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RESUMEN

El virus del papiloma humano (HPV) es ¢ principal agente asodado al cancer cervical (CaCu), el cual esta
presente en aproximadamente el 90% de los tumores del tacto fa region cervical. 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 cancer de cenix, varios estudios estan
enfocados al entendimiento de la respuesta inmune local del organismo contra las células tumorales y los
mecanismos de evasion tumoral, con ¢ fin de establecer estrategias para el tratamiento del CaCu. Recentemente
hemos encontrado que en estadios avanzados del CaCu, se producen de manera local ciertas ditocinas Th2 y
proinfiamatorias (IL-4, IL-10 y TGF-B) favoreciendo un estado de inmunosupresion local. Particularmente se ha
determinado que la interleucina 10 es producida en las células epiteliales colloditicas y su expresion es directamente
proporcional al desarrollo del cancer cervical inducida por papilomavirus. Estos resultados indican que existe una
relacion directa entre la presencia del HPV y la expresion de IL-10 en las células epiteliales del cervix, por lo que se
propone que propone que algunas proteinas virales (E2, E6 y E7) pueden ser las responsables de regular la
expresion de esta citodina. Asi debido a la asociacion entre la expresion de ka IL-10 y la presencia del virus de
papiloma humano en cancer cervical, y a la presencia de un elemento de respuesta a la proteina E2 de
papilomavirus en la region reguladora del gen de la IL-10, es probable que e virus sea capaz de regular la
expresion de IL-10, por lo tanto ¢l objetivo fue demostrar ¢l papel del virus del papiloma humano en regular la
expresion de la interleucina 10. Para lo cual se amplifico por PCR la region reguladora del gen de hiL-10, la cual se
confirmd por un andlisis de restriccion y por medio de secuenciacién, & fragmento amplificado fue donado en el
vector pGL-2, creando la construccidn pGL-2/IL-10A. Adiconalmente se realizaron dos deleciones de tal region, la
construccion pGL-2/IL-10B contiene toda la region amplificada sin el elemento de respuesta a la proteina E2 y la
construccion pGL-2/IL-10C solo contiene los elementos de transcripcion basal; estas construcciones fuero utilizadas
para transfectar la finea celular C33-A y cotransfectar con el plasmido pCMV16E2, el cual expresa la proteina E2 de
HPV 16. Se encontrd una mayor expresion del gen de luciferasa en la construccion con la region reguladora
completa en presencia de la proteina E2 de HPY 16, sin embargo, en las construcciones con las deleciones se
registra una disminucion de la expresion del gen reportero en presenca de la proteina E2. La proteina E2 de HPV
31 fue purificada por medio de un sistema GST, esta se utilizé para realizar ensayos de electroforesis de movilidad
retardada (EMSA), junto con oligonucledtidos especificos para: a) La proteina E2 presente en ¢l 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 region reguladora del gen de la hiL-10, y ademés usando extractos nucleares de las lineas celulares Hela y
(33-A Los andlisis de EMSA demuestran la formacion de un complejo en todo los oligos con ambos extractos
nudeares, aunque C33-A sea negativa a HPV, lo que sugiere a una nueva proteina nudear que reconoce &
elemento de respuesta a la proteina E2 y a se detecta en extractos nudeares de células C33-A negativas a
papilomavirus. Al utilizar la proteina E2 purificada el complejo detectado es mas pesado, lo que indica por una parte
que la proteina detectada anteriormente no es E2 y por otro lado que la proteina purificada es capaz de reconocer
el elemento de respuesta a E2 presente en la region reguladora del gen de hiL-10. Con estos resultados se puede
concluir que la proteina E2 de papilomavirus no solo es capaz de reconocer ef elemento de respuesta a E2 de HPV
presente en |a region reguladora del gen de hiL-10, si no que también es capaz de transactivar al gen reportero,
con lo que se demuestra que el virus del papiloma humano es e responsable de la induccion de la expresion de la
interleucina 10 en cancer cervical. Este mecanismo puede representar una altemativa de evasion de la respuesta
inmune inducida por HPV para favorecer el proceso de carcinogénesis cervical



INTRODUCCION

Los papilomavirus humano (HPV) son un grupo de virus pequeiios de DNA de doble cadena, los cuales se
ha demostrado que estan asociados con la induccién de cincer (Walboomers et al,, 1999). Alrededor de 95
genotipos de papilomavirus han sido secuenciados y caracterizados (Chan et al., 1995), de los tipos descritos sblo
algunos inducen lesiones proliferativas de epitefios © fibroepitelios de piel y mucosas en humanos y en una gran
variedad de animales.

Los papilomavirus humanos infectan epitelios estratificados queratinizados con una alta espedificidad y
estan asodados con la aparicién y persistenda de neoplasias benignas y malignas. Bl 90% de los tumores
anogenitales contienen el genoma del HPV, principalmente los tipos 6, 11, 16, 18, 31, 33 y 35; donde los mas
frecuentes son los tipos 16 y 18, por lo que es considerado al HPV, como un fuerte factor de riesgo en la induccion
de lesiones precancerosas y del cancer cervical (de Villiers, 1989 & Van Ranst et al., 1992).

La infeccién por papilomavirus humano en células epiteliales escamosas, produce una serie de alteraciones
celulares produciendo la transformacion e inmortalizacion de la célula epitelial (Meanwell et al., 1987; Nasseri et al,,
1991; Schifman, 1992 & Chan et al, 1995). Asi durante el desarrollo de la enfermedad se producen varios
desordenes genéticos, en oncogenes (c-myx, ras) y antioncogenes (p53 y Rb), que favorecen la malignidad.

Otro factor que esta involucrado en la evolucidn del cincer y que es de mucha importandia, es la expresion
diferencial de las proteinas virales de HPV dependiente del programa de diferenciacion de los keratinocitos (Crum ef
al., 1991 & Morris, 1994), de esta manera se plantea que la expresién de las proteinas virales, puede estar
favorecidas por factores celulares y por sus propios mecanismos de requlacion de la replicacion y transcripcin viral,
Esto es apoyado por la existencia de secuendas en la region larga de control (LCR) de HPV, que pueden ser
reconocidas por factores celulares y pueden actuar como activadores de la replicacion 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 (0"Connor & Bernard,
1995), PEF-1 (Cuthill et al., 1993), TEF-1 (Ishiji et al., 1992), TEF-2 (Chong et al., 1991), Sp1 (Gloss & Bernard,
1990) y YY1(Dong et al., 1994 & May et al, 1994). Asi la presencia de cada proteina en determinado
espacio/tiempo-en la célula epitelial, tendra un efecto biolégico distinto en cada estadio de la diferenciacion celular.

Adicionalmente, se ha determinado que varias proteinas virales aparte de actuar sobre su propio genoma,
tienen la capacidad de interactuar con proteinas y secuencias celulares favoreciendo el proceso carcinogénico. Tal
es el caso de la expresion constitutiva de las oncoproteinas E6 y E7 en estadios avanzados del CaCl, las cuales
interactuan con las proteinas celulares supresoras de tumor p53 Y Rb, controlando el ddo celular (Scheffner et al.,



1994; Foster et al.,, 1994; Chen et al., 1995; Patric et al., 1994 & Wu et al.,, 1993). Ademas estas oncoproteinas,
recientemente se han caraclerizado que pueden reconocer varias secuencias de genes celulares, por lo que se
consideran como proteinas maestras en el proceso carcinogénico y como blanco para terapias contra cancer. Tal
vez a proteina de papilomavirus mejor caracterizada es la proteina E2, dada su importancia como regulador y
transactivador de los genes virales, reconociendo la secuendia consenso ACCNGGT en &l genoma viral (Kube et al,,
1995), ademas de su capadidad como activador faciitado por el extremo amino terminal y de esta manera puede
interactuar fisicamente con factores celulares (p.e. Sp1) (Li et al,, 1991). Sin embargo, dependiendo de su
inmunogenisidad tumoral y de la respuesta inmunoldgica efectiva que puedan generar estas proteinas, el sistema
inmune establece una inmunovigilacia permanente controlando la progresién de la carcinogénesis, pero debido a la
esporadica expresion de [as proteinas virales, a la baja secrecion y a su capacidad para interactuar con proteinas
celulares, se generan varias vias de evasion a la respuesta inmune antitumoral, inhabilitando a esta ultima para
eliminar a [a célula transformada y de esta manera puede seguir proliferando hasta producir un carcinoma cervical
invasor. Por tal motivo, es importante conocer los 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 CaClU se producen localmente ciertas
citocinas Th2 y anti-inflamatorias (L4, IL-10 y TGF-B) favoredendo un estado de inmunosupresion local.
Particularmente se ha determinado que fa IL-10 esta presente en las células epiteliales coilociticas y su expresion es
directamente proporcional al desarrollo del cancer cervical en presendia de HPV. Estos resultados indican que existe
una relacion directa entre la presencia de HPY y [a expresion de IL-10 en las células epiteliales del cérvix, por lo que
se propenen que algunas proteinas virales (principalmente E2) pueden ser las responsables de regular la expresion
de dicha ditocina. Esto es apoyado por la existenda de un elemento de respuesta a la proteina E2 de papilomavirus
presente en la posicion 5°distal de la region reguladora del gen la IL-10 (Kube et al., 1995). Dicho mecanismo
puede representar una altemativa de evasion 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 expresion
en diferentes estadios de la malignidad.



ANTECEDENTES

I. ASPECTOS GENERALES DEL CANCER CERVICAL

El céncer cervical es una de las enfermedades neoplasicas, que es considerada como la segunda causa de
muerterelacionadasconcémaenmtg:asmdmdo;ap&rdesetunaenfermedadquepuedeser
diagnosticada en forma temprana, persiste con una elevada incidenda y mortalidad. Actualmente se estima una
incidencia de 500 mil nuevos casos anuales (Boyle, 1997), de los cuales el 80% de ks casos se presentan en
paises en desarrollo (Bo.sch et al., 1997). En México anualmente se registran mas de 11 000 nuevos casos, con
unatasademortalidaddel-ﬂ%.IamalhapermaneddostabledurantelosﬁtﬁmosZOaﬁos(Lazcametal..
1996), por lo que es considerada como un grave problema de salud publica.

1.1). ASOCIACION DEL HPV CON CANCER CERVICAL

El virus de papiloma humano (HPV) fue oficiaimente declarado como un agente carcinogénico humano en
1995 por la Organizacdion Mundial de la Salud, después de dos décadas de estudios epidemioldgicos en humanas y
en modelos experimentales con animales en varios laboratorios del mundo (IARC/WHO, 1995). Se ha determinado
que aproximadamente & 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 variacones por el tipo de
diagndstico utilizado; por lo tanto para determinar un valor significativo, es necesario utilizar varios métodos de
deteccién de HPV y una muestra representativa. El método més sensible para detectar al HPV es por medio de la
técnica reaccién en cadena de la polimerasa (PCR), ya que detedta muy bajas copias del genoma del virus.
Alternativamente el DNA de HPV puede ser analizado por dot blot, Souther blot o por captura de hibrido, los cuales
detectan solo altas copias del virus (Bery & Palefsky, 1998). '

Aproximadamente 95 genotipos de papilomavirus han sido identificados, de acuerdo a su homologia de sus
secuencias nudeotidicas de los genes L1 y ES, los cuales se han dividido en 5 supergrupos, siendo & subgrupo A
de los papilomavirus humanos asodiados a lesiones genitales el mds 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
especifico 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 dasificado como tipos virales de “bajo riesgo” y estan asociados con enfermedades
benignas, incluyendo al condiloma acumulata o a las verrugas venéreas comunes. Los tipos de “alto riesgo” estan
asociados con lesiones intaepiteliales escamosas (LIS) de alto grado y con cdncer cervical. El HPV 16 es ¢ tipo viral
mas frecuentemente detectado (50%), y junto al HPV 18 (14%) son detectados en e 64% de los casos. Los tipos



31, 33, 35, 45, 51, 52 y 56 son considerados como de “riesgo intermedio®, varios de estos genotipos son
considerados de baja prevalencia (Bosch et al., 1997; Berry & Palefsky, 1998). Sin embargo, la infeccién por HPV
puede tener variaciones geogréficas. Recientemente en un estudio con mds de 1000 casos de padentes con
cancer invasor en 22 paises; se encontré una prevalencia del 93% de HPV, detectado por PCR, ademds de detectar
25 tipos diferentes de HPVs, no encontrandose variaciones significativas en la positividad en todos los paises. Bl
HPV 16 fue el tipo mas predominante, detectado en el 50% de las muestras; el HFV 18 en el 14%, &l HPV 45 en el
8% y e HPV 31 en e 5%. Se encontrd una variacién geogréfica significativa en fa prevalendia de algunos tipos
virales comunes. El HPV 45 fue mds aparente en el oeste de Africa, &l HPV 39 y HPV 59, se encontré en América
Central y de! sur. En tumores de céiulas escamosas, el HPY 16 fue  tipo predominante (51%), pero el HPV 18 fue
predominante en adenocarcinomas (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 transformacién e inmortalizacion del tejido (Zur Haussen, 1994). Las células blanco de la infeccion
de HPV son los keratinocitos y el ciclo de vida viral depende de! programa de diferenciacion de estas células. Varios
estudios sugieren que el HPV infecta solamente las células del estrato basal (potencialmente replicativas) del
epitelio queratinizado cervical, en donde en primera instancia el virus no se replica, y permanece en un estado de
“latencia”, y a medida que los keratinocitos se diferencian, & genoma viral se replica, transcribe sus proteinas
virales y forma sus viriones (Crum et al., 1991 & Mormis, 1994). Asi durante la infeccién viral productiva existe una
cascada de expresion de genes de HPV que es seguida del programa de diferenciacidn del keratinocto; empezando
en las células del epitelio suprabasal y culminando con la liberacdon de viriones de HPV en keratinogtos
terminalmente diferenciados (Man S, 1998). Esto sugiere y es apoyado por evidendas hasta hoy conoddas, que
factores celulares participan en la regulacion del ddo de vida viral, durante los diferentes estadios de la
diferenciacion del epitelio y durante el proceso de carcinogénesis (Crum et al., 1991).

Usualmente los cambios morfoldgicos ocasionados por la infeccidn del HPV en células epiteliales, producen
un reemplazo del epitelio escamoso, por una serie de anormalidades histopatol6gicas, conocidas como lesiones
intraepiteliales escamosas (LIS) y neoplasias intaepiteliales cervicales (NICs), por las anormalidades ditologicas de
las células epiteliales, proliferacion aberrante, alargamiento de nideos, disminucion de la relacion nideo-citoplasma
y disposicion de la cromatina en los margenes del nideo, estas células son conocidas como coilocitos (Curm et al,,
1991; Berry & Palefsky, 1998). El sistema Bethesda dasifica a las lesiones cervicales en alto y bajo grado para
unificar criterios citolégicos (Figura 1), ¢ cual combina & diagndstico dinico y el histoldgico (Bethesda System,
1998 & Yones, 1995). Correspondiendo un LIS de bajo grado (LLIS) a un condiloma, displasia media, coilocito y NIC



I; en contraste un LIS de alto grado (HLIS), comprende una displasia moderada y severa, o un NIC Il y lll, carcinoma
in situ, el cual es caracterizado por un aumento de céhdas y nideos atipicos y una falta de diferendiacién en la
progresion de los niveles superficiales del epitelio. Cuando las células neopldsicas de! epitelio rebasa la membrana
basal del epitelio e invaden ¢ tejido subyacente, se le considesra como carcinoma invasor. H significado dinica entre
LLIS y HUIS es la presencia de carcinoma invasor en HLIS (Berry & Palefsky, 1998).

LIS DE BAJO GRADO LIS DE ALTO GRADO
NORMAL | INFECCION | NICT | NICHl _ NIC It | CARCINOMA
Ectocervix DE_HPV __INVASOR

basal -4
S C At

[THV ] EPISOMAL INTEGRADO

Figura 1: Representacion de la infeccion de HPV

El genoma del HPV generalmente se mantiene en forma extracromosomal como un episoma (elemento
genético por si mismo replicado) en el keratinocito, pero frecuentemente es encontrado integrado dentro del
cromosoma humano, en tumores asociados al HPV. Los eventos moleculares y celulares que dirigen a los cambios
de inicio y persistencia de la infeccion en células epiteliales basales a un keratinodto transformado que dirige a la
replicacion del HPV, hasta ahora son pobremente entendidos. Se ha especulado que durante la transformacién no
solo la infeccion de HPV es la mds importante, si no que genes celulares o otros co-factores estan involucrados en
estos cambios de estados de formas virales (Man S, 1998). Ademds se han encontrado formas virales no
infectantes en mujeres si anormalidades cervicales, y se calcula que del 10 al 35% de las mujeres sin lesion cervical
aparente, contienen el genoma del HPV, donde el virus no produce particulas infecciosas 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 lesion intraepitelial
cervical de bajo grado (NIC I) hasta LIS de alto grado (NIC If y NIC lil), sin embargo, en los casos de carcinoma



invasor, el virus se integra al genoma cervical (Chan et al., 1994). No obstante, mas del 50% de los carcinomas
positivos a HPV 16, e virus se encuentra en forma episomal (Meanwell et al., 1987 & Matsukura et al., 1989). Por
otra parte, se ha reportado que el 7%y el 36% de los casos de cincer invasor, &l DNA de HPV 16 estd 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). Adicionalmente, se han reportado dobles y hasta triples infecciones por papilomavirus,
por lo que se pueden encontrar formas integrales y episomales de diferentes tipas virales, la pregunta seria sien la

misma ¢élula,

1.3). PROCESO DE TRANFORMACION POR HPV

Gracias a los avances de la biologia celular y molecular, se ha podido elucidar algunos de los mecanismos
oncogeénicos producidos por HPV, Se conoce que el proceso de transformacion e inmortalizacién de la célula
epitelial ocurre en estadios avanzados del cancer cervical, debido a los efectos que lleva la integracion del virus al
genoma de la célula huésped. No se conoce con exactitud que es lo que pasa en los estadios iniciales del desarrolio
del cancer, en donde & virus se encuenira en forma episomal, y hasta hoy no se ha demostrado que exista un
proceso de tansformacion como tal, tnicamente cambios morfoldgicos de la céiula huésped (Escandén et al., 1992).
Asi el proceso de integracion viral, produce una inestabilidad cromos6mica y una proliferacion celular, integrarse de
1 2 600 copias del genoma viral por célula, que es relacionado con et proceso de transformacion celutar.

Tres genes de HPV, ES, E6 y E7, son importantes para la transformacion celular. Las proteinas E6 y E7 son
expresadas en los estadios avanzados de la carcinogénesis. Ambas proteinas de HPV de alto riesgo (HPV 16y 18)
tienen actividades transformantes. La proteina E7 por si misma o cooperando con e producto del gen de E6 puede
inmortalizar keratinocitos primarios, fibroblastos y células epiteliales (Baker et al., 1987; Serdan et al., 1991 &
Wazer et al., 1995). La proteina E7 de HPV tiene homologia con otras proteinas de virus de DNA tumorales, tales
como la proteina E1A de adenovirus y el antigeno T largo de SV40; igualmente que estas oncoproteinas se unen a
la proteina 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 transcripcional celular E2F, el cual es
responsable de la activacion transcripcional de los promotores de algunos oncogenes celulares (pe. myc y fos)
(Alvarez & Lopéz, 1995). La proteina E6 se une al gen supresor de tumor pS3, bloquea su funcion y lo marca para
su degradacion por la via proteolitica de ubiquitina (Schefner et al., 1990 & Werness, 1990). Los productos de los
genes supresores de tumor son responsables de la regulacién normal de la replicacion del DNA, reparacion y
crecimiento celular, el incremento de la expresion de E6 y E7 a sido demostrado que en HLIS produce descontrol de
la profiferacion celular. De esta manera, la célula es inducida a permanecer en un estado de division celular



constante, con la cual hay posibilidad de que toda la maquinaria de replicacion del DNA puede ser utilizada por
virus (Alvarez & Lopez, 1995). Asi Ia funcidn de las oncoproteinas E6 y E7 son importantes en el diclo de vida viral
y parecen estar relacionadas con la abolicién de algunos mecanismos de la regulacion celular y principalmente con
el desarrolio de la transformacién celular. Las proteinas E6 y E7 de HPVs de bajo riesgo, son menos eficientes en
unirse a Rb y degradando a p53, asi’las interacciones de E6 y E7 con estos genes supresores de tumor
correlaciona con sus efectos oncogénicos.

Otra caracteristica importante de las oncoproteinas de HPV, es su capacidad para modular fa transcripcion
viral y genes celulares; Apendice | (Morosov et al., 1994). Un blanco de la proteina E7 es el factor transcripcional
E2F. La transaripcion del factor E2F esta involucrado en la regulacion de la expresion de mdiltiples genes asociades
con la proliferacion (Nevins, 1992). Una funcidn crudal de Rb es la inhibicion de estos genes asociados a la
proliferacion por la unién a E2F. E7 de HPV 16 se une a Rb, destruye el complejo E2F/Rb, bloqueando la expresion
de Rb y activa a E2F. La proteina E6 de HPV 16, ha sido demostrado que estimula la transcripcion de una variedad
de promotores de genes celulares y virales (Desaintes et al., 1992 & Morosov et al., 1994). Sin embargo, un
elemento responsable para la transactivacion mediada por E6 no ha sido identificado (Desaintes et al., 1992). La
proteina ES incrementa la actividad de la protein kinasa activadas por mitogeno y podria ademds activar la
transcripcion de E6 y E7. E6 y E7 son necesarios, pero no suficientes para mantener ¢ fenotipo maligno, pero
eventos que inducen la produccion de p16 inhibidor de protein kinasas dependientes de cidlinas, incrementan la
expresion de fos o disminuyen los niveles del inhibidor de fos, (Fra-a), estos eventos podrian predisponer al epitefio
cervical a la transformacién maligna por HPV; Apendice | (zur Hausen).

I1). ORGANIZACION Y REGULACION GENETICA DE LOS PAPILOMAVIRUS

2.1). BIOLOGIA MOLECULAR DE LOS PAPILOMAVIRUS

Aunque los papilomavirus despliegan una gran diversidad, su organizacion gendmica es bastante
conservada. Todos se componen de una molécula de DNA drcular de doble cadena de aproximadamente 8000
pares de bases (pb), compactada con proteinas histonas, formando nuceosomas y encapsulados en viriones
icosaédricos con 72 capsomeros hechos de 2 proteinas estructurales y sin poseer envoitura (Chow et al., 1987). El
genoma viral esta estructurado en tres regiones: Una region no codificante, de aproximadamente 800 pb, conocida
como region Ia}ga de control (LCR), la cual contiene varios elementos reguladores de la transcripcion viral (Alvarez
& Lopez, 1995 & Taja-Chayeb et al., 1996). Dos regiones codificantes, las cuales contienen 7 genes de
transcripcion temprana (E), que codifica para proteinas involucradas en fa replicaddn (E1), transcripcion (E2), en
ensamble de viriones (E4), y en la transformacion e inmortalizacién celular (ES, E6 y E7), ademas de dos genes de



transcripcion tardia (L) que codifican para proteinas de la capside viral (L1 y L2), Figura 2 (Chow et al., 1987 &
Cheffner et al,, 1994),
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Figura 2: Representacién esquemdtica de la organizacion
genémica de HPV 16 y proteinas virales,

El genoma de los papilomavirus es transcrito como una compleja unidad transcripcional larga, con multiples
promotores, dos sitios de poly A (temprana y tardia) y splicing altemativos, como resultado existen mitiples
oportunidades de regulacién post-transcipcional de la expresién génica de papilomavirus. En tumores y en lineas
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 policistronicos putativos que son generados por splicing alternativos para
codificar los productos de genes tempranos y tardios (Doorbar et al., 1990; Rohifs et al., 1991; Sherman et al.,
1992; Sherman & Alloul, 1992).

Ei promotor viral p97, localizado rio 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 transformacién E6 y E7, induyendo la forma larga de E6 y los ORFs de splicing altemativo E6I (226-2109) y
E6ll (226-526) (Smotkin et al., 1989). Los ORFs de E6 y E7 son procesados a varios ORFs 3° rio abajo via 3 sitios
de splicing alternativos en 880-3357, 800-2708 y 880-2581 (Doorbar et al., 1990; Nasseri et al., 1991; Rohifs et
al., 1991; Sherman & Allou, 1992). Adicionalmente especies de RNAm cortos inician en el promotor p97, induyendo
los transcritos E6lll y E6 IV, en los cuales en la posicidn 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
proteina reguladora de la transcripcion E2 (Sherman & Allol, 1992), los transcritos de E2 comienzan en e promotor



p97 y contienen miiltiples marcos de lectura abierta de E2. H ORF de E2 esta conectado a varios ORFs 5 io arriba
via sitios altemativos en 880-2708, 880-2581 y 226-2708, representados como RNAm y estos tipos de RNAm son
mas abundantes en las lineas celulares y tumores que contienen ¢l genoma de HPV 16 (Sherman et al., 1992;
Sherman & Alloul, 1992).

2.2). PROTEINAS DE TRANSCRIPCION TEMPRANA

Dentro de la region de transcripcién temprana, se localizan varios marcos de lectura abierta que codifican
para varias proteinas virales, y su expresion esta controlada prindpalmente por el promotor temprano, localizado en
la region larga de control (LCR) (Alvarez et al., 1995 ), y se ha demostrado que para ¢ caso de los genes de E6 y
E7 se localizan dos promotores adicionales dentro de las regiones E6-E7 de HPY 6 y HPV 11. B promotor P1
puede inducir la transcripcion de ambos genes (E6 y E7), y & promotor P2, solo dirige la transcripcion de E7 (ftner
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 escision y empalme diferencial para obtener la expresion
de las proteinas individuales (Chow., 1987).

PROTEINA VIRAL E1

La proteina E1 de los papilomavirus es la proteina *inidador” para la replicacién del DNA viral y ésta juega
un papel critico en mantener al genoma viral como un episoma durante el ciclo de vida viral. E1 muestra algunas
similitudes en secuencia y estructura con los antigenos iniciadores T largo del virus SV40 y del polyomavirus
(Cleartant & Seif, 1984), ademas sus propiedades son consistentes con su papel como una proteina iniciadora de la
replicacion. En BPV, E1 es una fosfoproteina nudear con actividades de ATPase y DNA helicasa (Bream., 1993).

Ademas E1, es requerida por e trans-actvador E2 viral en su forma completa hece mas eficente la
iniciacién de la replicacion del DNA viral i» v E1 y E2 forman un complejo en solucion, el cual se une con alta
afinidad y especificidad al origen de replicacion, que contiene varios sitios de unién para ambas proteinas. Asi, parte
de las funciones de E2, es estimular la unién de E1 al origen de replicacién. Ademds E2, suprime no
especificamente, la inidacion de la replicacién por E1 i vitro. En esta via E2 actia como un factor especifico en
promover la replicacion dependiente del origen. Bl complejo de iniciacion origen:E1:E2, este puede ser inactivado
por la iniciacion de la replicacdion y puede servir como un verificador del complejo de replicacién activo. En un
proceso de baja actividad, E2 es liberado del complejo y moléculas adicionales de E1 entran y oligomerizan el origen
en el DNA. Este complejo activo E1:DNA, en conjunto con la maquinaria de replicacion de la céiula huésped, produce
una fusion en el origen del DNA, seguido por la iniciacion de nueva sintesis de hebras de DNA.
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Ademds de los requerimientos para la replicacion del DNA viral, E1 esta involucrado en la regulacion de la
transcripcion y transformacion viral. Presumiblemente, debido a la interaccién con E2; E1 modula la capacidad de E2
para activar ciertos promotores virales. En BPV, E1 regula negativamente la activacién del promotor temprano
mayor por E2 (Le Moal et al,, 1994 & Sandler., 1993) y este mecanismo puede ser e responsabie de la supresion
de la transformacion por E1 (Lambert et’al.,, 1988; Schiller et al., 1989; Vande Pol et al., 1995 & Zemlo et al,,
1994). Adicionaimente, E1 ejerce efedosdirectossobredododewdadelacélulatwésped(ﬂelyavskyuetal
1994 & Belyavskyi et al., 1996).

El gen E1 es €l gen que esta mas conservado entre todos los papilomavirus (Clertant & Seif., 1984; Lusky &
Fontane., 1991). Los productos del gen E1 de los diferentes papilomavirus, se predice que tienen similitud en
estructura y funcion. 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, Bl producto completo de! ORF de E1 es
una fosfoproteina nuclear de 68 a 72 kDa (Blitz et al., 1991; Santucd et al., 1990 & Sun et al.,, 1990). Esta
proteina es requerida para la replicacion del DNA viral. Una proteina mas pequedia, determinada como E1-M, es
codificada por un transcrito procesado, el cual estd fusionado del tercer extremo 5° del ORF de E1 con un
procesamiento de 1235A3225 a 14 aminodcidos de un exon rio arriba. E1-M es una fosfoproteina de 23 kDa
(Thorner et al., 1988), ésta fue inicdaimente descrita como un regulador negativo de fa replicacién el cual es
requerida para estabilizar la replicacion del DNA viral plasmidico (Lusky & Fontane, 1986), sin embargo
actuaimente se a determinado que E1-M no es esencial para la replicacién plasmidica en células transformadas con
BPV-1 (Hubert & Lambert, 1993). Esta proteina posiblemente juega un papel importante en la amplificacion del DNA
viral durante la fase vegetativa de la infeccién 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 proteina que contiene la cuarta parte amino terminal del ORF de E1 fusionado al
dominio de union a DNA carbouilo terminal de E2 (Chiang et al., 1991). La expresién de este producto génico en
ensayos de cultivos de tejidos produce la represion de la trancripcion y replicacion del DNA de papilomavirus (Chiang
et al.,, 1991). Ademas se han identificado 5 residuos de la region NH-terminal de E1 fusionado con la proteina E4,

sin embargo no se conoce su funcion.

PROTEINA VIRAL E2
Ei ORF E2 de papilomavirus animal y humano codifica para una proteina de transcripcion temprana que es
critica para la replicacion del DNA (Chiang et al., 1992; Del Vecchio et al., 1992; Ustav & Stenlund., 1991; Winokur

11



& McBride, 1992), y para la regulacion transcripcional de los genes virales durante la infeccidn (DiMaio, 1991 &
Turek, 1994),

En papilomavirus bovino tipo 1 (BPY-1), el producto completo del gen E2 codifica para una proteina de 48-
kDa, la cual es un fuerte transactivador (Giri & Yaniv, 1988; Haugen et al., 1987 & Spalholz et al., 1985), y su
transcripcion es controlada por el promotor temprano, P89 o P2, localizado inmediatamente rio arriba de la region
viral E6-E7 (Haugen et al., 1987 & Spafhoiz et al., 1987), aunque se han identificado otros promotores virales
(Turek, 1994). El transactivador E2 tiene un dominio de transactivacion trascripcional N-terminal, y un dominio de
dimerizacion de unién a DNA C-terminal (DBD), conectado por una region de bisagra central (Haugen et al., 1988 &
McBride et al.,. 1989). LeDEDdeEZreconoceelmﬁfACC(Ns)GGToGlT(siﬁo E2); dos sitios E2 0 mas, fundionan
cooperativamente como fuertes potenciadores. La activacion de E2 de BPV-1 depende de la cooperacion de
proteinas celulares, tales como Sp1 (Forsberg & Westin, 1991; Ham et al., 1991 & Li et al., 1991).

En contraste el transactivador E2 de BPV-1, la funcién del producto completo del gen E2 de HPV 16 o de
HPVs genitales. Ambos genes contienen una similitud en los dominios de transactivacion y de unidn a DNA (Baker,
1987 & Giri & Yaniv, 1988), sin embargo se ha observado que ambas proteinas virales (de HPY y BPV) tienen
distinta actividad. La expresion 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 expresion de E2 de BPV (Cripe et
al., 1987, Hirochika et al., 1988 & Phelps & Howley, 1987)

PROTEINA VIRAL E4

En verrugas inducidas por HPV-1, cerca del 95% de los transcritos virales inician en el promotor temprano
localizado dentro del gen E7, el cual es dependiente del programa de diferendiacién celular (Palermo et al., 1990),
estos transcritos son originados de un procesamiento Uinico, en el cual se une ¢l extremo 5’ de E1 (16 nudledtidos)
al ORF de E4. Este RNAm codifica para el producto del gen primario E4E1(E4), la cual es una proteina citoplasmica
muy abundante de 17 kDa (Doorbar et al., 1986 & Breitburt et al., 1987). Un rompiméento en el extremo N-terminal
de 1a proteina, libera varias especies de proteinas pequefias 16 K (-15 aa), 11 Ky 10 K (-59 aa) (Doorbar et al.,
1988 & Roberts et al., 1994); ademas se observan formas diméricas y complejos multimericos de alto orden de la
proteina, requiriendo el extremo C-terminal. En verrugas inducidas por HPV 1, la expresion de E4 coincide con e
comienzo de la replicacion del 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 el caso de HPV especificos de
mucosas, la replicacién ocurre en las capas mas superficiales de la membrana basal (Crum et al., 1990; Brown et
al., 1991& Doorbar et al, 1992). Sin embargo, se observan especies de E4 derivadas de la proteina completa
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durante la diferendiacién (Breitburd et al., 1987 & Doorbar et al., 1988). Ademds se ha demostrado que la proteina
E4esfosforiladaenvivo(8reitbwdetaL,1987&Grandetal...1989)yundeuirseaZinc(Roba1setil.. 1994),

Una caracteristica importante de ciertas proteinas E4, es su capacidad para agregarse en grinulos de
inclusion dentro del citoplasma y el nideo (Breitburd et al., 1987 & Doorbar et al., 1989). Este tipo de inclusiones
son més notorias en lesiones cutdneas y su apariencia depende del tipo de HPV (Croissant et al., 1985; Egawa,
1994 & Egawa et al,, 1993). Esta capacidad de indusién se ha observado en HPV 1, 2 y 4 (Doorbar et al., 1989),
sin embargo, no se ha determinado la composicion exacta de estas estructuras. Este tipo de estructuras se han
reproducido en ensayos de expresion de E4 de HPY 1 in vitro en células VX2R (Rogel et al,, 1992 & Rogelet al.,
1993), ademés se a calculado que los niveles de expresion de E4 fluyen del 20 al 30% de proteina celular en
verrugas inducidas por HPV 1 (Doorbar et al., 1986 & Breitburd et al.,, 1987). En tipos de HPV especificos de
mucosas (HPV 6 y 16), no se observan las indlusiones, 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 mayoria de la proteina E4 en tumores inducides por HPV-1, se presenta como complejos citoplasmicos
solubles, en su mayoria multimeros (Breitburd et al., 1987 & Doorbar et al., 1996). La expresion in vitro en lineas
celulares epiteliales, la proteina E4 de HPV 1 y HPV 16, se asodia 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 cluster de leucina (LLXLL) son las responsables de la actividad de asociacion 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 (Steriing et al., 1993); y por otro lado se ha especulado que esta
asociacion puede requerir proteinas celulares adicionales o moduladoras involucradas en los eventos de
modificacion pos-traduccional (Roberts et al,, 1994; Doorbart et al., 1996; Rogel et al., 1992 & Rogel et al., 1993).
La asociacion de E4 con keratinas sugiere que el virus incrementa la fragilidad de la célula infectada (Doorbar et al.,
1991) y de esta manera se reladona con eventos tales como el procesamiento del RNA, con las sefiales de
traduccion, degradacién de proteinas y ka diferendiacion celular (Doorbar, 1996).

El papel de E4 en el cido de vida viral, se ha especulado a causa de dificultades del mimetismo de la
proteina en la ‘infeccidn productiva & witro. En verrugas, los niveles de expresion de E4 son relacionados con las
proteinas 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 bicistronico (Palermo et
al., 1990; Nasseri et al.,, 1987; Chow et al., 1987 & Hummel et al., 1992). Alternativamente, E4 puede interferir con
la diferenciacion normal celular de acuerdo con las necesidades de la sintesis del DNA viral. E4 puede interactuar
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con proteinas de “muerte celular * (Rogel et al., 1993) o puede bloquear la traduccidn de las proteinas del huésped
(Doorbar et ., 1996).

PROTEINA VIRAL ES

El ORF de E5 de HPVs que infectan mucosas, es muy similar al de BPV1, ambos estén localizados rio abajo
del ORF de E2, el cual codifica para una proteina altamente hidrofébica, asociada a la membrana y con fundones
transformantes. Sin embargo, la secuenda de ambas proteinas (HPV y BPV 1) son muy diferentes, solo se ha
observado una homologia en el residuo de prolina que producen ¢ giro de la héfice y en algunos residuos de la
region hidrofobica (Chen & Mounts, 1989). ES de HPVs al igual que la proteina E5 de BPV forma tres segmentos
trans-membranales (Bubb et al., 1988), pudiéndose asodiar a varias membranas celulares, tales como: al reticulo
endoplasmico, al aparato de golgi y se ha visto asociada a la membrana nudear (Conrad et al., 1994). La region C-
terminal de E5 de BPV 1, es la mas importante para sus funciones bioldgicas, pero no lo es para E5 de HPVs. ES de
HPV esté pobremente conservada, solo algunos residuos pueden alinearse.

Debido a a falta de conservacion entre las proteinas de papilomavirus, se han visto varias funciones muy
similares entre ellas, particdarmente entre E5a de HPV 16/HPV 11 y ESa de RhPV-1. Todas las proteinas de
papilomavirus se asocian a membrana y ES de HPV 15 y BPV 1 pueden formar homodimeros (Kell et al., 1994).
Experimentalmente todas las proteinas 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; Ostrow et al., 1993; Pim et
al., 1992 & Straight et al., 1993). Ademas, todas las proteinas ES 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 7as para transformar células epiteliales primarias de roedor y células de rifion de
rata (Ostrow et al., 1993).

Se ha demostrado que ES 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 expresion de c-fos y cjun en células 3T3
(Leechanachai et al., 1992), y parece correlacionar con la actividad aumentada del enhancer viral (Bouvard et al,,
1994); ademas incrementa la actividad de MAP kinasas, con o sin la estimulacion celular por EGF (Gu &
Matlashewski, 1995}, ¢ interfiere con la comunicacion celular via uniones Gap y correlaciona con la desfosforilacion
de la conexina 43 (Oelze et al., 1995).
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PROTEINA VIRAL E6

La proteina E6 es una proteina nudear basica y citoplasmica de aproximadamente 18 kDa (Androphy et al.,
1987). Contiene cuatro cisteinas alrededor de un tomo de Zn*2 formando un dedo de zinc, requeridas para todas
las funciones de la proteina (Figura 3). Muchas papilomavirus contienen varios ATGs repetidos (tandem), de los
cuales sdlo el sequndo (forman 151 aa’ §) principalmente es el sitio de inicio de la transcripcion (Androphy et al.,
1987; Barbosa et al., 1988 & Neary & DiMaio, 1989). Una proteina de 158 aminodcidos puede ser generada de
HPV 16 i vitro y probablemente in vivo. E6 es una proteina altamente variable, que contienen pocos motifs
conservados o invariantes (Foster et al., 1994).
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Figura 3: Proteina E6 de HPV 16. Secuendia alineada formando los dedos de Zinc entre los residuos de cisteina.

La transcripcon de E6 y E7 es negativamente afectada por la sobreexpresion de E2. Adidonalmente la
regulacién es seguida por un sitio donador procesado en algunos tipos que producen formas de E6 truncadas,
denotadas como E6I, E6ll y E6IIl (Sedman et al., 1991; Schneider et al., 1986; Smotkin et al., 1989; Conelissen et
al., 1990; Snijders et al., 1992; Hsu et al., 1993; Shirasawa et al., 1994 & Sherman et al., 1992). H significado de
los fragmentos proteinicos generados de esos transcritos producen varios cuestionamientos, asi Shirasawa propone
que E6l puede servir como transactivador (Shirasawa et al., 1994). Debido a las actividades de unidn a DNA de E6
no se han observado en las proteinas truncadas, asi otras actividades se han sugerido para tales fragmentos
proteinicos, pudiendo servir como un balance a favor del transactivador E7 (Sedman et al., 1991). Otra posibilidad,
que no es muy dara, s la participadén de los patrones de splicing altemativos en la progresion del tumor; ademas
se han reportado niveles incrementados de RNAm de E6 y E7 en formas virales integrales (Jeon & Lambert, 1995).
Alternativamente se plantea un posible fusion protéica entre E6-E7 (Schefiner et al., 1992 & lareborg et al.,, 1992).

15



La proteina E6 es considerada como una proteina multifactorial por varias razones: Primeramente, es
transactivador transcripcional o coactivador (Sedman et al., 1991 & Lamberti et al., 1990), debido a que es capaz
de transactivar heterologamente al promotor E2 del adenovirus (Desaintes et al., 1992); el LTR de MMLV y e
promotor temprano de CMV, ademds E6 achia como un represor transcripdional (Etscheid et al, 1994). Este tipo de
actividades, se ha observado en papilomavirus de alto riesgo (16 y 18) y de bajo riesgo (6 y 11), sin la unién o
degradacion de p53; de la misma manera E6 en estos dos grupos de papilomas interaccionan con las regiones
reguiadoras rio arriba virales (Mallon et al., 1987 & Imai et al., 1989). El papel transactivador trancripcional de E6
puede ser acoplado a su capaddad de transformacion e inmortalizaron celular; los papilomavirus de bajo riesgo
pueden transactivar pero no tienen la capacidad de transformacién (Barbosa et al., 1991).

E6 tienen la capaddad de unirse a proteinas celulares (Tabla I), particularmente a EGAP y EGBP, de esta
manera influye en la modulacion del proceso celular normal. B! complejo E6-EGAP puede unirse i wire a p53
(Huibregtse et al,, 1993) o a E6BP (Chen et al., 1995). La desregulacion de las fundiones supresoras de
crecimiento de p53 se han observado en algunos experimentos independientes de la degradacion de p53 por E6
(Lechner et al., 1994; Lechner & Laimins, 1994). Sin embargo, los niveles de E6 no siempre correlacionan con ka
magnitud de sus efectos. Ademas, se a reportado que E6 puede unirse a proteinas células con actividad de kinasa
(Keen et al., 1995).

La degradacién de p53 por E6 es ampiiamente conocido (Schefiner 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, EGAP
(Scheffner et al., 1994). Ademés 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 HPY

Proteina Funcion Accion Interaccién con E6

P53 Supresor de tumor Enrespuestaadaiode DNA  Degradaddn de p53, en presencia de
E6AP

E6AP Ligada a ubiquitina Degradacién de proteinas Degradacién de pS3

E6BP Proteina de union a (a2 Differenciacién celular? Desconodda

Paradaxina  Proteina de adhesion focal  Contacio de célula-céiula Disrupcidn de las fibras de actina #7 vio
y los compiejos enire paradiin y
vinculina

hDLG Supresor de tumor Contacto célula-célula Rompe los complejos entre hDLG y APC
invitro

Kubbutat & Vousden, 1988

16



Los HPVs de alto riesgo son capaces de inducir la immortalizacién de células en cultivos primarics, y E6 de
HPVs de bajo riesgo aumenta la capacidad de E7 en la imortalizacidn celular. CGertas proteinas de papilomavirus,
tales como E6 y E7 de HPV 6, tienen baja actividad de inmortakizacién, pero esta actividad estd aumentada en E6 y
E7 de HPV 16 (Halbert et al., 1992). Independiente de p53 o E7, E6 puede transformar células NIH 3T3 en adtivo,
dependiente del complejo EEBP. Ademds, algunas proteinas de E6 fienen propiedades oncogénicas sin la
interaccion con p53 ( Chen et al, 1995).

PROTEINA VIRAL E7

La expresion de las proteinas €6 y E7 de papilomavirus de alto riesgo, inducen la transformacion e
inmortalizacién de una variedad de células de roedor y en keratinocitos primarios humanos (Vousden KH, 1991,
Hawiey-Nelson et al, 1989 & Minger et al., 1989), y ademds son requeridas para mantener un fenotipo
transformante en lineas celulares de carcinoma cervical (Baker et al., 1987). Las funciones de ambas proteinas
parecen intervenir en el control del microambiente celular favoreciendo la replicacién del genoma viral, via activacion
transcripcional y la induccion de la sintesis del DNA, ademds de la inhibicon de la diferendadon celular y la
promocion del crecimiento celular (zur Hausen & de Villiers, 1994).

Particularmente, en estudios /i wiro se han identificado varias propiedades bioldgicas de E7 de HPV-16,
donde las mds relevantes son las funciones de inmortalizacién y transformacién, sola o cooperando con /as o con
E6 de HPV-16, en una gran variedad de céulas de cultivo y en lineas celulares; ademds de la unién y la
defosforilacion de la proteina retinoblastoma (pRb) y a otras * proteinas poket " incluyendo p107 y p130 (Phelps et
al., 1988; Patrick et al., 1994 & Wu et al., 1993). La susceptibilidad a la fosforilacién por la caseina kinasa I, la
union a zinc (Dyson et al, 1989; Roth et al., 1992 & Phelps et al. 1988), la induccion a la sintesis del DNA (Rawts et
al., 1990 & Watanabe et al., 1992), la transactivacion del promotor de E2 de Ad (Phelps et al., 1988 & Pheips et al,,
1591) y de otros promotores virales y celulares por una secuencia, incuyendo el elemento de respuesta E2F de
pRb {Heck et al., 1992 & Munger et al., 1991), y la formacion de otros complejos con proteinas 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 funciones biolégicas de E7. Ademas de la supresion de TGF-B inducido por el arresto
celular en G1 y la represion del promotor de c-myc (Pietenpol et al., 1990; Munger & Yee, 1991); localizacion
nuclear (Fujikawa et al., 1994); multimerizacion (Cements et al., 1995; Mcintyre et al., 1993 & Zwerschke et al,,
1996); el bloqueo de seiiales de crecimiento celular (Vousden, 1993; Demers et al., 1994; Hickman et al., 1994;
Slebos et al., 1994; Hickman et al., 1997; Jones & Munger, 1997; Morozow et al., 1997 & Ruesch & Laimins, 1997);
fa interaccion y la inactivacion de las kinasas dependientes de ciclinas (Jones et al., 1997 & Funk et al., 1997); la
desestabilizacion de pRB y inestabizacién de p53 y la interaccién con otras proteinas celulares, tales como TBP y
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TAF-110 (Mazzarelli et al., 1995; Massimi et al., 1996 & Phillips & Vousden, 1997) forman parte de las funciones de
E7 detectadas en modelos experimentales, Varias de estas propiedades y de otras proteinas virales,
especificamente E1A y el antigeno T largo de SV40 (Mora & Mathews, 1987) tienen secuencias muy similares en
ciertas regiones identificadas y concuerdan con sus propiedades biolégicas.

2.3). PROTEINAS DE LA CAPSIDE VIRAL (L1Y L2)

Los viriones de los papilomavirus contienen al menos dos proteinas virales, una proteina mayor (L1) con
un peso molecular aproximado de 55 kDa, y una proteina menor (L2) de aproximadamente de 75 kDa. El tamafio
de las proteinas L1 y L2 varian entre los papilomavirus, pero ambos constan de 500 aminoacidos de longitud. Los
viriones se ha reportado que contienen 10 veces mas proteina L1 que L2 (Orth G et al.,, 199 ); a pesar de que
existemmawﬁdaddewotdmﬂ,hyeﬁdaﬁasqnwgiwqxbsmﬁammmmmtdﬁa
como componente estructural de la capside viral {Hagensee et al., 1993 & kimbauer et al,, 1993).

Debido a fa existencia de un codon de iniciacidn presente en los ORFs que codifica para proteinas de la
capside de algunos genotipos de papilomavirus, predeterminaria una secuencia N-terminal conservada, sin
embargo, sélo se presenta una conservacion pardial. En la posicion C-terminal de la proteina L1 se localizan sefiales
de localizacion nuclear (Zhou et al., 1993), la cual es muy similar a la presente en la proteina L2. En HPV 16 la
proteina L1 es glicosilada en sistemas de expresion; y existen evidendias que la glicosilacion esta ausente en la
proteina L2 (Zhou et al., 1993 & Xi et al., 1993). La glucosilacion sirve para ¢ ensamble de los viriones. En
sistema de vacdinia, la proteina L1 incorporada dentro de la capside en HPY 16 no esta glicosilada (Zhou et al.,
1993), y en sistemas de purificacion de viriones la proteina obtenida contiene pocas cantidades de L1 glicosilada
(Larsen et al,, 1987). Ambas proteinas Ll y L2 en HPV 16 son fosforiladas cuando son expresadas en sistemas de
baculovirus (Xi et al., 1993).

En imagenes reconstituidas en tres-dimenciones de micrografias electrénicas de muestras deshidratadas
congeladas, se ha podido elucidar la architectura basica de las capsides de los PV (Hagensee et al, 1994). La
capside es un enrejado icosahedro (T=7) compuesto de 72 capsomeros pentaméricos con un didmetro méximo de
aproximadamente 60 nm. Los capsomeros se extienden radialmente a 6 nm de una camara la cual es de
aproximadamente 2 nm de extension. De esta manera el volumen disponible para el DNA es una esfera de
aproximadamente 44 nm de didmetro. Asi la proteina L2 es un componente menor de la capside viral, y la mayoria
pero no todos los capsomeros contienen 5 moléculas de L1. Los enlaces de disulfuro presentes entre las molécutas
de L1 en las capsides de los papilomavirus son importantes para ensamblar y estabilizar los viriones (Volpers et al.,
1994),
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Las proteinas de la capside viral de todos los papilomavirus son importantes por varias razones;
Primeramente, el andlisis de la secuendia de las proteinas de la capside son importantes para la identificacion de
nuevos papilomavirus (Chan et al,, 1995). La organizacidn de la capside de los papilomavirus es interesante,
mientras la estructura del capside de virus de SV40 se determino cristalograficamente y s muy similar a la de los
papilomavirus (Liddinton et al., 1991) y ademds estas proteinas L1 y L2 pueden ensamblarse en varios sistemas de
expresion (Kimbauer et al., 1993; Zhou et al., 1991 & Sasagawa et al,, 1995).

La inmunizacion de animales con particulas virales o con viriones inactivos de varios papilomavirus animales
(CRPV, COPV) han mostrado proteccién a los animales contra enfermedades asociadas a papilomavirus, de esta
manera existe un potencial para vacunas profilicticas con &l uso de las capsides de papilomavirus,

La transcripcion de los ORFs de L1 y L2 ocurre cuando los viriones son ensamblados y parece que este
evento esta regulado por factores transcripcionales celulares que son producidos por las células epiteliales de los
estratos mas superficiales del epitelio. La presencia de tales factores transcripcionales en las células escamosas
mas diferenciadas explica él porque de la produccion de viriones y los efectos citopatoldgicos resultantes por HPV
que son mas pronunciados en lesiones de bajo grado. Estas lesiones interrumpen la diferenciacién de las células
escamosas (Park et al., 1995). Aparentemente, las proteinas L1 y L2 no particpan en la induccion de lesiones, pero
en pacientes con lesiones intraepiteliales de alto grado, hay una alta expresion por lo que se producen anticuerpos

contra estas proteinas.

2.4). REGION LARGA DE CONTROL DE LOS HPVs GENITALES

L2 region larga de control (LCR) de los papilomavirus es un segmento gendmico que no presenta ningun
marco de lectura abierta, la cual contiene un gran numero de elementos de regulacién s que controlan la expresion
y replicacién génica. El tamafio del LCR varia entre los papilomavirus, aproximadamente del 7 al 15% del genoma es
ocupado por la LCR y en HPVs genitales representa 850 pb. Esta region esta localizada entre el extremo del gen L1
y el comienzo del gen E6, y esta region no presenta una secuendia nucleotidica extensas similares, solo se
presentan motifs cortos los cuales estdn altamente conservados y aparentemente relacionan a los HPVs genitales
(Chong et al., 1990). Cuatro secuendias (elementos) son suficientemente reconodidos por los papilomavirus; estos
son: a) Un sitio. de poliadenilacion por un RNAm maduros, los cuales se localizan en el extremo 5' del LCR. b) Sitios
de union a la proteina E2, los cuales varian en posicion y en ndmero de 4 a 10 en los HPVs genitales con respecto a
BPV 1. ¢) Un sitio de union a [a proteina E1 y d) la caja TATA del promotor de! gen E6.
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El LCR ha sido fundionalmente estudiado en HPV 11, HPV 16 y HPV 18 de los papilomavirus genitales, HPV
8 de los EV-HPVs, BPV 1 de los fibropapilomavirus ungulados y BPV 4 de los papilomavirus ungulados autaneos y
se han determinado la posicion de varias secuendas que actuian como secuencias promotoras de los genes virales.

ORGANIZACION: LCR de HPV 16 se ha considerado como modelo para los LCRs de HPVs genitales. Cuatro
sitiosdeuniénaEZsiwmoomrecmoc;miavtoydossirvalpmdivkﬁral 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
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Figura 4: Diagrama del LCR de HPY 16

Segmento 5" Este segmento tiene un tamafio aproximado de 300 pb, localizado entre el codon de
terminacién de L1 y un sitio de union a E2. Este segmento contiene sitios de terminacion transaripcional y
poliadenilacién para los transcritos tardios, ademas de un elemento de regulacién negativa que actia como
estabilizador de los RNAm tardios (Furth & Baker, 1991 & Kennerdy et al., 1991). En HPV 11 este segmento puede
modular la franscripcién (Auborn & Steinberg, 1991). En HPV 8 y en BPV 1, un promotor que controla los genes
tardios esta localizado en este segmento (Stubenrauch et al., 1994; Baker & Howley, 1987), pero en papilomavirus
genitales no han sido determinadas. La funcion del sitio de union a E2 en este segmento aiin es desconocida, pero
se ha reportado que tiene influencia en la transcripcidn # witro del promotor de E6/E7.

Segmento Central: Este segmento esta flanqueado por dos sitios de union a E2, los cuales estdn
involucrados en la iniciacion de la replicacion (Chiang et al., 1992; Russel & Botchan, 1995; Sverdrup & Khan, 1995)
y ademas modula la transcripcion de los genes E6 y E7 (Romanczuk et al., 1990). Esta region tiene un tamaiio
aproximado de 400 pb y se ha visto en HPV 11, HPV 16 y HPV 18 que aciGa como un enhancer transcripcional
epitelio especifico, ver figura 4 (Chin et al.,, 1989; Gd et al.,, 1993 & Gloss et al.,, 1987). Bl tropismo epitelial, ha



desatado varios cuestionamientos, y se han identificado varios factores transcripcionales de tipo epitelial que
pueden interactuar con esta region (pe. miembros de la famiia de NF y factores de la familia Jun) (Apt et al,, 1993;
Apt et al,, 1994 & Thierry, 1992). Ademds se plantea que cofactores espedificos de tejido podrian no unirse
directamente al DNA, pero podrian ser requeridos para la activacion a través de interacciones proteina-proteina. Sin
embargo, no existen evidencias muy fuertes y la especificidad epitelial deben ser demostrada, en combinacién con
los factores de transcripcion.

Adicional a la especificidad tisular, los enhancers estan involucrados en modular la expresion génica viral en
respuesta a estados de diferendacion y fisiokdgicos de los keratinodtos en las diferentes capas del epitelio
estratificado escamoso. Tales cambios aparecen por la unién diferencial de factores de transcripcion a su sitio en o
enhancer, y es dependiente del microambiente celufar.

Once diferentes factores de transaripcion se han identificado 47 wiro que son capaces de unirse a 20
diferentes sitios en el 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; Garcia-Carrancd et al., 1988; Gloss et al., 1987; Gloss et al., 1989;
Ishiji et al., 1992; Kyo et al., 1993; 0’ Connor et al., 1995 & Sibbet et al., 1920).

Segmento 3" En esta regién se localizan un sitio de unién a E2 y la una secuencia del gen E6 que marca el
limite de tal region de 140 pb. Este segmento contiene un sitio de union a E1, conocido como el origen de
replicacion, El sitio de inicio de la transcripcion se localiza 5 pb rio arriba del ATG de E6 y esta kocalizado 90 pb rio
abajo del sitio de union a E1. Un segmento de 45 pb dentro de los 90 pb se localiza un sitio de union para el factor
transcripcional SP1 y dos sitios de union para la proteina E2, ademds de la caja TATA. Estos cuatro sitios forman un
complejo el cual modula la actividad del promotor de E6/E7. La caja TATA es requerida para la union de THID la
cual estabiliza el complejo de pre-iniciacidn, y ¢l factor SP1 media el efecto del enhancer. El sitio E2 se translapa
con la caja TATA y el sitio SP1 .. de tal manera que la proteina E2 desplaza al TFIID y al factor SP1 (Bouvard et al.,
1994; Demmeret et al., 1994; Dostatni et al., 1991 & Tan et al., 1994). Se dice que la unién de SP1 a este sitio
activa el promotor de E6/E7, pero no la replicacion, debido a que SP1 bloquea la unién de E2 y solo la iniciacion de
la replicacion dependeria de E1. En dertas concentraciones de E2 puede desplazar a SP1, por lo tanto la replicacion
se activaria y reprimiria parcialmente la transcripcion (Demeret et al, 1994 & Tan et al, 1994). La union de E2 a
sitios proximales del promotor (sitio 4) puede desplazar a TFIID y asi reprimiria la serie de eventos que pueden
constituir un switch para la inidacion de la replicaccion o transcripcion lo cual dependeria de la concentradén de E2.
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2.5). ELEMENTOS DE TRANSCRIPCION BASAL

En un nimero pequefio de LCRs de HPVs se han estudiado experimentalmente y se han determinado los
sitios de union de factores transcripcionales putativos y su importancia potencial de su actividad bioldgica. Debido a
que los HPVs tienen un tropismo por las células epitefiales y los enhancer localizados en el LCR tienen especificidad
tisular, e microambiente celular, tal como el epitelio columnar o e presente en las diferentes capas del tejido
escamoso puede repercutir en modular a diferentes niveles la expresion de genes virales. La existenda de
secuencias de reconocimiento de factores de transcripcion 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 transcripdonal celular para iniciar la transcripcion celular; sin embargo, las
proteinas virales E1 y E2, pueden regular de manersa especifica la replicacion y la transcripcion viral.

En la tabla 2, se observan las secuencias que son reconocidas por algunos factores de transaripcion
presentes en 20 LCRs de algunos HFVs, y & numero de sitios localizados en el LCR de HPV 16, HPV 18, HPV 31,
HPV 6 y HPV 11.

TABLA 2: Secuendias putativas de sitios de unién de factores

de transcripcién presentes en ¢l LCR de HPVs

FACTIOR  SECUENCA CONSENSO = HPY 16 18 31 6
NFI TIGRC TIGGC 4 3 5
AP THWNTMA TGANTCA 3 4 3
Oct-1 AANWGYAB AATTGCAT ¢ 7 4 5
Tef-1 YRCATDBYDB TACATACTTC 8 2 5 2
1 MCATNKT ACATTTT 0 7 8 2
E2 ACC (N)5 GGT ACCG(N)4 CGST 4 4 4 4

La transcripcidn temprana de los HPVs es dependiente de la formacidn de complejos muttiproteicos
asociados a la RNA polimerasa |l en la caja TATA. En este elemento interactiia ka proteina celular TBP, que permite ¢
anclaje de la RNA polimerasa Il y la iniciacion especifica de la transcripcidn (Sawadogo, 1990). Al ser dependiente de
caja TATA, la transcripcion basal de los HPVs se encuentra bajo la regulacion del producto del gen supresor de
tumor p53. Esta proteina se asocia a la TBP impidiendo su funcion y por lo tanto tiene un efecto represor (Seto et
al.,, 1992). De hecho, cualquier bloqueo a la formacidn del complejo multiproteinico en la caja TATA resulta en la
represion de la transcripcin.



2.6). TRANSCRIPCION TEIIDO ESPECIFCA

La transcripcion de los HPVs se leva a cabo exdusivamente en células de origen epitelial, debido a la
presencia de factores celulares tejido espeifico.

El factor AP-1 tiene afinidad por la secuenda 5'-TGAG/CTC/AC-3' la cual se presenta mas de dos veces en la
LCRdelosHngmﬁdesywyaimegi&adrsmw&ganhwtandathamaipdéntmpmmdeHWs
(Thierry et al., 1992). AP-1 esta 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 heterodimeros funcionales capaces de
activar fuertemente la transcripcidn y confieren una alta y répida respuesta por la via de! diacilglicerol (DAG) (Angel
et al., 1988). Aunque AP-1 se considera como un factor ubicuo y asociado a la transcripcién de varios genes
celulares, las combinaciones de los diferentes productos de la familia jun (csun, JunB y JunD) entre si y con los de la
familia fos (c-fos, fosB, fral y frad), parecen establecer la transcripddn tejido-especifica (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-
sGCCAA-3' o por parte de ella (Jones et al., 1987). B} primer tipo de NF-1/CTF se descrivié como una proteina celular
capaz de activar la replicacién de haden virus tipo 2 (Tamanoi & Stillman, 1983). Posteriormente, NF-1/CTF fue
descrito como un factor que activa la transcripcion de diversos genes a través de su interacdén con [a caja TATA
(Jones et al., 1987 & Santoro et al., 1988). NF-1/CTF se constituye por dimeros proteinicos derivados de una familia
multigénica cuyos transcritos se someten a procesamiento diferencial (Santoro et al., 1988). Considerado como un
activador general de la transcripcién, NF-1/CTF se expresa de forma variable en un amplio espectro de lineas
celulares pero esta asociado a la transcripcion especifica de algunos genes (Cereghini et al., 1987). Existen
multiples sitios para NF-1/CTF en el LCR de los HPVs genitales. Se ha demostrado que la interaccién de este factor
tiene importancia para la expresion dependiente de epitelios (Chong et al., 1990). Sin embargo, los tipos
particulares de NF-1/CTF involucrados en esta activacion son alin desconocidos.

la estimulacion de la transcripcdn de los papilomavirus genitales por hormonas esteroideas, levo al
descubrimiento de un elemento de respuesta a glucocorticides (GRE) dentro del LCR. EI LCR por si solo es capaz de
activar la transcripcion del promotor temprano de papilomavirus genitales y establece una correlacion con la
observacién dinica de papilomatosis asociada al embarazo (Chong et al, 1991).

La presencia de un sitio de interaccion para e factor Oct-1 fue detectada originalmente en el LCR de HPV
18. Oct-1 pertenece a la familia de factores transcripcionales relacionados por la presendia de un dominio com(n
(dominio POU), los cuales regulan la actividad transcripcional durante ef desarrollo (Fletcher et al., 1987). La
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interaccion de Oct-1 entre otros HPVs genitales ha sido observada, aunque la participadon de este factor como un
represor de la transcripcién temprana fue descrita para HPV 18 (Hoppe et al.,, 1991).

La comparacién de secuendas nucleotidicas de los LCRs de los diferentes HPVs genitales demostrd la
presencia de un secuendia significativamente conservadas (Chong et al., 1990). La secuencia 5'-ACATATTT-3' se
presenta en forma exacta en los HPV 16.y 18. En esta secuendia interachian factores transcripdonales conocidos
como TEF. Inicialmente descritos como asociados a a transcripcion ded vieus SV40, TEF-1 y TEF-2 son considerados
factores transcripcionales epitelio-especificos para HPV 16 (Ishifi et al,, 1992).

Como se ha observado, la transcripdidn epitelio-especifico de los HPVs genitales depende de una variedad
de factores celulares transcripcionales, mucho de ellos considerados parte de famikias multigénicas responsables de
la transcripcion celular general y tejido-especifica. Sin embargo, cada factor por si solo no tiene una actmdad
significativa sobre el promotor temprano y algunos parecen redundar en sus funciones. Se requieren de la
cooperatividad fundional de todos para constituir la actividad potendiadora de la transcripcién del segmento central
de los HPVs. Esta cooperatividad requiere del contacto fisico entre los diferentes factores, asi como del
establecimiento de interacciones proteina-proteina a través de factores reguladores que no establecen un contacto
directo con el DNA, como los supresores de tumor p53 y p105 8,

IIl. ESTRUCTURA DEL GEN Y PROTEINA E2

3.1). FUNCIONES BIOLOGICAS DE E2

Las proteinas E2 de papilomavirus regulan la transcripcdn y replicacion vical, ademds tienen un papel
central en el ciclo de vida viral. En BPV 1, ¢ producto completo del gen E2 es un transadiivador que activa la
transcripcion de varios promotores virales por la union de E2 a sitios localizados dentro de elementas enhancer en
el LCR (McBride et al., 1991 & 0’ Connor et al.,, 1995). En BPV1 ¢ gen E2 codifica dos proteinas pequefias que
antagonizan la funcién del transactivador fulHength E2, El represor E2 inhibe o bloquea la transcripcion por la unién
al 0 a los sitios E2 y forma un heterodimero con el transactivador E2, Las proteinas E2 de los papilomavirus pueden
ademas funcionar como un transactivador transcripcional y las proteinas E2 de papilomavirus humanos oncogénicos
son capaces de activar promotores en respuesta a E2 mds efidentemente que los tipos virales no oncogénicos
(Koveiman et al,, 1996); Sin embargo, no todos, algunos estudios con la proteina fulllength 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 replicacion del DNA viral requiere el transactivador E2 full-length, la proteina viral E1 y ¢l origen de
replicacion. El origen de replicacion contiene un sitio de union a E1 flanqueado por los sitios de unién a €2,y la
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proteina E1 tiene varias actividades asociadas a la replicacién, tales como [a union especifica al origen , la actividad
de helicasa y la formacién de un complejo con ¢l transactivador E2. La proteina E2 probablemente juega un papel
auxiliar en la replicacion, aumentando y regulando la funcion de la proteina Et,

En plasmidos que contienen un ongen de replicacion minima pueden replicarse transitoriamente en células
que expresan las proteinas E1 y E2 pero con & tiempo ka replicacion del DNA disminuye. En tiempos mas
prolongados, la permanencia estable de los plédsmidos requieren de sitios adicionales de union a E2 y la expresion
de las proteinas E1 y E2 (Piirsoo et al., 1996). H transactivador E2 y &l genoma viral de BPV-1 estan asodados
con los cromosomas mitéticos células individuales (Skiadopoulos & McBride, 1996), sugiriendo que la proteina E2
puede jugar un papel en el control de las copias del pldsmido y en la segregacién del genoma viral. Ademas la
proteina E2 esta involucrada en el empaquetamiento del genoma viral en particulas del virion; y el DNA viral parece
ser empaquetado més eficientemente en presencia de la proteina viral E2 en lineas celulares de insecto y de
mamiferos. Asi la proteina E2 es muttifuncional y tiene varios funciones importantes en el dido de vida viral.

3.2). PRODUCTOS DEL GEN E2

La proteina E2 mejor caracterizada ha sido la de BPV-1 (Figura 5). Tres proteinas de E2 de BPV 1 se han
identificado y mapeado del ORF de E2 (Hubbert et al., 1988 & Lambert et al., 1989). La proteina mas larga
caracterizada es de 48 kD y es expresada del ORF completo de E2, ésta es una transactivador transcripcional y es
requerido para la replicacion del DNA viral (Spalhoiz et al., 1993; Ustav & Stenlund, 1991), ha sido designada como
E2-TA. Adicionalmente dos proteinas mas pequefias se han identificado; codificadas por la mitad del extremo 3’ del
ORF, cuya funcion es de servir como represor transcripcional (Choe et al., 1989 & Lambert et al., 1987): E2-TR es
una proteina de 30 kD expresada apartir del promotor Psoso y €s iniciada en un codon de iniciacién terminal en el
residuo 162; E8/E2 es ofra proteina de 28 kD codificada por un mensaje con un procesamiento 1234A3225 que
codifica para 11 aminoacidos del ORF de E8 funcionado al aminodcido 205 C-terminal del E2. El cDNA de HPV es
capaz de codificar regiones C-terminal de proteinas 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 transrepresion (Alloul & Sherman,
1999).
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Figura 5: Estructura de [as fres proteinas de E2 de BPV1

El andlisis de la secuencia aminoadidica de todas las proteinas E2 de papilomavirus muestra que existe dos
dominios conservados. Un dominio N-terminal de aproximadamente 200 aminoacidos y un dominio C-terminal de
aproximadamente 90 aminoacidos separadas por una region no conservada variable que ha sido designada como
region de bisagra. Notablemente, la region 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

H polipéptido E2-TA consiste de un dominio de unidn a DNA C-terminal ligado al dominio de transactivacion
N-terminal por una region de bisagra no conservada. La proteina E2 forma dimeros mediante los dominios de union
a DNA (Figura 6). El domino de transactivacion es de aproximadamente 200 aminodcidos diferentes a otros
dominios de transactivacion, la estructura parece ser muy descorkertante ya que es fcilmente desdoblada por
deleciones o por ciertas mutaciones puntuales no conservadas. La secuendia de aminoacidos de todas las proteinas
E2 de los papilomavirus es determinada como dos a-hélices en la region N-terminal del dominio de transactivacin
(Giri & Yaniv, 1988).



Figura 6: Modelo de la estructura del dimero de E2 de HPV 31
y su union al DNA.

La region de bisagra de las proteinas E2 varian en tamaiio y en composicién aminoacidica, ademas se a
postulado que esta region forma un enlace entre los dos dominios y en HPV 16 esta proteina no presenta una
estructura muy caracteristica (Gauthier et al., 1991), los anticuerpos generadas contra los péptidos de la cubierta
de la proteina entera no reconocen la proteina nativa, y solo reconocen los de la region de bisagra.

3.4). FOSFORILACION

Las proteinas 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 fosforilacion solo han sido identificado en E2 de BPV 1 (Lehman et al., 1997 &
McBride et al.,1991), contiene sitios para fosfoserina y fosfotreonina (McBrideet al., 1991). Dos sitios mayores de
fosforilacion en serina se localizan en las posiciones 298 y 301 y un sitio menor en {a posicion 235 (Lehman et al.,
1997 & McBride et al., 1989), mutaciones en la serina 301 por una alanina producen un aumento en el nimero de
copias que el BPV 1 silvestre (McBride & Howley, 1991) y mutaciones en la posicion 235 afectan la transformacién y
la retencion de plasmidos (Lehman et al., 1997), sin embargo la posicion de fosforilacion no esta conservada en las
proteinas E2 de papilomavirus.

3.5). LOCALIZACION

Todas las proteinas de E2 de BPV1 se localizan en el nicleo pero un gran porcentaje de la proteina
completa E2-TA se asocia con la cromatina insoluble y con componentes de la matriz nudear (Hubbert et al., 1988),
dos sefiales de localizacion nudear probables (NLS) se han identificado en las proteinas E2 de BPV1. Un péptido de
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la region C-terminal, que involucra los residuos 339-352, BR3, KCYRFRVKKNHRHR) los cuales estén localizados en
la hélice de reconocimiento a DNA (dominio de union a DNA) funcionan como un NLS (Skiadopoulos & McBride,
1996). La delecién o mutacion en la sequnda sefial del dominio de transactivacion (BR2, residuos 107 al 115,
KRCFKKGAR) produce proteinas citoplasmicas aun con el NLS C-terminal intacto. Por lo tanto se ha postulado que &
NLS C-terminal puede enmascararse en la proteina E2-TA (Skiadopoulos & McBride, 1996). Un estudio reciente
demuestra que mutaciones puntuales en la region BR2 (K111A, K112A) produce una agregacion de la proteina y se
retiene en el citoplasma (Abroi et al., 1996). La proteina E2-TA, pero no las proteinas represoras, estén asociadas
con los cromosomas mitoticos en células en division y estas propiedades pueden ser imporiantes para la
segregacion del genoma viral.

Altos niveles de expresion de E2 son encontrados primariamente en ¢l estrato espinoso de los tejidos
infectados los cuales coinciden con la amplificacion del genoma viral (Bumeit et al., 1990), indicando que los niveles
aumentados de E2 son importantes para la replicacion 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 especificamente a DNA como un dimero
(McBride et al., 1991). Segin Ia dstalografia de rayos X, los 85 aminodcidos C-terminal del dominio de unién a DNA
de la proteina E2, forman una estructura B-barril antiparalefa cual se une a DNA (Hegde et al., 1992). Un dimero del
dominio de unidn a DNA forman un B-barril de acho 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 especificamente con &l DNA. Se han determinado las secuencias de aminoacidos de la
hélice de reconocimiento alineada con la region homéloga de otras proteinas E2 de papilomavirus, ademas, se
especifican las mutaciones que han sido generadas en esta region de la proteina E2 y sus efectos sobre fa unién a
DNA. Asi mismo, las secuencias flanqueantes del dominio de union a DNA (regidn de bisagra) como contribuyen a la
union y forman partes integrales del dominio de unién a DNA (Pepinsky et al., 1997). La estructura tridimencional
del dominio de unién a DNA de HPV 31 en solucién, se ha demostrado por medio de resonancia magnética nuclear
(Liang et al., 1996), y el plegamiento de la proteina es muy similar a la estructura aristalografica del dominio de BPY
1, pero la hélice de reconocimiento a DNA parece ser mas flexible. El dominio de union a DNA de la proteina EMBA 1
del virus de Epstein Barr tiene una estructura muy similar al domino de unidn a DNA de E2, pero la secuendia no es
similar (Bochkarev et al., 1995).

La hélice de reconocimiento contiene una gran cantidad de residuos de cisteina en la posicién 340 siendo
sensible a la oxidacién (McBride et al., 1992), estos residuos marcan los contactos directos con el DNA de las



proteinas E2, la substitucion de dertos residuos (glicina, serina, alanina) no afectan [a unién al DNA. Sin embargo,
estas proteinas no son capaces aclivar eficientemente la transcripcion en células de mamiferos (Grossel et al., 1996
& McBride et al., 1992). Estas cisteinas también son encontradas en las regiones de reconocimiento a DNA de otras
proteinas tales como fos, jun y NFx B.

Las proteinas E2 de papilomavirus se unen a DNA con alta eficiendia, tal unién ha sido calculada en @
rango de 4.5 X 10 "M a 2 X 10 -1M (Alexander & Phelps, 1996; Li et al., 1989; Monini et al., 1991; Muller et al.,
1997; Sanders & Maitland, 1994 & Tan et al, 1994). La secuencia consenso de reconocimiento de E2 es
ACCGN.CGGT (Hawley et al., 1988), pero los nudeotides intemos y la secuenda flanqueante puede influir en la
afinidad de la unién a DNA. (Alexander & Phelps, 1996; Li et al., 1989; Sanders & Maitland, 1994 & Thain et al,,
1997). Hay 17 sitios de union a DNA en ef genoma de BPY 1 y sus afinidades por las proteinas E2 es del rango de
300 (Li et al., 1989). La unidn de la proteina E2 a este sitio consenso induce una orientacion significante al DNA y
ademés E2 puede ser inhibido por la metilacion del sitio ACCGN4CGGT (Thain et al., 1996).

En varios papilomavirus de mucosas, la proteina E2 completa parece reprimir el promotor localizado en
direccion 5° del gen de E6. Esto probablemente ocurre cuando la proteina E2 se une a los sitios de unién que se
sobrelapan a factores de transcripcon celular como SP1 y TFID. En muchos casos en promotores proximales a
sitios de union a E2 tienen baja afinidad por la proteina E2 que los sitios localizados en direccidn 5” arriba del sitio
de union de la transcripcion del promotor (lackson & Campo, 1995 & Sanders & Maitland, 1994). Esto ha sido
probado en modelos en los cuales bajos niveles de union de E2 activan la transcripcion en sitios E2 rio ariba del
promotor, sin embargo niveles altos de la proteina E2 fienen baja afinidad a sitios proximales que son ocupados y
dirigen una represion transcripcional.

3.7). DIMERIZACION.

El domino de unién a DNA de las proteinas E2 forman un dimero estable en ausenda de DNA (Corina et al.,
1993 & McBride et al., 1989). Las propiedades de dimerizacion y de union a DNA de este dominio no pueden ser
separadas por analisis de delecion; todas las deleciones que han sido probadas eliminan ambas propiedades del
dominio C-terminal. Esta es la causa de por que la dimerizacion involucra una subunidad extensa que consiste de
enlaces de hidrdgeno entre las hebras-, la interaccion se da entre la cadena de un lado de una hebra-B de una
subunidad y un centro hidrofdbico. Este centro hidrofobico contienen alta cantidad de residuos de ftriptéfano
conservados en la posicion 360 la cual ha sido designada como el puente de triptéfano (Corina et al., 1993 &
Prakash et al., 1992). Bl anillo indol de! W360 de cada subunidad hace contacto con fuerzas de Van der Waals,
proteinas E2 mutadas que contienen residues hidrofobicos en esta posicion son funcionales, pero la substitucion de



W360 por un residuo polar disrumpe la dimerizacién, Mutaciones en otros residuos no conservados del dominio (-
terminal puede eliminar la unién a DNA, al igual que la dimerizacion por cambios en la estructura de la proteina
(Carruth & McBride, 1997). En estudios con ¢l dominio de union a DNA de E2 de HPV 16, demuestran que tal
dominio se pliega como un intermediario monomérico no-nativo (Mok et al., 1996).

3.8). TRANSACTIVACION

Cuando se unen los aminoacidos 194 N-terminal de E2 de BPV 1 son capaces de activar la transcripcion de
un promotor que responde a E2. La region de bisagra de la proteina E2 puede ser deletada con efectos mnimos
sobre la transactivacion. Contrario a otros dominios de transactivacion, ¢ dominio N-terminal de E2 se le ha
observado que tiene una estructura muy peculiar, ya que deleciones en esta region inactiva todas la funciones de
E2-TA, presumiblemente por la perdida de a estructura conformacional de la proteina (Mcbride et al., 1989).

Recientemente varios grupos han realizado andlisis mutacionales sistematicas de los dominio de
transactivacion de las proteinas E2 de BPV 1, HPY 16 y HPV 11, y se ha determinado que ain cambiando la
estructura de la proteina en muchos casos no hay inhibicién de la funcién transactivadora de E2, por ejemplo la
proteina E2 de HPV 11, el cambio de R7K a DIE no afecta la transactivacién, pero proteinas con alanina en esta
posicion reduce significantemente la actividad, actualmente se han realizado varias substituciones y se ha
establecido cuales aminodcidos son esenciales para la transactivacion.

Como se menciono anteriormente, una secuenda corta linear en & domino N-terminal ha sido importante
para la transactivacion y mutaciones que cambian la estructura de este dominio pueden redudir la funcion de
transactivacion. En estudios con la proteina E2, cambios en secuendas conservadas tales como W33F, E39D y
K111R inactivan la funcién de activacion transcripcional, y las mutaciones en P106G y G156A, alteran la estructura
de la proteina. Sin embargo, una mutacién en la proteina E2 de HPV 16 baja la actividad sugiriendo que tal vez la
fenilalanina en la cadena lateral cambia en la mutacidn de E2 de BPV interfiiendo con la transadtivacion.
Similarmente, la substitucion del dcido aspartico o glidina del residuo 39 reduce la actividad de las proteinas E2 de
BPV y HPV, y la substitucion con alanina en esa posicion afecta la actividad.

3.9). REPRESION TRANSCRIPCIONAL

Los represores E2-TR y E8/E2 de BPY contienen un corto dominio de transactivacion, la region de bisagra
y el dominio C-terminal de dimerizacion y de union a DNA. La represion transcripcional de estas proteinas E2
truncadas son un verdadero competidor de unidn a los sitios E2 en los elementos enhancer viral y para la formacion
de heterodimeros entre el transactivador y especies de represores (McBride et al., 1991). Un polipéptido C-terminal



en la posicién 121 contiene ¢l dominio de dimerizacion y de unién a DNA que es suficiente para la represion de la
transactivacion mediada por E2 (McBride et al., 1991).

Un tipo diferente de represion transcripcional puede ser mediada por la proteina transactivadora completa y
esta es dependiente sobre los sitios de unién con elementos promotores praximales. En muchos papilomavirus dos
sitios de union a E2 se localizan entre el sitio SP1 y la caja TATA del promotor mayor de E6/E7, a union de E2 a
esos sitios inhiben la unidn a factores celulares lo que fadilita la represién de la actividad basal 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 proteinas es suficiente para la represidn en ensayos temporales (Dong et al,, 1994;
Thierry & Howley, 1991).

3.10). INTERACCION CON PROTEINAS CELULARES

La proteina E2-TA completa de BPY 1 se ha demostrado que interaccionan con la proteina celutar RPA (Li &
Botchan, 1993), con una proteina celular AMF-1 (Breiding et al., 1997) y con @ factor de transcripcion SP1 (Li et
al., 1991). 127 aminoacidos C-terminal de E2 o proteinas de fusion conteniendo 160 aminoacidos C-terminal de la
proteina E2, son capaces de interaccionar con SP1, implicando al dominio N-terminal para tal interaccén (Li et al.,
1991),

Las proteinas de E2 de BPV1 interaccionan y cooperan para la unidn a DNA, con los factores de
transcripcion basal, TFIID y THIB (Rank & Lambert, 1995 & Steger et al,, 1995). El dominio de unidn a DNA
(residuos 310-410) son suficientes para la interaccion de proteina-proteina con tales factores (Rank & Lambert,
1995), sin embargo, la region de bisagra de E2 es requerida por & dominio de union a DNA (residuos 204-410)
para cooperar con la unién al DNA con THID o TFIIB (Rank & Lambert, 1995 & Steger et al., 1995).

3.11). REPLICACION

En todos los estudios sobre la replicacién de papilomavirus se ha examinado las funciones de E2 sobre la
replicacién del DNA y el mantenimiento de pldsmidos del DNA viral en estado vegetativo. Sin embargo, usando un
sistema de cultivo donde el genoma viral esta amplificado en una subpoblacién celular, se ha demostrado que a
diertas temperaturas la proteina E2 de BPV1 es deficiente en la transactivacdién y en el mantenimiento de fa
replicacion de plasmidos y a temperaturas no-permisibles es capaz de amplificar grandes cantidades del genoma
viral en células arrestadas en division celular (Alderbom et al., 1992).

Ampliamente se conoce que la proteina E2 es necesaria para la replicacion del DNA viral y esta se une
cooperativamente al origen de replicacion con la proteina E1 (Lusky et al., 1993; Mohr et al., 1990 & Yang et al,,
1991), interaccionando con la proteina de replicacion ceiular RPA (Li & Botchan, 1993) e impide la represidn de la
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replicacion. La proteina E2 de HPV se ha visto que juega un papel similar en replicacién y en efecto varias
combinaciones de proteinas E1 y E2 de BPV y de HPV son capaces de iniciar la replicacion de varios origenes de
papilomavirus; lo que significa que las funciones de estas proleinas estan muy conservadas. Por oiro lado la
replicacion de BPV requiere la proteina E2, sin embargo, esta proteina no es necesaria para la replicacion del DNA
in vitro, aungue esta puede aumentar la replicacion en concentraciones bajas de proteina E1 (Yang et al,, 1991).
Adicionalmente se ha observado que la proleina E1 de HPV 1 es suficente para la replicacion in vio
{Gopalakrishman & khan, 1995), asi E2 parece jugar un papel auxiliar en la replicacion, de tal manera E1 es la
principal proteina de replicacién.

El dominio de transactivacion de E2 es absolutamente necesario para la replicacion del DNA (Winokur &
McBride, 1992). En estudios con BPV1, la proteina E2 deficiente en la replicacién puede interaccionar con la
proteina E1 (W33F,E39, K11R), sin embargo en HPV 16 muchas proteinas son deficientes en la replicacién por una
substitucion en alanina y no puede interacionar eficientemente con la proteina E1.

La secuencia aminoacidica de Ja region de bisagra de la proteina E2 es requerida para la replicacién; sin
embargo, algunas secuencias no especificas son requeridas entre los dos dominios conservados para mantener la
replicacién. Dos proteinas con deleciones grandes en la region de bisagra (E2a220300 ¥ E2a213p309) SON incapaces
de promover la replicacién y pueden activar la transcripcion mas eficientemente que Ia proteina silvestre (Winokur &
McBride, 1992). Por lo tanto, es posible que los dos dominios estan demasiado cercanos estéricamente de las

funciones de replicacion.

En muchos casos, &l dominio de unién a DNA de la proteina E2 es requerido para la replicacion del DNA de
BPV1 (Winokur & McBride, 1992), ademas del sitio de union a E2 es requerido en ¢ origen de replicadon. Sin
embargo, varias proteinas E2 han sido indentificadas que son deficientes en la union a DNA y pueden soportar la
replicacion. En un estudio, dos de diez proteinas E2 con deleciones en el dominio de union a DNA fueron capaces de
soportar la replicacion del DNA a bajos niveles (Winokur & McBride, 1992), de la misma manera mutaciones
puntuales en el dominio de unién a DNA la proteina E2 fueron capaces de inducir la replicadén & wiro (Lii et al.,
1993). La proteina E2 de BPV 1 con mutaciones en el residuo de cisteina sensible a redox en la posicion 340 en e
dominio de unin a DNA es capaz de soportar la replicacién pero esta es incapaz de activar la transcripcion (Grossel
et al., 1996). Sin embargo, las propiedades de dimerizacion y de union a DNA de la proteina E2 son importantes
para las funciones de replicacion y para completar e cido de vida viral; la posicion del sitio de union a E2 con
respecto al sitio de union a E1 en los origenes de replicacion estan conservados y su ubicacion obedece a las
funciones de los papilomavirus.



IV. RESPUESTA INMUNE DE LA INFECCION DE PAPILOMAVIRUS
4.1). RESPUESTA INMUNE ANTITUMORAL

- H papel de la respuesta inmune en la patogénesis de las neoplasias asodadas con la infeccidn de
papilomavirus humano, involucra una respuesta inmune de tipo humoral mediada por linfocitos B para la producdion
de anticuerpos especificos contra algunos epitopes de las proteinas virales o celulares del proceso de
transformacion (Galloway & Jenison, 1990 & Gissman et al., 1993). Sin embargo, varias evidencias sugieren que la
respuesta inmune mediada por células es la mas importante para ¢l control de las infecciones por HPV y de
neoplasias asociadas a papilomavirus (Wu T, 1994). Por tal motivo en los Gitimos afios se ha tratado de entender
como actda la respuesta inmune y las alteraciones que puede tener ante el desarrollo de las células transformadas,
asi como los mecanismos de evasion que utiliza el virus en contra de la respuesta inmune. Dos poblaciones
celulares median la respuesta inmune de tipo celular; los linfocitos T CD8+ citotdxicos y los linfocitos T (D4+
cooperadores. La respuesta inmune citotéxica juega un papel critico en el control de las células infectadas por virus
(Figura 7). Los antigenos exirafios son reconocidos sobre la superficie de las células infectadas como péptidos
cortos de 8-10 aminoacidos asociados al complejo de histocompatibilidad (MHC o HLA) generados de la protediisis
de las proteinas virales en el citoplasma de las células infectadas. Tales péptidos son transportados del dtosol al
reticulo endoplasmisco donde se unen a las moléculas de MHC dase |, formando un complejo péptido-antigénico-
MHC en la célula infectada, el cual es reconocido por el receptor de células T (TCR) de los linfocito T citotdxico
(CTL). Adicionalmente la activacion de los CTL requiere reconocer antigenos extrafios sobre las células
presentadoras de antigeno profesionales (APCs), tales como los macréfagos, linfoctos B activados y células
dendriticas. Todas estas células expresan moléculas de MHC dase | y dase |, son capaces de procesar antigenos
exdgenos y son ricas en moléculas co-estimulatorias B7 importantes para la activacién de las células T (Man S,
1988). Los CTL pudieran reconocer péptidos derivados de las proteinas de transcripd6n temprana dentro del
citoplasma de las células infectadas unidos a las moléculas del MHC dase | (Townsend & Bodmer, 1989). En
queratinocitos cervicales transformados con HPV la expresién constitutiva de E6 y E7 pudiera derivar péptidos
asociados al HLA dase | en la superficie del queratinodito, sin embargo, esto ain no esta bien daro, ya que en las
células infectadas por HPV no se presenta una expresion continua de las proteinas virales, existe una baja secrecién
de las mismas y en los queratinoditos se ha demostrado que hay una baja expresion de las moléculas def HLA dase
| (Connor & Stemn, 1990) lo que impide una buena presentaddn de las mismas y en consecuenda una mala
activacion de los linfocitos citotdxicos. Adicionalmente, ofra molécula de membrana que es muy importante en la
respuesta inmune a HPV, es la molécula de adhesion celular (ICAM)-1, esta molécula promueve la interaccién
intercelular y junto con otras moléculas de adhesidn, controlan la migracién de células mononucleares y de



neutréfiilos al sitio activo inmune (Springer et al., 1994). Cambios en ka expresion de las ICAM se han observado en
tejidos cervicales malignos infectados por HPV (Viac et al., 1993 & Coleman et al., 1993).
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La respuesta de linfocitos T cooperadores, (D4+, tiene un papel inmunoldgico tanto positivo como
negativo. Estos pueden producir citocinas para activar linfocitos B para la produccién de anticuerpos y citodnas
para activar [a respuesta de CTL CD8+, es decir promover una respuesta inmunoldgica de tipo humoral o celular. En
contraste a las células CD8+, los linfocitos (D4+ reconocen antigenos exégenos, los cuales dircunden alrededor de
la APC por una proceso de endocitosis o fagocitosis (Figura 8). Asi los antigenos son encapsulados dentro de
vacuolas lamadas endosomas, los cuales degradan las proteinas en fragmentos peptidicos de 11-13 aminodcidos.
E! bajo pH del endosoma fusiona estas vesiculas con otras que contienen las moléculas del MHC dase |l, y de esta
manera se asocian los péptidos antigénicos con el MHC dlase Il. A diferenda de las moléculas de MHC dase |, que
son expresadas en todas las células nucleadas, las moléculas de clase ll, son expresadas estrictamente por las
células presentadoras de antigeno profesionales, como los macréfagos, células B activadas y células dendriticas.
Todas estas células expresan altos niveles de moléculas MHC dase I, y son capaces de procesar eficientemente
antigenos exdgenos y moléculas coestimulatorias como B7-1 importantes para la activacion de linfocitos T (Man S,
1998).
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Tedricamente la presentacion de antigenos de HPV seria directa, sin embargo, debido a que la mayoria de
los carcinomas cervicales expresan moléculas de HLA dase Il (Glew et al., 1992) y que los genes tempranos deHPV
son expresados preferencialmente en el citoplasma y el nucieo, sugiere la posibilidad de que estas proteinas puedan
ser degradas en el citoplasma y presentadas por moléculas de dase |. Otra posibilidad seria, que estas proteinas de
HPV pueden ser liberadas dentro del espacio extracelular como resultado de la muerte del queratinocito, (muerte
celular o dafio al tejido por el proceso de transformacion), por lo tanto estos antigenos pueden ser procesados por
las células APC y presentados a los linfocitos T (D4+. Esto puede ocurrir en carcinoma cervical y en LIS de alto
grado, donde se presentan infiltrados de linfocitos, incluyendo 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 inflamacién local y
ausencia de muerte celular (Tay et al., 1987), lo que sugiere que la via del MHC dase Il puede ser menos efectiva
en la presentacion de antigenos de queratinoditos infectados por HPV que en queratinocitos transformados por HPY
(Man S, 1998).

El procesamiento del antigeno enddgeno 6 exdgeno por la APC y su presentacion por moléculas de dase |
o Il, no parece ocurrir efecientemente. Los linfocitos CD4+ pueden reconocer antigenos endégenos via moléculas



dase |f (Jaraquemada et al., 1990 & Nuchtern et al., 1990) y reciprocamente, los linfocitos CD8+ pueden reconocer
antigenos exogenas presentados por moléculas de dase | (Carbone & Bevan, 1990 & Speidel et al., 1997), asi es
concebible que los antigenos de HPV pueden ser presentados por estas “vias alternas™. Por lo tanto, antigenos
exdgenos de HPV pueden ser presentados exogénamente a CTL (D8+ por APCs locales o antigenos de HPV
endogenos pueden ser presentados por los queratinocitos a linfocitos T (D4+. Estudios del procesamiento de
antigenos en queratinocitos infectados por HPV o transformados por HPV requieren ser estudiados mds
profundamente para entender cuales antigenos de HPV pueden ser reconocidos por los linfocitos T 7 vivo (Man S,
1998).

El sistema inmune mantiene un balance entre las subpoblaciones celulares (D4+ y (D8+ para eliminar
infecciones, sin embargo, la respuesta inmune citotéxica mediada por linfocitos T (D8+ es la mds importante para
controlar neoplasias asociadas a HPV, es por tanto que en algunas lesiones cervicales se reclutan tanto linfocitos T
(D4+ y CD8+; variando estas poblaciones segtin el estadio de la neoplasia (Tabla 3); Asi en cardnoma invasor él
numero de linfocitos CD8+ es aumentado en relacion con las lesiones preinvasoras, lo que sugiere que las células
(D8+ son redutadas preferencialmente en estadios muy avanzados del CaCu (Edwards et al,, 1995); ademés, se
conoce que muchos de los linfocitos infitrantes se encuentran en un estado de anergia celutar, lo que les impide su

funcion efectora.

TABLA 3 :NUMERO DE CELULAS POSITIVAS PARA LOS

MARCADORES DE SUPERFICIE CD4+ Y CD8+
Marcador de superfide
Diagnéstico M4+ (D8+
Sn LIS 19.6 112
LIS de bajo grado 38.6 30.0
LIS de alto grado 52.4 406
Carcinoma invasor 43.1 105.5
Edwards et al., 1995.

Adicionalmente a la inmunidad mediada por finfocitos T, otras células inmunes participan en la respuesta
inmune mediada por células, tales como células asesinas naturales (NK) y macréfagos. Las células NK estén
presentes en la mayoria de las lesiones asociadas a HPV y en NIC, sin embargo, en las células de carcinoma cervical
y en células epiteliales cervicales humanas inmortalizadas con HPV son resistentes a las células NK (Evans et al.,
1993); Ademds, en padentes 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 citocinas immunosupresoras
(Malejezyk et al., 1993). Los macréfagos son considerados como mediadores celulares importantes de inmunidad



antitumoral. Banks y cols. en 1991, determinaron que en céfulas transfectadas con el oncogen E7 de HPV 16
presentan susceptibilidad citotéxica a macréfagos murinos activados (Bank et al., 1991). Estos estudios & wviro
establecen una relacion entre la expresion de los oncogenes de HPV 16 y la capacidad de macréfagos activados
para reconocer selectivamente y destruir las células neoplasicas asodadas a HPV 16.

Adicional a la respuesta inmune humoral y celular, [a respuesta inmune local del huésped, juega un papel
importante en la defensa contra la infeccion del HPV. Esta respuesta induye cambios en él nimero de células
profesionales presentadoras de antigeno, cambios en la secrecion de ditocinas y cambios en la expresion de
moléculas del MHC. Las células de Langerhans son células especializadas en tejidos epiteliales, presentan una
morfologia similar a las dendriticas, y se ha encontrado que en verrugas, en lesiones con condiloma y Nlé. estas
células de Langerhans estan dramaticamente reducidas comparadas con la epidermis normal (Morelli et al.,, 1993 &
Lehtinen et al., 1993).

Las moléculas del MHC son muy importantes en la regulacion de la respuesta inmune. En @ cervix, las
moléculas del MHC dase Il son expresadas en el 50% de los NIC de alto grado {Coleman & Stanley, 1994) yenel
87% del cancer cervical (Glew et al., 1992); ademds de |a expresion del MHC clase | esta fuertemente reducida o
ausente en mas del 75% de NIC y del carcnoma cervical (Cromme et al., 1993). Interesantemente, decrece la
expresion del MHC dase | en la superficie y se ha encontrado relacionado con una bajo transporte de la proteina
transportadora de antigeno (TAP-1) (Cromme et al., 1994). Cromme, 1994, reporta una baja expresion de TAP-1
en el 49% de los casos de carcinoma cervical, de los cuales 76% muestra baja expresion de HLA A/B. Los
antigenos virales presentados por las moléculas de HLA, en varios estudios muestran que ciertos antigenos del HLA
de clase ll influyen en el desarrollo de la malignidad asociado al HPY (Wank & Thomssen, 1991; Helland et al,, 1992
& Apple et al., 1994). Wank y Thomssen reportan, una relacion en carcinoma de células escamosas con la
expresion de moléculas HLA-DQw3 (Wank & Thomssen, 1991).

4.2). CITOCINAS Y CANCER

La inmunidad mediada por células esta regulada por citocinas que son secretadas por los linfocitos T (D4+
cooperadores (Th) y CD8+ ditotdxicos. En general los finfocitos Th pueden ser dasificados como linfocitos Th1 y
Th2 en base a las diferentes tipos de dtocinas que secretan, ademds de ser antagonistas entre ellas. Los linfoditos
Thi secretan IL-2, IL-12 e INF-y; y los linfocites Th2 producen IL-4, IL-6, IL-10 e IL-13 (Figura 9) (Mosmann et
al.,1989). Los linfocitos Th1 son las células efectoras mas importantes en las reacciones inflamatorias e infecciones
virales (HPV) y de bacterias intracelulares, asodada con hipersensibilidad retardada para una baja produccion de
anticuerpos (Romagnani S, 1992). Bl fenotipo funcional de la respuesta de linfocitos Th2 se asocia con la
persistencia de produccion de dertos tipos de anticuerpos, particularmente immunoglobulina G e inmunoglobulina E,
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ademas se ha observado en infecciones por helmintos y desordenes genéticos, sin embargo, la proteccion
desarrollada para tales infecciones y para el control de tumores, puede ser alterada por la respuesta de dtodnas
Th2. La proteccion mediada por linfocitos para infecciones virales tales como el control de tumores mediada por
dtocinas Th1, con la produccién de las ditocinas IL-2 e INF-y como el principal componente que contribuye al
desarrollo de inmunidad mediadaporcélu'lascomninfeccionsasociadasaHPVymn neoplasias asociadas a HPV
(Wu et al., 1997 & Man S, 1998), sin embargo, esta puede ésta puede ser inhibida por la respuesta de dtocinas
Th2, IL4 e IL-10, e inhibe el desarrollo de la respuesta inmune mediada por células.
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Varios reportes indican, en base a las ditocinas presentes, se favorece una respuesta Th2 en varias células
cancerosas (Frazer & Tindle, 1992). En estadios avanzados de la evolucion del CaCl y en otras malignidades, se
presenta un estado de inmunosupresion local en respuesata a la produccién de citocinas Th2 y en citocinas
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 inmunosupresién en cancer y en
enfermedades neoplasicas ocasionadas por una respuesta supresora. Posteriormente Loefler en 1992 y Riley en
1990, reportaron factores inmunosupresores producidos por diferentes células tumorales. Tales evidendias indican
que ciertas células y factores pueden estar infiltrados en y alrededor del tumor produciendo un estado de
inmunosupresion local. Mas tarde se dio a conocer que se trataban de dtocinas y células efectoras presentes en el
sitio del tumor, de esta manera Rusell, en 1990, introdujo el término de terapia génica utilizando citocinas dirigidas
a células tumorales (Rusell J, 1990; Oettgen F, 1991; Fearon et al., 1990 & Russell et al., 1991). Sin embargo, no
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fue hasta 1991, que se conocid ¢ papel inmunosupresor local de dertas citocinas, tal como la IL-4, e factor
estimulante de granulocitos (G-CSF), el factor de necrosisis tumoral (TNF-cx) y la interleucina 10 (Blankenstein et al.,
1991).

Aunado a las evidencias conocidas, Balkwill en 1993, sugirié que algunas citocinas pueden estar
ivolucradas en el desamolio de la malignidad, al observar que TNF- liberado en & sitio de la infeccién esta
imvolucrado en la progresion del cancer de ovario humano (Balkwill et al., 1993; Malik et al., 1990 & Oiiff et al.,
1987). A partir de esta idea varios autores han determinado la expresion local de citocinas en cancer.
Particutarmente el grupo de Musahiro en 1992 determin la expresion de RNAms que codifican para las dtocinas IL-
4, IL-5, IL-10 y GM-CSF en biopsias de cardnoma de células escamosas (SCC) y en lesiones de keratinocitos,
demostrando una elevada expresién de estas citocinas en SCC, lo cual favorece una respuesta humoral pero a la vez
una inmunosupresion de la respuesta inmune mediada por células, impidiendo la eliminacién de las células
tumorales (Yamamura et al., 1993). Recientemente se planteo que las células tumorales secretan algunas citocinas
ademds de generar otras estrategias, tales como la falta de expresion de antigenos tumorales, disminucion de la
expresion de moléculas del MHC dlase | entre otras, utilizandolas como mecanismos para evadir al sistema inmune,
permitiendo asi el desarrollo de! tumor en el organismo (Barrera et al., 1995).

V). INTERLEUCINA 10

La interleucina 10, a partir de su descubrimiento por Mosmann en 1989, originalmente desaita como
factor inhibidor de Ia sintesis de citocinas (CSIF) (Fiorentino et al., 1989) fue relacionada con dos investigaciones
independientes. Una fué identificada como mediador derivado de células B la cual coestimula la proliferacion de
timocitos activados y la identificacién de IL-10 con la apreciacion de diferentes subpoblaciones T cooperadoras (Thi
y Th2) que regulan tanto la produccion de anticuerpos como a respuesta inmune mediada por células.

5.1). ESTRUCTURA DEL GEN DE [L-10: HUMANO Y RATON

Ambos genes se encuentran localizados en el brazo largo del cromosoma 1. La secuencia completa del
DNA del gen IL-10 murino (miL-10) es una region de 7.2 kb la cual contiene toda la region codificante y una
secuencia 5'-flanquente de 1.5 kb. El gen de IL-10 humano (hiL-10) fue detectado a partir de un fragmento de 0.7
kb de un cDNA de hiL-10 el cual fue hibridado con diferentes fragmentos de restriccion de DNA gendmico humano,
la sonda (BIOS Corp., New Harven, CT) detecta una banda de ~3.5 kb en el DNA digerido con Alind // (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 hiL-10 es codificado por un solo exon gendmico (Kim et al., 1992).
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Figura 10: Localizacién cromosomal del gen de IL-10

Ademéds se ha demostrado que la secuencia del gen de IL-10 esta muy conservada entre el humano, ratén,
rata y los bovinos (Hash et al., 1994). La secuendia codificante del gen de hiL-10, tiene una homologia del 80% con
la de ratén y rata; y un 84% de homologia con la de bovino (Kim et al., 1992 & Hash et al., 1994). La secuencia de
homologia entre miL-10 y hiL-10, difieren en las posicones nudeotidicas 1162 y 1477 por la insercdon de
elementos repetidos de la familia Al (Hess et al, 1983). De los 5 exones detectados; el exon | contiene la
secuerxia 5'-no traducida, la secuenda seilal de aproximadamente 34 aminoacidos que comprenden el N-terminal
de [a proteina madura y el exon IV codifia 30 aminoacidos de la region C-terminal de miL-10 y la region 3'-no
traducible del RNAm de miIL-10 (~ 1.4 kb), al iqual que los genes de otras citocinas, la union de exén-intrén no
cambian los codones de los aminoacidos. Una sefial adicional de poliadenilacion esta presente en la posicion 6668-
6673, 13 pb en direccion 5° del sitio de poli-adenilacion. Los exones restantes contienen el ORF del gen.

La secuencia del miL-10 fue comparada con las secuendas reportadas en el GenBank y se determind que
tiene una homologia con la hiL-10 como se menciond anteriormente, ademas se encontré una fuerte homologia con
el ORF del BCRF1 del virus de Epstein Bamr (IL-10 viral/ vIL-10), esta homologia 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 nucleotidica del exon Il y varios genes se ha detectado; el
exon Il tiene una homologia del 60% a una region corta de los genes virales que codifican para Ag de superficie del
virus de hepatitis woodchuck (Galibert et al., 1981).



5.2). LA REGION REGULADORA DEL GEN DE IL-10

La secuencia completa de DNA de la region reguladora del gen de IL-10 fue reportada por Kube, Platzer y
cols en 1995 (Kube et al., 1995), cormespondiendo apraximadamente 2632 pb. La region 5°-flanqueante del gen de
hiL-10 fue comparada con la secuendia reportada en la base de datos EMBO, encontrando 100% de homologia con
la secuendia de parte del cDNA de hiL-10 reportada por Vieria y cols (Vieria et al,, 1991). Esta region fue
comparada con la regién 5’-flanqueante de miL-10, donde se encontré un 60% de homologia en aproximadamente
800 pb en direccidn 5° del sitio de inicio de la transaripcidn (Kim et al, 1992). No se encontré homologia
significativa entre la region 5°no codificante de hiL-10 con el ORF de BCRF1 (viL-10) de! genoma del virus del
Epstein-Barr (Vieria et al., 1991 & Moore et al., 1990).

En este reporte se determinan las secuencias que estan involucradas en regular la transcripcion del gen
hiL-10 en lineas celulares de linfoma de Burkitt’s en sistemas de funcionalidad a partir de deleciones de la region
reguladora de hiL-10, cuantificando luciferasa y B-galactosidasa. Donde se determinan secuendias de regulacion
positiva localizadas entre las posiciones —1100/-900 y elementos de regulacidn negativa los cuales inhibe la
actividad de luciferasa y se localizan entre la posicidn —800/-300 (Kube et al., 1995).

ELEMENTOS REGULADORES DEL GEN DE hiL-10: B exdmen de la secuencia 5°-flanqueante de hiL-10 con
las secuencias moltif asociadas a la regulacion de la transaripdon génica (Locker & Buzard, 1990), muestran que se
localiza la caja TATAA en la posicién <77 y una caja CAAT en |a posicion —226 del extremo 5°de la secuencia del
cDNA de hiL-10. Elementos adicionales induye elementos putativos de respuesta a glucocorticoides y para insulina,
elementos consenso a metalotioneina y secuencias regulatorias a nitrogeno. Aunque IL-10 es una citocina espetifica
a ThO/Th2 al igual que 1L-4, no se encontré una secuencia de 11pb involucradas en la regulacion la IL-4 en el
promotor de IL-10. Sin embargo esta fue homdloga a la secuencia detectada en la posicidn 2209 (AAAATT). Un
caso sorprendente fue la existendia de un elemento de respuesta para la proteina transactivadora E2 del virus de
papiloma localizado en {a posicion —2237 (ACCsNGGT), este elemento apoya nuestra hipdtesis sobre la regulacién
de la expresion de la hiL-10 por el virus del papiloma humano en céncer cervical. En la tabla 4 se presenta un
resumen de los elementos de regulacidn transcripcional presentes en la region reguladora del gen de hiL-10.

ELEMENTOS REGULADORES DEL GEN DE miL-10: Esta region contiene varios elementos de regulacién que
estan presentes en la region 5°- no codificante del gen de hiL-10 (Kim et al., 1992). Se localizan la caja TATAA en la
posicion —30 del extremo 5°de la secuenda del cDNA de miL-10, se induye un elemento probable de respuesta a
glucocorticoides, un elemento de respuesta a AMP, sitios de unidn para AP-1 y NFk-B. Al igual que & gen hiL-10,
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no se encuentra la secuencia de 11 pb importante para la regulacién por IL4. En la tabla 5 se muestran los
elementos de regulacion para el gen de miL-10.

TABLA 4. SECUENCIAS DE CONTROL DE LA

TRANSCRIPCION DEL GEN DE hiL-10
SECUENCIA DE oS POSILE SMRCANOA
RECONOCIMIENTO
TGAGTCA 78-84 AP
GCACT 158-162 Consenso a metalotioneina
TerccT 249-254 Consenso a metalotioneina
ACCNNNNNNGGT 309-320 Transaciivador E2 de papilomavirus
GATGGGAAACA 354-364 EBNAZ (LMP2)
AGGAAG 366-371 PEAY
GAGAA 522-526 Gp Py
GFTTGCA 833-844 Secuenda reguiada por nitrégeno
GGGGGAAGT 1390-1398 Elemento ETS-similar
GAGGAA 1411-1416 W
GIGGAAA 1805-1811 Secuendia central simitar a insulina
GAGAA 1821-1825 Cyja PV
TAATGAAAT 1829-1837 Elemenio de respuesta 3 Gucocriicoides
ocelC 1871-1876 SP1
AMATGGAA 1906-1915 i
CTTGGGAACTT 1922-1932 EBNA2 (LMP2)
TGITCT 21652170 Blemento de respuesta a suero
CCAAT 2269-2274 Caga-COAAT
TATAA 2418-2422 Caia TATA
Kube et al., 1995
TABLA 5. SECUENCIAS DE CONTROL DE LA
TRANSCRIPCION DEL GEN DE miL-10
SECUENCIA DE POSIION POSIBLE SGUACNIOA
___ RECONOCIMIENTO _
TATAA 1531-1535 Caa TATA
AGAACA 1547-1522 Elemento de respuesta a glucocorticoides
1266-1271
TGTTCT 1184-1189
AGGAAG 1507-1512 PEA-3 Proteina de reconocimiento y unin
ccnT 14991503 Indudble por IFN
1082-1086
AMGE 190-194 Inducible por IFN (secuencia inversa)
AMGGA 1419-1424 Secuendia core enhancer de IFN
AAGGGAA 1414-1420
CCTGOGA 1220-1226 Comun en genes reactantes en fase aguda
ACGTCA 1208-1213 Blemento de respuesta a AMP¢
GGGGTTTCCT 1074-1084 Sitio de reconocimiento 3 NF-kB
GGGCACTTTCC 47064716
GGAGAAGTCCC 702-712 Sitio de reconocimiento a NF-Kb (secuencia inversa)
TCCCAG 758-763 Elemento de respuesta a IL-6
CACCC 683-687 Secuendas ricas en 6C requeridas para l transcripddn
eficiente de algunos genes euCarioies
CCAAT 434438 Sitio de unidn para (BP, CTF/NF-1 Y NF-Y
TGAGTCA 274-280 Sibio de union para AP-1
Kmet d., 1992
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5.3). ESTRUCTURA DE LA PROTEINA DE IL-10

B cDNA de miL-10, riL-10 (rata) y hiL-10, codifican para 178 residuos de aminodcidos, con péptido sefial
hidrofobico generado de 160 aminodcidos de la proteina madura. La IL-10 de rata-raton contiene dos sitios de
glucosilacion en el extremo amino terminal y dinco residuos de cisteinas. Hay aproximadamente un 73% de
homologia de la proteina en estas tres espedies (Moore et al., 1993). La proteina miL-10 esta carboxilada en el
extremo amino terminal e hiL-10 parece no estar glucosilada. La IL-10 de ratén y humana, son éebilmente acidas y
se presentan como homodimeros ligados no covalentemente en solucion {Moore et al., 1993). La molécula de IL-10
es un homodimero 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 conversion de dimeros dentro de mondmeros y de
sitios probables de interaccidn con varios receptores. Ademas se ha encontrado una alta topologia similar entre la
proteina de [L-10 con INF-y. El receptor de IL-10 ha sido aislado de tejidos humanos y de ratén. Ambos receptores
son glicoproteinas transmembranales de aproximadamente 110 kDa, guardando una homologia de 60% entre ellas
(Zdanov et al., 1993).

Figura 11: Estructura esquemdtica de la proteina IL-10.

La interleucina 10 en solucién se comporta como un dimero (Morrison, 1994), cada subunidad consiste de
6 hélices, dela.AaIa F. Las cadenas polipeptidicas de cada subunidad forman la mitad del dimero; las hélices E y F
de una subunidad de! dominio de 6 hélices y las hélices A'-D' de la otra subunidad forman la simetria del dimero.
Adicionalmente, las hélices A, C, D, F' y A', C', D’ y F de cada dominio forman un désico mango izquierdo envolviendo



4 hélices (Morrison et al., 1991), presentes en fodas las estructuras cristalogrificas de la familia de las citocinas de
hélices.

Aproximadamente el 85% de los residuos de la molécula de IL-10 forman parte de la conformacién o-
hélice. La mayoria de las hélices adoptan conformaciones candnica, algunas 310-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 Ala139-Ser141(en la curva de la hélice F), los enlaces de hidrigeno son més comunes entre las hélices,
donde no participan los oxigenos de los carboxilos 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 Ay C a
la hélice D, forman una estructura con una larga depresién en medio, la cual es penetrada por la hélice F' de la
segunda subunidad. La superficie de la depresion es aitamente hidrofébica, Los residuos que le dan e carcter
hidrofobico son, Met39, Tyr 59, Leu 61, Pro 78, Pro 85, Ala 89, Leu 103 y Pro113 (Zdanov et al., 1993)

La hiL-10 ha no presenta carbohidratos en la region amino (Vieira et al., 1991), pero esta contiene un sitio
potencial de glicosilacién en la posicén amino (Asn116). Este residuo esta localizado en el asa entre las hélices Dy
E. Este sitio potencial de glicosilacidn esta conservado en riL-10 (Goodman et al., 1992), miL-10 (Moore et al.,
1990) y plL-10 (porcina) (Blancho et al., 1995). Las miL-10 y riL-10 contienen un segundo sitio de glucosilacion
N-similar cerca del amino terminal Asn8 en miL-10 (Moore et al., 1990) y Asn11 en riL-10 (Goodman et al., 1992),
no glicosilado en plL-10 y en hiL-10. Basados sobre la homologia entre las secuencias de hiL-10, riL-10 y miL-10,
este sequndo sitio esta localizado en el N-terminal de 1a héiice A, sobre la superfice de la molécula de IL-10.

La secuenda de aminocidos disponible de IL-10 de otras especies han sido comparadas en la figura 12,
donde se observa la secuencia alineada de hIL-10 y las correspondientes ditocinas de rata, porcina y murina. La
secuencia de IL-10 de estas especies tienen una alta homologia (72 al 77%) con la hiL-10, lo que indica que hay
una secuencia muy conservada, la cual se mantiene en la secuencia secundaria y terciaria de la proteilna. Los genes
que codifican la hiL-10 y miL-10 se localizan en el mismo cromosoma (cromosoma 1); hiL-10 es codificado por un
solo exdn, y el mIL-10 es codificado por 5 exones (5.1 kb de DNA gendmico). Los exones 1 y 2 corresponden a las
hélices A y B, el exdn 3 contiene las hélices BC.C, el asa (D y la héfice 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 secuendia de aminodcidos de IL-10 humano, murino, rata y porcino.

5.4). HOMOLOGIA DE IL-10 CON EL GEN BCRF1 DEL VIRUS DE EPSTEIN BARR

La miL-10 y hiL-10 presentan una alta homologia en secuencia de nudedtidos y de aminodcidos con &l ORF
del gen BCRF1 del virus de Epstein Barr (EBV) (Moore et al.,1990; Vieira et al., 1991 & Baer et al,, 1984). La
homologia es conferida a la secuenda codificante de la proteina madura y no es detectable en la secuendia sefial o
secuencia 5' y 3'-no traducible. De las tres secuencias, miL-10 y hiL-10 estin mas relacionadas en cuanto a nivel
de secuencia de DNA (81%), mientras que la secuencia de DNA que codifica las proteinas hiL-10 y BCRF1 muestran
solo el 71% de homologia. Sin embargo, ambas en secuencia de aminoacidos mantienen una relacion del 84%. E
anticuerpo de rata anti-hiL-10 produce reactividad cruzada con las proteinas hiL-10 y viL-10, pero no con la miL-10
(MacNeil et al., 1990). A diferencia del gen de hiL-10, &l gen de BCRF1 no contiene intrones, lo que sugiere: a). Que
los genes miL-10 y hiL-10 provienen de un antecesor comun, b). BC(RF1 podria representar un antecesor
procesado, & cual capturo un gen de ditodina celular y c). La proteina BCRF1 es my paredda a la dtodna humana
(Vieira et al., 1991 & Moore et al., 1991). BCRF1 es expresada en la fase fardia del ddo litico de EBV, pero no en
niveles significantes en lineas celulares de infeccion tardia (Hudson et al.,, 1985 & Hsu et al., 1990). El ORF de
BCRF1 codifica para un polipéptido secretado de aproximadamente 17-KDa, al igual que hiL-10, contiene poca o
nula glicosilacion. BCRF1 despliega algunas actividades como IL-10 y esta se designa como IL-10 viral (viL-10). En
ensayos para determinar las actividades de BCRF1 esta parece ser de 3 a 10 veces menor que [a hiL-10 (Moore et
al, 1991).

5.5). CELULAS QUE EXPRESAN IL-10

La IL-10 es producida por una amplia variedad de Eneas celulares, miL-10 es expresada por linfocitos T
(D4+ Th2 murinos, en bajos niveles clonas de linfocitos CD8+, linfomas de células B, linfocitos T, lineas de células
cebadas activadas, maaréfagos activados, queratinocitos y células B Ly-1 (B-1) (Forentino et al., 1989; Moore et
al, 1990; 0°Garra et al., 1990; Mc Nedl et al., 1990; Forentino et al., 1991; 0°Garra et al.,, 1992 & Enk & Katz,
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1992). La hL-10 es expresada por céulas T (D4+ y donas de linfocitos T, ThO/Th1 y Th2, linfocitos T (D8+ de
sangre periférica activados con antigeno espedifico y policonal (Yssel et al, 1992), donas de monodtos-
macréfagos, queratinocitos, céiulas B activadas, finfomas de céiulas B y fineas de linfoma de Burkitt infectadas con
EBV (Viera et al., 1991; de Waal et al, 1991; de Waa-Malefyt et al., 1991; Salgame et al., 1991 & Ralph et al,
1992). De esta manera IL-10 no es una citodina estrictamente especifica de linfocitos (D4 Th2.

La IL-10 es producida relativamente por |2 activacién de linfoctos T o monocitos/macréfagos, en
comparacién con ofras citocinas (de Waal et al., 1991; Fiorentino et al, 1991 & Ysel et al., 1992), esta ditocina
inhibe la activacion de linfocitos T y macréfagos. IL-4 inhibe la produccidn de IL-10 por monoditos humanos
activados por LPS (de Waal et al,, 1991), e el INF+y inhibe la produccién de IL-10 por macrdfagos murinos
(Fiorentino et al., 1991) y células mononudleares de sangre periférica (PBMC).

5.6). ACTIVIDADES BIOLOGICAS DE LA INTERLEUCINA 10

La IL-10 originalmente fue identificada como un factor inhibidor de la sintesis de citocinas producida por
donas de linfocitos Th2 e inhibe la sintesis de ditocinas producidas por linfocitos Th1 (Fiorentino et al., 1989 &
Forentino et al., 1991). Esta citocina se ha demostrado que ftiene efectos: pleiotropicos inmunosupresores e
inmunoestimuladores sobre una gran variedad de tipos celulares, ademas de estar involucrada en la regulacion de
a respuesta inmune.

PROPIEDADES ESTIMULADORAS: La interleucina 10 aumenta la viabilidad de linfocitos B y sobremregula la
expresion de las moléculas del MHC dase I de linfodtos B (Go et al., 1990), y en monocitos inhibe la expresion de
estas moléculas. Sin embargo hiL-10 no altera la expresion de HLA dase ll sobre finfocitos B humanos (Moore et al.,
1993). En términos de efectos sobre la activacién de células B, IL-10 aumenta la proliferacion y diferenciacion de
células secretoras de anticuerpos. En linfocitos B activados via receptor de antigenos (ig) o via (D40, IL-10 induce
la sintesis de DNA y la proliferacion de linfocitos B, e induce su diferenciacion para la produccion de anticuerpos y la
secrecion de IgM, IgG y IgM (Rousset et al., 1992 & Defrace et al., 1992). Estos efectos son sinergisadas por IL4,
en donde la sintesis de inmunoglobufinas es inducida por IL-10 y es antagonizada por TGF-B.

Adicdonalmente IL-10 estimula numerosos tipos celulares. En sistemas #7 wtro aumenta la respuesta
proliferativa de-timocitos murinos y linfocitos T que han sido activados con IL-2 y IL4 (Suda et al., 1990 & MacNed
et al, 1990); ademas funciona como un factor de diferenciacion de finfoctos T citotoxicos activades con
concanavalina A (Con A). IL-10 estimula células cebadas murinas, sinergizando con IL-3 y IL4 para inducr
proliferacion de varias lineas celulares cebadas (Howard & 0°Garra, 1992). Por otro lado hay evidendias que indican
que IL-10 induce apoptosis en células leucémicas de finfoma cronico de células B (Fludkger et al, 1994), en
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contraste a esto, IL-10 previene la apoplosis de los centros germinales de células B (Leuy & Brovet, 1954),
actualmente se conoce que la IL-10 induce la expresion de Bcl-2 en células hematopoyeticas progenitoras (D34+
(Weber-Nordt et al., 1996).

PROPIEDADES INMUNOSUPRESORAS: Estas propiedades de IL-10 se han identificado por su capacidad
para inhibir la sintesis de varias dtodnas, induyendo IL-1, IL-2, IL-3, IL-6, IL-8, IL-12, TNF-a, INF-y y el factor
estimulante de granulocitos y macréfagos (GM-CSF), producidas por macaéfagos activados y linfocitos Thi
(Mosmann, 1994). En sistemas 7 wiro, la adidon de anticuerpos anti-IL-10 en cultivos de finfocitos T primarios
aumentan la emergencia de las células dirigiendo a un fenctipo Th1 (Howard & 0’Gara, 1992), estos datos
sugieren que la IL-10 puede jugar un papel en disminuir las reacciones de hipersensibilidad de tipo retardada y
otras respuestas Th1 mediada por células, estos efectos se consideran efectos indirectos de la accion de la IL-10.
Ademas IL-10 suprime la capacidad de macréfagos murinos, pero no de células B, para estimular donas de
linfocitos Th1 para la sintesis de citocinas (Fiorentino et al., 1991). De la misma manera, la IL-10 suprime la sintesis
de ditocinas en donas Th1 o en células NK activadas por IL-2 o células accesorias antigeno espedificas (Moore et
al,, 1993).

El papel inhibidor de a sintesis de INF-y, IL-2 y TNF-B en las subpoblaciones Th1, es antagonizada por IL-
4. Los efectos inhibitorios sobre la produccidn de INF-y son indirectos y parecen ser el resuitado de una supresion
de la sintesis de IL-12 por células accesorias. En macréfagos estimulados con LPS de bacterias, IL-10 inhibe la
sintesis de IL-1, IL-6 y TNF-ax, promoviendo entre ofras cosas la degradacion de RNAm de citocinas. Esto ademas
dirige la inhibicion de la presentacion de antigenos. Se ha demostrado que los efectos bioldgicos de IL-10 son
antagonizados por IL-12 (De Adreua et al., 1993).

En relacion a la supresion de la presentacion de antigenos por macréfagos/monocitos, se ha demostrado la
capacidad de IL-10 como un fuerte desregulador de la expresion constitutiva e inducible de las moléculas del MHC
dase Il sobre monocitos humanos (HLA-DR/DP y DQ) (de Wall Malefyt et al, 1991) y sobre macréfagos de
exudados de peritoneo murino (Howard & O’Garra, 1992). Ademés la IL-10 produce fuertes cambios en ka
morfologia y adhesion de macrofagos del peritoneo o en monocitos en cultivo y se han observado cambios en la
expresion de una gran variedad de moiéculas de adhesion (de Waal et al., 1991). La IL-10 inhibe la produccidn de
varios mediadores infiamatorios en monoditos/macréfagos, induyendo IL-1ct, 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-ax (de
Waal et al,, 1991, Fiorentino et al., 1991 & Bogdan et al., 1991). La accion exégena de IL-10 suprime la sintesis de
IL-10 por macréfagos y monacitos (de Waal et al, 1991), sugiriendo una regulacion negativa feedback de la
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produccidn IL-10 derivada de monocitos. Ademés IL-10 suprime la produccion del axido mitrico (Bogdan et al.,
1991), metabolitos intracelulares que estan involucrados en la eliminacion de pardsitos intra y extracelulares. IL-10
no suprime completamente la sintesis de proteinas de monocitos y macrdfagos, asi esta ctodna no afecia la
expresion constitutiva del factor de crecimiento transformante B (TGF-P) y éste sobreregula la expresion del
receptor IL-1 (IL-1ra), un importante regulador de reacciones inflamatorias (Howard & 0°Garra, 1992).

CITOCINAS EN CANCER CERVICAL

La respuesta inmune de fipo celular contra las infecciones producidas por HPV esta regulada por las
subpoblaciones Th1 y Th2 y sobre los productos de los genes de ditocinas que son producidos por estos tipos
celulares. En varios modelos tumorales se ha determinado que hay una preferendal produccion de citocinas
proinflamatorias e inmunosupresoras facilitando el crecimiento tumoral. Particularmente en cancer cervical hay
varios estudios donde reportan el patron de citocinas en céncer cervical. Clerid y colegas, 1997; determinaron ¢
patrén de citocinas liberadas por células de sangre periféricas PBMC despues de la estimulacion con antigenos de
influenza, APCs alogénicas o mitégenos, en pacientes con infeccion con HPV extensiva y de tipo localizado.
Encontrando niveles bajos de fa citocina IL-2 en los pacientes con la enfermedad extensiva comparado con la de tipo
localizado, ademds se encuentran niveles elevados de la citocinas IL-4 y IL-10 en los pacientes con enfermadades
extensivas en comparacién con los de tipo localizado y los controles. Estos resultados indican que la produccion de
las citocinas IL-4 e IL-10 estdn asociadas con la supresién de la inmunidad mediada por células (Wu et al,, 1997).
Adicionalmente nuestro grupo ha encontrado que hay una preferencial expresion de las citocinas IL-10 y TGF-f3 en
muestras de pacientes en estadios avanzados del CaCU. Particularmente hemos determinado que la expresion de la
IL-10 es directamente proporcional al desarrolio del cancer cervical en presencia de papilomavirus humano
(Bermidez, 1997). Estos resultados indican que existe una relacién directa entre la presencia de HPV y la expresién
de IL-10 en las células epiteliales del ce;viz del tal manera, que sugiere fuertemente que es &l HPV el responsable
de la induccion de estas citocinas inmunosupresoras, por lo que se proponen que algunas proteinas virales,
principalmente E2, pueden ser las responsables de regular la expresién de dicha ditocina. Esto es apoyado por la
existencia de un elemento de respuesta a la proteina E2 de papilomavirus presente en la posicion 5°distal de la
region reguladora del gen de la IL-10 (Kube et ., 1995). Dicho mecanismo puede representar una altemativa de
evasion 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 expresion en diferentes estadios de la
malignidad.



IMPORTANCIA

Ante la problemdtica actual del cincer de cérvix, varios estudios estin enfocados en reladon al
entendimiento de la respuesta inmune local del huésped contra las células tumorales y los mecanismos de evasion
de la respuesta inmune. La expresion de la IL-10 por las céhulas infectadas con el virus de papiloma humano,
favorecen un estado de inmunosupresion en ¢ sitio de la infeccion, provocado la inactivacion de las subpoblaciones
celulares involucradas en la respuesta inmune antitumoral. Por tal motivo es de mucha importandia estudiar el
posible mecanismo por el cual el virus del papiloma humano esta involucrado en la expresion de esta citocina. El
entendimiento de los mecanismos de evasion de la respuesta inmune inducida por el HPV durante el proceso de
carcinogenesis cervical, nos permitira desarrollar nuevas altemativas para el tratamiento de esta neoplasia.

ORIGINALIDAD Y JUSTIFICACION

Debido a que el cancer cervical es una neoplasia que es altamente prevalente en fa poblacién femenina y
que aproximadamente 12 personas mueren al dia a causa de esta neoplasia en México, es necesario realizar
investigaciones en tomo a los factores que estdn involucrades en el desarrollo de la malignidad, involucrando al HPV
y alteraciones del sistema inmune durante ¢ desarrollo de la malignidad. Este trabajo de investigacién es una
continuacion de los resultados obtenidos def trabajo experimental de licenciatura, en e cual se determino por RT-
PCR que la expresion de la interleucina 10 es directamente proporcional al desarrollo del cancer cervical asodado al
virus de papiloma humano (HPV), y donde se plantea que el HPV puede ser @ responsable o esta involucrado en la
expresion de esta citocina. Ademas esto es apoyado por la existencia de un elemento potencial de respuesta a la
proteina E2 de HPV, localizado en la region 5 distal de la region reguladora del gen de la IL-10. Por lo tanto en &
presente trabajo se trato de determinar si &l virus de papiloma humano es capaz de reguiar la expresion de IL-10
por medio de la proteina E2, asi se comprobo que esta proteina tiene la capacidad de reconocer a la secuencia de
union a E2 de HPV y que esta es capaz de transactivar al gen de IL-10 humano (hiL-10). Estos resultados nos
permitiran diseiar mejores alternativas de inmunoterapia contra cancer cervical.
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HIPOTESIS
Debido a que existe una asociacion entre la expresion de IL-10 y la presenda del virus del papiloma
humano (HPV) en cancer cervical y a la existencia de un elemento de respuesta a E2 de papilomavirus en la region
5°distal de la region reguladora de IL-10, es probable que el HPV sea capaz de regular la expresion de IL-10.

OBJETIVO GENERAL

Determinar e papel del virus de papiloma humano (HPV) en la induccidn de ka expresion de la interleucina
10 (IL-10).

OBIETIVOS ESPECIFICOS

o Amplificar la region reguladora del gen de la interleucina 10 (IL-10) por PCR y clonar & producto
amplificado en el vetdr pGL-2 vector, el cual contiene el gen de la luciferasa como gen reportero.

o Realizar deleciones de la region 5°no codificante del gen de IL-10 basada sobre los elementos de
regulacion transcripcional presentes en la secuendia.

e Subdonar las deleciones de la region reguladora de IL-10 en el vector pGl-2 vector para
posteriormente realizar analisis de funcionalidad.

e Realizar andlisis de fundionalidad, transfectando y co-transfectando la linea celular C33-A con la
construciones realizadas y el vector pCMV16E2 el cual codifica la proteina E2 de HPV 16 y analizar la
expresion del gen de luciferasa.

e Determinar si el elemento de respuesta a E2 presente en la region reguladora s reconocido por la
proteina de E2 de HPV y ademas, de ser capaz de transactivar al gen de Ia luciferasa.

e Obtencion de la proteina recombinante E2 de HPV 31, por medio de un sistema de purificacién por
afinidad a GST.

e Mediante un ensayo de electroforesis de movilidad retardada (EMSA) determinar si la proteina E2 de
HPV es capaz de reconocer e elemento de respuesta a la proteina E2 presente en la region
reguladora de IL-10, utilizando la proteina E2 purificada y extractos nucleares de células Hela y C33-A,



REACTIVOS Y EQUIPO
PLASMIDOS

PGEM-T (Promega)
paL-2 vector (Promega)

paL-2 Basic (Promega)

pET-22b (Novegen)

pCMV-16E2 y pC18Sp1-Luc (Donado por Dr. Veress, Depto. de Microbiologia , Escuela de Medicina,

Universidad de Debrecen, Hungria)
pGEX-31E2 (Donado por el Dr. Laimins, Depto. de Microbiologia, Escuela de Medicina, Universidad de
Northwestem Chicago, IL)

CEPAS BACTERIANAS
E. coli: DH5ar, JM109 y BL21,

ENZIMAS
Taq DNA Polimerasa (Life Technologies)
Enzimas de restriccion: Sma /, Xba {, Xho |, Kpn |, Hind I, Hae I, Dra |,
Neo |, Sac ], Sst ], Bol ll, BamH |, EcoR V, Pst L (Life technologies, Biolabs)
T4 DNA polinudedtido cinasa (Life Technologies)
T4 DNA ligasa (Life Technologies)
DNA polimerasa |, Fragmento largo (Klenow) (Life Technologies)
Mung Bean Nucleasa (Life Technologies)

LINEAS CELULARES
(-33: HPV negativa, mutaciones en p53 Rzzs a C y pRB en el exon 20

Hela: HPV-18, p53 y pRB wild type

REACTIVOS
[gama-32P]-dATP (300Ci/mmol a 10 mGi/mi) (Dupont)
Az(l de Bromofenol (SIGMA)
Acilamida (Life Technologies)
Ampicilina 250 mg/mi (SIGMA)
Anticuerpo polivalente anti humano marcado con peroxidasa (SIGMA)
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Aziil de Commasi R-250 (SIGMA)

Bis-acrilamida (Life Technologies)

BSA (Albumina bovina) (SIGMA)

Bromuro de etidio (SIGMA)

dNTPs 10 mM (dATP, dCTP, dGTP, dTTP) (Perkin Eimer)

Ficol 800 (SIGMA)

Fijador (KODAK)"

@licerol (Life Technologies)

Inhibidores de proteasas: Aprotinina, PMSF (Phenilmetilsulfonitfuorida), Aprotinina
IPTG (Isopropil-1-thio-B-galactopyrancsido) (Life Technologies)
Rectivo de lipofectamina plus (Life Technologies)

Marcador de peso molécular A-Hind Il y $X 174 RF DNA/Hae il (Life Technologies)
Marcador para proteinas MW-SDS 70L (SIGMA)

Medio LB (Life Technologies)

2-Mercapto etanol (SIGMA)

Membranas de nitrocelulosa

NP-40 (Nonidet P-40)

Papel filtro

Films para autoradiografia Kodak

Placas de ELISA

Poli d-dC (Pharmacia)

Reactivo de Bradford (BioRad)

Reveldor (KODAK)

Sales: APS, DTT, EDTA, EGTA, HEPES, Tis base, MgClz, NaG, Tris- HQ, K,
SDS (Lauril sulfato de sodio)

Sepharex G-25 (SIGMA)

Solventes: Acido acetico, Metanol,

Spermidina (SIGMA)

TEMED (Life Technologies)

X-gal (Life Technologies)

Xilen cianol (SIGMA)



KITs

Ready Pak. Sistema para purificar proteinas fusionadas a GST (Pharmadia)
PGEM-T and pGEM-T Easy vector systems (Promega)

Luciferase Reporter Gene Assay (Boehringer)

Protein Assay Formats (Bio-Rad) "

Gen dean-l (BIO101)

EQUIPO

Contador Gayger, Modelo Pug IAB, Technical Associates

Termocidador MI Research modelo PTC-200

Cémara de Electroforesis: Gel-Vertical modelo V16-2 (Life Technologies)
Workshield-acrilic (Stratagene)

Homogenizador para células

Sintetizador de oligonudedtidos “Applied Biosystems DNA Synthetizer”
Espectrofotometro (UV) DU-7 (BECKMAN)

Lector de ELISA, Labsystems Mulyiskan MS

Fuente de poder para electroforesis (BIORAD)

Secador de Geles (LABCONCO)

Casset, Cronex Intensifying Screns

Luminometro (AUTOCOP I).



METODOS

DISENO DE OLIGONUCLEOTIDOS

Basados sobre la secuencia del promotor de hiL-10 reportada por Kube y cols. en 1995 (Kube et al.,
1995) y sobre la secuencia del gen de IL-10 humano reportado en el Gen Bank (nimero de acceso: HSU 16720), y
con la ayuda del programa Primer Selection, se disefio un par de ologonudedtidos para amplificar la region
reguladora del gen de IL-10 humano. El primer SENTIDO: IL-10Xbal (5 -TTITCTAGATACCTCCCTTCTCCCTGAC-3', nt
1514-1535) y el primer ANTISENTIDO: IL-10Xhol (5°-TTTCTCGAGATCTCGAAGCATGTTAGGC-3", nt 4167-4188); los
extremos 5° de cada oligonucledtido se le afiadié un sitio de reconocimiento para las enzimas Aba /y AXho /
respectivamente, para fadilitar su donacién (Tabla 6).

AMPLIFICACION DE LA REGION REGULADORA DEL GEN DE IL-10

Un pg de DNA de células Hela se utilizé como templado para amplificar un fragmento de 2675 pb en
presencia de buffer de amplificacién 10X (200 mM de Tris-HC pH 8.4, 500 mM de K(I), 2 mM de Mg(lz, 200 mM de
dNTPs, 2U de Taq DNA Polimerasa y 30 pmol de cada oligonucelétido, en volumen final de 50 pl. La reaccion se
amplificé en un DNA Thermal Cycle 480 (IM Reseach) por 40 ciclos. Cada cido consistié de una fase de
desnaturalizacion a 95 °C por 1 min., una fase de alineamiento de 62 °C por 1.5 min. y un paso de extension a 72
°C por 5 min. El amplificado se corrié en geles de agarosa al 1% y se visualiz por medio de bromuro de etidio bajo
luz WV,

Bl producto amplificado fue comprobado por medio de un andlisis de restriccion de la region amplificada.
Diez pl del amplificado se digirié con las enzimas de restriccion Dra /|, Hind Ml y Neo I por 3 hr y se separaron en
geles de agarosa al 1.5%. El patrén de restriccidn se verificd deacuerdo con los productos esperados: Ora /(1531
pb y 1144 pb), Hind Il (1556 pb, 906 pb y 213 pb) y Ao /(1197 pb, 998 pb y 480 pb). Adicionaimente el
producto amplificado se confirmé por medio de secuendacion. H producto de PCR fue donado en el vector pGEM-T
(Promega), este se utilizé junto con el primer sentido en una reaccion de secuenciacion automatizada, secuenciando
aproximadamente 500 pb, en un equipo ABIPRISM, modelo 310. La secuencia obtenida coincidié con la secuenda
reportada en el gen bank.

CLONACION EN EL VECTOR pGEM-T

Dos reacciones de PCR de 50 pl de volumen, fueron separadas en geles de agarosa de bajo punto de
fusion al 1% en buffer TAE 1X. Labandaqueoonteniaelampliﬁcadofueseparadadelrestodelaégarosayd
fragmento fue purificado por medio de Gen Clean Il. El DNA fue cuantificado con un espectrofotometro DU/40



(Beckman). La reaccion de ligacién contenia 30 ng del DNA purificado, 50 ng del vector pGEM-T vector (Promega),
5wl de buffer rapido de ligacion, en presencia de 3 unades/pl de T4 DNA Ligasa. La reaccién se incubd 1 hr a
temperatura ambiente; |a reaccién se utilizé para fransformar células JM109 cakdo competentes, a un choque-
térmico de 42°C durante 1 min., inmediamente se colocan a 4°C. La reaccién se incub6 30 min. en presenda de
300ul de medio LB a 37 °C. 100 ! del cultivo de transformacién se crecé en cajas de utivo LB agar con 100
mg/ml de amplicilina, 0.5 mM de IPTG y 80 pg/ml de X-Gal. Se incubd a 24 hrs y se seleccionaron las colonias
blancas que contienen el inserto, generando asi la construccion pGEM-T/IL-10. Para corroborar el inserto, se autivo
la bacteria y se,purifido el piésmido (Mini-prep), este se corrid en geles de agarosa al 1 % y se digirid con las
enzimas Xba /y Xho / para liberar el inserto.

SUB-CLONACION DE LA REGION REGULADORA DE hiL-10 EN pGL-2 BASIC

La region reguladora de hiL-10 fue donada en e sitio tnico Aho /del vector pGL-2 vector basic (Promega).
Un fragmento de DNA de aproximadamente 2675 pb fue liberado y purificado de la construccion pGEM-T/IL-10, con
las enzimas Xba / y Bg/ /| esta region fue subclonada en el vector PET en los mismos sitios de clonacion,
generando la construccion pETAL-10. Apartir de esta construccion la region reguladora de hiL-10 fue liberada en e
sitio anico Aho /y fue donada en ¢l mismo sitio en el vector pGL-2 vector basic (Promega), generando la
construccion pGL-2/IL-10. De esta manera la expresion del gen de liciferasa (gen reportero del vector pGL-2 vector
basic) esta sobre la influencia del promotor del gen de hiL-10.

ANALISIS DE DELECIONES DE LA REGION REGULADORA DE hiL-10

Diferentes regiones deleciones fueron generadas apartir de la secuenda completa y un andlisis de los
elementos de regulacion transcripcional presentes en la regidn 5'no codificante del gen de hiL-10. Se generaron
dos deleciones. A partir de la construcdion pGL-2/IL-10 (construccion A, region completa), se digirié ¢ plasmido
con las enzimas Sma / y Pst J liberando un fragmento de 493 pb que contiene el elemento de respuesta E2, el
resto del plasmido fué purificado por Gen Clean [I, posteriormente fue digerido con la enzima Mung Bean nudesa
(Life Tecnologies), la cual rompe cadenas sencillas de DNA, generando extremos romos. El vector fue religado en
presencia de T4 DNA ligasa, generando fa construccion pGlL-2/IL-10B, la cual se comprobd con los sitios intemos’
Dra 'y Bgl Il La siguiente construccion se generd considerando solo los elementos de transcripcion basal del
promotor de hiL-10, asi un fragmento de DNA 1436 pb fue obtenido de la construccion pGEM-T/IL-10 digesida con
las enzimas EcoR V y Xho J, tal fragmento fue donado en el vector pGL-2 basic, en los sitios Sma /y Xfio 1y de esta
manera se obtiene la construccién pGL-2/IL-10C. Todas las construcciones fueron analisadas a partir de
minipreparaciones rapidas reportadas por Liska y Ruprecht, 1988 y por el andlisis de restricciones de las



kuones de sitios internos. De esta manera se obtuvieron tres construcaiones: pGL-2/IL-10A con la secuencia
a de la region requladora de IL-10, pGL-2/IL-10B sin el elemento de respuesta a la proteina de E2 de HPV y

L-10C con los elementos de transcripcion basal del promotor de hiL-10.

CULTIVO DE LINEAS CELULARES

Las lineas celulares Hela y C-33A fueron cultivadas en medio modificado Eagle’s Dulbecco’s (DMEM),
ntado con 10% de suero bovino fetal (Life Technologies) y 10 pg/ml de penicilina, 10 pg/mi de
micna y 25 % de anfoteridina B incubadas a 37°C, con 95% de humedad y 5% de CO:. Una vez
tes las células en monocapa fueron separadas con 0.25% de tripsana/0.02% EDTA y cuatificadas con

Jmetro en una dilucion en medio a 37°C y preparadas para sub-cultivos-

TRANSFECCION EN CELULAS C33-A

Durante la transfeccion las células C33-A fueron cultivadas con DMEM sin suero y antibictico
iamente 2X10° celulas/ml fueron cultivadas en cajas de 35 mm hasta alcanzar una confluencia del 50 al
F 20 a 25 hrs). La transfeccion se realizd por medio de Lipofectamena Plus (Life Technologies) en un
fina de 2 ml. 2 mg de DNA de cada vector, purificado con Wizard plus maxi-preps (Promega) fue diluido en
L medio DMEM sin suero y antibidtico, simultaneamente 10 p! de Lipofectamina plus (Life Technologies)

en 100 p! de medio DMEM sin suero y antibiotico, ambas reacciones fueron mezcladas durante 30 min.

tura ambiente, formando un complejo Lipofectamina-DNA plasmidico. Esta reaccion fue anadida al cultivo
0 a poco con movimientos suaves sobre todo el cultivo. Posteriormerite se incubo a 37 °Cy con 5% de
e 24 hrs. Transcurrido el tiempo de transfeccion, se retiro el medio y se resuspendio con medio fresco,

ada nuevamente. La actividad del gen reportero se cuantifico a las 48 hrs después de la transfeccion.

utilizaron los vectores pGL-2 control (Promega), el cual contiene ed enhancer del virus de SV40 y el
85P1-luc, el cual contiene cuatro elementos de respuesta a la proteina E2 de HPV y dos elementos de
a SP1, como controles positivos para la reaccion de transfeccion. B vector pGL-2 basic, fué utilizado
Wro negativo. Adicionalmente se realizaron cotransfecciones con las construcciones en estudio: palL-2/IL-
2 IL-10B, pGL-2/IL-10C, y el vector pCMV-16E2 este ultimo expresa |la proteina E2 de HPV 16.

UANTIFICACION DE LUMINISENCIA
T determinacion de quimioluminisencia se realizo por medio del Kit Luciferasa Reporter Gene Assay

F . Una vez realizada la transfeccion, las células fueron lavadas con PBS 1% dos veces, y fueron lizadas

de buffer de lisis. Las células solubilizadas fueron centrifugadas a revoluc'én maxima durante 10 seg. El
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PREPARACION DE EXTRACTOS NUCLEARES

Los extractos nudeares 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
centrifugacion a 4 °C por 5 min. y se resuspendieron en 5 mi del buffer A frio, &l cual contiene: 10 mM HEPES pH
7.9, 10 mM KC, 0.1 mM EDTA, 0.1 mM EGTA, 0.5 mM DTT, 0.5 mM PMSF y 4 mg/mi de inhibidores de proteasas;
aprotinina, leupeptina y pepstatina, el resuspendido celular se homogenizé y se separaron las proteina citoplasmicas
por medio de centrifugacion a 4°C. Bl paquete nuclear fue resupendido en el buffer B (20 mM HEPES pH 7.9, 0.4 M
NaQl, \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. El lisado fue centrifugado a 14 000 rpm durante 50 min. 4°C donde se obtuvieron la
proteinas nucleares. La concentracion de proteinas se cuantificd de acverdo al método descrito por Bradford,
1976. Los extractos nucleares se almacenaron en alicuotas a — 70 °C hasta su utilizacién.

SINTESIS Y MARCAJE DE OLIGONUCLEOTIDOS CONSENSO E2

Se utilizaron tres oligos especificos con la secuendia de reconocimiento por fa proteina E2, dos reportados
por Ushikai y cols, 1994, El primero localizado en la posicon 50-61 del LCR de HPV16: 5°-TGAACCGAAACCGGTTAG-
3'designado E216. El sequndo corresponde a la secuencia consenso del elemento de respuesta a E2 para
papilomavirus, 5"-TCGACCGAT ATCGGTCGA-3" designado E2HPV, y el presente en la posicion 5 distal de la region
reguladora del gen de hiL-10, 5°-ATAACCACGTAGGGTTGC-3 designado E2IL-10 (Tabla 6). Los oligonudedtidos
fueron sintetizados por Operon Tecnologies, Inc. y por Integrated DNA Tecnologies, Inc. y todos fueron hibridados
con su cadena complementaria a fin de quedar de doble cadena. Adicionalmente se utilizo un fragmento de DNA
209 pb el cual contiene el elemento de respuesta a E2 presente entre la posicion 284 y 493 de la region
reguladora del gen de hiL-10. Este fue liberado de esta regién con las enzimas Sac // Pst Iy purificado por medio
de GenClean Il y fue denominado E2A.

Los oligonucledtidos y él fragmento de DNA fueron marcados radioactivamente con [gama-32P]-dATP en el
extremo 5'-0P4, 100 ng/pul de DNA de doble cadena se marco con 2 il de [gama-32P])-dATP 3,000 Gi/mmol y 10
U/ul de T4 polinucledtido cinasa 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 MOVILIDAD RETARDADA (EMSA)

La reaccion de union DNA/proteina se realizé con 5 pg de extracto nudear y 5 pl de la zonda marcada con
[gama-32P]-dATP en presencia de buffer 1X para band shift (HEPES 250 mM, MgClz S0 mM y 340 mM KCL), 100
ng/ul de poli di-dC, 15 mM de Mg(; y 5% de glicerol; la reaccién se incubd a temperatura ambiente por 15 min.



Los complejos formados DNA/proteina fueron identificados por electroforesis en gel de poliacritamida al 4.5 % con
bajas concentraciones idnicas de TBE. Los geles fueron pre-corridos por 30 min. a 150 volts y la electroforesis se
realiz6 a 200 volts por 2 hr a 4°C con buffer TBE 0.5%. Los geles fueron transferidos a un papel filtro y secados en
un secador de geles (LABCONCO) y se expusieron a peliculas radiogrificas en cassetes con pantalla intensificadora
por 24 a 48 hrs a 70 °C; posteriormente fueron revelados los compiejos formados. En el ensayo sé utilizo como
control negativo, una reaccdn sin extractos nucleares y una con extractos nudlear sin poli di-dC como control
positivo, asi mismo se manejaron concentraciones graduales de poli di-dC para las reacciones. Para el caso de la
proteina GST-E2 purificada, se utilizaron 5 pg de la proteina-quimérica y 5 ul de las zondas marcadas, bajo las

mismas condiciones anteriores.

TABLA 6: SECUENCIA DE OLIGONUCLEQOTIDOS
ORIGEN oLGo SECUENCIA

AMPUFICACION' ~ SENTIDO:  IL-10Xbal (1514-1553)  5’-TTTTCTAGATACCTCCCTTCTCCCTGAC-31
hL-10  COMPLEMENTARIA IL-10Xhol (4167-4188)  5"-TTTCTCGAGATCTCRAAGCATGTTAGGC-3

E2ENLCRDEZ  SENTIDO:  E216 (50-56) S TGAACCGAMCCGATTAG 3
HPV16  COMPLEMENTARIA  E216e 3*-ACTTGGLTTTGGCCAATC 3"
E2CONSENSOZ  SENTIDO:  E2HPY 5°-TCGACCGAT ATCGGTCGA-3"
PARAHPVS COMPLEMENTARI:  E2HPVC 5*-AGCTGGCTATAGCCAGCT-3°
E2ENPROMOTOR  SENTIDO:  E2L-10 5 -ATAACCACGTAGGGTTGC-3”
hL-10  COMPLEMENTARW:  E2L-10c 5" TATTGATGIATCCCANGS-3”

' Oligos para amplificar |a region reguladora de hil-10.
2(Jigos para los EMSA del elemento del respuesta a E2, (Ushikai et al., 1994).



RESULTADOS

Con ¢ propdsito de establecer |a participacion de la proteina E2 del virus del papiloma humano como fa via
de Iz induccion de la IL-10 en cancer cervical, se analiz6 si esta proteina es capaz de transactivar al gen de IL-10
reconociendo el elemento de respuesta a E2 presente en la region distal de la region reguladora de! gen de IL-10.
Para esto se ampilfics y se clon a region requiadora del gen de IL-10 en ¢l vector p6L-2 basic (Promega), que
contiene ¢ gen de luciferasa como gen reportero, posteriormente se realizaron ensayos de funcionalidad
transfectando células (33-A junto con el vector pCMV-16E2, o cual contiene & ORF de E2 de HPV16 y dos
deleciones de tal region clonada en el mismo vector. Adicionalmente el reconocimiento del elemento de respuesta a
E2 presente en la region requladora de IL-10 se establecié por medio de ensayos de electroforesis de movilidad
retardada (EMSA), utilizando la proteina 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 region se baso en la secuencia del promotor de hiL-10 reportado por Burke y
cols, 1995, posteriormente esta region fue identificada dentro de la secuendia completa del gen de IL-10 humana
del gen bank (Numero de acceso: HSU16720). Por medio del programa Primer Selection se disefiaron un par de
oligonucledtidos que delimitaran esta region, tomando en cuenta el contenido de GC, el apareamiento entre el
mismo oligo y entre ambos oligos, ademas en los extremos 5° de cada ofigonudedtido se les adiciond un sitio de
reconocimiento para las enzimas de restriccion Xba /y Xho / para facilitar la donacion de la amplificacién. Los oligos
disefiados se reportan en la tabla 6, correspondiendo a las posiciones: Sentido: IL-10Xba |, nt 15141535 y el
antisentido: IL-10Xho |, nt 4167-4188 (Figura 13, 14A), de la secuencia reportada del genbank del gen hiL-10.

Debido a que la linea celular Hela expresa bajas cantidades de la IL-10, se utilizé 1 pig del DNA de esta
célula como templado para amplificar la region reguladora de IL-10 cuyas condiciones de amplificacion son
reportadas en el método. El producto amplificado obtenido fue de un peso molecular de 2675 pb (Figura 148),
correspondiendo al tamafio del producto esperado segun el patrdn de restriccidn del amplificade con las enzimas de
restriccion, Jra /(1531 y 1144 pb esperados), Aind /if (1556, 906 y 213 pb esperados) y Mco /(1197, 998 y 480
pb esperados) (Figura15), segun el andlisis de restriccion de tal secuenda. Adiconalmente para verificar que se
trataba de la secuencia amplificada, la region fue secuenciada por medio de un sistema automatizado. Para realizar
la secuencia, primeramente el producto amplificado fue conado mediante un sistema de vector T, utilizando al
vector pGEM-T (Promega). La construccion obtenida (pGEM-TAL-10) fue sometida a secuenciacion automatizada
basada en amplificacion 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 posiciones 364 y 460 de la



secuerxia y correspondiendo a las posiciones 1906 y 2002 de la secuenda del gen de hiL-10 del genbank, Las
mutaciones obtenidas no se localizan entre las posiciones 1843 y 1854 de la secuencia del genbank donde se ubica
¢l elemento de respuesta a E2 de papilomavirus (Figura 13), por lo tanto no se afecta la unién de fa proteina E2 a
su secuencia blanco y su accién transactivadora de la proteina.

Adicionalmente se realizé un andlisis con & programa Promotor San B de la regién amplificada para
identificar secuencias potenciales de reconocimiento para factores de transcripcién (Figura 17). Donde se verific el
elemento de respuesta & E2 (ACCNsGGT), ademds 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 secuendias identificadas no reportadas, como: un elemento de respuesta a AMPc
(ACCTCA), 3 sitios de unién 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 proteinas de HPY.

CLONACION DE LA REGION REGULADORA DE hiL-10 EN EL VECTOR pGL-2.

Para poder clonar esta region se uso del vector pGEM-T, dade que durante la amplificacion por PCR, la Taq
DNA polimerasa adiciona a los extremos de cada hebra de DNA amplificada una adenina (A), la adicion de este
nudledtido facilita la clonacién del producto amplificado por medio de! sistema Vector T, De esta manera sé dono la
region reguladora de IL-10, creando la construccién pGEM-T/IL-10 (Figura 18A). Esta construcddn se verificd
liberando el inserto, con las enzimas de restriccion Aba /y Ao / localizados en los extremos 5° de los
oligonucledtidos con los cuales se amplificd la region reguladora (Figura 18B). Adicionalmente también se realizo
una sequnda PCR de esta clona, debido a que la construccidn generada partio 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 region reguladora de IL-10, se decidio subclonar esta region de la construccién pGEM-T/IL-10 en
vector pET (Novagene), Asi se libero el inserto de la construccion pGEM-T/IL-10 con los sitios (Xba /y Bgl /), y fue
clonada en el vector pET generando la dona pETAL-10. La construccion, de igual modo fue verificada liberando &
inserto y con una reaccién de PCR. De esta construccion se libero la region reguladora con el sitio tnico Ao / el
cual fue purificado y subclonado en e vector pGL-2 basic (Promega) en el mismo sitio, generando la construccion
que contiene la region reguladora completa del gen de IL-10 humano, la cual se denomind pGL-2/IL-10A. (Figura
19).

ANALISIS DE DELECIONES DE LA REGION REGULADORA DE hiL-10
Con el fin de determinar si el elemento de respuesta a la proteina E2 de papilomavirus presente en la
posicion 5 distal (nuclectidos 1843 y 1854) de la region reguladora de hiL-10, esta involucrado en regular la
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expresion del gen de IL-10 en céncer cervical, se decidi realizar una delecion en la posicion donde se localiza ¢
elemento de respuesta a E2, esta delecion se realizo digiriendo fa construccién pGL-2/IL-10A con las enzimas Sma /
y Pt |, liberan un fragmento de DNA de 493 pb conteniendo el elemento de respuesta a la proteina E2. El vector
obtenido fue purificado y sometido a la digestion con 2 enzima Bung Bean nudeasa (Life Technologies) la cual
genera cadenas de DNA con extremos cohesivos; el plasmido fué nuevamente purificado y religado en presencia de
T4 DNA ligasa, generando la construccion pGL-2/IL-10B, la cual contiene la region reguladora de IL-10 sin elemento
de respuesta a E2, la cual fue corroborada con un sitio interno Dra Il y Bgl Il (Figura 20).

Apartir del andiisis para identificar secuendias potenciales de reconocimiento por factores de transcripcion
de la region reguladora de IL-10, se identifico que exactamente a la mitad de la regién generada por PCR, direccién
5' del sitio de inicio de la transcripcidn, se localizan todos los elementos de transcripcidn basal del promotor de IL-
10; por lo tanto se decidid realizar una construccion que contuviera dichos elementos, asi se genero la construccién
pGL-2/1L-10C, a partir de la construccidn pGEM-T/IL-10, esta se digiri6 con las enzimas £coff Vy Xho / liberando un
fragmento de 1436 pb, el cual fue clonado en el vector pGl-2 vector basic, en los sitios Sma /y Aho / (Figura 20).

De esta manera se generaron tres construcdones: pGL-2/IL-10A, conteniendo la secuencia completa de la
region reguladora del gen de IL-10, pGL-2/IL-10B, la region reguladora, sin el elemento de respuesta a E2 y la
construccion pGL-2/IL-10, conteniendo solo los elementos de transcripaon basal del promotor de hiL-10. Las
construcciones obtenidas contienen el gen de luciferasa como gen reportero, de esta manera 1a expresion del gen
de Iucifersa 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 proteina de E2 sobre la region reguladora de IL-10, se
realizaron analisis de funcionalidad transfectando la linea celular C33-A con las construcciones realizadas, dado que
esta linea celuiar de origen epitelial es HPV negativa, se realizaron cotransfecciones con el plasmido pCMV-16E2, el
cual contiene el marco de lectura ablerta del gen E2 de HPV 16, por lo tanto al realizar las dobles transfeciones en
las células C33-A, se tendra tanto el plasmido de contenga la region reguladora de IL-10 y la expresion constitutiva
de la proteina E2 de HPV 16. Por otro lado se manejaron dos controles positivos, es decir se transfecto con ¢
plasmido pGL-2 control (Promega) el cual contiene el enhancer del virus de SV40, para determinar ¢ fondo de la
expresion de luciferasa y con el plasmido pC185P1-Luc, ¢l cual fue proporcionado por e grupo de Dr. Veress G, del
departamento de Microbiologia de la Escuela de Medicina de la Universidad de Debrecen, Hungria; este plasmido
contiene cuatro elementos de respuesta a la proteina E2 y un elemento de respuesta a SP1. Este vector fue usado



como un control positivo. Ademés se manejaron como controles negativos al vector pGL-2 basic sin inserto y a las
células C33-A sin transfeccion.

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 e lumindmetro detecta la actividad del gen de luciferasa como fotones de luz,
los cuales son convertidos a pulsos eléctricos para posteriormente ser transformados a URL. Las células C33-A sin
transfeccion practicamente no se registra luminisencia, de la misma forma cuando las células son transfectadas con
el vector pGL-2 vedior (sin promotor) se regisiran valores muy bajos de [uminisencia (84 URL), alin y cuando esta
presente el gen de luciferasa a las células (33-A, sin embargo, este gen carece de regién promotora para su
regulacién, estos valores permanecen constantes aun con la cotransfeccion con ¢ vector pCMV16E2. No obstante,
cuando las células son transfectadas con el vector pGL-2 control, se registran 38593 URL, y estos valores no varian
significativamente en presencia de la proteina E2 de HPV 16 (35287 URL). Una transfeccion adicional fue usada
como control de transfeccion, cuando las céulas C33-A son transfectadas con ¢ vector pC18SP1 se registran
niveles bajos de luminisencia (937.5 URL), sin embargo, cuando se cotransfecta con el vector pCMV16E2, la
expresion del gen de lucifersasa se aumenta hasta 11121027.5 URL, indicando que la proteina E2 presente es un
transactivador muy potente (Figura 22). Los valores registrados nos indican la seguridad de la expresion de la
proteina E2 y su actividad sobre su secuencia blanco, de tal manera que este ensayo nos demuestra la eficiencia del
sistema utilizado, sin embargo, estos valores no se consideraron para ser comparados con la actividad del promotor
de la hiL-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 andlisis de funcionalidad con las construcciones pGL-2/1L-10A, 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
transfeccion con el vector pGL-2 control (Figura 22) se registra un aumento del 200% de la actividad del gen de
|uciferasa indicando que la maquinaria de transcripcion celular esta reconociendo los elementos de transcripcion
presentes en la region reguladora del gen de hit-10. Sin embargo, cuando las células (33-A son cotransfectadas
con el vector pCMV16E2, la expresion del gen de luciferasa se ve muy aumentada en la construccion pGL-2/1L-10A,
4330972.6 URL, 54.3 veces mas que sin la presencia de |a proteina E2 de HPV 16, lo que indica que la proteina E2
de HPV 16 es capaz de transactivar al gen de luciferasa bajo e elemento de respuesta a E2 presente en la posicion
5distal de la region reguladora de hiL-10. Sin embargo, en las construcciones pGL-2/IL-10B y C, se observa una
baja de la actividad del gen de luciferasa, 43638.5 y 35689.5 URL respectivamente, representando una disminusion
el 45.5 y 56.5% en presencia 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 secuenda blanco presente en ka regién
requladora de IL-10, primeramente fué necesario obtener la proteina recombinante E2 recombinante, la cual se
utilizé para realizar los andlisis de unién DNA/proteina.

La proteina E2 fue purificada apartir de la dona pGEX-31E2, donada por ¢l Dr. Laiminis L., la cual contiene
donada la secuencia codificante del gen de E2 de HPY 31 (nudedtidos 2692-3835), en e sitio Unico Bam#/ / del
vector pGex-KG de proteina de fusion a glutation-S-transferasa (GST). La caracleristica de este vector, es la fadlidad
de purificacion de proteinas fusionadas a GST, ademas de la posibilidad de induccion de tales proteinas de fusion
con IPTG. La prdteina quimérica purificada consta de la secuencia aminoacidica de la proteina de E2 y un polipéptido
de 27 Kda, fusionada.

La construccion pGEX-31E2 fue digerida con la enzima Bam// /y libero un fragmento de 1143 pb
correspondiendo al ORF del E2 de HPY 31 (Figura 23). A partir de esta dona transformada en la cepa £ coff BL21,
fue cultivada a 25°C hasta llegar a la fase logaritmica, tiempo al cual se indujé la expresion de la proteina quimérica
GST-E2 con 0.1 mM de IPTG. Alicuotas de la estimulacion fueron tomadas a diferentes tiempos y se separaron en
geles reductores SDS-poliacrilamida al 12% (Figura 24A). Para verifiar la expresion de la proteina quimérica se
realizd un Western Blot, a partir de extractos totales de la proteina inducida 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 proteina GST-E2 inducida con IPTG y no presente en las bacterias BL21 no
transformadas con el plasmido pGEX-31E2.

Una vez inducida la proteina GST-E2, se purific bajo el sistema GST Fusion System (Pharmacia), el paguete
bacteriano derivado de un cultivo fresco (inducido con IPTG) a gran escala, fué lisado por sonicacion, el lisado
bacteriano se paso por una columna empaquetada con glutation sefarosa 4B (Redi Pack GST) y después de varios
lavados con PBS 1%, se liber6 la proteina de fusion del glutation en presencia de un buffer de elucion. Varias
muestras fueron tomadas del eluido y se comieron en geles de poliacrilamina al 12% (Figura 25). La proteina
purificada muestra un peso moleculas de 72 KDa muy similar a la banda detectada en el Western Blot, tal proteina
se aimaceno 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 MOBILIDAD RETARDADA

Antes de realizar los ensayos de electroforesis de movilidad retardada (EMSA), se extrajeron extractos
nucleares de las lineas celufares C33-A (HPV -) y HelLa (HPV 18), los extracios fueron preparados apartir de cuttivos



frescos segun el método descrito por Digman, 1983. Los extractos nucleares fueron cuantificades por el método de
Bradford y almacenados a —70°C en presencia de inhibidores de proteasas.

Las secuendias especificas para los analisis de EMSA se sintetizaron basados en la secuencia de respuesta
a E2 presente en la region reguladora del gen de IL-10. Un oligonudiedtido de 18 pb cuya secuenda se report6 en
los métodos denominada como E2IL-10 fue utilizada como secuencia problema (Tabla 6). Adicionaimente se obtuvo
un fragmento de DNA de 209 pb, la cual contiene e elemento de respuesta a E2 presente en la region reguladora
de IL-10, liberada con las enzimas Sac | y Pst | a partir de la dona pGEM-TAL-10. Esta region fue denominada E2A y
también fue utilizada como secuencia problema.

Como controles positivos para los andlisis, se utilizaron dos secuencias reportadas por Ushikai y cols 1994,
una secuencia corresponde a uno de los elementos de respuesta a E2 presente entre las posiciones 50-61 def LCR
de HPV 16, ¢! cual fue identificado como E216, un oligonuceldtido que contiene la secuencia consenso para del
elemento de respuesta a E2 para los papilomavirus, el cual fue designado como E2HPV (Tabla 6).

Todas fas secuencias fueron marcadas radioaciivamente con [y-32P]-ATP en el extremo 5° de cada
oligonucledtido y se matuvieron a —20°C hasta su uso. Las reacdones de unién DNA/Proteina se realizaron a
temperatura ambiente y fueron comidas en geles de poliacrilamida al 4.5% y revelados por autoradidgrafia,

Primeramente se incubaron los oligos E2HPV y E2IL-10 con los extractos nucleares de células Hela, donde
se identifica la formacion de un complejo que se localiza al mismo nivel en las dos secuencias utilizadas (Figura 26);
Sin embargo, para el caso del oligo E2HPV, se forman dos complejos adicionales menos fuertes, para cual se
realizo una competencia inespecifica para determinar si tales complejos formados son de tipo inespecifico. Asi se
utilizaron concentraciones graduales del competidor inespecifico poli dl-dC, determinando que a una concentradién
de 10 ngful se desaparecen los complejos adicionales, con o que se determinan que tales complejos son de tipo
especifico; Sin embargo, la banda detectada inicialmente se mantiene constante a concentraciones elevadas de poli
dl-dC (300 ng) (Figura 27). En la mismo ensayo se utilizd un oligonudiebtido que contiene una secuenda E2,
localizada en la regién reguladora del gene de TGF-B, y ain en este ologonicledtido 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 [iberado de Ja
region reguladora de IL-10, se identifican los mismos complejos detectados con los oligos E2HPY y E2IL-10 (Figura
28). En este ensayo se detectan dos posible complejos muy juntos, al aumentar la concentracion de poli di-dC para
¢l oligo E2A desaparece uno y uno se mantiene constante, y en &l caso de E216 se define con mejor daridad la
formacion de un solo complejo, estos complejos adicionales se pueden deber al exceso de oligo marcado, ya que al
bajar la concentracién del oligo solo se observa un solo complejo.



Un dato muy interesante se determina cuando se incuban todas los oligos con extractos nudleares derivados
de células C33-A, las cuales son HPV negativas. En estos ensayos se determino que se forma un compiejo al mismo
nivel, el cual se mantiene constante ain aumentando las concentraciones del competidor inespecifico (Figura 29).
Estos resultados establecen nuevas a los objetivos del trabajo, ya que se conoce que la fnea celular (33-A es
negativa a papilomavirus y teéricamente la secuendia utilizada en las sondas son especificas para la proteina E2, asi
que la altemativa seria que proteinas de origen epitelial tienen la capacidad para reconocer estd secuencia viral, adn
cuando las secuencias utilizadas solo contienen la secuencia consenso ACCNGGT de E2 y las 6 bases intemas son
variables en tooas los oligos manejados. Adicionalmente cuando se reviso la bibliografia para andlizar si la finea
celular Hela expresa la proteina E2, se determind que esta linea celular no expresa tal proteina viral, dado que el
genoma de HPV 18 esta integrado al genoma celular y se rompe ¢l ORF del gen de E2 cuando se integra. Por lo
tanto, el complejo detectado con extractos nudeares de células Hela no es la proteina E2 sino es una proteina de
origen celular.

Adicionalmente cuando se utiliza la proteina quimérica GST-E2 purificada (GST-E2) y ¢ oligo E2IL-10, se
detecta un complejo de mayor peso molecular que los detectados con los extractos nucleares de células Hela y
(33-A (Figura 30), por un lado este complejo detectado es de mayor peso molecular debido a que la proteina E2
utilizada deriva de una fusion del gen E2 de HPV 31 y la proteina glutation acetil transferasa, de esta manera se
registra un complejo de mayor peso molecular. Estos resultados demuestran que 2 proteina E2 de HPV 31
reconoce el lemento de respuesta a E2 presente en [a region reguladora del gen de hiL-10.
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ACATACCTCCCTTCTCCCTGACATTTTGTATGTGTGTGTGTGTGTATTTACACACACATC
TCATATAAGGAAATTGAAGGGAGGCTGCCTGCATCCCTGAGTCACTCTCCCTCTCCTTCT
GAATGCTTACCTGTGCCCAGACCACCTCCTTAGCCTCGCACCCTCCAGGCTTACAGGGCA
CTCTICTATGCCCATCCCAAGTATAGCTGATACCTTCCAAGGGCCAGACTTGGTGCTAAG
TACCAAGTACGCAAAGATTAATAARACAATGTCCTGT TTCAGGGAGCTCAAAGCTGATTC
GGCAGGGCATGGTGTGTACATGAATGATHACCACGTAGGGTII GCAGGTTTCCTAGTGAGG

AP1

Elemento de
respuestaa E2

TAAGCACAAGGCAAGATGGGAAACAAAGGAAGGAGGGGTTCACAGCCTCACCCAGAGTCC
AGAACCCCTGGCCTGCCTGGTGCCCATGCTGAGTCCACTTCTGGAACACCCAGCTCAGAG
AGGGGGTTAGACCTGCAGGCTAARCACAGACACAGCCCAGAAAACCCAGGAGCCGAGGGGGE
AAGGAGAAAGGTGCAAGAAGGGGAAACCCAGGTCCTGGTCCCCTTCTCTCTGCTTCCTGG
CAGCAGAACTCAGACAGAACCCTTAAGCCAGTCTRAGTCTGGCAGGACCAGTAAGTTCTG
AGTTAGCTCCATACTAGTTTCTAGCAGGCTCTTTCTCACTTCCTGATTCTTAGGTTTCTA
CATTGACACTCCCTGAAGAGTTGGGAAGAGACACCACAGTCCCCTGACCCTGATCCATAG
GTCACACAGCAGGGACATCCACAGGGTGACCTGGGCCCTCTCATCCCTCCCTCCCACTCA
CTTCACGCTGGCTGGGCCCCAAGGTGTTTGCACCCCTTGCAGTGAGTGACCTTCTCTAGT
GCAGCAAGCTCAGAACCTGCTGCCACTGGAGTTGTCCCATTGCTGATGCAGAAAGGTGAA
GAACTAGCAGAACACTGGAAATGCCCTCCATCTGGGTCCATGGCTACTTARGCTCAATGC
TCCCTGGCAGGCAGGAGGACAGGTGCTATTGCCCTGTTGGGACAGATGAAAAACAGACAC
AGGGAGGATGAGTGATTTGCCCTGACTATAGAGTGGCAGGGCCAAGCAGAGCCCAGGCCT
CCTGCACCTAGGTCAATGTTCCTCCCAGTTACAGTCTAAACTGGAATGCAGGCARAGCCC
CTGTGGAAGGGGAAGGTGAAGGCTCAATCAAAGGATCCCCAGAGACTTTCCAGATATCTG
AAGAAGTCCTGATGTCACTGCCCCGGTCCTTCCCCAGGTAGAGCAACACTCCTCGCTGCA
ACCCAACTGGCTCCCCTTACCTTCTACACACACACACACACACACRCACACACACACACA
CACACACACACAAATCCAAGACAACACTACTAAGGCT TCTTTGGGAGGGGGAAGTAGGGA
TAGGTAAGAGGAAAGTAAGGGACCTCCTATCCAGCCTCCATGGAATCCTGACTTCTTTTC
CTTGTTATTTCAACTTCTTCCACCCCATCTTTTAAACTTTAGACTCCAGCCACAGAAGCT
TACAACTARAAGAAACTCTAAGGCCAATTTAATCCAAGGTTTCATTCTATGTGCTGGAGA
TGGTGTACAGTAGGGTGAGGARACCAAATTCTCAGTTAGCACTGGTGTACCCTTGTACAG
GTGATGTAACATCTCTGTGCCTCAGTTTGCTCACTATARAATAGAGACGGTAGGGGTCAT
GGTGAGCACTACCTGACTAGCATATAAGAAGCTTTCAGCAAGTGCAGACTACTCTTACCC

GRE ACTTCCCCCARGCACAGTTGGGCTGGGGGACAGCTGAAGAGGTGGAAACATGTGCCTGAG

AATCCTAATGAAATCGGGGTARAGGAGCCTGGAACACATCCTGTGACCCCGCCTGTCCTG
TAGGAAGCCAGTCTCTGGAAAGTAAAAT GGAAGGGCTGCTTGGGAACTTTGAGGATATTT
AGCCCACCCCCTCATTTTTACTTGGGGAAACTAAGGCCCAGAGACCTAAGGTGACTGCCT
AAGTTAGCAAGGAGAAGTCTTGGGTATTCATCCCAGGTTGGGGGGACCCAATTATTTCTC
AATCCCATTGTATTCTGGAATGCGCAATTTGTCCACGTCACTGTGACCTAGGRACACGCG
AATGAGAACCCACAGCTGAGGGCCTCTGCGGACAGAACAGCTGTTCTCCCCAGGARATCA
ACTTTTTTTAATTGAGAAGCTAAAAAATTATTCTAAGAGAGGTAGCCCATCCTAAAAATA

(RE

SP1
w1

GCTGTAATGCAGAAGTTCATGTTCAACCAATCATTTTTGCTTACGATGCARARATTGAAR Caja CCAAT

ACTAAGTTTATTAGAGAGGTTAGAGAAGGAGGAGCTCTAAGCAGAAAARATCCTGTGCCG

GGAAACCTTGATTGTGGCTTTTTAATGAATGARGAGGCCTCCCTGAGCTTACAATATARR (aja TATAA

AGGGGGACAGAGAGGTGAAGGTCTACACATCAGGGGGTTGCTCTTGCAAAACCAAACCAC
AAGACAGACTTGCAAARGRAS CAGCTCAGCACTGCTCTGTTGCCTGGTCCTCC
TGACTGGGGTGAGCGCCAGCCCAGGCCAGGGCACCCAGTCTGAGAACAGCTGCACCCACT
TCCCAGGCAACCTGCCTAACATGCTTCGAGATCTC 4188

Figura 13: Secuenda de la region reguladora del gen de hiL-10
(Gen Bank: HSU16720)
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Gen de hiL-10

(Gen bank Locus HSU16720)

Kube et al., 1995

Amplificacion

OLIGO SENTIDO: Posicén 1514 - 1535
5°-TTT TCT AGA TAC CTC CCT TCT CCC TGA C°- 3°

OLIGO ANTISENTIDO: Posicién 4167 - 4188
5°-TTT CTC GAG ATC TCG AAG CAT GTT AGG C- 3°

pb

23,130—
9416 —
6,557 —
4,361

2322 —

2027 ~

8868 pb

2630 po

1
-

2675 pb

<«— 2675pb

Figura 14. Amplificacion de la region reguladora del gen de la hil-10.
A). Delimitacién de oligonucledtidos para la amplificacién por P(R de
la region reguladora de hiL-10. B). Amplificacion a partir de DNA de la
linea celular HeLa. PM: A DNAMHind lll, C-). Control negativo 1-3) DNA

de células Hela.
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Figura 15 . Patron de restriccion de la region reguladora del gen de hiL-10
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Figura 16. Secuenda de las primeras 530 pb de la region 5°distal de la

region reguladora del gen de hiL-10
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SECUENCIA SIGNIFICADO SITIOS POSICION

TGAGTCA APl 1 98

GCACT Consenso para metionina 6 178, 898¢, 1659, 1746, 1781c, 2556

TGICCT Consenso para metionina 3 270, 1036¢, 1914

ACCNGGT Transactivado por E2 de PV 1 330

GATGGGAAACA  LMP2 similar EBNAZ 1 375

AGGAAG PEAI 4 387, 593¢, 699¢, 1922

GAGAA Caja Pu 14 12c, 544, 584c, 693¢, 892c, 1649,

1858, 2052, 2096¢, 2164, 2204¢,
2234, 2363, 2622

GTTTGCA Secuendia requlada por nitrégeno 1 866

GGLEGAAGT Elemento similar a ETS 2 1427, 1801c

GAGA TIF 3 1159¢, 1448, 1637

GTGGAAA Secuencia de respuesta 3 ainsulina 1 1842

TAATGAAAT Elemento de respuesta a 1 1866
glucocorticoides (GRE1)

AGAACA Elemento de respuesta a 4 969, 2194, 2202¢, 2623
glucocorticoides (GRE2)

() SP1 1 1908

AMATGGAA Yvi 1 1944

CTTGGGAACTT  LMP"2 simdlar a EBNA2 1 1959

TGTICT Elemento de respuesta a suero 4 969¢, 2194c, 2202, 2623¢

CoAAT Caja COAAT 3 1584, 2088, 2307
Sitios de union a (BP, CTF/NF-1, NF-y 3 1584, 2088, 2307

TATAA Caja TATA 4 64, 1715, 1763, 2455

ACCTCA Elemento de respuesta a APMc 1 356¢

AAAGG Inducido por IFN 6 385, 547, 952, 1230, 1881, 2459

AAAGGA Secuencia central del enhancer INF 3 385, 1230, 1881

CACCC Seauendas ricas en GC 12 159, 409, 467, 804¢, 871, 1521,

1633c, 1821c, 1985, 2587¢, 2612,
2633, 1584, 2088, 2307

Figura 17. Elementos de regulacion transcripcional presentes en la region reguladora del gen de hil-10.
Basados en el programa Promotor Scan Il.
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Figura 18. Clonacién de la region reguladora del gen de hil-10 en ¢ vector pGEM-T.
Construccién pGEM-T/IL-10
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Figura 19. Clonacion de la region reguladora del gen de la hiL-10 en el vector pGL-2 vector.
Construccién pGL-2/IL-10.
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Figura 20. Andlisis de deleciones de la regién reguladora del gen de hil-10 en el vector pGL-2 vector.
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VECTOR TRANSFECCION COTRANSFECCION
(URL) (URL)

CELULAS C33-A &

pGL-2 Control 38593 35287
pGL-2 Vector n 83
pC18SP1-Luc 937.5 11210275
pGL-2/IL-10A 76252 4309726
pGL-2/IL-10B 79157.5 436385
pGL-27IL-10C 82050 35689.5

*Sin transfeccién

B UNIDADES RELATIVAS DE LUZ (URL)

Figura 21. Andlisis de funcionalidad: Transfeccion en células C33-A
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VECTOR TRANSFECCION COTRANSFECCION
(URL) (URL)
pGL-2 Control 38503 35287
pGL-2 Vedor . 84 83
pGL-2/IL-10A 76252 4309726
pGL-2/IL-10B 791575 436385
PGL-2AL-10C 82050 356895
UNIDADES RELATIVAS DE LUZ

[ TRANSFECCION

[ COTRANSFECCION

Figura 22. Andlisis de funcionalidad: Transfeccién en células C33-A
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Figura 23. Caracterizacién de la construccion pGEX-31E2.
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Figura 24. Induccion y deteccién de la proteina quimérica GST-E2 de HPV 31.
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GLUTATION

Gutation
B2HV31  Simansierasa
Sefarosa 48 Cultivo bacteriano
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Figura 25. Purificacién de la proteina quimérica GST-E2 de HPV 31,
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Figura 26. Ensayo de EMSA utilizando las sondas E2HPV, E2-TGF-B y E2IL-10 con
Extratos nucleares de células Hela.
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Figura 27. EMSA: Competencia heteréloga con la sonda E2HPV utilizando un gradiente de poli di-dC
y extractos nucleares de la linea celular Hela.
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- + 4+ + - + + <+ + [Extracto Nudear de células Hela
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Figura 28. Ensayo de EMSA utilizando las sondas E216 y E2IL-10 con
extractos nucleares de la linea cefular Hela.
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Figura 29. Ensayo de EMSA utilizando las sondas E2HPV, E216 y E2IL-10 con
extractos nucleares de las lineas cefulares Hela y C33-A.
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Figura 30. Ensayo de EMSA utilizando la sonda E2IL-10 con la
proteina quimérica GST-E2 de HPV 31



DISCUSION

El virus del papiloma humano (HPV) es el principal agente viral asociado con la induccion de lesiones del
tracto genital y del cancer cervical; la infeccion por ¢l HPY induce una serie de alteraciones celulares y genéticas
produciendo |2 inmortalizacién y la transformacién de la célula epitelial. Sin embargo, durante ¢l desarrollo de esta
neoplasia el sistema inmune establece una inmunovigilanda permanente para controlar fa progresion de la
enfermedad, no obstante, el virus del papiloma como manipulador de la célula tumoral puede generar varias vias de
evasion a la respuesta inmune antitumoral, inhabilitando a estd ultima para eliminar a la célula transformada y de
esta manera sequir proliferando. Tal es e caso de la produccon local de dertas citodinas 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 expresion de la interleucina 10 es dependiente del desarrolio del
cancer cervical en presencia de HPV, los datos indicaban una estrecha relacion entre la presencia del HPV y la
expresion de la citocina en CaCu, de esta manera se propuso que el virus de papiloma podria ser e principal
inductor de la expresion de esta citocina por medio de algunas de sus proteinas virales, Asi analizando la region
requladora del gen de la hIL-10 se encontré un sitio potencial de reconocimiento por la proteina E2 de
papilomavirus en la posicion 5 distal del promotor de IL-10 (Kube et al., 1995), de esta manera nuestra hipdtesis
fue centrada en la participacion de la proteina E2 como & inductor de la expresion de la IL-10 en cancer cervical, asi
los objetivos de! trabajo se centraron en demostrar por un lado que la proteina E2 de papilomavirus es capaz de
reconocer ¢l sitio de union a E2 localizado en la region reguladora de! gen de IL-10 y que ademés que transactivara
al gen de esta citocina.

Para cubrir los objetivos, la estrategia experimental que se siguid, fué donar la region reguladora del gen
de IL-10 en el vector pGL-2, el cual contiene el gen de luciferasa como gen reportero sin poseer promotor, asi la
expresion de este gen esta controlada por la region reguladora del gen de hiL-10, adicionalmente se delet6 la
secuencia donde se localiza el elemento de respuesta a la proteina E2 de papilomavirus para observar la influencia
del elemento sobre la expresion del gen de luciferasa, con estas construcciones y una adicional donde solo contiene
los elementos de transcripcion basal de gen de hil-10, se realizaron ensayos de fundonalidad transfectando la linea
celular C33-A y co-transfectando con el plasmido pCMV16E2 el cual expresa la proteina E2 de HPV 16. Por otro
lado, para determinar si la proteina E2 reconoce la secuencia consenso del elemento de respuesta a E2 presente en
la region reguladora de! gen de hiL-10, por medio de ensayos de electroforesis de movilidad retardada (EMSA) se

determinaron los complejos formados entre la proteina E2 recombinante, extractos nucleares de las lineas celulares
Hela y C33-A y oligonucledtidos consenso con las secuencias de reconocimiento para E2.



Primeramente se amplific la region reguladora del gen de hiL-10 por medio de PCR, para lo cual se
disefiaron un par de oligonucledtidos que delimitaran tal regidn dentro de la secuencia completa del gen de hiL-10
en el genbank (Locus HSU16720). Utilizando DNA de la linea celular Hela se pudo amplificar un producto de 2675
pb, el cual fué comprobado por medio del patrén de restriccion del producto de PCR y por medio de una
secuenciacion automatizada de la region 5°distal del promotor, para lo cual el producto de PCR fue donado en el
vector pGEM-T, generando la construccion pGEM-T/IL-10, posteriormente fué sometido a secuenciacién basada en
amplificacion con el oligonucledtido sentido del ampiificado original. Las 530 bases obtenidas de la secuenda
coinciden con la secuencia 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 ¢l elemento de respuesta a la proteina E2,
por lo tanto estas mutaciones no afectan el reconocimiento de esta proteina a su secuenda blanco y la accién
transactivadora.

Adicionalmente se realizd un andlisis para identificar secuencias potenciales de reconocimiento para
factores de transcripcionales, reportando secuencias consenso adicionales que no fueron reportadas por Kube y
cols., 1995, tales como: 1 elemento de respuesta a AMPc, 3 sitios de union a (BP y CTF/NF-1 y varias secuencias
ricas en GC, ademas de secuendias adicionales ya reportadas, como: 2 Cajas TATAA, 11 Caja CCAAT, 10 CajasPuy 3
elementos de respuesta a glucocorticoides (GRE) (Figura 17).

A partir de la construccion pGEM-T/IL-10, la region reguladora fue subdonada en e vector pET-22b(+) en
los sitios Xba /y Bgl I, creando la construccion pET/IL-10, fiberando el inserto en e sitio tnico Xho |, asi este
fragmento de DNA fue clonado en el vector pGL-2 vector, creando la construccién pGL-2/IL-10A, la cual contiene
toda la secuencia completa de la regién reguladora del gen de hiL-10; adicionalmente para eliminar el elemento de
respuesta a E2, la construccion anterior fue digerida con las enzimas Sma /y Pst / el vector obtenido fue digerido
con la enzima Mung Bean Nucleasa para generar extremos romos, posteriormente para obtener la construccion
pGL-2/IL-10B. Una construccion adicional considerando solo los elementos de transcripcion basal fué generada a
partir de la construccion pGEM-T/IL-10, la cual fue digerida con las enzimas £coff Vy Aho /, y fue donada en los
sitios Sma /y Xho I/ del vector pl-2, asi fue creada la construccién pGL-2/IL-10C. De esta manera se generaron 3
construcciones pGL-2/IL-10A, B y C), 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 Ya transfeccion), para transfectar la linea celular C33-A, ademds de cotransfeccidnes con
el plasmido pCMV16E2, el cual contiene el ORF del gen de E2 de HPV 16.

Los andlisis de fundonalidad establecen que cuando se transfecta la linea celular C33-A solo con e vector
pGL-2 vector, se registran valores muy bajos de luminisencia (84 URL) lo que indica que el gen de luciferasa
presente en la construccion no se expresa ya que carece de promotor, y los valores registrados solo indican el
fondo de la reaccion, 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 & promotor de SV40 usado como
control de la transfeccion, registra una expresion de 38593 URL estos valores se matienen (35287) cuando se
contransfecta con el plasmido pCMV16E2, lo que indica que la proteina E2 de HPV 16 no es capaz de reconocer



una secuencia en ¢l promotor de SV40. Al transfectar la linea celular (33-A con ¢ vector p(18Sp1-uc, e cual
contiene cuatro elementos repetidos de reconocimiento por la proteina E2, se registran valores bajos luminisenda
(937.5 URL) sin embargo, como es de esperarse cuando se cotransfecta con e vector pCMV16E2, los valores de
|uciferasa se incrementan de una manera exsorbitante hasta 1,1121027.5 URL, lo que indica que al producirse la
proteina E2, es suficiente para unirse a los elementos repetidos de E2 presentes en el promotor sintético del gen de
luciferasa de la construccion pC18Sp1-Luc, y de esta manera se transactiva el gen de luciferasa a altos niveles.

Las transfecciones con las construcciones pGL-2/1IL-10A, 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
construcciones no tienen mucha variaddn (79834, 79157.5 y 82050 URL respectivamente), lo que indica que
dentro de la construccion pGL-2/IL-10C se localizan los principales elementos de regulacion transcripcional de la
region reguladora del gen de IL-10, y esto comelaciona con los elementos de transcripcion basal reportados en esta
region en particular, De esta manera la maquinaria de transcripcion celular esta reconociendo los elementos de
transcripcion presentes en la construccion, lo cual se traduce con [a activacion del gen reportero registrando
actividad de luciferasa. 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 construccon pGL-2/IL-10A, hasta 4330972.6
URL, lo que indica que la proteina E2 esta reconociendo e elemento de respuesta a E2 presente en la region
5°distal de la region reguladora del gen de hiL-10 y transactiva al gen reportero, cuando este elemento de
respuesta @ E2 es deletado (construccidn pGL-2/IL-10B) no solo no se observa aumento en la actividad de
luciterasa, sino que disminuye en presencia de la proteina E2 de HPV 16 (43638.5 URL), esta baja en la actividad
del promotor también es registrada en la construccidn pGL-2/IL-10C (35689.5 URL), donde solo contiene los
elementos de transcripcion 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 secuenca
de reconocimiento para la proteina E2 de papilomavirus y por ofra parte, la proteina E2 tiene la capacidad de
interacionar con factores transcripcionales tales como SP1 (Li et al.,, 1991), THD y TFIIB (Rank & Lambert, 1995 &
Steger et al., 1995) y con la proteina celular AMF-1 {Breinding et al., 1997), de esta manera la proteina E2 puede
estar interactuando con estas proteinas u otros factores transcripcionales impidiendo que interactien a sus
secuencias blanco y produdr una baja de actividad del promotor de hllL-10 y como consecuencia la expresion de
luciferasa se ve disminuida (Figura 21 y 22).

Para demostrar que la proteina E2 es capaz de reconocer el elemento de respuesta a E2 presente en la
region reguladora del gen de IL-10, se realizaron andlisis de EMSA, utilizando extractos nudeares de las fineas
celulares Hela y (33-A, HPV 18 y HPV negativas, ademés de la proteina E2 recombinante de HPV 31. Estos
ensayos se realizaron con tres olig nudedtidos especificos marcados con [y-32P]-ATP (Tabla 6), & oligonuciedtido
E216 contiene un elemento de respuesta a E2 presente en @ LCR del genoma del virus de HPV 16, o
oligonucleétido E2HPV contiene la secuencia consenso de E2 para papilomavirus genitales y el oligonudedtido E2IL-
10 contiene la secuencia de E2 presente en la region reguladora del gen de hiL-10, adicionalmente se utilizo un
fragmento de DNA de 209 pb liberado de la regién reguladora de IL-10 con las enzimas Sacl y Pst /, las secuencias



fueron incubadas con los extractos nucleares de las lineas celulares C33-A y Hela para identificar la formacion de un
complejo DNA proteina.

Al incubarse las sondas E2HPY, 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 @ oligo E2HPV se
forman dos complejos adicionales (Figura 27), sin embargo, cuando se realiza una competencia heterloga a
concentraciones graduales de poli dl-dC, los dos complejos desaparecen, indicando que tales complejos son de tipo
inespecifico. No obstante, en todos los casos los complejos formados se matienen alin aumentando la concentracion
de poli dI-dC. Inicialmente estos ensayos se realizaron para identificar la formacién de un complejo DNA/proteina E2
debido a que la linea celular HeLa contiene el genoma del virus HPY 18, sin embargo, cuando se realizaron los
ensayos con extractos de células C33-A se detecta un fuerte complejo con todos oligonudedtidos al mismo nivel que
el formado con los extractos nudeares de las células Hela, indicando que el complejo DNA/Proteina detectado, no
es producto de la union con la proteina E2 de papilomaﬁms. ya que las cédas C33-A son negativas a esta, y
revisando la literatura, indica que la linea celular Hela no expresa la proteina E2 de papilomavirus, ya que e
genoma del virus esta integrado al genoma celular, y al integrarse generalmente se rompe entre el gen E1 y E2 del
genoma viral, quedando incompleto &l marco de lectrura de la proteina E2. Asi el complejo detectado es formado
por una proteina de origen celular que ademas reconoce la secuencia de respuesta a la proteina E2 del virus del
papiloma y es especifica, dado que al aumentar gradualmente la concentracion del competidor inespecifico, poli di-
dC, el complejo se mantiene aun a concentraciones de 300 ng. Adidonalmente si se comparan los nudedtidos
internos de la secuendia de reconocimiento por la proteina E2 (Tabla 6), se observa que estos varian entre todos,
sin embargo la proteina identificada reconoce especificamente también los mismos nucledtidos que esta
reconociendo la proteina E2 nativa de papilomavirus. Por otro lado en & mismo ensayo se utilizo una secuendia de
E2 presente en el promotor del gen de otra citocina que esta muy expresada en céncer cervical (TGF-B), y de iqual
forma se localiza este complejo (Figura 26), lo que indica que esta proteina puede estar involucrada en regular los
promotores de ambas citocinas (IL-10 y TGF-B).

Adicionalmente cuando se realizan lo ensayos de EMSA con la proteina GST-E2 purificada, se detecta un
comlejo més arriba (Figura 30), lo que indica por un lado que el complejo detectado anteriormente, efectivamente
no se trata de la proteina E2 y por otro lado, se demuestra que la proteina E2 de HPV 31 es capaz de reconocer ef
elemento de respuesta a la proteina E2 presente en la region reguladora del gen de hiL-10, lo cual concuerda con '
los experimentos de funcionalidad.

Estos resultados apoyan de una manera consistente que la expresion de la interleucina 10 en cancer
cervical esta regulada por la infeccion del virus del papiloma humano, ia proteina E2 de HPV fue capaz de reconocer
¢l elemento de respuesta a E2 presente en la region 5’distal de la region reguladora del gen de hiL-10 y también
fue capaz de transactivar al gen reportero en un sistema in vitro. Sin embargo nuestros datos sugieren una nueva
posibilidad de induccién de la expresion de la IL-10, ya que si analizamos los niveles de expresion de esta proteina
E2 durante el desarrollo del CaCu y de las evidencias de expresion de la hiL-10 que es dependiente del desarrollo
del cancer, los niveles de expresion se contraponen (Figura 31), es decir mientras en estadios iniciales del



desarrollo del CaCu (LLIS) se registran los niveles mas elevados de expresion del gen de E2 y sin embargo los
niveles de la IL-10 no son tan elevados como en estadios avanzados (LIS de aito grado y carcnoma invasor),
cuando el genoma viral se integra al genoma celular y se rompe el ORF del gen de E2 y en consecuencia baja o nula
expresion del gen de E2, por lo que se plantea la existendia de vias altemativas que utiliza el virus para indudir la
expresion de la interleucina 10,
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FIGURA 31: Niveles relativos de expresion de IL-10, E2, E6 y E7 durante la evolucion del cancer de cervix

Esta hipétesis esta apoyada por las actividades bioldgicas de ofras proteinas virales, tales como las
proteinas E6, E7 y la proteina ES. Estas proteinas se les ha encontrado propiedades activadoras en varios genes
celulares (Tabla 7). La proteina E6, puede modular la transcripcion del gen de fibronectina via el elemento de
respuesta a APMc, CRE (Shino et al., 1996), ademds de estimular & promotor de TGF-B por medio de secuencias
ricas en GC (Dey et al., 1997), puede activar &l promotor de la timidina cinasa por medio de secuencias GC y por
medio de las cajas CAAT (Desaintes et al, 1992) y adicionalmente puede transactivar los promotores de la
protirmosinact y el c-myc (Kinoshita et al., 1997) por su parte la proteina E7 de HPV 16 fiene la fadlitad para
interactuar con la proteina de unidn a la caja TATA, TBP (Phillips & Vousden, 1997), y ambas proteinas E6/E7
pueden activar al gen de c-fos via (RE (Morosov et al., 1994), y finalmente la proteina ES de HPV 11y 16 pueden
activar el promotor de c-fos atraves del elemento de union a NF1 (Chen et al., 1996), si se analizan estos elementos
que son regulados por estas proteinas virales en la region reguladora del gen de hiL-10 (Figura 17), observamos
que estos elementos estin presentes, con estos nos abre la posibilidad que la expresion de la interleucina 10 en
cancer cervical puede estar regulada por diferentes vias dependiendo del estado en que se encuentre la
enfermedad, es decir que en estadios precancerosos, esta citocina puede estar requlada por la proteina E2 y la



proteina E5, ademds de la participacion de los 5 elementos de respuesta a glucocorticoides (GRE) presentes en
este promotor y en estadios avanzados cuando hay niveles muy bajos de la proteina E2, la expresion de la citocina
puede estar controlada por las proteinas E6 y E7, cuya expresion constitutiva en estadios avanzados del cincer es
suficiente para activar al gen de la IL-10 (Figura 32). De esta manera la expresién del gen de IL-10 puede estar
regulada por diferentes vias dependiendo.de la evolucion del cancer y de la expresion de la proteinas virales.

TABLA 7: ACTIVIDAD DE LAS PROTEINAS EZ2, ES, E6 Y E7 DE HPV EN LA

REGULACION DE PROMOTORES HETEROLOGOS
PROTEINA FUNCION REFERENCIA

E2 HPV Secuendia de reconocmiento ACCNsCGGT Haugen et al., 1988.
Posicidn 309 -320 region 5°distal de la region no | Kube et al., 1995.
codificante del gen de hiL-10

E6/E7 HPV 16 | Activa al gen de c-fos via CRE Morosov et al., 1998.

E6 HPV 16 Modula la transcripcion del gen de fibrinectina via| Shino et al., 1997,
CRE (c-Jun/ATF)

E6 HPV 16 Estimula el promotor de TGF-B por medio de|Deyetal,, 1997.
secuencias ricas en GC (GGG6cG6GG: Sp1 consenso)
E6 HPV 16 Activa el promotor de timidina dnasa por medio | Desaites et al., 1992.

de secuendas ricas en GCy la caja CAAT
E6 HPV 16 Transactiva los promotores de la protimosina-c¢ y | Kinoshita et al., 1997
c-myc.
E7 HPV 16 Interacciona con TBP, Phillips & Vousden, 1997.
E7 HPV 16 Reprime la transcripcion def gen de fibronectina. | Rey et al., 2000
E5 HPV Regula el promotor de c-Fos via NF-1 Show-L et al., 1996.
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CONCLUSIONES

La proteina E2 de HPV es capaz de reconocer el elemento de respuesta a E2 presente en la posicion 5°
distal de la region reguladora del gen de la hiL-10 y ademés fue capaz de transactivar el gen repostero (Luciferasa)
en un sistema # wtro.

Por lo tanto estos resultados apoyan de manera consistente que la expresion de la interleucina 10 en
cancer cervical esta regulada por el virus del papiloma humano por medio de la proteina E2. Este mecanismo puede
representar una alternativa de evasion de la respuesta inmune inducida por HPV para favorecer el proceso de

carcinogénesis cervical.

Estos resultados también revelan la existendia de factores celulares capaces de reconocer a los elementos
de respuesta a E2 presentes en la region reguladora del gen de hiL-10 asi como en el LCR de HPV.

Adicionalmente, se plantea la posibilidad de nuevas vias de induccion de la expresion de interleucina 10
mediadas por las proteinas virales E5, E6 y E7, ademas de factores de tipo celular dependiente del desarrollo del

cancer cervical.



PERSPECTIVAS

Caracterizar la proteina nudear de origen celular presente en las lineas celulares Hela y (33-A, b cual

forma un complejo DNA/Proteina con el elemento de respuesta a E2 presente en la region reguladora del gen de
hiL-10, en el LCR de HPV 16y el consenso par HPVs.

Determinar la participacion de las proteinas E2 truncadas y su papel activador o represor sobre el gen de
hiL-10.

Determinar la participacion de las variantes de las proteinas E2 oncogénicas de HPV 16 y su reladon en la
induccién de la expresion del gen de hiL-10.

Determinar la participacion de las proteinas virales ES, E6 y E7 de HPV en la induccidn de la expresion de
la interleucina 10 en cancer en un sistema # viro,

Determinar la influencia de los elementos de respuesta a glucocorticoides (GRE) presentes en la region
reguladora de! gen de hiL-10 sobre la induccién del gen de hiL-10.

Determinar si los factores transcripcionales Bm1 y B2 estan involucrados en regular la expresion del gen
de hiL-10 en cancer cervical.
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APENDICE [
PAPILOMAVIRUS Y PROTEINAS CELULARES

En la siguiente tabla se muestran algunas proteinas celulares y su hipotética interaccién 0 son afectadas
por papilomavirus.

NOMBRE INTERACCION REFERENCIA
16E1-BP Proteina que se une a E1 Swerdrup & Myers,
16K ATPasa Subunidad 16 kDa vacuokar ATPase de unidn a E5 de BPV-1 y Hajpem et al, 1996
algunos HPVs
AMF1 Proteina celular que interachia con E2 McBride et al.,, 1997
AP-1 Reguiador transcripcional del L(R de HPY interacciona con E7 0'Connor et al,, 1995
bd-2 Se incementa k epresidn de esta proteina apoptitica en Moscdd & Herman, 1995
presencia de HPV
b-myb Gen activado por E7 0'Connor et al., 1995
cfos Factor de transcripddn sobre-requiado en células transfectadas con  Halpem & McCance, 1996
ES HPV 16. Aumentado por E7
C-jun Factor de transcripcidn sobre regulado por ES Halpern & McCance, 1996
Kl Proteina kinasa que fosforita las proteinas E7 y E1. Ademds se ha Minger & Halpern
visto que las proteinas kinasa PKA, PKC, O, p34cdc2, son
dependientas de DNA
c-myc La secuendia de HPY puede ser integrada cerca del locus de myce  Minger & Halpem
interrumpe ¢ gen. E7 impide TGF-f reprimiendo & promotor de ¢-
myc
caf Factor de crecimiento (Ser/Thr kinasa) sobre reguiado por ES Halpern & McBride, 1996
Cidina A L2 cidina A y E2F forman un complejo al cual se asoda E7 en |2 Minger & Halpem
fase S. El gen de fa ddina A es activado por E7
DCC El gen supresor de tumor DCC se ha encontrado deletado o mutado  Kingethutz, 1993

en fumores de ratones desnudos dervados de  ofhulas
transformadas de HPV-18

E6AP Forma un complejo con E6 es blanco para la degradacion de p53.  Myers & Androphy, 1995.

E6BP La pasicidn (terminal de ERC-55 se une 2 €6 en ausendia de p53.  Myers & Androphy, 1995

E2F1 Factor transcripcional celular el cual forma un compiejo con pRb. La  Minger & Halpem
proteina E7 de HPVs de alto riesqo disrrumpen este complejo.

EGFR Receptor de! factor de crecimiento epidermal activado por ES. Halpern & McCance, 1996

EPOCT Adtivador transaripdional de E6 y E7 en virus de alto riesgo. 0'Connor et al., 1995

ErbB2 Expresién incrementada en carcinomas endotefiales positivos a Halpem & McCance, 1996

o

121



hUBCY

.§E

MAP Kinasas

MAP Kinasa Kinasa

MCP1

MDM2
NF1

P12
P21cpl
p27kipt
p34cdc2
PS3
p107
pi2s
Pavallin

POGFR

PEPB2

PP2A

HPV. Forma un complejo in viro con ES.

Elemento de respuesta a giucorticoides (GRE) localizados en ¢ LCR  0°Connor et al, 1995
de HPVs.

Enzima conjugado-ubiquitina que inberactua con E1. 1
mmhiamemegﬁmmﬂ-1k(mddmde 8

crecimiento parecido a insulina) en & transiormacin mediado por

E7.

junB se une a sitios AP-1 en el L(R de HPY Thierry et al., 1992
Flamenios de keratina asociados a la proteina E4 de algunas Doorbar & Myers, 1996
células epiteliales

Factor de arecimiento de keratinocitos reportero a baja reguiacién  Zheng et al., 1995

de los genes tempranos de HPY

Factor de crecimiento sobre regulado por ES Haipem & McCance, 1996
Enzima sobre-reguiada por ES Halpem & McCance, 1996
Proteina quimiotractica de monoditos reprimida en cllulas de Rosletal, 1994
cranoma cesvical positivas HPV-18.

Interacciona con p53. Marston et al., 1994
Factor nuclear 1 (factor de transcripadn) une al L(R de HPV 0'Connor et al., 1995
Reguiador transcripdional de L(R de HPY 0'Connor et al., 1995
Proteina de HTLV que resemble y coopera con ES Halpemn & McCance, 1996

Modulador de crecimiento modutado por p53 arrestado. Unido aE7  Miinger & Halpem,
Inhibidor de kinasas dependiente de ddinas unido a E7 Miinger & Halpem,
Proteina kinasa que es fosforitada por E1. Se ha observado que 1

PKA, PXC, 00, (KIl y DNA dependen de proteina kinasa

Proteina supresora de tumor, su transaripddn y degaradacion es  Myers & Androphy, 1995
afectada por ES.

Proteina pocket reladonada con Rb unida a E7. P107 regula ab- Minger & Halpem

myc.

Proteina que se une a ES (proteina de reparacidn) Halpem & McCance, 1996
Par de traduccitn de sefiales al Gtoesqueleto, interaciona con E6 ~ McBride et al., 1997
Receptor del factor de crecimiento derivado de platelet forma un Halpern & McCance, 1996
compiejo in vitro con ES y con erb-2 y EGF.

Factor de crecimiento que se une al sitio de unién de E2 en o LAR  Jackson & Campo, 1995
de BPV4

Atrae al origen de replicacidn a E1, cuya funcidn es helicasa. 1

Proteina fosfatasa 2A, se inactiva por la expresién del LCR de HPV.  ter Schegget & van der Noordaa, 1994

Proteina retinoblastoma, una importante proteina pocket a la sl Minger & Halpem




SP1

Telomeras
TGFp

TNFax

m

seuneE7.

Sefial de traducadn que coopera con RhPVY E5 para transiormar  Halpern & McCance, 1996
céhulas de roador. C-ras sobre requiada por E5

Enhancer y factor de transaripadn, se unen al LCR. 0'Connor et al., 1995

Proteina de unidn a ka caja TATA la cual interactua con E7 y €2. Minger & Halpem
Myers,

Factor y enhancer transaripdonal se une a LCR 0'Connor et al., 1995

Estimulada por 6 McBride et al, 1997

Faclor de aecmiento Uansiomante beta, un supresor de Minger & Halpem
crecimiento inhibido por HPY.

Factor de necrosis tumoral alpha, represor transoripconal del LCR Kyoet al, 1994
de HPV en lineas de céiulas tumorogenicas

Yin y Yang 1, factor de transoripadn que interactia con ¢ LCR de  0'Connor et al., 1995
HPV.

McBride &
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