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RESUMEN

El Lupus Eritematoso Sist&mico (LES) es una enfermedad auto-
inmune, en la gue el paciente produce una excesiva cantidad de
autoanticuerpos que interaccionan con antigenos de sus propios
tejidos. Entre los diversos autoanticuerpos que se han- encontrado
estin los que reconocen los componentes nucleares como DNA, his-
tonas, ribonucleoproteinas, antigenos nucleolares, RNAs peguenos,
y componentes extraibles de nficlec. Algunos oncogenes estin inti
mamente involucrados en los procesos autoinmunes; una expresién
aumentada de c-myc, c-myb y c-raf, en paralelo con una disminu--
cifn de c-fos, ha sido reportada en linfocitos T de ratones ccon
procesos autoinmunes. La activacidén "invitro" de células mononu-
cleares de pacientes con LES, mostrd un incremento en el RNA de
c~-myc, comparado con los testigos normales. Tales resultados su-
gieren gue la activacidn de los oncogenes es necesaria para el
crecimiento y alteraci&n celular en la autoinmunidad. En este
trabajo se analizd el DNA de linfocitos de sangre periférica de
pacientes con LES, se digiri6 con enzimas de restriccidn, se se
pard por electroforesis, y fue transferido a filtros de nitroce
lulosa. Posteriormente se hibridizé a la secuencia del oncogen
c—-myc (primer =2x8n) marcado radicactivamente con 32P. Encontra-
mos alterado el oncogen c-myc (amplificado con o sin rearreglo)
en el 80% de las muestras analizadas, sugiriendo, que alteracip
nes moleculares del gen, pueden influir en la patogénesis de la

enfermedad.



I. INTRODUCCION

I.1. Generalidades. Lupus Eritematoso Sistémico.

Los importantes adelantos en- inmunologia humoral y celular,
bioclogia molecular y gen&tica han influido en el " entendimiento

de las enfermedades autoinmunes, en la cual el organismo reconoce

a lo propio como extrafioc y forma autoanticuerpos contra numerosos

componentes celulares.

El Lupus Eritematoso Sisté&mico (LES) es una enfermedad
autoinmune prototipo, en la cual él paciente produce una excesiva
cantidad de autoanticuerpos que interaccionan con antigenos de
sus propios tejidos. Se trata desde luego, de - una enfermedad
diseminada, con la formacifn de complejos antigepo—anticuerpo Y
la activacidn del complemento, iniciando una serie de reacciones
inflamatorias que no sdlo afecéa a la piel, sino tambi&n a 1las
articulaciones (poliartritis), <vasos sanguineos (vasculitis),
corazén (pleuritis), cerebro vy especialmente a los rifiones
(glomerﬁlonefritis) (1).

Entre los diversos autoanticuerpos gue se han encontrade, los
hay contra componantes nucleares - como DNA, histonas,
ribonucleoproteinas, antigenos nucleolares, RNAs peguefios ¥y
componentes de extractos nucleares solubles (2, 3).

En el LES se ha demostrado la hiperactividad de linfocitos B,
que ha sido atribuida a defectos en la regulacién del sistema

inmune por nimero disminuido y/o inapropiada funcibén de los



linfocitos T supresores, aunque otros hallazgos en contraste

demuestran defectos en los linfocitos B o linfocitos T

cooperadores, con actividad supresora de los linfocitos T
normales {4-6).

Tres tipos de observaciones indican heterogeneidad en el LES:

1) piferencias clinicas en el Srgano involucrado, curso y
respuesta a la terdpia entre individuos con LES;

2) Diferencias individuales por considerar, la especificidad, la
clase, avidez y cantidad de autoanticuerpos producidos;

3) Diferencias gen&ticas entre los grupos de pacientes con LES

(7).

Estudios en animales de laboratoric apoyan la idéa de que las
enfermedades autoinmunitarias pueden ser la consecuencia de un
amplioc espectro de anormalidades genéticas e inmuncldgicas que
difieren de un individuo a otro y gque pueden presentarse al

principio o al final en el transcurso de la vida, dependiendo de

la presencia o la ausencia, respectivamente, de muchos

factores
acelerantes superpuestos. exSgenos (virus, bacterias, agentes
quimicos ¥y cancerigenos) o endSgenos (hormonas, genes
anormales) (ver Figura 1).
I1.2. Oncogenes.
En afios recientes, se ha puesto de manifiesto que para

entender los procesos normales de la proliferacidn celular v 1la

diferenciacifn podrian ser hallados en los genes, denominados

oncogenes, los cuales han sido identificados como directos

mediadores de la transformacidn celular (8, 9). Estos genes han



CRECIMIENTO Y
DESARROLLO NORMAL

MUTAGENOS Y
CARCINOGENOS?TROS
WQUIMICOS , RACIACION
VIRUS, ETC.!

RETROVIRUS

CRECIMIENTO
CANCEROSO

CONCEFRTO GENE —CANCER

Figura 1. Concepto gene céncer.(8).



sido identificados por su incorporacion en los retrovirus, los
cuales, se vuelven fuertes agentes transformantes tanto"in vivo"”

"in wvitro!! De esta manera, por vVvez primera se pudo

como
identificar en el wvirus del sarcoma de Rous {VSR) , el gen
responsable de producir c&ncer en el pollo, al cual se le llamd
src, aludiendo sus origenes {desde entonces, otros oncogenes se
han venido designando con abreviaturas similares de tres letrxas}
(9).

Un segundo grupo de oncogenes han sido identificados wusando
ensayos de transfeccidn, en estudios de transformacion viral;
algunos de estos, estln relacionados a conocidos oncogenes
virales y otros estan lejos de serlas (10).

El estudio gené&tico de los &cidos nucleicos en células
eucaridticas, por medio de t&cnicas de hibridacidn molecular,
demostrd que las csecuencias de los oncogenes vVirxales se
encuentran en cé&lulas normales no infectadas por virus, como
parte integral del genoma celular. Su amplia distribucion en 1la
mayor parte de cé&lulas estudiadas, obliga a pensar que estos
genes, tambif&n conocidos como proto-oncogenes, son secuencias
constantes, con una funcidén precisa, altamente conservados a
través de la evolucifn y sSe piensa gque realizan funciones
esenciales en el control del crecimiento Yy desarrollo en una
célula normal; y que han sido capturados por el virus durante el
ciclo infectivo (8). ’

Desde la identificacidn del gen src, alrededor de unos 30
Proto-oncogenes celulares (c-onc) han side identificados, se

trata desde luego de genes activos que constantemente transcriben



informacibn en forma de RNAm y codifican para la sintesis de

proteinas. Dentro de las caracteristicas bioquimicas de estas

proteinas se incluyen protein-cinasas; proteinas relacionadas
a ciertos factores y receptores de crecimiento, por ejemplo c-sis

es homblogo al factor de crecimiento derivado de las

plaguetas
{FCDP), erb-B al factor de .érecimiento epidgrmal (FCE) Yy
oroteinas nucleares con afinidad a DNA, ‘de funciones
desconocidas (11). En base al andlisis de las proteinas

oncogénicas y la combinacion de las secuencias nucleotidicas se
pueden asociar por familias y grupos (ver Tabla 1).

Una de las propiedades distinguibles de los genes c—-onc es

gue se encuentran como secuencias finicas, es decir, una o dos

copias por genoma celular, asi como los hallazgos en la

informacion codificadora para 1la proteina, dividida. en varios

dominios separados, llamados exfnes e interrumpida por regiones

conceidas como intrones. Estas - circunstancias son una evidencia

més que soporta el origen celular de estos genes (9).

La localizacién de los genes en los cromosomas de las

células somfticas, ha sido posible por medio de técnicas de

hibridaci6én®in situ? por lo gue ha permitido la identificacifn

directa de los proto-oncogenes en el cariotipo humano {(ver Tabla

2) . Bsto permite una precisa evaluacidn del posible papel (o de

su agociacién) de cambios cromogomales en la activaciétn de

estos genes c-onc (12, 13).

Asf, se puede dar una definicién de oncogenes como un juego

de genes normales involucrados en el proceso de desarrolleo que,

cuando son modificados y/o expresados inapropiadamente, causan



Tabla 1. Oncogenes: Relacidn, Origen y Producto (a).

Abrevia~- Origen Producto Funcidn
tura
Familia src
1. Tirosin-cinasa tirosin-ci~
src Virus Sarcoma Rous {pollo) P60 nasa
abl Virus leucemia Abelson (ratfn) p%0-160*
fes Virus sarcoma Felino (gato) p95-115* "
ros Virus sarcoma UR2 (pollo) p68* "
2. Secuencia homologa a src cinasa
mos Virus sarcoma Moloney {(ratén) p37 "
raf Virus sarcoma de raton 3611 p75 ¥y p9o0o* "

mil Virus NH2 ploo* "
Familia ras union-GTP
Ha-ras Virus sarcoma Harvey {(ratén) p21 "
Ki-ras Virus sarcoma Xirsten (raton) p2l "
N-ras DNA humano p21 "
Familia myc union-DNA

myc Virus mielocitomatosis MC29
(pollo) pllo* "
N-myc DNA humano p200* "
Familia sis ]
sis Virus sarcoma mono {(mono) p28 similar—FCDP
Vvirus sarcoma Parodi-irgens -
(gato) p76* "
Aislado sin relacidén
myb Virus mielocitoblastosis aviar X
(pollo) p45 union-DNA
virus E26 (pollo} pl35* "
fos Virus osteosarcoma FBJ p55 "
erbA Virus eritroblastosis (pcllo) p75%* »

*: producto asociado con gag.

a: Gilden, R.V. {1984) Oncogenes. Gene Anal Techn 1:23-33.-



Tabla 2. Localizacidn cromosdmica de genes virales

transformantes a sus homologos celulares (*).

Abrevia- Especie Virus Cromoscma Humano

tura origen

myb pollo AMV 6g22~-24

mos ratdn Mo~MSV 8g22

myc pollo MC29 8g24

fes gato ST-FeSV 15g25-26

sis mono S5V 22

src pollo RSV 20

abl ratdn A~MuLV 9g34

£fms gato ‘SM-FeSV 5q34

Ha-ras-1 ratdn Ha-MSV 1ipl4.1,p15.1-15.5
Ha-ras-2 ratdn Ha-MSV X .
Ki-ras=1 ratdn Ki-MSV 6

Ki~ras=-2 ratdn Ki-MSV 12p12.1 o g24.2
N-ras hombre ninguno 1p32.0

raf-1 ratén 3611-MsSV 3p25

raf-2 ratdn 3611-MsV 4

N-myc hombre ninguno 2

erbh pollo AEV 17pil-g21

erbB polilo AEV 7

skl pollo SK770 iglz

fos ratén FBJ-MSV 2

Blym-1 hombre ningunc 1p32

* Gilden, R.V. et al. (1984)

Oncogenes. Gene Anal Techn
1:23-33..



inmortalizacifn o transformacifn de una c&lula susceptible

(14) .
I.2.a2. Mecanismo de activacién de los oncogenes.

Se han descubierto varios mecanismos diferentes mediante

los

cuales un proto-oncogen puede ser activado hacia un oncogen,

dentro de los principales mecanismos estan:

i) Mutacidn puntual: Un pequefio segmento del gen es alterado por

radiaciones © agentes quimicos carcinogénicos. La proteina
determinada por el oncogen mutado difiere ligeramente de la

proteina normal, asf por ejemplo tenemos gue en la familia

del oncogen ras han sido encontradas mutaciones, especialmente

en los codones 12 y 61 (15, 16).

ii) Amplificacidn gé&nica: Este proceso ocurre por medio de la
formacion de una multitud de los llamados cromosomas dobles
minutas (DM) {(regi&n del cromosocma que ha perdido un
centrSmerc) y termina con la presencia de cromosomas con
zonas homogeneamente tefiidas (cromosomas HRS) . En otras
palabras, el oncogen, de alguna manera, e€s replicado
en varias copias activas gque estan presentes en la
misma c&lula, y el gen puede ser sobreexpresado en un nivel
inapropiado (ver Tabla 3) (17-21).

iii) Insercidn viral: En el caso de oncogenes asociados a

retrovirus, el gen puede sufrir mutacién o puede ser colocado

bajo el control de leos promotores transcripcionales potentes

hallados en los LTR (Long Terminal Repeats), que incrementan

su nivel de expresion. Los c-onc no necesitan ser enteramente



Tabla 3. Amplificacifn de oncogenes celulares (*}.

Oncogene Tumor grado de ampli-
ficacidn
c-myc Leucemia promielocitica linea.
celular HL-~60 y tumor primario 20X
c-myc Linea celular de carcinoma de
colon, COLO320 40X
c-myc Carcinoma de pulmbén de cé&lulas )
peguenas, lineas celulares 5-30X a
c-myc Linfoma bursal inducido 5-10X
N-myc Neuroblastomas primarios {esta-
dos II y IV) y lineas celulares 5-1000X
N-myc Linea celular de carcinoma de -
pulmén de células pegquefias 50%
c—-abl Linea celular de leucemia mie—-
loide crénica , 5-10X
c-myb Lfinea celular de carcinoma de -
colen, COLO201/205 10%
c-myb Leucemia mieloide aguda 5-10X
c-erbB Linea celular de carcinoma epi- i
dermoide, A431 30X
c-Ki-ras2 Carcinomas primarios de pulmén,
colon, vejiga y recto - 4=20X
c=Ki~-ras Linea celular de carcinoma a=--—
drenocortical, Y1 X 30-60X b
N-ras Linea de carcinoma mamario 5-10%

a: tumof encontraao en pollo; b: tumor encontrado en ratdon.

Los demés
* Varmus,
oncogenes,

tumores son de humanos.

H.E. (1984) The molecular genetics of cellular

Ann. Rev., Genet. 18:553-612.

10
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integrados, por ejemplo: porciones de los extremos 5' o 3'
pueden ser suprimidos, los que al parecer no son esenciales
para el proceso de transformacisdn (14, 52—26)-

iv) Activacidn por medio de translocaciones cromosomales: En el
linfoma de Burkitt la translocacidn reciproca entre el
cromosoma 8 y 14 sucede en la mayoria de los casos,
translocando el locus del oncogen c-myc, localizado en el
brazo largo del cromsoma 8 (banda g24) hacia la vecindad
del locus de los genes de la cadena pesada de las
inmunoglobulinas localizada en el cromosoma 14 (27). En otrosg
casos de el linfoma de Burkitt, el oncogen c—myc es
translocado hacia el loci de las cadenas ligeras de las
inmunoglobulinas, gue se encuentra en los cromosomas 2 y 22.
Asi el gen c-myc es colocado en una zona de las
inmunoglobulinas extremadamente activa, resultando una
transcripeidn activa de este gene vy por ello la
tranférmacidn neoplidsica (28-30).

Actualmente se siguen descubriendo nuevos mecanismos de
activacidn de estos oncogenes, entre -otros podemos mencionar las

deleciones, rearreglos, y otros mecanismos genéticos.

I.3. Oncogenes y autoinmunidad.

Es claro que los oncogenes estan intimamente involucrados en
los procesos autoinmunes. Una expresién aumentada de los
oncogenes c-myc, c-myb vy c-raf en paralelo con una expresidn
disminuida de c~fos ha sido reportada en linfocitos T de ratones

con procesos autoinmunes (31). Un estudio de la activacidn "in
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nyitro*en células mononucleares de pacientes con LES, mostrd un
incremento en el RNA c-myc, comparado con los testigos normales,
presumiblemente como un reflejo de 1la incrementada activacién
inmune celular manifestada"in wvivo" (32). Estos cambios fueron
similares a aquellos vistos en linfocitus B normales activados
con lipopolisacaridos (33), antiéuerpos anti-IgM (34) y factores
de crecimiento de 1linfocitos B {35, 36) . Tales resultados
sugieren gue la activacifn de los oncogenes es necesaria para el
crecimiento y alteracifn celular en la autoinmunidad y pueden
ser la llave en la expansidn _incontrolada de ciertas cé&lulas
inmuneg y elementos de tejido conectivo.

El proto~oncogen c-myc es el hombSlogo celular del oncogen
viral myc (v-myc) llevado por el virus de la mielocitomatosis
aviar (MC29), el cual consiste de tres exones y dés intrones {(ver
Figura 2), los filtimos dos exones codifican para una proteina
de 439 aminoacidosvcon alta afinidad de unirse al DNA {aungue su
funcidn precisa se desconoce todavia). Entre las alteraciones
mis frecuentes gue sufre el gen c-myc estan: amplificacidén en
el DNA (18, 19), translocaciones y rearreglos gen&ticos {27-30)
vy la adquisicidn de regiones promotoras retrovirales (LTR) en la
vecindad del gen c-myc (26).

Como se observa en la Figura 2, el lécus normal del gen c-myc.
genera un fragmento de 13 Kpb cuando es digerido con la enzima de
restriccifn EcoRI y un fragmento de 12 Kpb con la enzima HindIII.
Ademds de pueden observar otros sitios de restriccién.

Las sondas (plasmidos marcados radioactivamente) utilizadas

en este estudio (HLMXba y pRyc 7.4) son capaces de detectar ambos



L
| S ey,

EcoRI 13Kp

st
IKD

Figura 2. Locus Normal del proto-oncogen c-myc. E1
proto-oncaogen consiste de tres exones (representados
por los rectingulos sombreados) y dos intrones. Al di
gerirlo con la enzima EcoR1l produce un £ragmento -——
constante de 13 Kpb y 12 Kpb con la enzima HindIII.
Los rectingulos negros representan las sondas utiliza
das para detectar ambos fragmentos, las cuales estén
clonadas en pBR322. -

X: Xba I

K: Kpn I
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fragmentos de 13 y 12 Kpb (con las enzimas de restriccién EcoRI
Yy HBindIII, respectivamente) por medio de hibridacién en el DNa,
asi es, gque esperamos encontrar estos fragmetos en tejidos
normales Yy gque cualguier banda diferente a estas, en leos
pacientes, indicar& alteracidn del oncogen. Asi, podremos
tratar de dar una posible explicacién de que ciertos genes
alterados {(en este caso el proto-oncogen c-myc) promueven un

estado anormal en LES.
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II. OBJETIVO.

Debido a que el oncogen c-myc es uno de los oncogenes
mis alterados en los procesoé‘céncerosos, Y en dltimos
reportes se ha visto también implicados en las enfermedades
autoinmunes. Por tal motivo, y utilizando técﬁicas modernas

de Ingenierfia genética e hibridizacifn molecular, pretendemos

el siguiente objetivo:

- Determinar las posibles alteraciones moleculares
del oncogen c-myc en el DNA de linfocitos de

pacientes con Lupus Eritematoso Sist&mico (LES) .
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IIX. MATERIALES Y METODOS

III.l. Pacientes.

Se analizaron veinticinco pacientes con Lupus Eritematoso
Sistemico (LES) y dfiez personas sanas como testigos. Se obtuvo
por puncidén 20 ml de sangre periférica heparinizada para la
extraccidn de linfocitos totales; adem8s de 10 ml de sangre
completa para realizar determinaciones de Complemento (C3, C4,
CH50), Inmunoglobulinas (IgG, IgM, IgA), anticuerpos extraibles
de nficleo (ENA), anticuerpos antinucleares (ANA) y anticuerpos
anti-DNA. (Estas determinaciones fueron realizadas por gquimicos

del laboratorio de Reumatologfia del Centro M&dico "La Raza").

III.2. Extraccién de linfocitos totales.

La sangre heparinizada se diluyd volumen 2 volumen con  PBS
10mM Fosfatos, 150mM NacCl) pH 7.4, ¥ los linfocitos <fueron
obtenidos por medio de un gradiente de densidad (d = 1.07) con

Ficoll-Bypagque (37).Una vez qgque se centrifugé el gradiente,
durante 30 minutos a 1500 rpm, se colectaron de la interfase

formada los linfocitos y se lavaron con PBS pH 7.4 tres veces.

IIT.3. Extraccidn del DNA de linfocitos (38).

El pagquete celular de 1linfocitos se resuspendid en 1la
solucidn de Lisis gque contiene 20mM Tris-HCl, pH 7.5; 300mM

Acetato de Sodio y 1mM EDTA; la hidrblisis dJde proteinas .se
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realizd mediante la adicidn de Proteinasa K (Bethesda Research

Laboratories) a una concentracidn de 200 ug/m)l y SDS al 0.2%, la

cual se incub5 a 37°C durante 6 horas. Se eliminaron las

proteinas por medio de dos extracciones con fenol saturado con

regulador TE (10mM Tris—-HCl, pH 8.0; 1lmM EDTA); dos extracciones

con fenol-cloroformo (1:1) ¥y por ultimo una extracecidn con

cloroformo-alcShol isocamilico (24:1). Los &cidos nucleicos

fueron precipitados con dos volumenes de etanol absoluto frio
{-20°C). El1 RNA se hidrolizdé con 100 mg/ml deRNAsa A

pancredtica (Ssigma Chemical Co.) a 37°C durante 1 hora y se

repitieron las extracciones antes mencionadas. El DNA fué&

disuelto en regulador TE y se determind su concentracidn en un

espectrofotometro (Beckman DU-7) a una longitud de

260/280 nm.

onda de

IIXI.4. Digestidn del DNA de alto peso molecular humano

con endonucleasas de restriccidn (38).

Se emplearon 40 unidades de 1las enzimas EcoRI (aislada de
E.coli RY1l3) gue reconoce la secuencia de corte:
5! GQATTC 3!
3’ CTTAA’G 5

e HindIII (aislada de Haemophilus influenzae RD) que reconoce la

secuencia de corte:
i
5' AAGCTT 3°'

3 TTCGA& 5
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en la digestién de 10 ug de DNA, de cada muestra analizada, en
condiciones estandares recomendadas por el proveedor (Amersham),

esta digestidn se incubd a 37°C durante 16-18 horas.

III.5. Electroforesis de los fragmentos de DNA (38).

Los fragmentos producidos en la digestidn con las enzimas,
fueron separdos por medio de electroforesis en gel horizontal de
agarosa (medio Tipo II, Sigma Chemical Co.) al 0.9% (conteniendo
bromuro de etidio al 0.5 ug/ml) a 50 volts durante 16 horas, en
regulador TPE (80mM Tris—-fosfatos, pH 7.6; 8mM EDTA). Ademas fue
incluido como marcador de peso molecular, en cada gel, el DNA del
fago Lambda digerido con HindIIX (0.57 nug/carril, Bethesda
Research Laboratories) de fragmentos .conocidos de 23, 9.4, 6.6,
4.3, 2.3, 2.0 y 0.75 Kpb. Posterior a Jla elctroforesis se
observd el gel en un transiluminador de luz U.V. Y se
fotograffo con pelicula Polaroid tipo 55, para asegurar gue
cantidades iguales de DNA fueron puestas en cada caxril (ver

Figura 3).

III.6. Transferencia del DNA de geles de agarosa a
f£iltros de nitrocelulosa por el m&todo de

<outhern (39).

El gel se colocd en una solucién de 1.5M NacCl; 0.5M NaOH,
para la desnaturalizacidén del DNA, durante una hora a
temperatura ambiente y con agitacidn; posteriormente el gel se

colocS en una solucidén neutralizadora (1M Tris—-HCl, pH 8.0;



Figura 3. Tineidn con bromuro de
dio del DNA digerido con enzimas
triccién Eco R1(E) e HindIII (H)
rado por electroforesis en geles
rosa.

eti-

de res-—
Y sepa-—
de aga-—
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1.5M NaCl) durante una hora a temperatura ambiente en agitacidn

constante. Para la transferencia, el gel se colocd en posicidn
invertida sobre papel Wathman 3MM previamente eguilibrado ceon
solucidn de citrato salina 10X (SSC 20X: 0.3M citrato de sodio;
3M NaCl);y sobre el gel un f£iltro de nitrocelulosa {(Bio—-Rad)

equilibrado en solucifn SSC 2X, vy dos hojas de papel Wathman

1MM; 5 cm de papel absorvente y un peso de 0.5 Kg se coloco

encima (ver Figura 4). Asi, de esta manera el DNA es transferido
{durante 24 horas) por capilaridad del gel al £filtro de

nitrocelulosa. Se removid el  filtro y secé a temperatura

ambiente entre dos hojas de papel Wathman 3MM. Posterior a esto

se horned el filtro durante dos horas a 80°C al vacio.

IIXI.7. Aislamiento ¥ marcaje radioactivo de los pl&smidos

HLMxba ¥ Ryc 7.4.

El 'plasmido HIMxba contiene el fragmento de 3.5 Kpb

HindIIi-Xbal del oncogen c-myc due abarca parte de secuencia

altamente conservada del extremo 5' ¥ el primer exbn, clonado en

pBR322 (donado por el Dr. D. Sthehelin del Instituto Pasteur,

Francia). El pldsmido Ryc 7.4 es un cDNA del oncogen c-myc gue

abarca 60% del segundo ex86n y tedo el ‘tercer exdn clonado en

PBR322 (donado por el Dr. C.M. Croce del Instituto Wistar, USA)
(ver Fig 2). Los plédsmidos fueron aislados por medic de un
gradiente isopicnico de CsCl, segGn la metodologia empleada en

el laboratorio (40). Los pl&smidos se marcaron radioactivamente



Papel
Absorbente

Whatman 1 MM

Gel 3 Filtra
Whatman 3 MM

1 Ploco de lucita
Solucidn Tronsfersacio-————— ]

Fia. 4 Transferencioc de DNA
{ Tipo Southern)

El DNA se transfiere poxr capilaridad hacia
el filtro de nitrocelulosa, y en &ste se rea
la hibridacidn.
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por medio de la té&cnica de Nick-Translation (41) de la siguiente
maneras:
a) 1-2 ug de DNA plasmidico.
b) 20 ul sol. nucleotidica (100 uM &ATP, 10C uM A4AGTP,
y 100 uM QTTP) .
c) 25 ul de [%-*?P]dCTP (10mCi/ml, 6000Ci/mmol) -
d) 10 ul de sol. 2 enzimatica (5 U DNA polime;asa Iy
100 pg DNAsa I} se incuvd a 15°C durante 3 horas.
Los nucledtidos no incorporados fueron separados por medio de
cromatograffia en Sephadex G-50 (Pharmacia, Fine ‘
Chemical) equilibrada con TE pHE. B.0 v 0.1l% SDS; se colectaron
fracciones de 1 ml v 1la radioactividad emitida de una alicuota
de 1 ul en solucidn de centelleo: 0.5% PPO (2,5 difeniloxazol),
0.03% POPOP (p-bis 2-(5-feniloxzolil)—bencenA), disuelto en
tolueno, fue determinada en un contador de liqdido de centalleo
(Tri~Carb 4000 serees Minaxi-beta). La actividad especifica

de 2-4 xloscpm/ug.

fue

II1.8. Prehibridizacidn e hibridizacifn del £iltro de

nitrocelulosa.

El filtro se remojd en solucifn 6X . durante 3 minutos y se
colocd en una bolsa de pliastico que contenia 50 ml de: 50%
(v/v) de Formamida (Bethesda Research Laboratories), SSPE 5X
(20X: 3.6 NaCl; 200mM Fosfato dis®dico; 20mM EDTA, pH B.0), 0.1%
SDS, solucién bDenhardt's 5X (50X: 1% Ficoll 400; 1%

Polivinilpirrolidona; 1% Albfunina sérica bovina) y 100 ug de
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DMNA de esperma de salmdn desnaturalizado por calor; esto se
incubd a 42°C durante 18 horas, para su hibridizacidn.

Parzaz la hibridizacidn se adiciond 5-10 xlolkpm del pl&dsmidoc
marcado {desnaturalizado por calor), 12 ml de la solucidn antes
mencionada y 400 ul de EDTA 0.5M. Se incubd a 42°C durante 24

horas.

ITI.9 Lavado de los filtros de nitrocelulosa.

Se retird el filtro de la solucidén hibridadora y fue lavado
en una solucidén de SSC 2X a 50°C durante 10 minutos dos veces.
Posteriormente se lavdé con una solucidn de (0.1X SSC y 0.1% SDS
a 50°C durante 30 minutos dos veces tambidn. El filtro se secd

a temperatura ambiente.

ITI.10. Autorradiografia.

Se colocd el filtro en cassetes con pantallas
intensificadoras y peliculas para Rayos X (Kodak X-Omat-K).
Los cassetes fueron guardades a =70°C durante 3-~-5 dias vy

posteriormente se revelaron y analizaron los resultados

obtenidos.
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IV. RESULTADOS

Los pacientes fueron debidamente evaluados clinicamente
para el diagn&stico de LES en base a los criterios de 1la
Asociacitn Norteamericana de Reumatologia (ARA, 42).

El LES activo puede. presentarse como una enfermedad
sistémica r8pida y progresiva con fiebre, manifestaciones
cfitaneas, efusiones sinoviales, poliartritis, enfermedad del
sistema nervioso central, niveles elevades de anticuerpos contra
DNA, ANA positivos, disminucién dJde complemento y elevacién de
los niveles de dinmunoglobulinas; o puede seguir un curso
inaparente (LES inactivo) por remisiones y exacervaciones
espontineas con sintomas clinicos solamente de malestar,
mialgias y artralgias.

Asi fueron analizados 25 pacientes con LES, 6 pacientes
inactivos y 19 activos; los datos clinicos y de laboratorio
fueron proporcionados por el laboratorio de reumatologia y
m&dicos del Hospital de Especialidades del Centro M&dicoc "La
Raza", IMSS, ademds, diez muestras de persconas normales fueron
incluidos como testigos.

En todas los testigos fue posible detectar por el m&todo de
Southern el proto-oncogen c-myc, encontrandose las bandas de 13
Kpb con la digestién de la enzima EcoRI ¥y 12 Xpb con la
digestidn de la enzima HindITII {(ver Figura §5), y ademds se
incluyd la linea celular HL-60, como control positivo, en 1la
cual se ha reportado un grado de amplificacién de 20 veces del

oncogen c-myc (1%) . Estos resultados conc8erdan con los reportes
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Figura 5. Hibridacién de la sonda HLMXba a
secuencias normales del proto-oncogen c-myc
en linfocitos normales (N) ¥y en un paciente
con LES activo (A). Adem&As se incluye como
control positivo la linea celular HL-60 de
Leucemia Promielocitica gque muestra amplifi
cacibn. E1l DNA fue digerido con enzimas de
restricciédn Eco Rl (E) y con Hind III (H).
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hallados en tejidos normales (fibroblastos y 1leucocitos) y nos
sirvieron de referencia para estimar las alteraciones que sufre
este gen en los pacientes con LES.

Dentro de las muestras de los 25 pacientes con LES,
solamente cinco mostraron tener el gen c-myc en _forma
aparentemente normal, aunque no se descarta la posiblidad de que
otros oncogenes como c-raf, c-mos, c-myb, pudieran estax
alterados en estos pacientes, como se ha reportado previamente
(32).

Por lo tanto los otros 20 pacientes con LES presentaron
alteraciones del oncogen c-myc (amplificacion y/o rearreglo) .

Las alteraciones mas comunes que sufre el oncogen c-myc son:
i) amplificacién génica (17-18), ii) insercid&n wviral (26)
y iii) translocaciones cromosomicas y rearreglos genéticos
(27-29) . Esta Gltima es muy frecuente en el linfoma de Burkitt,
enfermedad degenerativa de los linfocitos B, con la
sobreproduccidn de inmunoglobulinas (27). En este punto, habria
una pegquefia analogfa con el LES, ya que comoc sSe menciond
anterioxmente (ver introduccidn) existe una excesiva produccidn
de autoanticuerpos, por lo gque toméremos de ejemplo, para tratar .
de explicar las alteraciones encontradas en el LES
{principalmente cuando encontramos rearreglo o bandas adicionales

a las normales).

IV.l. Amplificacién del oncogen c-myc en las muestras de
pacientes con LES.
De las muestras analizadas, 7 muestras después del corte

con enzimas de restriccién y analizadas con el pl&smido marcado
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gque contiene un fragmento de 3.5 Kpb HindIII-Xbal del primer
exén del oncogen c-myc, mostraron un grado de amplificacidn
mayor al del control (pacientes activeos 68, 85, €9, 74, 75, 79 e
inactivo 70; Pigura 6), que fue estimada por medio del analisis
densitométrico de las autorrad%ografias en un
espectrofotdimetro Beckman DU—7.'(calculando 2l ;rea bajo 1la
curva de cada muestra amplificada con respecto al area del
control normal). De esta manera encontramos un grado de
amplificacidén de 3 a 20 veces, tanto en pacientes activos como
en los inactivos.

En un solo caso (paciente: A68, Figura 6) el grado de
amplificacidén fue de 20 veces, y por solo presentarse en un solo
caso, no podemos generalizar gque un grado elevado de
amplificacidén sea comun en el LES. Es importante notar, que
también en un solo caso de Leucemia Promielocitica, existe el
mismo grado de amplificacidn, y la linea celular derivada de
ella (linea HL-60) presenta la amplificacidn (19).

Las demds muestras de pacientes que presentaron
amplificacidn fue en menor grado, de 3 a 7 veces (ver Tabla 4A).

Asl comprobamos, que . en el LES, el oncogen c-~myc estd
amplificado en un 28% (en este estudio), y al presentarse tanto
en pacientes activos como en los inactivos, no podemos establecer
una posible correlacion clinica en cuanto al grado de
amplificacidén.

En estudios del oncogen c-myc, en la linea celular HL-60,
en donde se encuentra amplificado, se ha visto que existe una

mayor expresidn, y por lo tanto un mayor nivel de RNaAm de c¢-myc
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Figura 6. Amplificacién del oncogen c-myc en muestras
de DNA de pacientes con LES. El DNA se digirid con Eco
Rl (E) y con HindIII (H) y se analizd por el mé&todo de
Southern. LES activo (A) e inactivo (I) muestran un gra_
do moderado de amplificaci®n con respecto a los linfoci,
tos normales (N). Solo el paciente A68 tiene un mayor -
grado de amplificacibn; ademds se incluye un paciente
con el gen normal (A94).
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(lo cual es atribuible al grado de amplificacifn). aAdemids, en
trabajos recientes se ha observado gue en pacientes con LES,
existe una mayor expresi&fin de c-myc, la cual es mayor en
pacientes activos que en pacientes inactivos (43) . Esto pudiera
deberse a una amplificacidn del oncogen c-myc (como lo muestran
los resultados obtenidos) © por una activacién "in vivo"en los
linfocitos.

En un principio, se aisl6 el RNA de 1los linfocitos de
pacientes con LES, ¥y se hibridd a la sonda radioactiva HLMXba, ¥y
se pudo comprobar efectivamente que habia niveles mayores de RNA
de c-myc en pacientes activos {(dato no mostrado). Debido a la
extrema inestabilidad y vida media muy corta, de aproximadamente

15 minutos del RNam de c—~myc (44) se dejo de hibridar el RNA.

TIv.2. Rearreglo del oncogen c-myc en las muestras de
pacientes con LES.

Como se menciond anteriormente, una de las alteraciones que
sufre el oncogen c—myc es el de ser rearreglado y translocado,
especialmente en el linfoma de Burkitt ¥y en algunas lineas
celulares de Leucemia (45).

En la enfermedad dé LES, al ser detectado el oncogen c-myc
se observan fragmentos de diferente tamafioc al gen normal de 13
Kpb y 12 Kpb con las enzimas EcoRI y HindlII respectivamente. Los
fragmentos asi detectados, se dice gque han sido rearreglados
(45) .

En la mayorfa de las muestras de DNA de pacientes con LES

(13 en total) fue detectado el gen c-myc y secuencias de é&ste,
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en fragmentos de diferente tamafio, los cuales fuercon de 5.3, 4.3,

3.5 y 2.8 Kpb.

En un grupo de 6 pacientes {A82, AB6, A92, A93, 183, 1I84)

con un rearreglo del oncogen c—-myc, las bandas detectadas <£ueron

de 5.3 v 4.3 con las enzimas EcoRI y HindIIIl, respectivamente,

(Figura 7); y otros 6 pacientes (A90, A89, A88, A80, A85, 1I87)

mostraron las mismas bandas de 5.3, 4.3 Kpb y otras adicionales

de 3.5 vy 2.8 Kpb con las mismas enzimas, mencionadas

anteriormente (Figura 8). En un solo caso (paciente A71l, dato no

mostrado) las bandas rearregladas

Tabla 4).

fueron de 3.5 vy 2.8 Kpb (ver

Es importante notar gue también fue posible detectar el

"alelo"” normal (esto es, los €ragmentos de 13 y 12 Kpb).

En un analisis similar utilizandec una sonda diferente, due

(plasmido pRyc 7.4) se observaron 1los

mismocs fragmentos rearreglados -que se

contiene los excones 2 y 3

obtienen con la sonda del
primer exon {Figura 9).

Al estar la mayoria de las muestras de pacientes con LES

rearregladas, lo gue respresenta un 52% de este tipo de

alteracidn, nos indica de alguna manera que estos rearreglos

gen&ticos del oncogen c-myc es el evento mas importante gue

sucede en el LES.
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Figura 7. Fragmento rearreglado de c-myc en LES.
tras de DNA de pacientes con LES active (A)
(L) v linfocitos normales

Mueg
e Inactivc
(N} fueron digeridos con --
EcoRI (E) e HindIII (H), hibridizados con la sonda --

HLMXba. Se detectaron en las muestras bandas amplifica
das de 5.3 y 4.3 Kpb. La sonda detecta adem&és la linea

germinal. El paciente A91 también con el gen normal es
incluido.
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Figura 9. Rearreglos similares del oncogen c-myc
detectados con sondas diferentes. Muestras de --
DNA fueron digeridos con EcoR1l (E) o HindIII (H)
de pacientes con LES activo (A) , inactivo (I) Y
Linfocitos normales (N). Panel A: Hibridacidén con
la sonda conteniendo el primexr exdédn (HLMXba) que
detecta diferente grado de rearreglos. Panel B:
Rehibridacidn del mismo filtro de nitrocelulosa
utilizando la sonda que contiene el 2° y 3° exon
(pRyc 7.4), en las cuales se observan los mismos
rearreglos. i
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Figura 9 B. Ver leyenda Figura 9.
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TABLA 4. A) Amplificacidn de c¢-myc en pacientes con LES.

Paciente Grado de Grado de

No. actividad amplificacién
68 A, Renal . 20 X

a5 A, Renal 6 X

69 A, Trombocitopenia 5 X

74 A, Mucocutineo 4 X .

79 A, Renal 4 X

75 A, Renal 3 X

70 Inactivo 3 X

B) Rearreglo y amplificacidn de c-myc en pacientes con

LES.
Paciente Grado de Fragmento rearreglado
No. ' Actividad EcoRI HindIIT
5.3 4.3 Kpb

82 A, Mucocutidneo 10 X 10 X

86 A, Mucocutineo 12 x 12 X

92 A, Renal 9 X 3 X

93 A, Renal 7 X 2 X

83 Inactivo 13 X 13 X

84 Inactivo 12 X 12 X

C) Rearreglo de dos fragmentos con amplificacifn de
c-myc en pacientes con LES.

Paciente Grado de Fragmentos rearreglados
No. Actividad EcoRI HindIII
. 5.3 2.8 4.3 3.5 Kpb
20 A, Mucocutaéneo y
Vasculitis 14X 1x X ix
89 A, Mucocutineo 12X 1xX 2X 1xX
[:1:] A, Vasculitis 2X 1x 2X 1x
80 A, Vasculitis y
Ulceras orales * 2X 9X* 2X
85 A, Mucocutédneo 11X 1X 9X 1X
87 Inactivo 12X 1X 9X 1X

A: Paciente activo; *: Mismo fragmento con la enzima BEcoRI.
Paciente A71 presentd un rearreglo de c-myc de 2.8 y 3.5 Kpb
para EcoRI y HindIII, respectivamente, el cual no es mostrado
en las figuras. El paciente A69 tampoco es mostrado en las
figuras.
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V. DISCUSION

En las enfermedades autoinmunes mas extensamente estudiadas,

como es el Lupus Eritematoso Sist&mico (LES), ha sido demostrado

que la Thiperactividad de los linfocitos B Yy defectos de

linfocitos T juegan un papel iﬁportante en la patogénesis de 1la

enfermedad (43). Subpoblaciones de linfocitos T han sido

estudiadas. La funcidn supresora esti disminuida en pacientes

con LES, sin embargo, la funcion cooperadora no ha sido

adecuadamente estudiada en las enfermedades del tejido conectivo,

reflejandose como resultado de la activacidén de linfocitos B, ¥y

particularmente cuando &stas cé&lulas se vuelven hiperactivas a

través de una excesiva estimulacién o por medio de la

desrregulacidn inmune (7). En suma, un aumento de la produccidn

del factor de crecimiento para células B (BCGF) ha sido

determinado en sangre periférica de pacientes con LES  activo,

pero no en pacientes en remision. Asif, el :aumento de BCGF puede

ser un factor determinante en la induccifn de autcanticuerpos

cuandc el LES se vuelve activo (52).

Muchos de los trabajos actuales en oncologia molecular han

mostrado gue el desarrollo de una c€lula neoplfisica a partir de

un prodenitor normal, es consecuencia de cambics (probablemente

multiples) restringidos en algunos miembros de genes celulares.

Tales cambios podrian ser epigenéticos, por la creencia

prevalente de gue el cincer tiene su origen en mutaciones, y el

poder identificar alteraciones en el DNA han enfocado la

atencién primariamente sobre los eventos gen&ticos. Los genes



37

mutantes son conocidos como oncogenes, y corresponden a un amplio
tipo de alelos gue son llamados proto-oncogenes (u oncogenes
celulares normales).

-Asi, los proto-oncogemes pueden ser activados poxr cambios
cualitativos (por ejemplo, mutacidén) y/o cambios cuantitativos
{por ejemplo, amplificacidn gé&nica, rearreglos o por la
activacifn dJde sefiales regulatorias transcripcionales) como
resultado de un nimero de factores externos (8). Con un
entendimiento adicidénal de la estructura y funcibn de estos
genes, en ambos procesos normales y anormales, se espera tener
una clara idea en la biologia badsica del cancer humano.

Una expresidn aumentada de proto-oncogenes en linfocitos de
sangre perifé&rica de pacientes c¢on LES y otras enfermedades
autoinmunes ha sido reportada recientemente (32, 41) . Ambos
linfocitos B y T de pacientes con LES tienen una expresidn
aumentada de RNA significativamente de c-raf, c-myb ¥ c-myc (41).
Similares incrementos de transcripcidn de c-myc taﬁbién ha sido
reportada en c&lulas linfoidesrde uno de los modelos murinos Ade
LES (31). sSin embargo, ninguna evidencia de amplificacién o
rearreglo del gen c-myc fue obtenida en estos experimentos. En
suma, no han sido descritos rearreglos en la autoinmunidad,
gsugiriendo que 1la activacidn de oncogenes puede ocurrir a
través de distintas £formas que operan en neoplasias (32). No
obtante, la asociacidén entre enfermedades autoinmunes Yy
desordenes linfoproliferativos han sido reconocidos en humanos
(442) ¥y en animales (45). Incluso se piensa que muchos factores

pueden contribuir para una incidencia mayor en la autoinmunidad,
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por ejemplo, vigiléncia inmune no apropiada o tratamiento con
drogas inmunosupresoras, alteraciones de proto-oncogenes, tales
como c-myc, seguido de gu activacifn, puede ser un importante

paso en el proceso inicial, en alguno de estos pacientes.

En este trabajo se muestran (por hibridacidn en condiciones
de alta astringencia) resultados.que sugieren fuertemente gque en
linfocitos de ambos pacientes activos e inactivos con LES, el gen
c-myc estd alterado (amplificado con o sin rearieglo) en el 80%
de las muestras de DNA analizadas.

Se cree que el gen c-myc¢ es aparentemente modulad5 désde su
RNAmM correspondiente (44, 48) y proteina (49) teniendo una vida
media corta in vivo., Asi, una disminucidn en la concentracibn
del RNAm c—-myc podria ser asociado con una rdpida pérdida de
la proteina c-myc disponible. La sobreproduccién ée RNAm c-myc
puede resultar claramente de la amplificacidn génica (17, 50),
esta ruta es, sin embargo, el finico mecanismo pbco probable poxr
el que ‘el exon I de c~myc Jjuegue un papel de control
transcripciqnal Yy en 1la degradacifn del RNA. Por ello,
rearreglos del gen c-myc podrian tambi&n. permitir niveles
elevados de los trancritos. En c&lulas normales y en el LES es
quiz&s necesario proveer de un estimulo para inducir 1la
expresin de RNAm c-myc después de 1la proliferacién y
divigidn celular, sin embargo, en una subpoblacifn diferente dg
pacientes con LES, la acumulacién de RNAM c—myc (y
subsecuentemente de la proteina c-myc) en linfocitos podrian
obedecer a los mecanismos de alteracion mencionados

anteriormente. Alteraciones mAs extensivas del proto-oncogen
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c-myc (o la intervencién de un segundo oncogen) peodria
estimular a las cé&lulas sanguineas para el continuo proceso
anormal.

El mecanismo involucrado en la translocacifn cromosSmica
de c-myc es todavia desconocida y parece estar asociada por una
serie de factores, incluyendo localizacibn geografica. Por
ejemplo, el linfoma dJde Burkitt endémico {(tipo Africano) es
caracterizado por la completa asociacifn (en 96% de los casos)
con el virus Epstein-Barr. El 1linfoma de Burkitt esporadice
{tipo Americano) es caracterizado por una menor incidencia, una
distribucion mundial y asociado ocacionalmente con EBV. Ha sido
reportado recientemente que la ruptura cromosBmica v
alteraciones estructurales del locus c-myc difierem de las formas
endémica y esporfidica (51). En el linfoma endémico el punto de
ruptura esti localizado afuera del locus c-myc, contrariamente,
en la forma esporfdica, la translocacidn cromos&mica rompe al
gen dentro de la regifn 5' gque incluye el primer intrén, el
primer exdn Yy secuencias adyacentes 5° {51). asi, eétas
obsexrvaciones son sugerentes que diferencias geogrificas pueden
modificar el patr®n de alteraciones del oncogen c-myc. Ademéas
en el linfoma espor&dico, es caracterizado tambi&n por una
significante secrecifén de IgM, en donde la lesibn molecular de
c-myc correlaciona con la capacidad de secretar esta

inmuncglobulina. Probablemente un f&nomeno similar ocurra en

<

nuestra poblacifn de pacientes con LES, en el cual el

proto-oncogen esti alterado.
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La presencia de alteraciones del proto—-oncogen c—myc
detectados en pacientes con LES abren un nuevo campo de

investigacifn molecular en la autoinmunidad humana.



VI. CONCLUSIONES

El oncogen c-myc estd alterado en el 80% de las
muestras de pacientes con Lupus Eritematosoc Sistémico,
analizadas con la sonda HLMXba marcada radioactivamente

con 32P, que contiene la secuencia del primer exén.
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Encontramos amplificacién del oncogen c-myc en 7 muestras

y rearreglade en 13 muestras de pacientes con LES, tanto
en activos como inactivos, por lo que no es posible

establecer relacifSn clinica alguna.

En todas las muestras de testigos fue posible
detectar el gen c—-myc normal (como proto-oncogen), 1lo
gque nos indica que las alteraciones detectadas del proto-

oncogen c-myc en el LES, estd implicado en la patogénesis

de la enfermedad.
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