenciación de las células 

escamosas (Park et al., 1995). Aparentemente, las proteínas L1 y L2 no participan en la inducción de lesiones, pero 

en pacientes con lesiones intraepiteliales de alto grado, hay una alta expresión por lo que se producen anticuerpos 

contra estas proteínas. 

2.4). REGION LARGA DE CONTROL DE LOS HPVs GENITALES 

La región larga de control (LCR) de los papilomavirus es un segmento genómico que no presenta ningún 

marco de lectura abierta, la cual contiene un gran número de elementos de regulación arque controlan la expresión 

y replicadón génica. El tamaño del LCR varía entre los papilomavirus, aproximadamente del 7 al 15% del genoma es 

ocupado por la LCR y en HPVs genitales representa 850 pb. Esta región esta localizada entre el extremo del gen L1 

y el comienzo del gen E6, y esta región no presenta una secuencia nudeotídica extensas similares, solo se 

presentan motifs cortos los cuales están altamente conservados y aparentemente relaaonan a los HPVs genitales 

(Chong et al., 1990). Cuatro secuenaas (elementos) son suficientemente reconocidos por los papilomavirus; estos 

son: a) Un sitio, de poliadenilación por un RNAm maduros, los cuales se localizan en el extremo 5' del LCR. b) Sitios 

de unión a la proteína E2, los cuales varían en posición y en número de 4 a 10 en los HPVs genitales con respecto a 

BPV1. c) Un sitio de unión a la proteína E1 y d) la caja TATA del promotor del gen E6. 



B LCR ha sido funoonalmente estudado en HPV11, HPV16 y HPV18 de los papüomavírus genitales, HPV 

8 de los EV-HPVs, BPV1 de los fibropapilomavirus ungulados y BPV 4 de tospapilomavirus ungulados cutáneos y 

se han determinado la posición de varías secuencias que actúan como secuencias promotoras de los genes vírales. 

ORGANIZACIÓN: LCR de HPV 16 se ha considerado como modelo para los LCRs de HPVs genitales. Cuatro 
# 

sitios de unión a E2 sirven como reconocimiento y dos sirven para dividir al LCR funcionalmente en dos segmentos, 

los cuales son llamados: Segmento 5', segmento central y el segmento 3' (Figura 4). 

Segmento 5' Segmento central Segmento 3' • < • ? • 

OCT OCT OCT OCT 
iNFI NFI NFI NFI «NFINFl • El 

Terminación 
Transaipdonal 

YY1» • • • £2#4 
E2 #1 YY1 YY1 YY1 E2 «2 E2 #3 

Promotor 
E6/E7 

Enhancer 
Orí 

Figura 4: Diagrama del LCR de HPV 16 

Segmento 5': Este segmento tiene un tamaño aproximado de 300 pb, localizado entre el codon de 

terminación de L1 y un sitio de unión a E2. Este segmento contiene sitios de terminación transaipaonal y 

poliadenilación para los transcritos tardíos, además de un elemento de regulación negativa que actúa como 

estabilizador de los RNAm tardíos (Furth & Baker, 1991 & Kennerdy et al., 1991). En HPV 11 este segmento puede 

modular la transcripción (Aubom & Steinberg, 1991). En HPV 8 y en BPV 1, un promotor que controla los genes 

tardíos está localizado en este segmento (Stubenrauch et al., 1994; Baker & Howley, 1987), pero en papilomavims 

genitales no han sido determinadas. La función del sitio de unión a E2 en este segmento aún es desconocida, pero 

se ha reportado que tiene influencia en la transcripción m vrtro del promotor de E6/E7. 

Segmento Central: Este segmento esta flanqueado por dos sitios de unión a E2, los cuales están 

involucrados en la iniciación de la replicación (Chiang et al., 1992; Russel & Botchan, 1995; Sverdrup & Khan, 1995) 

y además modula la transcripción de los genes E6 y E7 (Romanczuk et al., 1990). Esta región tiene un tamaño 

aproximado de 400 pb y se ha visto en HPV 11, HPV 16 y HPV 18 que actúa como un enhancer transaipaonal 

epitelio especifico, ver figura 4 (Chin et al., 1989; Gd et al, 1993 & Gloss et al., 1987). B tropismo epitelial, ha 



desatado varios cuestionamientos, y se han identificado varios factores transcripáonales de tipo epiteTial que 

pueden interactuar con esta región (pe. miembros de la familia de Nñ y factores de la familia Jun) (Apt et al., 1993; 

Apt et al., 1994 & Thierry, 1992). Además se plantea que cofactores específicos de tejido podrían no unirse 

directamente al DNA, pero podrían ser requeridos para la activación a través de interacciones protdna-protdna. Sin 

embargo, no existen evidencias muy fuertes y la especificidad epitelial deben ser demostrada, en combinación con 

los factores de transcripción. 

Adicional a la especificidad tisular, los enhancers están involucrados en modular la expresión génka viral en 

respuesta a estados de diferenciación y fisiológicos de los keratinocitos en las diferentes capas dd epitelio 

estratificado escamoso. Tales cambios aparecen por la unión diferencial de factores de transcripción a su sitio en d 

enhancer, y es dependiente dd microambiente celular. 

Once diferentes factores de transcripción se han identificado in vitro que son capaces de unirse a 20 

diferentes sitios en d enhancer de HPV 16. Estos son: AP1, cEBP, receptor de glucocorticoides, receptor de 

progesterona, NF1, NF-IL6, Oct-1, PEF-1, TEF-1, TEF-2 y YY1 (Chan et aL, 1989; Chan et al., 1990; Chin et al., 

1989; Chong et al., 1990; Cuthill et al., 1993; Garda-Carrancá et al., 1988; Goss et aL, 1987; Qoss et al., 1989; 

Ishiji et al., 1992; Kyo et al., 1993; 0' Connor et al., 1995 & Sibbet et al., 1990). 

Segmento 3': En esta región se localizan un sitio de unión a E2 y la una secuencia dd gen E6 que marca d 

limite de tal región de 140 pb. Este segmento contiene un sitio de unión a E1, conocido como d origen de 

repficación. El sitio de inicio de la transcripción se localiza 5 pb río arriba dd ATG de E6 y esta localizado 90 pb rio 

abajo dd sitio de unión a El. Un segmento de 45 pb dentro de los 90 pb se localiza un sitio de unión para d factor 

transcripcional SP1 y dos sitios de unión para la protana E2, además de la caja TATA. Estos cuatro sitios forman un 

complejo d cual modula la actividad dd promotor de E6/E7. La caja TATA es requerida para la unión de TR1D la 

cual estabiliza d complejo de pre-iniciadón, y d factor SP1 media d efecto dd enhancer. B sitio E2 se translapa 

con la caja TATA y d sitio SP1, de tal manera que la proteína E2 desplaza al TRIO y al factor SP1 (Bouvard et al., 

1994; Demmeret et al., 1994; Dostatni et al., 1991 & Tan et al., 1994). Se dice que la unión de SP1 a este sitio 

activa d promotor de E6/E7, pero no la repficadón, debido a que SP1 bloquea la unión de E2 y solo la iniciación de 

la replicadon dependería de E1. En ciertas concentraciones de E2 puede desplazar a SP1, por k) tanto la replicacion 

se activaría y reprimiría parcialmente la transcripción (Demeret et al., 1994 & Tan et al., 1994). La unión de E2 a 

sitios proximales dd promotor (sitio 4) puede desplazar a TFIID y así reprimiría la serie de eventos que pueden 

constituir un switch para la iniciadón de la repficacción o transcripción lo cual dependería de la concentración de E2. 



2.5). ELEMENTOS DE TRANSCRIPCION BASAL 

En un número pequeño de LCRs de HPVs se han estudiado experímentalmente y se han determinado los 

sitios de unión de factores transoipdonales putativos y su importancia potencial de su actividad biológica. Debido a 

que los HPVs tienen un tropismo por las células epiteliales y los enhancer localizados en el LCR tienen especificidad 

tisular, el microambiente celular, tal conio el epitelio columnar o el presente en las diferentes capas del tejido 

escamoso puede repercutir en modular a diferentes niveles la expresión de genes virales. La existencia de 

secuencias de reconocimiento de factores de transcripción de origen celular presentes en el LCR, tales como AP-1 

(Chan et al., 1989), NF-1/CTF, Oct-1, SP1, TEF-1 (Chong et al., 1991), cEBP, receptores para progesterona y 

glucocorticiodes (GRE) (Chan et al., 1989 & Pater et al., 1988), KRF-1 (Mack & Laimins, 1991), NF-IL6 (Kyo et al., 

1993) etc. sugiere un fuerte control transcripcionaJ celular para iniciar la transcrípaón celular; sin embargo, las 

proteínas vírales E1 y E2, pueden regular de manera específica la rcpBcación y la transcripción viral. 

En la tabla 2, se observan las secuencias que son reconocidas por algunos factores de transcrípaón 

presentes en 20 LCRs de algunos HPVs, y él numero de sitios localizados en el LCR de HPV 16, HPV 18, HPV 31, 

HPV6yHPV 11. 

TABLA 2: Secuendas putativas de sitios de unión de factores 
de transcripción presentes en el LCR de HPVs 

FACTOR SECUENCIA CONSENSO HPV 16 18 31 6 

NFJ TTGGC TTGGC 7 4 3 5 

AP1 TKWNTMA TGANTCA 4 3 4 3 

Oct-1 AANWGYAB AATTGCAT 4 7 4 5 

Tef-1 YRCATDBYDB TACATACTTC 8 2 5 2 

YY1 MCATNKT ACATTTT 10 7 8 2 

E2 ACC(N)6GGT ACCG(N)4CGGT 4 4 4 4 

La transcrípaón temprana de los HPVs es dependiente de la formación de complejos muttiproteícos 

asodados a la RNA polimerasa II en la caja TATA. En este elemento interactúa la proteína celular TBP, que permite el 

andaje de la RNA polimerasa II y la iniciación especifica de la transcripdón (Sawadogo, 1990). Al ser dependiente de 

caja TATA, la transcripción basal de los HPVs se encuentra bajo la regulación del producto del gen supresor de 

tumor p53. Esta protana se asocia a la TBP impidiendo su fundón y por lo tanto tiene un efecto represor (Seto et 

al., 1992). De hecho, cualquier bloqueo a la formación del complejo multiproteínico en la caja TATA resulta en la 

represión de la transcripción. 



2.6). TRANSCRIPCION TEJIDO ESPECIFICA 

La transcripción de los HPVs se Heva a cabo exclusivamente en células de origen epitelial, debido a la 

presencia de factores celulares tejido específica 

B factor AP-1 tiene afinidad por la secuencia 5'-TGAG/CTC/AC-3' la cual se presenta más de dos veces en la 
# 

LCR de los HPVs genitales y cuya integridad resulta de gran importancia para la transcripción temprana de HPVs 

(Thierry et al., 1992). AP-1 está constituido por los productos de las familias de oncogenes celulares fos y jun 

(Curran & Franza, 1988 & Angel, et al., 1988), los cuales constituyen homo o heterodúneros funcionales capaces de 

activar fuertemente la transcripción y confieren una alta y rápida respuesta por la vía del dbalglicerol (DAG) (Angel 

et al., 1988). Aunque AP-1 se considera como un factor ubicuo y asociado a la transcripaón de varios genes 

celulares, las combinadoras de los diferentes productos de la familia jun (c-jun, ¡unByjunty entre sí y con los de la 

familia fos (c-fós, fosB, fral y fra2¡, parecen establecer la transcripción tejido-específica (Offord & Beard, 1990; 

Mack & Laimins, 1991 & Thierry et al., 1992). 

La familia de reguladores transcripcionales NF-1/CTF tienen afinidad por la secuencia 5-T/CGGA/CNs-

eGCCAA-3' o por parte de ella (Jones et al., 1987). B primer tipo de NF-1 /CTF se descrivió como una proteína celular 

capaz de activar la replicadón de haden virus tipo 2 (Tamanoi & Stiillman, 1983). Posteriormente, NF-1/CTF lúe 

descrito como un factor que activa la transcripción de dwersos genes a través de su interacaón con la caja TATA 

(Jones et al., 1987 & Santoro et al., 1988). NF-1/CTF se constituye por dímeros protónicos derivados de una familia 

multigénica cuyos transcritos se someten a procesamiento diferencial (Santoro et al., 1988). Considerado como un 

activador general de la transcripción, NF-1/CTF se expresa de forma variable en un ampRo espectro de líneas 

celulares pero esta asociado a la transcripción específica de algunos genes (Cereghíni et al., 1987). Existen 

múltiples sitios para NF-1 /CTF en el LCR de los HPVs genitales. Se ha demostrado que la interacaón de este factor 

tiene importanaa para la expresión dependiente de epitelios (Chong et al., 1990). Sin embargo, los tipos 

particulares de NF-1 /CTF involucrados en esta activación son aún desconocidos. 

La estimulación de la transcripción de los papilomavirus genitales por hormonas esteroideas, llevo al 

descubrimiento de un elemento de respuesta a glucocortictdes (GRE) dentro del LCR. B LCR por si solo es capaz de 

activar la transcripaón del promotor temprano de papilomavirus genitales y establece una corrdaaón con la 

observación dinica de papilomatosis asociada al embarazo (Chong et al., 1991). 

La presencia de un sitio de interacción para d factor Oct-1 fue detectada originalmente en d LCR de HPV 

18. Oct-1 pertenece a la familia de factores transcripaonales relacionados por la presencia de un dominio común 

(dominio POU), los cuales regulan la actividad transcripcional durante d desarrollo (Retcher et aL, 1987). La 



interacción de Oct-1 entre otros HPVs genitales ha sido observada, aunque la participación de este tactor como un 

represor de la transcripción temprana fue descrita para HPV18 (HoppeetaL, 1991). 

La comparación de secuencias nudeotídkas de los LCRs de los (fferentes HPVs genitales demostró la 

presencia de un secuencia significativamente conservadas (Chong et aL, 1990). La secuencia 5>-ACATATTT-3> se 
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presenta en forma exacta en los HPV 16 y 18. En esta secuencia interactúan factores transcripcionales conocidos 

como TEF. Inicialmente descritos como asociados a la transcripción del virus SV40, TEF-1 y TEF-2 son considerados 

factores transcripcionales epitelio-específicos para HPV 16 (Iship et al., 1992). 

Como se ha observado, la transcripción epitelio-específico de los HPVs genitales depende de una variedad 

de factores celulares transcripcionales, mucho de ellos considerados parte de familias multigénicas responsables de 

la transcripción celular general y tejido-específica. Sin embargo, cada factor por si sote no tiene una actividad 

significativa sobre el promotor temprano y algunos parecen redundar en sus funciones. Se requieren de la 

cooperatividad funcional de todos para constituir la actividad potenciadora de la transcripción del segmento central 

de los HPVs. Esta cooperatividad requiere del contacto físico entre los (Eferentes factores, así como del 

establecimiento de interacciones proteína-proteína a través de factores reguladores que no establecen un contacto 

directo con el DNA( como los supresores de tumor p53 y p105 n . 

III. ESTRUCTURA DEL GEN Y PROTEINA E2 

3.1). FUNCIONES BIOLOGICAS DE E2 

Las proteínas E2 de papilomavirus regulan la transcripción y replicación viral, además tienen un papel 

central en el ciclo de vida viral. En BPV 1, el producto completo del gen E2 es un transactivador que activa la 

transcripción de varios promotores virales por la unión de E2 a sitios localizados dentro de elementos enhancer en 

el LCR (McBride et al., 1991 & 0' Connor et al, 1995). En BPV1 el gen E2 codifica dos proteínas pequeñas que 

antagonizan la función del transactivador fulMength E2. El represor E2 inhibe o bloquea la transcripción por la unión 

al o a los sitios E2 y forma un heterodimero con el transactivador E2. Las proteínas E2 de los papilomavirus pueden 

además funcionar como un transactivador transcripcional y las proteínas E2 de papilomavirus humanos oncogénicos 

son capaces de activar promotores en respuesta a E2 más eficientemente que los tipos virales no oncogénicos 

(Kovelman et al., 1996); Sin embargo, no todos, algunos estudios con la proteína fulMength de tipos virales de 

mucosa reprimen la actividad del promotor del gen de E6 (Bemard et al., 1989; Bouvard et al., 1995; Dong et al., 

1994; Jackson & Campo, 1995; Romanczuk et al., 1990 & Thierry & Howley PM, 1991). 

La replicación del DNA viral requiere el transactivador E2 fulMength, la proteína viral El y el origen de 

replicación. B origen de replicación contiene un sitio de unión a E1 flanqueado por los sitios de unión a E2, y la 



protana El tiene varías actividades asociadas a la repücación, tales como la unión específica al origen, la actividad 

de helicasa y la formación de un complejo con el transactivador E2. la proteína E2 probablemente juega un papel 

auxiliar en la replicación, aumentando y regulando la función de la proteína El. 

En plásmídos que contienen un origen de replicación mínima pueden replicarse transitoriamente en células 
# 

que expresan las proteínas E1 y E2 pero con el tiempo la replicación del DNA disminuye. En tiempos más 

prolongados, la permanencia estable de los plásmidos requieren de sitios adicionales de unión a E2 y la expresión 

de las proteínas E1 y E2 (Piirsoo et al., 1996). B transactivador E2 y el genoma viral de BPV-1 están asociados 

con los cromosomas mitóticos células individuales (Skiadopoukjs & McBride, 1996), sugiriendo que la proteína E2 

puede jugar un papel en el control de las copias del plásmido y en la segregación del genoma viral. Además la 

proteína E2 esta involucrada en el empaquetamiento del genoma viral en partículas del virión; y el DNA viral parece 

ser empaquetado más eficientemente en presencia de la proteína viral E2 en líneas celulares de insecto y de 

mamíferos. Así la proteína E2 es multifüncional y tiene varios funciones importantes en el odo de vida viral. 

3.2). PRODUCTOS DEL GEN E2 

La proteina E2 mejor caracterizada ha sido la de BPV-1 (Figura 5). Tres proteínas de E2 de BPV1 se han 

identificado y mapeado del ORF de E2 (Hubbert et aL, 1988 & Lambert et al., 1989). La proteína más larga 

caracterizada es de 48 kD y es expresada del ORF completo de E2, ésta es una transactivador transaipdonal y es 

requerido para la repTicadón del DNA viral (Spalhotz et al., 1993; Ustav & Stenlund, 1991 ), ha sido designada como 

E2-TA. Adidonalmente dos proteínas más pequeñas se han identificado; codificadas por la mitad del extremo 3* del 

ORF, cuya fundón es de servir como represor transaipdonal (Choe et al., 1989 & Lambert et al., 1987): E2-TR es 

una proteína de 30 kD expresada apartrr del promotor P3080 y es ¡nidada en un codon de iniaadón terminal en el 

residuo 162; E8/E2 es otra proteína de 28 kD codificada por un mensaje con un procesamiento 1234A3225 que 

codifica para 11 aminoáados del ORF de E8 funcionado al aminoácido 205 C-terminal del E2. B cDNA de HPV es 

capaz de codificar regiones C-terminal de prota'nas E2 de HPV (Baker & Calef, 1995; Chiang et al., 1991 & Doorbar 

et al., 1990). En HPV 16 varios cDNAs del gen E2 presentan varias actividades de transrepresión (Alkxi & Sherman, 

1999). 
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Figura 5: Estructura de las tres proteínas de E2 de BPV1 

El análisis de la secuencia aminoaddica de todas las protanas E2 de papilomavirus muestra que existe dos 

dominios conservados. Un dominio N-terminal de aproximadamente 200 aminoácidos y un dominio C-terminal de 

aproximadamente 90 aminoácidos separados por una región no conservada variable que ha sido designada como 

región de bisagra. Notablemente, la región de bisagra sé sobrelapa con el ORF de E4 la cual es divergente entre los 

papilomavirus. Los dominios conservados son de aproximadamente 35% de similitud entre los papilomavirus (Figura 

5). 

3.3). ESTRUCTURA DE LA PROTEINA 

El polipéptido E2-TA consiste de un dominio de unión a DNA C-terminal ligado al dominio de transactívación 

N-terminal por una región de bisagra no conservada. La protana E2 forma rimeros mediante los dominios de unión 

a DNA (Figura 6). El domino de transactivación es de aproximadamente 200 aminoácidos diferentes a otros 

dominios de transactívación, la estructura parece ser muy desconcertante ya que es fácilmente desdoblada por 

deleciones o por ciertas mutaciones puntuales no conservadas. La secuencia de aminoácidos de todas las proteínas 

E2 de los papilomavirus es determinada como dos a-hélices en la región N-terminal del dominio de transactívación 

(Girí&Yaniv, 1988). 



Rgura 6: Modelo de la estructura dd dinero de E2 de HPV 31 
y su unión al MIA. 

La región de bisagra de las protdnas E2 varían en tamaño y en composición aminoacküca, además se a 

postulado que esta región forma un enlace entre los dos dominios y en HPV 16 esta proteína no presenta una 

estructura muy característica (Gauthier et al., 1991), los anticuerpos generadas contra los péptidos de la cubierta 

de la proteína entera no reconocen la proteína nativa, y solo reconocen los de la región de bisagra. 

3.4). FOSFORILACION 

Las proteínas E2 de los papilomavirus, BPV 1, CRPV, HPV 11 y HPV 16, se ha observado que son 

fosforiladas (Barbosa & Wettstein, 1988; Bream et al, 1993; McBride et al,, 1989; Meneguzzi et al., 1989 & Sanders 

et al., 1995), pero los sitos de fosforilación solo han sido identificado en E2 de BPV 1 (Lehman et al., 1997 & 

McBride et a!., 1991), contiene sitios para fosfoserina y fosfotreonina (McBrideet al., 1991). Dos sitios mayores de 

fosforilación en serina se localizan en las posiciones 298 y 301 y un sitio menor en la posición 235 (Lehman et al., 

1997 & McBride et al., 1989), mutaciones en la serina 301 por una aianina producen un aumento en d número de 

copias que el BFV1 silvestre (McBride & Howiey, 1991) y mutaciones en la posición 235 afectan la transformación y 

la retención de plásmidos (Lehman et al., 1997), sin embargo la posición de fosforilación no esta conservada en las 

proteínas E2 de papilomavirus. 

3.5). LOCALIZACION 

Todas las proteínas de E2 de BPV1 se localizan en d núcleo pero un gran porcentaje de la protana 

completa E2-TA se asocia con la cromatina insoluble y con componentes de la matriz nudear (Hubbert et al., 1988), 

dos señales de localizadón nudear probables (NLS) se han identificado en las proteínas E2 de BPV1. Un péptido de 



la región C-terminal, que involucra los residuos 339-352, BR3, KCYRFRVKKNHRHR) los cuales están localizados en 

la hélice de reconocimiento a DNA (dominio de unión a DNA) funcionan como un NLS (Skiadopoulos & McBride, 

1996). La deleáón o mutación en la segunda señal del dominio de transactivación (BR2, residuos 107 al 115, 

KRCFKKGAR) produce proteínas citoplásmicas aun con el NLS C-terminal intacto. Por lo tanto se ha postulado que el 

NLS C-terminal puede enmascararse en lá proteína E2-TA (Skiadopoulos & McBride, 1996). Un estudio reciente 

demuestra que mutaciones puntuales en la región BR2 (K111 A, K112A) produce una agregación de la proteína y se 

retiene en el citoplasma (Abroi et al., 1996). La proteína E2-TA, pero no las proteínas represoras, están asociadas 

con los cromosomas mitóticos en células en dwisión y estas propiedades pueden ser importantes para la 

segregación del genoma viral. 

Altos niveles de expresión de E2 son encontrados primariamente en el estrato espinoso de los tejidos 

infectados los cuales coinciden con la amplificación del genoma viral (Bumett et al., 1990), indicando que los niveles 

aumentados de E2 son importantes para la replicadón del DNA viral en estado vegetativo. 

3.6). SITIO DE UNION A DNA 

Los residuos 326 al 410 del dominio C-terminal de E2 se unen específicamente a DNA como un di mero 

(McBríde et al., 1991 ). Según la cistalografia de rayos X, los 85 aminoácidos C-terminal del dominio de unión a DNA 

de la proteína E2, forman una estructura p-barril antiparalefa cual se une a DNA (Hegde et al., 1992). Un dímero del 

dominio de unión a DNA forman un p-barril de ocho hebras antiparalelas hecho de cuatro hebras de cada 

subunidad. Un par de a-hélices simétricamente acomodadas fuera del barril que contiene los residuos que son 

requeridos para interacionar específicamente con el DNA. Se han determinado las secuencias de aminoácidos de la 

hélice de reconocimiento alineada con la región homologa de otras proteínas E2 de papilomavirus, además, se 

especifican las mutaciones que han sido generadas en esta región de la proteína E2 y sus efectos sobre la unión a 

DNA. Así mismo, las secuencias flanqueantes del dominio de unión a DNA (región de bisagra) como contribuyen a la 

unión y forman partes integrales del dominio de unión a DNA (Pepinsky et al., 1997). La estructura tridimencional 

del dominio de unión a DNA de HPV 31 en solución, se ha demostrado por medio de resonancia magnética nudear 

(Liang et al., 1996), y el piegamento de la proteína es muy similar a la estructura cristalográfica del dominio de BPV 

1, pero la hélice de reconoámiento a DNA parece ser más flexible. El dominio de unión a DNA de la proteína EMBA1 

del virus de Epstein Barr tiene una estructura muy similar al domino de unión a DNA de E2, pero la secuencia no es 

similar (Bochkarev et al., 1995). 

La hélice de reconoámiento contiene una gran cantidad de residuos de cisterna en la posición 340 siendo 

sensible a la oxidación (McBride et al., 1992), estos residuos marcan los contactos directos con el DNA de las 



proteínas E2, ta substitución de ciertos residuos (glicina, serína, alanina) no afectan la unión al DNA. Sin embargo, 

estas proteínas no son capaces activar eficientemente la transcripción en células de mamíferos (Grossel et al, 1996 

& McBride et al., 1992). Estas dsteinas también son encontradas en las regiones de reconocimiento a DNA de otras 

proteínas tales como fos, jun y NFk B. 

Las proteínas E2 de papilomavirus se unen a DNA con alta eficiencia, tal unión ha sido calculada en el 

rango de 4.5 X 10 a 2 X 10 ~"M (Alexander & Phelps, 1996; U et al., 1989; Monini et al., 1991; Muller et al., 

1 9 9 7 ; Sanders & Maitland, 1994 & Tan et al., 1994). La secuencia consenso de reconocimiento de E2 es 

ACCGNaCGGT (Hawley et al., 1988), pero los nudeotídos internos y la secuenda flanqueante puede influir en la 

afinidad de la unión a DNA. (Alexander & Phelps, 1996; Li et al., 1989; Sanders & Maitland, 1994 & Thain et al., 

1 9 9 7 ) . Hay 1 7 sitios de unión a DNA en el genoma de BPV1 y sus afinidades por las proteínas E2 es del rango de 

300 (Li et al., 1989). La unión de la proteína E2 a este sitio consenso induce una orientación significante al DNA y 

además E2 puede ser inhibido por la metiladón del sitio A C C G N 4 C G G T (Thain et al., 1996). 

En varios papilomavirus de mucosas, la proteína E2 completa parece reprimir el promotor localizado en 

dirección 5' del gen de E6. Esto probablemente ocurre cuando la proteína E2 se une a los sitios de unión que se 

sobrelapan a factores de transcripción celular como SP1 y TFIID. En muchos casos en promotores proximales a 

sitios de unión a E2 tienen baja afinidad por la proteína E2 que los sitios localizados en dirección 5' arriba del sitio 

de unión de la transcripción del promotor (iackson & Campo, 1995 & Sanders & Maitland, 1994). Esto ha sido 

probado en modelos en los cuales bajos niveles de unión de E2 activan la transcripción en sitios E2 río arriba del 

promotor, sin embargo niveles altos de la proteína E2 tienen baja afinidad a sitios proximales que son ocupados y 

dirigen una represión transcripcional. 

3.7). DIMERIZAOON. 

El domino de unión a DNA de las proteínas E2 forman un di mero estable en ausencia de DNA (Corina et al., 

1993 & McBride et al., 1989). Las propiedades de dimerizadón y de unión a DNA de este dominio no pueden ser 

separadas por análisis de deleción; todas las deleciones que han sido probadas eliminan ambas propiedades del 

dominio C-terminal. Esta es la causa de por que la dimerizadón involucra una subunidad extensa que consiste de 

enlaces de hidrógeno entre las hebras-P, la interacción se da entre la cadena de un lado de una hebra-p de una 

subunidad y un centro hidrofobia». Este centro hidrofobia) contienen alta cantidad de residuos de triptófano 

conservados en la posiaón 360 la cual ha sido designada como el puente de triptófano (Corina et al., 1993 & 

Prakash et al., 1992). El anillo indol del W360 de cada subunidad hace contacto con fuerzas de Van der Waals, 

proteínas E2 mutadas que contienen residuos hidrofobia» en esta posición son funcionales, pero la substitución de 



W360 por un resìduo polar disrumpe la dimerizadón. Mutaciones en otros residuos no conservados del dominio C-

terminal puede eliminar la unión a DNA, al igual que la dimerización por cambios en la estructura de la protana 

(Carruth & McBride, 1997). En estudios con el dominio de unión a DNA de E2 de HPV 16, demuestran que tal 

dominio se pliega como un intermediario monoméríco no-nativo (Mok et aL, 1996). 

3.8). TRANSACTIVAQON 

Cuando se unen los aminoácidos 194 N-terminal de E2 de BPV1 son capaces de activar la transcripción de 

un promotor que responde a E2. La región de bisagra de la proteina E2 puede ser deletada con efectos mínimos 

sobre la transactívadón. Contrarío a otros dominios de transactivadón, el dominio N-terminal de E2 se le ha 

observado que tiene una estructura muy peculiar, ya que deleoones en esta región inactiva todas la funciones de 

E2-TA, presumiblemente por la perdida de la estructura confórmacional de la proteina (Mcbríde et al., 1989). 

Recientemente varios grupos han realizado análisis mutadonales sistemáticas de los dominio de 

transactivadón de las proteínas E2 de BPV 1, HPV 16 y HPV 11, y se ha determinado que aún cambiando la 

estructura de la proteina en muchos casos no hay inhibición de la función transactivadora de E2, por ejemplo la 

proteína E2 de HPV 11, el cambio de R7K a D9E no afecta la transactivadón, pero proteínas con alanina en esta 

posición reduce significantemente la actividad, actualmente se han realizado varías substituciones y se ha 

establecido cuales aminoáados son esenciales para la transactivación. 

Como se menciono anteriormente, una secuencia corta linear en él domino N-terminal ha sido importante 

para la transactivación y mutadones que cambian la estructura de este dominio pueden reduar la función de 

transactivadón. En estudios con la proteina E2, cambios en secuencias conservadas tales como W33F, E39D y 

K111R inactivan la fundón de activación transcripcional, y las mutaciones en P106G y G156A, alteran la estructura 

de la proteína. Sin embargo, una mutación en la proteina E2 de HPV 16 baja la actividad sugiriendo que tal vez la 

fenilalanina en la cadena lateral cambia en la mutadón de E2 de BPV interfiriendo con la transactivadón. 

Similarmente, la substitudón del áado aspártko o glicina del residuo 39 reduce la actividad de las proteínas E2 de 

BPV y HPV, y la substitudón con alanina en esa posición afecta la actividad. 

3.9). REPRESION TRANSCRIPCIONAL 

Los represores E2-TR y E8/E2 de BPV contienen un corto dominio de transactivación, la región de bisagra 

y el dominio C-terminal de dimerización y de unión a DNA. La represión transcripcional de estas proteínas E2 

truncadas son un verdadero competidor de unión a los sitios E2 en los elementos enhancer viral y para la formación 

de heterodímeros entre el transactivador y especies de represores (McBride et al., 1991 ). Un polipéptído C-terminal 



en là posición 121 contiene el domìnio de dmerízadón y de unión a DNA que es suficiente para la represión de la 

transactivación mediada por E2 (McBride et al, 1991 ). 

Un tipo diferente de represión transaipcional puede ser mediada por la proteína transactivadora completa y 

está es dependiente sobre los sitios de unión con elementos promotores proximales. En muchos papiiomavirus dos 
r 

sitios de unión a E2 se localizan entre el sitio SP1 y la caja TATA del promotor mayor de E6/E7, a unión de E2 a 

esos sitios inhiben la unión a factores celulares lo que facilita la represión de la actividad basai del promotor 

(Bernard et al., 1989; Dong et al., 1994; Romanczuk et al., 1990; Tan et al., 1994 & Thierry & Howley, 1991). Un 

dominio C-terminal de las proteínas es suficiente para la represión en ensayos temporales (Dong et al., 1994; 

Thierry & Howley, 1991). 

3.10). INTERACCION CON PROTEINAS CELULARES 

La proteina E2-TA completa de BPV1 se ha demostrado que interacdonan con la proteína celular RPA (Li & 

Botchan, 1993), con una proteína celular AMF-1 (Breiding et al., 1997) y con el factor de transcripción SP1 (Li et 

al., 1991). 127 aminoácidos C-terminal de E2 o proteínas de fusión conteniendo 160 aminoácidos C-terminal de la 

proteina E2, son capaces de interacdonar con SPI, implicando al dominio N-terminal para tal interacción (Li et al., 

1991). 

Las proteínas de E2 de BPV1 interacdonan y cooperan para la unión a DNA, con los factores de 

transcripdón basai, TFIID y TFIIB (Rank & Lambert, 1995 & Steger et al., 1995). Q dominio de unión a DNA 

(residuos 310-410) son sufiaentes para la interacción de proteina-proteina con tales factores (Rank & Lambert, 

1995), sin embargo, la región de bisagra de E2 es requerida por d dominio de unión a DNA (residuos 204-410) 

para cooperar con la unión al DNA con TFIID o TFIIB (Rank & Lambert, 1995 & Steger et al., 1995). 

3.11). REPUCACION 

En todos los estudios sobre la replicadón de papiiomavirus se ha examinado las funciones de E2 sobre la 

replicadón del DNA y d mantenimiento de plásmidos dd DNA viral en estado vegetativo. Sin embargo, usando un 

sistema de cultivo donde el genoma viral esta amplificado en una subpobladón celular, se ha demostrado que a 

ciertas temperaturas la proteína E2 de BPV1 es defidente en la transactivación y en d mantenimiento de lá 

replicadón de plásmidos y a temperaturas no-permisibles es capaz de amplificar grandes cantidades dd genoma 

viral en células arrestadas en división cdular (Alderbom et al., 1992). 

Ampliamente se conoce que la protdna E2 es necesaria para la replicadón dd DNA viral y esta se une 

cooperativamente al origen de replicadón con la protdna E1 (Lusky et al., 1993; Mohr et al., 1990 & Yang et al., 

1991), interacaonando con la protdna de replicadón cdular RPA (Li & Botchan, 1993) e impide la represión de la 



replicadón. La proteína E2 de HPV se ha visto que juega un papel similar en replicadón y en efecto varias 

combinadones de proteínas E1 y E2 de BPV y de HPV son capaces de iniciar la replicadón de varios orígenes de 

papilomavirus; lo que significa que las funciones de estas proteínas están muy conservadas. Por otro lado la 

replicadón de BPV requiere la proteina E2, sin embargo, esta proteína no es necesaria para la repiicación del DNA 

in vitro, aunque esta puede aumentar la repiicación en concentraciones bajas de proteína El (Yang et al., 1991). 

Adicionalmente se ha observado que la proteína El de HPV 1 es suficiente para la replicadón in vivo 

(Gopalakrishman & khan, 1995), así E2 parece jugar un papel auxiliar en la repiicación, de tal manera E1 es la 

principal proteína de repiicación. 

El dominio de transactivación de E2 es absolutamente necesario para la replicadón del DNA (Winokur & 

McBríde, 1992). En estudios con BPV1, la proteina E2 defidente en la repiicación puede interacdonar con la 

proteína E1 (W33F,E39, K11R), sin embargo en HPV 16 muchas proteínas son deficientes en la repiicación por una 

substituaón en alanina y no puede mteradonar efiaentemente con la proteína E1. 

La secuenda aminoaadica de la región de bisagra de la proteína E2 es requerida para la repiicación; sin 

embargo, algunas secuendas no específicas son requeridas entre los dos dominios conservados para mantener la 

repiicación. Dos proteínas con deleaones grandes en la región de bisagra (E2¿220p309 y E2¿2i3p309) son incapaces 

de promover la replicadón y pueden activar la transcrípdón mas eficientemente que la proteína silvestre (Winokur & 

McBríde, 1992). Por lo tanto, es posible que los dos dominios están demasiado cercanos esféricamente de las 

fundones de replicadón. 

En muchos casos, el dominio de unión a DNA de la proteína E2 es requerido para la repiicación del DNA de 

BPV1 (Winokur & McBríde, 1992), además del sitio de unión a E2 es requerido en el origen de repiicación. Sin 

embargo, varias protanas E2 han sido indentificadas que son deficientes en la unión a DNA y pueden soportar la 

repiicación. En un estudio, dos de diez protanas E2 con deleciones en el dominio de unión a DNA fueron capaces de 

soportar la repiicación del DNA a bajos niveles (Winokur & McBríde, 1992), de la misma manera mutaciones 

puntuales en el dominio de unión a DNA la protana E2 fueron capaces de indurir la repiicación in vitro (Lií et al., 

1993). La proteina E2 de BPV 1 con mutaciones en el residuo de dsteina sensible a redox en la posición 340 en el 

dominio de unión a DNA es capaz de soportar la repiicación pero esta es incapaz de activar la transcripción (Grosse! 

et al., 1996). Sin embargo, las propiedades de dimerizadón y de unión a DNA de la proteina E2 son importantes 

para las fundones de repiicación y para completar el ddo de vida viral; la posiaón del sitio de unión a E2 con 

respecto al sitio de unión a E1 en los orígenes de replicadón están conservados y su ubicación obedece a las 

fundones de los papilomavirus. 



IV. RESPUESTA INMUNE DE LA INFECGON DE PAPILOMAVIRUS 

4.1). RESPUESTA INMUNE ANTITUMORAL 

B papel de la respuesta inmune en la patogénesis de las neoplasias asociadas con la infección de 

papilomavirus humano, involucra una respuesta inmune de tipo humoral medrada por Bnfocitos B para la producción 

de anticuerpos específicos contra algunos epítopes de las proteínas vírales o celulares del proceso de 

transformación (Galloway & Jenison, 1990 & Gssman et al., 1993). Sin embargo, varías evidencias sugieren que la 

respuesta inmune mediada por células es la más importante para el control de las infecciones por HPV y de 

neoplasias asociadas a papilomavirus (Wu T, 1994). Por tal motivo en los últimos años se ha tratado de entender 

como actúa la respuesta inmune y las alteraciones que puede tener ante el desarrollo de las células transformadas, 

así como los mecanismos de evasión que utiliza el virus en contra de la respuesta inmune. Dos poblaciones 

celulares median la respuesta inmune de fyo celular, los finlodtos T CD8+ atotóxicos y los Bnfocitos T CD4+ 

cooperadores. La respuesta inmune citotóxica juega un papel crítico en el control de las células infectadas por virus 

(Figura 7). Los antígenos extraños son reconocidos sobre la superficie de las células infectadas como péptidos 

cortos de 8-10 aminoácidos asociados al complejo de histocompatibilidad (MHC o HLA) generados de la proteóTisis 

de las proteinas vírales en el citoplasma de las células infectadas. Tales péptidos son transportados del dtosoJ a) 

retículo endoplásmisco donde se unen a las moléculas de MHC dase I, formando un complejo péptido-antigénico-

MHC en la célula infectada, el cual es reconocido por el receptor de células T (TCR) de los linfbcito T citotóxico 

(CTL). Adicionalmente la activación de los CTL requiere reconocer antigenos extraños sobre las células 

presentadoras de antígeno profesionales (APCs), tales como los macrófagos, Bnfocitos B activados y células 

dendríticas. Todas estas células expresan moléculas de MHC dase I y dase II, son capaces de procesar antígenos 

exógenos y son ricas en moléculas co-estimulatorias B7 importantes para la activaaón de las células T (Man S, 

1988). Los CTL pudieran reconocer péptidos derivados de las proteínas de transcripción temprana dentro del 

citoplasma de las células infectadas unidos a las moléculas del MHC dase I (Townsend & Bodmer, 1989). En 

queratinocitos cervicales transformados con HPV ta expresión constitutiva de E6 y E7 pudiera derivar péptidos 

asociados al HLA dase I en la superficie del queratinocito, sin embargo, esto aún no esta bien daro, ya que en las 

células infectadas por HPV no se presenta una expresión continua de las proteínas vírales, existe una baja secreción 

de las mismas y en los queratinocitos se ha demostrado que hay una baja expresión de las moléculas del HLA dase 

I (Connor & Stem, 1990) lo que impide una buena presentación de las mismas y en consecuencia una mala 

activaaón de los linfoatos atotóxicos. Adicionalmente, otra molécula de membrana que es muy importante en la 

respuesta inmune a HPV, es la molécula de adhesión celular (ICAM)-I, esta molécula promueve la interacción 

intercelular y junto con otras moléculas de adhesión, controlan la migración de células mononudeares y de 



neutrófiilos al sitio adivo inmune (Sprmger el al., 1994). Cambios en la expresión de las ICAM se han observado en 

tejidos cervicales malignos infectados por HPV (Viac et al, 1993 & Coieman et al, 1993). 

La respuesta de linfoátos T cooperadores, CD4+, tiene un papel inmunología) tanto positivo como 

negativo. Estos pueden producir títocinas para activar linfoátos B para la producción de anticuerpos y atocinas 

para activar la respuesta de CTL CD8+, es decir promover una respuesta inmunotógica de tipo humoral o celular. En 

contraste a las células CD8+, los linfocitos CD4+ reconocen antigenos exógenos, los cuales circunden alrededor de 

la APC por una proceso de endodtosis o fagocitosis (Figura 8). Así los antígenos son encapsulados dentro de 

vacuolas llamadas endosomas, los cuales degradan las proteínas en fragmentos peptkficos de 11-13 aminoácidos. 

Et bajo pH del endosoma fusiona estas vesículas con otras que contienen las moléculas del MHC dase II, y de esta 

manera se asocian los péptidos antigénicos con el MHC dase II. A diferencia de las moléculas de MHC dase I, que 

son expresadas en todas las células nudeadas, las moléculas de dase II, son expresadas estrictamente por las 

células presentadoras de antígeno profesionales, como los macrófagos, células B activadas y células dendríticas. 

Todas estas células expresan altos niveles de moléculas MHC dase II, y son capaces de procesar eficientemente 

antígenos exógenos y moléculas coestimulatorias como B7-1 importantes para la activación de linfocitos T (Man S, 

1998). 
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Teóricamente la presentación de antígenos de HPV sería directa, sin embargo, debido a que la mayoría de 

los carcinomas cervicales expresan moléculas de HLA dase II (Glew et al., 1992) y que los genes tempranos deHPV 

son expresados preferencialmente en el citoplasma y el nudeo, sugiere la posibilidad de que estas proteínas puedan 

ser degradas en el citoplasma y presentadas por moléculas de dase I. Otra posibilidad sería, que estas proteínas de 

HPV pueden ser liberadas dentro del espacio extracelular como resultado de la muerte del queratinocito, (muerte 

celular o daño al tejido por el proceso de transformación), por lo tanto estos antígenos pueden ser procesados por 

las células APC y presentados a los linfocitos T CD4+. Esto puede ocurrir en cardnoma cervical y en US de alto 

grado, donde se presentan infiltrados de linfocitos, induyendo APCs (Tosi et al., 1992; Freguson et al., 1985; 

Coleman & Stanley, 1994). Sin embargo, en NIC de bajo grado, se caracteriza por una falta de inflamación local y 

ausencia de muerte celular (Tay et al., 1987), lo que sugiere que la vía del MHC dase II puede ser menos efectiva 

en la presentación de antígenos de queratinocitos infectados por HPV que en queratínocitos transformados por HPV 

(Man S, 1998). 

El procesamiento del antígeno endógeno ó exógeno por la APC y su presentación por moléculas de dase I 

o II, no parece ocurrir efeaentemente. Los Mocitos CD4+ pueden reconocer antígenos endógenos vía moléculas 



dase II (Jaraquemada et al., 1990 & Nuchtern et aL, 1990) y recíprocamente, los Mocitos CD8+ pueden reconocer 

antígenos exogenos presentados por moléculas de dase I (Carbone & Bevan, 1990 & Speidei et al., 1997), así es 

concebible que los antígenos de HPV pueden ser presentados por estas "vías alternas". Por lo tanto, antígenos 

exógenos de HPV pueden ser presentados exogénamente a CTL CD8+ por APCs locales o antígenos de HPV 

endógenos pueden ser presentados por los queratinoátos a Bnfodtos T CD4+. Estudios del procesamiento de 

antígenos en queratinocitos infectados por HPV o transformados por HPV requieren ser estudiados más 

profundamente para entender cuales antigenos de HPV pueden ser reconocidos por los linfbcitos T m m> (Man S, 

1998). 

Q sistema inmune mantiene un balance entre las subpobladones celulares CD4+ y CD8+ para eliminar 

infecdones, sin embargo, la respuesta inmune dtotóxica mediada por linfbcitos T CD8+ es la más importante para 

controlar neoplasias asoaadas a HPV, es por tanto que en algunas lesiones cervicales se redutan tanto Mocitos T 

CD4+ y CD8+; variando estas pobladones según el estadio de la neoplasia (Tabla 3); Así en carcinoma invasor él 

numero de linfocitos CD8+ es aumentado en rdaaon con las lesiones preinvasoras, lo que sugiere que las células 

CD8+ son red otadas preférenaalmente en estadios muy avanzados del CaCu (Edwards et al., 1995); además, se 

conoce que muchos de los linfocitos infiltrantes se encuentran en un estado de anergía celular, lo que les impide su 

fundón efectora. 

TABLA 3 ¡NUMERO DE CELULAS POSITIVAS PARA LOS 
MARCADORES DE SUPERFICIE CD4+ Y CD8+ 

Marcador de superficie 

Diagnóstico CD4 + CD8+ 

Sin US 19.6 112 

US de bajo grado 38.6 30.0 

US de alto grado 52.4 40.6 
Carcinoma invasor 48.1 105.5 

Edwards e taL , 1995. 

Adidonalmente a la inmunidad mediada por linfocitos T, otras células inmunes partfcipan en la respuesta 

inmune mediada por células, tales como células asesinas naturales (NK) y macrófagos. Las células NK están 

presentes en la mayoría de las lesiones asociadas a HPV y en NIC, sin embargo, en las células de caranoma cervical 

y en células epiteliales cervicales humanas inmortalizadas con HPV son resistentes a las células NK (Evans et al., 

1993); Además, en pacientes con lesiones precancerosas y cancerosas inducidas a HPV se ha reportado que 

decrece la actividad de las células NK y estas son restringidas a la respuesta de atoarías immunosupresoras 

(Malejczyk et al., 1993). Los macrófagos son considerados como mediadores celulares importantes de inmunidad 



antitumoral. Banks y cois, en 1991, determinaron que en células transfectadas con el oncogen E7 de HPV 16 

presentan susceptibilidad citotóxica a macrófagos murinos activados (Bank et al., 1991). Estos estudios in vitro 

establecen una relación entre la expresión de los oncogenes de HPV 16 y la capacidad de macrófagos activados 

para reconocer selectivamente y destruir las células neoplásicas asociadas a HPV 16. 

Adicional a la respuesta inmune humoral y celular, la respuesta inmune local del huésped, juega un papel 

importante en la defensa contra la infección del HPV. Esta respuesta incluye cambios en él número de células 

profesionales presentadoras de antígeno, cambios en la secreción de atocinas y cambios en la expresión de 

moléculas del MHC. Las células de Langerhans son células especializadas en tejidos epiteliales, presentan una 

morfología similar a las dendrítícas, y se ha encontrado que en verrugas, en lesiones con condiloma y NIC, estas 

células de Langerhans están dramáticamente reducidas comparadas con la epidermis normal (Morelli et al., 1993 & 

Lehtinen et al., 1993). 

Las moléculas del MHC son muy importantes en la regulación de la respuesta inmune. En el cervix, las 

moléculas del MHC dase II son expresadas en el 50% de los NIC de alto grado (Coleman & Stanley, 1994) y en el 

87% del cáncer cervical (Glew et al., 1992); además de la expresión del MHC dase I esta fuertemente reduada o 

ausente en más del 75% de NIC y del caranoma cervical (Cromme et al.t 1993). Interesantemente, decrece la 

expresión del MHC dase I en la superficie y se ha encontrado relacionado con una bajo transporte de la proteína 

transportadora de antígeno (TAP-1) (Cromme et al., 1994). Cromme, 1994, reporta una baja expresión de TAP-1 

en el 49% de los casos de caranoma cervical, de los cuales 76% muestra baja expresión de HLA A/B. Los 

antígenos vírales presentados por las moléculas de HLA, en varios estudios muestran que ciertos antígenos del HLA 

de dase II influyen en el desarrollo de la malignidad asociado al HPV (Wank & Thomssen, 1991; Helland et al., 1992 

& Apple et al., 1994). Wank y Thomssen reportan, una relación en carcinoma de células escamosas con la 

expresión de moléculas HLA-DQw3 (Wank & Thomssen, 1991). 

4.2). CtTOCINAS Y CANCER 

La inmunidad mediada por células esta regulada por citodnas que son secretadas por los linfócvtos T CD4+ 

cooperadores (Th) y CD8+ citotóxicos. En general los linfocitos Th pueden ser dasificados como Pnfocitos Th1 y 

Th2 en base a las diferentes tipos de citodnas que secretan, además de ser antagonistas entre ellas. Los linfocitos 

Th1 secretan IL-2, IL-12 e INF-y; y los linfocitos Th2 producen IL-4, IL-6, IL-10 e IL-13 (Figura 9) (Mosmaim et 

al.,1989). Los linfocitos Th1 son las células electoras más importantes en las reacciones inflamatorias e infecciones 

vírales (HPV) y de bacterias intracelulares, asociada con hipersensibilidad retardada para una baja producción de 

anticuerpos (Romagnani S, 1992). B fenotipo funcional de la respuesta de linfocitos Th2 se asocia con la 

persistencia de producaón de ciertos tipos de anticuerpos, particularmente immunoglobutina G e inmunoglobulina E, 



además se ha observado en infecciones por helmintos y desordenes genéticos, sin embargo, la protección 

desarrollada para tales infecciones y para el control de tumores, puede ser alterada por la respuesta de atoarías 

Th¿ La protección mediada por Mocitos para infecciones virales tales como el control de tumores mediada por 

citodnas Th1, con la producción de las citodnas IL-2 e INF-y como el prina'pai componente que contribuye al 

desarrollo de inmunidad mediada por células contra infecciones asociadas a HPV y con neoplasias asociadas a HPV 

(Wu et al., 1997 & Man S, 1998), sin embargo, esta puede ésta puede ser inhibida por la respuesta de citodnas 

Th2, IL-4 e IL-10, e inhibe el desarrollo de la respuesta inmune mediada por células. 

Célula del 
estroma 

Linfocito T 
Cooperador (Th2) 

IL I L - 1 0 

I L - 2 , ILv12 O 
Linfocito T 
Cooperador (Thl) 

Linfocito B 

O 
Célula NK 

Rgurura 9: Respuesta inmune antitumoral 

Varios reportes indican, en base a las atocinas presentes, se favorece una respuesta Th2 en varias células 

cancerosas (Frazer & Tindle, 1992). En estadios avanzados de la evoludón del CaCU y en otras malignidades, se 

presenta un estado de inmunosupresión local en respuesata a la producción de citodnas Th2 y en citodnas 

proinflamatorias. Diferentes tipos de tumores humanos se han usado como modelos para estudiar la respuesta 

inmune (Broder et al., 1978). Broder y cols, en 1978, determinaron un estado de inmunosupresión en cáncer y en 

enfermedades neoplásicas ocasionadas por una respuesta supresora. Posteriormente Loefler en 1992 y Riley en 

1990, reportaron factores inmunosupresores producidos por diferentes células tumorales. Tales evidencias indican 

que aertas células y factores pueden estar infiltrados en y alrededor del tumor produciendo un estado de 

inmunosupresión local. Mas tarde se dio a conocer que se trataban de atocinas y células electoras presentes en el 

sitio del tumor, de esta manera Rusell, en 1990, introdujo el término de terapia génica utilizando citodnas dirigidas 

a células tumorales (Rusell J, 1990; Oettgen F, 1991; Fearon et al., 1990 & Russell et al., 1991). Sin embargo, no 



fue hasta 1991, que se conoció el papel inmunosupresor local de ciertas atocinas, tal como la IL-4, el factor 

estimulante de granulocitos (G-CSF), el factor de necrosisis tumoral (TNF-a) y la interieucina 10 (Blankenstein et al., 

1991). 

Aunado a las evidencias conocidas, Balkwifl en 1993, sugirió que algunas atocinas pueden estar 

involucradas en el desarrollo de la malignidad, al observar que TNF-p liberado en el sitio de la infección esta 

involucrado en la progresión del cáncer de ovario humano (Balkwill et al., 1993; Malik et al., 1990 & Oliff et al., 

1987). A partir de esta idea varios autores han determinado la expresión local de atocinas en cáncer. 

Particularmente el grupo de Musahiro en 1992 determinó la expresión de RNAms que codifican para las atocinas IL-

4, IL-5, IL-10 y GM-CSF en biopsias de carcinoma de células escamosas (SCQ y en lesiones de keratinocitos, 

demostrando una elevada expresión de estas atocinas en SCC, k» cual favorece una respuesta humoral pero a la vez 

una inmunosupresión de la respuesta inmune mediada por células, impidiendo la eliminación de las células 

tumorales (Yamamura et al., 1993). Recientemente se planteo que las células tumorales secretan algunas dtoa'nas 

además de generar otras estrategias, tales como la falta de expresión de anb'genos tumorales, disminución de la 

expresión de moléculas del MHC dase I entre otras, utilizándolas como mecanismos para evadir al sistema inmune, 

permitiendo así el desarrollo del tumor en el organismo (Bañera et al., 1995). 

V). INTERLEUCINA 10 

La interieua'na 10, a partir de su descubrimiento por Mosmarm en 1989, originalmente descrita como 

factor inhibidor de la síntesis de citodnas (CSIF) (Florentino et al., 1989) fue relacionada con dos investigaciones 

independientes. Una fué identificada como mediador derivado de células B la cual coestimula la proliferación de 

tímocitos activados y la identificación de IL-10 con la apreaaaón de diferentes subpoWaáones T cooperadoras (Th1 

y Th2) que regulan tanto la producción de anticuerpos como la respuesta inmune mediada por células. 

5.1). ESTRUCTURA DEL GEN DE IL-10: HUMANO Y RATON 

Ambos genes se encuentran localizados en el brazo largo del cromosoma 1. La secuenda completa del 

DNA del gen IL-10 murino (mlL-10) es una región de 7.2 kb la cual contiene toda la región codificante y una 

secuencia 5'-flanquente de 1.5 kb. El gen de IL-10 humano (hlL-10) fue detectado a partir de un fragmento de 0.7 

kb de un cDNA de hlL-10 el cual fue Nbridado con diferentes fragmentos de restricción de DNA genómico humano, 

la sonda (BIOS Corp., New Harven, CT) detecta una banda de ~3.5 kb en el DNA digerido con Hind III (Kim et al., 

1992). El gen de IL-10 murino, contienen 4 intrones y 5 exones que codifican para un cDNA de aproximadamente 

5.1 Kb de DNA; sin embargo el gen de hlL-10 es codificado por un sólo exón genómico (Kim et al., 1992). 
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Figura 10: Localización aomosomal del gen de IL-10 

Además se ha demostrado que la secuencia del gen de IL-10 está muy conservada entre el humano, ratón, 

rata y los bovinos (Hash et al., 1994). La secuencia codificante del gen de hlL-10, tiene una homología del 80% con 

la de ratón y rata; y un 84% de homología con la de bovino (Kim et al., 1992 & Hash et aL, 1994). La secuencia de 

homología entre mlL-10 y hlL-10, difieren en las posiciones nudeotídicas 1162 y 1477 por la inserción de 

elementos repetidos de la familia AJu (Hess et al., 1983). De los 5 exones detectados; el exón I contiene la 

secuencia 5'-no tradudda, la secuencia señal de aproximadamente 34 aminoácidos que comprenden el N-terminal 

de la proteína madura y el exon IV codifica 30 aminoácidos de la región C-terminal de mlL-10 y la región 3'-no 

traducible del RNAm de mlL-10 (~ 1.4 kb), al igual que los genes de otras dtoanas, la unión de exón-intrón no 

cambian los codones de los aminoáados. Una señal adicionaJ de poliadennación esta presente en la posición 6668-

6673,13 pb en direcdón 5' del sitio de pofi-adeniladón. Los exones restantes contienen el ORF del gen. 

La secuenaa del mlL-10 fue comparada con las secuencias reportadas en el GenBank y se determinó que 

tiene una homología con la hlL-10 como se mencionó anteriormente, además se encontró una fuerte homología con 

el ORF del BCRF1 del virus de Epstein Barr (IL-10 viral/ vlL-10), esta homología no solo esta restringida a los 

exones, lo que sugiere que el ORF viral es producto de un proceso evolutivo donde el gen de IL-10 fue capturado 

(Baer et al., 1984). Otras similitudes entre las secuencia nudeotídica del exón II y varios genes se ha detectado; el 

exón II tiene una homología del 60% a una región corta de los genes vírales que codifican para Ag de superfide del 

virus de hepatitis woodchuck (Galibert et al., 1981). 



5.2). IA REGION REGULADORA Da GEN DE IL-10 

La secuencia completa de DNA de la región reguladora del gen de IL-10 fue reportada porKube, Platzery 

cois en 1995 (Kube et al., 1995), correspondtendo aproximadamente 2632 pb. La región 5'-flanqueante del gen de 

hlL-10 fue comparada con la secuencia reportada en la base de datos EMBO, encontrando 100% de homología con 

la secuencia de parte del cDNA de hlL-10 reportada por Vieria y cois (Vieria et al., 1991). Esta región fue 

comparada con la región 5'-flanqueante de mlL-10, donde se encontró un 60% de homología en aproximadamente 

800 pb en dirección 5' del sitio de inicio de la transcripción (Kim et aL, 1992). No se encontró homología 

significativa entre la región 5'no codificante de hlL-10 con el ORF de BCRF1 (vlL-10) del genoma del virus del 

Epstán-Barr (Vieria et al., 1991 & Moore et al., 1990). 

En este reporte se determinan las secuencias que están involucradas en regular la transcripción del gen 

hlL-10 en líneas celulares de linfbma de Burkitt's en sistemas de funcionalidad a partir de deleciones de la región 

reguladora de hlL-10, cuantificando luciferasa y p-galactosidasa. Donde se determinan secuencias de regulación 

positiva localizadas entre las posiciones —1100/-900 y elementos de regulación negativa los cuales inhibe la 

actividad de luciferasa y se localizan entre la posición -800/-300 (Kube et al., 1995). 

ELEMENTOS REGULADORES DEL GEN DE hlL-10: 0 exámen de la secuencia 5'-flanqueante de hlL-10 con 

las secuencias motif asociadas a la regulación de la transcripción génica (Locker & Buzard, 1990), muestran que se 

localiza la caja TATAA en la posición -77 y una caja CAAT en la posición -226 del extremo 5'de la secuencia del 

cDNA de hlL-10. Elementos adicionales induye elementos putativos de respuesta a glucocorticoides y para insulina, 

elementos consenso a metaJotioneina y secuencias regulatorias a nitrógeno. Aunque IL-10 es una atoaría específica 

a 1WTh2 al igual que IL-4, no se encontró una secuencia de 11pb involucradas en la regulación la IL-4 en el 

promotor de IL-10. Sin embargo esta fue homologa a la secuencia detectada en la posición 2209 (AAAATT). Un 

caso sorprendente fue la existenaa de un elemento de respuesta para la proteína transactivadora E2 del virus de 

papiloma localizado en la posiaón -2237 (ACCeNGGT), este elemento apoya nuestra hipótesis sobre la regulación 

de la expresión de la hlL-10 por el virus del papiloma humano en cáncer cervical. 6 i la tabla 4 se presenta un 

resumen de los elementos de reguladón transcripáonal presentes en la región reguladora del gen de hlL-10. 

ELEMENTOS REGULADORES DEL GEN DE mlL-10: Esta región contiene varios elementos de regulación que 

están presentes en la región 5'- no codificante del gen de hlL-10 (Kim et al., 1992). Se localizan la caja TATAA en la 

posiaón -30 del extremo 5'de la secuencia del cDNA de mlL-10, se induye un elemento probable de respuesta a 

glucocorticoides, un elemento de respuesta a AMPc, sitios de unión para AP-1 y NFk-B. Al igual que el gen hlL-10, 



no se encuentra la secuencia de 11 pb importante para la regulación por IL-4. En la tabla 5 se muestran los 

elementos de regulación para el gen de mlL-10. 

TABLA 4. SECUENCIAS DE CONTROL DE LA 
TRANSCRIPCION DEL GEN DE hlL-10 

SECUENCIA DE NBOBi n a u s o B C M M 
RECONOCIMIENTO 

TGAGTCA 78-84 API 
GCACT 158-162 Consenso a meblotionera 
TGTCCT 249-254 Consenso a melatotionera 
ACCNNNNNNG6T 309-320 Transadtador E2 de papiomavirus 
GATGGGAAACA 354*364 EBNA2 (LMP2) 
AGGAAG 366-371 PEA1 
GAGAA 522-526 CajaPU 
GTTTGCA 838-844 Secuenda regulada por nitrógeno 
GGGGGAA6T 1390-1398 Demento ETS-srabr 
GAGGAA 1411-1416 THF 
GTGGAAA 1805-1811 Secuencia central sinriar a reina 
GAGAA 1821*1825 CajaPU 
TAATGAAAT 1829-1837 Bemento de respuesta a Qucocorticoides 
CCCGCC 1871*1876 SP1 
AAAATGGAA 1906-1915 W 
CTTGG6AACTT 1922*1932 BNA2 (LMP2) 
TGTTCT 2165-2170 Bemento de respuesta a suero 
CCAAT 2269-2274 Caja-CCAAT 
TATAA 2418-2422 Caja TATA 

Kubetíal . ,1995 

TABLA 5. SECUENCIAS DE CONTROL DE LA 
TRANSCRIPCION DEL GEN DE mlL-10 

SECUENCIA DE rasan naafSKMRMKM 
RECONOCIMIENTO 

TATAA 1531-1535 Caja TATA 
AGAACA 1547*1522 Elemento de respuesta a glucooortlcoides 

1266-1271 
TGTTCT 1184*1189 
AGGAAG 1507*1512 PEA-3 Proteína de reconocimiento y unión 
CCTTT 1499-1503 Indudbie por IFN 

1082-1086 
AAAG6 190-194 Induable por ffN (secuencia inversa) 
AAAGGA 1419-1424 Secuencia core enhancer de IFN 
AAGGGAA 1414-1420 
CCTGGGA 1220-1226 Gomun en genes nadantes en tase aguda 
ACGTCA 1208-1213 Bemento de respuesta a AMPe 
GGGGTTTCCT 1074-1084 Sitio de reconocimiento a WP-fcB 
GGGCACTTTCC 4706-4716 
GGAGAAGTCCC 702*712 Sitio de reconocimiento a NF-Kb (secuencia imerca) 
TCCCA6 758-763 Elemento de respuesta a IL-6 
CACCC 683-687 Scajcnoas ricas en GC requeridas para la transcripción 

eficiente de algunos genes eucariotes 
CCAAT 4 3 4 4 3 8 Séo de unión para CBP, CTF/NF-1Y NF-Y 
TGAGTCA 274-280 Sibo de unión para AP-1 

KimetJ. ,1992 



5.3). ESTRUCTURA DE LA PROTEINA DE IL-10 

B cDNA de mlL-10, rlL-10 (rata) y hlL-10, codifican para 178 residuos de aminoácidos, con péptido señal 

hìdrofóbico generado de 160 aminoácidos de la proteína madura. La IL-10 de rata-ratón contiene dos sitios de 

glucosilacíón en el extremo amino terminal y onco residuos de dsteinas. Hay aproximadamente un 73% de 

homología de la proteína en estas tres espedes (Moore et al., 1993). La proteína mlL-10 está carboxílada en el 

extremo amino terminal e hlL-10 parece rio estar glucosilada. La IL-10 de ratón y humana, son éebilmente áadas y 

se presentan como homodímeros fígados no covalentemente en soludón (Moore et al., 1993). La molécula de IL-10 

es un homodímero con un peso molecular de 36KDa, compuesto de dos subunidades formando una estructura en 

forma de V (Figura 11) La mitad de la estructura contiene seis a-helices, cuatro originadas de una subunidad y dos 

de otra. La estructura de IL-10 presenta posibles modelos de conversión de dímeros dentro de monómeros y de 

sitios probables de interacdón con varios receptores. Además se ha encontrado una alta topología similar entre la 

proteina de IL-10 con INF-y. El receptor de IL-10 ha sido aislado de tejidos humanos y de ratón. Ambos receptores 

son glicoproteínas transmembranales de aproximadamente 110 kDa, guardando una homología de 60% entre ellas 

(Zdanovetal., 1993). 
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Figura 11: Estructura esquemática de la proteina IL-10. 

La interleutina 10 en solución se comporta como un dímero (Monison, 1994), cada subunidad consiste de 

6 hélices, de la A a la F. Las cadenas polipeptídicas de cada subunidad forman la mitad del dímero; las hélices E y F 

de una subunidad del dominio de 6 hélices y las hélices A'-D' de la otra subunidad forman la simetría del dímero. 

Adidonalmente, las hélices A, C, D, F y A', C, D* y F de cada dominio forman un dásico mango izquierdo envolviendo 



4 hélices (Morríson et al., 1991), presentes en todas las estructuras cristalográficas de la familia de las atocinas de 

hélices. 

Aproximadamente el 85% de los residuos de la molécula de IL-10 forman parte de la conformación a -

héfíce. La mayoría de las hélices adoptan conformaciones canónica, algunas 3io-vueltas y tres regiones en forma de 

rosca, ocasionados por los residuos Ser31-Arg32 (de la curva de la hélice A), Leu73-Glu75 (Pro78 en la mitad de la 

hélice C), y Alai 39-Ser141 (en la curva de la hélice F), los enlaces de hidrógeno son más comunes entre las hélices, 

donde no participan los oxígenos de los carboxflos en tales enlaces. La estructura de IL-10 es estabilizada por dos 

puentes disulfuro intramolecularmente, Cys12-Cys108 y Cys62-Cyst14. Las uniones disulfuro de las hélices A y C a 

la hélice D, forman una estructura con una larga depresión en medio, la cual es penetrada por la hélice F de la 

segunda subunidad. La superficie de la depresión es altamente hidrofóbica. Los residuos que le dan el carácter 

hídrofóbico son, Met39, Tyr 59, Leu 61, Pro 78, Pro 85, Ala 89, Leu 103 y Prol 13 (Zdanov et al., 1993) 

La hlL-10 ha no presenta carbohidratos en la región amino (Vieira et al., 1991), pero esta contiene un sitio 

potencial de glicosilación en la posición amino (Asn116). Este residuo esta localizado en el asa entre las hélices D y 

E. Este sitio potencial de glicosilación esta conservado en rlL-10 (Goodman et al., 1992), mlL-10 (Moore et al., 

1990) y plL-10 (porcina) (Blancho et al., 1995). Las mlL-10 y rlL-10 contienen un segundo sitio de glucosilación 

N-similar cerca del amino terminal Asn8 en mlL-10 (Moore et al., 1990) y Asnll en rlL-10 (Goodman et al., 1992), 

no glicosilado en plL-10 y en hlL-10. Basados sobre la homología entre las secuencias de hlL-10, rlL-10 y mlL-10, 

este segundo sitio esta localizado en el N-terminal de la hélice A, sobre la superficie de la molécula de IL-10. 

La secuencia de aminoácidos disponible de IL-10 de otras especies han sido comparadas en la figura 12, 

donde se observa la secuencia alineada de hlL-10 y las correspondientes atocinas de rata, porcina y minina. La 

secuencia de IL-10 de estas especies tienen una alta homología (72 al 77%) con la hlL-10, lo que indica que hay 

una secuencia muy conservada, la cual se mantiene en la secuencia secundaria y terciaría de la protana. Los genes 

que codifican la hlL-10 y mlL-10 se localizan en el mismo cromosoma (cromosoma 1); hlL-10 es codificado por un 

solo exón, y el mlL-10 es codificado por 5 exones (5.1 kb de DNA genómíco). Los exones 1 y 2 corresponden a las 

hélices A y B, el exón 3 contiene las hélices BC.C el asa CD y la hélice D. Interesantemente la hélice E y F, las cuales 

cruzan con a el segundo dominio, son localizados sobre los exones 4 y 5 respectivamente (Zdanov et al., 1995). 
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Figura 12: Alineamiento de la secuencia de aminoácidos de IL-10 humano, murino, rata y porcino. 

5.4). HOMOLOGIA DE IL-10 CON EL GEN BCRF1 D a VIRUS DE EPSTEIN BARR 

La mlL-10 y hlL-10 presentan una alta homología en secuencia de nudeótidos y de aminoáddos con el ORF 

del gen BCRF1 del virus de Epstein Barr (EBV) (Moore et al.,1990; Vieira et al., 1991 & Baer et al., 1984). La 

homología es conferida a la secuencia codificante de la proteína madura y no es detectable en la secuencia señal o 

secuenaa 5' y 3'-no tradudble. De las tres secuendas, mlL-10 y hlL-10 están más relacionadas en cuanto a nivel 

de secuenaa de DNA (81 %), mientras que la secuencia de DNA que codifica las proteínas hlL-10 y BCRF1 muestran 

solo el 71% de homología. Sin embargo, ambas en secuencia de aminoácidos mantienen una relaaón del 84%. B 

anticuerpo de rata anti-hlL-10 produce reactividad cruzada con las proteínas hlL-10 y vlL-10, pero no con la mlL-10 

(MacNeil et al., 1990). A diferencia del gen de hlL-10, el gen de BCRF1 no contiene intrones, lo que sugiere: a). Que 

los genes mlL-10 y hlL-10 provienen de un antecesor común, b). BCRF1 podría representar un antecesor 

procesado, el cual capturo un gen de citodna celular y c). La proteína BCRF1 es my parecida a la atoaría humana 

(Vieira et al., 1991 & Moore et al., 1991). BCRF1 es expresada en la fase tardía del cido Utico de EBV, pero no en 

niveles significantes en líneas celulares de infección tardía (Hudson et al., 1985 & Hsu et al., 1990). 0 ORF de 

BCRF1 codifica para un polipéptído secretado de aproximadamente 17-KDa, al igual que hlL-10, contiene poca o 

nula glicosilación. BCRF1 despliega algunas actividades como IL-10 y esta se designa como IL-10 viral (vlL-10). En 

ensayos para determinar las actividades de BCRF1 esta parece ser de 3 a 10 veces menor que la hlL-10 (Moore et 

al., 1991). 

5.5). CELULAS QUE EXPRESAN IL-10 

La IL-10 es produada por una amplia variedad de Bneas celulares, mlL-10 es expresada por lirrfodtos T 

CD4+ Th2 murinos, en bajos niveles donas de linfocitos CD8+, (Infamas de células B, Bnfbcitos T, lineas de células 

cebadas activadas, macrófagos activados, queratinocitos y células B Ly-1 (B-1) (Florentino et al., 1989; Moore et 

al., 1990; O'Garra et al., 1990; Me Neil et al., 1990; Florentino et al., 1991; O'Gana et al., 1992 & Enk & Katz, 



1992). La hlL-10 es expresada por células T CD4+ y donas de finfocitos T, ThO/Ihl y Th2, finfocitos T CD8+ de 

sangre periférica activados con antígeno especifico y poüdonal (Yssel et al., 1992), donas de monocitos-

macrófagos, queratinodtos, células B activadas, linfomas de células B y líneas de finfbma de Burtótt infectadas con 

EBV (Viera et al., 1991; de Waal et aL, 1991; de Waal-Malefyt et aL, 1991; Salgame et al., 1991 & Ralph et al., 

1992). De esta manera IL-10 no es una atocina estrictamente específica de Iinfocitos CD4 Th2. 

La IL-10 es producida relativamente por la activación de finfocitos T o monocitos/macrófagos, en 

comparad con otras citodnas (de Waal et al, 1991; Florentino et aL, 1991 & Ysel et al., 1992), esta atocina 

inhibe la activación de Iinfocitos T y macrófagos. IL-4 inhibe la producción de IL-10 por monodtos humanos 

activados por LPS (de Waal et al., 1991), e el INF-? inhibe la producción de IL-10 por macrófagos murinos 

(Florentino et al., 1991) y células mononudeares de sangre periférica (PBMC). 

5.6). ACTIVIDADES BIOLOGICAS DE LA INTERLEUCINA10 

La IL-10 originalmente fue identificada como un factor inhibidor de la síntesis de atocinas produada por 

donas de Iinfocitos Th2 e inhibe la síntesis de citodnas producidas por finfocitos Thl (Florentino et al., 1989 & 

Florentino et al., 1991). Esta citodna se ha demostrado que tiene efectos pleiotrópicos inmunosupresores e 

inmunoestimuladores sobre una gran variedad de tipos celulares, además de estar involucrada en la regulación de 

la respuesta inmune. 

PROPIEDADES ESTIMULADORAS: La ¡nterleudna 10 aumenta la viabilidad de finfocitos B y sobrerregula la 

expresión de las moléculas del MHC dase II de finfocitos B (Go et al., 1990), y en monodtos inhibe la expresión de 

estas moléculas. Sin embargo hlL-10 no altera la expresión de HLA dase II sobre Iinfocitos B humanos (Moore et al., 

1993). En términos de efectos sobre la activación de células B, IL-10 aumenta la proliferación y diferenciación de 

células secretoras de anticuerpos. En finfocitos B activados vía receptor de antigenos (Ig) o vía CD40, IL-10 induce 

la síntesis de DNA y la proliferación de Iinfocitos B, e induce su (fiferenciadón para la producción de anticuerpos y la 

secredón de IgM, IgG y IgM (Rousset et al., 1992 & Defrace et al., 1992). Estos efectos son sinergisados por IL-4, 

en donde la síntesis de inmunoglobulinas es induada por IL-10 y es antagonizada por TGF-p. 

AdicionaJmente IL-10 estimula numerosos tipos celulares. En sistemas m vitro aumenta la respuesta 

proliferativa de-timodtos murinos y finfocitos T que han sido activados con IL-2 y IL-4 (Suda et al., 1990 & MacNei 

et al., 1990); además funaona como un factor de diferenciación de finfocitos T atotoxicos activados con 

concanavalina A (Con A). IL-10 estimula células cebadas murinas, sinergizando con IL-3 y IL-4 para inducir 

proliferación de varias líneas celulares cebadas (Howard & O'Garra, 1992). Por otro lado hay evidencias que indican 

que IL-10 induce apoptosis en células leucémicas de finfoma crónico de células B (Fludóger et al., 1994), en 



contraste a esto, IL-10 previene la apoptosis de los centros germinales de células B (Leuy & Brovet, 1994), 

actualmente se conoce que la IL-10 induce la expresión de Bd-2 en células hematopoyeticas progenitoras 0)34+ 

(Weber-Nordt et al., 1996). 

PROPIEDADES INMUNOSUPRESORAS: Estas propiedades de IL-10 se han identificado por su capacidad 

para inhibir la síntesis de varias atocinas, incluyendo IL-1, IL-2, IL-3,1L-6, IL-8,11-12, TNF-a, INF-y y el factor 

estimulante de granulocitos y macrófagos (GM-C5F), producidas por necrófagos activados y linfocitos Th1 

(Mosmann, 1994). En sistemas m vitro, la adición de anticuerpos antML-10 en cultivos de linfocitos T primarios 

aumentan la emergencia de las células dirigiendo a un fenotipo Th1 (Howard & O'Garra, 1992), estos datos 

sugieren que la IL-10 puede jugar un papel en disminuir las reacciones de Npersensibiüdad de tipo retardada y 

otras respuestas Th1 mediada por células, estos efectos se consideran efectos indirectos de la acción de la IL-10. 

Además IL-10 suprime la capacidad de macrófagos murinos, pero no de células B, para estimular clonas de 

linfocitos Th1 para la síntesis de atocinas (Florentino et al., 1991). De la misma manera, la IL-10 suprime la síntesis 

de atocinas en donas Th1 o en células NK activadas por IL-2 o células accesorias antígeno específicas (Moore et 

al., 1993). 

El papel inhibidor de la síntesis de INF-y, IL-2 y TNF-p en las subpoblaciones Th1, es antagonizada por IL-

4. Los efectos inhibitorios sobre la producción de INF-y son indirectos y parecen ser el resultado de una supresión 

de la síntesis de IL-12 por células accesorias. En macrófagos estimulados con LPS de bacterias, IL-10 inhibe la 

síntesis de IL-1, IL-6 y TNF-a, promoviendo entre otras cosas la degradación de RNAm de dtodnas. Esto además 

dirige la inhibición de la presentación de antígenos. Se ha demostrado que los efectos biológicos de IL-10 son 

antagonizados por IL-12 (De Adreua et al., 1993). 

En relaaón a la supresión de la presentación de antígenos por macrófagos/monocitos, se ha demostrado la 

capaddad de IL-10 como un fuerte desregulador de la expresión constitutiva e indudble de las moléculas del MHC 

dase II sobre monoátos humanos (HLA-DR/DP y DQ) (de Wall Malefyt et al., 1991) y sobre macrófagos de 

exudados de peritoneo murino (Howard & O'Garra, 1992). Además la IL-10 produce fuertes cambios en ta 

morfología y adhesión de macrófagos del peritoneo o en monocitos en cultivo y se han observado cambios en la 

expresión de una gran variedad de moléculas de adhesión (de Waal et al., 1991). La IL-10 inhibe la producción de 

varios mediadores inflamatorios en monocitos/macrófagos, ¡nduyendo IL-1 a , IL-6, IL-8, el factor estimulante de 

colonias de granulocitos-monocitos (GM-CSF), el factor estimulante de colonias de granulocitos (G-CSF) y TNF-a (de 

Waal et al., 1991; Florentino et al., 1991 & Bogdan et al., 1991). La acción exógena de IL-10 suprime la síntesis de 

IL-10 por macrófagos y monocitos (de Waal et al., 1991), sugiriendo una regulación negativa feedback de la 



producción IL-10 derivada de monocitos. Además IL-10 suprime la producción del orado nítrico (Bogdan et al., 

1991), metabofitos intracelulares que están involucrados en la eliminación de parásitos intra y extracelulares. IL-10 

no suprime completamente la síntesis de proteínas de monocitos y macrófagos, asi esta atocina no afecta la 

expresión constitutiva del factor de crecimiento transformante p (TGF-p) y éste sobreregula la expresión del 

receptor IL-1 (IL-1 ra), un importante regulador de reacciones inflamatorias (Howard & O'Gana, 1992). 

CITOCINAS EN CANCER CERVICAL 

La respuesta inmune de tipo celular contra las infecciones producidas por HPV esta regulada por las 

subpoblaciones Thl y Th2 y sobre los productos de los genes de atocinas que son producidos por estos tipos 

celulares. En varios modelos tumorales se ha determinado que hay una preferencial producción de atocinas 

proinflamatorias e inmunosupresoras facilitando el crecimiento tumoral. Particularmente en cáncer cervical hay 

varios estudios donde reportan el patrón de atocinas en cáncer cervical. Qerici y colegas, 1997; determinaron el 

patrón de citocinas liberadas por células de sangre periféricas PBMC despúes de la estimulación con antígenos de 

influenza, APCs aiogénicas o mitógenos, en pacientes con infección con HPV extensiva y de tipo localizado. 

Encontrando niveles bajos de la atocina IL-2 en los pacientes con la enfermedad extensiva comparado con la de tipo 

localizado, además se encuentran niveles elevados de la citocinas 1L-4 y IL-10 en los pacientes con enfermadades 

extensivas en comparación con los de tipo localizado y los controles. Estos resultados indican que la producción de 

las citocinas IL-4 e IL-10 están asociadas con la supresión de la inmunidad mediada por células (Wu et al, 1997). 

Adidonalmente nuestro grupo ha encontrado que hay una preferencial expresión de las citocinas IL-10 y TGF-p en 

muestras de padentes en estadios avanzados del CaCU. Particularmente hemos determinado que la expresión de la 

IL-10 es directamente proporcional al desarrollo del cáncer cervical en presenda de papilomavirus humano 

(Bermúdez, 1997). Estos resultados indican que existe una relaa'ón directa entre la presenaa de HPV y la expresión 

de IL-10 en las células epiteliales del cerviz del tal manera, que sugiere fuertemente que es el HPV el responsable 

de la inducción de estas dtoanas inmunosupresoras, por lo que se proponen que algunas proteínas vírales, 

prinapalmente E2, pueden ser las responsables de regular la expresión de dicha atoaría. Esto es apoyado por la 

existenaa de un elemento de respuesta a la proteína E2 de papilomavirus presente en la posición 5'distal de la 

región reguladora del gen de la IL-10 (Kube et al, 1995). Dicho mecanismo puede representar una alternativa de 

evasión de la respuesta inmune inducida por HPV para favorecer el proceso de cardnogénesis cervical. De esta 

manera se pueden establecer estrategias para modular o bloquear su expresión en (Eferentes estadios de la 

malignidad. 



IMPORTANCIA 

Ante la problemática actual del cáncer de cérvix, varios estucfios están enfocados en relación al 

entendimiento de la respuesta Inmune local del huésped contra las células tumorales y los mecanismos de evasión 

de la respuesta inmune, la expresión de la IL-10 por las células infectadas con el vine de papiloma humano, 

favorecen un estado de inmunosupresión en el sitio de la infección, provocado la inactivación de las subpobladones 

celulares involucradas en la respuesta inmune antitumoral. Por tal motivo es de mucha importancia estudiar el 

posible mecanismo por el cual el virus del papiloma humano esta involucrado en la expresión de esta atocina. B 

entendimiento de los mecanismos de evasión de la respuesta inmune inducida por el HPV durante el proceso de 

cardnogenesis cervical, nos permitirá desarrollar nuevas alternativas para el tratamiento de esta neoplasia. 

ORIGINALIDAD Y JUSTIFICACION 

Debido a que el cáncer cervical es una neoplasia que es altamente prevalente en la población femenina y 

que aproximadamente 12 personas mueren al día a causa de esta neoplasia en México, es necesario realizar 

investigaciones en tomo a los factores que están involucrados en el desarrollo de la malignidad, involucrando al HPV 

y alteraciones del sistema inmune durante el desarrollo de la malignidad. Este trabajo de investigación es una 

continuación de los resultados obtenidos del trabajo experimental de licenciatura, en el cual se determino por RT-

PCR que la expresión de la interleucina 10 es directamente proporcional al desarrollo del cáncer cervical asociado al 

virus de papiloma humano (HPV), y donde se plantea que el HPV puede ser el responsable o esta involucrado en la 

expresión de esta citodna. Además esto es apoyado por la existencia de un elemento potencial de respuesta a la 

proteina E2 de HPV, localizado en la región 5'distaJ de la región reguladora del gen de la IL-10. Por lo tanto en el 

presente trabajo se trato de determinar si el virus de papiloma humano es capaz de regular la expresión de IL-10 

por medio de la proteina E2, asi se comprobo que esta proteína tiene la capacidad de reconocer a la secuencia de 

unión a E2 de HPV y que esta es capaz de transactivar al gen de IL-10 humano (hlL-10). Estos resultados nos 

permitirán diseñar mejores alternativas de inmunoterapia contra cáncer cervical. 



HIPOTESIS 

Debido a que existe una asociación entre la expresión de 11-10 y la presencia del virus del papiloma 

humano (HPV) en cáncer cervical y a la existencia de un elemento de respuesta a E2 de papilomavims en la región 

5'distal de la región reguladora de IL-10, es probable que el HPV sea capaz de regular la expresión de IL-10. 

OBJETIVO GENERAL 

Determinar el papel del virus de papiloma humano (HPV) en la inducción de la expresión de la interleudna 

10 (IL-10). 

OBJETIVOS ESPECIFICOS 

• Amplificar la región reguladora del gen de la interleucina 10 (IL-10) por PCR y clonar el producto 

amplificado en el vetór pGL-2 vector, el cual contiene el gen de la ludferasa como gen reportero. 

• Realizar deledones de la región 5'no codificante del gen de IL-10 basada sobre los elementos de 

regulación transcripáonal presentes en la secuencia. 

• Subdonar las deleciones de la región reguladora de IL-10 en el vector pGL-2 vector para 

posteriormente realizar análisis de funaonalidad. 

• Realizar análisis de funaonalidad, transfectando y co-transfectando la línea celular C33-A con la 

construaones realizadas y el vector pCMV16E2 el cual codifica la proteína E2 de HPV 16 y analizar la 

expresión del gen de ludferasa. 

• Determinar si el elemento de respuesta a E2 presente en la región reguladora es reconocido por la 

proteína de E2 de HPV y además, de ser capaz de transactivar al gen de la ludferasa. 

• Obtención de la proteína recombinante E2 de HPV 31, por medio de un sistema de purificación por 

afinidad a GST. 

• Mediante un ensayo de electroforesis de movilidad retardada (EMSA) determinar sí ta protana E2 de 

HPV es capaz de reconocer el elemento de respuesta a la proteína E2 presente en la región 

reguladora de IL-10, utilizando la proteína E2 purificada y extractos nucleares de células HeLa y C33-A. 



REACTIVOS Y EQUIPO 

PLASMIDOS 

pGEM-T (Promega) 

pGL-2 vector (Promega) 

pGL-2 Basic (Promega) 

pET-22b (Novegen) 

pCMV-16E2 y pC18Sp1-Luc (Donado por Dr. Veress, Depto. de Microbiología, Escuda de Medicina, 

Universidad de Debrecen, Hungría) 

pGEX-31E2 (Donado por el Dr. Laimins, Depto. de Microbiología, Escuela de Medicina, Universidad de 

Northwestern Chicago, IL) 

CEPAS BACTERIANAS 

E. coli: DH5a, JM109 y BL21. 

ENZIMAS 

Taq DNA Polimerasa (Life Technologies) 

Enzimas de restricción: Sma l,Xbal,Xhol,Kpnl, Hindlll, Hae III, Ora t, 

Ncol,Sacl,Sstl, BglU, BamHI, EcoRV, ftf Z (Ufe technologies, Biolabs) 

T4 DNA polinudeótido anasa (Ufe Technologies) 

T4 DNA ligasa (Life Technologies) 

DNA polimerasa I, Fragmento largo (Klenow) (Life Technologies) 

Mung Bean Nudeasa (Life Technologies) 

LINEAS CELULARES 

C-33: HPV negativa, mutadones en p53 R273 a C y pRB en el exon 20 

HeLa: HPV-18, p53 y pRB wild type 

REACTIVOS 

[gama-32P]-dATP (300G/mmol a 10 mG/ml) (Dupont) 

Azul de Bromofenol (SIGMA) 

Acrílamida (Life Technologies) 

Ampidlina 250 mg/ml (SIGMA) 

Anticuerpo polivaJente anti humano marcado con percsddasa (SIGMA) 



Azul de Commasi R-250 (SIGMA) 

Bis-aailamida (Ufe Technologies) 

BSA (Albúmina bovina) (SIGMA) 

Bromuro de etidio (SIGMA) 

dNTPs 10 mM (dATP, dCTP, dGTPi dTTP) (Perlón Bmer) 

Rcol 800 (SIGMA) 

Fijador (KODAK)' 

Qicerol (Life Technologies) 

Inhibidores de proteasas: Aprotinina, PMSF (Phenilmefflsulfonilfuorida), Aprotinina 

IPTG (lsopropil-1 -thio-p-galactopyranosido) (Ufe Technologies) 

Rectivo de lipofectamina plus (Life Technologies) 

Marcador de peso molécular X-Hind III y^X 174 RF DNA/Hae III (Ufe Technologies) 

Marcador para proteínas MW-SDS70L (SIGMA) 

Medio LB (Life Technologies) 

2-Mercapto etanol (SIGMA) 

Membranas de nrtrocelulosa 

NP-40 (Nonidet P40) 

Papel filtro 

Rlms para autoradiografia Kodak 

Placas de EUSA 

Poli dl-dC (Pharmacia) 

Reactivo de Bradford (BioRad) 

Reveldor (KODAK) 

Sales: APS, DTT, EDTA, EGTA, HEPES, Tis base, MgCfe, NaO, Tris- HO, KO, 

SDS (Lauril sulfato de sodio) 

SepharexG-25 (SIGMA) 

Solventes: Aado acético, Metanol, 

Spermidina (SIGMA) 

TEMED (Life Technologies) 

X-gal (Ufe Technologies) 

Xilen cianol (SIGMA) 



KITs 

Ready Pak. Sistema para purificar proteinas fusionadas a GST (Pharmacia) 

pGEM-T and pGEM-T Easy vector systems (Promega) 

Luciferase Reporter Gene Assay (Boehringer) 

Protein Assay Formats (Bio-Rad)' 

Gendean-Il (BI0101) 

EQUIPO 

Contador Gayger, Modelo Pug IAB, Technical Associates 

Termocidador MJ Research modelo PTC-200 

Cámara de Electroforesis: Gel-Vertical modelo VI6-2 (Ufe Technologies) 

Workshield-acrilic (Stratagene) 

Homogenizador para células 

Sintetizador de oligonudeótidos "Applied Biosystems DNA Synthetizer" 

Espectrofotómetro (UV) DU-7 (BECKMAN) 

Lector de ELISA, Labsystems Mulyiskan MS 

Fuente de poder para electroforesis (BIORAD) 

Secador de Geies (LABCONCO) 

Casset, Cronex Intensifying Screns 

Luminometro (AUTOCOPI). 



METODOS 

DISEÑO DE OUGONUCLEOTIDOS 

Basados sobre la secuencia del promotor de hlL-10 reportada por Kube y cois, en 1995 (Kube et al., 

1995) y sobre la secuencia del gen de IL-10 humano reportado en el Gen Bank (número de acceso: HSU16720), y 

con la ayuda del programa Primer Selection, se diseño un par de ologonudeótidos para ampTificar la región 

reguladora del gen de IL-10 humano. B primer SENTIDO: IL-10Xbal (5'-TTTTCTAGATACCTCCCT7CTCCCTGAC-3', nt 

1514-1535) y el primer ANTISENTIDO: IHOXhol (5'-TTTCTCGAGATCTCGAAGCATGTTAGGC-3', nt 4167-4188); los 

extremos 5' de cada oligonudeótido se le añadió un sitio de reconodmiento para las enzimas Xba / y Xho / 

respectivamente, para fadntar su donación (Tabla 6). 

AMPLIFICACION DE LA REGION REGULADORA DEL GEN DE IL-10 

Un |ig de DNA de células HeLa se utilizó como templado para amplificar un fragmento de 2675 pb en 

presenda de buffer de amplificadón 10X (200 mM de Tris-HO pH 8.4,500 mM de KO), 2 mM de MgOz, 200 mM de 

dNTPs, 2U de Taq DNA Polimerasa y 30 pmol de cada digonucdótido, en volumen final de 50 ¿il. La reacción se 

amplificó en un DNA Thermal Cyde 480 (JM Reseach) por 40 cidos. Cada ddo consistió de una fase de 

desnaturalización a 95 °C por 1 min., una fase de alineamiento de 62 °C por 1.5 min. y un paso de extensión a 72 

°C por 5 min. B amplificado se corrió en geles de agarosa al 1% y se visualizó por medio de bromuro de etidio bajo 

luz UV. 

El producto amplificado fue comprobado por medio de un análisis de restricdón de la región amplificada. 

Diez del amplificado se digirió con las enzimas de restricción Dra I, HindIIIy Neo /por 3 hr y se separaron en 

geles de agarosa al 1.5%. B patrón de restricción se verificó deacuerdo con los productos esperados: Dra/(1531 

pb y 1144 pb), ///«////(1556 pb, 906 pb y 213 pb) y to/(1197 pb, 998 pb y480pb). Adidonalmente el 

producto amplificado se confirmó por medio de secuenciadón. B producto de PCRfue donado en el vector pGEM-T 

(Promega), este se utilizó junto con el primer sentido en una reacción de secuendaaón automatizada, secuenciando 

aproximadamente 500 pb, en un equipo ABIPRISM, modelo 310. La secuencia obtenida coinadió con la secuencia 

reportada en el gen bank. 

CLONACION EN EL VECTOR pGEM-T 

Dos reacaones de PCR de 50 \ú de volumen, fueron separadas en geles de agarosa de bajo punto de 

fusión al 1% en buffer TAE 1X. La banda que contenía el amplificado fue separada del resto de la agarosa y el 

fragmento fue purificado por medio de Gen deán II. B DNA fue cuantificado con un espectrofotómetro DU/40 



(Beckman). La reacción de ligación contenía 30 ng del DNA purificado, 50 ng del vector pGEM-T vector (Promega), 

5 ili de buffer rápido de ligación, en presencia de 3 unades/^l de T4 DNA Ugasa. La reacaón se incubó 1 hr a 

temperatura ambiente; la reacción se utilizó para transformar células JM109 calcio competentes, a un choque-

térmico de 42°C durante 1 min., «mediamente se colocan a 4°C La reacción se incubó 30 min. en presencia de 
# 

300jil de medio LB a 37 *C 100 ji l del cultivo de transformación se creció en cajas de cultivo LB agar con 100 

mg/mi de amplicilina, 0.5 mM de IPTG y 80 ng/ml de X-Gal. Se incubò a 24 hrs y se selecaonaron las colonias 

blancas que contienen el inserto, generando así la construcción pGEM-T/IL-10. Para corroborar el inserto, se cultivo 

la bacteria y se.purifióo el plásmido (Mini-prep), este se comò en geles de agarosa al 1 % y se digirió con las 

enzimas Xba /y Xho /para liberar el inserto. 

SUB-CLONACION DE LA REGION REGULADORA DE hlL-10 EN pGL-2 BASIC 

La región reguladora de hlL-10 fue donada en el sitio único Xho /del vector pGL-2 vector basic (Promega). 

Un fragmento de DNA de aproximadamente 2675 pb fue liberado y purificado de la construcción pGEM-T/IL-10, con 

las enzimas Xba I y Bg! II, esta región fue subdonada en el vector PET en los mismos sitios de donación, 

generando la construcdón pET/IL-10. Apartir de esta construcdón la región reguladora de hlL-10 fue liberada en el 

sitio único Xho / y fue donada en el mismo sitio en el vector pGL-2 vector basic (Promega), generando la 

construcdón pGL-2/IL-10. De esta manera la expresión del gen de liciferasa (gen reportero del vector pGL-2 vector 

basic) está sobre la influenaa del promotor del gen de WL-10. 

ANALISIS DE DELECIONES DE LA REGION REGULADORA DE hlL-10 

Diferentes regiones deleciones fueron generadas apartir de la secuencia completa y un análisis de los 

elementos de regulación transcripcional presentes en la región 5'no codificante del gen de hlL-10. Se generaron 

dos deleaones. A partir de la construcdón pGL-2/IL-10 (construcción A, región completa), se digirió el plásmido 

con las enzimas Sma / y Pstl, liberando un fragmento de 493 pb que contiene el elemento de respuesta E2, el 

resto del plásmido fué purificado por Gen Oean II, posteriormente fue digerido con la enzima Mung Bean nudesa 

(Ufe Tecnologies), la cual rompe cadenas sencillas de DNA, generando extremos romos. El vector fue religado en 

presenda de T4 DNA ligasa, generando la construcción pGL-2/IL-10B, la cual se comprobó con los sitios internos' 

Dra III y Bg11I. La siguiente construcdón se generó considerando solo los elementos de transcripción basai del 

promotor de hlL-10, así un fragmento de DNA 1436 pb fue obtenido de la construcción pGEM-T/IL-10 digerida con 

las enzimas EcoR V y Xho I, tal fragmento fue donado en el vector pGL-2 basic, en los sitios Sma /y Xho /y de esta 

manera se obtiene la construcción pGL-2/IL-10C Todas las construcciones fueron analisadas a partir de 

minipreparadones rápidas reportadas por Liska y Ruprecht, 1988 y por el análisis de restricciones de las 



icaones de sitios internos. De esta manera se obtuvieron tres construcciones: pGL-2/IL-10A con la secuencia jo 

la de la región reguladora de IL-10, pGL-2/IL-10B sin el elemento de respuesta a la proteína de E2 de HPV y je 

L-10C con los elementos de transcripción basal del promotor de hlL-10. 

CULTIVO DE LINEAS CELULARES 

Las líneas celulares HeLa y C-33A fueron cultivadas en medio modificado Eagle's Dulbecco's (DMEM), la 

mtado con 10% de suero bovino fetal (Life Technologies) y 10 p.g/ml de penicilina, 10 ng/ml de en 

micina y 2.5 % de anfotericina B incubadas a 37°C, con 95% de humedad y 5% de C0¿. Una vez na 

les las células en monocapa fueron separadas con 0.25% de tripsma/0.02% EDTA y cuatíficadas con rs. 

foietro en una dilución en medio a 37°C y preparadas para sub-cultivos. os 

IANTIFICACION DE LUMINISENCIA 

» determinación de quimioiuminisencia se realizó por medio del Kit Luciferasa Repórter Gene Assay 

r. Una vez realizada la transfección, las células fueron lavadas con PBS 1% dos veces, y fueron lizadas 

de buffer de lisis. Las células solubilizadas fueron centrifugadas a revolucon máxima durante 10 seg. El 
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El 
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TRANSFECCION EN CELULAS C33-A 

Durante la transfección las células C33-A fueron cultivadas con DMEM sin suero y antibiótico 

idamente 2X105 células/ml fueron cultivadas en cajas de 35 mm hasta alcanzar una confluencia del 50 al 

ji 20 a 25 hrs). La transfección se realizó por medio de Lipofectanma Plus (Life Technologies) en un 

fina de 2 mi. 2 mg de DNA de cada vector, purificado con Wizard plus maxi-preps (Promega) fue diluido en o n 

e medio DMEM sin suero y antibiótico, simultaneamente 10 pil de Lipcrfedamina plus (Life Technologies) sta 

en 100 fil de medio DMEM sin suero y antibiotico, ambas reacciones fueron mezcladas durante 30 min. 

itura ambiente, formando un complejo Lipofectamina-DNA plasmídico. Esta reacción fue añadida al cultivo 

ico a poco con movimientos suaves sobre todo el cultivo. Posteriormente se incubo a 37 °C y con 5% de 

Me 24 hrs. Transcurrido el tiempo de transfección, se retiro el medio y se resuspendió con medio fresco, 

tiada nuevamente. La actividad del gen reportero se cuantificó a las 48 hrs después de la transfección. tes 

e utilizaron los vectores pGL-2 control (Promega), el cual contiene d enhancer del virus de SV40 y el i n o 

I8SP1 -lue, el cual contiene cuatro elementos de respuesta a la proteína E2 de HPV y dos elementos de la 

a SP1, como controles positivos para la reacción de transfección. B vector pGL-2 basic, fué utilizado ras 

io negativo. Adicionalmente se realizaron cotransfecdónes con las construcciones en estudio: pGL-2/lL- tos 

2IL-10B, pGL-2/IL-10C, y el vector pCMV-16E2 este último expresa la proteina E2 de HPV 16. ida 

nin. 

nti-

lina 

5 6 5 7 



PREPARACION DE EXTRACTOS NUCLEARES 

Los extractos nucleares fueron preparados de acuerdo al método de Digman 1983., apartir de las lineas 

celulares C-33A y HeLa. Las células en cultivo fueron cosechadas y lavadas con PBS 1%, se colectaron por 

centrifugación a 4 °C por 5 min. y se resuspendieron en 5 mi del buffer A frió, el cual contiene: 10 mM HEPES pH 

7 . 9 , 1 0 mM KQ, 0.1 mM EDTA, 0.1 mM EGÍA, 0.5 mM DTT, 0.5 mM PMSF y 4 mg/ml de inhibidores de proteasas; 

aprotinina, leupeptina y pepstatina, el resuspendido celular se homogenizó y se separaron las proteína dtoplásmicas 

por medio de centrifugación a 4°C El paquete nuclear fue resupendido en el buffer B (20 mM HEPES pH 7.9,0.4 M 

NaQ, 1 mM EDTA, 1 mM EGTA, 1 mM DTT, 1 mM PMSF y 4 mg/ml de inhibidores de proteasas) y nuevamente se lizo 

en un homogenizador. B lisado fue centrifugado a 14 000 rpm durante 50 min. 4°C donde se obtuvieron la 

proteínas nudeares. La concentración de proteínas se cuantificó de acuerdo al método descrito por Bradfórd, 

1976. Los extractos nucleares se almacenaron en alícuotas a - 70 °C hasta su utilización. 

SINTESIS Y MARCAJE DE 0LIG0NÜCLE0TID0S CONSENSO E2 

Se utilizaron tres oligos específicos con la secuencia de reconodmiento por la proteína E2, dos reportados 

por Ushikai y cois, 1994. El primero localizado en la posición 50-61 del LCR de HPV16:5 '-TGM££GAAACCgGTTAG-

3'designado E216. El segundo corresponde a la secuencia consenso del elemento de respuesta a E2 para 

papilomavirus, 5'-TCGACCGAT ATCGGTCGA-3' designado E2HPV, y el presente en la posición 5'distal de la región 

reguladora del gen de hlL-10, 5'-ATAACCACGTAGGG]TGC-3'designado E2IL-10 (Tabla 6). Los oligonudeótidos 

fueron sintetizados por Operon Tecnologies, Inc. y por Integrated DNA Tecnologies, Inc. y todos fueron hibrídados 

con su cadena complementaria a fin de quedar de doble cadena. Adiaonalmente se utilizo un fragmento de DNA 

209 pb el cual contiene el elemento de respuesta a E2 presente entre la posición 284 y 493 de la región 

reguladora del gen de hlL-10. Este fue liberado de esta región con las enzimas Sacl/Pstly purificado por medio 

de GenClean II y fue denominado E2A. 

Los oligonucleótidos y el fragmento de DNA fueron marcados radioactivamente con [gama-32P]-dATP en el 

extremo 5 -OP4,100 ng/^ de DNA de doble cadena se marco con 2 ^ de [gama-̂ PJ-dATP 3,000 G/mmol y 10 

\il\i\ de T4 polinudeótido a nasa a 37°C por 2 hrs. La sonda marcada fue purificada por medio de una columna de 

Sephadex G-25.y eluida con TE 1%. 

ELECTROFORESIS DE MOVIUDAD RETARDADA (EMSA) 

La reacción de unión DNA/proteína se realizó con 5 ¿ig de extracto nudear y 5 pl de la zonda marcada con 

[gama-32P]-dATP en presenda de buffer 1X para band shift (HEPES 250 mM, MgCfe 50 mM y 340 mM Ka), 100 

ng/nl de poli dl-dC, 15 mM de MgQz y 5% de glicerol; la reacción se incubó a temperatura ambiente por 15 min. 



Los complejos formados DNA/proteina fueron identificados por electroforesis en gel de poliacrilamida al 4.5 % con 

bajas concentraciones iónicas de TBE. Los geles fueron pre-corridos por 30 min. a 150 volts y la dedroforesis se 

realizó a 200 volts por 2 hr a 4°C con buffer TBE 0.5%. Los geles fueron transferidos a un papel fiftro y secados en 

un secador de geles (LABCONCO) y se expusieron a películas radiográficas en cassetes con pantalla intensificadora 

por 24 a 48 hrs a -70 °C¡ posteriormente fueron revelados los complejos formados. En el ensayo sé utilizó como 

control negativo, una reacción sin extractos nucleares y una con extractos nuclear sin pofi dl-dC como control 

positivo, asi mismo se manejaron concentraciones graduales de poli dl-dC para las reacciones. Para el caso de la 

proteína GST-E2 purificada, se utilizaron 5 ¿ig de la proteína-quimérica y 5 |xl de las zondas marcadas, bajo las 

mismas condiciones anteriores. 

TABLA 6: SECUENCIA DE 0U60NUCLE0T1D0S 

ORIGEN OUGO SECUENCIA 

AMPLIFICACION1 SENTIDO: 

NL-10 COMPLEMENTARIA: 

L-IOXbal (1514-1553) 

L-IOXhol (4167-4188) 

5' -TTTTCTAGATACCTCCCTTCTCCCTGAC-3' 

5 '-TTTCTC6AGATCTC6AAGCATGTTAGGC-3' 

E2 EN LCR DE2 SENTIDO: 

HPV16 COMPLEMENTARIA: 

E216 (50-56) 

E216c 

5-T6WCCGAAACCGGTTA6-3' 

3 ' -ACTTGGCTTTGGCCAATC-3' 

E2 CONSENSO2 SENTIDO: 

PARAHPVS COMPLEMENTARIA: 

E2HPV 

E2HPVc 

5 '-TCGACCGAT ATCGGTCGA-3' 

5 '-AGCTGGCTATAGCCAGCT-3' 

E2 EN PROMOTOR SENTIDO: 

hJL-10 COMPLEMENTARIA: 

E2IL-10 

E2IL-10C 

5'-ATA¿££ACGTAGQ3TGC-3' 

5 '-TATTGGTGCATCCCAAC6-3' 

10ligos para amplificar la región reguladora de hlL-10. 
2 Obgos para los EMSA del demento del respuesta a E2, (UshlaietaL, 1994). 



RESULTADOS 

Con el propósito de establecer la participación de la proteína E2 del virus del papiloma humano como la vía 

de la inducción de la IL-10 en cáncer cervical, se analizó sí esta proteína es capaz de transactivar al gen de IL-10 

reconociendo el elemento de respuesta a E2 presente en la región distal de la región reguladora del gen de IL-10. 

Para esto se amplificó y se donó la región reguladora del gen de IL-10 en el vector pGL-2 basic (Promega), que 

contiene el gen de luciferasa como gen reportero, posteriormente se realizaron ensayos de funcionalidad 

transfectando células C33-A junto con el vector pCMV-16E2, el cual contiene el ORF de E2 de HPV16 y dos 

deleciones de tal región clonada en el mismo vector. Adicional mente el reconoamiento del elemento de respuesta a 

E2 presente en la región reguladora de IL-10 se estableció por medio de ensayos de electroforesis de movilidad 

retardada (EMSA), utilizando la proteína E2 purificada de HPV 31 y sondas marcadas radioactivamente conteniendo 

la secuencia de interés. 

AMPLIFICACION DE LA REGION REGULADORA DE IL-10 

Para poder amplificar esta región se baso en la secuenda del promotor de hlL-10 reportado por Burte y 

cois, 1995, posteriormente esta región fue identificada dentro de la secuencia completa del gen de IL-10 humana 

del gen bank (Número de acceso: HSU16720). Por medio del programa Primer Selection se diseñaron un par de 

oligonucleótidos que delimitaran esta región, tomando en cuenta el contenido de GC, el apareamiento entre el 

mismo oligo y entre ambos oligos, además en los extremos 5' de cada oTigonudeótído se les adidonó un sitio de 

reconoamiento para las enzimas de restricción Xba/yXho /para fadfitar la donación de la amplificación. Los oligos 

diseñados se reportan en la tabla 6, correspondiendo a las posiciones: Sentido: IL-10Xba I, nt 1514-1535 y el 

antisentido: IL-IOXho I, nt 4167-4188 (Figura 13,14A), de la secuencia reportada del genbank del gen hlL-10. 

Debido a que la línea celular HeLa expresa bajas cantidades de la IL-10, se utilizó 1 ng del DNA de esta 

célula como templado para amplificar la región reguladora de IL-10 cuyas condiaones de amplificación son 

reportadas en el método. El producto amplificado obtenido fue de un peso molecular de 2675 pb (Figura 14B), 

correspondiendo al tamaño del producto esperado según el patrón de restricción del amplificado con las enzimas de 

restricción, Ora/(1531 y 1144 pb esperados), Afirfff(1556,906 y 213 pb esperados) y to/(1197,998 y 480 

pb esperados) (Figura15), según el análisis de restricción de tal secuencia. Adidonalmente para verificar que se 

trataba de la secuenda amplificada, la región fue secuenaada por medio de un sistema automatizado. Para realizar 

la secuenda, primeramente el producto amplificado fue donado mediante un sistema de vector T, utilizando al 

vector pGEM-T (Promega). La construcción obtenida (pGEM-T/IL-10) fue sometida a secuenciación automatizada 

basada en amplificación con el oligo sentido del amplificado original. Las primeras 530 bases de la secuencia 

obtenida (Figura 16) muestra dos inserciones de G y A respectivamente en las posidones 364 y 460 de la 



secuencia y correspondiendo a las posiciones 1906 y 2002 de la secuencia del gen de NL-10 del genbank. Las 

mutaciones obtenidas no se localizan entre las posiciones 1843 y 1854 de la secuencia del genbank donde se ubica 

el elemento de respuesta a E2 de papilomavirus (Figura 13), por lo tanto no se afecta la unión de la proteína E2 a 

su secuencia blanco y su acción transactivadora de la protana. 

Adicionalmente se realizó un análisis con el programa Promotor San H de ta región amplificada para 

identificar secuencias potenciales de reconocimiento para factores de transcripción (Figura 17). Donde se verificó el 

elemento de respuesta a E2 (ACCN&G6T), además de localizarse secuencias adicionales previamente reportadas por 

Kube, tales como: 3 cajas TATA (TATAA), 2 cajas CAAT (CCAAT), 13 cajas PU (GAGAA), 4 secuencias de respuesta a 

glucocorticoides (GRE) (AGAACA) y secuencias identificadas no reportadas, como: un elemento de respuesta a AMPc 

(ACCTCA), 3 sitios de unión a CBP. CTF/NF-1 (CCAAT), 6 secuencias inducidas por INF (AAAGGA) y varias secuencias 

ricas en GC (CACCC) (Figura 17). Tales secuencias pueden ser reconocidas por factores celulares y posteriormente 

se plantea que algunas de ellas pueden ser reconocidas por proteínas de HPV. 

CLONACION DE LA REGION REGULADORA DE hlL-10 EN EL VECTOR pGL-2. 

Para poder clonar esta región se uso del vector pGEM-T, dado que durante la amplificación por PCR, la Taq 

DNA polimerasa adiciona a los extremos de cada hebra de DNA amplificada una adenina (A), la adición de este 

nudeótido facilita la donadón del producto amplificado por medio del sistema Vector T. De esta manera sé dono la 

región reguladora de IL-10, creando la construcaón pGEM-T/IL-10 (Figura 18A). Esta construcaón se verificó 

liberando el inserto, con las enzimas de restricción Xba / y Xho / localizados en los extremos 5' de los 

oligonudeótidos con los cuales se amplificó la región reguladora (Figura 18B). Adicionalmente también se realizo 

una segunda PCR de esta dona, debido a que la construcción generada partió de un producto de PCR (Figura 18). 

Debido a que los sitios del polylinker del vector pGL-2 vector basic (Promega), no son del todo compatible 

con los de la región reguladora de IL-10, se decidió subdonar esta región de la construcción pGEM-T/IL-10 en el 

vector pET (Novagene), Así se libero el inserto de la construcaón pGEM-T/IL-10 con los sitios (Xba /y Bglfy, y fue 

donada en el vector pET generando la dona pET/IL-10. La construcción, de igual modo fue verificada liberando el 

inserto y con una reacción de PCR. De esta construcaón se libero la región reguladora con el sitio único Xho /, el 

cual fue purificado y subdonado en el vector pGL-2 basic (Promega) en el mismo sitio, generando la construcaón 

que contiene la región reguladora completa del gen de IL-10 humano, la cual se denominó pGL-2/IL-IOA. (Figura 

19). 

ANALISIS DE DELECIONES DE LA REGION REGULADORA DE hlL-10 

Con el fin de determinar sí el elemento de respuesta a la proteína E2 de papilomavirus presente en la 

posición 5' distal (nudeótidos 1843 y 1854) de la región reguladora de hlL-10, esta involucrado en regular la 



expresión del gen de IL-10 en cáncer cervical, se decidió realizar una deleción en la posición donde se localiza el 

elemento de respuesta a E2, esta deleción se realizó digiriendo la construcción pGL-2/lL-10Acon las enzimas Sma / 

y Pst!, liberan un fragmento de DNA de 493 pb conteniendo el elemento de respuesta a la proteína E2. B vector 

obtenido fue purificado y sometido a la digestión con la enzima Bung Bean nudeasa (Life Technologies) la cual 

genera cadenas de DNA con extremos cohesivos; el piásmido fué nuevamente purificado y religado en presencia de 

T4 DNA ligasa, generando la construcción pGL-2/IL-10B, la cual contiene la región reguladora de IL-10 sin elemento 

de respuesta a E2, la cual fue corroborada con un sitio interno Ora III y Bgl II (Figura 20). 

Apartir del análisis para identificar secuencias potenaales de reconodmiento por factores de transcripción 

de la región reguladora de IL-10, se identificó que exactamente a la mitad de la región generada por PCR, dirección 

5' del sitio de inicio de la transcripción, se localizan todos los elementos de transcripción basal del promotor de IL-

10; por lo tanto se decidió realizar una construcción que contuviera dkhos elementos, así se genero la construcción 

pGL-2/IL-1 OC, a partir de la construcción pGEM-T/IL-10, esta se digirió con las enzimas EcoR Ky Xho /, liberando un 

fragmento de 1436 pb, el cual fue clonado en el vector pGL-2 vector basic, en los sitios Sma /y Xho/(Figura 20). 

De esta manera se generaron tres construcciones: pGL-2/IL-10A, conteniendo la secuencia completa de la 

región reguladora del gen de IL-10, pGL-2/IL-10B, la región reguladora, sin el elemento de respuesta a E2 y la 

construcaón pGL-2/IL-10, conteniendo solo los elementos de transcripción basal del promotor de hlL-10. Las 

construcaones obtenidas contienen el gen de ludferasa como gen reportero, de esta manera la expresión del gen 

de lucifersa esta regulado por un secuencia promotora del gen de IL-10 humana (Figura 21). 

ANALISIS DE SECUENCIA DE RESPUESTA DE E2 EN EL PROMOTOR DE IL-10 

POR EXPRESION DE LUCIFERASA 

Para determinar el papel transactivador de la proteína de E2 sobre la región reguladora de IL-10, se 

realizaron análisis de funaonalidad transfectando la línea celular C33-A con las construcciones realizadas, dado que 

esta línea celular de origen epitelial es HPV negativa, se realizaron cotransfecdones con el piásmido pCMV-16E2, el 

cual contiene el marco de lectura abierta del gen E2 de HPV 16, por lo tanto al realizar las dobles transiciones en 

las células C33-A, se tendrá tanto el piásmido de contenga la región reguladora de IL-10 y la expresión constitutiva 

de la proteína E2 de HPV 16. Por otro lado se mangaron dos controles positivos, es decir se transfecto con el 

piásmido pGL-2 control (Promega) el cual contiene el enhancer del virus de SV40, para determinar el fondo de la 

expresión de ludferasa y con el piásmido pC18SP1-Luc, el cual fue proporcionado por el grupo de Dr. Veress G, del 

departamento de Microbiología de la Escuela de Medicina de la Universidad de Debrecen, Hungría; este piásmido 

contiene cuatro elementos de respuesta a la proteína E2 y un elemento de respuesta a SP1. Este vector fue usado 



como un control positivo. Además se manejaron como controles negativos al vector pGL-2 bask sin inserto y a las 

células C33-A sin transfección. 

Los valores de actividad del gen de ludferasa se muestran en la figura 21A y se reportan como unidades 

relativas de luz (URL) debido a que el luminómetro detecta la actividad del gen de ludferasa como fotones de luz, 

los cuales son convertidos a pulsos eléctricos para posteriormente ser transformados a URL Las células C33-A sin 

transfección prácticamente no se registra luminisencia, de la misma forma cuando las células son transfectadas con 

el vector pGL-2 vector (sin promotor) se registran valores muy bajos de luminisencia (84 URL), aún y cuando esta 

presente el gen de ludferasa a las células C33-A, sin embargo, este gen carece de región promotora para su 

regulación, estos valores permanecen constantes aún con la cotransfecdón con el vector pCMV16E2. No obstante, 

cuando las células son transfectadas con el vector pGL-2 control, se registran 38593 URL, y estos valores no varían 

significativamente en presencia de la proteína E2 de HPV 16 (35287 URL). Una transfección adiaonal fue usada 

como control de transfección, cuando las células C33-A son transfectadas con el vector pC18SP1 se registran 

niveles bajos de luminisenaa (937.5 URL), sin embargo, cuando se cotransfécta con el vector pCMV16E2, la 

expresión del gen de luafersasa se aumenta hasta 11121027.5 URL, indicando que la protana E2 presente es un 

transactivador muy potente (Figura 22). Los valores registrados nos indfcan la seguridad de la expresión de la 

proteína E2 y su actividad sobre su secuenda blanco, de tal manera que este ensayo nos demuestra la efiaencia del 

sistema utilizado, sin embargo, estos valores no se consideraron para ser comparados con la actividad del promotor 

de la hlL-10, debido a que los picos registrados de actividad de lucifersansa son muy altos, y solo se consideraron 

los obtenidos con las transfecciones con los vectores controles: pGL-2 vector y control (Figura 22). 

Los análisis de funcionalidad con las construcciones pGL-2/IL-IOA, B y C, registran valores muy cercanos 

entre ellos, 79834, 79157 y 82050 URL respectivamente, y estos al ser comparados con los obtenidos de la 

transfecaón con el vector pGL-2 control (Figura 22) se registra un aumento del 200% de la actividad del gen de 

ludferasa indicando que la maquinaria de transcripaón celular esta reconociendo los elementos de transcripción 

presentes en la región reguladora del gen de hlL-10. Sin embargo, cuando las células C33-A son cotransfectadas 

con el vector pCMV16E2, la expresión del gen de ludferasa se ve muy aumentada en la construcaón pGL-2/lL-1 OA, 

4330972.6 URL, 54.3 veces más que sin la presencia de la proteína E2 de HPV 16, lo que indica que la protana E2 

de HPV 16 es capaz de transactivar al gen de ludferasa bajo el elemento de respuesta a E2 presente en la posiaón 

5'distal de la región reguladora de hlL-10. Sin embargo, en las construcciones pGL-2/IL-10B y C, se observa una 

baja de la actividad del gen de ludferasa, 43638.5 y 35689.5 URL respectivamente, representando una disminusión 

el 45.5 y 56.5% en presenda de la proteina E2 (Figura 21). 



PURIFICACION DE LA PROTEINA E2 RECOMBINANTE DE HPV 31 

Para determinar el reconocimiento de la proteina E2 a su secuencia blanco presente en la región 

reguladora de IL-10, primeramente fué necesario obtener la proteina recombinante E2 recombinante, la cual se 

utilizó para realizar los análisis de unión DNA/proteina. 

La proteína E2 fue purificada apartir de la dona pGEX-31 E2( donada por el Dr. Lakninis L, la cual contiene 

clonada la secuenda codificante del gen de E2 de HPV 31 (nudeótidos 2692-3835), en el sitio único BamHIáé 

vector pGex-KG de proteína de fusión a glutatión-S-transferasa {CSI). La característica de este vector, es la facilidad 

de purificación de proteínas fusionadas a GST, además de la posibilidad de inducaón de tales proteínas de fusión 

con IPTG. La proteína quimérica purificada consta de la secuencia aminoacido de la proteína de E2 y un poOpéptido 

de 27 Kda, fusionada. 

La construcción pGEX-31E2 fue digerida con la enzima BamH / y libero un fragmento de 1143 pb 

correspondiendo al ORF del E2 de HPV 31 (Figura 23). A partir de esta dona transformada en la cepa £ coli BL21, 

fue cultivada a 25°C hasta llegar a la fase logarítmica, tiempo al cual se indujó la expresión de la proteína quimérica 

GST-E2 con 0.1 mM de IPTG. Alícuotas de la estimulación fueron tomadas a diferentes tiempos y se separaron en 

geles reductores SDS-poliacrilamida al 12% (Figura 24A). Para verífiar la expresión de la proteína quimérica se 

realizó un Western Blot, a partir de extractos totales de la proteína induada con IPTG y utilizando sueros de 

pacientes positivos a HPV. El Western Blot muestra una banda con un peso molecular aproximado de 72 kDa (Figura 

24B) correspondiendo a la proteína GST-E2 inducida con IPTG y no presente en las bacterias BL21 no 

transformadas con el plásmido pGEX-31 E2. 

Una vez indudda la proteina GST-E2, se purificó bajo el sistema GST Fusión System (Pharmada), el paquete 

bacteriano derivado de un cultivo fresco (inducido con IPTG) a gran escala, fué lisado por sonicación, el lisado 

bacteriano se paso por una columna empaquetada con glutatíón sefarosa 4B (Redi Pack GST) y después de varios 

lavados con PBS 1%, se liberó la proteína de fusión del glutation en presencia de un buffer de eludón. Varias 

muestras fueron tomadas del eluido y se corrieron en geles de poliacrílamina al 12% (Figura 25). La proteina 

purificada muestra un peso moléculas de 72 KDa muy similar a la banda detectada en el Western Blot, tal proteína 

se almaceno a 4°C hasta su uso en los ensayos de EMSA. 

ANALISIS DE ELEMENTOS DE RESPUESTA A E2 EN EL PROMOTOR DE IL-10 POR ENSAYOS DE 

ELECTROFORESIS DE MOBIUDAD RETARDADA 

Antes de realizar ios ensayos de electroforesis de movilidad retardada (EMSA), se extrajeron extractos 

nucleares de las líneas celulares C33-A (HPV -) y HeLa (HPV 18), los extractos fueron preparados apartir de cultivos 



frescos según el método descrito por Digman, 1983. Los extractos nucleares fueron cuantificados por el método de 

Bradford y almacenados a -70°C en presencia de inhibidores de proteasas. 

Las secuencias especificas para los anáfisis de EMSA se sintetizaron basados en la secuencia de respuesta 

a E2 presente en la región reguladora del gen de IL-10. Un oligonudeótido de 18 pb cuya secuencia se reportó en 

los métodos denominada como E2IL-10 fúe utilizada como secuencia problema (Tabla 6). Adidonalmente se obtuvo 

un fragmento de DNA de 209 pb, la cual contiene el elemento de respuesta a E2 presente en la región reguladora 

de IL-10, liberada con las enzimas Sacl y Pst la partir de la dona pGEM-T/IL-10. Esta región fue denominada E2Ay 

también fue utilizada como secuencia problema. 

Como controles positivos para los análisis, se utilizaron dos secuencias reportadas por Ushikai y cois 1994, 

una secuenaa corresponde a uno de los elementos de respuesta a E2 presente entre las posidones 50-61 del LCR 

de HPV 16, el cual fue identificado como E216, un oligonucelótido que contiene la secuencia consenso para del 

elemento de respuesta a E2 para los papilomavirus, el cual fue designado como E2HPV (Tabla 6). 

Todas las secuendas fueron marcadas radioactivamente con [y-32PJ-ATP en el extremo 5' de cada 

oligonudeótido y se matuvieron a -20°C hasta su uso. Las reacciones de unión DNA/Protdna se realizaron a 

temperatura ambiente y fueron corridas en geles de potiacrilamida al 4.5% y revelados por autoradiógrafia. 

Primeramente se incubaron los ofigos E2HPV y E2IL-10 con los extractos nudeares de células HeLa, donde 

se identifica la formaaón de un complejo que se localiza a) mismo nivel en las dos secuencias utilizadas (Figura 26); 

Sin embargo, para el caso del digo E2HPV, se forman dos complejos adidonaJes menos fuertes, para cual se 

realizo una competenaa inespetífica para determinar si tales complejos formados son de tipo inespeafico. Así se 

utilizaron concentraaones graduales del competidor inespedfico poli dl-dC, determinando que a una concentración 

de 10 ng/ul se desaparecen los complejos adicionales, con lo que se determinan que tales complejos son de tipo 

específico; Sin embargo, la banda detectada inicialmente se mantiene constante a concentraaones elevadas de poli 

di-dC (300 ng) (Figura 27). En la mismo ensayo se utilizó un oligonudeótido que contiene una secuencia E2, 

localizada en la región reguladora del gene de TGF-p, y aún en este ologonideótido también se detecta la banda 

localizada en los oligos E2HPV y E2IL-10 (Figura 26). 

Cuando se incuba el oligo E216 y el fragmento que contienen el elemento de respuesta a E2 liberado de la 

región reguladora de IL-10, se identifican los mismos complejos detectados con los oligos E2HPV y E2IL-10 (Figura 

28). En este ensayo se detectan dos posible complejos muy juntos, al aumentar la concentración de poli dl-dC para 

el oligo E2A desaparece uno y uno se mantiene constante, y en el caso de E216 se define con mejor claridad la 

formación de un solo complejo, estos complejos adiaonales se pueden deber al exceso de oligo marcado, ya que al 

bajar la concentradón del oligo solo se observa un solo complejo. 



Un dato muy interesante se determina cuando se incuban todas los ofigos con extractos nucleares derivados 

de células C33-A, las cuales son HPV negativas. En estos ensayos se determino que se forma un complejo al mismo 

nivel, el cual se mantiene constante aún aumentando las concentraciones del competidor inespetífico (Figura 29). 

Estos resultados establecen nuevas a los objetivos del trabajo, ya que se conoce que la Knea celular C33-A es 

negativa a papilomavirus y teóricamente lá secuencia utilizada en las sondas son especificas para la proteína E2, así 

que la alternativa sería que proteínas de origen epitelial tienen la capacidad para reconocer está secuencia viral, aún 

cuando las secuencias utilizadas solo contienen la secuencia consenso ACCNeGGT de E2 y las 6 bases internas son 

variables en tooas los oligos manejados. Adicional mente cuando se reviso la bibliografía para análizar si la línea 

celular HeLa expresa la proteína E2, se determinó que esta línea celular no expresa tal proteína viral, dado que el 

genoma de HPV 18 esta integrado al genoma celular y se rompe el ORF del gen de E2 cuando se integra. Por lo 

tanto, el complejo detectado con extractos nucleares de células HeLa no es la proteína E2 sino es una proteína de 

origen celular. 

Adicionalmente cuando se utiliza la proteína quimérica GST-E2 purificada (GST-E2) y el oligo E2IL-10, se 

detecta un complejo de mayor peso molecular que los detectados con los extractos nucleares de células HeLa y 

C33-A (Figura 30), por un lado este complejo detectado es de mayor peso molecular debido a que la proteína E2 

utilizada deriva de una fusión del gen E2 de HPV 31 y la proteína glutation acetil transferasa, de esta manera se 

registra un complejo de mayor peso molecular. Estos resultados demuestran que la proteína E2 de HPV 31 

reconoce el lemento de respuesta a E2 presente en la región reguladora del gen de hlL-10. 



1 5 1 4 ACATACCTCCCTTCTCCCTGACATTTTGTATGTGTGTGTGTGTGTATTTACACACACATC 
TCATATAAGGAAATTGAAGGGAGGCTGCCTGCATCCCTGAGTCACTCTCCCTCTCCTTCT API 
GAATGCTTACCTGTGCCCAGACCACCTCCTTAGCCTCGCACCCTCCAGGCTTACAGGGCA 
CTCTTCTATGCCCATCCCAAGTATAGCTGATACCTTCCAAGGGCCAGACTTGGTGCTAAG 
TACCAAGTACGCAAAGATTAATAAAACAATGTCCTGTTTCAGGGAGCTCAAAGCTGAT^ 
GGCAGGGCATGGTGTGTACATGAATGATflACCACGTAGGGTiTGCAGGTTTCCTAGTGAGG 

Elemento de 
respuesta a E2 

TAAGCACAAGGCAAGATGGGAAACAAAGGAAGGAGGGGTTCACAGCCTCACCCAGAGTCC r n r 
AGAACCCCTGGCCTGCCTGGTGCCCATGCTGAGTCCACTTCTGGAACACCCAGCTCAGAG 
AGGGGGTTAGACCTGCAGGCTAACACAGACACAGCCCAGAAAACCCAGGAGCCGAGGGGG 
AAGGAGAAAGGTGCAAGAAGGGGAAACCCAGGTCCTGGTCCCCTTCTCTCTGCTTCCTGG 
CAGCAGAACTCAGACAGAACCCTTAAGCCAGTCTAAGTCTGGCAGGACCAGTAAGTTCTG 
AGTTAGCTCC^TACTAGTTTCTAGCAGGCTCrrTTCTCACTTCCTGATTOT 
CATTGACACTCCCTGAAGAGTTGGGAAGAGACACCACAGTCCCCTGACCCTGATCCATAG 
GTCACACAGCAGGGACATCCACAGGGTGACGTGGGCCCTCTCATCCCTCCCTCCCACTCA 
CTTCACGCTGGCTGGGCCCCAAGGTGTTTGCACCCCTTGCAGTGAGTGACCTTCTCTAGT 
GCAGCAAGCTCAGAACCTGCTGCCACTGGAGTTGTCCCATTGCTGATGCAGAAAGGTGAA 
GAACTAGC^GAACACTGGAAATGCCCTCCATCTGGGTCCATGGCTACTTAAGCTCTATGC 
TCCCTGGCAGGCAGGAGGACAGGTGCTATTGCCCTGTTGGGACAGATGAAAAACAGACAC 
AGGGAGGATGAGTGATTTGCCCTGACTATAGAGTGGCAGGGCCAAGCAGAGCCCAGGCCT 
CCTGCACCTAGGTCAATGTTCCTCCCAGTTACAGTCTAAACTGGAATGCAGGCAAAGCCC 
CTGTGGAAGGGGAAGGTGAAGGCTCAATCAAAGGATCCCCAGAGACTTTCCAGATATCTG 
AAGAAGTCCTGATGTCACTGCCCCGGTCCTTCCCCAGGTAGAGCAACACTCCTCGCTGCA 
ACCCAACTGGCTCCCCTTACCTTCTACACACACACACACACACACACACACACACACACA 
CACAC^CACACAAATCCAAGACAACACTACTAAGGCTTCTTTGGGAGGGGGAAGTAGGGA 
TAGGTAAGAGGAAAGTAAGGGACCTCCTATCCAGCCTCCATGGAATCCTGACTTCTTTTC 
CTTGTTATTTCMCTTCTTCCACCCCATCTTTTAAACTTTAGACTCCAGCCACAGAAGCT 
TACAACTAAAAGAAACTCTAAGGCCAATTTAATCCAAGGTTTCATTCTATGTGCTGGAGA 
TGGTGTACAGTAGGGTGAGGAAACCAAATTCTCAGTTAGCACTGGTGTACCCTTGTACAG 
GTGATGTAACATCTCTGTGCCTCAGTTTGCTCACTATAAAATAGAGACGGTAGGGGTCAT 
GGTGAGCACTACCTGACTAGCATATAAGAAGCTTTCAGCAAGTGCAGACTACTCTTACCC 

GRE ACTTCCCCCAAGCACAGTTGGGGTGGGGGACAGCTGAAGAGGTGGAAACATGTGCCTGAG SP1 
AATCCTAATGAAATCGGGGTAAAGGAGCCTGGAACACATCCTGTGACCCCGCCTGTCCTG yy1 

TAGGAAGCCAGTCTCTGGAAAGTAAAATGGAAGGGCTGCTTGGGAACTTTGAGGATATTT 
AGCCCACCCCCTCATTTTTACTTGGGGAAACTAAGGCCCAGAGACCTAAGGTGACTGCCT 
AAGTTAGCAAGGAGAAGTCTTGGGTATTCATCCCAGGTTGGGGGGACCCAATTATTTCTC 
AATCCCATTGTATTCT^SGAATGGGCAATTTGTCCACGTCACTGTGACCTAGGAACACGCG 
AATGAGAACCCACAGCTGAGGGCCTCTGCGGACAGAACAGCTGTTCTCCCCAGGAAATCA 
ACTTTTTTTAATTGAGAAGCTAAAAAATTATTCTAAGAGAGGTAGCCCATCCTAAAAATA . 
GCTGTAATGCAGAAGTTCATGTTCAACCAATCATTTTTGCTTACGATGCAAAAATTGAAA C a í a C C A A T 

ACTAAGTTTATTAGAGAGGTTAGAGAAGGAGGAGCTCTAAGCAGAAAAAATCCTGTGCCG 
GGAAACCTTGATTGTGGCTTTTTAATGAATGAAGAGGCCTCCCTGAGCTTACAATATAAA CajaTATAA 
AGGGGGACAGAGAGGTGAAGGTCTACACATCAGGGGGTTGCTCTTGCAAAACCAAACCAC 
AAGACAGACITGCAAAAGAAGG<ffiTGpACAGCTCAGCACT 

TGACTGGGGTGAGGGCCAGCCCAGSraGGGCACCCAGTCTGAGAACAGCTGCACCCACT 
TCCCAGGCAACCTGCCTAACATGCTTCGAGATCTC 4188 

Rgura 13: Secuencia de la región reguladora del gen de hlL-10 
(Gen Bank: HSU16720) 
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OUGO SENTIDO: Posición 1514 -1535 
5'-TTT TCT AGA TAC CTC CCT TCT CCC TGA C- 3' 
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Figura 14. Amplíficadón de la región reguladora del gen de la hlL-10. 
A). Delimitación de oligonudeótidos para la amplificación por PCR de 
la región reguladora de hlL-10. B). Amplificación a partir de DNA de la 
línea celular Hela. PM: X DNA/Hínd III. C-). Control negativo 1-3) DNA 
de células HeLa. 
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Figura 15. Patrón de restricción de la región reguladora del gen de hlL-10 
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Figura 16. Secuencia de las primeras 530 pb de la región 5'd¡stal de la 
región reguladora del gen de hlL-10 



SECUENCIA SIGNIFICADO SITIOS POSICION 
TGAGTCA AP1 1 98 
GCACT Consenso para metiorina 6 178,898c, 1659.1746,1781c, 2556 
T6TCCT Consenso para metionna 3 270,1036c. 1914 
ACCNgGGT Transactivado por E2 de PV 1 330 
GATGGGAAACA LMP2 similar EBNA2 1 375 
AGGAAG PEA1 4 387,593c, 699c, 1922 
GAGAA CajaPu 14 12c, 544,584c. 693c, 892c, 1649c, 

1858,2052,2096c. 2164,2204c. 
2234,2363.2622 

GTTTGCA Secuencia regulada por nitrógeno 1 866 
GGGGGAAGT Elemento similar a ET5 2 1427,1801c 
GAGA TIIF 3 1159c. 1448.1637 
GTGGAAA Secuencia de respuesta a ainsufina 1 1842 
TAATGAAAT Elemento de respuesta a 1 1866 

glucocorticoides (GRE1) 
A6AACA Elemento de recuesta a 4 969,2194,2202c, 2623 

glucocorticoides (GRE2) 
CGC SP1 1 1908 
AAAATGGAA YY1 1 1944 
CTTGGGAACTT LMP*2smdaraEBNA2 1 1959 
TGTTCT Elemento de respuesta a suero 4 969c. 2194c, 2202,2623c 
CCAAT Caja CCAAT 3 1584,2088,2307 

Sitios de unión a CBP, CTF/NF-1, NF-y 3 1584.2088,2307 
TATAA Caja TATA 4 64,1715,1763,2455 
ACCTCA Elemento de respuesta a APMc 1 356c 
AAAGG Inducido por IFN 6 385,547.952,1230,1881,2459 
AAAGGA Secuencia central del enhanoer INF 3 385.1230.1881 
CACCC Secuencias ricas en GC 12 159,409,467,804c,871,1521, 

1633c. 1821c. 1985,2587c. 2612, 
2633,1584,2088,2307 

Figura 17. Elementos de regulación transcripcional presentes en la región reguladora del gen de hlL-10. 
Basados en el programa Promotor Sean II. 
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Figura 18. Clonación de la región reguladora del gen de hIL-10 en el vector pGEM-T. 
Construcción pGEM-T/IHO 
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Rgura 19. Clonación de ta región reguladora del gen de la hll-10 en el vector pGL-2 vector. 
Construcción pGL-2/IUO. 
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Figura 20. Análisis de deleciones de la región reguladora del gen de hlL-10 en d vector pGL-2 vector. 
Qonas pGL-2/lHOA, p6l-2/IL-10B y p6L-2/IL-10C 
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Figura 21. Análisis de funcionalidad: Transfecdón en células C33-A 
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Figura 22. Análisis de funcionalidad: Transfección en células C33-A 
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Figura 23. Caracterización de la construcción pGEX-31 E2. 
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Figura 24. Inducción y detección de la proteína quimérica GST-E2 de HPV 31. 
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Figura 25. Purificaaón de la proteína quimérica GST-E2 de HPV 31. 
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Figura 26. Ensayo de EHSA utilizando las sondas E2HPV, E2-T6F-P y E2IL-10 con 
Extratos nucleares de células HeLa. 
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Figura 27. EMSA: Competenda heteróloga con la sonda E2HPV utilizando un gradiente de poli dl-dC 
y extractos nucleares de la línea celular HeLa. 
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Figura 28. Ensayo de EMSA utilizando las sondas E216 y E2IL-10 con 
extractos nudeares de la línea celular HeLa. 
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Figura 29. Ensayo de EMSA utilizando las sondas E2HPV, E216 y E2IL-10 con 
extractos nudeares de las lineas celulares HeLa y C33-A. 
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Figura 30. Ensayo de EMSA utilizando la sonda E2IL-10 con la 
proteína quimérica 6ST-E2 de HPV 31 



DISCUSION 

El virus del papiloma humano (HPV) es el principal agente viral asociado con la inducción de lesiones del 

tracto genital y del cáncer cervical; la infección por el HPV induce una serie de alteraciones celulares y genéticas 

produciendo la inmortalización y la transformación de la célula epitelial. Sin embargo, durante el desarrollo de esta 

neoplasia el sistema inmune establece una inmunovigilancia permanente para controlar la progresión de la 

enfermedad, no obstante, el virus del papiloma como manipulador de la célula tumoral puede generar varias vías de 

evasión a la respuesta inmune antitumoral, inhabilitando a está ultima para eliminar a la célula transformada y de 

esta manera seguir proliferando. Tal es el caso de la producción local de ciertas atocinas de tipo Th2 y 

proinflamatorias en lesiones precancerosas y cancerosas del cervix, que suprimen a la respuesta inmune de tipo 

celular para eliminar a un tumor insipiente. 

Previamente hemos demostrado que la expresión de la mterieudna 10 es dependiente del desarrollo del 

cáncer cervical en presencia de HPV, los datos indicaban una estrecha relación entre la presencia del HPV y la 

expresión de la atocina en CaCu, de esta manera se propuso que el virus de papiloma podría ser el principa] 

inductor de la expresión de esta citocina por medio de algunas de sus proteínas vírales. Así analizando la región 

reguladora del gen de la hlL-10 se encontró un sitio potencial de reconocimiento por la proteína E2 de 

papilomavirus en la posición 5'distal del promotor de IL-10 (Kube et al., 1995), de esta manera nuestra hipótesis 

fue centrada en la participación de la proteína E2 como el inductor de la expresión de la IL-10 en cáncer cervical, así 

los objetivos del trabajo se centraron en demostrar por un lado que la proteína E2 de papilomavirus es capaz de 

reconocer el sitio de unión a E2 localizado en la región reguladora del gen de IL-10 y que además que transactivara 

al gen de esta citocina. 

Para cubrir los objetivos, la estrategia experimental que se siguió, fué donar la región reguladora del gen 

de IL-10 en el vector pGL-2, el cual contiene el gen de luciferasa como gen reportero sin poseer promotor, así la 

expresión de este gen esta controlada por la región reguladora del gen de hlL-10, adicionalmente se deletó la 

secuenaa donde se localiza el elemento de respuesta a la proteína E2 de papilomavirus para observar la influencia 

del elemento sobre la expresión del gen de luciferasa, con estas construcciones y una adicional donde solo contiene 

los elementos de transcripción basal de gen de hlL-10, se realizaron ensayos de funcionalidad transfectando la linea 

celular C33-A y co-transfectando con el plásmido pCMV16E2 el cual expresa la proteína E2 de HPV 16. Por otro 

lado, para determinar si la proteína E2 reconoce la secuencia consenso del elemento de respuesta a E2 presente en 

la región reguladora del gen de hlL-10, por medio de ensayos de electroforesis de movilidad retardada (EMSA) se 

determinaron los complejos formados entre la proteína E2 recombinante, extractos nucleares de las líneas celulares 

HeLa y C33-A y oligonudeótidos consenso con las secuenaas de reconoamiento para E2. 



Primeramente se amplificó la región reguladora del gen de NL-10 por medio de PCR, para lo cual se 

diseñaron un par de oligonudeótidos que delimitaran tal región dentro de la secuencia completa del gen de NL-10 

en el genbank (Locus HSU16720). Utilizando DNAdela Inea celular HeLa se pudo amplificar un producto de 2675 

pb, el cual fué comprobado por medio del patrón de restricción del producto de PCR y por medio de una 

secuendación automatizada de la región 5'distal del promotor, para lo cual el producto de PCR fue clonado en el 

vector pGEM-T, generando la construcaón pGEM-T/IL-10, posteriormente fué sometido a secuendación basada en 

amplificación con el oligonudeótido sentido del amplificado original. Las 530 bases obtenidas de la secuencia 

coinciden con la secuenaa reportada, sin embargo, se localizaron dos inserciones en las posiciones 1906 y 2002, 

las cuales no se localizan en las posiciones 1843 y 1854, donde se ubica el elemento de respuesta a la proteína E2, 

por lo tanto estas mutaaones no afectan el reconoamiento de esta proteína a su secuencia blanco y la acaón 

transactivadora. 

Adiaonalmente se realizó un análisis para identificar secuencias potenciales de reconoamiento para 

factores de transcripaonales, reportando secuenaas consenso adiaonales que no fueron reportadas por Kube y 

cois., 1995, tales como: 1 elemento de respuesta a AMPc, 3 sitios de unión a CBP y CTF/NF-1 y varias secuencias 

ricas en GC, además de secuencias adicionales ya reportadas, como: 2 Cajas TATAA, 11 Caja CCAAT, 10 Cajas Pu y 3 

elementos de respuesta a glucocorticoides (GRE) (Figura 17). 

A partir de la construcción pGEM-T/IL-10, la región reguladora fue subdonada en el vector pET-22b(+) en 

los sitios Xba / y Bg! II, creando la construcción pEÍ/IL-10, liberando el inserto en el sitio único Xho I, así este 

fragmento de DNA fue donado en el vector pGL-2 vector, creando la construcción pGL-2/IL-IOA, la cual contiene 

toda la secuencia completa de la región reguladora del gen de hlL-10; adiaonalmente para eliminar el elemento de 

respuesta a E2, la construcaón anterior fue digerida con las enzimas Sma /y Pst h el vector obtenido fue digerido 

con la enzima Mung Bean Nudeasa para generar extremos romos, posteriormente para obtener la construcción 

pGL-2/IL-10B. Una construcaón adiaonal considerando solo los elementos de transcripción basal fué generada a 

partir de la construcaón pGEM-T/IL-10, la cual fue digerida con las enzimas EcoR Vy Xho I, y fue donada en los 

sitios Sma /y Xho / del vector pGL-2, así fue creada la construcción pGL-2/IL-10C. De esta manera se generaron 3 

construcciones pGL-2/IL-1QA, 6 y Q, las cuales fueron usadas junto con los vectores pC18Sp1-Luc (control 

positivo), pGL-2 control (control positivo), y pGL-2 vector (control negativo) y las células C33-A sin transfectar 

(como control negativo de la transfecdón), para transfectar la línea celular C33-A, además de cotransfecaónes con 

el plásmido pCMV16E2, el cual contiene el ORF del gen de E2 de HPV16. 

Los análisis de funaonalidad establecen que cuando se transfecta la línea celular C33-A solo con el vector 

pGL-2 vector, se registran valores muy bajos de luminísencia (84 URL) lo que indica que el gen de lucHérasa 

presente en la construcaón no se expresa ya que carece de promotor, y los valores registrados solo indican el 

fondo de la reaca'ón, y estos valores son mantenidos cuando se cotransfecta con el vector pCMV16E2 (Figura 21 y 

22). Por otro lado al transfectar con el vector pGL-2 control, el cual contiene el promotor de SV40 usado como 

control de la transfecdón, registra una expresión de 38593 URL estos valores se matienen (35287) cuando se 

contransfecta con el plásmido pCMV16E2, lo que indica que la proteína E2 de HPV 16 no es capaz de reconocer 



una secuencia en el promotor de SV40. Al transfectar la línea celular C33-A con el vector pC18Sp1-Juc, el cual 

contiene cuatro elementos repetidos de reconocimiento por la proteína E2, se registran valores bajos luminisenáa 

(937.5 URL) sin embargo, como es de esperarse cuando se cotransfecta con el vector pCMV16E2, ios valores de 

Juciferasa se incrementan de una manera exsorbitante hasta 1,1121027.5 URL, lo que indica que al producirse la 

proteína E2, es suficiente para unirse a los elementos repetidos de E2 presentes en el promotor sintético del gen de 

luciferasa de la construcción pC18Sp1 -Luc, y de esta manera se transactiva el gen de luciferasa a altos niveles. 

Las transfecdones con las construcciones pGL-2/IL-1GA, B y C, registran valores superiores al del vector 

pGL-2 control, hasta un incremento de 206%, estos valores de la actividad del promotor de IL-10 en estas 

construcaones no tienen mucha variación (79834, 79157.5 y 82050 URL respectivamente), lo que indica que 

dentro de la construcción pGL-2/IL-10C se localizan los prinapales elementos de regulación transcrípcional de la 

región reguladora del gen de IL-10, y esto correlaciona con los elementos de transcripción basal reportados en esta 

región en particular. De esta manera la maquinaria de transcripdón celular esta reconociendo los elementos de 

transcripdón presentes en la construcción, lo cual se traduce con la activación del gen reportero registrando 

actividad de luaferasa. Por otro lado cuando se cotransfectan estas células con las construcciones anteriores y con 

el vector pCMV16E2, la actividad de luciferasa se incrementa en la construcción pGL-2/IHOA, hasta 4330972.6 

URL, lo que indica que la proteína E2 esta reconoaendo el elemento de respuesta a E2 presente en la región 

5'distal de la región reguladora del gen de hlL-10 y transactiva al gen reportero, cuando este elemento de 

respuesta a E2 es deletado (construcdón pGL-2/IL-10B) no soto no se observa aumento en la actividad de 

luciferasa, sino que disminuye en presencia de la proteína E2 de HPV16 (43638.5 URL), esta baja en la actividad 

del promotor también es registrada en la construcción pGL-2/IL-10C (35689.5 URL), donde solo contiene los 

elementos de transcripdón basal, estos datos pudieran ser interpretados como un efecto represor de la proteina 

E2, sin embargo, se debe ser cauteloso, ya que por un lado en estas dos regiones no contienen alguna secuencia 

de reconocimiento para la proteína E2 de papilomavirus y por otra parte, la protana E2 tiene la capaadad de 

interacionar con factores transcripaonales tales como SP1 (Li et al., 1991), TIID y TFIIB (Rank & Lambed, 1995 & 

Steger et al., 1995) y con la proteína celular AMF-1 (Breinding et al., 1997), de esta manera la proteína E2 puede 

estar ínteractuando con estas proteínas u otros factores transcripaonales impidiendo que interactúen a sus 

secuencias blanco y producir una bcya de actividad del promotor de hllL-10 y como consecuencia la expresión de 

luciferasa se ve disminuida (Figura 21 y 22). 

Para demostrar que la proteína E2 es capaz de reconocer el elemento de respuesta a E2 presente en la 

región reguladora del gen de IL-10, se realizaron análisis de EMSA, utilizando extractos nucleares de las lineas 

celulares HeLa y C33-A, HPV 18 y HPV negativas, además de la proteína E2 recombinante de HPV 31. Estos 

ensayos se realizaron con tres olig'nudeótidos específicos marcados con [y-32P]-ATP (Tabla 6), el oligonudeótido 

E216 contiene un elemento de respuesta a E2 presente en el LCR del genoma del virus de HPV 16, el 

oligonudeótido E2HPV contiene la secuencia consenso de E2 para papilomavirus genitales y el oligonudeótido E2IL-

10 contiene la secuencia de E2 presente en la región reguladora del gen de hlL-10, adtóonalmente se utilizo un 

fragmento de DNA de 209 pb liberado de la región reguladora de IL-10 con las enzimas Sac\ y Pstl, las secuencias 



fueron incubadas con los extractos nucleares de las lineas celulares C33-A y HeLa para identificar la formación de un 

complejo DNA proteína. 

Al incubarse las sondas E2HPV, E216 y E2IL-10 con los extractos nucleares de células Hela se forma un 

fuerte complejo que se localiza al mismo nivel en todas las secuencias (Figuras 26-29), solo en el ofigo E2HPV se 

forman dos complejos adicionales (Figura 27), sin embargo, cuando se realiza una competencia heteróloga a 

concentraciones graduales de poli dl-dC, los dos complejos desaparecen, indicando que tales complejos son de tipo 

inespedfico. No obstante, en todos los casos los complejos formados se matienen aún aumentando la concentración 

de poli dl-dC Inidalmente estos ensayos se realizaron para identificar la formaaón de un complejo DNA/proteína E2 

debido a que la línea celular HeLa contiene el genoma del virus HPV 18, sin embargo, cuando se realizaron los 

ensayos con éxtractos de células C33-A se detecta un fuerte complejo con todos oligonudeótidos al mismo nivel que 

el formado con los extractos nucleares de las células HeLa, indicando que el complejo DNA/Proteína detectado, no 

es producto de la unión con la proteína E2 de papilomavirus, ya que las células C33-A son negativas a esta, y 

revisando la literatura, indica que la línea celular HeLa no expresa la proteína E2 de papilomavirus, ya que el 

genoma del virus esta integrado al genoma celular, y ai integrarse generalmente se rompe entre el gen El y E2 del 

genoma viral, quedando incompleto el marco de lectrura de la proteína E2. Así el complejo detectado es formado 

por una proteína de origen celular que además reconoce la secuencia de respuesta a la proteína E2 del virus del 

papiloma y es específica, dado que al aumentar gradualmente la concentración del competidor inespecífico, poli dl-

dC, el complejo se mantiene aun a concentraaones de 300 ng. Adidonalmente si se comparan los nudeótídos 

internos de la secuencia de reconocimiento por la proteína E2 (Tabla 6), se observa que estos varían entre todos, 

sin embargo la proteína identificada reconoce específicamente también los mismos nudeótidos que esta 

reconociendo la proteína E2 nativa de papilomavirus. Por otro lado en el mismo ensayo se utilizo una secuencia de 

E2 presente en el promotor del gen de otra dtodna que esta muy expresada en cáncer cervical (TGF-p), y de igual 

forma se localiza este complejo (Figura 26), lo que íntica que esta proteína puede estar involucrada en regular los 

promotores de ambas dtoanas (IL-10 y TGF-p). 

Adicionalmente cuando se realizan lo ensayos de EMSA con la proteína GST-E2 purificada, se detecta un 

comlejo más arriba (Figura 30), lo que indica por un lado que el complejo detectado anteriormente, efectivamente 

no se trata de la proteína E2 y por otro lado, se demuestra que la proteína E2 de HPV 31 es capaz de reconocer el 

elemento de respuesta a la proteína E2 presente en la región reguladora del gen de hJL-10, lo cual concuerda con 

los experimentos de funaonalidad. 

Estos resultados apoyan de una manera consistente que (a expresión de la interfeudna 10 en cáncer 

cervical esta regulada por la infección del virus del papiloma humano, la proteína E2 de HPV fue capaz de reconocer 

el elemento de respuesta a E2 presente en la región 5'distal de la región reguladora del gen de hlL-10 y también 

fue capaz de transactivar al gen reportero en un sistema in vitro. Sin embargo nuestros datos sugieren una nueva 

posibilidad de inducaón de la expresión de la IL-10, ya que si analizamos los niveles de expresión de esta proteína 

E2 durante el desarrollo del CaCu y de las evidencias de expresión de la hlL-10 que es dependiente del desarrollo 

del cáncer, los niveles de expresión se contraponen (Figura 31), es decir mientras en estadios ¡nidales del 



desarrollo del CaCu (LUS) se registran los niveles mas elevados de expresión del gen de E2 y sin embargo los 

niveles de la IL-10 no son tan elevados como en estadios avanzados (LIS de alto grado y carcinoma invasor), 

cuando el genoma viral se integra al genoma celular y se rompe elORFdelgendeE2yen consecuencia baja o nula 

expresión del gen de E2, por lo que se plantea la existencia de vías alternativas que utfliza el virus para inducir la 

expresión de la interleucina 10. 
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FIGURA 31: Niveles relativos de expresión de IL-10, E2, E6 y E7 durante la evolución del cáncer de cervíx 

Esta hipótesis esta apoyada por las actividades biológicas de otras proteínas virales, tales como las 

proteínas E6, E7 y la proteína E5. Estas proteínas se les ha encontrado propiedades activadoras en varios genes 

celulares (Tabla 7). La proteina E6, puede modular la transcripción del gen de fibronectina vía el elemento de 

respuesta a APMc, CRE (Shino et al., 1996), además de estimular el promotor de TGF-p por medio de secuencias 

ricas en GC (Dey et al., 1997), puede activar el promotor de la tímidina cinasa por medio de secuencias GC y por 

medio de las cajas CAAT (Desaintes et al., 1992) y adicionalmente puede transadivar los promotores de la 

protirmosinaa y el c-myc (Kinoshita et al., 1997) por su parte la proteína E7 de HPV 16 tiene la facilitad para 

interactuar con la proteína de unión a la caja TATA, TBP (Phillips & Vousden, 1997), y ambas proteínas E6/E7 

pueden activar al gen de c-fos vía CRE (Morosov et al., 1994), y finalmente la proteína E5 de HPV 11 y 16 pueden 

activar el promotor de c-fos atraves del elemento de unión a NF1 (Chen et al., 1996), si se analizan estos elementos 

que son regulados por estas proteínas virales en la región reguladora del gen de hlL-10 (Figura 17), observamos 

que estos elementos están presentes, con estos nos abre la posibilidad que la expresión de la interleucina 10 en 

cáncer cervical puede estar regulada por diferentes vías dependiendo del estado en que se encuentre la 

enfermedad, es decir que en estadios precancerosos, esta atocina puede estar regulada por la proteína E2 y la 



proteína E5, además de la participación de los 5 elementos de respuesta a glucocorticoides (GRE) presentes en 

este promotor y en estadios avanzados cuando hay niveles muy bajos de la proteína E2, la expresión de la atocina 

puede estar controlada por las proteínas E6y E7, cuya expresión constitutiva en estadios avanzados del cáncer es 

suficiente para activar al gen de la IL-10 (Figura 32). De esta manera la expresión del gen de IL-10 puede estar 

regulada por diferentes vías dependiendo.de la evolución del cáncer y de la expresión de la proteínas virales. 

TABLA 7: ACTIVIDAD DE LAS PROTEINAS E2. ES, E6 Y E7 DE HPV EN LA 
REGULACION DE PROMOTORES HETEROLOGOS 

PROTEINA FUNCION REFERENCIA 

E2HPV Secuencia de reconocimiento ACCNeCGGT Haugenetal., 1988. 

Posición 309 -320 región 5'distal de la región no Kubeetal., 1995. 

codificante del gen de hlL-10 

E6/E7 HPV16 Activa al gen de c-fos vía CRE MorosovetaL, 1998. 

E6 HPV16 Modula la transcripción del gen de fibrinectina vía 

CRE (c-Jun/ATF) 

Shinoetal., 1997. 

E6HPV16 Estimula el promotor de TGF-p por medio de 

secuencias ricas en GC (GGGGcGGGG: Sp1 consenso) 

Deyetal., 1997. 

E6 HPV16 Activa el promotor de timidina ci nasa por medio 

de secuencias ricas en GC y la caja CAAT 

Desaites et al., 1992. 

E6HPV16 Transactiva los promotores de la protimosina-a y 

c-myc. 

KinoshitaetaJ., 1997 

E7 HPV16 Interacciona con TBP. Phillips & Vousden, 1997. 

E7 HPV16 Reprime la transcripción del gen de fibronectina. Reyetal., 2000 

E5HPV Regula el promotor de c-Fos vía NF-1 Show-Letal., 1996. 
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CONCLUSIONES 

La proteína E2 de HPV es capaz de reconocer el elemento de respuesta a E2 presente en la posición 5' 

distal de la región reguladora del gen de la hIL-lOy además lúe capaz de transactivar el gen reportero (Luáferasa) 

en un sistema m vitro. 

Por lo tanto estos resultados apoyan de manera consistente que la expresión de la interleucina 10 en 

cáncer cervical esta regulada por el virus del papiloma humano por medw de la proteína E2. Este mecanismo puede 

representar una alternativa de evasión de la respuesta inmune inducida por HPV para favorecer el proceso de 

carcinogénesis cervical. 

Estos resultados también revelan la existencia de factores celulares capaces de reconocer a los elementos 

de respuesta a E2 presentes en la región reguladora del gen de hlL-10 así como en el LCR de HPV. 

Adicionalmente, se plantea la posibilidad de nuevas vías de inducción de la expresión de interleucina 10 

mediadas por las proteínas virales E5t E6 y E7, además de factores de tipo celular dependiente del desarrollo del 

cáncer cervical. 



PERSPECTIVAS 

Caracterizar la proteína nudear de origen celular presente en las líneas celulares HeLa y C33-A, la cual 

forma un complejo DNA/Proteína con el elemento de respuesta a E2 presente en la región reguladora del gen de 

hlL-10, en el LCR de HPV16 y el consenso par HPVs. 

Determinar la partiapación de las proteínas E2 truncadas y su papel activador o represor sobre el gen de 

WL-10. 

Determinar la partidpaaón de las variantes de las proteínas E2 oncogénicas de HPV 16 y su relación en la 

¡nducaón de la expresión del gen de hlL-10. 

Determinar la partiapación de las proteínas virales E5, E6 y E7 de HPV en la inducaón de la expresión de 

la interleudna 10 en cáncer en un sistema m vitra 

Determinar la influenda de los elementos de respuesta a glucocorticoides (GRE) presentes en la región 

reguladora del gen de hlL-10 sobre la inducción del gen de hlL-10. 

Determinar si los factores transcripcionales Brn1 y Brn2 están involucrados en regular la expresión del gen 

de hlL-10 en cáncer cervical. 
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APENDICE I 

PAPILOMAVIRUS Y PROTEINAS CELULARES 

En la siguiente tabla se muestran algunas proteínas celulares y su hipotética interacción o son afectadas 
por papilomavirus. 

NOMBRE INTERACCION REFERENCIA 

16E1-BP Proteina que se une a El Sverdrupi Myers, 

16KATPasa Subunidad 16 kDa vacuola ATPase de unión a E5 de BPV-1 y H a j p e m e t * , 1996 

algunos HPVs 

AMF1 Proteina celular que taradúa con E2 McBrideetd, 1997 

AP-1 Regulador transoipcionalddLCR de HPVtaracdora con & (KomoretaL, 1995 

bd-2 Se incrementa la expresión de esta proteína apoptótica en Masada ¿Hermán, 1995 

presencia de HPV 

b-myb Gen activado por E7 OSonnoretal.,1995 

c-fos Factor de transcripción sobre-regulado en células transfectadas con Halpem 6 McCance, 1996 

E5HPV16. Aumentado por E7 

c-jun Factor de transcripción sobre regulado por E5 Halpem & McCance, 1996 

CKII Proteína kinasa que fosforita las proteínas E7 y E1. Además se ha Münger&Haipem 

visto que tas proteínas kinasa PKA, PKC, CN, p34cdc2, son 

dependientes de DNA. 

c-myc La secuencia de HPV puede ser integrada cerca dei locus de myce Mùnger 6 Halpem 

interrumpedgen. E7impide TGF-preprimiendodpromotordec-

myc 

c-raf Factor de crecimiento (Ser/Thr kinasa) sobre regulado por E5 Halpem & McBride, 1996 

GcünaA La defina A y E2F forman un complejo al cual se asocia E7 en la Mùnger & Halpem 

faseS. El gen de la defina A es activado por E7 

DCC 0 gen supresor de tumorDCC se ha encontrado detetado o mutado Wngdhutz, 1993 

en tumores de ratones desnudos derivados de células 

transformadas de HPV-18 

E6AP Forma un complqo con E6 es blanco para la degradación de p53. Myers & Andnophy, 1995. 

E6BP La posición C-tenninal de ERC-55 se une a E6 en ausencia de p53. Myers&Androphy, 1995 

E2F1 Factor transcrípoonal celular el cual forma un complejo con pRb. La Münger&Halpem 

protana E7 de HPVs de alto riesgo dismmpen este complejo. 

EGFR Receptor del factor de credmiento epidemial activado por E5. Halpem 6 McCance, 1996 

EP0C1 Activador transoipcional de E6 y E7 en wus de alto riesgo. Otomoretal . ,1995 

ErbB2 Expresión incrementada en carcinomas endotefiales positivos a Halpem & McCance, 1996 



KPV. Forata un complejo in vitro con E5. 

GR Bemento de respuesta a gtortiooides (GRE) tafeados en et LCR OTonnoretaL, 1995 

deHPVs. 

MJBC9 Enzima onjugadontiquilina que i n t e n t a t 

IGFR Un requerimiento espedfico para KF-1R (receptor del tactor de 9 
# 

crecimiento parecido a insufina) en la transformadón medado por 

E7. 

JunB JunBseuneasfcosAP-l endLCRdeHPV Thierry et aL, 1992 

Keratinas Ffamentos de keratina asociados a la proteina E4 de algunas Doorbv&Myefs, 1996 

células epiteftales 

KGF Factor de crecimiento de keratinodtos reportero a baja regulación ZhengetaL.1995 

de los genes témplanos de HPV 

MAPKinasas Factor de crecimiento sobre regriado por E5 IUpem&McCance, 1996 

MAP Kinasa Kinasa Enzima sobre^egulada por E5 Halpem & McCance, 1996 

MCP1 Proteina quimiotractica de monodtos reprimida en céWas de Rosi et aL, 1994 

carcinoma cervical positivas HPV-18. 

MDM2 Interacdona con p53. Marston et 1994 

NF1 Factor nudear 1 (factor de transcripción) une al LCR de H t t OTbrmoretal., 1995 

OCT1 Regulador transcripaonal de LCR de HPV O'CoonoretaL.1995 

P I? Proteina de HRV que «semble y coopera con E5 Halpem & McCance, 1996 

P21 cipl Modulador de crecimiento modulado por p53 arrestado. Unido a E7 Mùnger & Halpem, 

p27kip1 hhMdordelánasasdependtoitedecicinasunidoaE7 Munger & Halpem, 

p34cdc2 Proteina kinasa que es fosforflada por El. Se ha observado que 1 

PKA, PKC, CK!, 001 y DNA depender de proteina kinasa 

P53 Proteina supresora de tumor, su transcripción y degaradaòon es Myers&Androphy, 1995 

afectada por E6. 

pi 07 Proteina pocket relacionada con Rb unida a E7. PI 07 regubab- Munger & Halpem 

myc 

pi 25 Proteina que se une a E5 (proteina de reparación) Halpem & McCance, 1996 

Paallm Par de traducción de señales al citoesqueleto, intenciona con E6 McBrideetaL,1997 

POGFR Receptor del fector de crecimiento derivado de plateiet forma un Halpem & McCance, 1996 

complejo in vitro con E5 y con erb-2 y E6F. 

PEPB2 Factor de crecimiento que se une al süo de unión de E2 en el LCR Jackson & Campo, 1995 

deBPV4 

pokx-primasa Atrae al origen de repfcaoón a El.cuya fundón esheficasa. 1 

PP2A Proteina fosfatasa 2A, se inactiva por la expresión del LCR de HPV. ter Schegge! & van derNoordaa, 1994 

pRb Proteina retinoWastoma, una importante proteina pocket a la cual MQnger&Halpem 



seuneE7. 

ras Señal de traducoón que coopera con RHFV1 E5 para transfamir Halpem 6 McCance, 1996 

cékias de roedor. C-ras sobre regulada por E5 

SP1 Enhancer y factor de transcripción, se unen al LCR. O'Connor etaL, 1995 

TBP Proteina de unión a la caja TATA la cual interactua con E7 y e2. HDnger & Halpem McBrideG 

Myers, 

TEF Factor y enhancer transoipcíonal se une a LCR O'Connor etaL, 1995 

Telomeras Estimulada por E6 McBrideetrf.,1997 

TGFp Factor de crecimiento transformante beta, un supresor de Münger& Halpem 

crecimiento nNbido por HPV. 

TNFa Factor de necrosis tumoral alpha, represor transcriptional del LCR Kyoetal, 1994 

de HPV en ineas de células tumorogenicas 

YY1 Yin y Yang 1, factor de transcripción que interactúa con el LCR de Otonnor etaL, 1995 

HPV. 
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