BENEMERITA UNIVERSIDAD AUTONOMA DE PUEBLA

FACULTAD DE CIENCIAS QUIMICAS

DEPARTAMENTO DE FISICOQUIMICA TEORICA

Analisis tedrico de los fragmentos E2 de VPH 6, 11, 16, 18 y 31 que

interactia con el segmento CAACCGAATTCGGTTG del ADN

Tesis para obtener el titulo de:

QUIMICO FARMACOBIOLOGO

Presenta:

p. QFB. ANA LAURA RONQUILLO TELLEZ

DR. JUAN CARLOS RAMIREZ GARCIA. Director

DRA. BLANCA MARTHA CABRERA VIVAS. Asesora

Puebla, Puebla. Marzo 2015




NM.C. JOSE DE GPE. QUIROZ OROPEZA
DIRECTOR DE LA FACULTAD DE CIENCIAS QUIMICAS

PRESENTE
Los que suscriben, integrantes de la Comision Revisora de la Tesis del alumno

de la carrera de QUIMICO FARMACOBIOLOGO
RONQUILLO TELLEZ ANA LAURA

realizada en el area de Fisico-Quimica, comunican a Ud. la aprobacion

de la misma caon la siguiente redaccion:

Analisis tedrico de los fragmentes E,de VPH 6,11,16,18 y 31 que interactia con
el segmento CAACCGAATTCGGTTG del DNA

Se extiende la presente, para los usos que al interesado convengan, a los

17 dias del mes de Marzo de 2015

Atentamente

"Pensar bien para vivir mejor”

T MCVIRGINIAKOSAS ZAYAS,
% .I. G _.w"l.} ...J__.:":”..»

| _{,,.-':‘._.“,":..'__._,.-

JL.—P 5

MC. EDUA396 MiSLASCO SANCHEZ

C.c.p. Archivo

~re.td SnzanClocciay A sy,
cwbaswras - _ahnip 1SS -, Cel Sa Awrue,
Cuineasr Seadad v iemnan,

I T H R N B 1]

1 L2220 88 IOEL SN0 CLLT 514 I



DEDICATORIAS

A mis papas,

Mama3, gracias por el tiempo que me dedicaste y ensefiarme que siempre debo luchar por lo que
quiero y donde quiera que estés sabes que te admiro y gracias a ti soy la mujer que soy ahora. Papa
sabes que te quiero mucho y te agradezco de corazdn por todo tu apoyo y estar conmigo en las

buenas y en las malas.

A Natalia,
Aunque ahorita estds muy chiquita, sabes que eres lo mds importante de mi vida, y soy feliz de

tenerte conmigo.

A Elisa,

Gracias por ser siempre mi apoyo, mi confidente y la mejor hermana.

Al Dr. Juan Carlos Ramirez Garcia,
Por aceptarme a trabajar con usted, sus ensefianzas, su paciencia, sin usted no seria posible la

realizacién de éste trabajo.

AViryy Lucy,

Por demostrarme que la verdadera amistad existe.

Al Mtro. Oscar Pérez Toriz,

Por su apoyo incondicional desde que entre a la carrera.

Al Departamento de Fisicoquimica,

En particular a la Dra. Flor y el Dr. Julio gracias por su consejos.



“Hay una fuerza motriz mds poderosa que el vapor,

la electricidad y la energia atémica: la voluntad.”

Albert Einstein



VI.
VII.

INDICE

RESUMEN

INTRODUCCION

MARCO TEORICO

a. Clasificacion Taxondmica del Virus del Papiloma Humano

b. Clasificacién Epidemioldgica del Virus del Papiloma Humano
c. Estructura del Virus del Papiloma Humano

d. Organizacion Gendmica del Virus del Papiloma Humano

e. Proteina E1
f. Proteina E2
g. Proteina E3
h. Proteina E4

Proteina E5

j- ProteinaE6yE7

k. Proteina L1

[.  Proteina L2

m. Ciclo Viral del Virus del Papiloma Humano
ANTECEDENTES

a. Proteina E2 - ADN

METODOLOGIA

a. Métodos de Calculo de estructura electrdnica
b. Métodos Semiempiricos

c. Potencial Electrostatico Molecular

d. Paquete Computacional Visualization Molecular Dynamics (VMD)
e. Paquete Computacional Gaussiano9

f. Paquete Computacional Spartano8
JUSTIFICACION

PREGUNTAS DE INVESTIGACION

HIPOTESIS

O 0

11
14
15
16
16
16
17
19
21
21
25
25
31
31
31
32
33
33
33
34
36
36



VIII.

XI.
XIl.
XIll.

OBJETIVOS

a.

Objetivos especificos

PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL

RESULTADOS Y DISCUSION

a.

b.

o

bual

g.
h

. Orbital Moleculares

j.

Secuenciacion
VPH-6a E2 unido a 16 pares de bases ADN (2AYB)
VPH-11 E2 TAD estructura cristalina (1R6K)

. VPH-16 E2 estructura cristalina (1ZZF)

VPH-18 E2 unido a 16 pares de bases ADN (1JJ4).
VPH-31 E2 estructura cristalina (1DHM)

Propiedades Electrénicas

Distancias entre los aminoacidos

Distancias entre los E2 de 2AYB y 1JJ4 con el ADN

CONCLUSIONES

BIBLIOGRAFIA

ABREVIATURAS

36
36
37
38
39
41
45
48
51
55
58
61
65
70
73
74
86



RESUMEN

La proteina E2 del Virus del Papiloma Humano facilita la replicacién del virus y activa los genes que
son capaces de ocasionar cancer en la persona infectada.

Es considerado el regulador maestro de replicacidon extracromosdémico, ya que en primer
lugar, es esencial para la iniciacidon de la replicacion del ADN del virus del papiloma; en segundo
lugar, estd implicado en el mantenimiento y la segregacidn del genoma viral; y en tercer lugar, la
formaciéon de homo y heterodimeros asi como la expresidn viral de E1 helicasa se encuentran
reguladas por E2.

Ademas de la participacion directa en la replicacion, la proteina E2 regula indirectamente
la actividad viral de los oncogenes E6 y E7, y el entorno celular.

Con el fin de tratar de entender la interaccidn entre la proteina E2 y el ADN, se descargaron
las proteinas de la pagina Protein Data Bank en formato .pdb de las moléculas 2AYB (VPH-6a),
1R6K (VPH-11), 1ZZF (VPH-16), 1JJ4 (VPH-18) y 1DHM (VPH-31) para analizar su estructura y realizar
los cdlculos de potenciales electrostaticos utilizando el programa computacional de modelamiento
molecular Spartano8 V1.2.0 y con el programa Gaussiano9 se calcularon las densidades
electrdnicas y los potenciales de uno de las 2 de polimeros que conforman el virus.

Se determind que las diferencias de afinidad se correlacionan con la distribucién de cargas
positiva (+) en sus superficies de interaccién de ADN, lo que sugiere un papel para las fuerzas

electrostaticas en reconocimiento de la deformidad del ADN.



I. INTRODUCCION

Uno de los aspectos que contribuyd al entendimiento de los procesos que estan en el origen del
cancer, lo constituye la idea de que la tumorigenicidad podia ser susceptible de explicaciones
simples, basadas en un nimero reducido de genes. Esta idea se origind, en estudios con pequefios
agentes virales, como los poliomavirus, el virus del Simio 40 (SV40) y algunos retrovirus como el
virus del sarcoma de Rous (RSV), los cuales podian inducir la transformacion de células in vitro y
llevarlas al camino de la malignidad. Esto mostré no sélo que algunos aspectos del cancer podian
ser reproducidos en células en cultivo, sino ademds que existen virus, con elementos genéticos
extraordinariamente simples que pueden evocar muchos de los cambios asociados con la
transformacién maligna observada en los tumores humanos (1).

Una caracteristica comun de todos los virus oncogénicos es que el acido nucleico virico se
inserta en el ADN de la célula hospedadora (por ello los virus oncogénicos con RNA disponen de la
enzima transcriptasa inversa). El ADN virico provoca transformaciones en las células
hospedadoras, convirtiéndolas en células cancerosas.

Los primeros reportes de la existencia de agentes capaces de inducir la formacién de
tumores en animales se remontan a principios del siglo pasado, cuando Ellerman y Bang en 1908 y
Peyton Rous en 1911, mostraron que existia un agente ultrafiltrable en la leucdsis aviar y que se
podian inducir sarcomas en pollos sanos, luego de la inoculacidn de filtrados libres de células
provenientes de sarcomas de animales enfermos. El agente causal de los sarcomas de pollos
mostré ser un retrovirus oncogénico, que se denoming virus de sarcoma de Rous (RSV) y se
convirtié en el prototipo de los virus tumorales de RNA (2).

Las verrugas y su caracter infeccioso se conocen desde la antigua Grecia, si bien hasta el
siglo XIX las verrugas genitales se consideraban como una forma de sifilis o gonorrea. La
naturaleza viral de las verrugas humanas se concretd a principios del siglo XX, donde Ciuffo en
1907 determind la etiologia viral de las verrugas y desde entonces se identificd el Virus del
Papiloma en muiltiples especies de vertebrados ademds de en los humanos (3).

El género Papillomavirus fue descrito por primera vez en el afio 1930 por Richard Shope,
quien caracterizé la naturaleza transmisible de los papilomas cutaneos que afectaban a los conejos

silvestres. Este Virus del Papiloma, actualmente denominado CRPV (CottonTail Rabbit
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Papillomavirus), fue el primer virus oncogénico identificado. En las décadas de los 50 y 60 se
avanzd en el conocimiento sobre la diferenciacidn celular y la replicacidn viral.

El desarrollo de la microscopia de inmunofluorescencia, y la mejora de la microscopia
electrénica, permitié examinar la estructura de las particulas virales. El andlisis de los papilomas
producidos por el CRPV mostrd que las particulas aparecian exclusivamente en el nucleo de los
queratinocitos diferenciados, es decir, en las capas superiores de las lesiones. La naturaleza
cronica de los papilomas indicaba que el virus debia estar presente también en las capas basales,
por lo que la ausencia de particulas virales en éstas llevd a inferir que el virus podia estar en una
forma inmadura. Ademas se dedujo que la replicacién de los Virus del Papiloma se encontraba
estrechamente ligada al proceso de diferenciacion de las células epiteliales escamosas (4).

Desde los afios 70 hasta el inicio de los afios 90 se produjo el desarrollo de la genética viral y
con ella la idea de que los Virus del Papiloma Humano (VPH) son virus de importancia médica. El
desarrollo de las técnicas de clonaje molecular permitid superar parte de las limitaciones
experimentales que presentaba el estudio de los Virus del Papiloma, lo que condujo a la
renovacion en el interés por estos virus. En esta época se clond el genoma completo del virus del
papiloma bovino tipo 1 (VPB1) (5), y a continuacidén se clonaron los genomas del VPH tipo 1(6) y del
VPH tipo 6, identificandose las regiones reguladoras y las funciones de los diversos genes virales.

Un avance digno de destacar, fue el reconocimiento de la existencia de diversos genotipos
del Virus del Papiloma Humano: unos que inducian verrugas cutdneas, otros que se asociaban con
la epidermodisplasia verruciforme (EV) y otros responsables de verrugas genitales (7).

Los estudios realizados por Orth y colaboradores fueron los que mostraron que algunas
lesiones progresaban hacia carcinomas de células escamosas (8). El andlisis de estos tumores
reveld que la gran mayoria contenia dos genotipos de VPH (VPH-5 y VPH-8). Estos descubrimientos
fueron los primeros que pusieron claramente de manifiesto que el Virus del Papiloma estaba
implicado en tumores humanos. Las primeras evidencias de la relacion entre los Virus del Papiloma
Humano en genitales y el cdncer cervical fueron descritas por Zur Hausen en el afio 1981 (9). Los
primeros tipos genitales aislados fueron los tipos 6 y 11, presentes en verrugas genitales (10). A
continuacion se aislaron los tipos 16 y 18 los cuales se detectaban en la mayor parte de los canceres
de cuello uterino, determinando que los Virus del Papiloma Humano tienen estrecha relacién con

el cdncer en los humanos (11).



El Virus del Papiloma Humano (VPH) es un virus ADN tumoral icosaédrico (12) que
constituye una de las infecciones de Transmisidon Sexual mads frecuentes y es considerado el
principal factor de riesgo para el desarrollo del cancer cervicouterino. El virus del Papiloma
Humano infecta el epitelio escamoso que realiza un ciclo de vida estrechamente relacionado con la
diferenciacion de las células diana. Cuando el virus infecta las células basales se mantienen como
elementos autorreplicativos con bajos niveles de expresion génica, a medida que los estratos
celulares se van diferenciando, los niveles de replicacidn del genoma virico aumentan y se
sintetizan las proteinas viricas tardias, con lo que se inicia la formacién de particulas infecciosas.

Hoy en dia resulta complicado establecer la cantidad de mujeres portadoras de infecciones
ocultas por el Virus del Papiloma Humano, se estima que la incidencia de ADN del virus en la
poblaciéon femenina es de alrededor de 300 millones y que mds de 490.000 desarrollardn cancer
cervicouterino, ademas es el segundo tipo mas comun de cancer en mujeres de entre 15 y 44 afios
de edad, después del cancer de mama.

A nivel mundial (Figura 1), cada afio mueren 270.000 mujeres a causa de esta enfermedad
(13). El 83% de los casos de céncer de cuello uterino tiene lugar en paises en desarrollo, donde
representa el 15% de los canceres femeninos. En los paises desarrollados sélo representa el 3.6% de
los nuevos casos de cancer. Las tasas de incidencia mds altas se observan en Africa, América
Latina, el Caribe y algunos paises de Asia (14). Por otra parte, hasta un 80% de las mujeres habrdn
padecido en algin momento la infeccion activa por el Virus del Papiloma Humano a lo largo de su
vida.

El ADN del Virus del Papiloma Humano se ha identificado en mdas de un 95% de todos los
tumores del cuello uterino (15) los subtipos 16, 18, 31, 33, 45 y 51 se asocian mds frecuentemente
con neoplasias genitales (16).

En México, segtin la Unidn Internacional Contra el Cancer (UICC), es considerado la segunda
causa de muerte y se estima que cada afio se detectan 139 mil casos nuevos (Figura 2) donde un
70% es a consecuencia del Virus del Papiloma Humano (VPH) (17).

El Sistema Nacional de Salud Mexicano brinda atenciéon médica aproximadamente a 9,000
casos de Cancer Cervicouterino invasor y se registran 4,000 muertes anualmente (18). En el afio
2001, se reportaron 4,051 muertes en mujeres, con una tasa de mortalidad de 8.8 por cada 100,000

mujeres.
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Figura 1. Riesgo Acumulativo de Céncer Cérvicouterino a nivel mundial. México presenta un riesgo de 0.63 - 1.0, de
acuerdo GLOBOCAN 2012, International Agency for Research on Cancer.
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Figura 2. La Tasa Estandarizada es la Tasa por 100 mil mujeres de 25 afios 0 mds, estandarizada por el método directo
con base en el promedio de poblacién por grupo de edad de la poblacién mundial estandar 2000 — 2025. La media
nacional es de 9.1y Puebla presenta una media de 9.4. Fuente: SS. Subsecretaria de Prevencién y Promocién de la

Salud (SPPS, 2013)
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El cancer cervical se desarrolla a partir de lesiones precursoras de las neoplasias
intraepiteliales cervicales denominadas CIN. Las lesiones se clasifican patolégicamente en una
escala de | a Il dependiendo de la magnitud de perturbacién de la diferenciacién epitelial. La
media de edad para el desarrollo del cancer es de 52 afios, con una distribucidn bifasica de casos
con picos a 35-39 y 60-64 afios (19). Las lesiones CIN de bajo grado se ven tipicamente en las
mujeres jévenes (20), lo que demuestra que la progresion a la malignidad puede tardar afios o
décadas después de la infeccidn inicial (Figura 3). La realizacién de la prueba de Papanicolaou
como una herramienta de diagndstico precoz ha llevado a una disminucién dramatica en el

numero de casos de cancer cervical en los paises desarrollados (21).

|Sil de hajo Sil de alto grado
grado
I CIN 1l
Normal Displasia Displasia Displasia  Carcinoma
leve moderada  severa in situ

Figura 3. Representacion esquemdtica de la carcinogénesis cervical con referencia a la nomenclatura de las lesiones
cervicales.

Dado que la transmision de la infeccidn por VPH tiene lugar fundamentalmente mediante
contacto sexual, la conducta sexual es un factor determinante en el riesgo de contraerla. El
numero de parejas sexuales asi como la edad temprana de inicio de la actividad sexual aumentan
dicho riesgo (22).

Las investigaciones longitudinales realizadas hasta hoy, muestran que la mayoria de las
infecciones por el VPH son transitorias, pasando a no ser detectables en 1 0 2 afios. Como ya se ha
indicado, las infecciones por tipos de alto riesgo parecen persistir durante mas tiempo que las

6



producidas por tipos de bajo riesgo, siendo la infeccién con el tipo 16 la mas persistente (Figura 4)

(23)-

VPH-18 | 75%

VPH-16
25,5%

Figura 4. La Proporcidn relativa de los 5 tipos mds frecuentes en la poblacién infectada con VPH con citologia normal.
El tipo 16 se identifica en el 25.5% de las mujeres diagnosticadas, seguido del tipo 18 (7.5%) y el 31 (6.1%).



[I. MARCO TEORICO

a. Clasificacion Taxondmica del Virus del Papiloma Humano

Los Virus de Papiloma Humano son virus pequefios de dacido desoxirribonucléico (ADN), de
aproximadamente 55 nm de didmetro, que infectan los epitelios de piel y mucosas. De acuerdo al
Comité Internacional de Taxonomia de Virus (ICTV) el estatus taxondmico de los tipos, subtipos y
variantes de papilomavirus se determina por el porcentaje de variacion en el gen L1 de un 10%, 2-
10% y un maximo de un 2% respectivamente (24, 25).

Hasta la fecha, se han identificado mas de 100 serotipos que se agrupan en varias especies,
géneros y una familia. Estos virus pertenecen a la Familia Papillomaviridae y los principales géneros
que agrupan a estos virus son: Alphapapillomavirus, Betapapillomavirus, Gammapapillomavirus,
Mupapapillomavirus y Nupapillomavirus (26).

Los Virus de Papiloma Humano con tropismo cutaneo se encuentran en los géneros 6-
papillomavirus que contiene cinco especies distintas (B1: VPH 5, 8, 12, 14, 19, 20, 21, 24, 25, 36, 47 Y
93; B2: VPH 9, 15, 17, 22, 23, 37, 38 y 80; B3: VPH 49,75 y 76; B4: VPH 92; B5: VPH 96); y-
papillomavirus (VPH 4, 48, 50, 60, 65, 88 y 95); u- papillomavirus (VPH 1y 63); v-papillomavirus (VPH
41). La mayoria de los miembros del género a- papillomavirus son VPH de mucosas; sin embargo,
este género también contiene VPH cutdneos en las especies a2 (VPH 3, 10, 28, 29, 77, 78 y 94), a4
(VPH 2,27y 57)y a8 (VPH 7, 40, 43 y c91) (Figura 5).

Inicialmente los virus del papiloma se incluyeron, junto con los Poliomavirus, dentro de una
misma familia, la familia Papovaviridae, debido a que ambos son virus con genomas de ADN
circular de doble cadena, y con capsidas icosaédricas sin envoltura (27). Dado que posteriormente
se ha visto que los dos grupos de virus tienen genomas de distinto tamafo, organizaciones
gendmicas completamente diferentes y poca similitud de secuencia, han sido recientemente
reconocidos por el Comité Internacional de Taxonomia de Virus como familias separadas,

Papillomaviridae y Polyomaviridae (28).
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Figura 5. Arbol filogenético de los virus del papiloma basado en el ORF de L1. El niimero al final de cada rama indica un
tipo de VPH.

b. Clasificacién epidemioldgica del Virus del Papiloma Humano

Existen al menos 30 subtipos de Virus del Papiloma Humano, pertenecientes al género de los o -
Papilomavirus, que infectan la mucosa genital. Estos se han clasificado en dos grandes grupos en
funcién de su asociacién epidemioldgica con el cancer cervical: alto y bajo riesgo (29).
Aproximadamente un tercio de los Virus del Papiloma Humano de epitelio mucoso (18
tipos) han sido clasificados epidemioldgicamente como tipos de alto riesgo, estando relacionados
con el desarrollo de cancer cervicouterino invasivo y con sus lesiones precursoras de alto y bajo
grado (30, 31). Entre éstos se localizan los tipos 16 y 18 que son los mds prevalentes en todo el
mundo, encontrandose en mas del 70% de los cdnceres cervicales (32). Doce VPH mucosos han sido

clasificados como tipos de bajo riesgo los cuales estdn asociados a estados asintomaticos o a
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lesiones benignas tales como cervicitis no especifica, lesiones intraepiteliales escamosas de bajo

grado o verrugas genitales (Tabla 1).

Tabla 1. Clasificaciéon epidemioldgica de los Virus del Papiloma Humano.

Clasificacion de los Virus del Papiloma Humano

Alto Riesgo Bajo Riesgo

16,18,26,31,33,35,39,45,51,52,53,56,58,59,66,68,73,82 6,11,40,42,43,44,54,61,70,72,81

c. Estructura del Virus del Papiloma Humano

Los VPH son virus pequefos y desnudos con una estructura icosaédrica compuesta por 72
capsOmeros pentaméricos agrupados en una organizacion triangular T=7. Las particulas virales
presentan un diametro de 52-55 nm. El analisis estructural mediante crio-microscopia electrénica
empleando reconstrucciones tridimensionales, revela que los Papillomavirus, como en el caso de
los Polyomavirus, estan formados por dos tipos de capsdmeros: 60 hexavalentes, que contactan
con 6 capsémeros vecinos y 12 pentavalentes que contactan con 5 capsémeros vecinos (Figura 6)
(33)-

La capside viral esta constituida por dos proteinas estructurales. La proteina mayoritaria de
la cdpside (L1) tiene un peso molecular de aproximadamente 55KDa, y representa el 80% del total
de la proteina viral. La proteina minoritaria de la cdpside (L2) tiene un peso molecular de

aproximadamente 70 KDa, y juegan un papel de soporte entre los 72 pentameros de la proteina L1

(34)-
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Genoma: ADM
circular (8.000 ph)

Cépside proteica,
sin envoltura

Figura 6. Microscopia electrénica de particulas similares al virus (VLPs) de VPH16 (50-55 nm).

d. Organizacidon Gendmica del Virus del Papiloma Humano

Los Virus del Papiloma Humano contienen un genoma de ADN circular de doble cadena, de
aproximadamente 8000 pb de longitud (6), que esta asociado con histonas celulares para formar
una sustancia parecida a la cromatina (35). Una caracteristica comun a la organizaciéon gendémica
de todos los Virus del Papiloma Humano es que la totalidad de los marcos abiertos de lectura se

localizan en una de las hebras del ADN viral, que es la que servira como molde para la transcripcién

(Figura 7).

Figura 7. Mapa gendmico de papilomavirus humano. Los genomas de VPH contienen 8000 pb. Las flechas gruesas
muestran los marcos de lectura abierta de los genes tempranos (E 1, 2, 4, 5, 6 y 7) y los genes tardios (L1y L2). LCR,
region larga de control; pA, sitios de poliadenilacidn. Se muestran también algunos sitios de restriccién: B, BamH]I; R,
EcoRl, K, Kpnl; V, EcoRV.
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El genoma estd organizado en tres regiones:
1) Regién temprana: Contiene los marcos de lectura abiertos para las proteinas E1, E2, E4, E5,
E6 y E7 (Conocidas como E porque provienen del inglés Early = Temprano). Estos genes son
los primeros en expresarse durante el ciclo viral, y sélo se desarrollan en el epitelio basal,
parabasal e intermedio, ademas estan relacionados con la replicacién viral (E1, E2, E4 y E5) y
con la estimulacién de la divisién celular (E6 y E7), que puede conducir a la oncogénesis.
2) Regidn tardia: Codifica las proteinas estructurales L1y L2, (Conocidos como L porque
provienen del inglés Late = Tarde) que se expresan al final del ciclo viral, y sélo se desarrollan
en células superficiales.
3) Regién no codificante: También conocida como LCR (Long Control Region) o URR
(Upstream Regulatory Region). Presenta de 400 a 1000 pb de longitud en funcién al tipo de
VPH, y se encuentra implicada en la regulacidn de la replicaciéon del ADN viral. Posee tres
divisiones:

a) El segmento 5’ que contiene sefiales de terminacidén de la transcripcion.

b) La regién central, flanqueada por regiones de unién para E2 que contienen

potenciadores especificos del epitelio.

c) El extremo 3’ que contiene también una regién de unién a E2 y el promotor de los genes

E6/E7.

Esta region corresponde al 15% del genoma viral y contiene los promotores que inician la
replicacion y controlan la trascripcion. Se encuentra dividida en dos dominios principales: el RE2,
regulado por la presencia de la proteina viral E2 y donde se localiza el origen de replicacion del
ADN viral, el promotor temprano; y el dominio CE, un fuerte potenciador de la transcripcidon que

depende exclusivamente de factores transcripcionales celulares (Figura 8) (36).
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Figura 8. Mapa Genético de la Regién Larga de Control (LCR) de los VPH.

En el dominio RE2 se encuentra el promotor temprano a partir del cual se transcriben los
oncogenes E6y E7.

Posee una caja TATA funcional (a la cual se unen los factores necesarios e indispensables
para iniciar la transcripcion mediada por la RNA polimerasa Il) y lugares de interaccién de la
proteina viral E2, ademads de sitios de unidn para el factor celular Sp1 (proteina estimulante de la
transcripcion). En este dominio se ha descrito el origen de replicaciéon del ADN viral, dependiente
de la presencia de las proteinas virales E1y E2.

La especificidad tisular de los Papilomavirus reside en el CE, donde la participacion conjunta
de factores celulares promueve la actividad del promotor temprano exclusivamente en células de
origen epitelial.

La region CE se compone de numerosos sitios de asociacidn especifica de diversos factores
de transcripcion de origen celular, tales como AP-1, NF-1/CTF, Octa-1, TEF o F, etc. Ademas, se ha
descrito la presencia de un elemento de respuesta a glucocorticoides (ERG), el cual promueve la

transcripcion por un estimulo hormona.
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e. Proteina E1

La proteina E1 es una fosfoproteina que se une de forma especifica al origen de replicacién, y es
estabilizada a través de la interaccidn con E2. Presenta actividad adenosintrifosfatasa y helicasa, y
se precisa para la iniciacion y la elongacién de la sintesis del ADN viral (37). Se ha mostrado que
interacciona con proteinas celulares, entre las que se encuentra la subunidad p18o de la ADN
polimerasa, y probablemente de ese modo reclute la maquinaria de iniciacién de la replicacién
celular en el origen de la replicacién viral. Se han descrito muchos otros factores celulares capaces
de interaccionar con E1, sin embargo el significado fisioldgico de estas interacciones no estd
totalmente claro (38).

La proteina E1 es codificada por el ORF mds grande del Virus del Papiloma Humano y tiene
una constitucién de aproximadamente 70 000 pb (6). E1 se expresa en todo el ciclo de vida del
VPH; sin embargo, se ha demostrado que los niveles mas altos de expresion de E1 que se producen
durante la fase vegetativa del ciclo de vida viral es cuando el promotor tardio se encuentra activo
(39, 40), ademas la proteina E1 es una proteina de unién a ADN especifica de sitio que posee
actividad ATPasa (41, 42).

La proteina E1 funciona como una helicasa de ATP dependiente para catalizar la anulacién
de ADN y se ha demostrado que se unen al ADN polimerasa primasa de las subunidades alfa para
reclutar la maquinaria de replicacién a los origenes virales (43, 44). E1 inicia la replicaciéon del ADN
viral mediante la unién de secuencias ricas en Adenina y Timina en el origen viral cerca del sitio de
inicio de transcripcidon temprana; sin embargo, la unidn de E1 al ADN es muy débil. La proteina E1
forma complejos con E2 en los sitios que se encuentran junto a Adenina y Timina de unidn (45),
este acto vinculante para cargar de manera eficiente E1 al origen viral.

Una vez unido al genoma viral, E1 forma un anillo alrededor de la hexamerico de ADN e
inicia su actividad helicasa (46). E1 puede reclutar la proteina de replicacién de ADN vinculante de
la proteina A-monocatenario (RPA), asi como la proteina chaperona Hsp40 para ayudar en el
procesamiento de replicacion (47). Ademas, E1 se une a Ini1 / hSNF5, un componente del complejo
de la cromatina reordenacion de SWI / SNF, y esta interaccidn es necesaria para la replicacién del
Virus del Papiloma Humano (48). Mas recientemente, se ha demostrado que E1 se asocia con los

complejos ciclina / CDK, lo que resulta en la fosforilacién de E1.
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Esta fosforilacidon es necesaria para mantener a E1(49) y por lo tanto actda para regular la
actividad de E1, las funciones de la proteina E2 tanto en la replicacidn, asi como en la regulacién de

la transcripcién del VPH.

f. Proteina E2

La proteina E2 presenta una funcidn reguladora bien caracterizada, que afecta a la transcripcion, la
replicacion y el mantenimiento de los episomas. El mecanismo de la activacion es el resultado de la
interaccién de E2 con algunos componentes de la maquinaria de transcripcion.

En esta proteina se pueden distinguir dos dominios altamente conservados entre todos los
Virus del Papiloma:

(@) Un dominio de unién especifico al ADN y de dimerizacién localizado en la regién
carboxi terminal y;

(b) Un dominio de transactivacién localizado en la mitad amino-terminal de la proteina.
Ambos estan separados por una regién en bisagra, que es variable entre los diferentes VPs (50).

La proteina E2 se une a secuencias consenso (ACCN6GGT) denominadas E2BS (E2 binding
sequence), en forma de dimero. En el caso de los Virus del Papiloma Humano, la unién de la
proteina E2 a los E2BS actia como moduladora de la transcripcion viral. Se han descrito 4 E2BS
(P97 o P105), cuya actividad basal es reprimida por la proteina E2 (51). Ademds presenta un papel
critico en la replicacion del ADN viral, dirigiendo a la proteina E1 hacia el origen de replicacion.

En presencia de esta proteina, los plasmidos virales que contienen sitios de unién para la
proteina E2, se asocian con los cromosomas mitdticos, lo que ocasiona una interaccion
simultdneamente con la cromatina mitdtica y con los genomas virales, asegurando que los
episomas sean empaquetados en la envoltura nuclear cuando se reconstruye en la telofase, de
ésta manera facilita la segregacién del genoma viral en las células hijas (36).

Sin embargo, esta funcidn represora se pierde cuando el ADN viral se integra al genoma
celular porque ocurre una alteracidon estructural del marco abierto de lectura de E2. De esta
manera, puede ocurrir libremente la transactivacion del promotor de E6 y E7 por los factores de

transcripcion celulares.
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g. Proteina E3

El marco abierto de lectura de E3 no codifica proteinas.

h. Proteina E4

Se trata de una proteina que, aunque se expresa a niveles basales en la fase temprana, los
mayores niveles se detectan en las células diferenciadas y en los estados tardios de la infeccidn.

Esta proteina mediante la asociacidn con ciclinas dependientes de kinasas y con E2, puede
modular la actividad del promotor temprano, regulando asi la expresidon de E7 y por tanto la
entrada en fase S (52).

Por otro lado, el 30% del contenido proteico de la célula infectada parece estar constituido
por un hibrido E1°E4 (primeros 4 aminoacidos de E1y E4) (53), que forma complejos hexaméricos
que se unen a la red de citoqueratina de la célula, provocando su desestabilizacion, situacidon que
ayuda a la salida de los viriones de la célula infectada (54). Ademas también altera el potencial de
la membrana mitocondrial, y la estabilidad de los ribosomas. Por todos estos mecanismos, la célula
pierde su soporte estructural, sufriendo dafio mitocondrial y apoptosis, que permitiran una mayor
diseminacion de la progenie viral, siempre y cuando las proteinas de la capside hayan sido

sintetizadas (53).

i. Proteina E5

Es una pequefia proteina de naturaleza hidrofdbica. Presenta un efecto estimulador del
crecimiento, mediante mecanismos bioquimicos no muy bien conocidos, pero que implican
interacciones con el receptor del factor de crecimiento epitelial (EGFR) o con la subunidad de 16
KDa de la ATPasa vacuolar (55).

La proteina E5 de VPH de alto riesgo se le considera carcinogénica porque transforma
fibroblastos murinos y queratinocitos en cultivos de tejidos, aumenta el potencial de
inmortalizacidon de E6 y E7, lo que estimula la proliferacion de células primarias humanas. Se ha

sugerido que EGFR, un receptor de tirosin-kinasa, controla la actividad bioldgica de la proteina E5
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de VPH 16, y plantean que la E5 activa EGFR e induce sefiales mitogénicas y transformacién celular
a través de este receptor (56).

La proteina E5 participa en la amplificaciéon del ADN del VPH, aumenta la expresién de las
moléculas clase | del complejo mayor de histocompatibilidad (CMH) y activa receptores de
factores de crecimiento. Por estas propiedades, se considera que E5 puede favorecer la evasidon

inmune (57).

j. ProteinasE6yE7

En los tipos de VPH de alto riesgo, las oncoproteinas virales E6 y E7 se expresan a partir de RNAs
mensajeros policistronicos. Se han descrito una serie de interacciones entre la proteina E6 de alto
riesgo y de las proteinas de la célula hospedadora, que proporcionan algunas claves para la
comprension de las funciones como oncoproteinas virales (58).

La proteina E6 ejerce su papel transformante principalmente mediante la unién a la
proteina celular p53 a través de la proteina ligasa E6-AP (E6-Associated Protein) (59). Esta
interaccion da lugar a la unién de moléculas de ubiquitina a p53, que entonces sera reconocida y
degradada por el proteosoma 26S.

La proteina p53 se activa cuando el ADN celular sufre algun dafio, uniéndose a él e
induciendo asi la expresion del gen que codifica la proteina p21. Dicha proteina es un inhibidor de
ciclinas dependientes de kinasas (CDK), que se une a los complejos de ciclina G1 con la proteina
CDK2, la cual conduce a la célula mas alla del punto de control G1 del ciclo celular. La proteina p21
bloquea la actividad kinasa de estos complejos, evitando asi la progresion de la célula en fase Sy la
replicacion de su ADN. Las células no podran progresar en la fase S del ciclo celular y se retrasaran
en la fase G1 o moriran por apoptdsis. Por tanto, la degradacion de p53 tiene como consecuencia la
evasion del punto de control del ciclo celular G1/S, dando lugar a la fragmentacién y reunién de los
cromosomas, generando un cariotipo altamente inestable. Esto puede conducir a duplicaciones
génicas y, en los siguientes ciclos de divisién, a amplificaciones génicas. Pero las funciones de la
proteina E6 son mucho mas amplias ya que puede provocar la estabilizacidn de la tirosin-kinasa Blk

(de la familia src) estimulando la actividad mitdtica o bien estimular la telomerasa de la célula
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hospedadora (60), cuya activacidon puede observarse en muchos canceres, incluyendo los debidos
a lainfeccién con VPH.

En los VPH de bajo riesgo, la proteina E6 es capaz de unirse a p53 pero con baja afinidad. La
proteina E7 presenta capacidad de unirse a la proteina pRb perteneciente a la familia de las
proteinas supresoras de tumores del retinoblastoma y a otras proteinas relacionadas, provocando
su fosforilacion e incrementando por tanto su degradacién por adicidon de moléculas de ubiquitina
(61).

Por otra parte, la proteina codificada por el gen E7 se une especificamente al producto del
gen represor de tumores Rb, otro factor regulador del ciclo celular, que se une directamente al
factor transcripcional E2F, que a su vez induce la transcripcion de elementos involucrados con la
replicacién celular. La proteina E7 de los VPH de alto riesgo tiene una alta afinidad por el sitio de
unién de Rb a E2F, cuando la célula ha sido infectada por el virus, la proteina E7 se une a este sitio
en vez de Rb impidiendo que éste mantenga controlado a E2F, el cual queda libre e induce Ia
replicacidon celular continua. De esta manera E6 y E7 cooperan eficientemente en la transformacion
de las células, produciendo tumores cervicales a largo plazo (62).

La proteina pRb permanece hipofosforilada (activa) en Go y G1y se hiperfosforila durante
las fases S, G2 y M. La forma hipofosforilada se une a un conjunto de proteinas reguladoras que
favorecen la proliferacidn celular, manteniéndolas secuestradas y fuera de accién. La fosforilacién
de pRb mediada por E7, da lugar a la liberacién de factores de transcripcion de la familia E2F
(Factor de Elongacion 2), activdndose la transcripcidn de genes que regulan la proliferacién celular.
Todo esto se traduce en la entrada en fase S del ciclo celular, inducida por E7.

Otra funcién importante de la proteina E7 es la inactivacion de los inhibidores de las ciclinas
dependientes de kinasas p21y p27. Esta interaccion desacopla la actividad CDK de sus inhibidores y
es una de las principales causas de la estimulacidn del crecimiento de las células infectadas con
VPH.

Finalmente, la proteina E7 en los Virus del Papiloma Humano de alto riesgo, genera
inestabilidad cromosdémica en células humanas normales. Induce defectos en los puntos de control
G1/S, asi como el desacoplamiento de la sintesis de centrosomas durante el ciclo de divisidn celular
(63). Esto lleva a la formacién de mitosis multipolares anormales y segregacion incorrecta de los

cromosomas asi como aneuploidias. Ademas, parece que esta proteina también es capaz de
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generar aberraciones cromosdémicas estructurales. De forma semejante a E6, en los VPH de bajo
riesgo la proteina E7 se une a pRb pero con una afinidad 10 veces menor.

La expresion de los oncogenes virales E6 y E7 del VPH-16 da como resultado aneuploidia
cromosomica, lo que favorece la integracion del genoma del VPH en cromosomas celulares. La
integracién no siempre puede requerirse para la progresién a un fenotipo invasor distinto del ADN
del VPH-18 (Figura 9) (64).

Por otra parte el proceso neopldsico asociado al VPH no se limita solamente al epitelio
escamoso, sino que estd involucrado también en el desarrollo de lesiones en células cilindricas. El

VPH-18 se asocia fuertemente con el adenocarcinoma del cuello uterino (65).

VPH11 VPH16 VPHI6
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EPITELIO ESCAMOSO
ESTRATIFICADO

Figura 9. Esquema de la expresidn diferencial de proteinas del VPH en el epitelio escamoso estratificado en
funcién del tipo de VPH y la progresidn de la infeccidn. Las barras negras representan la expresion de E7, las barras
azules la presencia de ADN viral amplificado, la parte sombreada de éstas representa donde tiene lugar la
amplificacion vegetativa del genoma viral, las barras verdes representan la expresidn de E4 y las naranjas la expresion
de L1.

k. Proteina L1

La proteina L1 es la mayoritaria de la capside, presenta aproximadamente 530 aminoacidos. Esta

altamente conservada entre las diferentes especies del Virus del Papiloma Humano, por lo que ha
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sido utilizada para detectar la presencia de proteinas de la capside en tejidos humanos. La capside
viral estd constituida por 360 copias de la proteina L1 que se agrupan en 72 capsomeros
pentaméricos, y contiene ademas 12 copias de la proteina minoritaria (L2), que se localizan en el
centro de los 12 capsémeros pentavalentes (66). Ademas, cumple un papel esencial en la unién al
ADN viral y su empaquetamiento (67, 51), especialmente los 9 aminodcidos del extremo C-terminal
(53)-

La proteina L1, cuando es expresada en sistemas heterdlogos, presenta la capacidad de
autoensamblarse en forma de particulas similares al virus (VLPs) en ausencia de la proteina L2, si
bien ésta puede integrarse en las VLPs cuando se coexpresa con L1. Estas particulas son
morfoldgica e inmunoldgicamente muy semejantes a los viriones nativos aunque se trata de
particulas no infecciosas por carecer de ADN, por lo que han constituido la base para el desarrollo
de vacunas profilacticas frente a la infeccion con VPH. Ademas, la proteina L1 también se puede
ensamblar en estructuras constituidas por 12 pentameros y que son denominadas VLPs pequenas,
que presentan una triangulacién T=1(68).

Durante el ensamblaje del viridn, las proteinas de la capside se sintetizan primero en el
citoplasma y luego deben ser llevados en el nicleo con el fin de empaquetar la cromatina viral. Los
capsOmeros L1 se forman en el citoplasma (69) y luego son trasladadas a través del complejo de
poro nuclear en el nticleo por el Kap de importacién nuclear adaptador [ receptor (70).

La proteina L1 se expresa posterior a la proteina L2 en el ciclo de replicacion viral y el
ensamblaje del viridn. La proteina L2 interacciona con la proteina E2 para facilitar el transporte de
la proteina L1 al ndcleo y juega un papel importante en la encapsulacién del ADN viral. La infeccidn
por VPH se asocia al desarrollo de multiples tipos de lesiones cutaneas y mucosas. En la cavidad
oral se puede asociar al desarrollo de lesiones benignas, pre-malignas y malignas. Entre las lesiones
orales benignas se encuentran el papiloma oral de células escamosas (VPH-6 y VPH-11), la verruga
vulgar (VPH 1, 2, 4, 7, 57), el condiloma acuminado (VPH 2, 6, 11 y menos frecuentemente VPH 16,

18, 31,33y 35) y la hiperplasia epitelial focal (VPH 13y 32) (Figura 9).
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. Proteina L2

La proteina minoritaria de la capside (L2) tiene un tamafo de aproximadamente 473 aminoacidos
(69).

Es necesaria para que se produzca la infeccidn, interaccionando con receptores en la
membrana de la célula hospedadora, y también participa en la liberacién y conduccién del ADN
viral hacia el nucleo (71).

Se cree que dentro del virion del Virus del Papiloma Humano aproximadamente se
encuentran 12 copias de L2 asociados con los capsémeros través de un dominio cerca de la C-
terminal de L2 (72). Al igual que otros virus, las capsides del virus del papiloma humano pueden
someterse a un proceso de maduracién antes de ser liberado de la célula (73).

La proteina L2 se transloca por separado en el nicleo a través de la accidn de dos sefales
de localizacién nuclear (NLS) (74). Ademds la proteina forma un complejo con las proteinas
chaperonas Hsp40 y Hsc70, que son necesarias para la translocaciéon nuclear. L2 también puede
jugar un papel importante en el reclutamiento de los genomas virales para la encapsidacion. L2
puede unirse al ADN (75) y localizar a los dominios ND10 en el ntcleo. Los dominios ND10 son
cuerpos nucleares que representan los principales sitios de la replicaciéon del ADN (76).

Se ha demostrado que la presencia de L2 en las células conduce a una reorganizacion de
dominios ND10 (77). L2 por lo tanto puede unirse al ADN viral recién replicado en estos dominios y

posteriormente unirse con la proteina L1 para crear nuevos viriones.

m. Ciclo Viral del Virus del Papiloma Humano

Los Virus del Papiloma Humano son altamente especificos a la especie que infectan y presentan un
tropismo muy definido por las células epiteliales escamosas infectando las células basales
probablemente a través de heridas o abrasiones de la piel o las mucosas, aunque también se cree
que algunos Virus del Papiloma infectan lugares donde el acceso a capas basales se facilita de
forma natural, como por ejemplo en la base del foliculo piloso o la zona de transformacion.

La integrina a-6 fue la primera proteina candidata como receptora para los VPH (50). Esta

integrina se expresa fundamentalmente durante la curacién de heridas, lo cual la convierte en una
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candidata légica (75). Los VPs también se pueden unir a heparan sulfato, y glucosaminglucanos de
la superficie celular. La unién estaria mediada por los 15 dltimos aminoacidos del extremo carboxi-
terminal de la proteina L1. Los viriones entran en la célula por endocitosis mediante una via
dependiente de clatrina. La descapsidacién de la particula tiene lugar en el endosoma, liberdndose
el genomay las proteinas de la capside en las vesiculas endociticas (76).

El ciclo de vida del Virus del Papiloma Humano estd estrechamente ligado a la diferenciacién
del epitelio. Después de la divisidn de las células basales, una de las células hijas migra hacia arriba
y comienza a experimentar diferenciacién, mientras que el otro permanece en la capa basal. Al
salir de la capa basal, las células normales se retiran del ciclo celular, inician la diferenciacidn, y
comienzan a sintetizar queratinas de alto peso molecular (77). Como la diferenciacién progresa, las
queratinas se acumulan dentro de la célula y la envoltura nuclear se rompe de manera que en los
estratos mas altos del epitelio diferenciado, las células dejan de funcionar y sdlo existen como
sacos llenos de queratina.

Tras la infeccion y la entrada del ADN viral al ndcleo de la célula, el genoma del virus se
establece como elemento extracromosdmico (episoma) y el nimero de copias se incrementa de
50 a 100 por célula.

El ADN viral se distribuird entre las células hijas, y se postula que al mantenerse en bajo
ndmero de copias, impedird la activacion de la respuesta inmune. Durante la infeccidn productiva,
apenas existe deteccidn de proteinas virales en las capas basales, aunque la proteina E7 puede ser
detectada en la neoplasia cervical, donde los niveles de expresion no son controlados
adecuadamente. Las células basales proliferativas migraran a los estratos parabasal e intermedio,
iniciando el programa de diferenciacion y con él la transcripcidon de los distintos genes virales
tempranos, regulada a través de la region LCR.

Durante este periodo el ADN replicard hasta cientos de copias por célula, gracias a las
proteinas E6 y E7 que bloquearan la salida de las células del ciclo celular (proceso normal que
ocurre durante la diferenciacién). El mecanismo por el que el proceso de diferenciacion activa el
ciclo viral productivo es un drea de alto interés. El modelo mas aceptado considera que tiene lugar
por la activacion del promotor tardio, mediada por factores de trascripcion dependientes de la

diferenciacién, que tiene como consecuencia la amplificacién del ADN viral, asi como la expresidn
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de altos niveles de proteinas necesarias para la replicacion, que incluyen E1, E4 y E5, siendo E4 la
mas abundante (79).

Como las células del Virus del Papiloma Humano positivas se diferencian, el promotor tardio
se activa conduciendo a los productos de los genes. Esto inicia la fase vegetativa del ciclo de vida
del VPH que conduce a la amplificacién de alto nivel del genoma viral.

En las capas superiores del epitelio, el ADN viral se empaqueta en cdpsides recién formadas
y progenie de viriones son liberados de la célula. Como la replicacién del VPH depende en gran
medida de la maquinaria de la célula huésped, la capacidad de sintesis de ADN debe permanecer
intacta a lo largo de las capas superiores de los estratos epiteliales. Por esta razdn, el uso de un
proceso mediado principalmente por las proteinas E6 y E7, las células infectadas por el VPH no sale
del ciclo celular (80).

Las proteinas E6 y E7 han demostrado ser los principales arbitros en el desarrollo del
carcinoma cervical inducido por el Virus del Papiloma Humano. Durante el ciclo de vida viral
normal, E6 y E7 se encuentra regulado transcripcionalmente por la proteina E2 (81).

La infeccidn del cérvix por VPH, puede tener distintas consecuencias. En la mayoria de los
casos, tras la infeccion productiva tiene lugar la regresion y clarificaciéon de la misma, o bien el
mantenimiento de los genomas virales como episomas en las capas basales. Sin embargo, en los
casos de lesiones intraepiteliales escamosas de bajo grado el ciclo productivo tiene lugar sdlo en
cierta medida, de forma que las células replicativas aparecen en todo el tercio inferior del epitelio.

En las lesiones intraepiteliales escamosas de alto grado precursoras del cancer, estas
células se encuentran hasta en las capas superiores, siendo detectables incluso en la superficie del
epitelio. Se trata de lesiones que presentan infecciones abortivas, en las que la expresién de los
genes virales no esta adecuadamente regulada, de forma que no tienen lugar los eventos tardios
del ciclo celular. Los fendmenos moleculares que hacen que una lesién productiva progrese a
neoplasia y finalmente a cdncer se encuentran relacionados con cambios en la expresion de los
genes virales, en particular, con un aumento de la expresion de E6 y E7. El desarrollo de cancer
cervical, requiere ademas una desregulacidon continua de estos oncogenes virales, que se vera

facilitada por la integracion del ADN del VPH en el cromosoma de la célula hospedadora (Diagrama

1) (82).
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Diagrama 1. Progresion de la Infeccién del Virus del Papiloma Humano. El cdncer cervical se
desarrolla a partir de lesiones precursoras de las neoplasias intraepiteliales cervicales denominadas

CIN.
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Subtipos 6 y 11 (bajo

riesgo)
Condiloma Infeccidn Pasajera
Acumulado
Regresion Terapia
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Subtipos 16 y 18 (alto

riesgo)
Infeccidon Pasajera Infeccidn
Persistente
CINI=NICII CINII=CIN I
Regresidn Cancer Invasor




[1l. ANTECEDENTES

a. Proteina E2 -ADN

La proteina E2 es homodimérica, cada monémero comprende 360 aminodcidos con una masa de
42 kDa. Esta se une al ADN a través de multiples vias que incluyen un equilibrio monémero-dimero,
con la forma final que es un dimero unido al ADN (83).

Hay dos histidinas conservadas (H290 y H320) en las secuencias de la proteina E2 de
papilomavirus humano de alto riesgo (84). Entre los otros tres histidinas no conservadas, H308
reside en la cara exterior de la hélice de reconocimiento (R1) y H324 y H328 son en un bucle flexible
que contacta con el esqueleto fosfodiéster del ADN (85). En la interfaz de dimero de proteina, los
dos residuos H290 residen en el nucleo hidrofébico de la proteina en la cadena A1, mientras que
los dos residuos H320 se encuentran en la base del barril con sus cadenas laterales. Aunque por lo
general la interfaz de una proteina incluye residuos que estan neutralizados por las cargas
opuestas de la misma u opuesta mondmero (86) cargada, esta regla no parece aplicarse a virus del
papiloma humano de alto riesgo (Figura 10).

Los residuos H290 presentan una orientacion Unica que sugiere una importancia estructural
y funcional. La disminucién del pH de 8 a 5 provoca una disminucién en la estabilidad por 3 kcal
mol-1, y la constante de asociacién (Ka) para la formacién de dimeros disminuye en 2 érdenes de
magnitud (87). Esta desestabilizacién dependiente del pH podria ser debido a la protonacién de
los residuos de histidina en o cerca de la interfaz de dimero.

La proteina E2 del VPH-16 tiene excelentes propiedades para estudios biofisicos. Hay dos
residuos de triptéfano (W319 y W321) en la interfaz de dimero en una disposiciéon de espiga con
respecto a la otra (88) que proporcionan una excelente herramienta para estudiar los cambios en
el medio ambiente espectroscépicamente por fluorescencia.

La proteina E2, es la unica proteina del virus del papiloma que se une de forma

independiente al ADN viral con alta afinidad y especificidad de sitio. (89).
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DNA recognition helices

Figura 10. Lectura indirecta del ADN en la Proteina lateral: Acoplamiento entre la Protonacién de la histidina,
estructuralmente el enlace de ADN del dominio virus del papiloma humano tipo 16 E2C.

Hay cuatro sitios de unién a E2-en la regién de control larga (LCR) del genoma del VPH. La
secuencia de consenso es 5-ACCgN4cGGT-3" (donde las letras mayusculas representan las bases
que son absolutamente necesarios, las letras minidsculas representan bases que son preferidos
pero no esenciales y N4 es la regidon espaciadora central de variable). Las estructuras cristalinas de
los complejos ADN-E2 (90) confirman que, mientras que los contactos directos se hacen entre E2 y
las bases necesarias especificos de secuencia, no hay contactos directos con el separador central.

El E2 DBD del HPV-6 de bajo riesgo se une preferentemente una secuencia de consenso que
contiene un Adenina - Timina (por ejemplo AATT).

El VPH-6 E2 DBD se une a secuencias que contiene Adenina (4-6 A consecutivos o residuos
T) que son intrinsecamente doblados (91). Esta flexidn intrinseca se hace mas pronunciada en
asociacion con E2, que conduce a un surco menor aun mas estrecho. Por lo tanto, parece que la
union de ADN DBD-E2 es dependiente no sdlo de las regiones conservadas del sitio de unién
formando contactos con las hélices de unién al ADN, sino también en la conformaciéon del
espaciador central y el grado inherente de flexibilidad de la secuencia del ADN.

Un estudio reciente ha demostrado que la unién de E2 de VPH-16 y de BPV1 E2 a sitios con

diferentes regiones espaciadoras es sensible a los cationes que se utilizan para estabilizar
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conformaciones de ADN doblados mediante la localizacién dentro del surco menor estrechada
(92).

Estas observaciones estan respaldadas por los estudios de RMN en la que se tomd nota de
la hélice de reconocimiento que esta bien definido, pero propenso a un rdpido intercambio de
amida, y la b2-b3 desordenadas consistente en la ausencia de ligando de ADN (93). Por
consiguiente, la presente consenso es que la asociacidon de E2 con su secuencia de ADN diana se
logra a través de la deformacidn de la proteina y estructuras de ADN.

La proteina E2 forma complejos diméricos que se unen al ADN a través de estructuras beta
barril (94). Esta proteina contiene dos dominios funcionales relativamente conservados entre los
diferentes tipos de VPH: el dominio N-terminal que consiste en aproximadamente 200
aminoacidos (aa), y su funcién es importante en la activacion de la transcripcién, y el dominio C-
terminal de aproximadamente 100 a.a. que interviene en la unién al ADN y su dimerizacién. Ambos
dominios estan unidos por una region denominada region de bisagra, cuya secuencia es muy
variable entre los VPH. La replicacidn transitoria del genoma del VPH requiere solamente de E1y
E2, pero el mantenimiento estable en queratinocitos normales requiere la expresiéon de E6 y E7.

Esto sugiere que las proteinas E6 y E7 modifican el ambiente celular, lo que le permite al
genoma virico mantenerse como elemento extracromosomal.

La N-terminal es un dominio muy importante en la proteina E2 VPH-18, que es fundamental
para inducir la oligomerizacién caspasa y la muerte celular (95). En el VPH-16, la proteina E2 induce
apoptosis principalmente a través de la via dependiente de p53 en el VPH o células no
transformadas por VPH. Recientemente, se informé de que el VPH-16 E2 puede inducir la apoptosis
mediante la unién de E2 al promotor viral de VPH en las células transformadas (96). La proteina E2
VPH-16 puede también inducir apoptosis a través de la caspasa 8 de activacion, asi como el VPH-18
(97). El VPH-16 y VPH-18 son comunes en la caracteristica de la activacién de la caspasa 8, lo que
sugiere que el mecanismo de la muerte celular apoptdtica fue probablemente conservadas entre
las proteinas E2 de estos dos virus (98).

El genoma de VPH tiene un dominio denominado la regién reguladora (URR) que contiene
el origen de replicacién, promotores, potenciadores y otras regiones que pueden afectar a la
replicacién viral o la transcripcion (99). Una secuencia reguladora de VPH, presente en multiples

copias en el URR y en todo el genoma, es el sitio de unién a E2 (E2-BS). La proteina E2, mediante la
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union a la E2-BS, dirige la replicacion viral y regula la transcripcion de los oncogenes virales E6 y E7
(Figura 11) (100).

Los URRS de VPH de alto riesgo contienen cuatro sitios de unién a E2-(E2BSs) de diferentes
afinidades que consisten en la secuencia de consenso palindrémica ACCN6GGT (101). Tres de estas
secuencias E2 flanquean la secuencias de reconocimiento de E1 en el origen viral, mientras que el
cuarto sitio se encuentra proximal a la L1 ORF. La proteina E2 se une la E2BSs de una manera
cooperativa resultante en cualquiera de activacion o represion de la transcripciéon del promotor
temprano. A niveles bajos E2 activa la transcripcidn viral, mientras que a altas concentraciones se

reprime la transcripcién (102).

ol

-t

central spacer

Figura 11. El E2 DBD del VPH6a unido a su objetivo de ADN (18 pb de longitud). Los elementos de estructura secundaria
se etiquetan y la secuencia central de espaciador AATT se encajona. La N -y C - terminales de las cadenas de proteinas
se etiquetan N y C, respectivamente, y 3'y 5' terminales del ADN marcado en consecuencia.

La secuencia de E2-BS ADN es ACCN6GGT. La proteina E2 forma un homodimero
relacionados y cada mondémero reconoce especificamente el d (ACC) o secuencia de d (GGT) y
puede inducir ADN de flexidn (103). El d especifico (ACC), asi como la secuencia del espaciador 6 es
importante para el reconocimiento de proteinas de este sitio (104). El E2-BS basica de las cepas del

VPH se puede generalizar ain mds a ACCgN4cGGT.
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Cuando ACC es la secuencia de reconocimiento especifica conservada, se prefieren Ila
minudscula g y ¢ secuencias y N4 tienden a incluir tres y cincuenta y siete d (A) (residuos 19-21).

Esto sugiere que la proteina E2 sirve como un importante regulador de S6 y presenta
actividades del ciclo celular mediada por E7, asi como contribuir a copiar el nimero de control
(105).

Como tal, la pérdida de expresién de E2 se correlaciona con el aumento de la proliferacion
celular inducida por E6 y E7, lo que conlleva a carcinoma cervical (106). La proteina E2 también
puede alterar la remodelacién de la cromatina a través de la contratacién de las histonas (HAT
acetiltransferasas) (107) para afectar la expresiéon del promotor temprano. Algunos factores de
transcripcion, incluyendo Sp1, asi como proteinas de unidén a TATA solapan los sitios de unidén a E2
resultando en la regulacidon negativa de la transcripcion a través de la competencia vinculante
(108). Tras la diferenciacién, la transcripcion de genes virales cambia del promotor temprano
regulado E2 por el promotor tardio de E2 independiente que resulta en altos niveles de E1y E2 de
transcripciéon que conducen a la amplificacion viral (109). E2 también puede afectar a Ila
transcripcidn celular durante el proceso de diferenciacidon por la interaccién con los factores de
transcripcion C / EBP, un grupo de activadores transcripcionales implicados en la regulaciéon de
genes celulares implicados en la diferenciacién (110). Ademas, E2 puede atar genomas virales a los
cromosomas mitdticos durante la division celular a través de la interaccion con la proteina celular
cromosdémica Brd4 (111).

La proteina E2 también ha sido relacionada con procesos de muerte celular por apoptosis
en ausencia de factores de crecimiento (112). Es interesante saber que las proteinas E2 de tipos
virales de alto riesgo localizadas en nucleo y citoplasma pueden inducir apoptosis, mientras que las
derivadas de genotipos de bajo riesgo ubicadas exclusivamente en el ndcleo no causan muerte
celular. Recientemente se demostrd que la acumulacidon de E2 VPH-16 y VPH-18 en el citoplasma
induce apoptosis por activacion de la ruta caspasa 8 (113).

El rompimiento del gen viral E2 ha sido asociada con la progresién de lesiones de cuello
uterino, particularmente de LIEBG a LIEAG (114), con bajas tasas y con prondsticos desfavorables
en pacientes con Cancer Cervicouterino asociado a VPH (115); no obstante la presencia de regiones
E2 inalteradas junto con la expresidon concomitante de oncoproteinas virales en algunos casos de

lesiones avanzadas plantea que la ruptura de la secuencia viral en E2 no es siempre un paso
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indispensable en el desarrollo de CCU, ya que la alteracién de la funcién bioldgica de E2 puede
darse por otros mecanismos alternos tales como cambios en la secuencia nucleotidica (116).

La region de largo control VPH-11 (LCR) del genoma contiene el ori y sitios de unién para
factores de transcripcidn, replicacién viral y del huésped. Al final de la regién LCR, hay dos sitios de
unién a E2 separadas por tres bases proximales al promotor P93 (117). P93 es especialmente
importante ya que controla la transcripcion de los oncogenes virales E6 y E7 (118).

Ademas de la transcripcién, P93 también puede regular la replicacién del VPH (119). La
proximidad del sitio de unién de E1 (120) para el promotor P93 sugiere fuertemente que E1 podria
afectar directamente a la transcripcién P93.

Los genomas virales presentes en las células liticamente infectadas de forma latente
proporcionan secuencias de ADN Unicas que estdn ausentes de las células no infectadas (121). Las
proteinas que se unen directamente al ADN viral o proviral podrian actuar selectivamente en las
células infectadas para modular procesos viricos especificos, tales como la expresion de genes o la
replicacion. Los dominios de unién de ADN artificial que contienen Cys2-His2 han sido disefiados
para dirigir los dominios de proteinas funcionales a las secuencias de ADN de interés (122). Estas
proteinas con dedos de zinc (ZFPs) se han utilizado para construir factores de transcripcién
disefiador para activar o reprimir genes o para crear endonucleasas especificas de sitio (123). ZFPs
vinculado para reprimir a los promotores de virus de la inmunodeficiencia humana tipo 1y el virus
herpes simple tipo 1 (124), que ilustra que las proteinas se unen a sitios especificos en genomas
virales. Ademads, ZFPs son capaces de inhibir la replicacién del VPH tipo 18 (HPV18) en ensayos de
replicacién transitoria (125).

Debido a que la constitucion del sitio de interaccion de ADN y la region de dimerizacion no
podia suponerse, un método imparcial era preferible para la identificacion de los aminoacidos

responsables de estas funciones.
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IV.METODOLOGIA
a. Métodos de calculo de estructura electrdnica

Estan basados principalmente en las leyes de la mecanica cudntica, mas que en mecanica clasica.
Los estados cuanticos, de energia y de otras propiedades relacionadas, se obtienen resolviendo la

ecuacion de Schrodinger:

? y(p) 5'('!—“”]1 ) = EU(p)
Irin) 4 ih Pip) = W (p)
5 P "op ) \p I [1]

Pero sélo para muy pocos sistemas esta ecuacidon puede ser resuelta exactamente. Los
métodos de cdlculo de estructura electrénica se caracterizan por las aproximaciones matematicas

para resolver esta ecuacion, éstos pueden ser métodos semiempiricos y métodos ab - initio.
b. Métodos semiempiricos

Estos métodos utilizan parametros experimentales para simplificar el calculo computacional.
Resuelven en forma aproximada la ecuacidon de Schrodinger que depende de parametros
apropiados al tipo de sistema quimico bajo estudio.

Los métodos semiempiricos tienen un bajo costo computacional, y proveen una descripcion
cualitativa razonable, pero la exactitud en la prediccidon cuantitativa de la energia y las estructuras
moleculares depende de que tan buenos sean los conjuntos de parametros, el tamafio del sistema
y el tipo de atomos que lo conformen.

Estos métodos son los mas apropiados en el estudio de grandes sistemas, a veces, para
sistemas de muchos atomos llegan a ser los Unicos métodos mecdnicos cuanticos
computacionalmente practicos, su utilidad mas dptima es para sistemas moleculares en estado
base para los cuales el método semiempirico particular estda muy bien parametrizado y calibrado

con gran precision, esto refiere principalmente a moléculas organicas.
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Una gran limitacion de los métodos semiempiricos es que sdlo pueden ser utilizados por
sistemas cuyos parametros han sido desarrollados para todos los atomos que lo componen.
Tampoco incluyen en buena forma las interacciones asociadas con los hidrégenos, por lo que son
muy pobres para describir estructuras de transicion.

Los métodos semiempiricos disponibles son: AM1, CNDO, INDO, MNDO, MINDO/3, PM3, y

PM3MM. Estos métodos deben su nombre a los acrénimos de sus nombres, por ejemplo el
método PM3 se debe a su nombre Parametric Model 3.
En éstos métodos se utilizan diferentes aproximaciones para acelerar los cdlculos, asi como un
numero determinado de correcciones referentes a la parametrizacion para aproximarse al modelo
cuantico. Por ejemplo para los métodos MNDO, AM1y PM3 la parametrizacion se efectua de tal
forma que las energias calculadas estan expresadas como calores de formacion.

La primera estrategia utilizada para reducir el esfuerzo computacional es considerar
solamente electrones de valencia. También se modifica la forma de cdlculo de la interaccidn nicleo

- nucleo, debido a que los electrones internos se consideran parte del corte.

C. Potencial electrostatico molecular

Como algunas de las cantidades utilizadas como indices de reactividad, el potencial electrostatico
es una propiedad fisica real, la cual puede ser determinada por métodos de difraccién o por
métodos computacionales. Y es a través de su potencial que una molécula es “vista” o “sentida”
por otra especie quimica.

El potencial se obtiene a través de la ecuacién (Ecuacién 2) que relaciona la interaccién
entre las cargas positivas y la densidad electrénica de una molécula en el espacio. Lo cual refleja la

distribucidn electrdnica en la molécula.

A
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d. Paquete Computacional Visualization Molecular Dynamics (VMD)

Es un paquete computacional disefiado para el modelamiento, visualizacién y andlisis de sistemas
bioldgicos tales como proteinas, acidos nucléicos, ensambles de lipidos de doble capa, etc. (126)
Puede usarse para ver moléculas de manera general, ya que puede leer archivos de la base de
datos de Protein Data Bank.

VMD provee una amplia variedad de métodos para expresar y colorear una molécula,
puntos simples y lineas, esferas CPK (Corey, Pauling Koulton) y cilindros, enlaces licorice, tubos de
esqueleto, listones, dibujos de cartdn y otras representaciones mas, se puede utilizar para animary
analizar la trayectoria de una simulacién de una dinamica molecular. En lo particular, VMD puede

actuar como un emulador grafico para mostrar moléculas en computadoras.
e. Paquete Computacional Gaussiano9
El paquete computacional Gaussian estd disefiado para estudiar sistemas en fase gaseosa y en
solucidn, en el estado fundamental y estados excitados; lo que permite explorar dreas de interés
quimico como efectos del substituyente, mecanismos de reaccidn, superficies de energia
potencial, energias de excitacion, etc.
f. Paquete Computacional Spartan
El paquete computacional Spartan es un prestigioso entorno de modelado molecular que nos

permite realizar métodos de quimica cuantica, incluyendo los cdlculos de orbitales moleculares de

Hartree-Fock y, especialmente, los cdlculos de correlaciones electrdnicas.
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V. JUSTIFICACION

El entendimiento de los procesos bioquimicos, tales como la catdlisis realizada por enzimas, la
expresion de los genes, las interacciones entre farmacos y sus blancos farmacoldgicos entre otros,
se ha convertido en un intenso campo de estudio gracias al andlisis de la estructura de las
proteinas.

El andlisis molecular requiere de programas de cédmputo que nos permita la visualizacién a
nivel atdmico de las proteinas y por consiguiente, identificar las interacciones a nivel molecular
entre dos 0 mas proteinas o entre las proteinas con sus ligandos.

Como se sabe cada proteina presenta una secuencia especifica de aminoacidos, esta
secuencia también llamada estructura primaria contiene la informacién necesaria para que estas
biomoléculas se plieguen o adquieran una estructura tridimensional especifica para desarrollar una
funcién. De ahi que un objetivo fundamental de la investigacién de las proteinas, es entender las
relaciones entre la estructura y la funcion, lo que a su vez permitira predecir estructuras y
funciones a partir de la secuencia de aminodcidos. A partir de:

a) El desarrollo de las técnicas de la biologia molecular que permiten obtener la
secuencia de los genes.

b) La posibilidad de obtener la secuencia primaria de proteinas de manera
automatizadayy;

Q) El desarrollo de las técnicas biofisicas para obtener la estructura tridimensional de
proteinas.

El avance de la correlacion entre la estructura y la funcién de las proteinas permitira disefiar
proteinas con nuevas actividades cataliticas o estructurales o disefiar nuevos farmacos mas
efectivos para curar o prevenir enfermedades.

México se encuentra en una situacion alarmante ya que se ha registrado un incremento en
la incidencia de casos de cancer cérvico uterino en América Latina, éstos datos fueron dados a
conocer en el XIl Congreso Mundial de Patologia Cervical y Colposcopia realizado en 2005 en
Cancun, México, donde expertos en esta materia analizaron datos de Latinoamérica con respecto

a estas patologias. Se estima que este mal causa 270 mil muertes por afio en nuestro continente.

34



La prevencion es la clave para disminuir la probabilidad de desarrollar un carcinoma de
cuello de dtero o cancer de pene por VPH, por lo que es recomendable la asistencia periddica al
Ginecdlogo, al Urdlogo en casos de varones, la realizacion periddica del examen del Papanicolau y
de haber infeccién por VPH, se debe confirmar la presencia del mismo por técnicas diagndsticas
mads sensibles como la tipificacién del VPH por ADN, la que dird si en realidad hay una infeccién por
VPH y el tipo al que pertenece el virus (alto o bajo riesgo de producir carcinoma).

Se reportd un estudio de la incidencia de VPH en las regiones rurales de Puebla, en una
poblacién de 326 mujeres en el Hospital General de Metepec. La infeccidn se detectd en 25.4% de la
poblacién estudiada con incidencia en las edades de 18 a 24 afios y de 55 a 64 afios. Los genotipos
presentes fueron: VPH-6 (9.6%), VPH-11 (4.8%), VPH-16 (54.2), VPH-18 (37.3%) y 9.6% VPH-31 (37.3%)
(126).

Debido a que el cancer de cérvix por infeccion de VPH y con el afan de contribuir a conocer
la etiologia de la infeccidn, se decidid estudiar los 5 subtipos mas frecuentes: el VPH-6 y el VPH-11,
que son responsables de las verrugas genitales, considerados de bajo riesgo y los VPH-16, VPH-18 y

VPH-31, considerados de alto riesgo y el principal factor para desarrollar Cancer Cervicouterino.
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VI. PREGUNTAS DE INVESTIGACION

¢Qué diferencias estructurales, electrdnicas y energéticas existen en los 5 diferentes tipos de VPH,

que ocasionan diferente grado de lesién?

(Qué interacciones existen entre los 5 diferentes tipos de VPH con los 16 pares de bases del

ADN, que ocasionan diferente grado de lesion?

VII. HIPOTESIS

Las diferencias en las estructuras primaria y secundaria de la secuencia de los aminoacidos de los

tipos de VPH que interactia con el segmento CAACCCGAATTCGGTTG del ADN, condicionan los

diferentes grados de lesion.

3)
4)

5)

VIIIl. OBJETIVOS

Comprobar las diferentes caracteristicas electrdnicas, estructurales y energéticas de los
fragmentos de la proteina E2 del Virus del Papiloma Humano 6, 11, 16, 18 y 31 que interactuda

con algunos pares de bases del ADN.

a. Objetivos Especificos

Descargar las estructuras de los 5 subtipos del Virus del Papiloma Humano en el portal WEB
de Protein Data Bank.

Recortar de toda la molécula, aquella secuencia de aminoacidos que interacciona con el
ADN. De la secuencia de aminoacidos recortar aquellos que interaccionan con el ADN.
Determinar a qué pares de bases se vincula el ADN con la proteina E2.

Utilizar algunos paquetes computacionales de modelamiento molecular para calcular
parametros energéticos y electrénicos de las estructuras estudiadas.

Analizar las caracteristicas estructurales, electrdénicas y energéticas para conocer su

interaccion.
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IX.PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL

1. Se descargaron los archivos en formato *.pdb de las moléculas 2AYB (VPH-6), 1R6K
(VPH-11), 1ZZF (VPH-16), 1JJ4 (VPH-18) y 1IDHM (VPH31) de la pagina Protein Data Bank.

2. Se extrajeron del archivo PDB las secuencias de aminoacidos de cada proteina.

3. Se localiza la secuencia de aminodcidos que interaccionan con el ADN.

4. Con los paquetes computacionales de modelamiento molecular VMD; GaussViews.0 y el
de modelamiento molecular y cdlculos tedricos Spartano8 se modelan las moléculas agregando
hidrégenos faltantes.

5. Se midieron las distancias de los aminodcidos del virus con respecto al ADN.

6. Se separaron los 2 polimeros de cada virus y solo se estudié uno de ellos con el ADN.

7. Se calculd la energia de uno de los 2 polimeros que conforma el virus.

8. Utilizando el programa Gaussiano9, se calcularon las densidades electrénicas vy
potenciales electrostaticas de una de las 2 de polimeros que conforman el virus.

9. Con el programa Spartano8 se midieron las distancias, tanto de aminodacidos como con el
ADN.

10.Se visualizaron las densidades electrénicas y potenciales electrostaticas en el paquete

computacional VMD.
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X.- RESULTADOS Y DISCUSION

Las estructuras reportadas por diversas autores, provienen de la difraccion de rayos-X (2AYB,

1R6K, 1JJ4) o de estructuras de RMN (1ZZF, 1DHM). La proteina E2 de las estructuras se vincula a 16

pares de bases del ADN, con la secuencia CAACCGAATTCGGTTG.

Los datos de las proteinas E2 vinculados con el ADN de los 5 diferentes VPH descargados de

la pagina de Protein Data Bank se resumen en la tabla 2.

Tabla 2. Descripcién molecular de los 5 tipos de virus del papiloma humano.

E2-6(2AYB) E2-11(1R6K) E2-16 (1ZZF) E2-18(1JJ4) E2-31(1DHM)
Atomos 2106 1515 2664 2035 2698
Enlaces 2218 1517 2700 1949 2726
Residuos 218 223 162 372 166
Polimeros 2 1 1 2 1
Longitud 87 207 81 83 83
Cadenas 2 1 2 2 2
Moléculas de
12 36 0 190 0
Agua
Segmentos 1 1 1 1 1
38 (Dominio de 196 (Dominio
16 (Dominio C 2 (Dominio de 2 (Dominio de
Fragmentos trasactivacion) de unién al
termina) unién al ADN) unién al ADN)
residuos 2 — 201 ADN)
Proteinas 2 2 2 4 2
Acidos
2 0 0 2 0
Nucleicos
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a. Secuenciacidon

Con el programa computacional VMD se realizd una secuenciaciéon primaria y secundaria de las 5
estructuras, obteniendo secuencias muy similares las estructuras 2AYB, 1JJ4, 1ZZF, 1DHM, excepto
1R6K, es la menos parecida a las demas.

Se obtuvo el alineamiento de la secuencia de aminoacidos de las moléculas 2AYB (VPH-6a),

1R6K (VPH-11), 1ZZF (VPH-16), 1JJ4 (VPH-18) y 1DHM (VPH31) (Diagrama 2b). Los elementos de la
estructura secundaria identificados en el VPH se representan en forma de flechas (ﬁ- [dminas) y

barras rectangulares (% - hélice). En flechas se representa las B [aminas, y la hélice 1, que es una
hélice corta que forma parte del lazo, la linea mas delgada representan los lazos conectores, las
lineas mas gruesas se representan las hélices que forman parte del dominio C — terminal que se

proyecta lateralmente (Diagrama 2a).

Diagrama 2a. Alineamiento de la secuencia de aminoacidos de las moléculas 2AYB (VPH-6a), 1R6K

(VPH-11), 1ZZF (VPH-16), 1JJ4 (VPH-18) y 1IDHM (VPH31).

Representacion Explicacion
— Representa la estructura (ﬁ— [dminas)
I Representa la estructura (% - hélice)
] Representa el dominio C - terminal

Conectores
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Diagrama 2b. Alineamiento de la secuencia de aminoacidos de las moléculas 2AYB (VPH-6a), 1R6K (VPH-11), 1ZZF (VPH-16), 1JJ4 (VPH-
18) y 1DHM (VPH31).
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Diagrama 3. Secuencia de aminoacidos que interaccionan con el ADN.

sequence Mame 1

YMO Protein Structures
[J1DHMSeg (L K C L R ¥ R
[J1JT45eg 293 |L K C L R Y R
[iR&EkKSeg VoL 8L DA C0ODD
[(1zZFseg 14|L K C L R ¥ R
(JenvesSeq 2M|L K C F R Y R

De lo anterior se observa que los aminoacidos coinciden mas tanto es su estructura

primaria como en la secundaria, lo que al modelarlas podemos observar que son las mds cercanas

al ADN, y como ya se habia mencionado la que presenta menos similitud es 1R6K (Diagrama 3).

b. VPH - 6a E2 Unido a 16 pares de bases del ADN (2AYB)

La molécula completa se encuentra formada por 2106 atomos, fue obtenida a partir de la
difraccidn de rayos X de la pagina Protein Data Bank, estudios cinéticos de flujo confirman que
tanto las proteinas de alto como de bajo riesgo adaptan sus estructuras de unién al ADN, aunque
esto se consigue mas facilmente para el VPH-6a E2. Por tanto, parece que la mayor selectividad de
la proteina el VPH-6a E2 puede surgir de su capacidad de adaptacion molecular limitado, una

propiedad que podria distinguir el comportamiento de las proteinas E2 de subtipos de VPH de alto

y bajo riesgo, sus caracteristicas se encuentran en la tabla 3.

Tabla 3. Datos energéticos y espaciales de la proteina E2 - 6 del Virus 2AYB.

Proteina E2 - 6a (2AYB)

Energia del segmento -3485.27527 Hartrees (-2185474.97 kcal/mol)
Momento Dipolar 17.81 debye
Peso 969.227 uma
Area 1008.69 A’
PSA (polar surface area) 229.204 A’
Volumen 970.55 A3
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Figura 12. Protefna E2-subtipo 6a del VPH (2AYB). E2 regula la transcripcién viral y la replicacién del ADN. Se une al
elemento de respuesta E2RE (5'-ACCNNNNNNGGT-3 ') presente en mdltiples copias en la region reguladora.

Figura 13. Proteina E2-subtipo 6a del VPH (2AYB). Aminodacidos que interaccionan con el ADN. Aminoécidos: 16 - 22,
ademas se encuentra representado en la siguiente secuencia FASTA:

>2AYB:A|PDBID|CHAIN|SEQUENCE
SSATPIVQFQGESNCLKCFRYRLNDKHRHLFDLISSTWHWASPKAPHKHAIVTVTYHSEEQRQQFLNVVKIPPTIRHKLGFMSMHLL
>2AYB:B|PDBID|CHAIN|SEQUENCE
SSATPIVQFQGESNCLKCFRYRLNDKHRHLFDLISSTWHWASPKAPHKHAIVTVTYHSEEQRQQFLNVVKIPPTIRHKLGFMSMHLL
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Figura 14. Proteina E2-subtipo 6a del VPH (2AYB). Virus. El color rojo representa la secuencia Fasta se seleccionaron los
acidos nucledtidos que interaccionan directamente. A continuacién se muestra su secuencia FASTA:

>2AYB:C|PDBID|CHAIN|SEQUENCE
CAACCGAATTCGGTTG
>2AYB:D|PDBID|CHAIN|SEQUENCE
CAACCGAATTCGGTTG

43



a) b)

Figura 15. a) Se representa tnicamente el fragmento de interaccién con el ADN, donde los aminodcidos Arginina,
Cistina, Lisina y Tirosina interacciona mas cercano al ADN. b) Representa los 7 aminodcidos aislados que se estudiaron.
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c. VPH-11 E2 TAD estructura cristalina (1R6K)

Es una estructura formada por 1515 atomos obtenida a partir de la difraccion de rayos X.
Recientemente se han descrito una serie de moléculas pequefias que se unen al dominio de
transactivacion N-terminal (TAD) de E2 del VPH-11. La unién con el inhibidor no genera ninguna
alteracién significativa de la columna de la proteina, pero los movimientos de varias cadenas
laterales de aminodcidos en el sitio de unidn, en particular los de Tyr-19, Su-32, Leu-94, y Glu-100,
dan lugar a la formacién de un bolsillo hidréfobo del inhibidor. La tabla 4 muestra las

caracteristicas espaciales de la molécula.

Tabla 4. Datos energéticos y espaciales de la proteina E2 — 11 del Virus 1R6K.

Proteina E2 - 11 (1R6K)

Energia -2821.31580 Hartrees (-1769132.87 kcal/mol)
Momento Dipolar 23.64 debye
Peso 732.837 uma
Area 737.30 A2
PSA 272.881 A2
Volumen 698.05 A3
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Figura 16. Protefna E2-subtipo 11 del VPH (1R6K). La molécula interactta con la proteina E1; esta interaccién aumenta
en gran medida la especificidad E1 ADN vinculante. Interactda con L2; esta interaccién inhibe la actividad
transcripcional de E2 pero no la funcién de replicacién del ADN E2. Interactda con E7; esta interaccidn inhibe la
actividad oncogénica E7. Interactiia con TAF1; esta interaccidon modula la regulacién transcripcional dependiente de E2.

Figura 17. Proteina E2 — subtipo 11 del VPH (1R6K). Aminodcidos que interaccionan directamente con el ADN. El
fragmento sefialado en la molécula se encuentra representado en la siguiente secuencia FASTA:
>1R6K:A|PDBID|CHAIN|SEQUENCE

GHHHHHHEAIAKRLDACQDQLLELYEENSIDIHKHIMHWKCIRLESVLLHKAKQMGLSHIGLQVVPPLTVSETKGHNAIE
MQMHLESLAKTQYGVEPWTLQDTSYEMWLTPPKRCFKKQGNTVEVKFDGCEDNVMEYVVWTHIYLQDNDSWVKVTSSVDA
KGIYYTCGQFKTYYVNFNKEAQKYGSTNHWEVCYGSTVICSPASVSS

46



Figura 18. Protefna E2-subtipo 11 del VPH (1R6K). Representacion esquematica los 7 aminodcidos que se estudiaron.
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d. VPH-16 E2 Unido a 16 pares de bases del ADN (1ZZF)

Estructura que contiene 2664 atomos, fue obtenida a partir de datos de RMN de la proteina E2 del
Virus de Papiloma Humano tipo 16. Se encuentra en el 25.5% de los casos reportados en muestras

positivas a Cancer Cervicouterino. Esta proteina juega un papel accesorio en la iniciacion de la

replicacion del ADN.

Un dimero de E2 interactda con un dimero de E1 con el fin de mejorar la especificidad de la

actividad de unién al ADN E1. Sus caracteristicas fisicas de la molécula se describen en la tabla 5.

Tabla 5. Datos energéticos y espaciales de la proteina E2 — 16 del Virus 1ZZF.

Proteina E2 - 16 (1ZZF)

Energia -3372.89882 Hartrees (-2115008.25kcal/mol)
Momento Dipolar 32.16 debye
Peso 934.202 uma
Area 996.92 A2
PSA 310.351 A2
Volumen 937.58 A3
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Figura 19. Proteina E2-subtipo 16 del VPH (1ZZF). Una vez que el complejo reconoce y se une el ADN en sitios

E2 se elimina del ADN.

el dimero

especificos,

lados con rojo estadn representados

dos marcados o sena

aci

7

Figura 20. Proteina E2-subtipo 11 del VPH (1ZZF). Los amino

en la siguiente secuencia FASTA:

>1ZZF:A|PDBID|CHAIN|SEQUENCE

MTPIVHLKGDANTLKCLRYRFKKHCTLYTAVSSTWHWTGHNVKHKSAIVTLTYDSEWQRDQFLSQVKIPKTITVSTGFMSI

>1ZZF:B|PDBID|CHAIN|SEQUENCE

MTPIVHLKGDANTLKCLRYRFKKHCTLYTAVSSTWHWTGHNVKHKSAIVTLTYDSEWQRDQFLSQVKIPKTITVSTGFMSI
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Figura 21. Proteina E2-subtipo 11 del VPH (1ZZF). Representacién esquematica los 7 aminoacidos que se estudiaron.
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e. Estructura de la unién de VPH-18 E2-ADN (1JJ4)

La estructura contiene 2035 dtomos, fue obtenida a partir de la difraccién de rayos X. Las proteinas
E2 del virus del papiloma regulan la transcripcidn de todos los genes del virus del papiloma y son
necesarios para la replicacion del ADN viral. La interrupcidn del gen E2 se asocia cominmente con
la malignidad en el carcinoma de cuello uterino, lo que indica que E2 tiene un papel en la
regulacion de la progresiéon del tumor. Aunque las proteinas E2 de todos los papilomavirus
caracterizadas se unen especificamente a la misma secuencia de ADN por 12 pares de bases, las
proteinas E2 asociadas al cdncer por VPH muestran una capacidad Unica para detectar la
flexibilidad de ADN vy la curvatura intrinseca. En la tabla 6 se presentan sus caracteristicas

energéticas.

Tabla 6. Datos energéticos y espaciales de la proteina E2 -VPH 18 del Virus 1JJ4.

Proteina E2 - 18 (1JJ4)

Energia -3372.26391 Hartrees (-2114610.12 kcal/mol)
Momento Dipolar 17.54 debye
Peso 933.194 uma
Area 1000.48 A2
PSA 312.395 A2
Volumen 940.15 A3
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Figura 22. Proteina E2-subtipo 18 del VPH (1JJ4). Completa. Funcién E2 regula la transcripcion viral y la replicacion del
ADN. Se une al elemento de respuesta E2RE (5'-ACCNNNNNNGGT-3 ') presente en multiples copias en la regién
reguladora.

Figura 23. Proteina E2—subtipo 18 del VPH (1JJ4). Los aminodcidos que presentan una interaccién directamente con el
ADN se encuentran enlistados en la siguiente secuencia FASTA:

>1JJ4:A|PDBID|CHAIN|SEQUENCE
GSHMTPIHLKGDRNSLKCLRYRLRKHSDHYRDISSTWHWTGAGNEKTGILTVTYHSETQRTKFLNTVAIPDSVQILVGYMTM
>1JJ4:B|PDBID|CHAIN|SEQUENCE
GSHMTPIIHLKGDRNSLKCLRYRLRKHSDHYRDISSTWHWTGAGNEKTGILTVTYHSETQRTKFLNTVAIPDSVQILVGYMTM
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Figura 24. Proteina E2 - subtipo 18 del VPH (1JJ4). De la secuencia Fasta se seleccionaron los dcidos nucleétidos que
interaccionan directamente, se muestra su secuencia FASTA:

>1)J4:C|PDBID|CHAIN|SEQUENCE
CAACCGAATTCGGTTG
>1)J4:D|PDBID|CHAIN|SEQUENCE
CAACCGAATTCGGTTG
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a) b)

Figura 25. a) Se representa Unicamente el fragmento de interaccién con el ADN, donde los aminoécidos Arginina,
Cistina y Tirosina interacciona mds cerca al ADN. b) Representa los 7 aminoacidos que se estudiaron.
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f. VPH-31 E2 estructura cristalina (1DHM)

La molécula contiene 2698 atomos, su estructura tridimensional del dominio de unién a ADN de la
proteina E2 del virus del papiloma humano - 31 se determiné mediante el uso de espectroscopia de
resonancia magnética nuclear de multiples heteronuclear dimensional (NMR).

Se obtuvieron un total de 83 subunidades para cada uno de los residuos del dimero
simétrico. La raiz promedio significa desviaciones cuadradas de 20 estructuras calculadas
utilizando un protocolo de un simulador de geometria con distancia de 0,59 y 0,90 angstroms de la
columna vertebral y todos los atomos pesados, respectivamente, para los residuos 2-83. La
estructura de la proteina del virus humano libre en solucién consiste en un barril beta de ocho
hebras y dos pares de hélices alfa. Aunque el pliegue general de la proteina es similar a la
estructura cristalina de la proteina del virus del papiloma bovino-1 E2 cuando se compleja con el
ADN, se observan diferencias entre estas dos estructuras en la interfase de la subunidad. Sus

propiedades energéticas se resumen en la tabla 7.

Tabla 7. Datos energéticos y espaciales de la proteina E2 -VPH11 del Virus 1DHM.

Proteina E2 - 31 (1DHM)

Energia -3372.84709 Hartrees (-2116493.59kcal/mol)
Momento Dipolar 24.19 debye
Peso 934.202 mu
Area 1005.28 A2
PSA 309.691 A2
Volumen 936.28 A3
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E2-subtipo 31 del VPH (1DHM).

Ina

’

Figura 26. Prote

Figura 27. Proteina E2—subtipo 31 del VPH. (1DHM). Los aminoacidos que presentan una interaccién directamente con

el ADN se encuentran enlistados en la siguiente secuencia FASTA:

>1DHM:A|PDBID|CHAIN|SEQUENCE

MATTPIIHLKGDANILKCLRYRLSKYKQLYEQVSSTWHWTCTDGKHKNAIVTLTYISTSQRDDFLNTVKIPNTVSVSTGYMTI

>1DHM:B|PDBID|CHAIN|SEQUENCE

MATTPIIHLKGDANILKCLRYRLSKYKQLYEQVSSTWHWTCTDGKHKNAIVTLTYISTSQRDDFLNTVKIPNTVSVSTGYMTI
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Figura 28. Proteina E2-subtipo 31 del VPH (1DHM). Segmento LKCLRYR.

Tabla. Caracteristicas fisicas de las 5 moléculas estudiadas.

. . . Momento Dipolar
Molécula Area (A2) Volumen (A3)
(debye)
1R6K 737.30 698.05 23.64
2AYB 1008.69 970.55 17.81
1DHM 1005.28 936.28 18.66
1JJ4 1000.48 940.15 17.54
1ZZF 996.92 937.58 32.16

Las moléculas se encuentran organizadas por orden de virulencia (de menor a mayor), con éstas
tres caracteristicas se puede observar una tendencia que nos indica que entre mas oncogénico
resulta el tipo de VPH el Momento Dipolar que nos indica que sus electronegatividades son
distintas, el de mayor electronegatividad atraera a los electrones hacia si, dando lugar a dos cargas
opuestas en el enlace.
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g. Propiedades Electrénicas

En las figuras 29 y 30 se observa la propiedad del potencial electrostéatico proyectado sobre una
isosuperficie de densidad electrdnica, es importante la proyeccidon en una isosuperficie porque se
tiene el valor de la propiedad electrdénica en una misma distancia de los nucleos de los atomos.

Esta propiedad fue calculada con el método semiempirico PM3.

Aunque la molécula presenta diversas cargas se observan regiones en donde se distribuye
de manera desigual y por lo tanto se presentan regiones con diferente densidad electrdnica. Se
pueden apreciar por los colores las regiones que presentan mayor densidad electrénica o menor
densidad electrdnica. El color rojo indica mayor densidad electrdnica, mientras que el color azul
indica menor densidad electrénica y el color verde representa las regiones de distribucién

homogénea de la densidad electrdnica.

En cuanto a su densidad, las moléculas 2AYB (VPH-6a), 1R6K (VPH-11) que representan los
virus de bajo riesgo, se puede observar que la Arginina y la Lisina tienen menor densidad
electrénica, mientras que las moléculas 1ZZF (VPH-16), 1JJ4 (VPH-18) y 1DHM (VPH31) que
representan los virus de alto riesgo, presentan mayor densidad electrénica en los anillos

aromaticos, y ligeramente en el anillo de molécula 2AYB que tiene adherido al ADN.
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a) 2AYB b) IR6K

d) 1JJ4 e) 1DHM

Figura 29. Densidades electrdnicas de los segmentos que interactian con el ADN de los tipos de VPH estudiados.
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a) 2AYB b) IR6K

d) 1JJ4 e) 1DHM

Figura 30. Potenciales Electrostaticos de los segmentos que interacttian con el ADN de los tipos de VPH estudiados.
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h. Orbitales Moleculares

En la figura 31 se observan las regiones de los orbitales mas bajos desocupados, conocidos como
LUMO por sus siglas en inglés. Estos orbitales estan desocupados y representan las regiones en
donde un electrén se podria alojar, en dado caso que hubiera una reduccidn o transferencia desde

otra especie quimica.

En estas regiones se observa que las moléculas 2AYB y 1JJ4 presentan un LUMO en la
region de la tirosina (Tyr), que es la parte que mas se acerca al ADN humano, que coincide con los

anillos aromaticos donde hay mayor concentracion electronica.

En la figura 32 se observan las regiones de los orbitales mas altos ocupados, conocidos
como HOMO por sus siglas en inglés. Estos orbitales estan ocupados y representan las regiones
donde un electrén que podria transferirse hacia otra especie quimica. Resultando en una pérdida

electrdnica u oxidacion.

En estas estructuras no se observa alguna tendencia entre las moléculas, como se observa

enlaTabla 8.
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a) 2AYB b) IR6K

d) 1JJ4 e) 1DHM

Figura 31. Orbitales moleculares desocupados de menor energia (LUMO) de los segmentos que interacttan con el ADN de los tipos de VPH estudiados.
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a) 2AYB b) IR6K

d) 1JJ4 e) IDHM

Figura 32. Orbitales moleculares ocupados de mayor energia (HOMO) de los segmentos que interactian con el ADN de los tipos de VPH estudiados.
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Tabla 8. Datos energéticos LUMO y HOMO de las proteinas estudiadas, ordenadas por virulencia,
primero los de bajo riesgo y después los de alto riesgo.

Molécula Energia LUMO (ua) Energia HOMO (ua) = Gap HOMO-LUMO (ua)
2AYB -0.01859 -0.20970 0.19111
1R6K -0.09500 -0.12095 0.02595
1DHM -0.00890 -0.16630 0.1574
1JJ4 -0.01172 -0.02421 0.01249
1ZZF -0.03388 -0.15874 0.12486

Las moléculas se encuentran organizadas por orden de virulencia (del menor al mayor) y se puede
observar que las energias mas negativas se observan en la molécula 1ZZF, que representa al
subtipo E2 VPH-16, la molécula mas cancerigena de los de alto riesgo.
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i. Distancias entre los aminoacidos

Arginina; 300

Lisina 297

Tirosina

Cisteina

Arginina, 302

Figura 33. Distancia entre aminodacidos del VPH 6a. Cuyos valores se encuentran en la tabla 9.

Tabla 9. Distancia entre aminoacidos del VPH E2 - 6a.

Proteina E2 - 6a (2AYB)

Cisteina - Tirosina 9.727 A
Tirosina — Arginina1 12.042 A
Cisteina — Arginina1 8.349 A
Tirosina — Arginina2 11.325 A
Cisteina — Arginina2 5.671 A

Lisina — Cisteina 5.072 A
Lisina — Tirosina 10.788 A
Lisina — Arginina1 6.612 A
Lisina — Arginina2 10.654 A
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Alanina

Cisteina

Figura 34. Distancia entre aminodcidos del VPH 11. Cuyos valores estan en la tabla 10.

Tabla 10. Distancia entre aminoacidos del VPH E2 - 11.

Acido Aspartico,

Acido Aspartico,

Proteina E2 - 11 (1R6K)

Acido Aspartico1 - Alanina 5.005 A
Alanina - Acido Aspartico2 5.993 A
Acido Aspartico1 - Acido Aspartico2 4.246 A
Acido Aspdrtico1 - Cisteina 6.480 A
Acido Aspartico2 - Cisteina 9.959 A
Alanina - Cisteina 6.480 A
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¢ | Arginina;

Cisteina

Tirosina

Arginina,

Figura 35. Distancia entre aminodcidos del VPH 16. Cuyos valores se encuentran en la tabla 11.

Tabla 11. Distancia entre aminoacidos del VPH E2 - 16.

Proteina E2 - 16 (ZZF)

Cisteina - Tirosina 9.367 A
Tirosina — Arginina1 8.583 A
Cisteina — Argininat 4.545 A
Tirosina — Arginina2 11.489 A
Cisteina — Arginina2 11.496 A

Lisina — Cisteina 6.432 A
Lisina — Tirosina 9.862 A
Lisina — Arginina1 10.294 A
Lisina — Arginina2 11.541 A
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Arginina; 303

Lisina 300

Tirosina 304

Cisteina 301

Arginina, 305

Figura 36. Distancia entre aminodcidos del VPH 18. Cuyos valores estdn en la tabla 12.

Tabla 12. Distancia entre aminoacidos del VPH E2 —18.

Proteina E2 - 18 (1JJ4)

Cistefna - Tirosina 9.667 A
Tirosina — Arginina1 12112 A
Cisteina — Arginina1 8.600 A
Tirosina — Arginina2 10.718 A
Cisteina — Arginina2 7.436 A

Lisina — Cisteina 3.665 A
Lisina — Tirosina 9.072 A
Lisina — Arginina1 6.540 A
Lisina — Arginina2 10.297 A
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Arginina;

Tirosina

Cisteina

Lisina

Arginina,

Figura 37. Distancia entre aminodcidos del VPH 31. Cuyos valores estdn en la tabla 13.

Tabla 13. Distancia entre aminodacidos del VPH E2 - 31.

Proteina E2 — 31 (1DHM)

Cisteina — Tirosina 7.207 A
Tirosina — Argininat 12.444 A
Cisteina — Argininat 8.331A
Tirosina — Arginina2 10.545 A
Cistefna — Arginina2 10.297 A

Lisina — Cisteina 10.312 A
Lisina — Tirosina 13.140 A
Lisina — Arginina1 17.866 A
Lisina — Arginina2 7.725A
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j. Distancias entre los E2 de 2AYB y 1JJ4 con el ADN

Tabla 14. Distancia del VPH E2 - 6a al ADN.

Proteina E2 - 6a (2AYB) - ADN

Lys 297/ NZ, OP2 2.938 A
Cys 298/ SG, 06 3716 A
Arg 300 / NH2, OP2 3.015A
Tyr 301/ OH, C7 3.926 A
Arg 302 [ NH2, OP2 3.635 A
s 't ST .
.: .. Lt
R LT C A
- : H
Arginina, R A AT L

Cisteina

Arginina,
—_—

Figura 38. Distancia del VPH 6a al ADN. Cuyos valores estan en la tabla 14.
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Tabla 15. Distancia del VPH E2 — 18 al ADN.

Proteina E2 — 18 (1JJ4) - ADN

Lys 300 / NZ, NZ

2.598 A

Cys 301/SG, N6

3.677 A

Arg 303 / NH2, OP2

2.840 A

Tyr 304/ OH, C7

3.677 A

Arg 305/ NH2, OP2

5.392 A
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Figura 39. Distancia del VPH 18 al ADN. Cuyos valores estan en la tabla 15.
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En las moléculas 2AYB (VPH-6a), 1ZZF (VPH-16), y 1JJ4 (VPH-18) la Lisina y Cisteina son las mas

cercanas entre ellas, razén por lo cual el 3tomo del Azufre presenta una fuerte electronegatividad.

Las 3 moléculas de alto riesgo: 1ZZF (VHP-16), 1JJ4 (VPH-18) y 1DHM (VPH-31) tienen la misma
secuencia de aminodacidos, semejante al subtipo de bajo riesgo 2AYB (VPH-6a), con la Unica
diferencia del cambio de la segunda Leucina de los de alto riesgo por la Fenilalanina, sin embargo

estos aminoacidos estdn mds alejados que los 5 anteriores.
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XI.CONCLUSIONES

Se observa que la secuencia de aminodcidos de los segmentos E2 de los tipos de VPH

estudiados, es la principal causa del grado de lesidn.

En la actividad del virus es mas importante la estructura primaria y secundaria, que factores

energéticos en el dafio oncogénico

De los 7 aminoacidos que interaccionan con el ADN, sdlo la Lisina, la Cisteina, las dos

Argininay la Tirosina son las que estdn mas cercanos.

Los aminodcidos que presentan un mayor acercamiento al ADN son la Arginina, Cistina,
Lisina y Tirosina, siendo la Lisina la que presenta una distancia menor de 2.598 A (en el caso

de la molécula 11J4 del VPH-18) y de 2.938 A (en el caso de la molécula 2AYB del VPH-6a).

En el caso de la Tirosina la distancia con la base 14T del polimero D, es de 3.926 A para el

VPH 6a. Para el tipo 1JJ4 la distancia entre la tirosina y la base 915T del polimero D, es de

3.677 A.

Los orbitales LUMO de las estructuras 2AYB y 1JJ4 tienen su ubicacién sobre el residuo de la

tirosina (TYR), lo cual hace suponer que su cercania con el DNA los orienta a esa posicidn.

Los orbitales HOMO muestran diferencias en su distribucion en la molécula. Lo cual indica
que no son condicionantes del dafio oncogénico. Ademas como no hay una reaccién de

intercambio electrdnico, no son relevantes.

La diferencia de afinidades se correlaciona con la distribuciéon de cargas (+) en sus
superficies de interaccion de ADN, lo que sugiere un papel para las fuerzas electrostaticas

en reconocimiento de la deformidad de ADN.

La energia, las densidades electrénicas, los potenciales electrostaticos y el momento
dipolar aparentemente no son un factor condicionante del dafio oncogénico entre los tipos

VPH con el ADN.
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XIlI. ABREVIATURAS

ARN Acido Ribonucleico

CDK Inhibidor de Ciclinas dependientes de Kinasa
CE Celular enhancer

CMH Complejo de Mayor Histocompatibilidad
CRPV CottonTail Rabbit Papillomavirus

ADN Acido Desoxirribonucleico

EGFR Receptor del factor de crecimiento epitelial
ERG Glucocorticoides

EV Epidermodisplasia Verruciforme

E2BS Secuencia de unidén

E2F Factor transcripcional

E6 - AP Proteina asociada a E6

ICTV Comité Internacional Taxondmica de Virus
LCR Region de Largo Control

LSIL Lesiones Intraepiteliales escamosas

Mensajero Policistronico

Molécula de RNA que es el producto de la transcripcion de varios

genes dispuestos en tandem

RE2 Endonucleasa de Restriccion

Rb Proteina Retinoblastoma

RSV Virus del Sarcamo de Rous
Por sus siglas en inglés Sucrose Non Fermentable, este complejo
posee actividad ATPasa estimulada por ADN, pudiendo

>N desestabilizar las interacciones histonas-ADN de un modo
dependiente de ATP.

SP1 Proteina Estimulante de la Transcripcion

SV40 Virus del Simio 40

SWI Por sus siglas en inglés SWitch, este complejo posee
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actividad ATPasa estimulada por ADN, pudiendo desestabilizar las

interacciones histonas-ADN de un modo dependiente de ATP.

URR Region Reguladora

VPB1 Virus del Papiloma Bovino tipo 1
VPH Virus del Papiloma Humano
VLPs Particulas similares al Virus
ZFPs Factor de transcripcion
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