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RESUMEN 

El Lupus Eritematoso Sistémico (LES) es una enfermedad auto

inmune, en la que el paciente produce una excesiva cantidad de 

autoanticuerpos que interaccionan con antígenos de sus propios 

tejidos. Entre los diversos autoanticuerpos que se han encontrado 

están los que reconocen los componentes nuclear.es como DNA, his

tonas, ribonucleoproteínas, antígenos nucleolares, RNAs pequeños, 

y componentes extraíbles de núcleo. Algunos oncogenes están inti 

mamente involucrados en los procesos autoinmunes; una expresi6n 

aumentada de c-myc, c-myb y c-raf, en paralelo con una disminu-

ción de c-fos, ha sido reportada en linfocitos T de ratones con 

procesos autoinmunes. La activación "invitro• de células mononu

cleares de pacientes con LES, mostró un incremento en el RNA de 

c-myc, comparado con los testigos normales. Tales resultados su-

gieren que la activación de los oncogenes es ncccs~ria para el 

crecimiento y alteración celular en la autoinrnunidad. En este 

trabajo se analiz6 el DNA de linfocitos de sangre periférica de 

pacientes con LES, se digirió con enzimas de restricción, se s~ 

p~ró por electroforesis, y fue transferido a filtros de nitroc~ 

lulosa. Posteriormente se hibridiz6 a la secuencia del encogen 

c-myc (primer exón) marcado radioactivarnente con 32P. Encontra

mos alterado el encogen c-myc (amplificado con o sin rearreglo) 

en el 80% de las muestras analizadas, sugiriendo, que alteraci2 

nes moleculares del gen, pueden influir en la patogénesis de la 

enfermedad. 
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I. INTRODUCCION 

I.l. Generalidades. Lupus Eritematoso Sistémico. 

Los importantes adelantos en- irununo1·ogía humoral y celular, 

biología molecular y genética han influido en el ·. entendimiento 

de las enfermedades autoirununes, en la cual el organismo reconoce 

a lo propio como extraño y forma autoanticuerpos contra numerosos 

componentes celulares. 

El Lupus Eritematoso Sistémico (LES) es una enfermedad 

autoinmune prototipo, en la cual el paciente produce una excesiva 

cantidad de autoanticuerpos que interaccionan con antígenos de 

sus propios tejidos. Se trata desde luego, de · una enfermedad 

diseminada, con la form·aci6n de complejos antíge,no-anticuerpo y 

la üctivaci6n del complemento, iniciando una serie de reacciones 

inflamatorias que no· sólo afecta a la piel, sino también a las 

articulaciones (poliartritis), vasos sanguíneos (vasculitis), 

coraz6n (pleuritis), cerebro y especialmente a los riñones 

(glomerulonefritis) (1). 

Entre los diversos autoanticuerpos que se han encontrado, los 

hay contra componentes nucleares como DNA, histonas, 

ribonucleoproteínas, antígenos nucleolares, RNAs pequeños 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 regulaci6n del sistema 

inmune por número disminuido y/o inapropiada función de los 



linfocitos T supresores, aunque otros hallazgos 

demuestran defectos en los linfocitos B o 

cooperadores, con actividad supresora de los 

normales (4-6). 

3 

en contraste 

linfocitos T 

linfocitos T 

Tres tipos de observaciones indican heterogeneidad en el LES: 

1) Diferencias clínicas en el órgano involucrado, curso y 

respuesta a la terápia entre individuos con LES; 

2) Diferencias individuales por considerar, la especificidad, la 

clase, avidez y cantidad de autoanticuerpos producidos¡ 

3) Diferencias genéticas entre los grupos de pacientes con LES 

(7). 

Estudios en animales de laboratorio apoyan la idea de que las 

enfermedades autoinmunitarias pueden ser la consecuencia de un 

amplio espectro de anormalidades genéticas e inmunológicas que 

difieren de un individuo a otro y que pueden presentarse al 

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

la presencia o la ausencia, respectivamente, de muchos 

acelerantes superpuestos. exógenos (virus, bacterias, 

qu:ünicos y cancerígenos) o endógenos (hormonas, 

anormales) (ver Figura 1). 

I. 2. Oncogenes. 

factores 

agentes 

genes 

En años recientes, se ha puesto de manifiesto que para 

la entender los procesos normales de la proliferación celular y 

diferenciación podrían ser hallados 

oncogenes, los cuales han sido 

en los genes, 

identificados 

denominados 

como directos 

mediadores de la transformación celular (B, 9). Estos genes han 



CRECIMIENTO Y 
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Figura l. Concepto gene cáncer..(8). 
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sido identificados por su incorporacion en los retrovirus, los 

cua1es 1 se vue1ven fuertes agerites transformantes tanto"~ ~u 

corno "!!l. vitre!' De esta manera, por vez primera se pudo 

identificar en el virus del sarcoma de Rous (VSR) el gen 

responsable de producir cáncer en el pollo, al cual se le llamó 

src, aludiendo sus origenes (desde entonces, otros oncogenes se 

han venido designando con abreviaturas similares de tres 

(9). 

letras} 

Un segundo grupo de oncogenes han sido identificados usando 

ensayos de transfección, 

algunos de estos, están 

en estudios de transforrnacion viral; 

relacionados a conocidos oncogenes 

virales y otros están lejos de serlos (10). 

El estudio genético de los ácidos nucleícos en células 

eucarióticas, 

demostró que 

encuentran en 

por medio de técnicas de hibridación 

las secuenciafi de los oncogenes 

células normales no infectadas por 

molecular, 

viral.es se 

virus, como 

parte integral del genoma celular. 

mayor parte de células estudiadas, 

Su amplia distribucion en la 

obliga a pensar que estos 

genes, también conocidos como proto-oncogenes, son secuencias 

constantes, con una función precisa, altamente conservados a 

través de la evolución y se piensa que realizan funciones 

esenciales en el control del crecimiento y desarrollo en una 

célula normal; y que han sido capturados por el virus durante el 

ciclo infectivo (8). 

Desde la identificación del gen 

proto-oncogenes celulares (c-onc) 

src, alrededor de unos 

han sido identificados, 

30 

se 

trata desde luego de genes activos que constantemente transcriben 



6 

informaci6n en forma de RNAm y codifican para ia síntesis de 

proteínas. Dentro de las características bioquímicas de estas 

proteínas se incluyen proteín-cinasas; proteínas relacionadas 

a ciertos factores y receptores de crecimiento, por ejemplo e-sis 

es hom6logo al factor de crecimiento derivado de las plaquetas 

(FCDP), erb-B al factor de crecimiento epidermal (FCE) y 

?roteínas nucleares con afinidad a DNA, de funciones 

desconocidas (11). En base al análisis de las proteínas 

oncogénicas y la combinacion de las secuencias nucleotídicas se 

pueden asociar por familias y grupos (ver Tabla 1). 

Una de las propiedades distinguibles 

que se encuentran como secuencias únicas, 

copias por genoma celular, así como 

de los genes c-onc es 

es decir, una o dos 

los hallazgos en la 

informacion codificadora para la proteína, dividida.en varios 

dominios separados, llamados exónes e interrumpida por regiones 

conocidas como intrones. Estas · circunstancias son una evidencia 

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

La localización de los genes en los cromosomas de las 

céiulas somáticas, ha sido posible por medio de técnicas. de 

hibridaci6n"in situ~ por lo que ha permitido la identificaci6n 

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

2). Esto permite una precisa evaluación· del posible papel (o de 

su asociación) de cambios cromosomales en ia activación de 

estos genes e-ene (12, 13). 

Así, se puede dar una definición de oncogenes como un juego 

de genes normales involucrados en el proceso de desarrollo que, 

cuando son modificados y/o expresados inapropiadamente, causan 



Tabla l. Oncogenes: Relación, Origen y Producto (a). 

Abrevia
tura 

Familia src 
l. Tirosin-cinasa 

Origen Producto Función 

tirosin-ci-
src Virus Sarcoma Rous (pollo) p60 nasa 
abl Virus leucemia Abelson (ratón) 
fes Virus sarcoma Felino (gato) 
ros Virus sarcoma UR2 (pollo) 

2. Secuencia homologa a src 
mos Virus sarcoma Moloney (ratón) 
raf Virus sarcoma de raton 3611 
mil Virus NH2 

Familia ras 

p90-160* 
p95-115* 
p68* 

p37 
p75 y p90* 
plOO* 

Ha-ras Virus sarcoma 
Ki-ras Virus sarcoma 
N-ras DNA humano 

Harvey (ratón) p21 
Kirsten (ratón) p21 

p21 

Familia myc 
myc Virus mielocitomatosis MC29 

(pollo) 
N-myc DNA humano 

Familia sis 

pllO* 
p200* 

cinasa 

union-GTP 

union-DNA 

sis Virus sarcoma mono (mono) 
Virus sqrcoma Parodi-Irgens 
(gato) 

p28 

p76* 

similar-FCDP 

Aislado sin relación 
myb Virus mielocitoblastosis aviar 

(pollo) 
Virus E26 (pollo) 

fos Virus osteosarcoma FBJ 
erbA Virus eritroblastosis (pollo) 

*: producto asociado con gag. 

p45 
pl35* 
p55 
p75* 

union-DNA 

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

7 



Tabla 2. Localización cromosómica de genes virales 
transformantes a sus homologas celulares (*) • 

Abrevia- Espécie Virus Cromosoma Humano 
tura origen 

myb pollo AMV 6q22-24 
mos ratón Mo-MSV 8q22 
myc pollo MC29 8q24 
fes gato ST-FeSV l5q25-26 
sis mono ssv 22 
src pollo RSV 20 
abl ratón A-MuLV 9q34 
fms gato 'SM-FeSV 5q34 
Ha-ras-1 ratón Ha-MSV llpl4.1,pl5.l-15.5 
Ha-ras-2 ratón Ha-MSV X 
Ki-ras-1 ratón Ki-MSV 6 
Ki-ras-2 ratón Ki-MSV 12p12.l: o q24.2 
~1-ras hombre ninguno lp32.0 
raf-1 ratón 3611-MSV 3p25 
raf-2 ratón 3611-MSV 4 
N-myc hombre ninguno 2 
erbA pollo AEV 17pll-q21 
erbB pollo AEV 7 
skI pollo SK770 lql2 
fos ratón FBJ-MSV 2 
Blym-1 hombre ninguno lp32 

Gilden, R.V. et al. (1984) Oncogenes. Gene Anal Techn 
1: 23-33 •• 

8 



irunorta1ización o transformación de una cé1u1a susceptib1e 

(14). 

I.2.a. Mecanismo de activación de 1os oncogenes. 

9 

Se han descubierto varios mecanismos diferentes mediante 1os 

cua1es un proto-oncogen puede ser activado hacia un encogen, 

dentro de 1os principa1es mecanismos estan: 

i) Mutación puntua1: Un pequeño segmento de1 gen es a1teradopor 

radiaciones o agentes químicos carcinogénicos. La proteína 

determinada por e1 encogen mutado difiere 1igerarnente de 1a 

proteína norma1, así por ejemplo tenemos que en 1a fami1ia 

de1 encogen ras han sido encontradas mutaciones, especia1mente 

en 1os codones 12 y 61 (15, 16). 

ii) Amp1ificación ~énica: Este proceso ocurre por medio de 1a 

formacion de una mu1titud de los 11amados cromosomas dob1es 

minutas (DM) (región de1 cromosoma que ha perdido un 

centrOmero) y termina con 1a presencia de cromosomas con 

zonas homogeneamente.teñidas (cromosomas HRS). En otras 

pa1abras, e1 encogen, de a1guna manera, es replicado 

en varias copias activas que estan presentes en 1a 

misma cé1u1a, y e1 gen puede ser sobreexpresado en un nive1 

inapropiado (ver Tabla 3) (17-21). 

iii) Inserción vira1: En el caso de oncogenes asociados a 

retrovirus, el gen puede sufrir mutación o puede ser co1ocado 

bajo e1 control de los promotores transcripciona1es potentes 

ha11ados en los LTR (Long Termina1 Repeats), que incrementan 

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



Tabla 3. Amplificaci6n de oncogenes celulares (*). 

Oncogene 

c-myc 

c-myc 

c-myc 

c-myc 
N-myc 

N-myc 

c-abl 

c-myb 

c-myb 
c-erbB 

c-Ki-ras2 

c-Ki-ras 

N-riJ.s 

Tumor 

Leucemia promielocítica línea. 
celular HL-60 y tumor primario 
Línea celular de carcinoma de 
colon, COL0320 
Carcinoma de pulm6n de células 
pequeñas, líneas celulares 
Linfoma bursal inducido 
Neuroblastomas primarios (esta
dos II y IV) y líneas celulares 
Línea cel.ular de carcinoma de -
pulmón de células pequeñas 
Línea celular de leucemia mie-
loide cr6nica 
Línea celular de carcinoma de -
colon, COL0201/205 
Leucemia mieloide aguda 
Línea celular de carcinoma epi
dermoide, A431 
Carcinomas primarios de pulm6n, 
colon, vejiga y recto 
Línea celular de carcinoma a-
drenocortical, Yl . 
Línea de carcinoma mamario 

grado de ampl.i
ficaci6n 

20X 

40X 

5-30X a 
5-lOX 

5-lOOOX 

50X 

5-lOX 

lOX 
5-lOX 

3ox 

·4-20X 

30-60X b 
5-lOX 

a: tumor encontrado en pollo; b: tumor encontrado en rat6n. 
Los demás tumores son de humanos. 
* Varmus, H.E. (1984) The molecular genetics of cellular 

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

10 



integrados, por ejemplo: porciones de los extremos 5' o 3' 

pueden ser suprimidos, los que al parecer no son esenciales 

para el proceso de transformación (14, 22-26). 
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iv) Activación por medio de translocaciones cromosomales: En el 

linfoma de Burkitt la translocaci6n recíproca entre e1 

cromosoma 8 y 14 sucede en la mayoría de los casos, 

translocando el locus del encogen c-myc, localizado en el 

brazo largo del cromsoma 8 (banda q24) hacia la vecindad 

del locus de los genes de la cadena pesada de las 

irununoglobulinas localizada en el cromosoma 14 (27). En otros 

casos de el linfoma de Burkitt, el encogen c-myc es 

translocado hacia el loci de las cadenas ligeras de las 

inmunoglobulinas, que se encuentra en los cromosomas 2 y 22. 

Así el gen c-myc es colocado en una zona de las 

inmunoglobulinas extremadamente activa, resultando una 

transcripción activa de este gene y por ello la 

tranfórmación neoplásica (28-30) • 

Actualmente se siguen descubriendo nuevos mecanismos de 

activación de estos oncogenes, entre~tros podemos mencionar las 

delaciones, rearreglos, y otros mecanismos genéticos. 

I.J. Oncogenes y autoinmunidad. 

Es claro que los oncogenes estan íntimamer.te involucrados en 

los procesos autoinmunes. una expres.i.ón ·aumentada de los 

oncogenes c-myc, c-myb y c-raf en paralelo con una expresión 

disminuida de e-fas ha sido reportada en linfocitos T de ratones 

con procesos autoirununes (31). Un estudio de la~ activación "in 
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11 vi tro" en cé1ulas mononuc1eares de pacientes con LES, mostró un 

incremento en el RNA c-myc, comparado con los testigos normales, 

presumiblemente como un reflejo de 1a incrementada activación 

inmune celular manifestada" in ~" (32) • Estos cambios fueron 

similares a aquellos vistos en linfocitos B normales activados 

con lipopolisacáridos (33), anticuerpos anti-IgM (34) y factores 

de crecimiento de linfocitos B (35, 36) . Tales resultados 

sugieren que la activación de los oncogenes es necesaria para el 

crecimiento y alteración celular en la autoinmunidad y pueden 

ser la llave en la expansión incontrolada de ciertas células 

inmunes y elementos de tejido conectivo. 

El proto-oncogen c-myc es el hom6logo celular del encogen 

viral myc (v-myc) llevado por el virus de la mielocitornatosis 

aviar (MC29), el cual consiste de tres exones y dos intrones (ver 

Figura 2), los últimos dos exones codifican para una proteína 

de 439 aminoacidos con alta afinidad de unirse al DNA (aunque su 

funci6n precisa se desconoce todavia). Entre las alteraciones 

más frecuentes que sufre el gen c-myc estan: amplificación en 

e·l DNA (18, 19), translocaciones y rearreglos genéticos (27-30) 

y la adquisición de regiones promotoras retrovirales (LTR) en la 

vecindad del gen c-rnyc (26) • 

Como se observa en la Figura 2, el locus normal del gen c-myc. 

genera un fragmento de 13 Kpb cuando es digerido con la enzima de 

restricciOn EcoRI y un fragmento de 12 Kpb con la enzima HindIII. 

Además de pueden observar otros sitios de restricci6n. 

Las sondas (plásmidos marcados radioactivamen.te) utilizadas 

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



5' x. !~-K-. __ I_x_H:• r>:•-----x~l 3• 

~~'-or·--·-----±.,1--0...-~ .. mt:l·,.-t..._ ... _ .... _...---..,.....;.:.......~~r--== 

r 
i "'%.. :: 1& 

- HLMXOG '~*'-4 
~------Eco Al 13Kb-------' 

Figura 2. Locus Normal del proto-oncogen c-myc. El 
proto-oncogen consiste de tres exones (representados 
por los rectángulos sombreados) y dos intrones. Al d~ 
gerirlo con la enzima EcoRl produce un fragmento -
constante de 13 Kpb y 12 Kpb con la enzima HindIII. 
Los rectángulos negros representan las sondas utiliza 
das para detectar ambos fragmentos, las cuales están
clonadas en pBR322. 
X: Xba I 
K: Kpn I 

13 
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fragmentos de 13 y 12 Kpb (con 1as enzimas de restricción EcoRI 

y HindIII, respectivamente) por medio de hibridación en el DNA, 

así es, que esperamos encontrar estos fragmetos en tejidos 

normales y que cualquier banda diferente a estas, en los 

pacientes, indicará alteración del encogen. Así, podremos 

tratar de dar una posible explicación de que ciertos genes 

alterados (en este caso e1 proto-oncogen c-myc) promueven un 

estado anormal en LES. 

/ 



II. OBJETIVO. 

Debido a que el oncogen c-myc es uno de los oncogenes 

m§.s alterados en los procesos cancerosos, y en._ últimos 

reportes se ha visto también implicados en las enfermedades 

autoinmunes. Por tal motivo, y utilizando técnicas modernas 

de Ingeniería genética·e hibridizaci6n molecular, pretendemos 

el siguiente objetivo: 

Determinar las posibles alteraciones moleculares 

del oncogen c-myc en el DNA de linfocitos de 

pacientes con Lupus Eritematoso Sistémico (LES) 

15 
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III. MATERIALES Y METODOS 

III.l. Pacientes. 

Se analizaron veinticinco pacientes con Lupus Eritematoso 

sistemico (LES} y díez personas sanas como testigos. Se obtuvo 

por punción 20 ml de sangre periférica heparinizada para la 

extracci6n de linfocitos totales; además de 10 ml de sangre 

completa para realizar determinaciones de Complemento (C3, C4, 

CHSO), Inmunoglobulinas (IgG, IgM, IgA), anticuerpos extraíbles 

de núcleo (ENA} , anticuerpos antinucleares (ANA} y anticuerpos 

anti-DNA. (Estas determinaciones fueron realizadas por químicos 

del laboratorio de Reumatología del Centro Médico "La Raza"). 

III.2. Extracción de linfocitos totale~. 

L~ s~~grc hcpa=inizada ~e diiuyó volUlllen a voiu...~en con PES 

lOmM Fosfatos, lSOmM NaCl} pH 7.4, y los linfocitos fueron 

obtenidos por medio de µn gradiente de densidad (ó = 1.07) con 

Ficoll-Hypaque (37).Una vez que se centrifug6 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. 

III.3. Extracción del DNA de linfocitos (38). 

El paquete celular de linfocitos se resuspendió en la 

solución de Lisis que contiene 20mM Tris-HCl, pH 7.5; 300mM 

Acetato de Sodio y lmM EDTA; la hidrólisis de proteínas .se 



17 

realizó mediante la adición de Proteinasa K {Bethesda Research 

Laboratories) a una concentración de 200 ug/ml. y SDS al 0.2%, la 

cual se incubó a 37ºC durante 6 horas. Se eliminaron las 

proteínas por medio de dos extracciones con fenal saturado con 

regulador TE {lOmM Tris-HCl, pH S.O; lmM EDTA) ¡ dos extracciones 

con fenol-cloroformo {1:1) y por ultimo una extracción con 

cloroformo-alcóhol isoamílico {24:1). Los ácidos nucleicos 

fueron precipitados con dos volumenes de etanol absoluto frío 

{-20°C) . El RNA se hidrolizó con 100 mg/ml deRNAsa A 

pancreática (Sigma Chemical Cq.) a 37°C durante 1 hora y se 

repitieron las extracciones antes mencionadas. El DNA fué 

disuelto en regulador TE y se determinó su concentración en un 

espectrofotometro (Beckman DU-7) a una longitud de onda de 

260/280 nm. 

III.4. Digestión del DNA de alto peso molecular humano 

con endonucleasas de restricción (38). 

Se emplearon 40 unidades de las enzimas EcoRI {aisláda de 

E.coli ~) que reconoce la secuencia de corte: 

S' G~TTC 3' 

3 ' CTTAA+G 5 1 

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

secuencia de corte: 
l 

S' AAGCTT 3' 

3' TTCGAA 5' 
t 
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en la digesti6n de 10 ug de DNA, de cada muestra analizada, en 

condiciones estandares recomendadas por el proveedor (Amersham) , 

e.sta digesti6n se incubó a 37°C durante 16-18 horas. 

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

Los fragmentos producidos en la digestión 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 ( 80I!h'i Tris-fosfatos, pH 7. 6; SmM EDTA) . Adem.ás fue 

incluido como marcador de peso molecular, en cada gel, el DNA del 

fago Lambda digerido con HindIII (0.57 ug/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 la elctroforesis se 

observó el gel en un transiluminador de luz U. V. y se 

fotografío con película Polaroid tipo 55, para asegurar que 

cantidades iguales de DNA fueron puestas en cada carril (ver 

Figura 3). 

III.6. Transferencia del DNA de geles de agarosa a 

%iltros de nitrocelulosa por el método de 

c:outhern (39). 

El gel se colocó en una soluci6n de 1.5M NaCl; O.SM NaOH, 

para la desnaturalización del DNA, durante una hora a 

temperatura ambiente y con agitación¡ posteriormente el gel se 

colocó en una solución neutr<>lizadora (lM Tris-HCl, pH 8.0¡ 
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Figura 3. Tincil5n con bromuro de eti
dio del. DNA digerido cpn enz.imas de res
tricción Eco Rl(E} e HindIII (H) y sepa
rado por electroforesis en gel.es de aga
rosa. 
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l.5M NaCl) durante una hora a temperatura ambiente en agitación 

constante. Para la transferencia, ei gel se colocó en posición 

invertida sobre papel Wathman 3MM previamente equilibrado con 

solución de citrato salina lOX (SSC 20X: 0.3M citrato de sodio; 

3M NaCl);y sobre el gel un filtro de nitrocelulosa (Bio-Rad) 

equilibrado en solución SSC 2X, y dos hojas de.papel Wathman 

lVa~; 5 cm de papel absorvente y un peso de 0.5 Kg se coloco 

encima (ver Figura 4). Así, de esta manera el DNA es transferido 

(durante 24 horas) por capilaridad del gel al filtro de 

nitrocelulosa. Se removió el filtro y secó a temperatura 

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

se horneó el filtro durante dos horas a BOºC al vacio. 

III.7. Aislamiento y marcaje radioactivo de los plásmidos 

HLMxba y Ryc 7.4. 

El ·plásmido HLMxba contiene el fragmento de 3.5 Kpb 

HindIII-XbaI del encogen c-myc que abarca parte de secuencia 

altamente conservada del extremo 5' y el primer e~ón, clonado en 

pBR322 (donado por el Dr. D. Sthehelin del In~tituto Pasteur, 

Francia). El plásmido Ryc 7.4 es un cDNA del encogen c-myc que 

abarca 60% del segundo exón y todo el ·tercer exón clonado en 

pBR322 (donado por el Dr. C.M. Crece del Instituto Wistar, USA) 

(ver Fig 2). Los plásmidos fueron aislados por medio de un 

gradiente isopícnico de CsCl, según la metodología empleada en 

el laboratorio (40). Los piásmidos se marcaron radioactivamente 



Fl9. 4 Transferencia da DNA 
( Tipo Southern l 

Ei DNA se transfiere por capilaridad hacia 
el fiitro de nitrocelulosa, y en éste se re~ 
la hibridaci6n. 
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por medio de la técnica de Nick-Translation (41) de la siguiente 

manera: 

a) 1-2 ug de DNA plasmídico. 

b) 20 ul sol. 1 nucleotídica (100 uM dATP, 100 uM dGTP, 

y 100 uM dTTP) . 

e) 25 úl de [V(-32 P]dCTP (lOmCi/ml, 6000Ci/mmol). 

d) 10 ul de sol. 2 enzimática (5 U DNA polimerasa I y 

100 pg DNAsa Il se incuvó a 15ºC durante 3 horas. 

Los nucleótidos no incorporados fueron separados por medio de 

cromatografía en Sephadex G-5~ (Pharmacia, Fine 

Chemical) equilibrada con TE pH B.O y 0.1% SDS; se colectaron 

fracciones de 1 ml y la radioactividad emitida de una alícuota 

de 1 ul en solución de centelleo: 0.5% PPO (2,5 difeniloxazol), 

0.03% POPOP (p-bis 2-(5-feniloxzolil)-benceno), disuelto en 

tolueno, fue determinada en un contador de líquido de cen~elleo 

(Tri-Carb 4000 serees Minaxi-beta) • La actividad específica fue 

de 2-4 x108 cpm/ug. 

III.8. Prehibridización e hibridización del filtro de 

nitrocelulosa. 

El filtro se remojó en solución 6X . durante 3 minutos y se 

colocó en una bolsa de plástico que contenía 50 ml de: 50% 

(v/v) de Formamida (Bethesda Research Laboratories), SSPE- SX 

(20X: 3.6M NaCl; 200mM Fosfato disódico; 20mM EDTA, pH 8.0), 0.1% 

SDS, solución Denhardt' s 5X (50X: 1% Ficoll 400; 1% 

Polivinilpirrolidona; 1% Alblí.-tiina sérica bovina) y 100 ug de 
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DNA de esperma de salmón desnaturalizado por calor; esto se 

incubó a 42ºC durante 18 horas, para su h~bridización. 

Para la hibridización se adicionó 5-10 xlO 7cpm del plásmido 

marcado (desnaturalizado por calor), 12 rnl de la solución antes 

mencionada y 400 ul de EDTA 0.5M. Se incubó a 42°c durante 24 

horas. 

III.9 Lavado de los filtros de nitrocelulosa. 

Se retiró el filtro de la solución hibridadora y fue lavado 

en una solución de SSC 2X a 50ºC durante 10 minutos dos veces. 

Posteriormente se lavó con una solución de O.lx SSC y 0.1% SOS 

a 50ºC durante 30 minutos dos veces también. El filtro se secó 

a temperatura ambiente. 

III.10. Autorradiografía. 

Se colocó el filtro en cassetes con pantallas 

intensificadoras y películas para Rayos X (Kodak X-Omat-K). 

Los cassetes fueron guardados a -70ºC durante 

posteriormente se 

obtenidos. 

revelaron y analizaron los 

3-5 días y 

resultados 



IV. RESULTADOS 

Los pacientes fueron 

para el diagn6stico de LES 
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debidamente evaluados clínicamente 

en base a los críterios de la 

Asociaci6n Norteamericana de Reumatología (ARA, 42). 

El LES activo puede presentarse como una enfermedad 

sistémica rápida y progresiva con fiebre, manifestaciones 

cútaneas, efusiones sinovia1es, poliartritis, enfermedad del 

sistema nervioso central, niveles elevados de anticuerpos contra 

DNA, ANA positivos, disminuci6n de complemento y elevación de 

los niveles de inmunoglobulinas; o puede seguir un curso 

inaparente (LES inactivo) por remisiones y exacervaciones 

espontáneas con síntomas clínicos solamente de malestar, 

mialgias y artralgias. 

Así fueron analizados 25 pacientes con LES, 6 pacientes 

inactivos y l9 activos; los datos clínicos y de laboratorio 

fueron proporcionados por el laboratorio de reumatología y 

médicos del Hospital de Especialidades del Centro Médico "La 

Raza", IMSS, además, díez muestras de personas normales fueron 

incluidos como testigos. 

En todas los testigos fue posible detectar por el método de 

Southern el proto-oncogen c-myc, encontrandose las bandas de l3 

Kpb con la digesti6n de la enzima EcoRI y 12 Kpb con la 

digestión de la enzima HindIII (ver Figura 5), y además se 

incluyó la linea celular HL-60, como control positivo, en la 

cual se ha reportado un grado de amplif icaci6n de 20 veces del 

encogen c-myc (19). Estos resultados conc:'Olerdan con los reportes. 
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Figura 5. Hibridación de ia sonda HLMXba a 
secuencias norma1es de1 proto-oncogen c-myc 
en 1infocitos normaies (N) y en un paciente 
con LES activo (A). Además se inc1uye como 
controi positivo 1a 1ínea ceiuiar HL-60 de 
Leucemia Promie1ocítica que muestra arnp1ifi 
cación. E1 DNA fue digerido con enzimas de 
restricción Eco R1 (E) y con Hind III (H). 
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hallados en tejidos normales (fibroblastos y leucocitos) y nos 

sirvieron de referencia para estimar las alteraciones que sufre 

este gen en los pacientes con LES. 

Dentro de 

solamente cinco 

las muestras de 

mostraron tener 

los 25 pacientes con LES, 

el gen c-myc en forma 

aparentemente normal, aunque no se descarta la posiblidad de que 

otros oncogenes corno c-raf, c-mos, c-myb, pudieran estar 

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 encogen c-rnyc son: 

i) amplificaci6n génica (17-19), ii) inserci6n viral (26) 

y iii) translocaciones cromosomicas y rearreglos genéticos 

(27-29). Esta última es muy frecuente en el linfoma de Burkitt, 

enfermedad degenerativa de los linfocitos B, con la 

sobreproducci6n de inmunoglobulinas (27) • En este punto, habría 

una pequeña analogía con el LES, ya que como se mencion6 

anteriormente (ver introducci6n) existe una excesiva producci6n 

de autoanticuerpos, por lo que tomaremos de ejemplo, para tratar 

de explicar las alteraciones encontradas en el LES 

(principalmente cuando encontramos rearreglo o bandas adicionales 

a las normales). 

IV.l. Amplificaci6n del encogen c-myc en las muestras de 

pacientes con LES. 

De las muestras analizadas, 7 muestras después del corte 

con enzimas de restricci6n y analizadas con el plásmido marcado 
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que contiene un fragmento de 3.5 Kpb HindIII-XbaI del primer 

exón del encogen c-myc, mostraron un grado de amplificación 

mayor al del control (pacientes activos 68, 95, 69, 74, 75, 79 e 

inactivo 70; Figura 6), que fue estimada por medio del analisis 

den si tornétrico de las autorradiografías en un 

espectrofotórnetro Beckman DU-7 (calculando el área bajo la 

curva de cada muestra amplificada con respecto al area del 

control normal). De esta manera encontramos un grado de 

amplificación de 3 a 20 veces, tanto en pacientes activos como 

en los inactivos. 

En un solo caso (paciente A68, Figura 6) el grado de 

amplifi?ación fue de 20 veces, y por solo presentarse en un solo 

caso, no podernos generalizar que un grado elevado de 

amplificación sea comun en el LES. Es importante notar, que 

también en un solo caso de Leucemia Prornielocítica, existe .el 

mismo grado de amplificaci6n, y la línea celular derivada de 

ella (linea HL-60) presenta la amplificación (19). 

Las demás muestras de pacientes que presentaron 

amplificación fue en menor grado, de 3 a 7 veces (ver Tabla 4A). 

Asi comprobamos, que en el LES, el encogen c-rnyc está 

amplificado en un 28% (en este estudio), y al presentarse tanto 

en pacientes activos como en los inactivos, no podernos establecer 

una posible correlacion clínica en cuanto al grado de 

amplificación. 

En estudios del encogen c-myc, en la línea celular HL-60, 

en donde se encuentra amplificado, se ha visto que existe una 

mayor expresión, y por lo tanto un mayor nivel de RNArn de c-myc 
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Figura 6. Amplificaci6n del encogen c-myc en muestras 
de DNA de pacientes con LES. El DNA se digiri6 con Eco 
Rl (E) y con HindIII (H) y se analiz6 por el m~todo de 
Southern. LES activo (A) e inactivo (I) muestran un gra 
do moderado de amplificaci6n con respecto a los linfoci
tos normales (N) • Solo el paciente A68 tiene un mayor -
grado de amplificaci6n; adem&s se incluye un paciente 
con el gen normal (A94). 
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(lo cual es atribuible al grado de amplificaci6n). Además, en 

trabajos recientes se ha observado que en ·pacientes con LES, 

existe una mayor expresi6n de c-myc, la cual es mayor en 

pacientes activos que en pacientes inactivos (43) •· Esto pudiera 

deberse a una amplificación del oncogen c-myc (como lo muestran 

los resultados obtenidos) o por una activación "in vivo"en los 

linfocitos. 

En un principio, se aisló el RNA de los linfocitos de 

pacientes con LES, y se hibrid6 a la sonda radioactiva HLMXba, y 

se pudo comprobar efectivamente que había niveles mayores de RNA 

de c-rnyc 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. 

IV.2. Rearreglo del encogen c-myc en las muestras de 

pacientes con LES. 

Como se mencionó anteriormente, una de 1as ~iteraciones que 

sufre el encogen c-rnyc es el de 

especialmente en el linfoma de 

celulares de Leucemia (45). 

ser rearreglado y translocado, 

Burkitt y en algunas líneas 

En la enfermedad de LES, al ser detectado el oncogen c-myc 

se observan fragmentos de diferente tamaño al gen normal de 13 

Kpb y 12 Kpb con las enzimas EcoRI y HindIII respectivamente. Los 

fragmentos asi detectados, se dice que han sido rearreglados 

(45). 

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

(13 en total) fue detectado el gen c-myc y secuencias de éste, 
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en fragmentos de diferente tamaño, los cuales fueron de 5.3, 4.3, 

3 • 5 y 2 . 8 Kpb • 

En un grupo de 6 pacientes (A82, A86, A92, A93, 183, 184) 

con un rearreglo del encogen c-myc, las bandas detectadas =ueron 

de 5.3 y 4.3 con las enzimas EcoRI y HindlII, respectivamente, 

(Figura 7); y otros 6 pacientes (A90, A89, ABB, ABO, A85, 187) 

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

de 3.5 y 2.8 Kpb con las mismas enzimas, rncr.ci~nadas 

anteriormente (Figura 8). En un solo caso (paciente A71, dato no 

mostrado) las bandas rearregladas fueron de 3.5 y 2.8 Kpb (ver 

Tabla 4). 

Es importante notar que también fue posible detectar el 

"al.el.o" normal (esto es, los -fragmentos de 13 y 12 Kpb). 

En un analisis similar utilizando una sonda diferente, que 

contiene los exones 2 y 3 {plasmido pRyc 7.4) se observaron los 

miamoc fragmentos rearreglados ·que se obtienen con la sonda del 

primer exon (Figura 9). 

Al estar l.a mayoría de las muestras de pacientes con LES 

rearregladas, l.o que respresenta un 52% de este tipo de 

alteración, nos indica de alguna manera que estos rearreglos 

genéticos del encogen c-myc es el evento mas importante que 

sucede en el LES. 
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Figura 7. Fragmento rearreglado de c-rnyc en LES. Mues 
tras de DNA de pacientes con LES activo (A) e Inactivc 
(I) y linfocitos normales (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 además la línea 
germinal. El paciente A91 también con el gen normal es 
incluido. 
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Figura s. oos fragmentos c-myc rearreglados 
en el LES· El pNA fue procesado como se indi
ca en KaterialeS y KOtodo•• Se observa el ale 
lo normal de 13 y 12 Kpb (digerido con EcoRl
e Hindlll• respectivamente) y otras bandas re 
arregladas de 5.3, 2.B Kpb con EcoRl y de 4.3 
y 3.5 Kpb con HindIII· '' LES activo> '' LES inactivo> N' Linfocitos 
normales; E: EcoRl; H: HindIII· 



A N I84 I87 , . ...A-, ~ ,---"--.. 
E H E H E H 

Kbp 

23 

13 
12 

9.4 

6.6 

5.3 

4.3 4.3 

3.5 

2.8 

2.3 

Figura 9. Rearreglos similares del encogen c-myc 
detectados con sondas diferentes. Muestras de -
DNA fueron digeridos con EcoRl (E) o HindIII (H) 
de pacientes con LES activo (A) , inactivo (I) Y 
Linfocitos normales (N). Panel A: Hibridación con 
la sonda conteniendo el primer exón (HLMXba) que 
detecta diferente grado de rearreglos. Panel B: 
Rehibridación 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. 
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Figura 9 B. Ver ieyenda Figura 9. 



TABLA 4. A) Amplificación de c-myc en pacientes con LES. 

Paciente 
No. 

68 
95 
69 
74 
79 
75 
70 

Paciente 
No. 

82 
86 
92 
93 
83 
84 

Paciente 
No. 

90 

89 
88 
80 

85 
87 

Grado de 
actividad 

A, Renal. 
A, Renal. 
A, Trornbocitopenia 
A, Mucocutáneo 
A, Renal. 
A, Renal. 
Inactivo 

Grado de 
ampl.if icaci6n 

20 X 
6 X 
5 X 
4 X 
4 X 
3 X 
3 X 

B) Rearregl.o y ampl.ificación de c-myc en pacientes con 
LES. 

Grado de Fragmento rearregl.ado 
Actividad EcoRI HindIII 

5.3 4.3 Kpb 

A, Mucocutáneo 10 X l.O X 
A, Mucocutáneo 12 X l.2 X 
A, Renal. 9 X 3 X 
A, Renal. 7 X 2 X 
Inactivo 13 X l.3 X 
Inactivo 12 X l.2 X 

C) Rearregl.o de dos fragmentos con amplificación de 
c-myc en pacientes con LES. 

Grado de Fragmentos rearregl.ados 
Actividaa EcoRI HindIII 

5.3 2.8 4.3 3.5 Kpb 

A, Mucocutáneo y 
vasculítis 14X lX 7X lX 

A, Mucocutáneo 12X lX 2X lX 
A, VascuJ.ítis 2X lX 2X l.X 
A, Vascul.ítis y 

Ul.ceras oral.es * 2X 9X* 2X 
A, Mucocutáneo ll.X l.X 9X lX 
Inactivo 12X lX 9X lX 

A: Paciente activo; *: Mismo fragmento con l.a enzima EcoRI. 
Paciente A71 presentó un rearregl.o dé c-myc de 2.8 y 3.5 Kpb 
para EcoRI y HindIII, respectivamente, el. cual. no es mostrado 
en l.as figuras. El. paciente A69 tampoco es mostrado en l.as 
figuras. 
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V. DISCUSION 

En las enfermedades autoinmunes mas extensamente estudiadas, 

como es el Lupus Eritematoso Sistémico (LES) , ha sido demostrado 

que la hiperactividad de los linfocitos B y defectos de 

linfocitos T juegan un papel importante en la patogénesis de la 

enfermedad (43) • Subpoblaciones de linfocitos T han sido 

estudiadas. La función supresora está disminuida en 

con LES, sin embargo, ia funcion cooperadora 

pacientes 

no ha sido 

adecuadamente estudiada en ia~ enfermedades de1 tejido conectivo, 

refiejandose como resuitado de la activación de linfocitos B, y 

particularmente cuando éstas céiuias se vueiven hiperactivas a 

través de una excesiva estimuiación o por medio de ia 

desrreguiación inmune(7). En suma, un aumento de ia producción 

dei factor de crecimiento para céiuias B (BCGF) ha sido 

determinado en sangre periférica de pacientes con LES activo, 

pero no· en pacientes en remision. Así, el ,aumento de BCGF puede 

ser un factor determinante en ia inducción de autoanticuerpos 

cuando ei LES se vueive activo (52). 

Muchos de los trabajos actuales en oncología molecular han 

mostrado que el desarrollo de una célula neoplásica a partir de 

un progenitor normal, es consecuencia de cambios (probablemente 

multiples) restringidos en algunos miembros de genes celulares. 

Tales cambios podrían ser epigenéticos, por la creencia 

prevalente de que el cáncer tiene su origen en mutaciones, y el 

poder identificar alteraciones en el DNA han enfocado la 

atención primariamente sobre los eventos genéticos. Los genes 
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mutantes son conocidos como oncogenes, y corresponden a un amplio 

tipo de alelos que son llamados proto-oncogenes (u oncogenes 

celulares normales). 

Así, los proto-oncogemes pueden ser activados por cambios 

cualitativos (por ejemplo, mutación) y/o cambios cuantitativos 

(por ejemplo, 

activación de 

amplificación génica, rearreglos o por la 

señales 

resultado de un número 

entendimiento adicional 

regulatorias transcripcionales) como 

de factores externos (8) Con un 

de la estructura y función de estos 

genes, en ambos procesos normales y anormales, se espera tener 

una clara idea en la biología básica del cáncer humano. 

Una expresión aumentada de proto-oncogenes en linfocitos de 

sangre periférica de pacientes con LES y otras enfermedades 

autoinmunes ha sido reportada recientemente (32, 41). Ambos 

linfocitos B y T de pacientes con LES tienen una expresión 

aumentada de RNA significativamente de c-raf, c-myb y c-myc (41). 

Similares incrementos de traüscripción de c-myc también ha sido 

reportada en células linfoides de uno de los modelos murinos de 

LES (31). Sin embargo, ninguna evidencia de amplificación o 

rearreg1o del gen c-myc fue obtenida en estos experimentos. En 

suma, no han sido descritos rearreglos en la autoinmunidad, 

sugiriendo que la activación de oncogenes puede ocurrir a 

través de distintas formas que operan en neoplasias (32). No 

obtante, la asociación entre enfermedades autoinmunes y 

desordenes linfoproliferativos han sido reconocidos en humanos 

(44) y en animales (45). Incluso se piensa que muchos factores 

pueden contribuir para una incidencia mayor en la autoinmunidad, 
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por ejemp1o, vigi1ancia inmune no apropiada o tratamiento con 

drogas inmunosupresoras, a1teraciones de proto-oncogenes, ta1es 

como c-myc, seguido de su activaci6n, puede ser un importante 

paso en e1 proceso inicia1, en a1guno de estos pacientes. 

En este trabajo se muestran (por hibridaci6n en condiciones 

de a1ta astringencia) resu1tados que sugieren fuertemente que en 

1infocitos de ambos P,acientes activos e inactivos con LES, e1 gen 

c-myc está a1terado (amp1ificado con o sin rearreg1o) en e1 80% 

de 1as muestras de ONA ana1izadas. 

Se cree que e1 gen c-myc ~s aparentemente rnodu1ado desde su 

RNAm correspondiente (44, 48) y proteína (49) teniendo una vida 

media corta in vivo. Asi, una disminuci6n en 1a concentraci6n 

de1 RNAm c-myc podría ser asociado con una rápida pérdida de 

1a proteína c-myc disponib1e. La sobreproducci6n de RNAm c-myc 

puede resu1tar c1aramente de 1a amp1ificaci6n génica (17, 50), 

esta ruta es, sin embargo, e1 único mecanismo poco probab1e por 

e1 que ·e1 exon I de c-myc juegue un pape1 de contro1 

transcripciona1 y en ia degradaci6n de1 RNA. Por e11o, 

rearreg1os de1 gen c-myc podrian también permitir nive1es 

e1evados de 1os trancritos. En cé1u1as norma1es y en e1 LES es 

quizás necesario proveer de un estímu1o para inducir 1a 

expresión de RNAm c-rnyc después de 1a pro1iferación y 

división ce1u1ar, sin embargo, en una subpob1ación diferente de 

pacientes con LES, 1a acumu1aci6n de RNAm c-myc (y 

subsecuentemente de 1a 

obedecer a 1os 

proteína c-myc) 

mecanismos de 

en 1infocitos podrían 

a1teracion mencionados 

anteriormente. A1teraciones más extensivas de1 proto-oncogen 
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c-myc (o l.a 

estimul.ar a l.as 

anormal.. 

intervención de un segundo encogen} 

cél.ul.as sanguíneas para el. contínuo 

podría 

proceso 

El. mecanismo invol.ucrado en l.a transl.ocación cromos6mica 

de c-myc es todavía desconocida y parece estar asociada por una 

serie de factores, incl.uyendo l.ocal.izaci5n geográfica. Por 

ejempl.o, el. l.infoma de Burkitt endémico (tipo Africano} es 

caracterizado por l.a compl.eta asociaci5n (en 96% de l.os casos) 

con el. virus Epstein-Barr. El. l.infoma de Burkitt esporádico 

(tipo Americano} es caracterizado por una menor incidencia, una 

distribucion mundial. y asociado ocacional.mente con EBV. Ha sido 

reportado recientemente que l.a ruptura cromosómica y 

al.teraciones estructural.es del. l.ocus c-myc difieren de l.as formas 

endémica y esporádica (5l.}. En el. l.infoma endémico el. punto de 

ruptura está l.ocal.izado afuera del. l.ocus c-myc, contrariamente, 

en l.a forma espor~dica, l.a transl.ocaci5n cromosómica rompe al. 

gen dentro de l.a región 5 • que incl.uye el. primer intr5n, el. 

primer ex5n y secuencias adyacentes 5' (51). Así, estas 

observaciones son sugerentes que diferencias geográficas pueden 

UlOdificar el. patrOn de al.teraciones del. encogen c-myc. Además 

en el. l.infoma esporádico, es caracterizado también por una 

significante secreción de IgM, en donde l.a l.esión mol.ecul.ar de 

c-myc correl.aciona con l.a capacidad de secretar esta 

inmunogl.obul.ina. Probabl.emente un fénomeno símil.ar ocurra en 

nuestra pobl.aci5n de pacientes con 

proto-oncogen está al.terado. 

LES, en el. cual. el. 



La 

detectados 

presencia de aiteraciones dei 

en pacientes con LES abren 
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proto-oncogen c-myc 

un nuevo campo de 

investigaci6n moiecuiar en ia autoinmunidad humana. 



VI. CONCLUSIONES 

El oncogen c-myc está alterado en el 80% de las 

muestras de pacientes con Lupus Eritematoso Sistémico, 

analizadas con la sonda HLMXba marcada radioactivamente 

con 32P, que contiene la secuencia del primer exón. 
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Encontramos amplificación del encogen c-myc en 7 muestras 

y rearreglado en 13 muestras de pacientes con LES, tanto 

en activos como inactivos, por lo que no es posible 

establecer relación clínica alguna. 

En todas las muestras de testigos fue posible 

detectar el gen c-myc normal (como proto-oncogen), lo 

que nos indica que las alteraciones detectadas del proto

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

de la enfermedad. 
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