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RESUMEN

En este trabajo se analizaron 17 tumores de cerebro humano
(6 meningiomas, 4 astrocitomas, 3 adenomas, 2 glioblastomas, 1
craneofaringeoma y un meduloblastoma), proporcionados por el
Instituto Nacional de Neurologia y Neurocirugia, para el estudio
de las posibles alteraciones del proto-oncogene celular myc
(c-myc), en este tipo de cdncer. Se detectd un elevado porcentaje
de alteraciones moleculares para los tumores benignos (70%) y de
un 57% para los tumores malignos. El mayor grado de amplificacién
del gene fue de 40 veces y para el rearreglo, de tres fragmentos
adicionales a los fragmentos de 13 y 12 Kpb correspondientes al
tejido normal. Estos resultados sugieren un importante papel del

oncogen c-myc en el desarrollo de tumores de cerebro humanos.



INTRODUCCION

El cdncer, en la actualidad, es un verdadero problema social
para la humanidad, considerandose gue anualmente en el mundo
deben producirse unos seis millones de nueveos pacientes con esta
enfermedad.

Las enfermedades neoplésicas constituyen un proceso
patolégico que no soloc pertenece a la humanidad del presente,
sino gue aun desde la misma prehistoria ya existia, como ha
podido ser observado en momias procedentes de 1,500 a 3,000 anos
A.C. mediante métodos radioldgicos, gue han mostrado signos de
lesiones provocadas por tumores malignos en los huesos (1).
También se tienen tratados sobre el cancer desde los tiempos de
Hipdcrates (470-380 A.C.), registros de Celso, Galeno, Rhazes de
Bassora, Andres Vessalio, entre muchos otros.

En cuanto a los conocimientos teoricos Y morfoléﬁicos sobre
el céncer, el mayor progreso ha sido el descubrimiento de la
especificidad celular cuando Virchow demuestra que todo cdncer
estd constituido por células gue a su vez provienen de unidades
celulares especificas iguales. Con esto se pudo establecer una
clasificacidn de los cdnceres en el siglo XIX, y para 1911 en
Dinamarca, J. Fibiger logra la produccién exXperimental
sistemidtica de un cédncer de estémago en wuna rata al 1inocularla

con Spiroptera neoplasticum.

El primer cdncer experimental por sustancias qu{micas fue
obtenido en Japén, en 1915, por Yamagiwa e Itchikawa, los cuales

’ g . .
desarrollaron cancer de piel en conejos, por medio de



aplicaciones de alguitrin de hulla. Desde entonces, tanto en el
campo experimental como en el terapdutico los trabajos se han
multiplicado (1).

Una neoplasia (tumor), en el sentido bio-clinico, es una
necformacidn tisular originada a expensas de un grupo celular
localizado en un drea determinada de tejido, producto de un
aumento absoluto de las células por una multiplicacidn progresiva
y aparentemente autdnoma del control de limitacidn del
crecimiento del tejideo (1l}.

Las propiedades biclégicas gue parecen ser caracteristicas
del cancer, no sclo estan relacionadas con la informacidn
inherente al contenido de las cdlulas, sino tampién a factores
medio-ambientales.

La incidencia de cdncer en la poblacidn humana varia

.’ - : .
marcadamente en relacion a la clase social, medio de vida y zonza

mn

geogréfica. En la actualidad ocupa uno de los primeros 5 lugare
comc causa de defuncidn en paises desarrcllados, y en los
subdesarrollados este valor es mayor del 10% (2, 2). En nuestro
pafs se ha registrado un incremento importante en el porcentaje
de mortalidad, el cual en la actualidad es cerca del 5%;
falleciendo uno de cada 20 mexicanos por algun tipo de neoplasia.
Debido a lo anterior, las neoplasias ocupan el sexto lugar como
causa de la mortalidad en México (3).

En estudios realizados en el Noroeste de México, se encontrd
gue el carcinoma cervicouterino ocupa el primer lugar, entre
1,760 casos de pacientes con cancer, con un 34% de frecuencia

sequido por el carcinoma broncdgeno y el de mama con un 11% (4).



Los estudios epidemioldgicos atribuyen miltiples causas a
los cdnceres humanos, como la exposicién a sustancias qu{micas, a
radiaciones y a virus (5, 6). Estos factores, biolégicos.
qu{micos y fisicos actdan sobre el genoma celular dando una
expresién celular inapropiada (Esquema 1).

Por otro lado, los progresos en el conocimiento de 1la
Biologfa Molecular de los virus cancerfgenOS, han conducido a 1la
identificacidn de genes del cdncer, cuyo funciocnamiento parece
ser responsable de la transformacién de una célula normal en
celula cancerosa.

Los descubrimientos modernos en la investigacidn del cdncer,
parecen ofrecer una via para el entendimiento de los procesos
moleculares que desencadenan el crecimiento y multiplicacidn
incontrolables de las células malignas (5).

Muchos de los recientes trabajos en oncologfa molecular son
motivados por la propuesta que una célula neoplisica se
desarrolla a partir de una progenitora normal como una
consecuencia de cambios «celulares (probablemente mﬁltiples).
Tales cambios pueden ser epigénicos; pero la creencia comin sobre
el cancer es que tiene su origen en las mutaciones (7-9) y el
poder persuasivo de alteraciones indefinidas en la estructura del
DNA, teniendo enfocada la atencidn en los eventos genéticcs. Los
genes mutantes conocidos como oncogenes y que corresponden a
alelos de diferentes tipos son 1llamados proto-oncogenes (genes
celulares normales) (10).

Los miembros del gran grupo de proto-oncogenes han sido

. " o s ’ .
identificados experimentalmente por la homologia de su secuencia
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nucleotidica a oncogenes virales. Los genes celulares hom610g05,
conocidos por conveniencia como c-onc (ll), son denominados
proto-oncogenes porque ellos han servido aparentemente como
blancos para la transduccidn por retrovirus y asi ser los
progenitores celulares normales de oncogenes virales (12-14).

En 1908 Ellerman y Bang reportaron que la sangre de pollos
con leucemia contenia un agente infeccioso infiltrable capaz de
causar leucdsis en otros pollos (15) pero no se le did
importancia porque se crefa que solo los tumores sdlidos eran
enfermedades cancerosas verdaderas y no fue sino hasta gue R.
Rous mostro en 1910-1911 gue los tumores sdlidos (sarcomas) en
pollos son causados por virus (15). Independientemente de Rous,
Fujinami e Imamoto en 1914 descubrieron un virus causante de
tumores sdlidos en pollos (15). Después se descubrid gue estos
virus oncogénicos pertenecen al grupo de virus que contienen RNA,
ahora llamados retrovirus. Actualmente se sabe gue no todos los
virus de este grupo son oncogénicos (15).

Actualmente se conocen mas de 30 virus los cuales tienen
aproximadamente 20 diferentes oncogenes (Tabla 1). También se
conocen muchas proteinas oncocgénicas de varios de estos virus.
Con estos hallazgos, se habian relacionado los proto-oncogenes
por su homologia con oncogenes retrovirales (16). Sin embargo la
demostracidn de gue estos elementos genémicos pueden adquirir
propiedades malignas sin la contribucidn de secuencias
retrovirales exégenas fue primero obtenida por medio de
experimentos de transferencia de genes (17). Estos ensayos

. . A
revelan la presencia de genes transformantes en una fraccion



Tabla 1.

ONCOGENES CONOCIDOS ACTUALMENTE Y ALGUNAS CARACTERISTICAS

VIRUS ORI. DES. DEL PROT.CEL. LOC.CROM. LOC.PROT.

ONC. HUMANO
Sarcoma de
Rous Pollo src p60 20 Membrana Celular
Sarcoma de
Felino Gato fes p92 15 Membrana Celular
Sarcoma de
Felino Gato far - 6 Membrana Celular
Sarcoma de
Felino Gato fms pl70 5 Membrana Celular
Sarcoma de
Yagamuchi Pollo yes p90 - Membrana Celular
Leucemia de
Abelson Raton abl pl50 9 Membrana Celular
Sarcoma de
Kirstein Rata K-ras pal 12 Membrana Celular
Sarcoma de
Harvey Rata H-ras p21l 11 Membrana Celular
Sarcoma de
Rasheed Rata N-ras p2l 1 Membrana Celular
Mielocito-
matdsis P
aviar MC29 Pollo myc p53 8 Nucleo
Carcinoma
de pulmén  Humano L-myc - 1 Nicleo (1)
Neuroblas-
toma Humano  N-myc - 2 Nicleo (1)
Mielocito-
matdsis .
aviar BAl Pollo myb pllo 6 Nucleo
Eritroblas-
tosis aviar Pollo erb-A - 17 Citoplasma
Eritroblas-
tdsis Aviar Pollo erb-B  pd5 7 Membrana Celular

Continua en la sig. pag.



TABLA 1. Continuacidn

Sarcoma de

mono Mono
Sarcoma de ,
raton Raton
Osteosarco-

ma de ratdn Ratdn
Sarcoma

Aviar Pollo
Sarcoma de

ratdn Ratdn
Mielocito=-
matdsis

aviar MH2 Pollo

sis
mos
fos
ski

raf

mil

p56
p37

p39

p90

22

Membrana Celular
Citoplasma
Nicleo

Ndcleo

Citoplasma

Citoplasma

ORI.: Origen del Oncogen Viral; DESC. DEL ONC.: Designacidn del
Oncogen; PROT. CEL.: Proteina Celular; LOC. CROM. HUMANO:

Localizacidn Cromosdmica en el Humano; LOC.
- Ld . I
proteina oncogénica en la célula.

PROT.:Localizacidn de 1la



significativa de cdnceres humanos, as{ como en tumores animales

:amente (18).

-oncogenes han sido altamente conservados en el
ucidn; as{ por ejemplo, el proto-oncogene c-ras
nto en la levadura comec en el hombre (19, 20), ¥
lo encontramos tanto en Drosophila como en todos
vertebrados (21); esto sugiere que los
realizan funciones cruciales en la célula.

982, estudio los niveles de actividad de diversos
¢ en embriones de rata tomados en diferentes
b desarrollo (Figura L) ; concluyendo gque
funcidn de estos genes es necesaria en los
irios, donde noc existe diferenciacidn (6).

ts del origen comin de los oncogenes s apenas
evidente gue los productos de muchos oncogenes
7-fms, v-raf) no solamente poseen actividad de
gque tales propiedades aparentemente jJuegan un
le tirosina protein-cinasa (22-24).

itudios se ha podido dividir a los oncogenes en 5
iun no se marcan definitivamente las diferencias.
La comprenden los oncogenes src, fps/fes, abl,
s productos de estos genes son tirosina
25, 26).

Comprende los oncogenes de la familia ras/bas:

ni-ras, Ha-ras, N-ras y otros (27, 28) .Proteinas que se unen al

GTP.



ACTIVIDADES RELATIVAS DEL PROTO-ONCOGENE

10077

desarrollo del embrién

FIG. 1. ACTIVIDADES RELATIVAS DE ALGUNOS PROTO-ONCOGENES, CON
RESPECTO AL DESARROLLO EMBRIOWARIO EN RATA.
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Familia 3. En esta estdn los oncogenes myc vy myb, los cuales
tienen productos con propiedades de enlace al DNA (Proteinas
nucleares) (25).

Familia 4. Estos oncogenes, fms, erb-B y sis de los virus
aviares AC-Cl1l3 sus productos son glicoproteinas. Probablemente
estas protefnas juegan un papel muy importante en la membrana
celular, y como factores de crecimiento.

Familia 5. En esta se encuentran los oncogenes B-lym gue
codifican para proteinas con funciones regulatorias de tipo
hormonal (29).

Algunos oncogenes tienen caracteristicas muy particulares,
por ejemplo, myc es un oncogene gque confiere a las células 1la
habilidad de inmortalizarlas, entretanto ras las lleva a una
transformacidn. E1 proto-oncogene erb-B codifica para un
precursor del factor de crecimiento epidermal (EGF), ya gue este
factor aparentemente posee propiedades de proteina-cinasa
(fosforilacidn de la tirosina) (Figura 2).

Recientemente se ha empezado a entender como funcionan las
protefnas codificadas por algunos proto-oncogenes; estos estudios
sugieren que dichas proteinas desarrollan un ndmero limitado de
funciones (29-31). Podriamos mencionar que algunas de las
prote{nas (yes, fgr, abl, fps, fes y ros) son tirosina-cinasas
(32); otras, son factores de crecimiento tales como el factor de
crecimiento derivado de las plaguetas conocido como PDGF (29,
30).

El producto de algunos proto-oncogenes actda en el nicleo

celular, oncogenes de esta familia que se expresen en forma

11



FIGURA 2. SITIOS DE ACCION DE LOS PRODUCTOS EN LAS CELULAS
DE ALGUNOS PROTO-ONCOGENES
(TOMADO DE T. HUNTER, REF. 32)
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desregulada podrian alterar tal vez la transcripcidn de muchos
genes necesarios para un crecimiento ¥ proliferacidn
descontrolados de las células cancerosas como para gue estas
lleven a cabo el temible proceso de metastasis. Lo mencionado
anteriormente podria explicar el elevado niimero de alteraciones
que presentan las células tumorales; entre estos proto-oncogenes
podemos citar myc, myb, fos, mil y ski. Se piensa gque una funcidn
desrregulada de myc hace de la replicacién del DNA celular un
proceso continuo en las células tumorales; la presencia en una
célula de grandes cantidades de myc podrfa traer como
consecuencia la inmortalidad de 1las células vy su replicacién
indefinida, contrariamente a lo que sucede en células normales,
las cuales tienen una capacidad de divisidn finita. Le
inmortalizacidn por si sola no convierte necesariamente una
célula aormal en tumoral (Figura 3); la activacidn de un segundo
oncogen ser{a un paso necesario para provocar las otras
respuestas gque caracterizan el estado canceroso (33), se ha
descrito gue ciertos pares de oncogenes (por ejemplo myc ¥y ras, ©
bien el antigeno T de SV40 y ras) pueden cooperar para
transformar cultivos primarios de células.

El proto-oncogene c-myc es tal vez uno de los mas estudiados
actualmente, no sole porque esta alterado (amplificado,
translocado y mutado) en diversos tipos de cancer humano, sino
por sus interesantes caracteristicas en celulas normales. Por
ejemplo, el grupo R. Watt (34) y mds recientemente el grupo de D.
Stehelin (14) determind la secuencia del gen c-myc humano normal;

¥ L4
este gene posee tres exdnes y dos largos intrones; tanto el

13



COMPLEMENTACION

(A) Myc (T-ag SV40, Py; Ela) /ras(mT,EIb)

Nucleos Citoplaosmo
myc octivado (=)
ras activado (=)
. myc
octivados {ros (+)
— Tronsformacion
REF

a tumorigénesis

(B) Retrovirus con dos oncogenss

LTR myb ets LTR
erbA erbB
mil myc

FIGURA 3. TRANSFORMACION DE UNA CELULA NORMAL EN CANCEROSA, POR LA
COLABORACION DE DOS ONCOGENES. RETROVIRUS PORTANDO DOS ONCOGENES,
ESTABLECIENDOSE UNA COMPLEMENTACION



primer exdn como otras secuencias adicionales del lado 5' estan
altamente conservados entre la rata y el hombre; esta regidn es
la mds frecuentemente alterada en los linfomas de Burkitt (7). En
un trabajo reciente (35), se analizd 1la hipersensibilidad a
DNasa I del extremo 5' del gen c-myc encontrandose patrénes de
sensibilidad gue correlacionan con el estado de actividad del
gen, tanto en células normales como en tumorales (linfoma).

Por otro lado, los grupos de R. Weinberg, G. Cooper, M.
Wigler y M. Barbacid, han descubierto en los Gltimos 5 anos
oncogenes en diversos tumores humanos. El1 DNA de tumores, al ser
introducido por transfeccidn en células normales en cultivo es

capaz de transformarlas en cancerosas.
Como se activan los oncogenes?

1. Activacidn por medio de mutaciones puntuales.

Estudiando las lineas celulares T24, EJ, SK-N-SN, Calu-I,
HL-60 y otras se encontrd que los genes con actividad
transformante son estructuralemente indiferenciados de los mismos
genes en células normales (mapeo con enzimas de restriccidn).
Ademds el nivel de expresidn de estos oncogenes en tumores es
aproximadamente el mismo corm en las células normales; sin
embargo, estos genes poseen actividad transformante, mientras sus
anélogos de células normales no la tienen (36, 37). Una
determinacidn de la estructura primaria del oncogene de células
normales y tumorales muestran que la diferencia esta solamente en

una substitucidn nucleotidica, como en el caso de los tumores T24

15



y EJ la substitucidn es un G por T, resultando el cambio de una
valina por glicina (Tabla 2).

Recientemente, tres oncogenes ras han sido caracterizados en
humanos: H-ras, KX-ras y N-ras; estos genes codifican para
protefnas de 189 aminodcidos. La caracterizacidn molecular de los
loci K-ras y H-ras indica gque ellos han adquirido propiedades
malignas a causa de una sola mutacidn puntual, la cual afecta la
incorporacidn de los aminoacidos 12 y 61 de la proteina.
Mutaciones en el coddn 12 de K-ras alteran secuencias reconocidas
por enzimas de restriccidn (Figura 4). Comparativamente con genes
H-ras transformantes, los oncogenes K-ras han sido detectados en

un nimero mucho mds alto de neoplasias humanas (38,39).
2. Activacién por medio de amplificacidén del oncogene.

En lineas celulares HL-60 se encontrc un pronunciado
incremento de la expresién del gen c-myc; un aumentoc de la
expresi&n del gen c-Ki-ras en lineas celulares Yl; de c-abl en
lineas celulares de CML; vy del gen c-myb, en un tumor del
intestino grueso (38-40). Simultanaemente fue posible establecer
gue estos oncogenes estaban amplificades en estas 1{neas
celulares, por ejemplo, si en una lfinea celular la expresidén del
gen c-myc esta aumentada de 30-40 veces, entonces el nimero de
copias de este gen en la célula esta aumentado equivalentemente
(Tabla 3).

Como el gen c-onc es amplificado, adn no se conoce
exactamente, pero este proceso ocurre por medio de una etapa de

: .
la formacidn de una doble minuta (es la region del cromosoma gque
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TABLA 2. MUTACIONES PUNTUALES DEL ONCOGEN c-ras HUMANO

FUENTE DEL ALELO ONCOGEN ras CODONES
HUMANO 12 59 61
Normal c-H-rasl GGC GCC CAG
, Gly Ala Gln
Linea celular de
vejiga EJ/T24 c-H-rasl GTC GCC CAG
Val Ala Gln
Linea celular de
pulmén HS242 c-H-rasl GGC GCC CTG
Gly Ala Leu
Normal c-K-ras?2 GGT GCa CAA
Gly Ala Gln
Linea celular de pulmén c-K-ras2 TGT GC CAA
Cys Ala Gln
Linea celular de
colon SW480 c-K-ras?2 GTT GCA CAA
Val Ala Gln
Linea celular de
carcinoma de pulmon
LL-10 n CGT = =
Arg = =
Linea celular de
vejiga Al698 . CGT - =
Arg - -
Normal N-ras GGT GCT C
p Gly Ala Gln
Linea celular de
neuroblastoma SK-N . GGT GCT  AAA
Gly Ala Lys
Linea de carcinoma
de pulmon SW1271 i GGT GCT CGA
Gly Ala Arg

17



5.8 Kbp 8.2 Kbp
A A

r N ™
Sac I SOf I Sjl
- ; T
CODON 12
DNA MUTACION
NORMAL G—C
HUMANO (POSICION+34)
14 Kbp (82+5.8) Kbp

POLIMORFISMO A Sac I EN EL GENE K-ras HUMANO

FIGURA 4. PATRON DE RESTRICCION PARA LA ENZIMA Sacl; Al OCHRRIR UNA MUTACION PUNTUAL,
ESTE PATRON CAMBIA PROVOCANDO UN POLIMOREISMO ENZIMATICO
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TABLA 3. AMPLIFICACION DE ONCOGENES CELULARES HUMANOS
ONCOGENES TUMOR O LINEA CELULAR GRADO DE
AMPLIFICACION

c=-myc Linea celular de leucemia pro- 20X
mielocitica, HL=-60 y tumor
pgimario.

c-myc Linea celular APUDoma, 40X
COLO 320.

c-myc Lineas celulares de carcinoma 5-30X
de pulmon en células pequeBas.

N-myc Neuroblastoma primario (esta- 5-1000X
dio III y IV) y lineas ce-
lulares de neuroblastoma.

N-myc Linea celular de retinoblas- 10-200X
toma, Y79 y tumores primarics.

N-myc Lineas celulares de carcinoma 50X
de pulmdn en células pegueRas
y tumor.

c=abl Linea celular de leucemia mie- 5-10%
loide crénica, K562.

c-myb Lineas celulares de carcinoma 10X
de colon, COLO 201/205.

c-myb Leucemia mieloide aguda 5-10X

c-erb-B Linea celular de carcinoma 30X
epidermoide A431.

c-K-ras?2 Carcinoma primario de pulmdn, 4-20X
colon, vejiga y recto.

N-ras Linea de carcinoma de mama. 5-20X
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carece de un centrdmero) y termina con la aparicidn de cromosomas
con zonas homogeneamente tenidas (HSR) (39). En otras palabras,
las regiones del DNA amplificadas con la ayuda de los cromosomas
DM y conteniendo un gene onc insertado entre uno de los
cromosomas (no necesariamente el mismo cromosoma donde el
oncogene se encuentra usualmente), resultando de la formacidn de
regiones homogeneamente tefiidas. La amplificacidn de los
oncogenes en ningﬁn caso es un evento raro y esto juega un papel
muy importante en la oncogénesis natural (10, 39-42).
Recientemente se ha determinado gue tanto myc como ras estdn
amplificados (44). En estos caso el aumento en la concentracidn
celular de los mRNA de los oncogenes no se debe probablemente a
que dichos genes sean altamente transcritos sino gue aumente el

’ » . s .
numero de genes gue pueden ser transcritos en cilertos tejidos.

¥ ., W =, P L s,
3. Activacion por integracion de elementos geneticos moviles,

cerca de un oncogen.

La expresién del gen c-mos ha sido demostrada en
plasmacitoma XPC-24 de ratdn. Aparentemente la activacidn de este
gen fue debido a la integracién de una partfcula A, semejante a
retrovirus, del lado 5' del exdn del gen c-mos proviral (45).

De hecho la célula puede tener muchos elementos ndviles
semejando a transposones, capaces de cambiar su posicién en el

genoma (45, 46).

) .
4. Activacion por rearreglos cromosomales.

20



En un estudio del linfoma de Burkitt en el hombre vy
plasracitoma er ratén, se encontid que ecstas enfermededes estan
ceracterizadas por rearreclos croncscmales ecpecificos. Para el
hewbre esta es una trarslocacidn cromosdmice (un segmento de DNA
cercano a la punta de un cromosoma pisa a formar parte de ctro
cromosoma), ertre el cromosoma 8 y el 14 (raramente al 2 & 22)
(Figura 5), mientras que en el ratdn es del 15 al 11 (raramente
al 6). También se encontrd que en el cromcsoma 8 en el hombre vy
15 en el ratdn tienen el gen c-myc, mientras gque en los
cromosomas 2, 14 y 22 (del hombre), 6 y 11 (del ratdn) poseen los
genes de inmunoglobulinas (47); la expresién del gen c-myc se
aumenta como resultado de 1la translocacidn cromosdmica,
probablemente a causa de que esta controlado por nuevos elementos
regulatorios de 1la transcripciéh (en el cromosoma al cual se
transfirid) como si fuera un gen para inmunoglobulinas, los
cuales son altamente transcritos (48, 49) (Tabla 4).

En muchos casos,. no se ha encontrado, aumentado el nivel de
transcripcién de c-myc en algunos tumores, pero aparece alterada
la transcripcién de RNA (50). Otros estudios muestran
directamente que la parte terminal del exdén 5' se pierde durante
la translocacidn (51).

Consecuentemente, el potencial cncogénico del gen c-myc
puede ser activado durante la translocacidn o por otros medios,
como una intensificacidn de su transcripcién o cambios en su

estructura.

5. Activacidn por demetilacidn del oncogen.
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FIGURA 5. EN EL LINFOMA DE BURKITT EXISTE UNA TRANSLOCACION, ENTRE LOS
CROMOSOMAS 8 Y 14, EN DONDE EL ONCOGEN c-myc CAMBIA DE POSICION (8:14)
TRANSLOCANDOSE AL LOCUS DE LAS CADENAS PESADAS DE LAS INMUNOGLOBULINAS
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TABLA 4. ONCOGENES TRANSLOCADOS EN LINEAS CELULARES

LINEAS CELULARES ONCOGEN CROM.ORI. CROM.TRANS. TRANS. AL
LOCUS

Plasmacitoma de ratdn c-myc 15 (D2/3) 12 (F1) IgH

Inmunocitoma de rata c-myc 7 6 -

Linfoma de Burkitt

(Humano) c-myc 8 (g24) 14 (g32) IgH
2 (pl3) IgK
22 (qll) IgA

Leucemia mielogénica

crdnica (Humano) c-abl 9 (g34) 22 (gll) ber

Linfoma y células B

leucemia (Humano) bd-1 11 (gl3) 14 (g32) IgH

CROM.ORI.= Cromosoma de Origen; CROM.TRANS.= Cromosoma al que se
Translocd; TRANS. AL LOCUS= Translocado al locus.
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Actualmente se le esta dando también importancia al grado de
metilacidn de 1los genes en la regulacidn de su trahscripcién
(52). Es posible que la demetilacidn de los proto-oncogenes puede
resultar en una activacidn de estos, sin embargo, los datos de
este problema son pocos y solo se tienen como un medio de
activacidn hipotética.

Como se menciono anteriormente, es posible gque mas de un
oncogen deba ser activado para que se desarrolle un tumor (33)
(Figura 3). Este tipo de estudios ha venido a confirmar, a un
nivel molecular, la evidencia clfnica y los estudios en células Y
tejidos tumorales gque postulaban que la carcinogénesis es un
proceso de etapas mﬁltiples. Esto podr{a explicar también el
hecho de que en general un tumor tarda anos en desarrollarse Yy
que los cdnceres mias comdnes tienen lugar en tejidos de r«;pida
proliferacién, como son: paredes intestinales, pulmén, piel vy
tejido cervicouterino.

Es ampliamente conocida la estrecha relacidn entre la
incidencia de cancer en la poblacién humana y clase social, zona
geoqréfica y medio de vida. El cdncer ocurre principalmente en
personas de edad productiva que va de 30 a 50 anos. En México las
estad{sticas reportan que la mortalidad por neoplasias es de un
11% (2, 53), donde el cidncer de cerebro ocupan el 2% (54).

El objetivo central del presente trabajo es el determinar
las posibles alteraciones del oncogen c-myc Yy caracterizar su
comportamiento a nivel molecular en neoplasias intracraneales
humanas, ya dgue como se mencioné en la introducciéh, esta

implicado en varios tipos de tumores humanos. Tratar de
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establecer la posible correlacidn clinica entre el gradec de
alteracidn del oncogen c-myc y el tipo histoldgico.
Asi esperamos encontrar, que si el oncogene c-myc esta
amplificado la banda de 13 y 12 kb (EcoRI e HindIII) va a ser mas
intensa que las del tejido normal. Cuando aparezcan mas bandas de
las esperadas en las muestras tumorales con respecto al tejido
normal entonces sera un rearreglo gque pudiera ser translocacidn o

mutacidn puntual.
MATERIAL Y METODOS

La metodologia utilizada en este trabajo, comprende las
técnicas mds empleadas en Ingenieria Genética vy Biologia
Molecular, 1las cuales estan completamente desarrolladas Yy
estandarizadas en el Laboratorio del Dr. Patricio Gariglio «cel
CINVESTAV-IPN. También se cuenta con el pldsmido HLM-Xba, el cual
consta de un fragmento del gene c-myc humano gque mide 3.5 kb, ¥
que comprende el primer exdn, parte del primer intrén (Fig. 6) vy
el pldsmido pBR322 de 4.3 kb, con el cual se transformd una cepa
de Escherichia coli K12 donada por el Dr. Dominique Stehelin del
Instituto Pasteur de Francia. En nuestro laboratorio fue aislado,
purificado y caracterizado (55) con diferentes enzimas de
restriccidn.

La amplificacidn, aislamiento y purificacidn del pldsmido
HLM-Xba es como sigue:

I). Amplificacidn del pldsmido HLM-Xba.
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a) Se inocularon 25 ml de medio Luria con ampicilina a una
concentracidn de 50 pg/ml. Se incubd a 37°C, en agitacidn
constante (200 rpm) durante 12 a 16 horas.

b) Con los 25 ml de cultivo anterior (a) se inoculd un
matraz conteniendo 1 1litro de medio de cultivo Luria con
ampicilina.

Se incubo a 37°C, en agitacidn constante durante 2.5 horas.

c) Se agregd cloranfenicol a una concentracidn final de 170
Bg/ml y se incubd a 37°C, con agitacidn de 12 a 16 horas.

d) Se determind el crecimiento midiendo su densidad Jdptica a
600 nm.

II). Aislamiento del pldsmido. Lisis por alcali.

a) El cultivo obtenido anteriormente, se centrifugd 10 min.
a 7000 rpm.

b) Se desechd el sobrenadante.

c) Se resuspendid el paguete bacteriano en 20 ml de Solucidn
I (ver Apéndice de Soluciones) y se agregd lisozima a una
concentracidn final de 5 mg/ml. Esto es para romper la pared
celular.

d) Se dejd a temperatura ambiente durante 5 min.

e) Se afadieron 40 ml de Solucidén II (Apéndice), recien
preparada. Se mezcld gentilmente por inversidn varias veces.
Dejandose a 4°C durante 10 min. Con esto se rompen las células.

f) Se agregd 30 ml de solucidn fria de acetato de potasio
(Apéndice), mezclandose por inversidn y dejandose en hielo 10
min. Con esto se logrd precipitar los restos celulares, menos el

plasmido.
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g) Se centrifugd a 8000 rpm por 1.5 horas a 4°C.

h) Se transfirid el sobrenadante a tubos Corex de 150 ml.

i) Se agregaron 0.6 volumenes de isopropanol y se dejaron 15
min. a temperatura ambiente. Esto es con la finalidad de
precipitar el pldsmido.

j) Se centrifugd durante 30 min.a 7000 rpm a temperatura
ambiente, porque las sales pueden precipitar a 4°C.

k) El sobrenadante se desechd y se lavd con etanol 70% y se
seco al vacid.

1) Se resuspendid el pldsmido en 5 ml de buffer TE (pH 8.0).

III) Purificacidn del pldsmido.
La purificacidn se hizo por la técnica de gradiente
isopicnico de cloruro de cesio-bromuro de etidio.
a) Se incubd el pldsmido resuspendido en buffer TE (pH 8.0),
con RNasa a una concentracidén de 50 pg/ml, 45 min a 37°C.
b) Se disolvid 30 g de CsCl en 35 ml de TE.
c) Se transfirid con una jeringa estéril la solucidn de CsCl
a un tubo de polialomero para rotor VTi 50 de la ultracentrifuga
Beckman L8-55.
d) Se transfirid el pldsmido con jeringa estéril. Este paso
se hizo con mucho cuidado para evitar romper el DNA.
e) Se mezcld gentilmente por inversidn, eliminando las
burbujas que se hallan formado.
f) Se afiadid 6 pl de una solucidén de bromuro de etidio. El
bromuro de etidio debe manejarse con guantes.
Se mezcld gentilmente por inversidn, protegiendo los tubos

de la luz, ya que el bromuro de etidio es fotosensible.
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g) Se eliminaron todas las burbujas, debido a que el tubo se
puede colapsar al ser centrifugado a alta velocidad. Para evitar
lo anterior, se agregd al final una capa de aceite mineral.

h) El tubo se taro a un peso igual al contrapeso.

i) Una vez equilibrados, se sello por la parte superior y se
volvid a tarar.

j) Se centrifugd en rotor VTi50 a 45000 rpm, en un rango de
temperatura de 15 a 25°C, al vacid, durante 16 horas.

k) Después de centrifugar, se recuperaron los tubos y se
observaron en un cuarto obscuro con una lampara de U.V. de onda
larga para localizar las bandas de DNA (Figura 7).

1) Se recuperaron las bandas por puncidn, manteniendo el
bisel de la aguja hacia arriba por abajo de la banda a recuperar
y se desechd el resto del tubo en un lugar especial.

m) Se agregd un volumen de alcohol isocamilico o butancl
saturado con agua. Se mezclo vigorosamente. Esto se hizo con la
finalidad de extraer el bromuro de etidio de la muestra.

n) Se centrifugd a 10000 rpm por 5 min.

o) Se transfirid la fase acuosa a un tubo limpio.

p) Se repitid varias veces hasta que el color rosa de la
fase acuosa desaparecid.

q) Se dializd contra buffer TE (pH 8.0), para eliminar el
CsCl, haciendo dos cambios del buffer, de 2 litros cada uno.

r) Despues de 6 horas de didlisis, se le agregaron 2.5
volumenes de etanol absoluto frio por cada mililitro de solucidn,
y se ajustd a 100mM de NaCl.

s) Se dejd a -70°C por 40 min o a -20°C toda la noche.
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USADO PARA LA PURIFICACION DEL PLASMIDO

HLM-Xba
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t) Se centrifugd a 10000 rpm por 30 min.
u) El sobrenadante se recuperé y se secd el precipitado al
vacid.
v) Se resuspendi6 el paquete en un minimo de volumen de TE
(pH 8.0) (p. ej. 100-200 pl).
w) La concentracidn del DNA se determind en un

espectrofotdmetro (260 nm).

Sobre la caracterizacidn del pldsmido con enzimas de

restriccidn, ver referencias 24 y 55.
Marcado del pldsmido HLM-Xba

La DNA polimerasa I de E. coli, afiade residuos nucleotidicos
en el extremo 3' el cual es creado cuando una de las dos cadenas
de la molécula de DNA es abierta. Ademds la enzima, por medic de
su actividad exonucleasa, puede remover nucledtidos del extremo
5' de la abertura. La eliminacidn de nucledtidos del extremo 5' y
la adicidn secuencial de nucledtidos al extremo 3', da como
resultado el movimiento del rompimiento y la sustitucidn (Nick
Translation) a 1lo largo del DNA. Reemplazando los nucledtidos
preexistentes con nucledtidos altamente radiactivos, es posible
preparar DNA marcado con 33> con una alta actividad especifica
(56, 57).

A continuacidn se da el protocolo estandar para marcajes con

3p ytilizando DNA polimerasa I de E.coli:

1) Solucidn de DNA (pldsmido)

2) Buffer de nucledtidos
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3) ANTP marcado radiactivamente
4) Agua desionizada estéril
5) Solucidén enzimdtica

a) Se incubd a 15°C por 3 horas la mezcla de reaccidn.

b) Se paso por cromatograffa a través de Sephadex G-50 para
separar el DNA marcado de los nucledtidos no incorporados, y se
colectaron fracciones de 1ml.

c) El DNA se excluye en el volumen vacid (aproximadamente el
30% del volumen total de la columna).

d) Se tomaron alicuotas de lpl de cada fraccidn y se contd
la radiactividad incorporada en un contador de centelleo ligquido.

El primer pico consiste en la sonda de DNA con 1los
nucledtidos incorporados, mientras que el segundrn ronsiste en los
nucledtidos no incorporados (Figura 8).

Por otro lado se trabajaron las muestras tumorales y tejido
normal de cerebro 1las cuales fueron proporcionadas por el Dr.
Hector H. Figueroca T. del Departamento de Gendtica del I.N.N.N.
de la 5.S. Las muestras de tejido fueron congeladas a -70°C hasta
el momento de su prrresamiento. A todas las muestras se les
practicd un estudio histopatoldgico el cual fue realizado en el
mismo Instituto de Neurologia.

Al tejido tumoral y normal se le <xtraid el DNA de acuerdo

al siguiente protocolo:

1) Sse homcgeniz& el tejido en solucidn de NaCl al 0.9%
2) Se lavd tres veces en solucidn de NaCl al 0.9%,

centrifugando cada vez a 3000 rpm por 10 minutos.
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(NICK TRANSLATION).

33



3) E1 paquete celular se resuspendid en buffer de 1lisis,
0.2% de SDS y 500 pg/ml de Proteinasa K (Ver Apéndice de
Soluciones) .
4) Se incubd a 37°C de 6 a 12 horas con agitacidn constante.
5) Se extrajé con fenol saturado con TE, 3 veces, con
centrifugaciones de 10 minutos a 3000 rpm. Recuperandose siempre
la fase acuosa.
6) Se extrajd una vez con fenol-cloroformo (1:0.5).
7) Extraer una vez con cloroformo-alcohol isoamilico (24:1).
8) A la fase acuosa se agregd etanol absoluto frioc, para
precipitar el DNA celular.
9) Se incubd a =70°C por 30 minutos o a -20°C toda la noche.
10) se centrifugd a 6000 rpm por una hora.
11) La pastilla se secd al vacid.
12) El DNA se resuspendid en TE (pH 7.5)
13) La concentracidn se determind al espectrofotdmetro

(260/280nm) .

Cuando ya se tuvo el DNA aislado y purificado, se digirid
con las enzimas de restriccidn EcoRI e HindIII, las cuales
originan fragmentos de 13 y 12 Kpb respectivamente y Qque

contienen al gen c-myc completo (Figura 9).
Electroforesis en gel de agarosa.

Con la digestidn anterior se facilita que el DNA celular
penetre en el gel de agarosa al 0.9% y puedan ser separados los

fragmentos de 13 y 12 Kpb del resto del genoma.
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FIGURA 9. MAPA PARCIAL DE RESTRICCION DEL ONCOGEN c-myc HUMANO. LA
SONDA UTILIZADA (PROBE) ES EL FRAGMENTO HindIII-Xbal, INDICADO CON LA
BARRA GRUESA. LOS RECTANGULOS CORRESPONDEN A LOS TRES EXONES DEL GEN.

TAMBIEN SE INDICAN ALGUNOS SITIOS DE RESTRICCION
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1) Se fundid la agarosa al 0.9% en buffer TPE (pH 7.8) (Ver
Apéndice de Soluciones).

2) Se dejd enfriar a 50°C y se agreqgd bromuro de etidio a
una concentracidn final de 0.5 pg/ml de una solucidn patrdn de
10mg/ml.

3) La cdmara de electroforesis se prepard sequin la Figura
10.

4) La agarosa se vertid en la cdmara de electroforesis y se
dejd gelificar.

5S) Se agregd el buffer TPE (de corrida) hasta que sobrepaso
la superficie del gel.

6) Las muestras de DNA se agregaron con una micropipeta.

7) Se inicid la electroforesis a 50V durante 16 horas a
temperatura ambiente.

8) Se recuperd el gel de agarosa y se observe en un
transiluminador de luz U.V. para posteriormente tomarle una foto
utilizando pelicula tipo 57 o 55, ASA 3,000, Polaroid (Figura

11).
Transferencia tipo Southern a papel de nitrocelulosa

1) Se agregd solucidn desnaturalizadora al gel y se incubd a
temperatura ambiente con agitacidn constante por dos horas.

2) Se desechd la solucidon desnaturalizadora y se lavd dos
veces con agua bidestilada.

3) Se agregé solucidn neutralizadora, a temperatura ambiente
con agitacidn constante por dos horas.

4) Se lavo tres veces con agua bidestilada.
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Después de este punto el DNA se transfirid por capilaridad
al papel de nitrocelulosa (56, 58).

5) En un recipiente con buffer de transferencia, SSC 10X
(ver Apéndice}, con una placa de lucita (Figura 12), se colocd un
papel Whatman 3MM, humedecido en solucidn SSC 10X, sirviendo como
puente para el flujo del buffer de transferencia.

6) Se colocd el gel de agarosa encima del papel Whatman 3MM
y se eliminaron las burbujas con ayuda de una pipeta.

7) Se humedecid el filtro de nitrocelulosa (del tamafio del
gel), en una solucidn SSC 2X, hasta gue estuvo totalmente humedo
por 2 minutos.

8) Se colocd el filtro sobre el gel vy se eliminaron las
burbujas.

9) Se humedecieron 2 piezas de papel Whatman 1MM en solucidn
SSC 2X y se colocaron encima del filtro de nitrocelulosa,
eliminando siempre las burbujas.

10) Se cortaron toallas de papel absorbente, suficiente para
alcanzar una altura de 7 a 10 c¢m, colocandose sobre el papel
Whatman 1MM y sobre estas toallas un peso de aproximadamente 500g
(Figura 12).

El objetivo fue el permitir que se forme un flujo de liquido
del tanque a través del gel y del filtro de nitrocelulosa, de tal
manera que los fragmentos de DNA fueron eluidos del gel vy
depositados en el filtro de nitrocelulosa. Para esto se dejo la

transferencia de 12 a 20 horas.
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11) Se removieron las toallas y los papeles 1MM. E1 filtro
de nitrocelulosa se sumergid en SSC 6X a temperatura ambiente por
5 minutos. Se desechd el gel de agarosa.

12) Se seco el filtro entre dos hojas de papel Whatman 1MM y
se horneo durante dos horas a 80°C al vacid. Se guardo el filtro

de nitrocelulosa en una bolsa sellada hasta su uso.

Cuando ya se tuvo el filtro de nitrocelulosa con el DNA
tumoral y normal por un lado, y por el otro la sonda radiactiva
se llevo a cabo la prehibidizacidn e hibridizacidn (56) segin se

describe a continuacidn:
Prehibridizacidn e Hibridizacidn

1) Se humedecid el filtro en SSC 6X por dos minutos.
2) Se colocd el filtro dentro de bolsas sellables vy

resistentes a 50°C (p.ej. Sears/ Seal-n-Save).

3) Se agregaron 0.2ml de solucidn prehibridizadora por cada
cm® del filtro (Ver Apéndice).

4) Se eliminaron todas las burbujas posibles, se selld 1la
bolsa y se incubd en un bafio de agua a 42°C de 12 a 24 horas.

5) Se desechd la solucidn de prehibridizacidn y se agregaron
50 ul de solucidn de hibridizacidn por cada cm® , 480 prl de EDTA
0.25M y la sonda radiactiva (previamente calentada en un bano
Maria a ebullicidn durante 10 minutos y sumergida inmediatamente
en hielo), 1 a 4 X lO'cpm/pg.

6) Se incubd a 42°C durante 24 horas.

7) Se recuperd la sonda y se realizaron los siguientes

lavados al filtro.
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a) Solucidn I: SSC 2X; se lavaron 3 veces a 50°C, durante 15
minutos cada lavado.
b) Solucidn II: SSC 0.1X y SDS 0.1%, 2 veces a 50°C por 30

minutos.

8) Se secd el filtro a temperatura ambiente sobre una hoja

de papel Whatman 3MM.
Autorradiografia

1) Se colocd el filtro en pldstico especial (p. ej.
Egapack) .

2) Primero se colocd una placa de rayos X en el cassette
para autorradiografias. Después el filtro y al dltimo otra placa
de rayos X. El cassette vya tiene incluidas 1las pantallas
intensificadoras, una a cada lado (Figura 13).

3) Se expusd el tiempo necesario a -70°C, utilizando una

pelicula Kodak X-Omat AR y se reveld como sigue.

Revelador 1.5 minutos
Solucidn Stop 30 segundos
Fijador 3 minutos
Agua 10 minutos

4) Se secd a temperatura ambiente.
5) Se 1leyd la autorradiografia en un espectrofotometro a

560nm (densitometria) .
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FIGURA 13. REPRESENTACION DE UN SISTEMA DE AUTORRADIOGRAFIA
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RESULTADOQS

Las muestras de tumores intracraneales (6 meningiomas, 4
astrocitomas, 3 adenomas, 2 glioblastomas, 1 craneofaringeoma y 1
meduloblastoma) y tejido normal, proporcionadas por el Dpto. de
Genética del I.N.N.N. se mantuvieron a -70°C hasta el momento de
su procesamiento.

En la figura 14 se pueden apreciar las huellas dejadas por
la sonda radiactiva al encontrar secuencias homdlogas;
observandose fragmentos de 13 y 12 Kpb del gene c-myc, las cuales
coinciden con las esperadas para el tejido normal (carril N),
mientras que para las muestras tumorales T-2, T-5 y T=-8 presentan
bandas mas intensas. En el caso de T-8 se observan fragmentos
adicionales a los de 13 y 12 Kpb por lo gque pensamos gue s un
rearreglo del oncogene c-myc. Sobre el tipo de alteracidn
detectada en los tumores T-2 Yy T-5, solo se detectd
amplificacidn, ya que el tamafioc en peso molecular de las bandas
corresponde a los fragmentos del tejido normal. El1 grado de
amplificacidn va de 4 a 32 veces del oncogene c-myc (determinado
por densitometria, ver Tabla 5), siendo especificamente de 11
veces para el T-2, 32 veces para el T-5 y para el T-8 que ademds
presento rearreglo, la amplificacidn es de 4 a 18 veces. Los
tumores intracraneales T=2 y T-5 son histopatoldgicamente
meningiomas (tumor benigno) ambos del sexo femenino con 2 y 4
afios de evolucidn del tumor respectivamente, mientras que el
paciente T-8, era del sexo masculino del tipo histopatoldgico
astrocitoma (tumor maligno) con 15 dias de evolucidn (Tabla 6).

La edad de estos tres casos era de 22 afos para el T=-2, 55 afios
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FIGURA 14. AUTORRADIOGRAFIA DE DNA DE TUMORES DE CEREBRO HUMANO Y
TEJIDO NORMAL, DIGERIDOS CON EcoRI (E) e HindIII (H)



TABLA 5: LECTURAS EN EL ESPECTROFOTOMETRO DE LAS BANDAS DE

DNA
TUMOR LECTURA A GRADO DE
560nm AMPLIFICACION
FIGURA 14
N 0.6 1X
T=-2 6.6 11X
T=5 19.2 32X
T-8 108, T2 18X, 12X
6.6, 2.4 11X, 4X
FIGURA 15
N 0.3 iX
T-10 1.2, 0.6 4X, 2X
P=11 0.29 1X
T-12 7 ) 4X
T=13 4,8, 0.91 18X, 3X
FIGURA 16
N 0.76 1X
T~15 15.2, 30.4, 20X, 40X, 2X
T-16 9.12 12X
T-18 12.92 17X
=19 12.16, 8.36 16X, 11X
FIGURA 17
N 0.33 1X
T=-22 0.34 1X
T-24 0.32 1X
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TABLA 6: TUMORES DE CEREBRO HUMANOS ANALIZADOS

TUMOR SEXO EDAD DX.HISTOPAT. PROCEDENCIA EVOLUCION ONCOGEN c-myc

A R
2 F 22 MeningiomaP Edo.de Méx. 2 afios 11X
5 F 55 Meningioma D.F. 4 anos 32X -
8 M 53 Astrocitoma™ Edo.de Méx. 15 dias 18%, 12X +
11X, 4X
10 F 44 Meningioma D.F. 3 anos 4X, 2X +
11 F 65 Meningioma D.F. 3 anos 1X +
12 M 37 Glioblastoma™ Oaxaca 3 meses 4% -
13 F 68 Meningioma D.F. 5 anos 16X, 3X +
15 F 22  AdenomaP Edo.de Méx. 2 afos 20X, 40X +
2X
16 F 44 Astrocitoma Veracruz 1 mes 12X -
18 F 20 Astrocitoma Guerrero 5 meses 17X _
19 M 25 Craneofarin-
geoma D.F. 1.5 anos 16X, 11X +
21 M 50 Meningioma D.F. 2 meses 1X -
22 M 19 Adenoma Edo.de Méx. 6 afos 1X -
23 F 22 Meduloblas-
toma™ D.F. 2 meses 1X -
24 M 16 Astrocitoma D.F. 3 meses 1X -
25 M 43 Adenoma Morelos 5 anos 1X -
26 F 52 Glioblastoma Hidalgo 3 meses 1x -

DX. HISTOPAT.= Diagndstico Histopatoldgico; A= Amplificacidn; R=
Rearreglo; F= Femenino; M= Masculino; D.F.= Distrito Federal
b= Tumor benigno; m= Tumor maligno.



para T-5 y 53 afios para el T-8, dos provenientes del Edo. de
México (T-2 y T-8) y uno del Distrito Federal (T-5) (Tabla 6).
Para los casos de 1la Figura 15 se observan ambas
alteraciones (amplificacidn y rearreglo) para el oncogen c-myc.
Los tres tumores del tipo histopatoldgico meningioma que
presentaron ambas alteraciones fueron T-10, T-11 y T-13.
Con amplificaciones del oncogene c-myc de 2 a 16 veces, ademas
del rearreglo para ambos alelos, de 9.3 y 7.0 Kpb para el T-10 vy
de 9.3 Kpb para el T-11, mientras gue para el T-13 se detecta una
banda de 13 Kpb con un grado de amplificacidn de 16 veces (mayor
a los muestras T-10, T-11 y T-12) y una banda adicional de 4.3
Kpb con amplificacidén de 3 veces para la cual no encontramos
explicacidn. Para la muestra tumoral T-12, que
histopatoldgicamente es un glioblastoma (tumor maligno),
procedente de Oaxaca, del sexo masculino con una evolucidn del
tumor de 3 meses, solamente se detectd amplificacidn de 4 veces
del oncogene c-myc (Tabla 6).

Las alteraciones detectadas con la sonda radiactiva HLM-Xba,
en la figura 16, fueron amplificacidén y rearreglo para los
tumores T-15 y T-19, el primero del Edo. de México y el segundo
del Distrito Federal, con un promedio de edad de 23 anos. El
grado de amplificacidn en ambos alelos fue de 2 a 20 veces para
la muestra T-15 (adenoma; tumor benigno) y de 6 a 16 veces para
el T-19 (craneofaringeoma; tumor benigno). El rearreglo fue solo
para un alelo, observandose bandas de aproximadamente 10 Kpb vy
5.5 Kpb para el tumor T-15 y de 9.3 Kpb para el T-19, el cual en

el carril E se obserban dos bandas a la altura de 13 Kpb, este se
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FIGURA 15. AUTORRADIOGRAFIA DE DNA TUMORAL Y TEJIDO NORMAL, DIGERIDOS
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debio probablemente a que la enzima EcoRI tuvo una digestidn
parcial. Para las muestras intracraneales T-16 y T-18, ambos del
tipo histopatoldgico astrocitoma y del sexo femenino, con
evolucidn del tumor de 1 a 5 meses respectivamente, solo
presentaron amplificacidn con un grado de 12 veces para el T-16 y
de 17 veces para el T-18. El1 carril del tejido normal se
detectaron los fragmentos de 13 y 12 Kpb para las enzimas EcoRI e
HindIII respectivamente.

Para las muestras de tumores cerebrales del T-21 al T-26
(representados por los tumores T-22 y T-24 en la Figura 17) el
patrdn de bandeo fue similar al presentado por el tejido normal
(carril N) no detectandose algin tipo de alteracidn
lamplificacién y rearreglo) para el oncogene c-myc. En esta
figqura hay dos adenomas, un glioblastoma, un meningioma un

astrocitoma y un meduloblastoma (tumor maligno) (Tabla 6).
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FIGURA 17. AUTORRADIOGRAFIA DE DNA DE TEJIDO TUMORAL Y NORMAL DE
CEREBRO. EcoRI (E), HindIII (H). OBSERVANDOSE QUE LAS MUESTRAS T-22 Y
T-24, NO PRESENTAN ALTERACION DEL PROTO-ONCOGEN c-myc
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DISCUSION

Mediante este trabajo se tiene la evidencia de la alteracidn
génica del oncogene celular myc (c-myc); se ha detectado
amplificacién, rearreglo o ambas alteraciones del gene en tumores
sélidos de cerebro humano.

Este tipo de estudio viene a representar, junto con otros
trabajos (24, 59-61), el 1inicid de la Oncologia Molecular en
México, siendo importante no solo para el ambito cientifico de
nuestro pafs, sino a los mﬁltiples factores asociados al
desarrollo del cdncer ya antes descritos (factores
sccio-eccnémicos, geogréficos, etc...) (4).

El cancer en el sistema nervioso central ocupa un lugar
importante entre las enfermedades gue afectan a la poblacién
mexicana en un 2%, por lo gque se hace necesario un estudio no
solo clinico de este padecimiento, de hecho, se busca que los
datos proporcionados por los estudios a nivel molecular ayuden a
esclarecer los mecanismos por los cuales una célula normal entra
en un proceso de transformacidén. Estos conocimientos junto con
los proporcionados por la investigacidn clinica nos llevaran a
encontrar las causas del cdncer, su eficaz tratamiento y
problabemente la forma de prevenirlo.

Este tipo de investigacidn se ha enfocado principalmente al
estudio del estado del oncogen c-myc, inicialmente en tumores
sblidos; es mds confiable utilizar este tipo de material ya que
en un momento dado, representa fielinente el estado génico de una

cdlula cancerosa; los cultivos celulares se han relegado a un
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sequndo termino ya que las células al ser cultivadas ocurren
cambios genéticos, de hecho, existen varios ejemplos en donde se
muestra que la heterogeneidad encontrada en 1lineas celulares
puede no reflejar la situacidn en el organismo. Por ejemplo, la
linea celular P3HRl derivada de linfoma de Burkitt, presenta un
rearreglo del oncogen c-myc el cual no es detectado en pasajes
tempranos de las células (62); por otro lado se ha determinado
que en sublineas de MCF7 (linea celular de carcinoma de pulmdn
humano) , seriadamente pasadas en diferentes laboratorios, tienen
diferentes grados de amplificacidén del oncogen N-ras (63).

En este estudio se analizaron 17 muestras de las cuales
pueden separarse en dos grupos: el primer grupo formado por
tumores benignos y el segundo de malignos.

De 1los 10 casos de tumores benignos analizados, 7
presentaron algun tipo de alteracidn (amplificacidn, rearreglo o
ambas), lo cual da un 70% de tumores alterados para el oncogen
c-myc, y un 30% que no presentd ningin tipo de alteracidn.
Mientras gque en el segundo grupo se detectd alteracidn del
oncogen c-myc en el 57%, ya sea amplificacidn, rearreglo o ambas,
y el 43% no tuveo ninguna alteracidn.

Como se puede ver (Tabla 6), al menos para los tumores
benignos el oncogen c-myc esta rearreglado con mayor frecuencia
que en los malignos.

Estos resultados van de acuerdo a los encontrados en otros
tipos de tumores estudiados en nuestro laboratorio, como son en
carcinoma cervico-uterino, donde se detectaron diferentes grados

de amplificacién de c-myc y rearreglo en un 97% de las muestras
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analizadas (59). En cancer de mama el porcentaje de alteracion
del oncogen c-myc fue del 50% (60). En tumores de cerebro (las
mismas muestras analizadas para c-myc) hemos detectado
alteraciones para el oncogen N-mvz, en un 49%.

Normalmente el gen c-myc esta aparentemente modulado en forma
rapida dado gque el correspondiente mRNA tiene una vida media
corta (62). En casos anormales , la sobreproduccidh del mRNA del
c-myc puede ser resultado de la amplificacidn del gen(10);
ademds, posiblemente el primer exén de myc 3juega un papel
importante en la transcripcidn (23) o en 1la degradacidn
post-transcripcional (27), por 1lo tanto, un rearreglo puede
conducir a la acumulacidn de transcritos de myc Yy promover la
transformacién de una célula normal en una cancerosa por los
mecanismos antes expuestos (ver Introduccidn), es por esto gque el
hecho de encontrar a este oncogen c-myc, ya sea amplificado,
rearreglado o ambas sugiere fuertemente que esta implicado en el
desarrollo de un tumor, ademds el tamafio de los fragmentos del
c-myc pueden ser alterados por varios mecanismos, tales como
mutaciones puntuales, pequenas deleciones, inserciones o
rearreglos mayores {Eranslocaciones); los fragmentos rearreglados
que se observan pueden deberse a estos mecanismos moleculares,

los cuales pueden llevar a la tumorigénesis (12).
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CONCLUSIONES

Mediante las técnicas actuales de la Biologia Molecular,
podemos detectar alteraciones a nivel de DNA de genes
especificos, en este caso en particular de un oncogen. Dado que
este trabajo (junto con otros trabajos de nuestro laboratorio)
representa el inicio de la Oncologia Molecular en México, es de
gran importancia el hecho de que esta tecnologia especializada ya
este dando frutos a solo dos afios de iniciada. Asimismo estamos
concientes de que el andlisis de los oncogenes no solo debe
limitarse a las alteraciones del DNA sino también desarrollar
estudios mas finos en 1los cuales podamos estudiar tanto la
expresién como la funcidn de los productos de los oncogene:
(proteinas) .

El hecho que el oncogen c-myc se haya encontrado rearreglado
y amplificado en el 70% de los tumores benignos y en un 57% en
los malignos, pero no en el tejido normal, sugiere que las
alteraciones moleculares de este gen, pueden ser importantes en
la génesis o progresién de los tumores intracraneales humanos.

Para un estudio mas completo, se requiere de un numero mayor
de muestras y de diversos tipeos histoldgicos para dar una
conclusidn definitiva sobre la posible correlacidn existente
entre las alteraciones de c-myc y los estadios clinicos de 1los

tumores intracraneales.
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Este tipo de estudio esta encaminado a elucidar el posible
mecanismo molecular por el cual se desarrolla un tumor; de hecho,
se pretende encontrar el posible origen del cdancer y de esta
manera en un futuro cada vez mas cercano, llegar a establecer un

diagndstico y tratamiento efectivos del cancer.
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APENDICE DE SOLUCIONES

Acetato de Potasio 5M, pH 4.8

Ampicilina

60 ml de acetato de potasio 5M

11.5ml de 4cido acético glacial

28.5ml de agua

Ajustar a pH 4.8 con dcido acético glacial

25mg/ml en agua

Esterilizar por filtracidn y almacenar a
=20°C

Concentracidn de trabajo: 35-50 pg/ml

Bromuro de etidio (10mg/ml)

0.1g de bromuro de etidio

10 ml de agua

Agitar varias horas

Envasar en frasco ambar y almacenar a 4°C

Buffer (10X) del marcador lambda-HindIII

Tris-HC1l (pH 8.0) 20mM
EDTA 1mM
NaCl 20mM

Buffer Tris-EDTA (TE)

Tris-HCl 10mM
EDTA 1mM

Buffer Tris-Fosfato-EDTA (TPE)

Solucidn de trabajo

0.08M Tris-fosfato

0.008M EDTA

Solucién patron concentrada (10X)

Tris base 108g
Acido fosfdrico al 85% 15.1ml
EDTA 0.5M (pH 8.0) 40 ml
Buffer de transferencia (10X SSC) Citrato de sodio salino
NaCl 175.3g
Citrato de sodio 88.2g
Agua 800 ml

Cloranfenicol

Ajustar a pH 7.0 con NaOH, esterilizar en
autoclave

34mg/ml en etanol absoluto
Almacenar a -20°C
Concentracion de trabajo 170 ug/ml



Colorante 6X

Azul de bromofenol al 0.25%
Sacarosa en agua (p/v) 40%
Almacenar a 4°C

DNA desnaturalizado de esperma de salmdn

DNA (Sigma Tipo II de la sal de sodio) en
agua a 10mg/ml. Agitar de 2 a 4 horas a
temperatura ambiente. Romper el DNA por
pasaje en jeringa, hervir 10 minutos y
guardar en alicuotas de lml a -20°C. Antes

de usarlo calentarlo por 5 minutos en bano
Maria, sumergirld inmediatamente en hielo por
5 minutos.

Liguido de centelleo

Solucidn

Solucidn

Solucidn

.
Solucion

Solucidn

Solucidn

5 g PPO (2-5 difeniloxazol)
0.3 g POPOP p-bis,2-(5-feniloxazolil)-benceno
Llevar a un litro de tolueno

de prehibridizacidn

SSPE 5X

SDS 0.5%

Sol. Denhardt 5X (ver mds adelante)

DNA desnaturalizado de esperma de salmén
(100 ug/ml)

de Hibridizacidn

SSPE S5X

SDS 0.5%

Sol. Denhardt 5X

DNA desnaturalizado de salmdén (100ug/ml)
DNA

EDTA 0.01M

de Denhardt

Ficoll 59
Polivinilpirrolidona 5g

Albumina Sérica Bovina 5g

Agua a 500 ml

Esterilizar por filtraciodn. Hacer alicuotas y
almacenar a -20°C.

desnaturalizadora

NaCl 1.5M
NaOH 0.5M

neutralizadora

Tris-HCl1l (pH 8.0) 1M
NaCl 1.5M

I. Para el aislamiento de plasmido

Glucosa 50mM
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Tris-HC1l 25mM

EDTA 10mM

Agregar en el momento de usarse lisozima, a
una concentracidén de 5mg/ml

Solucidén II. Para el aislamiento de plésmido
NaOH 0.2N
SDS 1%
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