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RESuMEN 

Las regiones correspondientes al e x on I de e - a.ye. >" el LCR 

del pap1 l0111avirus humano tipo 16 C VPH 1 6), s e encont r· a;-on 

a.dyac.enles en ADN proveniente de un tL1mor cérvico- ute !"" ino en 

•t•p• avanzada < IIB l, sugiriendo un posible efecto siner-g{stico 

de c-myc y VPH 1ó para el desarrollo del mismo. La e v idencia de 

restricción y secuenciaciÓn llevó' a la postulación de dos modelos 

hipotéticos de integrac.iÓn y transform.;.ciÓn celular mediada por 

virus como probable causa de carcinogénesis genital. 



I tffRODUCC l ON 

, 
El cancer, 

, 
uno de los padecimientos mas extendidos y menos 

comprendidos que amena=an a l a humanidad, se caracteriza por la 

presencia multifactorial de agentes medioambientales y genéticos 

qu1< desembocan en la pérdida de l a r egul ac i Ón metabÓlica y 

reproductiva de las células que son sus v{ctimas. 

A ni vel molecular, dos de los más interesantes factores que 

intervienen en la c.arcinogé'nesis son los oncogenes y los viru:.. 

ONCOGENES Y CANCER 

Los oncogenes, versiones alteradas de un grupo de genes 

conocidos como protooncogenes, son una de las principales causas 

del desa,·,-ollo de un proceso tumor-al dado que se les encuentra 

asociados a una serie de malignidades como linfomas, leucemias, 

, 
neuroblastomas, canc.er de pulmón, cérvi co-uter i no y otras 

RRv i...ado en Nishimura y Sekiya, 1987 > • Este hecho,. aunado a la 

alta conservación e volutiva que poseen < Sheiness, 1980 >, hace 

suponer que la función o funciones de los protooncogenes son de 

vital importancia par a la c¿lula. 

Dich•s funciones se encuentran directamente asociadas a la 

acti vidacJ ;· eproduc:ti "ª de 
I 

le. celula, ye. sea. como r·eceptor e:. 

factores de crecimiento er- b - B, fms ) , receptores hormsnal e ;:; 

y facton,!' s de crec:ioni c:;r1 i:. 0 sis ) ; o bien, 



encuentr an como ti rosina cinasa~ que, al parecer, s o n enz i m<.1s 

r~l~cionadas ccn la reQula~i~1 r ep r od uctiva de la c~lula ye s, 

src, fes/ fps, abl Revisado en Alitalo, 1987; Nishimura y 

3~kiya, 1987 >. Si n embar go, dos protooncogenes parecen jugar un 

papel may·Úsculo en el control y di:sarrol lo de la r eproducción y 

úi ·fer en L i ac:i Ón c el .. tl ar, ya que son los que se pr·esentan 

frecuentemente alterados en malignidades y su 

;:11oluti11a es relativamente alta entre los 

( Per· st>on, 1984; Ralston, 1984 '· Conocidos como 

, 
conservacion 

protooncogenes 

myc y ras, 

esto~ dos protoncogenes parecen quedar en ~lgun eslabón central 

en l.a cadena de sucesos que llevan a la proliferaci.;r, y 

diferenci a ción c~lular en respuesta. a un e~t{mulo molecular 

externo, en consecuencia, 
, , 

alguna alteracion en su regulacion o en 

/ 
st... conformación 

, 
llevar a a le. célula al caos metabolico y 

reproductivo (Revisado en Nishimura y Sekiya, 1987 >. 

BIOLOGIA MOLECULAR DE c-myc 

En ref e renci a especial a c-myc, sabemos que !f>e trata de una 

fosfoprot&Ína nuclear de un pe!!:io molecular c¡uE osc ila entre 49 y 

65 k!::a, es.te. dado a que s e trata de una molé::ula muy inestable y 

no ha tii do pcs i hle d a t erminar ce~teramente suH c~racterfsticam 

( 1-tar.n, 1984; Miyamc.to, 1985; Ramsay, 1984; l>latt, 1985 ) • Sin 

2rnbargc, sn han pod i dc r:stablecPr cuatro regicnE>s dsmtro d"' la 

~r otelna myc, dos de l o s c ua les e II y IV 1 son cru ciales para Ja 

' ~c ti~ idad t~a~s~ ormante y ~ot r ~ne ~orm~~t~ rte ~ste oncogene, ~ ~a~ 



de ser r esponsables de l a locali zación n Ltc: lear de myc: Stone , 

1987 ). 

Estudios recientes han determinado que l a posibl e función de 

myc en al metabolismo celular sea el de la promoción de la 

repl icaciÓn del ADN celular, dado a que sus nive l es de ARN 

mensajero ( ARNm aumentan con la estimul a ciÓn de mitbgenos o 

factores de crecimiento a célula!! en cultivo < Broome, 1907; 

Kindy, 1987; Nepveu, 1987 ) ' y la uni Ón de SL• proteína a 

secuencias de replicación autbnoma en el genoma celular 

< Iguchi -t:1r iga, 1987 ) . Estos hechos, aunados~ l a ac ti v idad 

transfor111ante de· myc Hayward, 1983 y a su frecuente 

alteración en procesos tumorales < Sakaguchi, 1983 ) ' dejan 

entrever que una falla en la regulación o en la conformaci6n de 

myc puede desembocar en la oncogénasis. 

De esta forma, el producto de myc debe estar sujeto a una 

fuerte regulación, y numerosos estudios han llevado a la 

descripci6n de toda una ~erie de car a LterCsti c as p a r tic u l ares de 

este protoonc.ogene a nivel molecular, las que dejan entrever la 

regulac.iDn especiJ.linente compleja Je est e oncogene . Myc 

inicialmante descrito como el oncogene, v-myc, del virus de la 

miel~~itomatosis av iar VMA MC - 29 Alessandra, ~982 ; 

Re~isado ~n Hayward, 1983 >, y se enccntr~ a su hcm~logo c elular, 

Alessandra, 1~82; Sheiness, 1980 Lomo una secuencia de 

alrededor de 8000 pare~ de bas es ( pb constituido de tres 

exoG~$ y dos int1 oGes l a rgos Gaz i ,-i , 1984· > (Ver f~gw-e. ' . 
' ' 

si n embargo, solo los e~o~es II y III codifi c an para e l producto 

, 
µroteiLo, deja~dw a l e ~·.on un p o sible papel en l a prüpia 



regulación de myc Gazin 1984 >, o bien la producci~n de otro 

' peptido ( Gazin, 1986 ). Esto dado a que es en 
, 

su porcion 5' 

donde s;e encuentran los pr·omotores PO, Pl y P2 ) desde los 

t.:u.;.les se transcribe myc, y prE<senta un pat rón de transcripci6n 

que »ugiera la existencia de una señal de pausa transcripcional 

QL1i;. promueve urn1 mayor producciÓr. de ARNr.t del e:~on I que d 0 l os 
, 

otro» dos exones en celulas quiescentes Nep veu, 1"187 >, 

cu.:sti ~n que cambia i.:uando las células s on estimuladc.s con 

factores de crecimiento o inductores de diferenciaci~n, en donde 
, 

esta relacion cambia a una mayor cantidad de transcritos de la 

regiÓn traducida. Adem~s, c-myc po~ee una serie de prOlllotores 

crlpticus ubicados Jent~o del prime~ intron C Ver figura 1 

desde los cuales se transcribe myc cuando pierd~ el exon 

Eicl<, 198!5; Hayday, 1984 y ti e ne secuencias palindr6micas 

repetidos invartidos > entre el e: ~ on 1 y el exon I 1 Revisado 

~n Alitalo, 1987; Gariglio, 1987a l. 

Es.tos hechos, han llevado a la elaboracibn de una serie de 

1T1üdelos. de regulación de c-myc G<u-iglio, 1987a; Leder, 1983J 

Saito, 1983 >, en los cual~s s~ hace resallar la posible 

I 

C?;<istencia de elemer1tos regulatot- i os aun no desc r itos para 

¡rucar·ictes Gariglio, l987a '' o bien Ltn .;, 

l u. cual i nter vi E::onen productos otros 

protooncogenes y proteÍn6s regulatorias celulares. 

El ARNm de c-my..: l iene un tamaño alrededor de los 23~>0 pb 

Ei ck, 198!5; Hayday, 1984 l, es inestable, su vida media es 

c~lculada en al rededor de 10 a 20 iTii nutos en c~lulas 

dife;e:nc~adas "'l~?nza una mayor 



r;:: ; " · F.,. ~,.. .. ~t.·r~ r!Pl p..-otoonrooene c-mv c \ üaz1n, l"1'd't; 
l'•;~~1r-i . t9Q7 l• Ln<; rect:ál"'[]Ulos represent:an Jos exone» ""' 
""'''"'orne o-nrn>nf'.'c:. \. } ~i;: norri ("'H1e~ nP-nr~c:. ) il~ rPOiOneS t.r•C:H1UC:lOaS .", 

, -? l{~n;a .-nnt i. rt u -=- la~ jn~rnnes. Pt;~ 1-'l V ..... 4. seña1a1t id Pl>Slt..1Ó11 

...t ~ l n r- ~rn"" f""'ltnre~ . f rt J.fner ponteada . i~CllC~ E?J áre~ QUe ao·arcc..n 
1"' lll<!'" ':>rf. .. -:!si l!:'s sitias de ruptura en trans1ocac1011es. La,. 
"''"'rk ~- ~ ~ ~r .; - ;"> r• l ~ 11 ti;r.;:\i-ib"' de }r)S Promotnre~ r:-..riot.1cos.. 
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ts;tc..ü ilidad si 1 Ei c k , 198~; Led<u-, 1983; 

Rabitts, 198~ l. Los promotores P1 y P2 son diferencialmente 

~bados e~ diferen tEs t e jidos y con di { s r entcs mit6genos ( Broom~, 

1987; Stewart, 1984; >, adem4's se sugieren diferentes rutas de 

Nepveu, 1987 >. La regulaciÓn de myc parece encontrarse tanto a 

t '" an s cri pci i::.nal 1 '?95; 

GarigU.o, 1987a; Nepveu, 1907 l , y la posible accir)n de elementos 

a..:umuliitciÓn de ARN111 de c --my c: con la estimulaciÓn rJe factores de 

- r · <..:c: i.miento ( L; i_:.·r lE·uc ina Ir, PDGF, EGF , su •.?r w -'c-t "'-1, etc. l, y 

con ~ l tratamiento con inhibidores de la sínt~si~ prot~ica 

( c i c l o he!-.imide. Nep v e u , 1987 o' Rc: .. ,. i 5ado e-n 

GAr:glio, 1987a >. Una carac:ter!stica singular de m~c es el hecho 

da q ~e al par ecer , SJs dos cadenam d~ ADN son trsn &~ ri+ss, te.n to 

en cor.uiciones nor males r.. omo en cél •Jl.3s neoplásio::as , y cc.1d3 t •n'l 

~aba~ ~na dif~r 2~te r~gul~~ i ~n no 

obst.antw ca.Jena sin parece tran~r .. ibirse 

I 
~<.>11 ·.,l.i.t...tti va1r1e;-¡t& sin v c:r ;:,e tan dra.stic.;.1roenta afectada pc.r los 



c-myc EN CANCER HUMANO 

En u;1 buen número de malignidades leucemias C Collins, 

1982 >, linfomas Revis.ado por Haluska, 1987 >, cáncer de pulmón 

C Little, ~983 >, cáncer de colon < Rabi t t s, 1 '?95 >, myc se 

encuantra alterado. E•t•s alteraciones se ubican entre las 

.aaiplificaciones génicas, inse·rci ones viral es y transl ocac iones 

cromosoMales. Est.;as Últimas son las mejor estudiadas, dado al 

mantenin1ier1to de l{neas celulares derivadas de padecimientos como 

el linfom.a d& Surkitt y ciertas laucemias < Revisado por Alitalo, 

1987J Hal u:.ka, 1987 }' Ni shi mura, 1987 i; en donde se ha 

encontrado que las translocacionas rompen a c-myc en sitios 

cerc~nos al exon Ver· figura. 1 >, lo que pondr!a a la 
. , 

reg1on 

traducida d&r 1nyc Exon II y IIl > baja la acción d& eleinentos 

regulatorios at(picos Eick, 1985J Hayday, 1984 >, o bien 

dejarla al oncogene sin esto~ elementos quedando abierta la 

posibilidad de 
, 

una pr aduce: ion constitutiva. La 
, 

amp l 1 f i c ac i on 

g!Ínica llevarla a la mayor produ<:ciÓn de ARNm por existir un gr· an 

r.~111er o de copias del oncogene en el geno1na e.el ul <Ar, 

probablemente ~ ~ i5tir!a 
, 

c.11cogeni ca •. 

una .nayor cantidad de 

, 
y as1 

pre.te{ na 

Ld capacidad transformante de myc queda manifiesta cuando 

algunas ~epas Jel retrovirus VMA, que llevan insertado a eate 

oncügene e,1 su genoma., r.{pi da ;u:~nte t ;~ ansformi:'cn a l as células que 

infectan y la lentitud con la e¡ue s.: present a e ste fcmÓmen o e,, 
i.::t?JJas viral es que no ¡:w s een myc. Sin embat .. go, 



retrovir ... s de t r ansformacion lenta, se ha note.do la inserción de 

sus. s ecue-ncias en ;;;itioii cercanos a myc, lo que posiblemente 
, 

pr-omueva su desrregulaciÓn y posteric..r mente, su integracion al 

genoma viral e Revisado en Alitalo, 1987 >. 

PAPILOMAVIRUS Y CANCER 

, 
La impl icaciÓn viral en el desarrollo de un cancer ha 

resultado u no d e los proceso& mas apasionantes dentro de la 

oncolog{a mo l ecular. Esta fenómeno se habia descrito en animales 

c omo el r at6n, el pollo y el fllOflOI no obstante, sólo hasta años 

recientes se ha c0tnenzado a estudiar aquellos virus que se 

encut:>ntran implicadas de al gun .. manera en 1 os di fer entes cánceres 

hU111anos. 

El cáncer cérvico-uterino < CaCU > representa uno de los 

problemas de salud más graves a nivel mundial y ocupa uno de los 

prim1:1ro:. lugan?s en mortalidad ( Gissman, 1986 l. La presencia de 

·virus como posibles causales del CaCU se demostró con la 

detección de sRcuencias virales en célula5 tumorales Durst, 

l 793 ) • Estas s e cuencias pe;-tenec { an a un grupo de v i rus 

con ocidos como papi lomavi~·us, que s e han aislado apartir de 

verruga& y tumor es benignos e n el tejido e p i telial de varios 

animales Zur Hausen, 1981 >, y forman parte de la familia 

PAPOVAV IRIDAE, la cua l se integra de v irus pequeños de ADN deo 

doble c ad en a C como Pol yor.1a y SV40 Zur Hau~en, 1981 >. 

12 



Lo'- papilomavirus presentan ur • .:. afinidad poi" tejidos 

epiteliales y se han descrito mts de 40 tipos en conejo, vaca y 

humano < Zur Hausen, 1981 ' ' formando verrugas, r-oni:lilo111a!5 y 

lumore"' -~p iteliales ~n ellos. Las investigaciones encaminadas a 

esclarecer la 
, 

detecc.ion de secuencias virales Pn tu111ores 

cervical es, llevó a la identificación de nuevo5 tipos de 

papilom•virus hum~nos < VPH >, estableciéndose que en general 

( > 75 l. > los tipo~ ó y 11 se encontraban en tu1110res benignos, 

mientras que en los malignos la generalidad > 90 7. > fueron los 

tipos 16 , 18 y 33 Gi ssman, l 98ó; Lor i ne;::, 1987 > • Este he·cho 

llevó a determinar el estado f{sico do los v irus en los tumores, 

describi~ndose un estado episomal en lesiones benignas y la 

integracion inespecÍfica en el gen".lma celular con la presencia de 
, 

oligocoero~> E•pi-somales para las malignas 1 Du!'"st, 198:5; 1986 >. 

Adem~s, se ha ~ncontrando que el tipo pred0111inante en tumores es 

el IJPH 16, mientras que en lineas celulares dE-rivadas de c~nceres 

g;:mi tal e:s es relativamente preponderante el UPH 18 Gis<;;man, 

198ó i. As{, el tipo d.: v irus y su estadc f{sico son factore!l 
, 

d~terminantes ~n el posible de5arrollo de un cancer. 

BILDGIA MOLECULAR DE LOS PAPILOMAVIRUS 

U;·, úbstáculo considerable en el estudio de los VPH, ha sido 

la dificultad para contar con uG s ist e ma 2decuado para infecci¿n 

¡.i t"úd-.tc.ti v a del virus e n t~jidos hu111anos, dado a que se requiere 

' de c2· lL1l .:J'3 
I 

epiteli~ l es en diferen~i c acion, ¡ a la fech a esto no 

13 
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se ha rea l i::ado i n v i ti · w 1986 ). As{, los estLldios 

sobre la organización 
, . 

genom1ca y regulación de los VPH se han 

1-.?ali z ado con siste;n2.s modelo anima les ( Hm~ l e y 1986 la 

t1- ansfor111aciÓn de célul•• en cultivo con secuencias virales 

~ontenidas en plás.midos ( Howley, 1986; Pir i si, 1987; Spalholz, 

1987 >, el análisis de líneas celul•res provenientes de CaCU 

( Schwarz, 1986; Baker, 1987a y tejidos animales infectados con 

el virua Bak•r, 19.B7b > • 

De este 111oda, se ha tomado al papiloma v irus bov ino t ip o 

< Vf'B 1 l COlllO el patrÓn básico de organización genÓmica de los 

papilomilvirus ( Howley, 1986 >. En este virus, como en los VPH, 

se localizan varios m•rcos de lectura abierta < ORF >, esto es, 

secuencias comprendidas entre codc;nes de 
. . . . , 
1n1c1ac1on y 

terminación, que l:Orresponden a 7 regiones de e ;, presiÓn temprana 
, 

( E ) y· a. 2 ,-egiones de e :! presi un tardi a ( L ( Ver figura 2a >; 

c•da una de la cuales realiza fu~ci one» espec{ficas dentro del 

ciclo de vida de estos v irus < Howl ey, 1986; Seedor f, 1985 l • 

Sobre este 2squema y en refe;·encia al BPV 1, E1 parece regular la 

repli caci~n e:!tracromosomal; E2, ES y E6 se r· elaciona.n de d lguna 

forma con las capacidad transfa,..·mante d e los papilomavi;us 

( Howley, 1986) y E7 es requer- ido pa1-a el mantenimiento de un 

gran n~mero de copias virales 1 Mallan, 1987 ). L1 y L2 codifican 

para la& proteínas estruct~ral es del \Írus, que s ¿lo se e xpresan 

en tejidos productivamente inf.ectados ( Schwarz, 1906; Baker, 

1987b 1 . r\demás oe esto, e xist e una 1· e giÓn no c odif i cadora 

< LCR de alrededor de 1000 pb, que esta encargada de la 

reyulaciÓn transcr ipcional de la regi.;n tempr·ana de los v ir·us 



F l g . ?. ~' Est~urtura del paoilomav1rus humano tipo lb < V~H 
!"'; Seedorf , 198~ lr Los rectánqulos de la parte s uperi. 0 1· 
_,,,!"lr "'c:.prit.:in J oo;; IJRF to;omoranos < E > v tardíos ( L 1. La regi6n no 

rofii-4'i r.: adora ( LCR > , se representa con Ja línea ae mayor - grosor 
"la!!I ~eñ<'llf'"~ de poliAdenllaci6n < AATAAA > AE v AL, se indican 
r-nr- -4'l<>ch a <? . hl 1.rR del virus oao1loma bovino tipo • , VPB 1; 
c:".=11"'='1 "' . 1.9R7 >. Se seoñ ;, l,.,., los locaciones de l os promotor es ( P 

ln~ al p~~"•~s responsi v os a la prote~na ~2 1 ~~R~l v ~~k~2 ) y 
1. ') o;er.:• .. tenc i .;>. ronr&enso ACCn66GT. 





papiloma. En esta regi~n se localizan 4 promotor·es P718!5, 

P7940, P89 y PL Ver figura 2b l, que ~en usados 

diferencialmente en 
I 

c:elulas transformadas y tejidos 

¡:,1-oducti vamente infectados Ba.ker, 1987b >, una. región 

potenc:iadora ( enhanc.er > y el origen de ' replicac:ion Chow, 

1987 >. Ademá's, existen ott-os dos promotores ( P2433 y P3080 > en 

el resto del genoma viral Bak~r, 1987b >, y dos sltio5 da 

pal iadeni lacit5n AE y AL para la terminación de la 

t r anscr i pcibn temprana y tardía Ver figura 2a ) . 

L.a r·eg ulac:ic{n genética de los papiloma.virus es un tanto 

com¡;leja, dado a que presenta sitios c:is- y trans-ac:tivadores de 

lo:. distintos DRF }' p~ omotores presentes. Se sabe qlte el producto 

del gene E2 tiene una func:iÓn trans-ac:ti vadera sobre los 

promotores del LCR en el VPB 1 y VPH 16 C Baker, l.987b; Haugen, 

1987; Phelps, 1987; Spalholz, 1987 >, ya que tiene afinidad por 

la secuencia ACCn6GGT que flanquea las regiones potenc:iadoras 

enhancer ) E2RE1 y E2RE2 de estos promotore~ ( Ver figura 2b 

( Baker, 1987b; Pht-lps, 1987; Spalholz, 1987 >. Sin embargo, 

' tambien exi:.t¡¡,n reporte~ sobre la actividad represora de E2 en 

vPH 18 C Lambert, 1987; Thierry, 1987a >, en el cual la señal 

GGTn6ACC se encuentra m~s pr~c ima a los promotcres que en VPB 1, 

s~qiriendo una posible obstrucci¿n al paso de la RNA polimerasa 

IIO y por le tantc un bloqueo a la transcripci~1 :hi i:r ry, 

1987a ,. 

L.a si?rw.l ACCn6GG7 ¡::arect:· sen- reco.-,uc:ida por una serie de 

proteínas virales regulador&~ de la transcripci¿n, como el 

ci.11 lfi,¡er.o ; - ¡_;~ S\I 4C y la p1- otc:·L1.:;. E1a de r.denoviru:s 5, que junto 
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con E2 constituiri•m una familia de prote!nas regulatorias 

t r ar.sac.:t i ·vadoni.G. Este t-oecho se resalta por l e• capac idad cit.· i:,stas 

1 I prote1nas de modular ganes no homologas a ellas, como el caso de 

los ant{genos de SV 40 y ()deno 5 sobre 1-IPV 18 ( Thierry, 1987b 

o bien, la transac:tivaciÓn de los E2RE de HPV 16 por el producto 

E2 d¡;,l VPB e Phelp s , 1987 ). As! , queda claro que el genoma de 

los papilomavirue contiene secuencias con capacidad responsiva a 

.=.: lamentos regulatorios transactivadorec;;, y también contiene este 

tipo da elementos para !!U regulación gen~tica propia. Los 

cuc·!i.tionamier.tos acerca del efecto de la integración a.1 genoma 

celular da una secuencia viral de &!Stas caracterlstica!I, han 

!l•vado a determinar y analizar el estado gen,tico celular y 

1 
viral dentro del genoma de celulas afectadas. 

Estudios sobre biopsias y l{neas celular:es .. e ·ourst, 1986; 

Schwarz, 19861 Baker, 1987a ponen de manifiesto que la 

integración de los VPH ocurr-e en las inmediacio:.es de la regi6n 

E2 , conservando las regiones temprar.as Et, E~, E6 y E7 inta~ta~ 

en la may.:.r parte de los casos Schwarz, 1986; Baker 1997a; 

Schneide:- -Maunoury, 1987 >. De e<;ta manera el control genético de 

los virus se verla afectado por 1 a i n t egr ac i Ón 
. , 

y qu1zas se 

propici.;.r{a la activr..ciÓn de ,.;ieres CQJ.ula:-es por los promotores 

virales, o bien la act ivacidn de genes virales por secuencias 

regulatorias celulares < Baker, 1987a J. Lo cierto es que los 

p 1 cJuLt0~ de los gen es E6 y E7 son los mayoritari os en CaCU, 

lfne as celulares deri vadas y c~lulas tr a nsf o r mad as con VPH 

( D.iker, 1987 a; [/a nos , 19S:'; Mallo1·,, J.987; Smotkin, 1986 , 1987 ) . 

E6 tiene actividad transfcrmante y E7 parec9 rel acionado con e l 



mantenimiento de un a lto numero de copias virales < Danos, 1987; 

M<4l lon 0 1987 ) , as! la activi dad desrregul a da de estos genes 

i ntegrados al gen o ma celu l a r abre la puer ta a inter esantes 
I 

hipotesis sobre el desarrollo del CaCU. 

Aunque la p resencia de transcr itos hÍbrido s vi r us-c~lula en 

genomas con s ecuenci as virales integradas no se ha demostrado 

el ar amente ( Schwarz, 1986.J Baker, 1987a ), esta posib i ·l i ~a.d . 

quedaría abierta c.OlllO, ~ una po9ibh!!· -caus--a , de ··qz:ar ci nogénes is. 

Reportes en leucemias y linfomas , ponen de ma nifiesto la 

adquisición de nuevas func iones por efecto de t,1n a 
I 

tr ansl oc: ac,i on 

que j unte secuencias de otro modo separ.-a das : 

Haluska, 1987 >, o bien la irifl uenci a de ne~uencia~ regula~orias 

at.Ípicas en genes con actividad transfor-mante por . el mi .s.mo .. e 4'ecto 

C Saito, 1983 l . As{, . 
,, 

una insercion v iral en -dete!'"minBrlO!' , g enés 

celular~s podr{a llevar a la cre<.KiÓn de nt.:evaS funcione',,, ~11 

estos. gene·s, Ó a la sobreexpresi~n de genes celular-e!¡¡ y/o 

virales. 

CANCER CERV I CD- UTER rno EN ME XI CD 

. 
El CaCU ocupa el primer lugar de morta li dad por cancer en 

M~xico ( Barroso, 1986 ) · y tiene una incidencia st.iper iot- a. 1a 

p r·t?s.en te e n E. E. U. u. y Europa. Estos !wc:hos ·ha n 

estudio mo l ec ul a r d~ este padecimiento p ara dPt e r mi nar l as 

posibles c ausas d e l C ACU e,.., nuestr o En d ichos est udios 

er1c ontr Ó q ue en 
, 

ma s de l 90 ~'~ de l o casos Or: at1i z , J<?8"7 ) ' '"1 

19 



o~cogene c-myc s~ e ncuentra a lterado, s ea amplificado o 

:-earr e glado, y en éstos, u n 3C"· 'l. presenta sec•.Jenc i. as del VPH tipo 

16 integrad.as al geno ma celular ( Gar i glio, 1987b ) • 

En un estudio preeliminar ( Salcedo, et al; enviado para 

publicación >, se encontr ó que a lgunos tumores presentaban tanto 

alter·c.ciones en c-myc como inserci ones de VPH 16, y que e:dstía 

una aparente 
, 

as ee i ac. ion entre el las, determinada por 

hi bridi zaciÓn c o n sonda.s de c- myc y VPH 16 en 1 as mismas regiones 

( Ver figura 3 >. La a ctivaciÓn de oncogenes celulares por 

secuE:ncias vir a les en Ca CU era Lin hecho no descrito, por lo que 

un estudio a ni vel mol ecular pr·obarla la capacidad del VPH 1ó de 

interactuc1> con secuer.ci a s celular es y propiciar un tumot- al 

ir.tegrai- se al genoma celular. Se propuso entonces la clonación de 

secu t:n •=i a;; de ADN tumoral que contuvi~ran seci..tencias de c-myc y 

VPH 16 para su estudio a profundidad a ni vel estructural. 

Así, la evidencia apart ~da en este trabajo determina que la 

in t egi-aci Ón de: sec·cuenci .;.s del VPH 16 e n el oncogene c-myc no es 

solo una po:;i bilidad, y que de encontr··arse este mismo fenómeno en 

mas caso;;., c.:on estudi os sobre la ;;ignifi cancia. funcional de las 

inserciones virales e;,1 o rrcogenes, se p odr{a llegar a describir· la 

ortcog~nesis mediada por v i r·us en CaCU en la poblaci~n mex icana, y 

de e;;t• forma dar pie a la investigaci~n y desa1·r·ol lo de medidas 

ef ec ti vas para su prevenc i ¿n y t r atamiento. 
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~10 . ~ . Hi~rjrlj7Ari6n del ADN del tumor l 68 con c-myc 1 A 1 

y VPI-' 16 ( B ) . Ei:oRt ( R )~ Hind 111 ( H J. 1-\DN de t:eJido r1or111aJ. 
( 1\1 ) . 1"~.fllaño-s moleculares ef' !)ares di!' kilobases. ( kbp >. 



MATERI AL '1 METGDOS 

etap•u• bási e.os 

U Obt€:'nc.itn del ADN a c.loroar 

2> Cl onac.i Ó11 

' 31 Car·;;..cterizac.ion molec.ular de las clonas 

En la primera etilpa, el ADN provemiente del tumor 68, Sil 

la enzima Hind III -, ' 
~· I y 

frilgCMtntos fueron 1aeparados poi· electroforesis ero un ge! di: 

ag.;.rosél al 1;~. Las rc;gion=s c orrespe:ndi2ntc;s c.l tamaño molecul;u· 

oe las b4ndas que cwllenlan ~ c - ~yc y VPH 16 < Ver figura 3 >) se 

"'" tr.;.jé:r 0;1 del g~l y el ADM se el uyÓ )' p¡_¡r· i f i c Ó. 

El pl~smldo pSR322 fue linedriz~dc con la ~n=ima Hind III y 

~e? :..igÓ <..on los fragmentos Hlnd III obtc.nidos del tumor 68. 

Posterior111ente, se procedió a l• tr·an¡;formaciÓn de Esc;;t1.erichia 

fueror·, ·.,;elec:c:ion<1.das en ampicilina y ccntraselec.::icna.das en 

fic;¡urt1 4 l. 

iray11.e11·1tu:; proveni 2ntes de turnar 1-ealizando tran :i f w.- 01 ncia;:. del 

,:,L;;J pl c.s.111{ di c:o a un soporte. de ni t.·· oc.el Ltl usa t;· <sn ;;.,:: eren e: i a 

, 
Southern > e hibridizandolo con el fragmento Ecü Rl/Xba 1 d&l 

,:..l~sruido HLMXt,a ; '.;;;.;r ii gu..- a 5b ) . ;..a.s cl;:ina ~ con ;,;eñal 

-f u1:rw;1 e caracterizad as, cuao~l i .:r.do u.si 1 a sEgundu. etapa. 



Fi g . 4 . Clonac ión de los r•siduos Hind 111 positivos par• 
r; -myc y VPH 1 ~, del tumor T68 < 12, 8 v 6. 6 kb ) en pBR-322. Se 
s~B?l an los qene$ de resistencia a ampici!1na ( amp ) y 
+.,, +- ..-3rir}ina ( t"?t ) de pBR-322. BamHI e B >; EcoRl ( t:. i; H1nd 
I I J < H > y Pvu I ( P ) • 
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En la ter cer a e tapa se hibridizaron las clonas de mayor 

tam•ño 11101 ecul ar c ontra el f¡ · ,¡,.gmanto Bam H1 i r::am 1 i1 . . ' 
~..:.• pl ásrn i dt.i 

pSHPV-16 < Ver figura 5a para confi rma.r la presencia. de 

secuencias de VPH 16 en ellas . Para una sirnp!ificar el ~studio de 

estas clonas se f e c. l izaron subclonaciones de fr· agrnento& de 

plásmido pUC-l'i' y proc:1:diendc al onálisis de. 

r as.tricción y s ecuenciaciÓn de é1Stos plásmi dos con la fina-lidad 

ª"' cc.rac:te rizar las; SliC:Uli'ilt.:ill!i implicadas en la i ntegr ac i ón y lil 

elabo~aciC:n de u.1 m0delo de carcinogénesis mediada por v i rus. 

Los; <:.1guientes métodos fueron empleados er~ la e laboración 

del pr~sente trabajo 

ELECTROFORE515 EN GEL DE AGAROSA 

La m:i.gr.;u:iÓn de moléculil!i a través de un soporta i 11&rte 

.:uando se les aplica un campo eléctrico se conoce como 

&l ectrofon;;si s. Est~ fen~meno ha si do aprovech~do para la 
, 

separac:i.on de a;ubs.tanciaio en be.se a su masa y a su c.;w.;¡;;. 

eléctr~ca. Asf, el estudio del ADN las 

elt:<ctr·ufo1·étic.;.s loan sido emplead.;s, . . , 
conJugac1 .:,n la;; 

enzim&s de restricción, para caracterizar la estructur a de las 

aecuencias nucleot{dicas. que constiti..1-y·en a un gene determinioldo. 

El ADN estudi.;,do E-ro el pr;;;;;;ente trabajo fuá digerido c:un 
, . -

multipl.:-s enzimas de r e;; tricciÓn, cada digestión ¡;¡r,, lle\·.:{ a c abo 

2n las c.ondiciones ue r ·ei;u:ci6n .adecuadas desc1- i ta,,. par-a cada una 



Fig. 5 . Sondas utilizadas oara c -my c y VPH 1~. a1 ~l ~smido 
HLM-Jtba , que cof"ltiP-ne •l primer ei<on, parte del primer 1ntroh d&> 
r:-mv r . y Ja oor c i6n 5 ' adyacente, c lona dos en pBR-.52 2 . U > 
Pl!~mi.dos pSHPV-16 v oE1 / 16 ( Seedorf, 1485 >, que contH:11en el 
cil'>nnma entero ( .Ba111Hl/BamHl > y el r e s i duo Ec o R1/Ec;oR1 ( Probe 1 
rll"'l VPH 16 respectt vamente, clonados en p UC.8. Ecof<Í < R >; Baml-tl 
( fl ) . 
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y se sometió a electroforesis en gel de agarosa deacuerdo al 

siguiente protocolo < Maniatis, 1982 l: 

Agarosa tipo II Sigma > o grado N.A. e Bio-Rad >, se 

disolviuÓ an regul.ador TBE lX e Tris- HCl 90llll'1; Acido BÓrico 90ml'1¡ 

EDTA 2mM l, y se dejÓ gelificar. El gel fué sumergido en el 

regL&l•dor TBE lX con O.OS )JQ/ml de Bromuro det Etidio. Las 

muestras se aplicaron con los colorantes indicadores de corrida 

Azul da Bromofenol 0.02X¡ Xilsncianol 0.02XJ Glicerol ~OY. l. 

Las electr·oforesis fueron llevadas a cabo a un voltaje de 

25 • 100 V de acuerdo al tamaño del Q•l y l•s muestras a 

estudiar. 

Al terminar 1 a corrida, el gel fue expuesto a 1 uz UV y 1 as 

bandas de ADN se visu~lizaron por la fluorescencia de este con el 

Bromuro de Etidio. 

ELECTROFORESIS EN GELES DE ACRILAMIDA 

Este tipo de electr oforesis permite la separación de 

s ecuencias hasta con una base de diferencia en el tamaño de su 

secuencia, y se ha. empleado para la resolución de moléculas de 

ADN de tamaños semejantes C Maniatis, 1982 l, separación de 

c:ddenas complementari.~s de ADN < Maniatis, 1982 l y secuenciac.iÓn 

J& ácidos nucléicos ( Sanger, 1977 >, entre otros. 

De un stock de Acrilamida al 40 7. ( 38 % Acrilamida, 2 7. 

1·,,N'-meti.len-b:ls-Acrilamida >, se colocó el volumen deseado < de 

acuerdo a la concentración a u~ar En un tubo Falcan de 50 ml. 
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Se añadieron las cantidades adecuadas de TBE 10X y agua 

bid~stilada necesaria par a 25 ml totales, 150 µl de Persulfato dG 

Amonio ( 10% > y 50 µl de TEMED. Be agitó y vació en las placas 

de vidrio que se dispusieron como molde. 

Se permitió polimerizar, el gel fué colocado en una camara 

para electroforesis vertical con regulador TBE 1X en los 

electrodos. Las muestra!!> fueron aplicadas con solución de 

colorantes indicadores y se 
, 

carric a un voltaje de 200 a 400 V 

< > 12 mAmp >. 

E! gel se retir~ de las placas y fue teñido con Bromuro de 

Etidio < o.o~ µg/1111 >, para visualizar las banda• en luz uv. 

TRANSFERENCIA DE ADN A SOPORTES 

SOLIDOS ( SOUTHERN BLOT l 

Esta técnica, desarrollada por Southern < 1975 ) , se 

fundamenta l::'n 1 2. transferencia de fragmentos de ADN a un soporte 

sÓlido con cargas eléctricas afines a é1, mediante el e~oleo de 

una alta fuerza iÓnica y capilaridad. 

El gel de agarosa al t":C con la muestra de ADN sometido a 

electroforesis fué sullMtrgido en una solución desnaturalizadora 

NaOH O.SMJ NaCl 1.5M l, al menos por 30 minutos. 

El gel se enjua.gÓ ccn agua bide;;ti 1 a.da y fué sumerg i do en 

una GoluciÓn neutraliza.dora < Tris-HCl lM pH 8.01 NaCl 1.5M > por 

otros 30 minutos cuando menos. 

Se montó un dispositi v o de t ;ran s ferenc:ia coloc ando el gel 

sobre un puente de papel Wha t man 3 MM o equ ivalente cm i:: c nt a c to 
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~on SSC 10X NaCl 1.5M, Citrato de Sodio 0.15M pH 7.0: y un 

filtro de nitrocelulosa Schleir ~ Schuel 0.45 um 

prehumedecido en SSC 2X por 10 minutos, sobre el gel. 

Posteriormente s~ colocaron dos papeles Whatman 1MM sobre el 

filtro, cuidando de no dejar burbujas entre ninguno de los 

componentes del dispositivo. Papel absorbente y un peso de 

alrededor de 500 gr fueron colocados sobre todo el montaje, 

dejándose tranferir de 16 a 24 horas. 

Finalmente al término de la transferencia, el filtro 

enjuagó en SSC 2X y horneó al vac{o a s<f e durante 2 horas. 

se 

MARCAJE DE ADN CON l 2P POR EL 

METODO DE " NICK TRANSLATION " 

Este m~todo se fundamenta en las p r opied a des de las enzimas 

ADNa5a l de páncre•s bovino y la ADN polimerasa I de Escharichia 

~-

En un primer paso la ADNasa. r abre espacios nicl:s ) en la 

doble hélice del ADN a marcar, después de lo cual la ADN 

polimerasa I puede actuar, inicialmente con su actividad 5' - 3' 

e ;-tonuc:leasa y, con la adicién de nuc:leÓtidos ( uno de los cuales 

contiene el isótopo 32
P l, posteriormente presenta su actividad 

5'- 3' polimerasa. De esta manera el espacio abier to por la 

ADfllaea · I se va despl a2ando por tod·a 1 a secuencia a marcar, 

incorporando el nucleÓtido marcado. 

Para. la realización del marca.je se contó con kits 

comerciales de " nick trans lation " \ BRL o Amersham r se 
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siguió el protocolo adecuado para cada casa comercial, en cuanto 

a volumenes y cantidades, con~i$tiendo en lQ siguiente 

1-2 µg de ADN se colocaron er1 un volumen de 5-10 ul de agua 

bid&&tiladii. Se añiidio una mezcla d• nucleÓtidos < dATP,, dGTP y 

d T-:"P > y cofactore5 enzimáticos Cloruro de Magnesio, Tris-HCl 

pH 7.9 y NaCl >, junto con J..- ~P-dCTP < ICN radiochemical5 o 

Amersham l y se homogeneizó con la micr-apipeta. 

Posteriormente fueron añadid•• las enzi•as ADNasa I y ADN 

polimer-asa I ce.libradas para la reacci6n de incorporación y la 

111ezcla de reacción se llevó un volumen final da :50 a 100 ul con 

3.gua bidestílada y des ionizada < dependiendo de la casa comercial 

) • Se i ncub~ durante 2 horas a 16° C. 

Al término del tl.empo de incubación, la mezcla de reacción 

~ué sometida a una cromatografía en una columna de Sephadex G-50 

para separar la porción no incorporada del nuclt?Ótido marcado, y 

el pico d• incorporación se layó en un contador de centelleo para 

determinar· la actividad específica del ADN marcado, obteniéndose 

usualmente de ~O a 200 millones de cpm/µg de AON. 

HIBRIDIZACION DE ADN EN FASE SOLIDA 

La hibridizaciÓn de moléculas de ADN se da en condiciones de 

f uerza i6nica y temperatura ( astringencia determinadas por la 

hOlllClloc¡Ía de las secuencias a hibridizar, tratándose de buscar . 

secuencias altamente hom¿logas C > 80 l. las condiciones de 

hibridizaciÓn se realizaron º alta astringencia. 
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El filtro de nitrocelulosa transferido se humedeció 1ó 
, 

IT. ~nutos con SSC 6X. Se agregaron 50 ml de una solucion 

prehibridizadora < 50% Formamida; SSC 5Xr SOS 0.1 %J Solución de 

~enhardt 5X \ Poliviunilpirr olidona 0.02%; BSA 0.02'l.; Ficoll 400 

C.02% ) y l mg/ml de ADN de esperma de salmÓn sonicado > para 

saturar los espacios libres del fi 1 tro y evitar 1.a 
. I 

L•.n1 on no 

espec{fica de la sonda marcada de AON. Se incubó a 42ºC al menos 

por 6 horas. 

::on 11 ml de solución prehibridizadora fue añadida la 

sor,da de ADN marcada radioacti vamente a l m2n o s 10 millones de 

cpm /ml de solución prehibridizadora y se incubó de 20 a 24 

horas a 42° C. 

Al finalizar el tiempo de hibridización, el filtro se lavó 

dos veces con una solución SSC 2X y SDS 0.1'l. a temperatura 

ambiente y repetidas veces hasta eliminar lo 
, 

mas posible de 

fondo > con una solución de SSC 0.1X y SOS O. l'l. a 55°C. 

El fitro se secó al aire y fué expuesto a placas 

radiográficas Kodak X- OMAT en cassetes de autorradiografía con 

pantallas intensificadorsa de lhr a 15 ctí a s a -70°C. 

MARCAJE .DE ADN POR LOS EXTREMOS 3'-0H 

En est ,, técn ic a se Si?.C:él provt:>ch o del c orte a:.in1etrico 

c.<u-acter{ stico de muchas enzimas de restr· icciÓn, que dejan 

E-xt1-~mos cohcsi vos ) y 

también de la actividad 5'-3' polimerasa de la sllbunidad mayor de 

l<i ADN polimer- asa I de E. col i ( fragmen+.o Kleno1•J >. 
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De esta manera un ADN cortado con una enzima de restricciÓn 

dett=r ;ni nada, ve rellE-nados sus extremos cohesivos por los 

nucl&Ótido• incorporados por al frag111&nto Klanow, dentro de los 

cuales algunos se encuentran marcados con 32 P ( 11aniatis, 1982 ). 

El ADN cortado y purificado, se colocó en una mezcla de 

reacción con 1 nM de cada dNTP, 50pC; de dCTP 6000 Ci/ml1 >, 

aiaorti~ador de re~cciÓn < Tris-HCI pH e.o ~. HgC12 10 mM1 

NaCl ~ > y 7 . '!5 U de fragmento i<lenow, U>d!:t tm un volumen dtt 

reacción de 25 ul. Se incubó a temperatura aillbiente de 45 a 60 

1ninutos. 

El ADN se purificó por extracción fenÓlica y precipitación 

con Etanol Absoluto y Acetato de Sodio 4.5 11 ( pH 5.5 >. 

ELUCION DE ADN DE BELES 

Para obtener fragmEmto& de ADN de tamaño y cara'cter!siticas 

defini das en una electrofoi-eseis, se procede a la extracción de 

bandas de ADN de geles. Esto depEnde del tipo de gel y el tamaAo 

del fragmento, sigui~ndose tres t~cnicas distintas: 

, , 
al Elucion de bandas de ADN por agarosa LMP. Esta tecnica se 

sigulÚ c:uando los f:- agmentos a obtener eran > 3 kb. 

Las muestras digerid3.s fueron corridas en un gel de 

agar-os.a convencional, y se cortaron las bandas de interés con un 

bistur!. Los cortes fueren sumergidos en tina matriz de ag2r~sa 

LMP ( bajo punto de fusi~n > a 5~C y se dej¿ cuajar. 
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Se corrió a 100 V durante 30 minutos para permitir la 

e n trada del ADN a la agarosa LMP y se cortaron las porciones del 

gel que contuvieran los fragmentos. 

Los peda~os de agarosa se colocaron en un tubo 

Eppi;;ndorf 1. 5 ml y se le añadieron 300 µl de regulador de 

c orrida. Se incubo a b0°C para fundir la agarosa LMP, y fuÉ-

añadido un volumen de fenal s aturado con Tr. Se agitó y 

c en t r ifugó por ~ minutos en una centrifuga Eppendorf. 

A al sobrenadante obtenido de la extracciÓn fenÓlica se 

le adicionó 1/2 vol. de Acetato de Amonio 7.511 y 2 1/2 vols. de 

Etanol Absoluto, para precipitar el ADN. 

I 
b> EluciÓn de ADN por adsorci on a papel de DEAE-Celulosa 

Dretzen , 1983 >. Esta t~cnica fu~ realizada cuando los 

f r agmentos a eluir eran < 3 kb. 

La• ~ra• di.geridas s e corrieron convencional11ente 

~n un gel de agarosa, el ADN se visualiz~ y se r ealizó una 

i i1cisibn enfr e nte de las bandas de interés con un bist\.1r{ . En la 

, , 
i ncision fue colocado un trozo de papel Whatrnan DE 81, 

¡:.r eviillM!nte trat&do con 1.5M de NaCl y prehu.iedecido en regulador 

de c orrida. La electroforesis s e dejd correr hasta que la muestra 

entr-C: en el pa¡:,el. 

El ADN se aluy~ con un regulador de elucic{n 

Tri s-HCl 1@111M p1'1 B.OJ €DTA 1mMJ NaCl 2.51'1 >. El elu{do se trató 

con n - Bu t a n o1 s aturado con agua y el ADN se preci pi t cÍ con Acetato 

de Amonio 7.5M y Etanol. 

e > EluciÓn de ADN de geles d e ac rilamida. 



El fragmento deseados~ ccrt~ del go l , y 
I 

fue colocado 

en un r egulador de eluc:iÓn II Tris-HCl 10mM pH 7.9 ; Na Cl 0 .3M; 

EDTA 1mM; SOS 0.1 % >, a 37°C por toda la noche. 

El elu{d o se p asó atre.vés de un filt r o Millipore < o . . 45 

um l, '/ s-;:c le añadiÓ un vol. de Iso p rop.anol f río. Se centrifu'gó 

por 30 minutos en una centrifuga E:ppendorf, y la p a stilla de ADN 

fu~ lavada con Etanol al 80 X. 

EXTRACCION DE ADN PLASMIDI CQ 

Para la obtención de ADN plasmÍdico , se procradi6 con u~ 

protocolo de lisis bacte·i~na por Alcalt-SDS < Man i a tis, 1982 y 

la ¡:.uriflcaciÓn del ADN p ·::lr gr-adient C?s isop{c:nic o s de CsC I 

Man i él. t i s, 1 982 > • 

Una colonia de la bacteria hospedera del ptC:smido se crE'cci~ 

toda l"' noche en 5 ml de med i o Luria con e l antibiótico a<1ec:u2.d c>, 

~ 37°C 1 en agit~cion 200 rpm >. 
, 

E:l cultivo s~ agrego a i t de r.1E·dio Lur ia co!l E?l 

antibiÓtico adecuada, y se dejÓ crece1· a 37°C en agitación 2 00 

pl~smido ..:en e: replicón ColE1, a l c ulti vo 

14 h r s. o .:;?ºe , " ·1 agi t aci Ón < 200 rpm >. 

a 4° e , y l • p a st illa bac ter i a na f u~ ~2suapDndida e n 4 C' ml de 

con 5 mg/rr.1 de liso.:imc:.., inc ...ibár·: c!GS(io 5 minutos 2 () O C. Se 
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añadieron 90 ml de solución de 1 isis e NaOH O. 2N, SOS 17. > y se 

i ncubÓ a oº e hasta que 1 a suspensi Ón qL1edÓ transparente. 

Se añadieron 80 ml de Acetato de Potasio ~M, pH 5.0, y se 

incubÓ a oºc por 15 minutos. Posteriormente, 
, 

se centrifugo a 

10000 rpm en un rotor Sor val l SS34 durante 30 minutos, a 4° e, y 

el sobrenadan-te fué recuperado a través de una gasa. 

Sil agrego ~l sobrenadante 2 1/ 2 volumenes de Etanol 

AbliOluto frío < -2oºc > y se centrifugó a 12000 rpm en un rotor 

Sorvall 8534 durante 30 mir.utas a 4°C. 

, 
La pastilla e ADN plasm(dico con i mpur·ezas > se seco al 

vacío y se resuspendiÓ en 3 ml de TE C Tris HCl 10 mM pH B.O, 

EDTA 1mM >. 

3 gr de CsCl fueron disueltos en la solución anterior 

cancentraciÓn final de 1 gr/ml ) y s e añadier on 400 ul de Bromuro 

de Et i di o e 10 mg/ml), en tubos Beckman de poli al Ómero para rotor 

SW 50.1. Los tubos se equi..l_jbraron y centri f ugaron 40 horas a 

o 
40000 q:>m a 20 e "'n un r c.tor Beckman SW 50. 1. 

A luz UV se visualizaron las bandas de ADN y se r .ecuperaron 
, 

con una je-riroga a traves del tubo. 

El BrOl!luro de Etidio fue retirado c~n n-Butanol saturado 

con agua bidestilada y se di;;_liz6 al menos 4E horas contra TE. 

El ADN recuperado se cuantificó por espectrofotometrfa, Y 

se al macero~ a 4° c. 
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CLONAC ION MOLECULAR EN PU'ISM 1 DOS 

L a i nserc:i Ón de ADN en vectores 
, 

extracromosomicos de 

información genética pl¿{smidos, fagos, c:Ósmidos , etc. >, se 

realiza utili z ando las propiedades de la enzima T4 AON ligasa, 

c uya actividad es catalizar la uniÓn de extremo~ 5' - fDiiforil a 

3•- hidroxil de ADN. 

Se colocaron en un tubo Eppendorf de 0.5 ml, una cantidad 

estimada da vector pBR-322, pUC-19 o M1311!Jl1S . l y un exceso 3 

vec:e¡, mol ar del inserto a clonar. Se añadieron 1/2 volumen de 

Acetato de Alllonio 7.5M y 2 1/2 volumenes de Etanol Absoluto. Se 

centrifugó por 30 minutos en una centrifuga Eppendorf. 

La pastilla se lavó con etanol al 80 Y. y se secó al vac{o, 

resuspendiéndose en 15 µl de agua bidestilada . Se añadieron 4 J-' 1 

de amortiguador de lig•~• 5X Tris- HCl 300mf'I pH 7 . 9J DTT O.lM; 

Cloruro de Magnesio 50mM; ATP 0.6mM >, y 4 U de ligasa T4. 

La mezcla se incubó a 4•c por toda la noche y se procedlÓ a 

la transformación de bacterias. 

PREPARACION DE CELULAS COMPETENTES 

PARA TRANSFORMACIOM 

E~te proceso prepa r a a .l as cél u lap bact~rianas para la 

transfor mación con ADN circular, me diant e e l uso de c hoques 

osmóti c os y térmicos. 



' Se crecio un culti vo de bacteria& en 5 ml de medi o L~r ia 

toda la noche a 37~ y en agitación < 200 rpm y, posteriormente, 

se diluyó 1:100 con medio Luria dej¿ndose crecer 2 horas a 37C en 

' ag i tacion e 200 rpm >. 

El cultivo se ce11trifugÓ a 8000 rpm en un rotor Sorvall 

' 5634 por 10 111inutos. a 
o 

4C. La pastilla de bacterias fue 

resuspendida en 1/2 del volwaen original de Cloruro de Calcio 

I 
100mM, y se incubo en hielo 20 111inutos. 

, 
Se volvio a centrifugar en las condiciones desc r itas y la 

pastilla bacteriana fué resuspendida esta vez cm 1/10 del vo l ume n 

original de Cloruro de Calcio 100mM . La s bacterias se guar d a ron 

a 4°C hasta 48 horas m~:-cimo. 

TRANSFORMACION BACTERIANA 

A 200 µ,! d• cels. competentes, se añadieron 100 ul d e 

mezcla de transfor111aciÓri ( Citrato de Sod i o 5 0 mM; de NaCl ó OOmM; 

Cloruru de Calcio 70 mM y de 10 a 50 ng de ADN superhel i coí dal >. 

La mez cla se incubd en h i elo por 30 minutos. 

Rápidamente, la mezcla se colocó a 3 7°C por 5 minutos s e 

añadió a 3 ml de med i o Lur-ia • Se inc ubó en r- eposo a 37°C p o r-

hora, espatulándose 200µ1 del cultivo en diluciones 1:1, 1 : 10 y 

l: 100, sobre. c ajas c. on 111edio Luria n1ás el antibiótico a d e c u ado . 

En caso de tratar s e de el colifago M13 se procedi& de l~ 

c>igu.i.er.te- ,;,e-ne,ra ; 

En la mezcla de tr·ansformaciÓn sólo se añadieron de 5 a 10 

pg de ADN superhBlicc i dal. 



I 
El pr·oc e dimiento se siguio hasta el pa!:o 4, donde se 

añadieron 200 ).11 de bacteriaE JM 101 creciendo exponencialmente, 

X-gal al 0.003X e IPTB o.03mM a 3 ml de agar suave T- a 5~·c. 

La mezcla se agitó gentilmente y fue vaciada sobre cajas 
, 

c •.Jn medio TJill. Se esperó a que la mezcla solidificara y se incubo 

a 3~ e te.da la noche. 

l'íINIPREPARACION DE ADN PLASMIDICD 

< SCREENING > 

Con la finalidad de determinar la presencia y el ta111<año de 

ADN plalimÍdico en bacterias, se han desarrollado 'llarias tKnicas 

que permiten el análisis de un gran número de llll.lestras en corto 

ti&tllpO < Barnes, 1977; Hughes, 1977 Telford, 1977 >. As! se 

desarro116 un protocolo para el sondeo de ADN plasmldico para la 
, 

elaboracion de este trabajo. 

Se lomaron colonias grandes de las clona;;. a l!studiar y cada 

una SE resuspendiÓ en 200 µl de amortiguador TBE 1X con la ayuda 
, 

de u,, v·::irte;.: . Se agregaron ~Oµl de amortiguador de lisis SDS 

5X1 EDTA O.lMJ glicerol 50X > y la mezcla 
, o 

fue calentada a 70 e 

por 10 minuto5. 

La mezcla 
, 

fue agitada brevemente y se cargaron 40 ~l de 

ell~ en un gel de agarosa al 1 Y., para someterlo a una 

electr oforesis < 2 V/cm >. El gel fué teñido con Bromuro de 

Etidio < 0.05 µg/ml l y se visualizar on las bandas en luz uv. 

SECUENC!ACION DE ADN 

L;.Ü 



La determin3cion de los componentes nucleotÍdico& que 

constituyen una cadena de ADN se realiza niediante el empleo de 

productos quÍmicos que tienen 
. , 

una acc1on espec{ftca sobre las 

bases p~ricas o pirimidCnicas Maxam, l 977 >, y tambi ~n con el 

uso de dideoxinucle¿tidos ddNTP ) que inhiben la actividad 

polimerasa de la ADN pol I de E. S2!,! < Sanger, 1977 >. 

a> 9ecuenciaciÓn de ADN por el mtftodo de Maxam y Gilbert 

1977 ). 

Por cada reacción, 10000 cpm del ADN marcado por los 

e x tremos ~· o 3', se colocaron en un tubo Eppendorf ( 1.~ ml 

jun to con 3 µl de acarreador ADN sonicado 10 mg/ml > y agua 

bidestilada c"l!> 10 µl. 

Pare. las purinas, se añadieron 25 µl de acido f~rmico 

88 Y. l y se incubó a temperatura ambiente por 5 minutos. 

Para la• pirimidinas, se añadieron 30 µ1 de hidrazina ~"( 

99 % l y se incubó a temperatura ambiente por 7 minutos. 

A ambas reacciones fueron añadidos 200 µl de solución 

HZ Stop < O. 3M Acetato de Sodio; lOmM EDTA; y 25 )-lglml de ARNt l, 

y 750 µl de Etanol Absoluto fr{o. 

Se centrifugó 30 minutos en una centrifuga Eppendorf a 

4°C. La pastilla se secó y se resuspendiÓ en 250 J..11 de Acetato de 

Sodio O. 3t1 y se añadieron 750 µl de Etanol Absoluto fr{o. Se 

repitió el pa9o anterior. 

La pastilla se lavó con etanol al 80 % fr{~, se seccf y 

, 
se resu»pendio en 100 >-tl dii! piperidina 1 H. Las muestras fueron 

o 
incubadas a 9() e por 30 minuto!6, se l i of i l i z aron 3 veces . 
r-esuspendiendo en agu• bi.destil•d• en cada ocasion y fueron 
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re&uapendidas en amortiguador de carga ( Xilencianol 0.02Y.; Azul 

de Brumofenol O.O~% y Formamida 80~ >, aprox imc.damente a :30 

Las muestra& &e colocaron a ebullición por 3 minutos 

antes da cargarse en el gel de secuenciaciÓn ( Acrilamida 8Y. y 

Urea 7 M 

30 Woatt11 

( Sanger, 1978 >, que se corrió de 1000-1500 V 

hasta que •1 Azul de BrClftlOfenol saliÓ del gel. 

15 

El gel se :.ecÓ y se expuso a una placa autorradiogr·áfica 

Kodak X-OMAT por una noche. 

b> Secu~nciaci6n de ADN por el método de terminaci~n de 

cadana. 

El ADN enarcado por uno de sus extre1110s 6e incubó por 30 

minutos a t9111peratura ambiente, con 10 ng de DNasa I de 
, 

pancreas 

bovi no y 20 U de ADN polimerasa de S,: ~ en un amortiguador 

de reacciÓn qua contenía 100 µM de un ddNTP, 40 uM de los dNTPs 

restantes y cofactore& enzimáticos. 

La r~acciÓn se detuvo con EDTA < 0.2M ¡ y el ADN se 

precipitó con HZ stop-et&nol, siguiéndose la metodología anterior 



RESUL TAD03 

Clonación de Fragmentos Hind III del Tumor T68 en pBR--322. 

Las clonas obtenidas fueron selec ci onadas en medio Luria 

adicionado con ampicilina ( 50 ug/ml ) ~ contraseleccionadas con 

tetraciclina < 25 ug/ml >,dada la caracter·Ística del corte Hind 

111 en pBR-322 que resulta en la inac:tivaciÓn inserc i onal 

ocasional del gene de resistencia a tetraciclina tet ). As(, 

res.ultaron 20 clonas ampicilina resistentes y tet rac iclina 

s ensibles, las cuales mo s tr aron contener plásmidos de 3 

difere~tes tamaños moleculares (Ver figura 6 >. Para determinar 

la naturaleza celular de los fragmentos clonados, estos plásmidos 

se hi bridi :: aron contra el fragmento EcoRl/Xba 1 del plásmido 

HLMXba, el cual c ontiene el primer e~~on de c - myc Ver fi gura 

5a ). Diesc:it>iete clonas tuvieron señal positi va para c-myc e Ver 

figura 7 >, y de ellas tres ( 100, 136 y 142) pose{an un tamaño 

moleculdr relati vo lo 3uficientemente alto como para contener un 

inserto grande e 6.6 kb >, que pudiese pos eer s2cuencias de myc y 

VPH 16. 

, 
::a esta forma, &e hibr1dizo pCUT- 136 contra el genoma 

compl&to de VPH 16 para demostr· ar· la presencia de secuencias 

v i i-a l e s proveni en te·s de·l tLtr.1or-, obteni ; ndos e una .fuer·te señal 

positiva < Ver figura 9 ). Por an~lisis da restricciÓn Qe 

determin¿ q~e eslos plJsmidos ( pCUT s e hallaban de alguna 

ma.nera rtilarn:M.¡lacios y eran idér1ticos entre sí, dada lii< pr e sencia 

de u, ;a :,,ola banda de al n;,dedor· de 3. 8 kb c:or. 1 oso cortes Hi c• d I I I 



Fig. 6. Detección de ADN p1asmÍdico en clonas ame 
r~sistentes y tet sensibles. Les colonias bacterianas fueron 
..-o.s •! <'\ l"''?ndi d a i: en un requl ador c on SDS 5'l.-EOTA 0.11'1 e incubadas a 
70° e y el lisado se corrió directamente en un geJ. de Agar·osa al 
1"f.. Marr:ador de p eso 111olecular < Hind 111 )J C600- (E. coli K 12 
CbOO ) . Tamaños moleculares en kilobases. 
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~19 . 7 . Mi~ridizaci6n de las clonas amo resistentes y tet 
sensibles . Los qeles con lisados bacterianos fueron transter1aos 
~ nitrorelulo'!!;a e hibrtdizet.dos con el fragmento EcoRl/Xbal < e:xon 
1 de r.-mvc > del plás111ido HLMXba. < Act. esp. lOu millones cpm/ug 
de ~DN . 10 noo com/ml sol. prehib. ), en condiciones de alta 
astringencia. Marcador de paso ll!Olecular A Hind 111 >; CbOO 
i::- - r-c-) i K 1. 2 f'bOO > • Tama;;e>c; mol ecul are5 en ki l obases. 
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, EcoR1 y BamH1 <Ver figura 9a, carriles 3 y 4 >. Esto se 

explica por los fenómenos 
, , 

de excision, recombinacion y 
, 

delecion 

sitio enpec{fica < Kopecko, 197~¡ Bedbrook, 1976¡ lida, 1993 

que úcurren cuando se realiza la clonacié.n de fro.gmentos que 
, 

contienen secuencias palindromicus con el vector, lo que ll~va a 

~ .. delec:iÓn de las !:.ecuemcias que s e ubican entre las zonas de 

reconocimiento <Ver figura 11 >. 

No ob:.tant e, el corte Xho1 presento una sola banda de 

alrededor de 8 kb .( Ver figura 9b, carril 9 ) , lo que sugiere la 

presencia de un sitio ~nico en el pl;:;mido que correspondet- fa al 

exon 1 de c - myc, dada la ausencia de sitios Xho 1 de pBR-322 y 

V?H ll>. 

Con la evi demci a de dos bandiUi < 2. 4 y 1. 4 kb ; en el corte 

Hind III/EcoR1 de pCUT <Ver figur•s 9a y 10 l, una de las cuales 

( 2.4 > presenta al menos un sitio Pvu < caracter{stico del 

gene ªlllP d• pBR-322 > que ióapara dos bandas de alrededor de 1 y 

1. 4 kb < ee.perad.as para un corte Pvu 1 de la region Pvu I I/EcoR1 

da pBR-322 ca.o se muestra en la figura 10, y 
, 

-.demas la 

sensibilidad a tetraciclina < que sugiere daño al gene tet de 

pBR-322 l¡ se supuso que el rearreglo comprendió una deleci~n de 

la regi~.1 del ger1e tet de pBR-322 con una porción del inserto de 

ADN tumoral, que llti!v~ a la formación de un plC:smido sime'tr-ico de 

8 kb, dfiaero de un plásmido de 3.8 kb, en el c.ual el sitio Xho 

es;. ~nico por encontrarse dentro de la zona de reconocomiento que 
, , 

quedo en ~l plasmido C Ver figura 11 l. 



Fig. 8. HibridizaciÓn del plásmido pCUT-136 con el genoma 
complPto de VPH tb ( linP.arizado en el sitio BamHI >, proveniente 
del plá-=mir:lo pSHPV-16 < Sli!edorf, 1985 >, y contra el exon l ae 
r::-m~'r C Fragme>nto Hindlll/Xbal del plásm100 HLMXtla >.Las 
hibridizactonet§ f1.1eron realizada& •n condiciones similar•• a las 
de>o;rr; t-'\"' ~n l ~ Fi o. 7. El 116, Fracción EcoRI/EcoRI del VPH 16. 
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Fiq. 9 , Análisis de restricción deí plásmido pCU1-1~ó. ª' 
Oinec;tiÓn t~r>mn 11>tA rtel Af)N. most.ra.ndo las _bandas correspondientes 
".;,;t ine: t;'i 1T>étrirnc; en !") r.>JiÍsmi'1o. bl D1aestiones parc1a1es 
-1 ~..io<;'+,..,,ni:in p l +2,.,,,.ño oiolec ulr>r lineal 8 v..o 1 y el numero oe 
~itio~ ~n cnr +A nara cada enzim~ dentro del pl~smido. l pg de 
~, ;;'c '!•i 'in .i.11~ rii np,.... j rin c on c- r-d--"' una ne 1 as enzimas señal a das a 
T7 °C , ~I tlemn n reouerido pa r a la d1gest1on parcial o toca1 y 1os 
-=r .~ f};"T1Pn+ne epr; ,.!lo r .~rtnc. on Hn CH ? ] dp Ao~ros~ al l 'l. .. MéirCa.dar de peso 
mol'!?cular <A Hind 111 l. 8amHI < B >. Ecof<l < t 1, H1na 111 
1 H ) . Pvt • < P l. P v u I I ( PI 1 l, Xho I X. >. 
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F• ~ 10 . Ai slamiento de fraqmentos de 1.4 y 2.4 kb 
pCUT-136 < Hind T!I/EcoRl ) . Marcador de peso molecular 1,A 
TI T ) . 

de 
1-tind 



Restri cciónes del plásmido pCUT - 108 con Hind il, EcoRI y Pvul 

o l >. Hind 11 
tl l pBR-322 5lc 
e l pCUT - 108 'Ve 
d l pBR-322 Hind m 
el pCUT-108 
f l pBR- 322 Eco R[ 
g ) pCUT- 108 

h l pCUT- 108 Hindll/EcoRI 
i l pBR-322 
j ) Fragmento 2.4 Hind ll/EcoRI dB pCUT-100 
k l Fragmento 1 4 
l l pBR-322 Pvul 
m l Fragmento 2.4 Pvul 
n l Fragment o 1 4 Pvu 1 



Fio . 11 . Modelo de rearreglo y delec1Ón sitio especÍt1ca oe 
loe:. ol,:«mi!"lnc; nCUT dllrctnte la clonación. Resistencia a amp1cílina 

?~o 1 . r•Gi •+ •nc t ~ a tetraciclina < tet 1, o ri gen ae 
Jr nrl; i-:ari f.ri < ri,..i ) . 
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As{, pCUT- 136 contiene secuencias de c-myc y VPH 16 

incluye !!U origen de replicación y el gene amp < Ver figure. 12 l. 

Caracterización de las Secuencias de c-myc y 'JF·H 16 clonadas 

en ¡:iCUT - 136. Ants el rearreglo ocur r ido en la clondLicn, 

,-eali;:arorr digestiones cor1 las enzima Sau 3A1 que reconoce 

s2cuecncias tetranuc.l 8 otÍdic.:as comunes para determinar las 

secuencias virales y celulares clonadas en pCUT-136. De esta 

far rna, los residuos de r estricciones parciales Sau3AI del 
, 

pla&mi do pCUT - 1 3~ fu eron s ubclonados en €.' l vector pUC-19 

< Yanisch - PErron, 1<?85 l, para facilitar el an~lisis de los 

fragr11i=- r1tos der- i vé<d ú s de tumor· ( Datos no mostrados ) . 

En 1 2 f igur& 13 se muestra que las secuencias tumorales 

contenidas en pCUT- 136 corresponden al ~xon I de c-myc y el LTR 

de \,'PH 16. 

Estruc.tL,r·;. de la s Secuencias Clonadas. Los f1-agmentos 

proveni en tes d e l t umor T68 fueron parcialmente secuenciados por 

I 
el .,,¡,, l o d o de Max;;.m y Gi lbE.·~· t ( 197 7 1, y E·l do Sangp..- ( l 977 l . 

Se an2.li;;.;:'.' ·"'-"' { la e struct •_•r a r. •_tc:leot{dica de la integr .sció'n vi r al 

198 5 ) . 

( Fi. g 1113. l , 

2st~ aus~nt~ d~ 10s genoma~ de VPH 16 y pBR-~27. 



Fiq. 12. Mapa de los 
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Fi,, . 
r>RMPV-tA . 

13. An á lisis de restricción de los pl ~sm1dos pbk-0 LL, 
or!IT-l~A v Hl .MXba con Sau3 Al < S au ¡. Las llaves 

inrltr~n l~s handa~ cnmior ant~s entre o ClJf-1 3 6. VF~ 16 v c-myc. 



::J ::J ::J 
o o o 
(/) (/) (/) 

N U> <D 
N .... rt) 
rt) ::> ...... 

1 
1 Q.. 1-

o:: :J: :::> 
al (/) u 
a. a. a. 

::J 
o 
(/) 

o 
.o 
X 

~ _, 
:e 

800 Secuencie.. del lCR 
534 de VPH -16 

..../243 Secuencias del 
-183 
---........166 Exon I de c-myc 

Kb 



F i n . 14 . Seor.uenr.ia-;. parciales del olásmido pLUl-130. a> 
C?~ rd r·rtne: ,...~1:?,...i r" ri .-=?. rl~~ a ".":-mvr.: - las reacciones ae secuenc1ac1Ón se 
r -? l i ~~ r o~ d~ ~ruerdo a Maxam < 1~77 ) y kos~nthai ( 19~5 y 
1~Á' P"r1n;>!"· t p., 1 . Pirimidinas < Pv >. ~~ b-> Secuencia 
,.. .,, l .;o.- i nr>oor.I~ 31 ro:-sj <i u o 100-130 del LCR dei Vt>H 16 en el HDN 
r ' ··,n .~rln d '?J + ••mn,.- T68 . li<<= r-Pacciones fuer-on realizaoas con 
~nd l Stc 3r. iAn ~• m~todo de Sanqer e 1~/7 1 . Adeninas ' ~ 1, 
Gm>f";na!'> · e G ) , citosinas < .C > v ti111inaa < l >. 
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Por s u pa r te la secuencia ilustrada en la figura 14b, 

muE-stra alrededor del 801. de homolog!a con la secuencia 

co1i1¡'.n-e.-.didc. ent :~ e las bases 100 y 130 dentr-o del LCR del . VPH-16. 

Esta evidencia sumada a la& de hibridizaciÓn y restricción 

pli'rmiten suger i:- quE- la presencia ele secuencias regulatoria5 

vi t ales dentro de u n oncogene pueden tener un papel dentro del 

d~sarrollo de un tumor. 

El re.arreglo y delectÓn del pl.!lllltido impidieron conocer la 

ubicación y e x tensi6n de la integr<::ciÓn, no obstante la 

po;;,ibilidad de que las secuencias de c-myc y VPH 16 !ie hallan 

unido por est~ eLecto parece reftlOta. De cualquier forma, la 

clonaci~1 de segmentos pertenecientes a c-·111yc y VPH-16 es 

evidencia para afirmar que ambas secuencias se encontraban 

.;.dyi!.centes en el tumc:.r. As(, se realizaron dos modelos de 

¿ 

integracion en c-myc por el VPH 16 ( Fig. t~ l, en el que se 

propone la desregulaci~n de c-myc por la intervención del enhacer 

viral en la regiÓn promotora-reguladora del ~xon I de c-myc y la 

probable prod c.1cci~n de prote{nas virales transformantew por 

efecto aditivo de l".:Js promotores v irales y celLll'1res presentes. 



Fin. 15. Modelos de integraci6n 
-:-·mvr 0 n Pl tt•mr>r 6 8. A ) Ubi c ac i 6n 
r~l ~ rt6n ~ c-mvc. Bl Ubicacidn 3' ael 
r -mv r . Re~i~n~s resoonsi v ~s a E2 
transcrtpcionales virales y c elulares 
r r~ Rr+ividad ~ra" s f or mante ( E5 / E6 ) . 

ae1 v~H le> en e 1 oncoqene 
5 · del LCR de VPH 16 en 
9enoma vu· a 1 en r-elac. 1 ~11 "' 

1 ~2k~ 1. promotoreri 
< 1-· ¡, protei nas vl r al es 
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DISCUSION 

La activación de oncogenes celulares mediante la acci~n de 

secuencias virales o sus productos es un fenómeno ya descr-ito 

( Durst, 1987 ). Dac'a la alta corrE'laciÓn que existE' ent1-e- la 

presencia de secuencias vi r ales del •JPH 16 integradas al genoma 

celular c on la presencia d e carcinomas genitales e Gissman 1986; 

Lorincz , 1987 >, l o. posibilidad de una inter-relacibn v irus-r:~lula 

en el desarrollo de una malignidad se abre con int12resantes 

pe r- specti vas. 
, 

~l oncogene c-my r: se encuentra alterado en u n gr-? n numQro 

d .e malignidades 1 Revisado en Alitalo, 1987 1 , y ya que se 

~nc uentra relacionado con la pro~oci~n de 1~ replicación en 

' I celulas eucarioticas ! Iguchi - Ariga, 1987 1, es factible que su 

ac.tiv=ici;n de:.rre>(Julada promuev?. una proliferación descontrolada 

de 
I 

c c; l ul .as. 
I 

aun, e l hecho de que my-: d i~ rninuya 

1 I 
transcripcion cnn induc tor 2s de la diferenci'-'cion ( Polack, 

s u 

1987 

' , ' indica que l• cantidad del product c de c - myc pudiese 

detarminar en un mumento dadc. la gi:nesis de alguna ma.lignidad. 

La ~aracter{stica de los p apil Q~av ir us de posee~ 

tran&ac. t . i~adoras < E2 1 , si fuilarDs a las prDsentes en ot r os v irus 

de eucc.r ... "..lntes ( E< a.kE:'r· , 19'37b ; S¡:> ,e1 lholz, 1987; Thil?tTy, 1987 1, 

, 
»./ ) ?. de acl i ú:1;;:. iÓn de onc.ogencs c or1 la 

, 
i¡ ¡-,: C L\.. i ü11 · .. 1 .1. :"2.l ~ ... ; üd~.lcc i Ón 



propici a rla que e st a p r oduc.:: ion f Ll.E·s e con s t i. t u t i :/ a l lev ando as{ a 
, 

l.i a.::tivacion, tamb i é:i con s t i tut i "1<s, de C!11c ogenes c e lular· es 

responsivos a ella. 

No ob!>lante: lo anterior- , l as o b s e rvacion e:-s er1 cuanto a la 
, 

disrupcion de el ORF E2 de los pap i lomav.i rus humanos 16 y 18 por 

<?fecto de la integraciÓr1 en linea s celL<lan?s pt-oven ientes de CaCU 

( Schwarz,1~86¡ Baker, 1987a >, parecen apoyar el hecho de que 

.:¡ui z ~s la 
, 

produccion de otras prote!nas C E6 o E7 l, 

actividad de elementos viral e s cisac t ivadores s ean 

:- e:spun sabl e~ del proceso on..:ogéni co. 

o la 

los 

El cómo un virus es capaz de i ntegr arse a c - myc, y de que 

este 
. , 

fenomeno sea un hecho general iz ado s on materia de 

controversia. Una de las caracterí s t icas más int s res ant e s de este 

estudio, es el hecho de t¡L.e la integ r ac i ¿n s e llevC: a cabo dent r· o 

de una región involucrada frecuentemente con fen~menos de 

translocaciÓn ( V~r fig. l ) • De esta forma puede ser que la 

secuencia clonada se t rdte de u n r e ar reglo s ecundario a la 
, 

i n tegracion original, ya que e l hec ho d e que s e p r esenten v a r ias 

secu~ncia~ de myc y VPH 16 o n e l tL.mo i- T60 ( Ve1- fig. 3 

c:st.:.i> n o correspondan ni &n taina-no · ' ni en card cter1sticas de cor te 

d las de las sec uencias completas, ;,uyie,r en que d !gu 11c1 .:.lterac io'n 

la i ntegr ac i C::rt L'"J C ut- r i Ó muy ¡_, robabl E-merite c omo 

c onsecuencia de la misma. La ev i d enci.;i present a da i.>n este tr a b <.t jo 

it1Ll ii:a q c1e la i nleg rac i Ó1 ··, •l e · se~~enc i as derivad a s del VPH 16 se 

E•r1 c urcmt1· an a l red edor· d t:.11 p1· imer· u n tamaiio 

t.JC 



recombi ncici Ón pudiera propiciat· su transl ocaci on y/o 

éunplif1Lac1Ón, llevando consigo las secuencias adyacentes. 

Aunque la inserci6n de los papilomavirus en el genoma 

celular-· es de carácter aleator·io, la presencia de secuencias 

virales en las inmediaciones de c·-myc en un proceso canceroso 

rr.<.<n i f i 2s t a. E1!"l e l tLtinor T 68, deja entrever :a factibilidad de la 

As{, la c:isactivaci~n de oncogenes por secuencias virales. 

inserc:i~n d e la r egiÓn promotora y reguladora del papi l omav i r·us 

16 c. .:rc a de l e>:on I de c-myc puede desembocar en dos posibles 
, 

mE~ani bm0~ de carc inogenesi s ilustrados en la figura 15. 

Por un lado < Fig. 1Sa >, la inserción del LCR viral cerca o 

er1 ¿; l e:, or, 1 d e c-myc, puede propiciar la acti·•aciÓn del oncogene 

mediant~ 21 uso de los 4 promotores virales presentes en el LCR 

( P7 185, ? 7940 , PB9 y PL ) , 
, 

o la accion de l os elementos 

putenciadorcs ( enhancer responsivos a señales de 
, 

ragulacion 

tran sc. r i¡:, c i onal aparentemente comu nes entre eucariontes que posee 

1 ~2RE : ; e sto ll~v~r {a a que la lranscripci~n de myc se vier a 

a L.rnent oi.da al r·esponder a ;;us propias señal es de act i vaci ¿n con el 

efecto ad.tivo de los el~mentos de regulacion virales. Con u na 

u.a.yor pt' oducciC.:n de RNAm de my·c, la cantidad de su protelna 

pudiera ser mayor a l a no1· mal, promov erse una aceleradc, 

p roliferaci.;n c elular ~ue i mpedi r{a la diferer-,ciacion normal de 

la c{ l u l a i n fect ada, teniendo as { el d?sarrc!lo del tumor. 

Dad o a que el exon I de c-myc juega un papel en la 

que los ~ r cmctor es y P lemen t o~ cisreg u l a t o ri o s qt1e 

, ,. 
p r o picien la sabr FproducciQn de prote1nas vi~ales con u n concc ido 



ofecto tr-ans.f.ormante ( E5 , E6 o E7 ) , o bien que por efecto de la 

integr·aci·:>'n, el v it-us pierda su pr'=lpia regulc-.ciÓn i sea manejado 

por secuencias y/o factores regulatorios celulares. 

manera, la producci6n de proteínas virales se 
, 

ver1a 

directamente a la actl.vaciÓn de myc, posiblemente en el 

De esta 

asociada 

momento 

en quo la c~lula afectada se prepar a para dividirse < Fig. 15b J. 

Es decir, cada vez que la célula promueve la replicación de su 

ADN, nstar; produciendo una mayor cantidad de protelnas virales 

tnv1s-!'ormante<;. y asf, un proceso oncogé'nico tiene la oportunidad 

de desarrcllarse. 

A estas posibill.daes hay que añadir el hecho de que las 

secuencias estan amplificadas, es decir, eY.isten un gran ' numero 

de copias dentro del genoma celular, y as{ la cantidad de sus 

productos fuera quiz,;s mayor a lo que podría esperarse por lo ya 

descrito, o bien que sc; presentarse un ar-reglo de secuenciaS' 

virales orientadas en líne a e invertidas r-especto al sentido 

5" -~" de la tr1-°1 •"1SCr i peí c.~, .. Con el hec:ho de q•_,E· 1 as dos cadenas de 

c -myc son transcritas ( Kindy, 1987; 

propici a r que ambo$ e f e ctos de 

Nepveu, 1987 J, se 

/ 
i ntegracion 

, 

podría 

simult~neamante, dependiendo de la orientacion de la insercion. 

Esto e:.., que- si en di.~· l virus pt· opici:. la 

desrr~gulac:i6n de r: ·- myc en ~-u cadena con s e ntido, la cadena sin 

oncoge ne pod r {a promover 
, 

lo. tr·«nscripcion de las 

se~uoncias v irales qu• e s tuvieran i~vertidas, teniendo as!, ambos 

L"' p r· oduc: c: i C:n de p r·o tei nas hÍb r i das v i ra l e s - e el u l ares e s un 

·¡0 



embargo, el LCR de VPH 16 y el exon de c - myc son regiones no 

traducidas ( Aunque Gaz i n 19 86 I ' 1· e po1- t a la e x istencia de un 

p~ptido codificado por el ex on q1_1e de cualquier forma ea 

independiente a la protef n;a .nyc i ' osi no Ex i s te ev i den e i a para 

i;.ospechar la presencia. de produc tos hÍbridos . 

Desafort1..<n a d a menti:::, la d e lec iÓn comp r e ndida durante l e. 

clonaci6n nos impide conocer· con certeza c ual de las 

posibilidades descritas es l a c o rrect a . No obstante, 

definitivamente es factible el h ec ho de que l a 
, 

inse rc:ion 

' estudiada pudiese desembocar en el des a r r o llo d e un cancer y 

sienta un precede nte al estudi a r c on mas p r of un d idad otros 

tumores con car acterísticas s imilcires. 
, 

Con la clonac i on de fragmen t o s. a d yac e n t es d e VPH 16 y c - myc 

provenientes del tumor T68, e s posi b le af i rmar que estas 

sec uencias se i,oncontraban a sociada-=. e n e l g enoma del tumor y ésta 
, , 

""soc:i.:acion puede hipotetica.men te s e r c apaz d e ge ner ar un fenotipo 

t r· an:..for- ma.do, :.i.n embargo qued é< p u r· d e mostr a r la ;; ignificanc ia 

biol~ica de esta rel a cibn estructur al. 

No obstant .::·, el h ect .o d e que l a r elaci ~n e s tudi a da comprenda 

dos regiones de regulación gen~t ica dentro d e sus respecti vos 

de c - myc y LCR de VPH 16 >, da la pauta par a 
, 

profundi z ar en el estudio de la i n terrelacion a nivel estructural 

y f une i onal 
, , 

entre oncogen~s y vir u s e n e l c a nc e r c: e rv i co-uterino. 

7l 



GLOS:'~h I O 

' E.1zimas que c~t ~ ! ~ 2 an la for macicn de enlac~s 

f osfodiéstEr entre do~ E·xtre111oe. de ADt~, uno .:on un grt•.po 3' - 0H y 

~-1 •.; t r ·o c on el grupo :5' ·-P. 

,~ [:.j -J r ·o! i mera.sas. Er.zima.s e.u-ya funcion cons i ste en sintetizar 

nueva5 cadenas de ADN a partir de una cadena doble. 

, 
Con di e i ::in de f ~ter::"' 

. , . 
l c-n 1 r:? y temper· at ura 

, 
e 

, , 
t:oncentra.cion de formaimida en que se permite la hlbridizacion de 

mi~ma secuencia de nDN q u e los elementos de c~ntroJ < Promotore~, 

Potenciador·es, e tc. 

En donu . ...: l;;:úsa. . l'\DNi'.\sa que h i ctrolizc:. l"IOM 

ubican en lo5 ex tremo~. 

, 
R~!:ilriccion. Endonuc.l¡;.asas 

en 'SE'o:-11.enci i".!'- que no ;:.e 

secuencia-especÍfic~s-

Hidrolizan el ADN dejando extremo!¡ simétricoe ( Rasurados ~ o 
, 

u.simetr i cc-s 

Hibridi.zac:io'n. Enlace de cadenas 9enc:illas "f c:omplementaria!i de 



, 
~d ~c o de Lectura Abierta DRr l • P.eg i c.••• c omprendid a entre un 

'-ccon ..Je i11iciaci~n \ AUG , , 
, . 

y u r1 ccdac1 da lerffiir. ~~ i~11 ( Uf1G ) • 

J ;-,c. ogen.:.-. c-.! ter a di.'1 de pi·otconc og¡;.ne, 

gener almente a un prof.:eso canc:er·oso. 

, , 
:· 10.=-:;.iJu .. Cad c- r. L..-.. circu.la.1 · C?!{tract- umasC!md.l j¿) A::J.J, c:.011 . - .:.. '-1 ~ .:.. ..:c.~ üL 

y transc.r ipci~n autónoma. 

Pr c,motor· . Secuencia de ADN de cual SI? or· iyina la . 
transf.:ripcion. Se caractariz o por poseer 

' CAAT 'I TATA, que se. :.uµone ir1tervie~1e.1 en la union y all11 e amienlü 

de la ARN polimerasa. 

, 
F.=1y•o•1 Pol,;,nciaóora: Enha,·1cer ). 3ecuc;ncia J ~ AOt·l qL,¡¡; .. u.n2r1ta. la 

, 
tran : .c: ri pcion de un p rom0 t o r .:ll:lter11ii ; ,c.do, .i.r1d¡;;¡..;:;11d.i.Gn t2111"'nt~ de 

, 
s u di:.tancia u c·ri.e:·,tacio;i respecL ::i dt::l .- to:ilolcr. 

, 
Rep lic:on. Unidad de m~t~rial 

, 
gemetico con 

, 

, 
i n f c;r mac i un 

RegL•l a cion tr c.. 1::, .::ri¡;cio:1al de y~1as ubicados en 

' ' r ,. · a ¡ 1bfot n1aL J. l,..Ji 1. i-·erdida 

bacter i an-.s. 

. 
l él. ec;¡ul a.:i o;• r "-'íJI' uduc: l i "ª 

, 
celulas 
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Resistenci a. 

que pe:rmiten 
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Acet•to de Potasio 5M < AcE!ta to 3M l 

b :J ml de Acetato d..- Potas io 5M 

I 
11.5 ml de Acido Ac~tico Glacial 

28.5 ml de Ag ua . 

Ac1- : lamida 40 Y. 

19(; Q• de Ac.r i lami da 

lC gr de Bis-acrilamid~ 

Ii i sol ver c.on 5 0 0 ml de ag~a bidestilada. Es te ieacti ~o es 

naurotóx i co. u~ar guante:; y tap a boc¡¡,s µ1 a r 1r1aoe j :;.t l ".:i . 

Ar.. :~ s.c;ücél.dú de e~perm<i é e salrr.~~ 10 mg/ml 

Agitar abul l i e i '5n la cantida d de ADN 

AJust ar a pH ~.~. Esterili z iilr µor a utoclave. 

o 
Al ic.uotar y almacenar a ·-2 0 C. 

e o s eada. en agua 
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Bn:imun:i d e Et i di~ 10 mg / m! 

1 g r de r.r omur·o de Etidia 

l OO ml de Agua bidestilad~ 

ac. li vo. MarH: jar con guantes y t apaboc as. 

Cloi-G<nfen~col 3 -", mg / ml 

Di sol v e ; l a c.;v1t i d a.d desead a en c: t an ol d.bsolut c;, . A lma cen a r a 

o 
- 2 0 c. 

DTT 11"1 

2 0 ml de Acetato de Sodio 0 . 0 1M pH 5.2. . , 
Almacenar a - 20 C. Mu y volatil 

EDTA 0.5M 

16 S. 1 gr· cOT!'t di b.Í:.i co 

60C ~l d ~ a yud b idesti lada 

;:,~ itar· y ajus tar a pH 8.0 c o n Na. OH p &ra di c;;o l ·1er . Autoclavear. 

, 
Sol uc i en Der h a1 ·dt 5C X 

5 y r Fi c..ol l -'l:<1 

5 g r Poli 1i nilp i rrolidona 
, 

5 yr i'\ lbu.fot¡ ¡,a E&í i c.c; [-!ov~ r-, a C P~r.t;~:-< -=r ·ar:c:on •.J ) 

Disol ver un 500 ml de agua bid~stil ?da . Filt r a r por Mt llipore 

o 2::, ,... 
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'.3olu;: iÓ11 S ,al i n a-Citrato 20X 

175.3 gr dE Cloruro de Sodio 

98.Z gr Citrato de Sodio 

: i ~cl ver en BOC ml de agua bidestilada. Ajustar a pH 7. 0 . Aforar 

a 1 !l y l:)sti¿rili:::ar por autc.::clc:sve. 

Solu.ci~n Tris-Boratos EDTA 1CX TBE > 

108 gr Trizma-b~se 

~5 gr- Acido b~rico 

6. 7Z g1- EDTA 

Disol,' er- en 8(10 rr.l de a gua bidestilada y <:·d c<star a. pH 8. Afor ar a 

1 l t. 

, 
Solucion Tris-EDTA 10X TE 

50 1111 de Tri;¡¡··HCl 1M pH a.o 

i O ml d~ ELT~ 0.5M 

r.nadir agu<s bidestilada cbp ~00 ml. 

Tet~a~i~lina 12.5 mg/ml 

guarJ•1- a -20º C sn ol>sc.ur ·idad. 

T: i s - HC l Hl 

3CG ml de agua b i Jes t il 2 cta 
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