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RESUMEN 

El acervo del conocimiento sobre los mecanismos moleculares por los cuales, 

los genes pueden ser diferencialmente expresados durante el desarrollo de un 

organismo, con una alta especificidad tisular, o por la acción de un inductor 

ambiental, se ha incrementado gracias al descubrimiento de las secuencias de 

ADN, que son mediadoras de la transcripción. Éstas, funcionan como sitios de 

reconocimiento para proteínas, por lo que la regulación de un gen, está 

controlada por las interacciones ADN-Proteína. De esta manera, se caracterizó 

la actividad de unión de NF-1 a su sitio consenso en el ADN y de igual forma se 

hizo con la proteína E2, mediante experimentos de retardamiento en gel, 

además, se determinó la orientación del complejo de retardamiento para NF-1. 

Para ello se obtuvieron extractos nucleares de varias líneas celulares y de 

leucocitos humanos circulantes, los cuales se incubaron con diferentes sondas 

radiactivas de ADN, las mezclas se depositaron en geles nativos de 

poliacrilamida a baja fuerza 1ónica y se sometieron a electroforesis. Los 

resultados, se visualizaron en placas de autoradiografía, en donde los 

complejos ADN-Proteina, se detectaron debido al decremento de su movilidad 

electroforética, a diferencia del corrimiento del ADN libre de factores. Por 

último, se infirió la existencia de la interacción entre E2-NF-1, con experimentos 

de retardamiento en gel, al realizar la clonación de pKGEM (que posee el sitio 

E2) y de pKI 8 (que posee el sitio NF-1) separados entre si por 28 pb. 
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INTRODUCCION 

El cáncer es uno de los problemas más relevantes en la medicina moderna y es uno de 

los más fascinantes en la investigación de la Biología Molecular. Éste, es una patología 

que integra una serie de anomalías de regulación molecular, que son visibles a nivel 

celular, por las alteraciones manifestadas en los mecanismos básicos de control de la 

regulación metabólica, división y diferenciación celular de los organismos superiores 

(1,2,4). La célula cancerosa se caracteriza por una mayor velocidad de división, una 

diferenciación parcial o imperfecta, presencia de metástasis, pérdida de inhibición por 

contacto, poca cohesión, cambios tanto en la morfología como en la estructura antigénica, 

bioquímica y por lo regular cariotípica, pérdida de unión por contacto con células de otro 

tejido, aumento de los movimientos celulares en sus cultivos, elaboración de toxinas para 

las otras células y sobrevivencia en transplantes (1,2). Al proceso que origina la aparición 

de cáncer se le llama carcinogénesis y encierra una serie de eventos consecutivos o 

simultáneos, donde debe de existir un inicio, que involucra estímulos exógenos y/o 

endógenos, además, de rebasar un umbral para que se implante el estado carcinogénico 

La iniciación es seguida por un estado de latencia, donde se llevan a cabo los cambios a 

nivel molecular, para adquirir e implantar el fenotipo transformado. Los estímulos 

endógenos bien pueden ser genéticos, hormonales o inmunitarios y dentro de los 

exógenos se han mencionado a factores: biológicos (virus), físicos (radiaciones 

ionizantes) y químicos (compuestos orgánicos e inorgánicos; 1,2, 7). Los procesos 

tumorales pueden presentar diversas manifestaciones clínicas, sin embargo; se ha visto 

que todos ellos tienen causas comunes que los desencadenan. A nivel molecular dos de 

los factores más importantes que intervienen en la carcinogénesis son los oncogenes y 

los virus (1-6). Los virus del papiloma (VP), se descubrieron como agente causal de 

cáncer a principios de siglo. Estos virus, pertenecen a la familia PAPOVAVIRIDAE que 

incluye a Pol1omavirus y SV40 (3-7) Los VPH han sido intensamente estudiados en los 

últimos años debido a su estrecha asociación con cánceres genitales (3-8). En México, el 

cáncer ocupa el segundo lugar como causa de muerte y el carcinoma cérvico uterino 

(CaCU), es la causa más frecuente de mortalidad en paises en desarrollo En la población 

mexicana, aproximadamente un 30% de los tumores malignos de la mu1er son de CaCU. 
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representando un serio problema de salud, por razones obvias, significa además un grave 

problema socioeconómico {10,59). Lo anterior ha dado lugar a una serie de 

investigaciones epidemiológicas del CaCU en nuestro país, así como al estudio de los 

mecanismos de regulación molecular de esta patología (11 ). Los VPH, tienen una alta 

especificidad por las células epiteliales estratificadas, como son las paredes intestinales, 

tejido pulmonar, cutáneo o cérvico uterino (4-6, 11, 12, 17), llevándolas a un estado de 

transformación maligna (14). Esta especificidad, ha impedido realizar estudios genéticos y 

moleculares in vitro, como los reportados en SV40 ó poliomavirus. Hasta ahora se han 

descrito más de 100 tipos de VPH en el ámbito mundial (7), destacando los tipos 16,18,31 

y 33 por su alto potencial oncogénico en tumores malignos y líneas celulares derivadas 

de CaCU (5-8, 14, 15, 17,20,21 ). Sin embargo, existen algunos VPH como los tipos 6 y 11 

que se asocian a las neoplasias benignas, es decir, los de bajo potencial oncogénico 

(3,7,30). En los tumores genitales malignos el genoma de los VPH, está integrado al 

genoma celular (3,4, 17) y estas secuencias son transcripcionalmente activas (18). Este 

hecho tiene dos consecuencias importantes: a) la expresión de secuencias virales que 

son necesarias para propiciar y mantener el estado transformado de las células huésped. 

(5,20,33,63,70) y b) la interacción (activación ó represión) con genes celulares (por 

ejemplo, oncogenes ó antioncogenes) vecinos al sitio de la integración por parte de los 

elementos regulatorios del VPH implicado (3-6, 11, 15, 16, 19,20,28,32,34,41,44-

46,49,54,56-58,61,62,65,69,70). Por otro lado, en las neoplasias benignas, se ha 

observado que las secuencias virales están en forma episomal (no integrada) y en 

ocasiones multimérica, transcribiendo la mayor parte de sus genes (17,30), 

principalmente del gen E2. Lo antes citado, muestra que la integración de secuencias 

virales al genoma celular y en asociación con otra anomalía celular como la activación de 

oncogenes y ausencia de antioncogenes, puede desembocar en algún tipo de cáncer 

(5, 70). Sin embargo, el ADN viral en estado libre ha sido detectado dentro de tumores, 

indicando que la progresión a cáncer es posible con o sin la integración viral (22), 

mostrando que la infección por virus, así como la expresión de genes virales son factores 

necesarios. pero no suf1c1entes para la inducción de ciertos tipos de cáncer (13, 14, 17). 
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DESCRIPCION MOLECULAR DEL VPH 

Los VPH son virus pequeños que poseen un ADN circular de doble cadena de 

aproximadamente 8000 pares de bases (8 kb), compactado con histonas, formando 

nuc/eosomas y encapsulado en viriones icosahédricos que constan de 72 capsómeros 

(6,60). La organización genómica de todos los VPH descubiertos hasta ahora es 

extraordinariamente conservada (7,8,16,26,29,63,64) ya que presentan una estructura 

básica muy similar, con homología de secuencia entre ellos, que va de moderada con 

45% a una alta de 85%. Por Jo que es difícil explicar, con base a su organización 

genómica las diferencias de su potencial oncogénico (7). El VPH-18 está asociado a 

CaCU y su genoma de ADN circular está formado por 7857 pares de bases (5-8). La 

información codificada está localizada sobre una sola cadena y todos los marcos de 

lectura abierta (MLA) tienen la misma orientación transcripcional. Estos corresponden a 

los 7 genes que codifican para las proteínas de expresión temprana E (del inglés Early) 

y 2 regiones que codifican para proteínas de expresión tardía L (del inglés Late). Los 

genes E son: E1, E2, E4, ES, E6 y E7; donde el producto del gen E1, regula la 

replicación extracromosomal (4), mientras el producto E2 es un factor transregulador, el 

cual modula positiva o negativamente la expresión del genoma viral a partir de 

promotores de la región temprana de E6 y E7 (9). E2 es un factor viral de amplio 

espectro funcional, que participa en interacciones con otros factores tanto virales 

como celulares en el proceso de transcripción de los VPH 

(4,9,25,28,30,32,41,61,62). Los productos de los MLA, E6 y E7, no se destruyen o 

inactivan durante la integración del ADN viral al genoma celular (como E1 y E2), al 

contrario, son los responsables de la capacidad oncogénica del virus, esto es 

debido posiblemente a la ausencia del represor E2 por ruptura de dicho gen 

(3,5,8,12,26,30,32,60). Es decir, la integración del ADN del VPH en el CaCU, 

proporciona una ventaja selectiva que lleva a la proliferación descontrolada de las 

células, debido a la expresión abundante de los genes E6 y E7 Las proteínas 

cod1f1cadas por los MLA E6-E7, poseen secuencias muy similares entre sí y entre los -

VPH en general (8,64). En ellas reside el potencial oncogénico de los VPH dada su 

capacidad de inmortalización y transformación (5.8,64). La oncoproteína E? posee 
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similitud estructural y funcional con otros productos de oncogenes virales como la 

proteína E1a de Adenovirus o el antígeno T de SV40 (26,30, 64), ya que también 

interactúa con el producto del regulador antioncogénico RB (retinoblastoma). Los genes 

de E6 y E7 se expresan selectivamente en los tumores genitales y en líneas celulares 

derivadas de tumores humanos, ya que cooperan con oncogenes celulares activados 

(como ras), para producir fenotipos completamente transformados en células en cultivo 

(5,28,34). Por su parte L 1 y L2 son los MLA tardíos, que codifican para las proteínas 

estructurales del virus; que sólo se expresan en tejidos productivamente infectados 

(20). Entre el inicio de la región temprana y el fin de la región tardía hay un segmento de 

ADN que no tiene capacidad codificante para proteínas; éste, contiene elementos 

regulatorios de la replicación y transcripción de la región temprana del virus. Esta 

secuencia conocida como Región Larga de Control (RLC), de aproximadamente 1 

Kilobase, es decir, 1000 pares de bases, en ella se han identificado, tanto el origen de la 

replicación viral, como secuencias estimuladoras y represoras de la transcnpción, que 

interactúan con factores transactivadores tanto celulares como virales (8,12, 19, 25-

28,45,62; Figuras 1 y 2). Se han realizado numerosos estudios para conocer la 

funcionalidad de la RLC y de los elementos celulares que se asocian a ella. La RLC tiene 

regiones funcionales potenciadoras (enhancer), conocidas como Elementos Responsivos 

y conservadas en los VPH genitales; una de ellas es regulada por E2 -ER2-(Figura 3), 

ubicada cerca del origen de la transcripción de E6 y E7 (26). Existe otra región -ER6-

(Figura 3), aproximadamente a 500 pb del inicio de E6 (cap E6), que posee una 

alternancia de AT para los VPH de bajo potencial oncogénico y de GC para los del grupo 

de alto potencial (63). Esta alternancia de purinas y pirimid1nas en una secuencia, la hace 

susceptible de formar el ADN-Z, el cual es característico de algunos elementos con 

actividad transcripcional (2). Para los VPH-16 y 18, esta región es responsiva a la 

presencia de E6 (65). Sin embargo, el papel que desempeña E6 dentro de esta región no 

se conoce con exactitud y en todo caso no se relaciona directamente con la epitel1otropía. 

La espec1fic1dad tisular exhibida por los VPH puede ser explicada en términos de la 

región potenciadora activa de epitelios (EC) presente dentro de la RLC (Figura 3). Esta 

región guarda una alt8 similitud en su secuencia entre todos los VPH genitales 
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secuenciados hasta ahora. Esta similitud reside principalmente en dos secuencias de 

ADN, una exclusiva de los VPH de alto potencial oncogénico GGCACATATTT y otra 

conservada en todos los VPH genitales 5' TTIGGCIT 3' (12). Esta última secuencia 

es el sitio consenso del factor celular NF-1, que es de especial interés ya que la misma 

secuencia se encuentra en orientación antisentido 3' AAGCCAAA 5', en la región 

promotora de los genes humanos de las citoqueratinas e involucrina (Figura 14) y 

cuyos productos son expresados exclusivamente en epitelios de los huéspedes de 

estos virus (12). De esta manera, podemos decir que la RLC es compleja y redundante 

en sus funciones, además requiere de la asociación cooperativa entre los diferentes 

componentes que la integran ( 12). Con esta idea resulta ahora evidente que no es un 

sólo factor el responsable de la transcripción viral (12,22-26,65), sino probablemente la 

horno y heterosinergia en la actividad de una serie de factores celulares y virales tales 

como AP-1, NF-1/ CTF,TFllD, C-MYC,NF-1, E2, etc., (12,22,28,62,65). 

PROTEINA E2 DEL VPH 

Se ha determinado recientemente, que la proteína viral E2 de 47 kd aproximadamente, es 

capaz de activar ó reprimir la transcripción temprana de los VPH (31-33). E2 forma 

dímeros (35), capaces de activar la tr¡mscripción viral cuando su secuencia blanco 

ACCGN4CGGT (N, representa cualquier nucleótido) se encuentra a una distancia mayor 

a 150 pb de la caja TATA, convirtiéndose así en un fuerte represor cuando su secuencia 

blanco se localiza cerca de la caja TATA (8,9,30,32,36,37). Los dímeros de E2 tienden a 

formar tetrámeros para potenciar la actividad de un promotor (8) y de esta manera, la 

presencia de sitios E2 puede incrementar la probabilidad de formar horquillas estables 

y tetrámeros por contactos E2-E2. De tal manera que E2 puede interactuar con factores 

de transcripción unidos en la vecindad del sitio de inicio de la transcripción (34). Con la 

implementación de las técnicas de Ingeniería Genética se han realizado disecciones 

moleculares de la proteína E2 (23), manifestando 3 divisiones funcionales: 1) Dominio 

amino terminal (función activadora de la transcripción), 2) Dominio central (por su 

alto contenido de prolinas es considerado una especie de bisagra) y 3) Deminio 

carboxilo terminal que reconoce la secuencia blanco en el ADN (40; Figura 4). El 
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dominio amino terminal de E2 desestabiliza el complejo ADN-proteína, envolviendo 

solamente un sitio, pero adquiere estabilidad cuando más de un sitio está presente 

(13,40). El transactivador E2 estimula la transcripción tanto en sitios de unión 

dependientes a E2, como a los independientes o no específicos a E2 (13). Además, se 

distingue de otros factores de unión enhancer/promotor debido a su alta capacidad de 

cooperación con factores heterólogos en la RLC (9,13,25,28,30,32,34,61). Con base en lo 

anterior, se han efectuado múltiples estudios para conocer la funcionalidad de la RLC 

(12,22) en los cuales se ha observado una clara participación de factores celulares 

(27,39,41,45,48,53,56,61); un ejemplo es AP-1, que es capaz de activar la transcripción 

viral temprana en los genomas de los VPH, tanto en estado libre como integrado, ya sea 

en forma complementaria ó independiente respecto a la presencia de E2 (4,27,41 ). La 

participación de otros factores celulares con E2 es factible, debido a la amplia capacidad 

de cooperación que tiene éste en la lCR de los VPH. 

FUNCION DE NF-1 

La presencia de los altos niveles del factor celular NF-1 en células epiteliales, aún no se Je 

ha inferido su funcionalidad correspondiente, sin embargo, se han propuesto algunas 

alternativas, pero se necesitan de más estudios como el presente para esclarecer su 

funcionalidad. Puede ser enfocada en el marco de la regulación transcripcional de los 

VPH. La ubicación conservada de la secuencia NF-1 en la RLC de los VPH genitales 

(Figura 3), sugiere cierta implicación al formar parte de un complejo de preiniciación de Ja 

transcripción tejido especifica. Esto es, que formará parte de un conjunto de factores 

necesarios para dar inicio a la transcripción viral en un momento dado del proceso de 

diferenciación epitelial (12) La función transitoria de NF-1, sería análoga a la del factor 

transcnpcional ATF, el cual posiblemente facilita la unión de la ARN polimerasa mediante 

una interacción específica con el ADN y el factor TF-IlD en los promotores que contienen 

la caja TATA (27, 43,57) Por otro lado, la presencia del sitio NF-1 en los promotores de 

citoqueratinas, implica que no puede describirse como un elemento de replicación del 

ADN. Dada la entrada en el proceso de expresión d1ferenc1al de las citoqueratinas, podría 

tal vez enfocarse como s1t10 de señal de act1vac1ón transcripcional, siendo una especie de 
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marcador para iniciar el proceso de diferenciación (12). Por lo tanto, es viable considerar 

que entre el factor NF-1 y la proteína viral E2 los cuales mantienen sus posiciones 

relativas en la RLC de VPH genitales (Figura 3), pueda existir alguna interacción, por la 

capacidad sinergística de esta proteína con factores celulares (61 ). Sí es así, debe existir 

una posible inferencia de la interacción entre este factor y la proteína, que será 

visualizada por experimentos de retardamiento. 

MECANISMOS DE TRANSFORMACIÓN 

No se sabe cómo, ni en qué momento, el virus transforma a la célula (5-7). Se sabe que 

los VPH-6 y 11 se encuentran en estado episomal y en forma productiva en las lesiones 

benignas y precancerosas; los VPH-16, 18,31 y 33 se encuentran en forma no productiva 

e integrados al genoma celular en las células cancerosas y generalmente se encuentran 

amplificados en unas 50 a 200 copias por célula ( 4-6). Esto parece indicar que la 

integración de los tipos 16, 18, 31 y 33 está relacionada con el proceso de malignización 

de las células normales o la progresión tumoral (4). El ADN viral se abre generalmente en 

la región E1-E2 durante la integración al ADN celular (4): los sitios de inserción son muy 

variados, por lo que no hay un patrón característico En algunas líneas celulares 

derivadas de carcinomas genitales, el ADN del VPH se ha encontrado cerca de 

oncogenes celulares como myc, ras y src (4, 11,21,33,39). Además, se ha visto que la 

transcripción de los oncogenes virales E6 y E7 parecen tener un papel muy importante en 

el mantenimiento del estado transformado en la célula y los elementos regulatorios de la 

expresión de estos genes se localizan en la RLC (5, 12,22,70). Se ha encontrado que en 

las biopsias de cáncer cérvico-uterino (CaCU) así como en líneas celulares derivadas de 

éste y en células transformadas con VPH, los productos de los genes E6-E7 son los que 

mayoritariamente se presentan. Por lo tanto, la amplia persistencia de estos transcritos en 

las células transformadas sugieren firmemente que estos productos juegan un papel 

importante en el proceso de la transformación maligna (3-6, 11,34,42,64,69,70). 

ESPECIFICIDAD TISULAR DE LOS VPH 

Los VPH presentan especificidad tisular absoluta, debido-a que solo infectan epitelios 

estratificados planos, como en CaCU (33,36,66.70; Figura 5) 
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HIPOTESIS 
Sí conserva tanto el factor NF-1 como Ja proteína viral E2 sus posiciones relativas en 

la RLC de los VPH genitales, entonces, puede existir alguna interacción entre estos dos 

factores. Por la capacidad sinergística que tiene E2 con los factores celulares. Sí es 

así, debe existir alguna inferencia de esta interacción que será visualizada por 

experimentos de retardamiento. 

OBJETIVO GENERAL: 

Evaluar uno de los mecanismos de regulación in vitro del Virus del Papiloma Humano-18 

OBJETIVOS PARTICULARES: 

1) Demostrar la Formación de un Complejo Nucleoprotéico utilizando fragmentos de ADN, 

que contienen los sitios de unión para el factor NF-1 y para la proteina viral E2. 

2) Determinar si la unión del factor NF-1 se lleva a cabo en sentido 5'-3'. 

3) Inferir sí existe interacción entre NF-1 y E2 en un mismo ensayo. 

--¡ 
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MATERIAL Y METODOS 

El presente trabajo se realizó en 3 etapas básicas: a) Se dispuso de un abasto suficiente 

de los plásmidos pKGEM, pKI 8, pKI 12 y de los oligonucleótidos: E2, E2+AP-1, rbc S y 

UPE, para la realización de las clonaciones necesarias y de los experimentos de 

retardamiento (Figura 6), así como, de los ensayos de competencia A continuación se 

presentan sus respectivas secuencias, donde se resaltan los sitios de unión para : 

E2, NF-1 y los sitios heterólogos de estos. 

PLASMIDO SECUENCIA LONGITUD 

5' 3' 
pKGEM TAGTGCAACCGATTTCGGTTGCCTTTGGCTTATGT 36 pb 

E2 NF-1 

5' 3' 
pKl8 CTAGCGGTTGCCTTTGGCTTATGTCTGT 28pb 

NF-1 

3' 5' 
pKI 12 GATCGCCAACGGAAACCGAATACAGACA 28pb 

NF-1 

5' 3' 
E2 CTAGTGCAACCGATTTCGGTTGCC 24pb 

E2 

5' 3' 
E2+AP-1 CTAGTGACCGAAAACGGTCGGCGCTGACTCAGATT 35pb 

E2 AP-1 

5' 3' 

rbcS AGCTTTTTCAATCTTGTGTGGTTAATATGA 30pb 

5' 3' 

UPE TAGGCCACGTGACCGGGTGTTCCTGCA 28 pb 
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b) Se realizaron las clonaciones en el vector PGEM-4Z de las secuencias NF/1 y E2 para 

determinar la inferencia de su interacción (Figura 7). El plásmido pKGEM, contiene 

clonado el oligonucleótido E2+NF-1 (como se encuentra in vivo en el VPH-18, 

separados entre sí por 4 nucleótidos) en el sitio Xba I de la secuencia de policlonación 

(polilinker), que se encuentra flanqueado con los sitios Eco RI y Hind m de pGEM 4-Z 

(Figura 8). Este plásmido se utilizó para checar la inferencia de la interacción física a 

distancia entre E2-NF-1. De esta manera, se planteó la realización de varias 

construcciones plasmidicas y se obtuvo tanto a pKI 8 como a pKI 12, ambos con una 

longitud de 28 pb, flanqueados con los sitios Eco RI y Hind III, se clonó la secuencia 

NF-1 en el sitio Xba I en dirección 5'-3' y 3'-5', respectivamente (Figuras 8A y 88). Esto 

se hizo con la finalidad de clonar a pKGEM + pKI 8, para aumentar la distancia entre el 

sitio E2 de pKGEM y NF-1 de pKI 8 (Figura 9). Igualmente se hizo lo propio con 

pKGEM + pKI 12 para determinar, sí la inferencia de la interacción está o no sujeta a la 

orientación de la secuencia en el factor NF-1. c) Se realizaron los experimentos de 

retardamiento, utilizando los plásmidos, oligonucleótidos, las clonaciones realizadas y 

extractos nucleares de células de origen epitelial, así como células productoras de la 

proteína E2. 

DIGESTIÓN DE PLASMIDOS CON ENZIMAS DE RESTRICCION 

Las enzimas de restricción son endonucleasas (enzimas que cortan el ADN) que 

reconocen una secuencia específica e hidrolizan (cortan el ADN por adición de moléculas 

de agua), dejando extremos simétricos (rasurados) o asimétricos (cohesivos; Figura 10). 

Los plásmidos son material genético extracromosómico y con replicación autónoma de 

origen bacteria! (generalmente ADN), son de doble hélice circular y su tamaño es de 1-

200 Kb. Poseen las siguientes ventajas: generar resistencia a antibióticos sirviendo como 

marcadores de selección de las bacterias que los propagan, producción de antibióticos, 

gran facilidad de replicación, así como ser purificados y separados fácilmente de los 

ácidos nucleicos cromosómicos. Las digestiones se realizaron en las condiciones 

adecuadas, según el fabricante para cada enzima. A partir de 1 O ~tg de ADN de cada 

plásmido (pKGEM, pKI 8 y pKI 12) fueron sujetos a tratamiento con la endonucleasa de 
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restricción Eco R1 (20-40 unidades), se le agregó un volumen de 2µ1 + 2µI de buffer de la 

enzima Eco RI 1 X y se llevó a un volumen total de 20µ1 mn agua bidestilada; la mezcla 

se incubó durante 1 % horas a 37 ° C. Se añadió ¡ µI de la mezcla de digestión en el gel 

de agarosa al 1 % y se corrió el ADN electroforéticamante durante 30 minutos. En cada 

caso, se observó una sola banda de 2838 pb, 2830 pb y 2830 pb que corresponden a los 

plásmidos pKGEM, pKl8 y pKI 12 en sus carriles respectivos (Figura 9). En forma similar, 

se restringieron los mismos plásmidos pero ahora con la enzima Hind ID (Figura 11 ). 

PREPARACION DE VECTORES 

Nuestra estrategia, consistió en utilizar el vector pGEM 4Z (Figura 7), el cual posee sitios 

únicos de restricción Eco R1 y Hind ID en la secuencia de policlonación (polilinker), 

además de ser altamente replicativo, resistente a la ampicilina y contar con un tamaño 

pequeño para conferirle estabilidad. El vector fue cortado en el sitio Eco R1 con la 

finalidad de clonar el fragmento de 160 pb en este sitio. También el vector fue cortado en 

Hind IIl (ver Figura 9). 

LIGACION 

La ligación se hizo con ambos plásmidos (pKGEM + pKJ 8 ó pKI 12) digeridos en un 

mismo sitio y se defosforiló uno de ellos. Se añadió 1 µI de la enzima fosfatasa alcalina 

(ALP) y se incubó a 37° C durante 30 minutos. Se agregaron 80 µI de agua bidestilada + 

50 µI de Fenal saturado, se mezclándose y se centrifugándose a 3000 rpm durante 5 

minutos. Se recuperó la fase acuosa y se precipitó con Etanol (al 100%)-Acetato de 

Amonio (7.5 M, pH 7.5) para remover las trazas de la actividad de la ALP, la cual evitó 

la recirculación de los plásmidos. De esta manera, los plásmidos previamente digeridos 

en los sitios Eco RI, así como Hind m, fueron ligados con la enzima ADN ligasa T4, se 

añadió 1µ1 de buffer de reacción de ligasa (10X) + 1µ1 de ATP (10 mM) y se llevó a un 

volumen final de 1 O µI con agua bidestilada. Esta mezcla se homogenizó y se le agregó 1 

µI de la enzima ADN ligasa T 4, que catalizó la formación de un enlace fosfodiéster entre 

los nucleótidos adyacentes, con los grupos 5'P04 y ~'OH, gracias a la energía que provee 

el ATP agregado; de esta manera, resultó un plásmido de 5.6 kb aproximadamente. Las 

mezclas de ligación en el sitio Hind 111 fueron las siguientes. a) pKGEM + pKI 8 
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(defosforilado), b) pKGEM + pKI 12 (defosforilado). De igual forma, se hizo para el sitio 

Eco RI las mezclas de ligación que contienen: c) pKGEM + pKJ 8 (defosforilado) y d) 

pKGEM + pKI 12 (defosforilado). Una vez efectuada la ligación de los plásmidos a y b 

que se encuentran flanqueados con sitios Eco RI, se procedió a su restricción donde se 

obtuvo un fragmento de aproximadamente 160 pb, que contiene los sitios E2 y NF-1 en 

posición cis separados entre sí por 28 nucleótidos aproximadamente. Este mismo 

fragmento se obtuvo de las mezclas c y d, solo que estas se encuentran flanqueadas por 

los sitios Hind III. Las restricciones las visualizamos por electroforésis en gel de 

poliacrilamida al 6% (10 mi de Acrilamida-bisacrilamida del stock 30:0.75 + 5 mi de TBE). 

Se observaron 3 fragmentos resultantes, de los cuales dos son de un tamaño aproximado 

de 2754 pb cada uno y un tercer fragmento de aproximadamente 160 pb. Se cortó este 

último fragmento del gel de acrilamida y se transfirió a un gel de agarosa para ser eluído 

(Figuras 9 y 12). 

TRANSFORMACIÓN DE BACTERIAS 

A una alícuota de 200 µI de suspensión de bacterias competentes Escherichia co/i se 

agregó de 1 a 1 O ng de ADN y se incubó por 20 minutos en hielo. La mezcla se incubó en 

baño María a 42 ° C durante 90 segundos y posteriormente en hielo por 2 minutos; se 

añadieron 800 µI de medio SOC (medio SOB + 1/50 Glucosa al 20 % + 1/100 MgSO.., 

1 M), se incubó en agitación a 200 rpm durante 45 minutos a 37 ° C. Las bacterias se 

espatularon directamente 50 µI de este cultivo en cajas de medio Luria-agar + ampicilina 

[50 mg I mi], el resto se centrifugó y la pastilla se sembró de igual forma; se crecieron a 

37 ºC por una noche, las cepas se almacenaron a 4° C (12). Las bacterias se sembraron 

en medio de cultivo Luria ampicilina [50mg I mi] (antibiótico que sirvió como marcador de 

selección de las clonas). La transformación consistió en preparar bacterias de la cepa 

uDH5 (que carece del gen Lac Z+), para la introducirles el ADN exógeno (agente de 

transformación) mediante choques osmóticos y térmicos. Las bacterias que crecieron en 

el medio Luria ampicilina [50mg/ mi], poseen el vector. Se adicionó IPTG para saber si 

tenian el inserto El IPTG estimula la síntesis de lactosa, así como la de XGAL que es 

análogo de la lactosa. Como resultado se presentaron dos tipos de colonias bacterianas· 
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las de color azul que metabolizaron lactosa, por lo tanto no contenían el inserto y las de 

color blanco que carecen del gen Lac Z+ por lo tanto, no metabolizó lactosa y sí contenían 

el inserto_ Se realizaron minipreparaciones para checar el tamaño del inserto de 

aproximadamente 160 pb, posteriormente se aumentó la cantidad del ADN mediante 

maxipreparaciones_ 

PREPARACIÓN DE BACTERIAS COMPETENTES 

Para la obtención de bacterias competentes, se utilizó la técnica descrita por Hanahan 

(68). Las cepas se inocularon en medio SOB (Bactotriptona 20 gr, NaCI 0.5 gr, ajustar 

pH 7.5 con KOH, aforar a 1 litro), más 10 mM MgSQ4; Se crecieron a 37°C con 

agitación constante a 200 rpm toda la noche, 500 µI de este precultivo se inocularon en 

50 mi de mismo medio y en las mismas condiciones, hasta que el cultivo alcanzó una 

O_ Q_ (Densidad Óptica) de 550 nm. El cultivo se transfirió a tubos estériles tipo Falcan 

en condiciones de esterilidad y se enfrió en hielo durante 1 O minutos, posteriormente sé 

centrifugó 12 minutos a 4 º C a 2500 rpm_ El sobrenadante se eliminó cuidadosamente 

y la pastilla se resuspendió en 16 mi de tampón RF1 (30 mM Kac, 100 mM RbC12 ,10 

mM CaCb. 50 mM MnCb , 15 % Glicerol, a pH 5_8 ajustado con 0-2 M de ácido 

metílico)_ La mezcla se centrífugo a 12 minutos a 4 ºCa 2500 rpm, el sobrenadante se 

eliminó y la pastilla se resuspendió en 4 mi de tampón RF2 (10 mM de MOPS [3-[N

Morfolino] ácido propano sulfónico] ó PIPES [piperazina-N,N'-bis [2-ácido 

etanosulfónico]; 1,4-ácido piperazina dietanosulfónico], 75 mM CaCl2, 10 mM RbCl2, 

15% Glicerol [a pH 6_5 ajustado con KOH], se incubó 15 minutos en hielo y se 

distribuyó en alícuotas de 200µ1, en tubos estériles preenfriados y se almacenaron a 80 

ºC bajo cero. 

MAXIPREPARACIONES DE PLASMIDOS 

Se sembró un pie de cultivo con la cepa portadora del plásmido de interés, en 5 mi de 

medio Luria estéril (10% Bactotriptona, 5 % de extracto de levadura y 10 % de NaCI [a 

pH 7.5 ajustado con NaOH] mas la ampicilina [50mg/ml], se creció en agitación 

moderada a 200 rpm, toda la noche a 37° C. Se inocularon 500 mi de medio Luria con 3 

mi de precultivo y se agregó la ampic1lina [50mg/ml], se dejó crecer en agitación 
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moderada a 200 rpm a 37º C, hasta que el cultivo alcanzó una O.O. de 600 nm y se 

procedió a realizar la amplificación del plásmido (incremento del número de copias por 

célula), deteniendo la síntesis de proteínas bacterianas con 170 µg/ mi de cloranfenicol, 

se dejó crecer en agitación a 200 rpm a 37 ºC toda la noche. El cultivo se transfirió a 

botellas de polipropileno de 500 mi, se centrifugó durante 15 minutos a 5000 rpm en rotor 

Beckman JA-10, a 4ºC. El sobrenadante se eliminó y la pastilla se resuspendió en 3.5 mi 

de solución Tris [50 mM a pH 7.5, Sacarosa al 25 %], la mezcla se transfirió a tubos de 

polialómero de rotor 50 Ti ó SW 40 de ultracentrífuga y se añadieron 3.5 mi de solución 

ELT [100 mM de EDTA a pH 8.0, 2 mg/ml de lizozima, triton X 100 0.1%]. La mezcla se 

agitó y posterormente se incubó a temperatura ambiente durante 1 O minutos y 1 O minutos 

más a 700 C; sé centrífugo a 40 000 rpm en ultracentrífuga Beckman a 4° e durante 25 

minutos en rotor 50 Ti ó 20 minutos en rotor SW40. Se recuperó el sobrenadante y se 

añadió un volumen igual de solución PEG-NaCI [20 % polietilen glicol, 1M de NaCI] en 

tubos corex de 15 mi, se mezcló suavemente, se incubó durante 30 minutos a 

temperatura ambiente y se centrifugo 10 minutos a 4ºC a 3000 rpm en el rotor SS34. El 

sobrenadante se eliminó y se resuspendió la pastilla en un volumen de 4 mi de solución 

TE 1 X, se incubó un instante en baño maría a 90 ºC y se le agregó 4 mi de LiCI (cloruro 

de litio) 5 M frío y se mezcló suavemente, se incubó 5 minutos en hielo. La mezcla sé 

centrífugo 10 minutos a 3000 rpm SS34 a 4°C para eliminar el ARN. El sobrenadante se 

pasó a tubos corex de 30 mi y se agregó 20 mi de etanol absoluto frío (20 ºC bajo cero), 

se mezcló suavemente y se centrífugo 30 minutos a 4 ºC a 8000 rpm para precipitar el 

ADN. El sobrenadante se decantó y se agregaron 1 O mi de etanol al 80 %, se centrifugó a 

8000 rpm durante 3 minutos a 4°C y la pastilla se secó al vacío (de 5 a 10 minutos), se 

resuspendió en 400 µ 1 de solución TE 1 X y la mezcla se pasó a tubos eppendorf, se lavó 

el tubo corex con otros 100 µJ de TE 1 X y se agregó al mismo eppendorf. Se agregó 

RNAsa ( 40 ~tg / mi) y se incubó 15 minutos a 37 º C; después se le agregó 0.6 mi de 

solución de PEG-óOOO 13%, NaCI 1.6 N, se mezcló por inversión, se centrfügó a 12 000 

rpm durante 15 minutos a 4° C, se retiró el sobrenadante y la pastilla se resuspendió en 

150 [t 1 de solución TE + 150 [l 1 de solución cloroformo : alcohol isoamilico 24.1, se agitó 

y se centrifugó a 12 000 rpm durante 5 minutos a temperatura ambiente A la fase 
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acuosa se Je agregó 150 µ/ de fenal saturado (0.1 % de Hidroxiquinoleína en 100 mi de 

fenal bidestilado, agregar 1 volumen de Tris 1M a pH 8.0 + 1 volumen Tris 0.1 M a pH 

8.0) en TE ( 10 mM Tris, 1 mM de EDTA [ajustar el pH 8.0 con HCI]), se agitó y se 

centrífugo durante 5 minutos a 12 000 rpm a temperatura ambiente. A la fase acuosa se 

le agregó un volumen de solución de CH3COONH4 4M + 2.5 volúmenes de etanol 

absoluto frío 20"C del anterior volumen final. Esta mezcla se centrifugó durante 30minutos 

a 14 000 rpm a 4ºC; el sobrenadante se decantó, la pastilla de ADN se lavó con etanol al 

80 %, se secó al vacío (5--10 minutos) y se resuspendió en agua para obtener la 

concentración deseada (12). 

PURIFICACION 
Se purificaron los plásmidos por la técnica de Gradiente Jsopícnico de Cloruro de Cesio 

(CsCJ). A Ja solución de ADN plasmídico se Je agregó 1 gr. de CsCI en polvo por mi y 

se disolvió por inversión. Por cada 5 mi de la mezcla (CsCJ TE, ácido nucleico) se Je 

agregó 400 µ/ de Bromuro de Etidio [1 O mg/ml], para obtener una densidad de 1.55 

gr/mi y poder observar eJ indice de refracción de 1.38, de esta manera, se procedió al 

llenado de Jos tubos de polialómero quick-seal, hasta su tope de 5.1 mi con una 

solución de CsCJ + Bromuro de Etidio TE (de la misma densidad), se pesaron en 

balanza semi analítica a no más de 0.1 gr. de diferencia. Se sellaron los tubos por 

calor, se procedió a centrifugarlos a 55,000 rpm durante 6 hrs. a 20 ºC en un rotor vti 

65.2 en una ultracentrífuga L-7. Con ayuda de una lámpara de luz ultravioleta de onda 

corta, se obtuvieron las bandas del plásmido con una jeringa. Previamente se rompió 

el vacío del tubo y luego se realizó la colecta, donde se procuró tomar solo de la forma 

1 (super enrrollada), se quitó el Bromuro de Etidio con isopropanol saturado con NaCJ 

(en donde se formaron dos fases: Ja orgánica (abajo) y Ja acuosa (arriba), que es Ja 

que contiene al ADN), se repitió este paso hasta que se dejó de ver el color rojo. Se 

puso la fase acuosa en bolsitas de diálisis y se dializó contra TE durante 12 horas con 

al menos 3 cambios de TE, a cont1nuac1ón se visualizó el ADN en geles de agarosa y 

luego se procedió a su cuantificación. 

CUANTIFICACION DEL ADN 
Para la med1c1ón de ADN por espectofotometria, se h·1c1eron diluciones de la muestra 
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1 :500 y se realizaron las mediciones con el espectrofotómetro Beckman DU-7, en el que 

se considera que un valor de densidad óptica a 260 nm = 1.00 corresponde 

aproximadamente a 50 µg I mi de ADN de doble cadena (31 ), de esta manera, para 

calcular la concentración se utilizó la siguiente relación: 

( Dilución) (50 µg) 
Concentración de ADN = A 260 ---------------- = µg / µ 1 

1000µ1 

MARCAJE TERMINAL DEL ADN CON a-32P 

:::1 marcaje radiactivo de ADN con [a-32 P] dNTP (Amersham,UK), se realizó empleando 

"' fragmento Klenow de la enzima ADN polimerasa I, que incorpora nucleótidos 

narcados en los extremos 3'del ADN lineal de doble cadena, con extremos 5'salientes 

:oligonucleótidos ó fragmentos). La reacción para el marcaje de los oligonucleótidos, se 

·ealizó agregando 100 ng de ADN de doble cadena, 0.166 mM de tres dNTP distintos no 

narcados (además del que se incorpora marcado), 1.5 µI de Tampón Klenow 10 X (0.5 M 

Je Tris a pH7.2, 0.1 M de MgS04 , 1 mM de Dithiothreitol y 500 µg /mi de albúmina sérica 

)ovina) y 60 µCi (micro curie) de [ a-32 P], dNTP (dATP ó dCTP, dependiendo de la 

;ecuencia del extremo 5' terminal), la mezcla de reacción se hizo en un volumen final de 

15 µ1 con agua bidestilada estéril y se dejó incubar 30 a 45 minutos a temperatura 

imbiente; para separar el ADN marcado del [ a-32P] dNTP no incorporado, se agregaron 

l la mezcla 1 00 µ1 de TE + 50 µI de fenol saturado + 50 µI de solución cloroformo: 

~lcohol isoamílico 24:1 y sé centrífugo durante 5 minutos a 14 000 rpm a temperatura 

imb1ente, se tomó la fase acuosa y se agregó un volumen de CH3CQONH. 4 M, del 

iuevo volumen se agregó 2.5 volúmenes más de etanol absoluto y se centrifugó a 14 

JOO rpm durante 30 minutos a 4°C. Se decantó el sobrenadante, la pastilla se lavó con 

>!ano/ al 80 %, se dejó secar de 5 a 10 minutos y se resuspendió con 100 ¡t I de TE 1X. 

_a actividad del ADN marcado fue usualmente de 20 a 50 cpm/ng de ADN Para el 

narcaje de los fragmentos, se d1gineron de 1 a 2 ft9 de ADN plasmídico con la enzima de 

estncción adecuada y cortar una sola vez el polil1nker en el cual se encuentra clonado el 
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fragmento de ADN viral; para probar si la digestión fue completa, se tomó una muestra y 

se sometió a electroforesis en gel de agarosa al 1 % en TBE 1 X. El marcaje se realizó en 

el sitio de restricción seleccionado de igual forma al de los oligonucleótidos. Una vez 

marcado el ADN lineal por ambos extremos del polilinker, se realizó una restricción 

secundaria para separar el inserto del vector, fraccionando la mezcla realizando una 

electroforésis en un gel nativo de poliacrilamida al 5 % en TBE 1 X a 300 volts. Para 

visualizar la ubicación del fragmento en el gel, éste se expuso en una placa de 

autoradigrafía durante 5 minutos, la banda se separó del gel de poliacrilamida, se 

depositó en 400 µI de tampón de elución (0.1 % de SDS, 10 mM de Tris a pH 7.5, 0.5 mM 

de CH3CQONH4 y 1mM de EDTA), se incubó toda la noche a 37°C . La mezcla se 

depositó en una jeringa de 20 mi y se pasó por una unidad de filtración con membrana 

milipore de 0.45 µm, el tubo se lavó con 300 µI de tampón de elución y la jeringa con 700 

µI de isopropanol. La mezcla se centrifugó a 14000 rpm durante 30 minutos a 4°C; el 

sobrenadante se decantó, la pastilla resultante se dejó secar de 5 a 10 minutos y se 

resuspendió en 100 µI de TE+ 50 µI de CH3COONH. 4M + 250 µI de etanol absoluto, se 

centrifugó a 14 000 rpm durante 30 minutos a 4ºC ;el sobrenadante se decantó, la pastilla 

resultante se lavó con etanol al 80 % , se dejó secar de 5 a 1 O minutos y se resuspendió 

con TE 1 X, con una actividad de 25 a 50 cpm I ng de ADN (Figura 13). 

LINEAS CELULARES 

Para la realización de los experimentos de retardamiento, se emplearon las siguientes 

lineas celulares: HeLa (tiene integrada la secuencia del VPH-18 en aproximadamente 20 

copias y contiene al factor NF-1), SiHa (posee la secuencia integrada del VPH-16 en 2 

copias aproximadamente y contiene al factor NF-1 ), CaSki (posee integrado el genoma 

del VPH-16 en más de 500 copias y contiene al factor NF-1 ), Cos (células de riñón de 

mono verde africano, transfectadas con el vector pC59, el cual tiene clonado la secuencia 

del gen E2 viral, productoras de E2) y Linfocitos humanos (para ser nuestros controles 

negativos). Las cuatro primeras lineas celulares, se crecieron en medio Eagle modificado 

por Dulbecco, suplementado con-7% de suero fetal de ternera, a una atmósfera húmeda 

conl 5% de CO,. 
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AISLAMIENTO DE NÚCLEOS Y PREPARACIÓN DE EXTRACTOS 

ie obtuvieron los extractos de proteína a partir de cultivos celulares al 90% de 

:onfluencia, los núcleos fueron aislados por el método de detergente que a 

:ontinuación se describe: las células fueron lavadas con tampón salino de fosfatos ( 37 

1M de NaCI, 5 mM de KCI, 0.7 mM de Na2HP04 y 25 mM de Tris, se resuspendieron 

:n tampón A (10 mM de Hepes [N-2-Hidroxiétil piperazina-N"- 2 ácido etanosulfónico] 

1 pH 7.9, 85 mM de KCI, 5.5 % de Sacarosa, 0.5 mM de espermidina, 0.15 mM de 

'Spermina, 0.5 mM de DTT, 0.5 mM de PMSF). Para el lisado de los núcleos se agregó 

volumen de tampón "A", (de NP-40 al 1 %). Los núcleos se obtuvieron por 

entrifugación a 2000 rpm durante 1 O minutos a 4ºC en centrífuga clínica DAMON/ 

=:e HN S -II y fueron lavados con tampón "f't (12). Los extractos nucleares fueron 

reparados como se describe a continuación: los núcleos fueron resuspendidos en 

3mpón "C" (20 mM Hepes a pH?.9, 25 % de glicerol, 420 mM de NaCI, 1.3 mM de 

1gCl2, 0.2 mM de EDTA, 0.5 mM de DTT, O 5 mM PMSF). La suspensión se agitó 

uavemente a 4ºC durante 45 minutos, posteriormente la cromatina fue sedimentada 

urante 33 minutos a 16000 rpm, en la ultracentrífuga Beckman L855 con el rotor 

W50.1. Las proteínas solubles fueron precipitadas por adición de 1.6 volúmenes de 

na solución que contieniene 3.8 M de (NH4) 2 SQ4 y 20 mM de Hepes a pH 7.9; la 

iezcla fue agitada durante 45 minutos a 4° C y centrifugada a 35 000 rpm durante 20 

1inutos en el rotor SW40. Las proteínas fueron resuspendidas en 400 µI de tampón D 

~O mM de Hepes a pH 7.9; 60 mM de KCI, 20 % de glicerol, 1 mM de DTT, 1 mM de 

MSF, 0.2 mM de EDTA). Se dializaron durante un tiempo de 2 a 3 horas contra 500 

:ilúmenes de tampón "D". Los extractos nucleares fueron separados en alícuotas y 

lmacenados en nitrógeno líquido (12). En algunos extractos se adicionó CIP 

'epstatín a 0.2 pM/ml de solución, Antipaína 0.2 pM /mi, leupeptina 1 nM/ml, 

enzam1dina 0.05 nM/ml, quimostatina" A" ,"B" y "C" 0.02 µg I mi), como agentes 

1hibidores de proteasas. La concentración de proteínas fue determinada mediante la 

:cnica descrita por Bradford, usando albúmina sénca bovina como_estándar (1 mg/ml). 

1 aislamiento de núcleos y la preparación de extractos se obtuvieron a partir de dos 

)OS de lineas celulares de ongen ep1tel1al Hela, S1Ha y CaSKi para obtener NF-1 Y 
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a partir de células COS transfectadas con pC59, productoras de la proteína viral E2 en 

grandes cantidades. 

TITULACION 

En este procedimiento se emplearon condiciones limitantes. Es decir, se varió la 

concentración del ADN radiactivo para obtener la cantidad adecuada. Finalmente se 

visualizó en placa autoradiográfica. 

EXPERIMENTOS DE RETARDAMIENTO 

Esta técnica es utilizada para separar moléculas de ADN libre, de complejos ADN

Proteína y se basa en las diferencias de su movilidad electroforética (12), a fin de 

caracterizar la actividad de reconocimiento de factores protéicos por secuencias 

funcionales específicas de ADN lineal, que pueden estar involucrados en mecanismos de 

regulación transcripcional o de replicación (9, 12,22,42,62,65). Las reacciones fueron 

realizadas en un volumen de 20 µ 1 en presencia de 10 mM de Hepes a pH 7.9; 30 mM 

de KCI; 10% (v 1 v) de glicerol, 1 mM de DT, 0.5 mM de PMSF, 1 a 2 µg de Poli dl-dC 

como ADN competitivo no específico, 4 mM de espermidina. La mezcla se incubó con 5 a 

25 µg de extractos nucleares durante 1 O minutos en hielo, posteriormente se agregó 1 a 2 

ng de oligonucleótidos de doble cadena marcados radiactivamente con a-32P (sondas de 

ADN), se incubaron nuevamente durante 10 minutos en hielo; terminada la incubación, la 

mezcla se cargó en un gel nativo de poliacrilmida al 6 % (Acrilamida-bisacrilamida 30: 

O. 75, des1onizada con resina de intercambio iónico [Amberlita MB-1 ], conteniendo TBE 

0.5X (Tris-Boratos· 44.5 mM de ácido bórico, 1 mM de EDTA); se sometió a electroforesis 

a 70 volts, durante un tiempo de 1.5 a 2 .5 horas dependiendo del tamaño de la sonda; 

los geles fueron secados y expuestos en película Kodak X-Omat. Para los experimentos 

de retardamiento fue necesario tener la secuencia de interés (fragmento de 160 pb con 

los sitios NF-1 y E2, pKI 8, pKI 12 y el oligonucleótido E2) marcados radiactivamente con 

a-32 P en posición 3' terminal. A este fragmento se les unió las proteínas NF-1 y E2, 

quienes formaron un complejo ADN-proteína que migró comparativamente más lento con 

respecto al ADN libre (sin pro!eina). Así, estrategia que se utilizó para realizar estos 

experimentos fue: 1) Preparación de los Extractos Nucleares. 2) Marcaje terminal del AON 
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en el sitio Eco R1 usando dATP marcado con 32P en la posición Q. 3) Separación y 

Purificación del fragmento marcado, utilizando Jos geles de poliacrilamida. 4) Titulación del 

ADN marcado. 5) Experimentos de retardamiento y 6) Experimentos de competencia. 

EXPERIMENTOS DE COMPETENCIA 

Para establecer la especificidad de los complejos retardados y el tipo de interacción entre 

sus componentes, se realizaron competencias homólogas con fragmentos de ADN fríos 

(no marcados radiactivamente) que poseían las secuencias NF-1, E2 y heterólogas 

diferentes a éstas. 
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RESULTADOS 

Observamos que el factor NF-1 interactúa con su sitio consenso TITGGCTT, 

guardando una posición relativamente conservada en el genoma de los VPH genitales 

(Figuras 14 y 18)_ Esta posición se ubica cerca del potenciador epitelio-especifico de 

Jos VPH entre los sitios E2 sencillos que se encuentran distales de E6 y Jos sitios E2 

imperfectos de los VPH malignos 16,18 y 33; así como, Jos sitios E2 perfectos en los 

VPH benignos 6 y 11. El VPH-18 presenta un sitio NF-1 a solo 4 bases del sitio E2 

distal y un sitio similar cuyo sitio consenso es TTGGCT que se ubica en la misma 

posición relativa al potenciador epitelial y Jos sitios E2 (Figura 2)_ 

Interacción especifica de NF-1 con su sitio consenso. En la Figura 15 se demuestra 

la interacción específica del factor celular NF-1 con su sitio consenso (TITGGCTT), 

empleando a pKGEM que es la versión in vitro entre Jos sitios E2 y NF-1 del VPH-18 

(Figura 8) y tambien a pKI 8 en cuya secuencia de 28 pb posee el sitio NF-1 (Figura 8 

A)_ La incubación tanto de pKGEM (carriles a-c) como de pKJ 8 (carriles e-g) marcados 

term1nalmente, más extractos nucleares totales de células HeLa, en presencia de poli 

dl-dC, resultó de la formación del complejo principal denominado NF-1 _ 

Ensayo de Competencia para el sitio NF-1. En la Figura 15A se demuestra el ensayo 

de competencia del sitio NF-1, empleando a pKGEM marcado, con extractos nucleares 

totales de células HeLa, carriles (by e), observamos los complejos Cl,Cll y CllL En los 

carriles (c y d), CJ está ausente, debido al empleo de pKI 8 sin marcar (frío)_ CI por lo 

tanto corresponde al sitio NF-1_ El carril (a) está libre de extracto nuclear_ 

Interacción de E2 con su sitio consenso. En la Figura 16 se demuestra la interacción 

de la proteína E2 con su sitio consenso ACCGN4CGGT, empleando al elige E2_ La 

incubación de E2 marcado radiactivamente con a-" P, en extractos nucleares totales de 

células Ces transfectadas con el plásmido pC59, resultó del complejo principal E2. 

Ensayo de competencia para el sitio E2. En la Figura 16 A se demuestra el ensayo de 

competencia para el sitio E2, empleando a pKGEM marcado con extractos nucleares de 

células Ces transfectadas con el plásmido pC59, carriles (b y c), donde la banda superior 

corresponde al s1t10 E2, en los carriles (d-1), no se observa esta banda debido al empleo 
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del oligo E2 (frío), que compite el sitio E2. El carril (a) está libre de extracto nuclear. 

Nula Interacción entre NF-1 y E2 en la secuencia original del VPH-18. En la 

secuencia original del VPH-18 (Figura 8), no se ha reportado la existencia de alguna 

interacción entre el factor NF-1 y la proteína viral E2. De ahí que nuestro interés a 

realizar un ensayo de retardamiento con esta secuencia NF-1 y E2 separados por cuatro 

nucleótidos únicamente. Para ello, empleamos a pKGEM que como ya se describió 

previamente es la versión in vitre de la secuencia original del VPH-18. La incubación de 

pKGEM marcado con extractos nucleares totales de células HeLa, resultó en la formación 

de tres complejos denominados CI, CII y CIII. (Figura 17 A). Para determinar a que sitios 

consensos corresponden éstos, se realizaron los ensayos de competencia donde 

empleamos al plásmido pKI 8 y a los eliges E2+AP1, rbc S y UPE. Se demostró que el 

complejo CI corresponde al sitio consenso de NF-1, ya que no es competido por oligos 

heterólogos no marcados como los que contienen el sitio AP-1 (Figura 17 8, carriles e-f), 

rbc S (g y h) y UPE (i e j). CI sólo es competido por pKGEM no marcado (Figura 17 8, 

carriles c y d) como se espera para una interacción ADN-proteína. Por el contrario CII y 

CID sí son competidos por los olígos no relacionados y no por el competidor homólogo 

pKGEM (Figura 17 8, carriles e-j) demostrando que estos complejos son resultado de una 

interacción inespecífica probablemente no relacionada con el sitio NF-1. La probable 

interacción de algún factor nuclear con la secuencia blanco de E2, incluída en pKGEM 

queda eliminada al no existir competencia con el aligo E2+ AP-1, que también contiene un 

sitio E2 (Figura 17 B, carriles e-f). 

Orientación del sitio de unión del factor NF-1 La ubicación de sitios NF-1 en genes 

humanos expresados en Queratinocitos, lnvolucrina y VPH genitales (Figura 18) nos 

muestra una relación importante en la orientación de sus secuencias, presentándose en la 

la dirección 5'-3' o sentido (S) y en la dirección 3'-5' o antisentido (AS), por lo que fué 

interesante analizar si la secuencia NF-1 tiene preferencia de orientación para su sitio de 

unión y que ésta sea crucial para alguna interacción con otro factor. En este ensayo de 

competencia se incubó a pKGEM marcado radiactivamente con a-32 P en extractos 

nucleares totales de células HeLa, como agentes heterólogos se emplearon a los 
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oligonucleótidos rbc S (Figura 19, carril e) y UPE (carril h), como agentes homólogos a 

pKI 12 (carriles c y d) y pKI 8 (carriles a,b,f,g,i). Sin embargo, los resultados nos 

advirtieron que para pKI 12 con la secuencia de NF-1 (AS) no hubo competencia (Figura 

19, carriles c y d), contrario a pKI 8 donde no encontramos el complejo CI característico 

del sitio de unión de NF-1. Además observamos a los complejos CII y cm (Figura 19, 

carriles e y h) ya reportados en este trabajo previamente (Figura 17 B). 

Interacción entre el factor NF-1 y la proteína viral E2. Con la finalidad de explorar las 

posibles relaciones de NF-1 con otros factores importantes para la transcripción viral, 

como es el caso de E2, se planteó la siguiente estrategia in fil!!!:. Aumentar la distancia 

entre la secuencia original de NF-1 y E2 del VPH-18, empleando a pKGEM (Figura 8) y 

ligándolo con la secuencia NF-1 de pKI 8 (Figura 8A), es decir, pKGEM + pKI 8. De esta 

manera, si existe algún bloqueo estérico entre los sitios E2 y NF-1, con este simple 

ensayo de clonación se eliminará. El resultado de esta clonación fue la obtención de un 

fragmento de 160 pb, donde la distancia entre el sitio E2 de pKGEM y el sitio NF-1 de pKl 

8 es de 28 nucleótidos (Figuras 9 y 12). Se realizaron los ensayos de retardamiento en 

gel, empleando extractos nucleares de células HeLa y células Cos (transfectadas con 

pC59, que expresa constitutivamente la proteína E2 del Virus del Papiloma Bovino tipo 1 ). 

La incubación simultánea de cantidades limitantes de estos extractos con el fragmento de 

160 pb, resultó en la formación de un complejo CE2, que aparentemente es una forma 

optimizada del complejo formado por E2 con su secuencia blanco (Figura 20). Esta 

est1mulación de la interacción E2-ADN en presencia de NF-1, pudiera resultar de una 

modificación estructural del ADN propiciada por la interacción de NF-1. 

Modelo de la funcionalidad de NF-1. La figura 21 ilustra las posibles funciones de NF-1. 

Una de ellas es la transcripción viral dependiente de epitelios; pero también NF-1 pudiera 

estar relacionado con la replicación viral, o bien con la asociación con otros factores 

nucleares como AP-1, ATF,TFll-D, E2.,etc que interactúan con la región control de los 

VPH 
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DISCUSION 

Mediante la técnica de retardamiento en gel para la determinación y caracterización de 

los complejos ADN-Proteína, se demostró la existencia específica del factor NF-1 con 

su sitio consenso (TTTGGCTI), el cual se encuentra presente en las regiones 

regulatorias (LCR) de los VPH genitales así como, en genes que se expresan en 

epitelios (lnvolucrina Humana y Queratinocitos). Este factor se identificó como CI en Jos 

ensayos de competencia realizados (Figuras 15A, 178 y 19). Otro factor de suma 

importancia en los VPH genitales es E2, donde también se demostró la existencia 

específica de éste con su sitio consenso (ACCGN4CGGT), el cual guarda una posición 

relativamente conservada cerca del factor NF-1 en la secuencia nativa (nucleótido 7453 

al 7487) del VPH-18 (12). Esta posición de tan solo cuatro nucleótidos de separación 

entre los sitios E2 y NF-1 (Figura 8), nos motivó a demostrar si existe interacción entre 

ambos factores. Tomando como base el plásmido pKGEM, que resultó de clonar dicha 

secuencia nativa, en el sitio Xba-l, del sitio de policlonación del vector pGEM 4Z. El 

resultado fue negativo (Figura 178), o tal vez la interacción no es posible por un 

impedimento estérico entre estos dos factores (71). De esta manera, se diseñó una 

clonación donde se aumentó Ja distancia entre el sitio E2 y NF-1 de la secuencia 

original del VPH-18, resultando las construcciones entre pKGEM + pKI 8 y entre 

pKGEM + pKI 12 (Figura 12), que nos permitieron definir si la orientación 5'-3' o sentido 

(S) y 3'-5' o antisentido (AS) respectivamente son importantes para la interacción; 

observamos que la preferencia de orientación en el ensayo de competencia fue la de 

5'-3', de tal manera, que la preferenc·ra fue TTTGGCTI (Figura 19). 

La inferencia de la interacción entre el complejo proteico NF-1/E2..!!1_ vitro, fue probada 

empleando la construcción entre el sitio E2 de pKGEM + el sitio NF-1 de pKI 8. 

Separados ente si por 28 nucleótidos que puso de manifiesto, la interacción entre estos 

dos factores. Al resultar la formación de un complejo ( CE2), que aparentemente es una 

forma optimrzada del complejo formado por E2 con su secuencia blanco (Figura 20) 

Esta es\lmu/ac1ón de la interacción E2-ADN en presenciª del factor celular NF-1, 

pudiera resultar de una modifrcacrón estructural del ADN proprcíada por la interacción 

de NF-1, sin embargo se requiere de una mayor evidencia para determinar si NF-1 es 
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un factor importante en la unión de E2. Por lo tanto, la realización de la técnica de 

Hibridación in sifu sería la indicada, ya que detecta fragmentos específicos de ADN y 

proteínas tanto en células como en tejidos. De esta manera, nos permitiría conformar el 

mapa de las moléculas informacionales (DNA, RNA y Proteínas), que incluyen a los 

factores celulares como NF-1 y a la proteína viral E2 del RLC del VPH-18. La 

asociación E2JNF-1 puede ser interesante ya que en la diferenciación de los 

queratinocitos, podría proporcionar a la proteína E2 una mayor eficiencia de enlace a 

su secuencia blanco, tal vez por una modificación de la estructura del ADN, haciendo el 

sitio E2 más accesible a la proteína (42), o bien interactuando directamente con la 

proteína E2, activando probablemente la transcripción tardía (12). La peculiar 

distribución de los sitios NF-1 y E2 en el genoma de los VPH genitales malignos y 

benignos, donde la ausencia de un sitio E2 en los VPHs malignos y la presencia de un 

sitio NF-1 extra en el VPH-18, sugieren que E2 podría requerir de factores adicionales 

para llevar a cabo su función (43). 

La asociación de la secuencia NF-1 con el sitio GGCACATATTlT en los VPH genitales 

malignos, sugiere otra posible relación entre NF-1 y otros factores nucleares. Se demostró 

la interacción de un factor (PVF) con esta secuencia (44). Las implicaciones de esta 

relación no son muy claras, pero la conservación evolutiva entre esta secuencia y los VPH 

de la región CE en general, apoyan la idea de una función transcripcional 

extremadamente importante de estos factores. Esto da soporte a la idea de la necesidad 

sinergíst1ca entre los factores de la RLC tales como E2, E6 - E7, así como AP-1 y en este 

caso para NF-1. Al observarse los resultados en lesiones precursoras sobre los niveles de 

concentración de estos factores y los cambios e implicaciones en las lesiones invasoras. 

A continuación se muestra el siguiente modelo para una implicación funcional entre estos 

factores en la LCR de los VPH que desarrollan el CaCU. 
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Estos resultados nos manifiestan que en las lesiones precursoras, los niveles de la 

proteina E2 (flechas azules grandes) son altos comparativamente con los niveles de NF-1 

(fiecha multicolor) y de los oncogenes virales E6-E7 (Flechas verdes pequeñas). Sin 

embargo, al llevarse a cabo la integración viral, el fragmento E1/E2 es interrumpido (4-

6,9,32,36), provocando una d1sminuc1ón considerable de los niveles de E2 (fiechas azules 

pequeñas), es decir, la 1ntegrac1ón del ADN del VPH en el CaCU proporciona una ventaja 

selectiva que lleva a Ja prol1ferac1ón descontrolada de las células, debido a la expresión 



27 

abundante de los genes E6-E7 (flechas verdes grandes). Por lo tanto, la transcripción de 

los MLA E6-E7, es promovida por factores celulares, a partir de sus promotores naturales 

dentro de la RLC, que no son afectados durante la integración (4), este puede ser el caso 

de NF-1, como se aprecia en el modelo, donde se mantiene estable su nivel de 

concentración. NF-1, puede jugar un papel muy importante en la transcripción de los VPH 

genitales, al interactuar probablemente con otros factores tales como AP-1, capaces de 

activar la transcripción del promotor E6-E7, en presencia o ausencia de E2. De esta 

manera, la activación del promotor de E6 y E7 por agentes activadores de la vía del 

diacilglicerol (DGA), como lo es AP-1, puede tener implicaciones considerables en la 

inducción de la transcripción viral temprana, para los genomas de VPH en carcinómas 

invasivos, con una actividad complementaria del factor NF-1, dependiente de la presencia 

de la proteína E2. Por otro lado, la expresión diferencial de citoqueratinas y los MLA 

virales, aunada a la conservación de la secuencia NF-1 y a la expresión de secuencias 

virales integradas, parecen apoyar la hipótesis de una regulación común para ambos 

sistemas. Sin embargo, se requiere de mejores mapeos de la actividad potenciadora 

epitelio-dependiente del EC para saber si la secuencia de NF-1 resulta indispensable para 

la actividad transcripcional específica. Otra función posible es que NF-1, forme parte de 

un complejo de preiniciación de la transcripción tejido específica. Esto es, que forme parte 

de un conjunto de factores necesarios para dar inicio a la transcripción viral en un 

momento dado del proceso de diferenciación epitelial (12). Esta función transitoria de NF-

1, sería análoga a la del factor transcripcional ATF, el cual facilita la unión de la 

RNApol1merasa mediante una interacción especifica con el ADN y el factor TFII-D en /os 

promotores que contienen la caja TATA (27,43,57). 
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CONCLUSIONES 

1) El presente trabajo demostró que existe la formación in vitro del complejo NF-1 ADN. 

2) Se demostró que existe la formación in vitro del complejo E2 ADN. 

3) Se demostró que no existe interacción entre la proteína viral E2 y el factor celular NF-

1 separados por 4 nucleótidos, tal vez por un impedimento estérico entre estos dos 

factores. 

4) Se determinó que la orientación de unión preferencial es 5' -3', del factor NF-1 a su 

sitio consenso. 

5) NF-1 se encuentra enriquecido en células derivadas de epitelios estratificados, en 

relación con células de epitelios simples ó fibroblastos. Esto denota una función de 

extrema importancia en la epiteliotropía de los VPH genitales. 

6) El presente trabajo demostró la inferencia de la interacción in vitro del complejo 

nucleoproteico NF-1 /E2 al aumentar Ja distancia de 28 pb. 

7) Esta inferencia apoya la idea de Ja actuación sinergística de varios factores en Ja RLC 

de los VPHs genitales y en particular del VPH-18. 
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GLOSARIO 

Amplificación. Producción de copias adicionales de ADN intra o extracromosomales. 

Autorradriografía. Detección de moléculas marcadas radiactivamente por su efecto de 

crear una imagen sobre la película radiográfica. 

CAAT, caja. Secuencia conservada, localizada cerca de 75 pb arriba del sitio de inicio de 

la transcripción de algunos genes eucarióticos, es reconocida por factores como NF-

1/CTF y NF-Y, puede estar involucrada en la unión de la RNA polimerasa 11. 

Cápside. Estructura de naturaleza proteica que protege a manera de cápsula el material 

genético del virión. 

Gis-activación Activación transcripcional de genes por elementos de control en la 

misma molécula de ADN. 

DNA-ligasa. Enzima que cataliza la formación de un enlace fosfodiéster entre un grupo 

3' -OH y otro 5' -P04 adyacentes 

Endonucleasa. Enzima que hidroliza enlaces fosfodiéster internos en un polinucleótido. 

Enhancer o Potenciador. Secuencia de ADN intensificadora de la transcripción 

independientemente de su orientación y distancia en relación al promotor. 

Enzima de restricción. Endonudeasa que reconoce secuencias de nucleótidos 

especificas en el ADN, usualmente no metiladas. 

Fragmento Klenow de la DNA polimerasa 1 de [;_. co/i. Enzima que posee Ja actividad 

5'-3' polimerasa y la 3'-5' exonucleasa, pero carece de Ja actividad 5'-3' exonucleasa. 

Gen. Segmento de ADN que codifica una cadena pohpeptídica . 

Marco de Lectura Abierta. Región de ADN comprendida entre un codón de iniciación y 

otro de terminación, potencialmente traducible, contiene tripletes que codifican para 

aminoácidos. 

Nucleótido. Unidad básica de Ja estructura del ADN, consta de tres partes: un azúcar 

(ribosa o desoxinbosa), una base nitrogenada (adenina,citos1na,guanina y timina o 

urac1/o) y un grupo fosfato (P04). 

Oncogen. Versión alterada de un gen cuya expresión anómala contribuye a que una 

célula normal se transforme en cancerosa 
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Orí (origen). Secuencia de ADN en la cual se inicia la replicación. 

Palíndrome. Secuencia de ADN que es la misma cuando es leída de izquierda a derecha 

o de derecha a izquierda, consiste de repetidos invertidos adyacentes. 

Par de bases. Dos bases nitrogenadas que se complementan por puentes de hidrógeno 

en ADN o ARN de doble cadena. 

Plásmido. Moléculas de ADN bicatenario, circular, extracromosomal, de tamaño 

pequeño, se replica independientemente de su célula huésped y determina rasgos 

genéticos accesorios no codificados usualmente por el cromosoma bacteria!. 

Promotor. Región de ADN que contiene señales de inicio de la transcripción, unión ( caja 

TATA) y orientación (caja CAA T) para las RNA polimerasas. 

Represor. Proteína que se une a una secuencia en el ADN, inhibiendo la transcripción 

de los genes adyacentes. 

Secuencia consenso. Es una secuencia idealizada en la cual cada posición representa 

la base encontrada en un mayor número de veces, cuando se comparan varias 

secuencias de ADN. 

TATA caja. Es un heptámero conservado rico en A-T, cerca de 25 pb arriba del punto de 

inicio de la transcripción de un gen, puede estar involucrada en la orientación de la RNA 

polimerasa 11 para el inicio de la transcripción. 

Transactivación. Regulación transcripcional positiva de genes ubicados en secuencias 

de ADN distintas a la del elemento control. 

Transcripción. Transferencia de la información genética codificada en las cadenas de 

ADN a una secuencia de nucleótidos de ARN. 
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FIGURAS 

Figura 1. Organización del material genético del VPH-18. 

Los Marcos de Lectura Abierta (MLA) corresponden a los genes de la región temprana 

(E), que se encuentran representados por las cajas amarillas, destacando E2 como una 

proteína transreguladora de la transcripción, que actúa como un represor en la región 

promotora de la transcripción de los oncogenes virales E6 y E?, esto en células 

normales. Las cajas moradas representan los genes de la región tardía (L), que 

codifican para las proteínas de la cápside del virus. La RLC es una región no 

codificadora de aproximadamente 1000 pb {de -1035 a -35) en la que se ha identificado 

sitios de unión para factores transreguladores tanto celulares como virales. 

Figura 2. Región Larga de Control (RLC) del VPH-18. 

Una pequeña parte del genoma del virus es la RLC de 1 Kb (representada por la barra 

horizontal azul), donde se encuentra el origen de la replicación (P-105) y algunos sitios 

consensos para los factores celulares y virales que juegan un papel importante en la 

transcripción del VPH-18. Donde apreciamos 4 sitios para la proteína E2 (cuadrados 

amarillos), 4 sitios NF-1 ( hexágonos morados), 1 caja TATA, 1 sitio AP-1, 2 sitios 

OCTA, 1 sitio GRE-2, 1 sitio GRE-1 y un Potenciador constitutivo que comprende entre 

el sitio E2 y GRE2. 

FIGURA 3. Mapa Funcional de la LCR de VPH-18. 

En la RLC de los VPH genitales existen 3 regiones potenciadoras (Elementos 

Responsivos) que a continuación se describen: a) ER2, regulado por E2 ubicado cerca 

del origen de la transcripción de E6 y E?. b) EC (Elemento Constitutivo), responsivo en 

epitelios, cuya similitud de secuencia entre todos los VPH reside en dos secuencias, 

una de alto potencial oncogérnco GGCACATA TTTT (Pentágono verde) y la otra 

presente en los VPH genitales TTTGGCTI (elipse azul) que corresponde a NF-1; c) 

ER6, elemento responsivo a la proteína E6 Se aprecian también los sitios: E2 

perfectos (rectángulos amarillos oscuros) e imperfectos (rectángulos blancos), AP-1 

(círculos), cap TATA (cuadrado gris) y caJa CAAT (triángulo). 

Figura 4. Disección Molecular de la Proteíníl ~~-
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La proteína viral manifiesta sus 3 divisiones funcionales A) Dominio amino terminal con 

función activadora de la transcripción, (8) Dominio central que debido a su alto contenido 

de prolinas, es considerado una especie de bisagra y (C) Dominio carboxilo terminal que 

reconoce la secuencia blanco ACCGN4CGGT del ADN. 

Figura 5. Esquema de la Organización de los Epitelios Estratificados. 

Los epitelios estratificados de los mamíferos, están compuestos principalmente por 

queratinocitos. Estas células están dispuestas en capas sucesivas con diferentes estadios 

de diferenciación: el estrato basal o germinativo posee la actividad mitótica del tejido, 

mientras que en las etapas intermadias (estrato espinoso y granuloso), las células cesan 

su división e inician un programa de diferenciación (queratinización). Las capas externas 

que forman el estrato córneo, están constituidas por células muertas totalmente 

queratinizadas y son eliminadas por descamación. Los VPH son dependientes del 

ambiente provisto por la diferenciación terminal de los queratinocitos para desarrollar su 

ciclo lítico. Las lesiones preinvasoras e invasoras del cuello del útero se presentan como 

una serie de cambios que empiezan generalmente como una Neoplasia lntraepite\ial 

Cervical (NIC), es decir, empiezan con una lesión bien diferenciada. La primera en 

aparecer es la NIC I o displasia leve; la siguiente es NIC 11 o displasia moderada y por 

último la NIC III que comprende la clásica displasia severa y el carcinoma in situ, para 

finalmente terminar en el carcinoma invasor. Estos estadios se caracterizan por un 

incremento progresivo en el número de células indiferenciadas y malignas, con un 

decremento en la diferenciación celular superficial, paralela al incremento de la severidad 

de la NIC 

Figura 6. Esquema de la Realización de un Ensayo de Retardamiento en Gel. 

Metodología empleada para el estudio de interacciones ADN-Proteína, que caracterizan la 

actividad de reconocimiento y unión de factores nucleares proteicos a secuencias cortas 

de ADN. Que son visualizadas en geles nativos de poliacrilamida, donde permite separar 

complejos retardados de ADN-Proteina de fragmentos de ADN libres de factores, 

basándose en las diferencias de su movilidad electroforética. Para llevar a cabo esta 

metodología es necesario· 1) contar con lineas celulares 2) obtener de ellas sus extractos 

nucleares 3) Incubarlos con sondas radiactivas 4) Cargar el gel de poliacnlam1da con los 
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extractos nucleares y las secuencias de ADN marcados y 5) por autoradiografía analizar 

los resultados. 

Figura 7 Polilinker de pGEM 42. 

El plásmido pGEM 4Z consta de 27 46 pb, con sus respectivos promotores (SP6 y T7) y 

su sitio de clonación multiple (polilinker) donde tiene sitios únicos de las enzimas de 

restricción. Siendo de gran importancia sus sitios flanqueantes Eco RI y Hind m que nos 

fueron útiles para la realización de las clonaciones al igual que el sitio Xba l. 

Figura 8 Construcción Plasmídica: pKGEM 

pKGEM resultó de clonar la secuencia de 36 pb en el sitio Xba-I del plásmido pGEM 4Z 

donde está presente el sitio E2 (ACCGN4CGGT) y NF-1 (TTTGGCTT) separados entre sí 

por cuatro nucleótidos, como lo está en la secuencia original del VPH-18. Esta 

construcción es de suma utilidad para la realización de los ensayos de retardamiento así 

como, de las construcciones plasmídicas sucesivas. 

Figura 8A Construcción Plasmídica: pKI 8 

pKI 8 resultó de clonar la secuencia de 28 pb en el sitio Xba-I del plásmido pGEM 4Z, 

donde está presente el sitio NF-1 en el sentido de transcripción 5'-3' (TTTGGCTT). Esta 

construcción fue imprescindible en la realización de la nueva clonación que tuvo por 

objetivo aumentar la distancia entre E2 de pKGEM y el sitio NF-1 de pKI 8. Para 

demostrar la interacción entre estos dos factores mediante ensayos de retardamiento. 

Figura 88 Construcción Plasmídíca: pKI 12 

PKI 12 es el resultado de la clonación del oligonucleótido NF-1 en el sentido de 

transcripción 3'-5º(AAGCCAAA), en el sitio Xbal I del polilinker de pGEM4Z. Con esta 

clonación se probó mediante ensayos de competencia el sentido de la interacción entre 

E2 y NF-1. 

Figura 9 Contrucciones plásmídicas para obtener el fragmento de 160 pb. Estas 

construcciones se plantearon para clonar a pKGEM + pKI 8 con sitios de unión Hind lil y 

sitios de corte Eco RI para recuperar el fragmento de 160 pb y de igual forma se hizo lo 

propio con pKGEM + pKI 12 donde se obtuvo el fragmento de 160 pb con sitio NF-1 en 

d1recc1ón 3'-5' 
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Figura 1 O Enzimas de Reestricción. Las enzimas de reestricción o endonucleasas, 

reconocen la ausencia de grupos metilos en los sitios apropiados, por lo tanto, actúan en 

estos sitios. Originando 2 tipos de cortes a) Cohesivos o asimétricos, como en Eco RI y 

Hind III que dejan en los extremos liberados por el corte, pequeñas prolongaciones ya 

sea en el extremo 5' o en el 3'; b) Romos o simétricos como en el caso de Hind II. 

Figura 11 Selección de candidatos. Mediante la realización de geles de agarosa al 1%, 

se verificó los candidatos: pKI 8 de 2830 pb en el gel A, carriles A-D, pKI 12 de 2830 pb 

en el gel B, carriles O y P, pKGEM de 2838 pb en el gel B, carriles Q-S. Tanto los carriles 

a y b del gel A así como en el gel B, el carril a, corresponde al marcador de peso 

molecular SAU 3A -1. 

Figura 12 Obtención del fragmento de 160 pb. Producto de la clonación (Figura 9) se 

obtuvo el fragmento de 160 pb, este se puede apreciar en el corrimiento del gel de 

poliacnlamida al 6%. Carril 1, Marcador de peso molecular A. BstE II, que presenta 14 

fragmentos de los cuales nos interesan los fragmentos: 4, de 5686 pb; 13, de 224 pb y 14, 

de 117 pb; carril 2, Marcador de peso molecular SAU 3A-1; carriles 3 y 5, pKGEM + pKI 8 

unidos en el sitio Hind III y cortados con Eco RI donde se observa el fragmento de 160 

pb, localizado entre el fragmento 13 y 14 del marcador de peso molecular A. BstE 

11; carriles 4,6,7 y 9, pKGEM+pKI 8 unidos en sitios Hind III sin restringir con Eco RI, 

observando que se encuentra en el cuarto fragmento del marcador A.Bst ll, carriles 8 y 1 O; 

pKGEM + pKI 8 unidos en sitios Hind III y donde se aprecia que Eco RI no restringió 

adecuadamente. 

Figura 13 Marcaje Terminal Radiactivo con el fragmento Klenow. La actividad de la 

polimerasa 5'-3' de la subunidad mayor del ADN polimerasa (fragmento Klenow), 

incorpora nucleótidos ante un corte enz1mát1co cohesivo, de tal forma que se rellena sus 

extremos por los nucleótidos marcados con [a.-" P] dATP representados con círculos de 

colores) 

Figura 14 Posición Relativa de los Sitios NF-1 y E2 en la RLC de los VPH 

Genitales. Las posiciones de los s1t1os NF-1 y E2 dentro de la RLC de los VPH 

genitales manifiestan que éstas se mantienen conservadas, tanto en los VPH genitales 
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de baja (6b y 11) y alta oncogenicidad (16, 18 y 33). Apreciándose los 4 sitios E2 

perfectos (rectángulos azules) y 1 sitio NF-1 en los VPH de alta incidencia y de baja 

oncogenicidad. A diferencia de los de alta oncogenidad y baja incidencia con 3 sitios E2 

perfectos y 1 sitio E2 imperfecto (rectángulo blanco) además, de 2 sitios NF-1 en el 

VPH-18. 

Figura 15 NF-1 interáctua con su sitio consenso. La afinidad de NF-1 con su sitio 

consenso (TTTGGCTT) se apreció en geles de retardamiento, empleando a los 

plásmidos pKGEM y pKI 8. Carriles L y d, libres de extracto de células HeLa; carriles 

(a-c), con 0.5 ng de pKGEM marcado terminalmente con a-32P-dATP más 3,6 y 9 µg de 

extracto nuclear de células HeLa, en presencia de 0.5 µg de (poli dl-dC) (poli dl-dC). 

Carriles (e-g), igual que en los carriles (a-c), pero con el empleo de pKI 8 más 2,4 y 6 

µg de extracto nuclear de células HeLa. Se observa el complejo ADN - NF-1. 

Figura 15 A Ensayo de competencia para el sitio NF-1. El ensayo de competencia 

se realizó para determinar la especificidad del sitio NF-1. Carril a, ADN sin extracto 

nuclear de células HeLa; carriles (b-e), ADN incubado con 7 µg de extracto nuclear de 

células HeLa; carriles by e, con 5 ng de pKGEM marcado terminalmente, en presencia 

de 0.5 µg de (poli dl-dC). Carriles c y d, con 20 y 100 ng respectivamente de pKI 8. 

Figura 16 E2 interáctua con su sitio consenso. La afinidad de E2 con su sitio 

consenso (ACCGN,CGGT) se demostró en geles de retardamiento. Carril a, libre sin 

extracto de células Cos + pC59; carriles (b y c), con 0.5 ng de nucleótido E2, marcado 

terminalmente con a-32P-dATP más 2 y 4 ¡tg de extracto nuclear de células Cos + 

pC59, en presencia de 0.5 µg de (poli dl-dC) (poli dl-dC). Apreciándose el complejo 

ADN-E2 

Figura 16 A Ensayo de competencia para el sitio E2. El ensayo de competencia se 

realizó para determinar la especificidad del sitio E2. Carnl a, ADN sin extracto nuclear, 

carriles (b-f), ADN incubado con 4 ¡tg de extracto nuclear de células Cos + pC59, 

carriles (by c), incubados con 0.5 ng de pKGEM marcado terminalmente. Carriles (d-f), 

incubados con 20, 50 y 100 ng de oligonucleót1do E2 frío. 
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Figura 17A Formación de.los complejos CI, CII y cm. El ensayo de retardamiento 

en gel se realizó incubando 0.5 ng de pKGEM (Figura 8), marcado terminalmente con 

cx-32P-dATP (6000 Ci/ mmol) en las condiciones descritas en Material y Métodos con 

las exepciones indicadas. Carril a, ADN sin extracto; carriles (b-d), incubación del ADN 

con cantidades crecientes de extracto nuclear de células HeLa (3,6,9 µg 

respectivamente) en presencia de 0.5 µg de (poli dl-dC) (poli dl-dC); carriles (e-g), 

igual que en los carriles b-d, pero en presencia de 1 µg de (poli dl-dC) (poli dl-dC). 

CI,CII y Clll representan los complejos ADN-Proteína formados. 

Figura 17 B Determinación específica del complejo CI y la nula interacción entre 

NF-1/E2 de la secuencia original del VPH-18. Los ensayos de competencia se 

realizaron para determinar la especificidad de estos complejos. Carril a, ADN sin 

extracto nuclear de células HeLa; carril b, ADN incubado con 7 µg de extracto nuclear 

de células He La; carriles ( c-j), igual que b más 20 y 100 ng del o ligo competidor: 

pKGEM (carriles c y d), E2+AP-1 (e y f), rbcS (g y h) y UPE (i e j). 

Figura 18 Ubicación de NF-1 en genes expresados en epitelios y en la LCR de los 

VPH genitales. Se ilustra la posición relativa del factor NF-1 con respecto ala posición 

de la caja TATA en pb, así como su secuencia y orientacón en Queratinocitos 

Humanos (OH), lnvolucrina Humana y en los VPH genitales. 

Figura 19 Preferencia en la orientación del sitio de unión a NF-1. Los ensayos de 

competencia se realizaron con la finalidad de probar la orientación (S) o (AS) de NF-1. 

Carriles (a-i) 0.5 ng de pKGEM marcado terminalmente y 7 µg de extracto de células 

He La; más 20 y 100 ng del aligo competidor: pKI 8 (carriles a y b ); pKI 12 (carriles c y 

d),100 ng de competidor: rbc S (carril e); UPE (carril h) y con 50,75 y 90 ng de competidor 

pKI 8 (carriles f,g,i) apreciándose los complejos CI, Cll y Clll (carriles e y h). 

Figura 20 Interacción entre NF-1/E2. La interacción de NF-1 con la proteína E2 se 

probó en ensayos de retardamiento, empleando la clonación entre pKGEM + pKI 8 

(Figura 9 y 12) y cantidades limitantes de extractos nucleares de células Hela (2~tg) y 

células Cos transfectadas con el plásm1do C59 que expresa E2 constitutivamente ( 5 y 1 O 

;tg). Carril a, ADN con Gxtracto COSE2: carriles (e-g). ADN incubado con extracto Hela y 
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posteriormente con extracto COSE2 (b y c), con la incubación simultánea de los dos 

extractos {d y e) e incubado con extracto E2 y posteriormente con extracto Hela {f y g). 

CI, complejo específico ADN-NF-1; CE2 complejo ADN-E2. 

Figura 21 Modelo de la funcionalidad de NF-1. Se muestra las posibles funciones de 

NF-1 en la replicación, transcripción viral dependiente de epitelios o bien en la asociación 

sinergística con otros factores celulares y/o virales. 



¡:l.; 
¡:l.; ' 

~
_
,
 

~
 

"" 
;....._<....,., 

w
.¿

. 

.. 00 
........ 
+

 
o 

._.,.... 
~
 

1. 

O
\ 

......... 
('.l 

1 

0
0

 
'tj-
'tj-1 

~
 

.-··r 
. 
,~~¡ 

~
 





~
>
 

-
·ir· 

...,,..¡· 
·,~-~,,.; 

' . 
. _;::t¡;4 
~
-
'
 

-
-
i 

.........._, 
-. ~ 

___,. 
,....,C"J· 

'__,,,.,,-
-. 

-
·~ 



_
J
 

o 
<

( 
::2: z 
w

 ::2: 
c:r: c:r: 
f-

w
 

X
 
f

W
 

• 
o 

.....J 
o 

<
( 

::2: z 
w

2
 

c:r: 
O::'. 

-
:
 

f-
w

 
X

 
f-

W
' 
z 





o "' 

~-w
 

~
.
 

w
 

e o
· 

>


~··· 
0

0
 

Z
.
 

w
 .. · :::¡!;'.''--

....... 
-= 

U
J
~
 

~
©
 

¡ ~ ~
 

-
~
 

U
J
 

~ ~. 
} ~~ 
~
 a:::¡.t ~~~~~-0~;~~~1-~~--:f~:~:~ 

« 
-· 

o 

--.-
- . 
~
 

--
_:::_.~ 

:::.-
....... ~

 
·
;
.
,
,
.
~
 ... ~ 

... l.Jll"" 
,
.
,
 

----
·
·
·
'
·
/
~
 

;;~9 ~
 

,,. 

M
: ... 



~
 

"' 
~
 

=
 

-
-

-
~
 

~
 
~
 

,
~
~
¡
~
 

~
 

~
 
~
~
 
~
 

8 
=

 
=

 
<
-
~
 -;z.:¡ 1J! 

. .E
 

~
~
 

-
~
 =

 
M
~
l
:
 

'-' 
~:o.. 

~
 

~
 

0 
...:=!:: =

 X
 

=r: <
 

&
'5>. 

~""55 
;;;¡_¡;; 

<·~':::".:''.,..,: 

,, .. ,e:=~= ·' 
.... :::::...~ 



" J 1•.:J 
ij q 
!l. 1rJP.•'"'''•'••' 

o /;> 
// .. / 

/;:.,/ 

,,Y' 
/ 

/ 
/ 

~lt) 

.oD 
,/ _.,// 

/ / 
/ 

t 1 
t 

Rsa~ 
1 'i ¡ 1 

~w:~.11 \ ¡ t1i
1'l1 , 

'' 1 1 ) ! 
1 f 
;----:0-t 

52 

!J¿¡111 HI 
~ , .. 

~. .-. ,,.,qcfocúl\!k,41\\\li=! E 6 

,. 
.. ; 

~ 
TAGTGCMCCGAiTTGGGTIGCCl+ff GG0[líAT@' 

t•&JiiBW5ciiiiMYt•----:. 
. . ff,t: ii11U1Fi ·a"·r.t;I 
; ;' ¡ .:~¡, ·.· 1 :~: : '~:;:1:~J:( 



',,·.:·,,,,,.,,". 
·: 

-
~
-
-

~---,-
:r f-• 
~
;
,
~
-
-
-
-
:
 

,J."<' ,,. 
.,,_.Y

 

-



--· ..... 
i!k;'l,JJ 

-:"]J
i n e:: 

~: 
¡-~) 
\ 

':,\ 
'\ 

,,, 
'.----



Eco R 1 
l 36 12b 

pKGEM ~ Xbal lE~N~ 

~Eco R 1 

?. \ Xbal{~f~\ 
• 5'-3' 

D f I'- J 11 I 'ílrm 1 

GE 5'-3' 

Him] 111 
pKGEM=pGEM4Z + Polilinker + (E2+NF-1) 

pKGEM=2746 pb + 56 pb + 36 pb 

pKGEM= 2838 pb 

"• ·r. 

() ' . ~ 
A 8 i•·· r. ,,¡ ~ :i:· 

\iA6 e ~ ~ fF?IY] ~ : 

55 

•Eco RI r 28 pbl 

ba~ N1F·t • !lllií! 

Hin('rfj 



<O
 

L
0

 

-.-:::: :;~~·(~' 
,,¡ 

;:¡ 

;;;~2::1 
,:d''"'=~,:¡· .',) .,. 

---.. 
--· 
:; -:i ' 
~
:
'
\
 

-
-
. 

-
~
 

_ _
, 

.,,___,, 
~
,
,
.
,
 

~
 

~
 

-
-
. 

~
 -:1 

~
 

-
~
 

...... , 
-
~
 

-
_

, 
.__, 
~
 

..., 
"'""! 

:!':":.'1 

- __ , 
::::-¡ 
--. 
~
~
 

-
,, 

"':..~1 
_

_
, 

-
_

, 
~
 

:::;,._~ 

:; ·-:1 
::::1

 
---. 

-'\:¡, 

--· 
---. 
-
~
 

-
__, 

----, 
¡,, "J..1 
·
~
 

- -
~
 

~
 

:: '":1 
~
 

-
.... 

:; .., 
----., 
__ , 
-:::: 
-
~
 

,, '7..1 
-
~
 

--. 
....._, 
-
~
 

.. .,_ 
~ 

=
 ..... 

-·--







-~
-

~
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
,
-
-
-



o "' 

~
I
 

' 

' ' 

~
 

·
"


""°" ~ 
,
~
 

-
¡
-
-
-
-
-
-
-

c::J ' 

·.~ 
.. -,. 
,_,q 
,
-
~
 

-
~
 

ti ~I
 

I' 

l
~
I
 

' 

c::J ' 





I 
1 t 

'" 1 

.. , l! 
,_. L

.
_

 

u 

... ~:::Tui 
.' 

'l_:¡,$.~: 

' ' ' ~: 

0
0

 
......... 
¡;¿ 
o.· 

,-..., 
"O

 
?-.. 

~
 





L
 ___ _ 

1 1 

-
~
 

::_:::-• ¡ 
~:;~; 

1 

c_c:_~_ 1 
: .:::::' i 
. 

. 
1 



. "' 
. 

(!) 

<
 

• • 

·
-
·
·
-
-
-

• o 

• 

••••• 
·~lli:.· 
'
~
 

-
;l 

1, 
:.i 

l..· 

o 
.I' 

A
 

;;y, 
o 

··.~··· 
·rr• .. 

. 
. 

··1·· 



(!) 
(!) 

---~
 

..... .,_
 1 

. __ , 
=

 _ .. 
-
1

 

--- "'-";¡ ~~"1 
·-,;;, •. :'} 
:._<¡ 
_

·¡ 
•• :l 

,J
i 

...... f. 
--f 
~
J
.
 

_
, 

"'1'-
. ......,. 

!.. '-'; 
.,:, 





a
)
 

<O
 

" 

~
 

., ... • ·~- <\ 
' 

• • • • 



=
 = 


	Portada
	Índice
	Resumen
	Introducción
	Descripción Molecular del VPH
	Proteína E2 del VPH
	Función de NF-1
	Mecanismos de Transformación   Especificidad Tisular de los VPH
	Hipótesis   Objetivos
	Material y Métodos
	Digestión de Plasmidos con Enzimas de Restricción
	Preparación de Vectores   Ligación
	Transformación de Bacterias
	Preparación de Bacterias Competentes   Maxipreparaciones de Plasmidos
	Purificación
	Marcaje Terminal del ADN con a-32 P
	Líneas Celulares
	Aislamiento de Núcleos y Preparación de Extractos
	Titulación   Experimentos de Retardamiento
	Experimentos de Competencia
	Resultados
	Discusión
	Conclusiones
	Glosario
	Bibliografía

