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I. INTRODUCCION : 

A. CANCER. 

1. Generalidades:  

El cáncer parece ser una enfermedad tan antigua como lo 

es la vida misma. Son testimonio de ello los tumores en-

contrados en los huesos de fósiles de dinosaurios o en las 

momias humanas descubiertas en Egipto y en Perú. El 

nombre de cáncer se inspiró en la observación de tumo-

res de mama que, al crecer, toman la forma de un cangre-

jo, según explica Galeno ( 131-203 a. C.) en su tratado 

Dillaltionea Médica*. 

El cáncer es un conjunto de desórdenes celulares caracte-

rizado por la proliferación celular Incontrolada; su estudio 

y tratamiento han sido siempre, objeto de gran interés en 

todas partes del mundo ( 17,20 ). 

El origen de las células tumorales se encuentra en una so-

la célula que sufre cambios genéticos permanentes. La 

característica fundamental de la célula cancerosa, es la 

pérdida de la capacidad de controlar su crecimiento y divi-

sión; las células malignas se dividen cuando y donde no 
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deberían hacerlo, siendo el resultado de su proliferación 

desorganizada, la formación de un tumor (74). 

El desarrollo de un tumor maligno Involucra alteraciones 

complejas ocasionadas por factores exógenos y endóge-

nos; los estímulos endógenos pueden ser gen.ticos, hor-

monales o Inmunológicos, mientras que los exógenos in-

volucran una amplia variedad de elementos ambientales, 

tales como estímulos químicos ( sustancias carcinogéni-

cu), físicos (luz ultravioleta) y biológicos (virus). 

Loe procesos tumorales pueden presentar diversas mani-

festaciones clínicas pero se considera que todos ellos 

tienen causas comunes que los desencadenan. A nivel 

molecular, dos de los factores mita importantes que inter-

vienen en la carcinoglinesis son los oncogenes y los virus 

(U). 

En cualquier parte del cuerpo pueden originarse grupos 

de células que proliferen de forma anormal; de ellos, los 

que no pueden Invadir los tejidos vecinos y permanecen 

estrictamente localizados reciben el nombre de tumores 

benignos mientras que los que se diseminan desde *Hogar 

de origen pudiendo alcanzar el torrente sanguíneo y el 

sistema linfaUccr, reciben el nombre de tumores malignos o 



cánceres. 

Los distintos tipos de cáncer se clasifican principalmente 

de acuerdo con el órgano o tejido en el que se originan 

y el tipo de célula a partir del cual se forman; se clasifican 

•n tres extensos grupos: carcinoma^ sarcoma, y Moca-

misa (74). 

Los carcinomas se originan en los epitelios, capas de célu-

las que recubren la superficie del cuerpo y tapizan las 

diferentes glándulas; son los más frecuentas y constituyen 

un 00% de los cánceres. Por lo general éstos son tumores 

que ocurren a edad avanzada y cuya frecuencia puede 

Incrementarse hasta mil veces entre los veinte y los se-

senta altos de edad. Entre ellos los más comunes son los 

que afectan al pulmón, al Intestino grueso, a las mamas 

y al cuello uterino. 

Los carcomas, mucho más raros, se originan en las es-

tructuras de sostén, como el tejido fibroso y los vasos san-

guíneos. Las leucemlas y los lintomas, s• originan en las 

células hematopoyéticas de la médula Ósea y de los lin-

fonodos (20,74). 

Hoy en día, el cáncer constituye una de las 6 primeras cau- 
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sas de defunción, tanto en países Industrializados como 

aquéllos •n desarrollo; sin embargo se ha observado que 

las formas predominantes de cáncer varían de un país a 

otro, o bien siguen una tendencia diferente. Así, por ejem-

plo, en Estados Unidos los tipos más comunes de cáncer 

son los de pulmón, el colorrectal y el de mama, en tanto 

que en México predominan las leucemias, los Síntomas, 

los cánceres de próstata, pulmón y estómago, el cáncer 

de cuello uterino y el de mama (1114,77). 

2. Base molecular del cáncer: 

Un tumor maligno es, como ya se mencionado, un gran 

conglomerado de células que crecen sin control, descen-

dientes todas ellas de una sola célula. 

Esta célula original era antes normal, pero sufrió un cam-

bio critico y como resultado del mismo, empezó a dividirse 

y a proliferar sin control. Esta única célula generará millo-

nes de células igualmente alteradas que constituyen la 

masa tumoral. En los cromosomas de estas células tuino-

ralea se han encontrado genes implicados en el desarro-

llo canceroso, llamados oncogentor, las proteínas para las 

que codifican sufren cambios (como tosforilacIón), oca-

sionando alteraciones que dan lugar a la conversión de la 
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célula fundadora normal en célula cancerosa (74). 

Otros genes sufren modificaciones ( mutaciones ), dando 

lugar a alteraciones que conducen a la formación de tumo-

res; a éstos genes suele llamárseles proto-oncopénéa (74). 

En la mayor.* de los casos 00 se tiene Idea de cómo estos 

genes contribuyen al proceso canceroso, pero se puede su-

poner que codifican para proteínas implicadas en la regula-

ción del crecimiento celular. 

Existen además otro tipo de genes, los denominados ~ti-

onctopowa, que codifican para proteínas que regulan la 

función de los oncogenes y que tienen la característica de 

ser supresores tumorales, pues participan de alguna ma-

nera en la regulación de la prolifereclOn celular; los más 

conocidos son Rb y p53 (74,96 ). 

3. El cáncer cárvico-uterino (CaCU): Aspectos generales, 

En todo el mundo, el cáncer del cuello uterino (CaCU) 

representa un Importante problema de salud; se estima 

que cada ano se diagnostican 500,000 nuevos casos, de 

los cuales mueren el 45%, por lo que ocupa el segundo lu-

gar como causa de muerte por neoplasia, entre las muje-

res y es rebasado sólo por el cáncer de mama (13,133). 
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Entre los palees Industrializados y los no Industrializados , 

la prevalencia de esta enfermedad es muy diferente, pues-

to que el número de casos en éstos últimos es de cuatro a 

ocho veces mayor. 

En los palees desarrollados el CaCU tiene el segundo lugar 

en frecuencia de cáncer en mujeres (7%), después del 

cáncer de mama (22%), mientras que en los paises subde-

sarrollados sucede a la Inversa: el cáncer de cervix es 

el tumor que con más frecuencia se presenta entre la po-

blación femenina (24%) y el de mama ocupa el segundo lu-

gar (16%) (04). 

Debido a la aplicación masiva de campanas de detección 

oportuna del CaCU y a los avances terapéuticos en esta 

área, en los pelees desarrollados se ha logrado una dismi-

nución notable en la tasa de modalidad de este padeci-

miento en los últimos 20 anos, pero entre las mujeres jóve-

nes, se ha Incrementado la incidencia del carcinoma 

alto que se considera la lesión precursora del CaCU (34 

36,67). 

El CaCU en México constituye también un problema de sa-

lud Importante, ya que representa el 20% de todos los cán-

ceres y el 31% de los cánceres que afectan a la población 
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femenina, ocupando el primer lugar en Incidencia y morta-

lidad (77). 

Según datos registrados en la Dirección General de Epide-

miología ( Secretaría de Salud, 1991) y en el Instituto 

Nacional de Salud Pública (1993), en relación a otros pai-

ses de Latinoamérica, México ocupa el tercer lugar en ta-

sa de mortalidad por CaCU. La tasa de mortalidad nacio-

nal es de 9.5 por cada 100,000 mujeres, sin embargo, 

existe una gran variabilidad geográfica y regional en loe 

diferentes estados de la república. Por ejemplo, en Yuca-

tán y Nayarit ea de 19.2 y 17.6 por cada 100,000 mujeres 

respectivamente, mientras que en Chihuahua y el Estado 

de México es de 4.6 y 4.1 por cada 100,000 mujeres res-

pectivamente. 

En la ciudad de México cada albo se presentan 8,600 nue-

vos casos, la tasa de mortalidad por cáncer de cárvix es 

de 11 por cada 100,000 mujeres y se calcula que la tase 

de incidencia en mujeres mayores de 26 ellos, es de 116 

por cada 100,000 mujeres (77). 

Todo parece Indicar que las lesiones preinvasoras del 

cuello uterino son parte del mimo padecimiento. Dichas 

lesiones se presentan como una serle de cambios que 
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generalmente comienzan con una lesión bien diferenciada 

(Neoplasia Intraspitelial Cervical I -CIN 1- o ~plasta leve), 

pasan por una fase menos diferenciada (CIN II o "Oasis 

moderada), luego una lesión Intraepitelial indiferenclada 

(CIN III, la clásica displasla gavera o carcinoma In altd), 

terminando finalmente en carcinoma Invasor (en diverso* 

estadios) cuando las células del epitelio cervical han 

atravesado la membrana banal e Invadido el tejido subya-

cente (67). 

Desde el punto de vista clínico, los carcinomas Invasores 

se clasifican en 4 estadios dependiendo del grado de Inva-

sión, empezando por el estadio I en el cual el cáncer ha In-

vadido hasta 6mm más allá de la membrana banal, hasta el 

estadio IV, donde hay metástasis en otros tejidos. Desde 

el punto de vista morfológico, los tumores invasoras se 

clasifican en: apidennoldes (queratinizantas y no guara-

tinizantes), adenocarcinomas, adenoescamosos y células 

pequeñas de origen neurcendócrino (67). 

Comunmente toda esta gama de lesiones presentan altera-

ciones del fenotipo celular ( alargamiento nuclear, hipar-

cromatismo, plsomorfismo, pérdida del relieve celular, 

cromatina gruesa o burda y principalmente, mitosis anor-

males ), de la arquitectura celular ( lo extenso de esos 
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cambios de la superficie del epitelio al tejido subyacente) 

y del contenido del DNA celular (aneuploidia), siendo ma-

yores las alteraciones conforme las lesiones son mas avan-

zadas (70). 

Estas lesiones se Inician en la unión escamocolumnar de 

la zona de transformación del epitelio del cérvix, gene-

ralmente como lesiones unifocales y permanecen confina-

das a ese sitio durante la fase intraepitelial (16). La Inva-

sión puede ocurrir en cualquier fase del CIN, pero es más 

posible que ocurra en el CIN 111. 

En ocasiones, las lesiones prslnvasoras regresan o perma-

necen Inalterables durante toda la vida, y sólo cierto por-

centaje progresa a CaCU: 7.6% de CIN 1,16% CIN 11 y 25% 

CIN 111 ( 70 ), lo cual muestra que la evolución a estadios 

Invasores no es Inevitable y depende del sistema Inmune 

del individuo. El tiempo de evolución de las lesiones que 

progresan de CIN 1 a CIN III, y de éste a carcinoma Inva-

sor, es muy variable, generalmente entre 10 a 20 anos, 

siendo la edad promedio de las mujeres que presentan 

CIN 1 y carcinoma Invasor, de 26 a 60 años respectivamen-

te ( 35 ). 

El desarrollo del cáncer Invasor puede prevenirse al naif- 
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zar la detección, el diagnóstico y la erradicación (con 

tratamientos clínicos como la quimioterapia), de las lesio-

nes precursores. 

Existen estudios que muestran que algunas enfermedades 

transmitidas sexualmente, pueden jugar un papel importan-

te en el desarrollo de esta enfermedad, además el compor-

tamiento sexual está altamente relacionado con el riesgo 

de las mujeres a desarrollar neoplasia cervical (12,20). 

Factor** como si Inicio de vida sexual a temprana edad, 

múltiples compMsros sexuales, contacto sexual con un 

individuo cuya pareja haya estado previamente afectada 

por cáncer cómico-uterino, compañero sexual con expe-

riencia con varias mujeres, aunado a enfermedades ve-

néreas y compañero sexual con cáncer de pene, han sido 

bien documentados como factores determinantes en si 

desarrollo de CaCU. Los casos de cáncer que se de- 

san 	donde su unen los dos tipos de epitelio, el ando-

cirvix y el cuello, están asociados a una higiene sexual 

deficiente (25,73,82). 

Numerosas observaciones clínicas y estudios epidemio-

lógicos sugieren además, que un factor varal, transmitido 

sexualmente, está involucrado en el desarrollo dei CaCU 
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(12). Diversos virus han sido detectados como agentes in-

fecciosos asociados al CaCU principalmente, el virus del 

herpes simple tipo II y más recientemente, los virus de 

papiloma humanos (98). 

Sin embargo, desde hace algún tiempo han surgido evi-

dencias experimentales que Indican que el virus del her-

pes no es el principal candidato etiológico del CaCU (50, 

COMO). 

El aislamiento del DNA del HPV tipo ti de un condiloma acu-

minado, constituyó un gran avance respecto a la asocia-

ción entre HPV y CaCU (32). La aplicación posterior de 

nuevas instodologies de la toponimia genética y de la bio-

logía molecular, tales como la donación genética y la hi-

bridación del DNA, permitieron aislar e idenUfIcar, de neo-

plasia* genitales, muchos otros tipos de papilorms (34, 

35). 

De todos loe tipos de HPV, sólo algunos de ellos (6,11,11 

11, 31,33 y 36) se han encontrado frecuentemente en tu-

mores de la región genital. Los tipos 6 y 11 se han encon-

trado en aproximadamente el 00% de las lesiones benig-

nas, en 26% de las lesiones precancerosas y muy raramen-

te (2%), en las lesiones cancerosas. En 00 % de los 
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carcinoma. Invasores se han encontrado los tipos 16, 

18, 31, 33 y 36, siendo los más frecuentes los tipos 16 

y 16 (encontrados en 6040% de los casos; en general, el 

tipo 16 es 3 veces más frecuenta que el tipo 18) (7,10, 

32). 

Ea interesante hacer notar que varios grupos de investiga-

ción, mediante hibridación kr sito, han detectado la pre-

sencia de HPV de los tipos 16 y 18 en el 540% de las cacolo-

gía. normales (61). 

Mediante estudios de seguimiento, se observó que la histo-

ria natural de las lesiones del cérvix varía de acuerdo al 

tipo viral que presentan inicialmente: el 46% de las lesio-

nes con HPV-16 y el 27% con HPV-111, progresaron hasta 

carcinoma Invasor, a diferencia de las que contienen 

HPV-6 y 11 que excepcionalmente lo hicieron (76,91). 

Se han hecho avances Importantes pare entender tanto la 

Interacción papilomavirus-célula huésped, como los meca-

nismos involucrados en el desarrollo del CaCU. Estos des-

cubrimientos son de gran Importancia para la creación de 

nuevos métodos de diagnóstico y terapia de este padeci-

miento. 
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B. VIRUS DE PAPILOMA HUMANO (HPV). 

1. Características generales:  

El virus de papiloma humano, pertenece ala familia de los 

Papovavirus, la cual está compuesta de 2 géneros: 

Polyoma virus y los virus de papiloma. 

Los HPV se han aislado de verrugas y biopsias de tumores 

humanos, de los que pueden obtenerse grandes cantida-

des de partículas viraba; sin embargo por mucho tiempo 

se ha intentado sin éxito, establecer un sistema de cultivo 

de células para poder crecer el virus de papiloma. 

Dicho fracaso se debe a que la expresión del genoma del 

HPV es muy especifica y muy restringida a los queratino-

altos, a los que ha sido dificil diferehciar In vitro. 

Los virus de papiloma son especifico:, para la especie y el 

tejido que infectan y tienen un tropismo preferencial por 

las células @Oblides escamosas (93). 

2. Constitución; 

Los *iones de los HPV están constituidos únicamente 

por DNA y proteínas; el DNA de doble cadena, está cova-

lentemente cerrado y es circular, el poso molecular estima- 
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do por su movilidad electroforética es de 5x10•Daltones, 

lo que corresponde a 8,000 pares da bases aproximada-

demente. Mediante microscopio electrónica se ha deter-

minado que el diámetro de las partículas viraba es de 50-

55 nm (93). 

El agrama vira' se encuentra compactado con hIstonas, 

formando nucleosoones y encapeidado en virlones icosaó-

dricoe con 72 cepsómeros. Loe virlones de diversos tipos 

de HPV analizados en geles de pollacrileonkla-808, mues-

tran una proteína mayoritaria de la copside de 67 kDa y 

dos minoritarias de 63 y 43 kDa (33,65,93). Los giman.* 

de los HPV han sido secuenciados y muestran una alta 

similaridad, con una homologla de DNA entre ellos que 

va desde e146% al 66% (13,31). 

Sus genes están codificados en una sola de las cadenas 

de DNA, lo cual indica que la transcripción es unidireccio-

nal. Esta cadena codificadora contiene 6 genes; de ellos, 

• son designados como tempranos (E) y 2 como tardíos 

(L). Los primeros codifican para proteínas relacionadas 

con la replIcación (E1), transcripción (E2) y transforma-

ción celular (ES y E7); los segundos codifican para pro-

teínas de la clpside (L1 y L2) (31). 
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El genoms vira! contiene una región de control o promotor 

(LCR) de aproximadamente 1,000 pares de bases de ONA 

(1 Kb), sin ningún marco de lectura abierto (ORF, por sus 

iniciales en inglés) importante. En esta promotor se han 

Identificado secuencias estimuladoras y represoras de la 

transcripción vira!, así como el origen de la replicaclán 

(Figura A). 

3. Genes de los virus de papilomaí 

La tabla No. 1 (0) muestra las principales características 

de los genes de los virus de ~loma: 
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Tabla No. 1 

PESO DE 	 FUNCION DEMOSTRADA 
LA 

GEN PROTEINA FUNCION 	 EN 

El 

E2 

E4 

E5 

El 

E7 

Ll 

t2 

Mi ■ 72 ktia R*010.01611. 

44 kDa 	Regulador 
&enserio-
(dona'. 
Replicación. 

17 kDa 
	

Maduración 

7 kDa 
	

Traenforma- 
cibn. 

18 kOs 
	

Transforma- 
ción. 

111 kDa 
	

Activador 
&armee». 
cional. 
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FIGURA A. rapa genético del virus de papiloma huma-
no tipo 15. El ganoma circular de ONA de doble cade-
na, contiene 7537 paree de bases; posee 7 regiones de 
expresión temprana (E) y 2 de expreelOn tardía (t.), ade-
mas de una región de control o promotor (LCR) que 
contiene los elementos regulatodoe de la transcripción 
temprana y el origen de la replloaolion vlral (30). 
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Gen E2: El producto de este gen es un transregulador de 

la transcripción temprana, que se une al DNA y reconoce 

especificamente la secuencia palindrómica ACCG-NNNNN 

N-COOT (sitio de unión de E2). Dicha secuencia se en-

cuentra repetida varias veces en el LCR de todos los HPV 

secuenciados hasta ahora (22, 33). 

La proteína E2 se une a su sitio de unión en forma de dime-

ro y está compuesta de 3 dominios: A, 13 y C (Figura B). 

Varios trabajos han descrito que esta proteína activa fuer-

temente la transcripción de los LCR de diversos tipos de 

promotor en bovinos y en menor grado, la de algunos pro-

motores que no contienen su secuencia de unión (36, 37, 

N, 67, 92). 

din embargo, se encontró que el promotor que regula la 

expresión de los genes E6 y E7 en el HPV-18, es fuerte-

mente reprimido por la protelna E2 en células 8W13 o en 

queratinocitos humanos (8). 

Esto se debe básicamente a la posición en que se encuen-

tren localizados los sitios de unión de E2 con respecto a 

la caja TATA. Por ejemplo, de los tipos de HPV que colo- 

nizan los genitales 	11, 16, 10 y 33), estos sitios se ubi- 
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FIGURA B. Proteína EL Esta proteína está compuesta de 3 
dominios (regiones A. Ei y C); en la parte inferior se mues-
tra un modelo de la estructura de E2 deducido a partir de 
estudios funcionales y estructurales. Probablemente, los 
dominios A y C son globulares y se encuentran separados 
por una bisagra flexible (dominio 6). El dominio A contiene 
2 hélices alta (Al y A2); el dominio C está Involucrado tan-
to en la unión al DNA, como en el proceso de dimertraciOn 
de la proteína (30). 
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can a menos de 70 paree de bases arriba de la caja TATA 

en la región promotora proximal del gen ES. Por el con-

trario, en otros tipos humanos y animales ( BPV-1, CRPV 

y DPV ), el sitio más cercano al promotor ES está a 140 pb 

de la caja TATA (29,30). 

Genes ES y E7: Las proteínas ES y E7 han sido Implicadas 

en la inducción y el mantenimiento del estado transformado 

en células que contienen secuencias de HPV. Estas pro-

teines han sido encontradas en el núcleo de las células In-

fectadas. Además ambas proteínas son transactivadores 

transcripcionales. El gen ES codifica para una proteína de 

21 ktia, la cual se ha encontrado en el núcleo y en la mem-

brana plasmátice, y tiene una gran afinidad por el DNA. 

Se ha demostrado que la protalne El del HPV-16 y HPV-111 

interactúa con la proteína codificada por el gen supre-

sor p63; existen además evidencias que Indican que ES 

pudiera promover la degradación especifica de p63 por 

medio de le vía de la ubiquitina (3,24,46,67,76,91). 

La proteína E7 es una tosfoprotelna de 911 aminoácido* 

(14 kDe) localizada en el núcleo y el citoplasma celular, a 

la cual no se le ha encontrado una función enzimátice in-

trIneece. Se ha sugerido, que su mecanismo de acción 

involucra la interferencia de la función de la proteína Rb 
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(anta-encogen), en el control de la proliferación de las cé-

lulas normales. La unión de E7 a la proteína Rb pudiera 

explicar su función de transactivador transcrIpcional (811). 

Contrariamente con lo que sucede con los genes El y E2 

( ver 'Posibles mecanismos de transformación por HPIP ), 

los genes E6 y E7 no se destruyen durante la Integración 

del DNA vira! al germina celular (75). 

LCR: Se localiza entre el inicio de la reglón temprana y el 

fin de la región tarda; el extremo 5' de la cadena de DNA 

incluye un dominio abundante de guaninas y Devanas, en 

virus genital*, y rico en *denlas y tlminas en otros virus; 

este dominio contiene las ~e de polladenitación de 

los transcritos tardíos (31). 

En el extremo 3' al final del promotor LCR se encuentra 

la región más conservada y contiene los sitios de unión de 

la proteína E2, que se encuentran localizados de una mane-

ra particular en el LCR de los tipos genitales; estos LCR 

presentan un doble sitio perfecto de unión justo arriba de 

la caja TATA. La región central del LCR, es la más varia-

ble ( Figura C) (30). 
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Organización General de lo Región Control de 
algunos Papilomovirus Humanos 

GT 	
a 	 n aleen V 	i6 ,18 , 33 

Pa 

GT 
abril 	6, II 

Pa 

AT 
n a an11 n 	I ( 6,C,V) 

PA 
• ACCG•N4•CGGT 	CI Cojo TATA 	O Variaciones de • 
• Cojo CAAT 	Ir Inicio Transcripción pA Senates de pot iodwilocrón 

FIGURA C. Organización general del promotor (LCR) de 
algunos tipos del virus de papiloma humano. Se muestren 
los sitios de unión de la proteína E2, los cuales se encuen-
tran localizados de una manera particular en el LCR de los 
tipos genitales, ya que éstos presentan un doble sitio de 
unión Justo arriba de la caja TATA. La región central del 
LCR es la mM variable y existe un fragmento presente Gni-
eminente en loe tipos genitales (30). 
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4. Posibles mecanismos de transforTnación por HPV; 

A pesar de que el posible papel de los virus de papiloma 

en la Inducción de cáncer cérvico-uterino fue sugerido 

hace más de le anos por zur Nauseo (07) todavía no se 

sabe cómo, ni en qué momento. el virus transforma a la cé-

lula. Be sabe que los HPV4 y 11 se encuentran en estado 

episomal en las lesiones benignas y precancerosas; los 

HPV le y le se encuentran Integrados al genoma celular 

en las lesiones cancerosas y generalmente están amplifi-

cados en unas 60-200 coplas por célula. Esto parece indi-

car que la Integración de los tipos 10 y le está relacionada 

con el proceso de onalignización de las células normales 

o la progresión tumoral (30). 

La Integración del genoona viral al gamma celular, gene-

ralmente conduce a la pérdida de una región *al que In-

cluye los genes El y E2, lo cual elimina el control nega-

tivo (unión al LCR) que el producto del gen E2 puede ejer-

cer sobre la expresión de los genes El y E7. La expresión 

continua de estos genes provoca el crecimiento Incontro-

lado de las células tumorales (9). 

Por otro lado, parece que la pérdida del gen E2 y la libre 

expresión de los genes El y El, no es el único mecanismo 
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de transformación celular, pues parece ser que ocurra 

también la activación de proto-oncogenes celulares en po-

sición els, debidas a la Inserción de secuencias virales 

cerca de dichos proto-oncogenes (1127), así como lesio-

nes glinicas sucesivas. 

el el cáncer genital resulta además, de la falla de los meca-

nismos celulares que controlan la expresión de los genes 

virales persistentes, aparte de una Infección por HPV se 

requiere de otros agentes que lesionen el ONA celular co-

mo se el caso de los co-carclgénlcos (virus del herpes, 

enstabolitos inutaginicos del cigarro e inflamaciones cró—

nicas de los genitales) encontrados en estudios epidemio-

lógicos; ésto podrir' explicar los grandes períodos de la-

tencia entre la Infección primaria por el HPV y el desarro-

llo del tumor, y por qué el cáncer de cérvix se desarrolla 

sólo en un cierto poniente> de los Individuos Infecta-

dos (30). 
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C. VIRUS DE LA VACCINIA. 

1. Características generales; 

El género Ortopoxvirus de la familia PoxvIridae, compren-

de un grupo de virus bastante relacionados, los cuales 

son: si virus de la viruela de los monos (monkeypox virus o 

MPV), el de la viruela de las vacas (cowpox virus o CPV), el 

virus de la viruela de los conejos (rabbitpox virus o RPV). 

ectromella (virus de la viruela de los ratones o mousepox 

virus), el virus de la valida (humanos) y el virus de la 

vaccinla. 

Estos virus poseen una morfología similar, con genornas 

de DNA de doble cadena, de aproximadamente 200,000 pb 

de largo (125,000 110a); todos ellos se replican en el ci-

toplasma y no en si núcleo de la célula a la que infecten y 

algunos utilizan las alabases señales de regulación trans-

°Opcional que las células sucariotas. 

Dos miembros del género que no existen ya en la naturale-

za y con los que estarnos más familiarizados son: si virus 

de la varices (agente etiológico de la viruela humana), y el 

virus de la vaccinla (prototipo de los poxvirus) (64). 

Este último se usó como vacuna viva contra la viruela. Su 
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origen es desconocido y hay quienes proponen que se pu—

do haber derivado de la viruela de las vacas, de la de loe 

caballos o de la humana (por adaptación a los animales, 

por hibrldización con la viruela de las vacas o por cambios 

en los pasajes brazo -a-brazo, al vacunar contra esta enfer-

medad en el siglo XIX) sin umbargo a ciencia cierta, no se 

conoce su origen (de). 

La partícula varal de vaccinla está compuesta de una bica-

l* Npoprotélca que envuelve a un atore" bicóncavo, el 

cual tiene una estructura de función desconocida, deno-

minada cuerpo lateral, en cada concavidad. El genoma, 

que está localizado dentro del 'core", consiste de una mo-

lécula lineal de DNA de doble cadena, que contiene aproxi-

madamente 1115,000 pares de bases. Los extremos del ge-

noma están covalentemente unidos en forma de horquilla, 

convirtiendo a las dos hebras de DNA en una molécula 

continua (4). 

En lugar de hlstonas, existen proteínas virotes que se unen 

fuertemente al DNA y aparentemente ayudan a mantenerlo 

compactado (43). 

La mayoría de loe genes esenciales se encuentran en la 

región central del gamma, la cual se encuentra altamente 



conservada entre los poxvirus; los genes que no son 

esenciales para la replicacIón en cultivo celular y aque-

llos Implicados en el rango de huésped, se encuentran 

cercanos a los extremos del genoma (25). 

El genoma de vaccinia codifica para un número estimado 

entre 150 y 200 proteínas, lo cual puede atribuirse a la 

aparente ausencia de intrones, secuencias cortas de los 

promotores y al tamaño (relativamente pequeño) que pre-

sentan algunos marcos de lectura abierta (u ORFs). Al 

transcribir** las dos cadenas de DNA del genoma, se ob-

serva de manera poco frecuente, la sobreposición de los 

marcos de lectura abiertos (56). 

Por otro lado, el virlón consta de un gran número de poli-

pépticlos; más de 100 de ellos han sido identifIcados me-

diante electroforesie bidimenslonal en geles de poliscrila-

mida-8D5• incluyen tanto proteínas estructurales, como 

enzimas Involucradas en transcripción y modificación de 

mRNA (II). 

Hasta el momento han sido aisladas varias enzimas del 

virus de vaccinla de las cuales, algunas son brevemente 

descritas a continuación: 

- RNA polimerasa dependiente de DNA: Enzima codificada por 

31 



el virus, con un peso molecular aproximado de 500 kDa. 

Algunos de sus polipéptidos identificados tienen pesos mo-

leculares de 147, 132, 34, 22, 21, 20 y 17 kDa. La en-

zima purificada es capaz de transcribir sólo DNA de una 

cadena requiriendo, para asta actividad, M'Osen lugar de 

Me (km». 

- Complejo enzionlitico, aislado de las partículas de virus: Cons-

ta de dos subunidadas (una de 97 y otra de 33 Odie) y 

presenta actividades de RNA &Mistabas*, de RNA guaniiii-

Vencierasa y de RNA guann-7-inetiltransferasa. Este com-

plejo es el encargado de la instilación y la formación de 

la estructura Cap de los ovoRNAs de vaccirila (411,51). 

- Poll(A) polimerasa: Contiene 2 subunidades de 55 y 33 kDa 

y fue aislada del °core" del virus; su peso molecular es de 

80,000 k0a. La enzima purificada trabaja mejor con Mn' 

y se ha visto que adiciona residuos Mondados a los extre-

me 3' de polirribonucle6tidos sintéticos y a fragmentos 

de RNA o da DNA (66). 

- Nuckoósido trifosfatasas DNA-dependientes: Existen varios 

pollpéptidos en el °coree del virus que presentan esta ac-

tividad, siendo los principales dos de ellos cuyos pesos 

moleculares son de 61,000 kDa (conocido como Nucle6- 
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sido Tritosfato Fosfohldrolasa 1 o NPH I) y 68,000 Kb 

(NPH II) (62). 

- DNA topolsomersea: Polipéptido de 314 aminoácido., es 

capaz de relajar las cadenas de DNA en ausencia de un 

co-factor energético y existen evidencias de que esta enzi-

ma es esencial para el virus. Probablemente esté implica-

da en el empaquetamiento del DNA o en otras funciones 

no relacionadas con la transcripción(6). 

- Enzimas adicionales: Otras enzimas presentes en el °core 

de vaccinla son: una proteln-cinese cuyo peso molecular 

es de 62,000 kDa y que fosforile residuos de serlos y treo-

aloa de 2 proteínas aceptores de fosfato (de 11.7 y 38.6 

kW), alelados de los virlones de veo:cinta (41). 

Encotrainos también, una enzima asociada al virión con 

actividades de desoxirdbonuoleasa y ligaba (84). Se han 

reportado algunas otras actividades enzimaticas presen-

tes en extractos del sicore" de vaccinla que nunca se han 

purificado o caracterizado y que Incluyen actividades de 

cimas Illosfato pollnucleótldo, endorribosniclease y pro-

base alcalina (2, 410, 88). 

Además, también ha sido posible el aislamiento y purifica-

ción de problema conocidas como factores de transcrip- 
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ción (que se clasifican en tempranos, intermedios y 

tardíos, en base al tipo de promotor que transcriben) 

mediante el paso de extractos citoplásmkos de células 

Infectadas a través de columnas de foefocelulosa y conse-

cuentes pasos de elución. Tal es el caso de los factores 

VETF (Vocea,» Early TraaacrIptIon Factor), vrrF-1 

(Vaco!~ latarmadlats Tranacdption Factor I) y VLTF-1 

(Vaca!~ Lata TranecrOption Factor " entre otros (14, 

42,53). 

2. Ciclo reproductivo del virus dele vacciniaz 

Los principales eventos en el ciclo reproductivo de ~ci-

nta incluyen la adsorción y penetración del virus en la cé-

lula huésped, la expresión regulada del germina, la replica-

alón del DNA, el ensamblaje del virión y la diseminación 

del virus (53). 

La entrada del virus de vaccinia en el citoplasma, involu-

cra la fusión de éste con las membranas celulares y su 

consecuente internally/410n (19,21 ). Concomitantemen-

te, ocurre la liberación de foefolípido y del 60 % de la 

proteína del virIón (39), dejando el °core" del virus libre 

en el citoplasma (donde tendré lugar la transcripción) 

(69). 

34 



Estudios de hibridtzación DNA-11NA Indican que aproxima-

dominante el 60% del genoma se «presa en esta etapa 

pre-replicativa (60). Todo parece indicar que existen cerca 

de 100 genes tempranos distribuidos a lo largo del gamma, 

muchos de los cuales ya han sido rnapeados y secuencia-

dos (a). 

El inicio de la replicación del DNA y el comienzo de la ex-

presión de los genes intermedios, son dos procesos que 

ocurren prácticamente a la par; para entonces, muchos 

de los genes tempranos ya no son funcionalmente acti-

vos (0). 

Todavía no se conoce con detalle como el virus de vaccl-

nla lleva a cabo la replicación de su DNA, pero hay evi-

dencia que indica que el virus codifica para su propia DNA 

polimerasa (cuyo peso molecular aproximado es de 110 

kDa) y presumiblemente para algunos otros factores de re-

ptil:ación Incluyendo una DNA topolsomerasa (0). 

El término de la transcripción intermedia, marca el princi-

pio de la expresión de los genes tardioe. Los productos de 

la expresión de estos últimos serán enzimas y factores de 

transcripción que llevarán consigo los nuevos viriones. Es 

Importante mencionar que cada etapa de transcripción 
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necesita la presencia de la enzima RNA polimerasa y de 

diversos factores de transcripción especifico* de cada eta-

pa (es decir: factores de transcripción tempranos, Inter-

medios y tardíos) (71,72). 

El siguiente paso es el ensamble» del virus, el cual es 

un proceso muy complejo que ocurre en áreas especializa-

das del citoplasma. Las partículas viradas maduras son 

trasladadas de las áreas de ensamblaje a la periferia ce-

lular. Algunas de estas partículas son envueltas en la 

membrana de golgi modificado y ad, son externalizadas 

(36,62). 

3. El virus de vaccinla empleado como vector de exore-

alón y como vacuna recombinente: 

El virus de la vaccinla fue el primer virus animal en ser ob-

servado microscópicamente, crecido en cultivo celular, 

titulado adecuadamente, físicamente purificado y química-

mente analizado; su Interés radica en su gran capacidad 

para ser usado como vector de expresión de genes y vacu-

na recoenbinante (63). 

Con los métodos adecuados de ingeniería genética, es po-

sible expresar prácticamente cualquier gen empleando 
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como vector el virus de la vaccinia. Como ejemplo de lo 

anterior, podemos citar los siguientes genes que ya han 

sido expresados mediante tal vector: el gen que codillos 

para la enzima clorantenicol aceUltransferasa, conoci-

do también como CAT, proveniente de procariotas (44); 

genes de virus de DNA, por ejemplo, el gen del antígeno 

de superficie del virus de la hepatitis 8; el de la timldin-

cinasa y el de la glicoprotelna D, ambos del virus de 

herpes simple (43,58,01,03); genes de virus de RNA, 

como el de la hemaglutinina del virus de la Influenza (84), 

el de la glicoprotelna del virus de la estomatitis vesicu-

lar (45) y el de la glicoprotelna del virus de la rabia (40); 

y por último, genes de protozoario., como el que codifica 

para la proteína C8 de P. knosirre/(85). En muchos de los 

casos, el polipéptido producido por el vector ha demos-

trado ser idéntico a la proteína original, se &ices«a 

adecuadamente, se transporta a la membrana plasmética 

y es altamente Inmunogénlco (88). 

Por lo que respecta a la producción de vacunas recombi-

nantes, la Tabla No. 2, reúne a las principales vacu-

nas recombinantes que se han probado con éxito a nivel 

experimental (68). 
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TABLA No. 2 

MEES DE LA VACCINIA CCk VEME DE A13713E1105 MEA LA 
FACIMUCIDN DE VACUNAS. 

Enfermedad: Virus 	causante: 
- 

Ag que expresa la vacuna 
recombinante 

Hepatitis 	8 Virus 	de 	la 	hepati- 
tis 	B.(HBV) 

Ag de superficie de HBV 

Malaria P. 	knowlest Proteína 	CS 
P. 	falciparurn 

Lesiones 	ge- 
nitales. 

Virus de herpes 
simple 	tipo 	2 

Glicoproterna 	D. 

Lesiones en 
cavidad 	oral. 

Virus de herpes 
simple 	tipo 	1 

Glicoproterna 	D. 

Influenza. Virus 	de 	influen- 
za tipo A. 

Hemaglutinina. 
Nucleoproterna 
Proteína 	de 	la 	ma- 
triz 	(M1). 

Rabia. Virus 	de 	la 	rabia. Glicoproteína 	G. 

Mononucleo- 
sis 	infeccio- 
sa. 

Virus 	de 	Epstein- 
Barr. 

gp 340(Ag de 
membrana). 

Estomatitis 
vesicular. 

Virus 	de estoma- 
titis 	vesicular 

(VSV) 

Proteínas G y N. 

Gastroente- 
ritis 	trans- 
misible 	. 

Virus 	de 	gastro- 
enteritis 	trans- 
misible(TGEV). 

Ag 	de 	superficie 
de TGEV 
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4. Cepa atenuada del virus de  ja~onlal 

Debido a que la cepa silvestre del virus de la vaccinla pue-

de recombinarse In vivo con otros virus de la misma fami-

lia de loe Poxvlrus, su uso como vacuna recombinante y 

como vector de expresión, ha sido restringido por nor-

mas y regulaciones de seguridad. 

Los riesgos que Implica trabajar con la cepa silvestre de 

este virus, se ven disminuidos al minimo al utilizar una 

cepa atenuada del mismo; es por eso que en el laborato-

rio del Dr. Ricardo Rosales, donde fue realizado el pre-

sente trabajo, se emplea para la producción de vacunas 

recombinantes, la cepa atenuada de vaccinla llamada 

MVA (Med!~ Vecolnla Ankara), la cual se derivó, como 

su nombre lo Indica, de la cepa Ankara del virus de la 

vaccinla, mediante 670 pasajes sucesivo, en fibroblastos 

de embrión de pollo (CEF) (90). 

Esta cepa puede Infectar e prácticamente cualquier tipo 

de célula, pero es incapaz de producir partículas maduras 

cuando las células a las que Infecta, son células de ma-

~coro. Lo anterior es debido a que la cepa MVA presenta 

~oboes mayores en su DNA, como consecuencia de 

los numerosos pasajes sufridos en CEF. Estas lideleciones 
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hacen un total da 31,000 pares de bases y afectan, al me-

nos, dos genes de rango de huésped. Esta cepa sólo es 

capaz de producir partículas infectivas en fibroblastos 

de embrión de pollo (1, 49, 90). 

Otras características que hacen de la cepa MVA un can-

didato ideal para la construcción de vectores de expresión 

y vacunas recombinantes son: 

- Los virus recomblnantes construidos con esta cepa son 

capaces de sintetizar grandes cantidades de la proteína 

codificada por el gen donado. 

- La cepa MVA ha probado ser totalmente @virulenta, inclu-

so cuando se utilizó en animales inmunodeficientes (atíml 

cos). 

- Existe una experiencia clínica en Alemania, en donde se 

utilizó la cepa MVA para vacunar contra la viruela a más 

de 120,000 humanos. La cepa protegió adecuadamente 

contra tal enfermedad, no observándose ningún efecto 

secundario. 

- Hay experimentos que demuestran que, contrariamente 

a lo esperado, la cepa MVA puede expresar tanto genes 

tempranos, como intermedios y tardíos (90). 
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En algunas partes del mundo ya se ha comenzado a utili-

zar la cepa MVA para la construcción de vacunas rscombi 

nantea, a nivel experimental. La Tabla No. 3 muestra 

cuales son éstas vacunas. 

TABLA No. 3. 

CEPA ATENUADA DEL VIRUS DE LA VACCINIA (J VA), CONO VECTOR 

DE ANTIGENOS PARA LA FARRICACNN DE VACUNAS 

Enfermedad: Virus 	causante: Ag que expresa la vacuna 
recombinante: 

a 

Influenza Virus 	de 	influen- 
za tipo A 

Hemaglutinina. 
Nucleoproterna. 

Inmunodefi- 
ciencia 	del 
simio. 

Virus 	de 	la 	in- 
munodeficien- 
cia 	del 	simio. 

(SIV). 

Proteína 	del 	core. 

Adenocarci- 
noma. 

No se conoce. IL-2 
IL-6 

Cáncer 	cer- 
vaco-uterino. 

Papilomavirus 
humano. (HPV) 

E2 
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II. OBJETIVOS E HIPOTESIS : 

OBJETIVOS : 

1. Construir una capa recornbinante con virus de la vocal 

nia (utilizando para ello, la capa atenuada del virus: 

UVA), que exprese eficazmente si gen E2 de papiloma-

virus. 

2. Emplear la cepa construida para reducir el crecimien-

to de tumores cómico-anales en humanos. 

HIPOTESIS : 

Al tratar tumores córvico-anales Inducidos por los onco-

genes ES y E7 del papilomavirus humano ( HPV ) con la 

cepa recombinante UVA que expresa el gen E2, habrá 

una disminución en el crecimiento de dichos tumores. 
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• 111. JUST1FICACION : 

Actualmente el cáncer cérvico-uterino constituye a nivel 

mundial, la segunda causa de muerte por neoplasia* en-

tre la población femenina, superado sólo por el cáncer de 

mama; sin embargo la incidencia de esta enfermedad difie-

re entre loe paises desarrollado* y los subdesarrollados 

(siendo de 4 a 8 veces mayor en éstos últimos). En México, 

por ejemplo, el cáncer de cérvlx representa el 31% de los 

cánceres que afectan a las mujeres, ocupando el primer 

lugar en frecuencia y mortalidad. 

En más del 90% de los tumores de cuello uterino se han 

encontrado secuencias del DNA de algún tipo de virus de 

papiloma humano (HPV), particularmente de loe tipos 16, 

14, 31 y 33, lo cual Indica que estos virus son los principa-

les agentes **Maleo* de esta enfermedad neoplásica. 

Dentro de los HPV, se han Identificado dos oncogenes de-

nominados El y E7, que son los responsables de la trans-

formación de las células humanas que los portan. 

Una expresión continua de estos oncogenes, se traduce en 

la inmortalización de las células de un gran porcentaje de 

tumores cérvico-anales. 
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El genome de los HPV contiene también el gen E2 cuyo 

producto, le proteína E2, reprime la expresión de los 

oncogenes ES y E7. Sucede que en la mayoría de los tumo-

res cérvico-anales, las secuencias virabas están integra-

das en el genoma celular y normalmente esta integración 

conduce a la pérdida de la región virad que Incluye a los ge-

nes El y E2, es decir, la integración elimina el control ne-

gativo que *pomo E2 sobre la expresión continua de dichos 

oncogenes ocasionando la formación y propagación del 

tumor (30). 

Por otra parte, el virus de la vaccinla (que ee ha utilizado 

desde hace mas de 100 albos para vacunar contra la virue-

la), es usado actualmente en la construcción de vectores 

y cepas recombinantes que expresen diversos genes, los 

cuales son usados para la Inmunización (producción de va-

cunas) y tratamiento de algunas enfermedades en huma-

nos (00). 

De las cepas de vaccinla existentes, la cepa atenuada UVA 

ea la única que se ha probado en Inmunizaciones en hu-

manos (viruela). Es por ello que en este proyecto de Inves-

tigación se utiliza la cepa UVA para la construcción de 

una cepa recombinante del virus de la vaccinia que contigo-

en el gen E2 de papliornavirus, y se emplea la misma pa- 
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ra disminuir el crecimiento de tumores cérvico-anales en 

humanos. 
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IV. REACTIVOS Y MEDIOS : 

A. REACTIVOS: 

- El grado da los reactivo* ampliados fue analítico (de no 

sor sal, se especifica), y se obtuvieron de las casas co-

merciales Merck, J. T. Balear, Sigma, Worthington ~-

ebonitas! Corporation, Boebringer Mannhelm, Promega, 

Btratagene, aldaba, BRL. 

- Las enzimas requeridas fueron: 

Casa comercial:  

1. Boehringer Mannhelm 

* AIAV Transcriptasa reversa. 

* DNA pollmerasa I. 

*RNAse. 

*Ligase. 

* Cinasa. 

*Fosfatina alcalina. 

2. Sigma: 

• llsozima. 

3. Blolabe: 

*Bamit I. 

* A8C I. 
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4. BRL: 

* Tripelna (Para células en cultivo). 

- Preparación: 

.160 mM NaCL. 

. 0.02% EOTA. 

. 0.25% Tripeina (BRL). 

Le solución se esteriliza empleando un filtro con tamaño 

de poro de 0.42pm. 

5. Wortbington Blocheinical Corporation: 

* Tripsina (Para virus). 

La pureza de esta enzima es del 1$4%. Se prepara disol-

viéndola en agua a una concentración de: 2.6 ingimi. Se 

esteriliza por filtración en filtros con tamaño de poro de 

0.42µm. 

B. MEDIOS: 

1. Medio Luda: 

- TOptona 	 10g 

- NaCL 	 lOg 

- Extracto de levadura 	60 

Agua 	 cbp 1000 ml 

Este medio se esteriliza en autoclave a 120 lb/pig* durante 

16 minutos. 
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2. Medio esencial mínimo Dulbecco (D-MEM): 

La mezcla de Ingredientes que constituye el medio D-MEM 

en polvo, se adquiere de la casa comercial Olbco BRL en 

botes que contienen la cantidad necesaria (99.8 g) para la 

preparación de 10 litros de medio. 

Los componentes del medio son: 

*L-giutamlna. 

*L-rnetlonine. 

*L-leucine. 

*L-clateina. 

* Piruvato de sodio. 

* Cloruro de calcio. 

* Fosfato de sodio. 

*1-Inositol. 

* Rojo de fenol. 

El medio cuenta *damita, con un bajo contenido de gluco-

sa (1,000 mglL D-glucosa). 

Le preparación del medio se realiza disolviendo en 10 li-

tros de agua, 37g de bicarbonato de sodio y un bote com-

pleto de medio 0-MEM en polvo. El pH se ajuste a 7.0, para 

lo cual so burbujea CO2  dentro del matraz que contiene el 
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medio hasta que se alcanza dicho pli. 

El medio se esteriliza mediante filtración por presión con 

N,, utilizando un prefiltro con laman() de poro de 0.45 p.m y 

un filtro cuyo tamaño de poro es de 0.2211m. Una vez pre-

parado el medio, éste se almacena a 4°C. 
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V. MATERIALES: 

A. PACIENTE: 

La paciente fue una mujer infectada con el virus de pupilo-

ma humano tipo 18, que presentaba tumoraclones en cérvhe 

y vagina. Dicha paciente fue contactada gracias a la cola-

boración del Dr. Abelardo Monges del Hospital Illocel. 

B. CELULAR, VIRUS Y CEPAS: 

A continuación se describen las diferentes lineas celula- 

res empleadas: 

- Células NeLa : Son células derivadas de carcinoma de 

cérvix humano, que tienen integrado a su genoma, el 

esmero del virus de papiloma humano tipo 18 (11PV-18) 

el cual se transcribe activamente en estas células; 

(ATCC). 

- Células BS-C-1 : Células de riñón de mono verde africano 

de la especie CorropIthecua ssettopo. Su morfblogla es 

parecida a la epitelial; (ATCC). 

- Células 3T3-F4 : Células de embrión de ratón de la espe-

cie Mus TWICLINO que contienen Integrado en su genoma 

el gen de Ilialactosidasa bajo el control de la región 

LCR del paplloinavirus humano. Estas células fueron gen- 
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lamente proporcionadas por el Dr. Alejandro García 

Cercano* del departamento de Biología Molecular (institu 

to de Investigaciones Blomédicae). 

Las tres lineas celulares antes mencionadas, fueron creci-

das en medio D-IAEM suplementado con 10% de suero fetal 

bovino a 37•C, con atmósfera de COI del 6% y una hu-

medad del 1,6%. 

También se requirió la utilización de flbroblestos de em-

brión de pollo (a los que me referiré en ocasiones como 

CEF por sus siglas en inglés), los cuales fueron prepara-

dos en el laboratorio según la metodología descrita en ME-

TODOS. 

La cepa varal empleada, fue la cepa UVA (Modifled Vaco,-

ala Ankara) amablemente proporcionada por el Dr. Gerd 

Sutter (instituto of Molecular Virology, GSF Center of En-

vlromental and Health Research, Neuherberg, Alemania). 

Se utilizó también la cepa bacteriano de E. coN XL1-Blas, 

que tiene el linotipo r Reo-  y el genotipo Sup E• leo-

hsdR17 recA1 F'proAB• laciq lacZet116. 

C. EQUIPO EMPLEADO: 

a) Espectrofotómetro Beckman, modelo 0U-65. 
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b) MIcrocentrffuge eppendorf, modelo 5416 C. 

o) Baho de agua Laude, modelo M20. 

d) Potenciómetro [Walkman, modelo 076. 

e) &minador Cola-Parmer. modelo 4710. 

1) Centrifuga Seckman, modelo J2-MC. 

g) Ultracentrifuge Seokman, modelo XL-00. 

h) Centrífuga Sorvall, modelo RT 50000. 

I) Speed Veo Savant, modelo SC110. 

J) Termoclolador Perkin Elmer, modelo 9500. 

k) Incubadora con agitador, New Srunewlok 

&Metano. 
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VI. METODOS : 

RESUMEN : 

La metodología empleada para la realización de este pro-

yeoto puede dividirse en 3 etapas principales, a saber: 

a) Construcción de la cepa recombinante MVA-E2: En esta 

etapa loe primeros pasos a seguir fueron la preparación 

del gen E2 de papilomavirus por medio de la técnica de 

amplificación de DNA (PCR) y su donación en el vector 

llamado plli gtp dapA (Figura O). 

Este pliemido contiene 2 regiones no esenciales del gom-

ina del virus MVA (conocidas como flanco 1 y flanco 2), 

en medio de las cuales se cirineo el gen E2 dando como re-

sultado un plásmido recombinante (plIl gpt dspA-E2). 

Este plásonido recombinante fue transfectado en fibrobise-

tos de embrión de pollo (CEF), que posteriormente fueron 

Infectados con el virus MVA. 

En el Interior de la célula se lleva a cabo una recombina-

clón homóloga entre el plésmido recombinante y el DNA vi-

ril, que da como resultado la obtención de una cepa viril 

recombinante que contiene Integrado el gen E2 del virus 
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FIGURA O : Vector de expresión (p111 gpt dspA) del virus 
AMA. Se observen los flancos 1 y 2 en medio de los cuales, 
fue donado el gen E2 del virus de paplloma humano. Los 
números Indicen el tamaño del sitio en cuestión (en pares 
de beses). 
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de papiloma (el sitio de inserción del gen E2 queda deter-

minado por los flancos 1 y 2 del MVA). 

Debido a que el número de virus recombinantes deseados, 

comprende sólo un pequeño porcentaje de la progenie vi-

ral, fue necesario emplear un método de selección que 

consistió en el aislamiento de dichos recombinantes me-

diante rondas de purificación de placas viradas con ácido 

inicofendlco, xantina e hIpoxantine, como drogas de se-

lección. 

Finalmente, se verificó la integración del gen E2 en dos 

de las recombinantes seleccionadas. 

b) Determinación de la expresión del gen E2 de la cepa recom-

binante MVA-E2 construida: Para este fin se llevaron a cabo 

varios experimentos; en el primero de ellos, se crecieron 

• infectaron células NeLa (ver características en CELU - 

LA8, VIRUS Y CEPAS), tanto con la cepa MVA, como con 

la cepa recombinante MVA-E2. Estas células fueron reco-

lectadas 24h después de la infección. 

De las células recolectadas, se aleló el RNA total y em-

pleando 3pg de cada uno de ellos, se sintetizaron los DNA* 

complementarios (cDNAs), utilizando la enzima transcrip-

tase reversa. 
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Los cONAs obtenidos fueron purificados y resuspendidos 

en agua y una parte de éstos fue amplificada mediante la 

técnica de reacción en cadena de la polimerase (PCR) con 

oligonuclebtidos complementados para el gen E2. 

En otro de los experimentos, se determinó que la proteína 

E2, reduce la actividad transcdpcional de los elementos 

de control de los virus de ~Home humano (NPV), involu-

cradas en el desarrollo de tumores de la región genital. 

Esto se realizó Infectando células 3T3-F4 (ver carecteriati-

cae en CELULAS, VIRUS Y CEPAS), con las cepas viraba 

VIVA y MVA-E2, recolectar las células 24h después de la 

Infección, aislar el RNA total, a partir del cual, empleando 

3 pg de cada uno, se sintetizó el DNA complementado o 

CONA. 

Los cONAs sintetizados se purificaron, se resuspendlerm 

en agua y posteriormente se amplificaron por PCR con oil-

gonucle6tidos espectficoe para el gen de Lgalactosidesa. 

Para analizar la estabilidad del mRNA de E2, se realizó un 

experimento en el que células SS-C-1 (ver características 

en CELULAS, VIRUS Y CEPAS), se Infectaron con la cepa 

recornbinante MVA-E2. En esta ocasión, la recoleción de 

las células se realizó a 3 diferentes tiempos (2, 3 y 4 días 
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después de la Infección respectivamente). De cada uno de 

los puntos recolectados, se aisló el RNA total, y como en 

los experimentos anteriores, se emplearon 3 pg de RNA 

total para llevar a cabo la síntesis de los cDNAs (mediante 

la enzima transcriptasa reversa); posteriormente se reali-

zó la purificación de dichos cDNAs y la consecuente ampli-

ficación de los °DNA* con oligonucleótidos especifico* y 

complementados para el gen E2. 

El experimento final de esta etapa, se llevó a cabo con el 

fin de detectar la presencia de la proteína E2 en células 

infectadas con la cepa recombinante. 

Para ello, se infectaron células 13S-C-1 con las cepas MVA 

y MVA-E2; 24h después de la infección se adicionó (1511)44e-

tionina, misma que fue utilizada por las células para la 

síntesis de proteínas do ItOVO (entre las cuales se encon-

traba E2). La recolección celular se realizó media, una y 

dos horas después, de que la metionlna radiactiva fue adi-

cionada; estas células se Usaron y el Usado fue sometido a 

un ensayo de radloinmunoprecipitación, empleando proba-

na A %tarase y anticuerpo dirigido contra la proteína E2 

del virus de papiloma bovino. El producto de este ensayo 

se analizó en un gel de pollacrliamida al 12% seguido de 

sutorradlogrctla. 

56 

1 



c) Evaluación del efecto de la expresión del gen E2 de la cepa 

recombinante, sobra el crecimiento de tumores de la región 

genital en humanos: El primer paso en esta última etapa del 

proyecto consistió en obtener una biopsia de un tumor ge-

nital y aislar el DNA. El DNA de la biopsia Junto con DNA 

obtenido de diferentes tipos de HPV, fueron sometidos a 

la técnica de PCR empleando oligonucleótidos específi-

cos para la amplificación de la región Ll ( la cual es una 

región altamente conservada del genoma de los diversos 

tipos de HPV ); los productos del PCR fueron analizados 

mediante un gel de pollacrilamida observándose que el 

tumor era ocasionado por HPV tipo le (Ver RESULTADOS). 

El siguiente paso fue inyectar directo en el tumor, con la 

cepa recombinante MVA-E2, en diversos sitios y repetidas 

ocasiones y finalmente observar si existía o no disminu-

ción en el crecimiento del tumor. 
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A. PRIMERA ETAPA : 

CONSTRUCCION DE LA CEPA RECOMBINANTE MVA-E2. 



1. 	Amplificación mediante PCR 091 joi_n_fastol virus('  pa- 
plomaboylat(gPY). (64) 

La técnica de reacción en cadena de la polimerasa, mejor 

conocida como PCR, es una técnica tan sensible que nos 

permite amplificar una simple molécula de DNA y después 

visualizarla como una banda en un gel de agaroea. 

La amplificación de 1 pg del plésmido C59, que tiene in-

sertado el gen E2 del BPV (proporcionado por el Dr. Peter 

M. Howley, Laboratory of Pathology, National Cancer Insti-

tuto, estimada) se lleva a cabo en una mezcla de reac-

ción de 100 pi que contiene: 10 mil Tris-HCL (pH 8.8); 50 

mM KCL; 1.6 mM bleCt.:; 0.001% (p/v) gelatina; 2.6 mM 

de cada uno de los 4 desoxIrribonucleótidos, 1 pg de cada 

oligonucleótido (03078: 6*-CAGCAGOGATCCAGGATOGAGA 

CAOCATOCOAACOT - 3' y 0079: r- CAOCAGOCOCOCCC 

ATCATTOOTOOTOCOCCTTOGO - 3) y una unidad de Taq 

DNA polimerasa. 

Los componentes se mezclaron con suma delicadeza para 

no desnaturalizar la enzima y se Incubaron durante 40 ci-

clos en un termociclador Perkin-Elmer, modelo 9800. 

Cada ciclo constó de un paso de desnaturalización a 114•C 

por 1 minuto, seguido de un paso de alineamiento a 45°C 
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por 2 minutos y un último paso, de elongación de la cade-

na a 72°C por 2 minutos. 

Una alícuota del producto del PCR (10 id), se analiza me-

diante electroforesis en gel de agarosa al 1% en solución 

amortiguadora TAE (40 mM Tris-acetato, 1 mM EOTA). 
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2. Transformación de la bacteria  E. coll XL143lue para la 
preparación  del plibemido p111 gptghipA (47). 

Be prepara un precultivo poniendo en un tubo falcon de 15 

mi, 6 ml de medio Luda más 201J de la bacteria E. col! 

XL1-Ellue. El tubo se incuba a 37°C con agitación, toda una 

noche. 

Al dia siguiente se colocan 60 mi de medio Luda más 1 ml 

del precultIvo de la bacteria XL1-Blue en un matraz de 600 

mi, el cual se pone a Incubar a 37°C con agitación, hasta 

alcanzar una abeorbancia de 0.3 medida a 600nm. 

Alcanzada dicha densidad, las bacterias se centrifugan a 

6000 rpm durante 3 minutos, a 4°C, en rotor JA-14 (Beck-

man, modelo J2-MC). Be descarta el sobrenadante y la 

pastilla obtenida se resuspende en 6mi de NaCI 150 mM. 

La suspensión bacteriana se vuelve a centrifugar en las 

mismas condiciones que se Indicaron anteriormente. 

El sobrenadante se elimina y el botón se resuspende en 

6 ml de CaCL2  0.1 M; esta nueva suspensión se coloca 

en hielo durante 20 minutos y después se centrifuga a 

6,000 rpm por diez minutos, a 4°C y en rotor JA-14 

(Beckman, modulo J2-fiC). 
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Se descarta el sobrenadante y el botón se resuspende en 

2m1 de CaCL2 0.1 M. Se toman 2001d de esta suspensión y 

se colocan en un tubo eppendorf; adicionar 10Ong del pitas-

mido pIllgpt dsp A. 

El tubo se deja en hielo 1h; posteriormente, la bacteria se 

somete a un choque térmico poniendo el tubo 70 segundos 

a 42°C; inmediatamente se coloca en hielo. 

Los 200 lil del transformado, se diluyen en 2 mi de medio 

Luda; se incuba a 37°C durante 16 minutos y después se 

coloca en una caja Patri que contiene agur con ampicilina 

(concentración de 100 µg/m1). La caja se incuba a 37°C 

durante 16h para permitir el crecimiento de colonias trena-

fomentes. 

De las colonias formadas, se toman 2 6 3 y se siembran en 

medio Luda más ampicilina (a una concentración de 100 

µ1/m1), para el posterior aislamiento de DNA (Ver *Aisla-

miento del plésmido p111 gpt dsp A mediante maxiprepare-

c16n1. 

61 



a. Aislamiento del plitsmido p111 gpt dspA mediante 
maxipreparación, (47) 

Se crecen 6 ml de un in6culo de la bacteria E. con 

XL1-13lue transformada toda la noche con el plásmido 

p111 gpt dep A. Posteriormente, estos 6 ml se adicionan en 

1 litro de medio Luda mas ampicilina (100 pg/ini), con agi-

tación, a 37°C, durante toda una noche. 

Al día siguiente, el cultivo se centrifuga por 16 minutos 

a 6,000 rpm, en rotor JA-14 (Beckman J2-MC) y a una tem-

peratura de 4°C. Se descarte el sobrenadante y la pasti-

lla bacteriana se resuspende en 10 ml de la solución 1 

(50 mM glucosa, 26 mM Tris-HCI ( pH 8.0 )1 10 mM EDTA, 

lisozlma 6 mghni); se deja a temperatura ambiente 6 mi-

nutos y se agregan 20 ml de la solución II recién preparada 

(0.2N NaOH; 1% SDS), se mezcla suavemente y se deja 

en hielo 5 minutos; se adicionan 15m1 de la solución III (5M 

acetato; 3M potasio) y se deja en hielo 6 minutos. 

Se centrifuga durante 20 minutos a 6,000 rpm, a 4°C en ro-

tor JA-14 (Beckman J2-81C). Se toma el sobrenadante y se 

le agrega 0.0 volúmenes de leopropanol. 

Se incuba aproximadamente 15 minutos, a temperatura am-

biente y se centrifuga durante 5 minutos a 6,000 rpm en 
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las condiciones anteriormente mencionadas. 

Desechar si sobrenadante y nasuspender la pastilla obteni-

da en 2 ml de solución amortiguadora TE (10 mM Tris-

HCL, pH 8.0; 1 mM EDTA). Realizar una extracción fenol-

cloroformo y una extracción fenólica, adicionando volúme-

nes de fenol de 200 pi y de cloroformo de 300 µI. 

Purificar el plásmido por medio de un gradiente de cloruro 

de cesio con bromuro de *lidio (Ver "Gradiente de cloruro 

de cesio para purificación del plásmido p111 gpt dan Al. 
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4. Gradiente de cloruro de cesio para purificación 
del plésmido plll apt dspA (47). 

El DNA obtenido por la técnica de maxipreparación, se re-

suspende en 200 gide agua tratada con dietlipirocarbonato 

(HzO-DPC) a los que se le agregan 3.8 ml de solución amor-

tiguadora TE (10 mM Tris-HCL, pH 8.0; 1 mM EDTA); se 

añade 1g de CACI sólido (J.T. Baker, ultrapuro), por cada 

mililitro de solución de DNA, además de 300 gi de una so-

lución de bromuro de etidlo (10 mg/mi, en agua). 

Agitar utilizando vortex y colocar la solución en tubos de 

rotor NTV 90 (Beckman XL-90). Dichos tubos se equilibran, 

se sellan y se colocan en el rotor (al colocar los tornillos 

en el rotor, éstos deben apretarse hasta alcanzar una pre-

sión de 120 ibipig2). El gradiente se forma centrifugando 

a 85,000 rpm, 20°C y un periodo de 3h. 

La banda que contiene el plésmido se colecta como a con-

tinuación se describe: 

8e Inserta una aguja hipodérmica con el bisel hacia arriba 

en la parte superior del tubo que contiene el gradiente pa-

ra permitir la entrada de aire. 

Posteriormente, una segunda aguja hipodármica (con el hl- 

84 



sol hacia arriba) debe Insertarse justo debajo y paralela, a 

la banda que contiene el plásmido, la cual se colecta suc-

cionando con una jeringa y se transfiere a un tubo faicon 

de 16 ml; para eliminar el bromuro de etidio, se realiza 

una extracción con 1-butanol, agregando a la solución de 

DNA, un volumen igual de este solvente orgánico y agitando 

con la ayuda de vórtex; eliminar la fase superior teniendo 

cuidado de no tocar la interfase. Medir 2 ml de 1-butanol 

y repetir el procedimiento anterior. La extracción se re-

pite hasta que el color rosa ha desaparecido tanto de la 

fase acuosa como de la fase orgánica. 

El CsCi se elimina de la solución de DNA mediante diálisis 

en solución amortiguadora TE a temperatura ambiente por 

1h. 
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6. pruariplóndol plioffitckspIll gplituA_-12. (47) 

10µg del plésmido pill gpt dspA, se digirieron en una mez-

cla de reacción de 20 µ1 conteniendo: 10 unidades de la en-

zima da restricción BamH-I y solución amortiguadora uni-

versal 1X (111A KOAc; 250 mM Tris-Acetato, pH 7.8;100 mM 

MgOAc; 6mM p-mercaptostanol; 100 µg/ml USA), durante 

2 h, a 37°C. 

Al terminar la digestión, ésta se limpió mediante una ex- 

tracción fenol-cloroformo, utilizando 200 	de fenol y 

300 µI de cloroformo. Posteriormente, el plésmido se re-

suspende en 10 µI de agua tratada con dieUlpirocarbonato 

(H20-0PC). Después se preparan 20 01 de una nueva mez-

cla de digestión que contenga: 10 unidades de la enzima de 

restricción ASC-1, 50 mM de acetato de potasio, 20 mM 

Tris-acetato, 10 Mm acetato de magnesio, 1 mM ditiotreitol; 

se digiere por 2 h, a 37°C. El plésmido se limpia como se 

describió anteriormente y el DNA se resuspende en 10 pi 

de H2O-DPC. 

El plesmido digerido se desfosforila utilizando 2 unidades 

de la enzima fosfatase alcalina, por µg de piásmido, se In-

cuba por 30 minutos a 37°C (el lapso de incubación con la 
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enzima no debe ser nunca mayor de 40 minutos). Purificar 

el plásmido desfosforilado, mediante una nueva extracción 

fenol-cloroformo. 

Se prepara una última mezcla de reacción de 20 µI que 

contenga el gen E2 del virus de papiloma (amplificado me-

diante POR, ver página 68), más el plásmido pul gpt dspA 

digerido y desfosforilado (en una relación gen-plásmido de 

10:1), 5 unidades de la enzima DNA ligasa, 60 mM Tris-HCI 

(pH 7.8), 10 mM MgC12, 10 mM dítlotreltol, 26 WA HAD., Y 

26 141111 albúmina de suero de bovino. La reacción se in-

cuba a 16°C durante toda una noche; el dia siguiente, se 

Inactiva la enzima calentando a 65°C por 10 minutos y se 

limpia la ligación por medio de una extracción fenol-cloro-

formo. 
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8. Preparación y purificación doeto9t 	Virin PAVA (64). 

10 cajas P150 que contienen CEF al 100% de confluencia 

celular, se infectan con 0.1 PFU (Unidades Formadores de 

Placa) de virus PAVA por célula; 48 h después de la infec-

ción, se colectan las células y se transfieren a tubos fal-

con de 60 ml, los cuales se centrifugan a 2600 rpm, a 20°C 

y en rotor 1110006 (Sorvall), durante 6 minutos. 

El sobrenadante se elimina por succión y el botón celular 

de uno de los tubos, se resuspende en 10 ml de Tris-HCI 

pH 9.0 (10 mM). El resto de los botones se resuspende en 

esta suspensión (a partir de este punto, el resto de los pa-

sos debe realizarse en hielo). 

La suspensión celular es transferida a un homogenizador 

de vidrio en el cual, mediante 30 ó 40 golpes, se rompen 

las células. Para eliminar los núcleos, el homogenizado se 

centrtfuga durante 5 minutos a 3000 rpm, 20°C y en rotor 

H1000B (Sorvall). Conservar el sobrenadante. 

El botón se resuspende en 3mide Tris-HCI pH 9.0 (10mM), 

se centrifuga nuevamente (en las mismas condiciones arri-

ba mencionadas). Reunir los sobrenadantes en un tubo 

falcon donde se sonicarán dando 4 golpes de 16 segundos, 

con Intermedios de 45 segundos, a 20 micrones (sonica- 
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dor Cote-Palmor, 4710). Para obtener mejores resultados, 

pueden preparase alicuotas de 3 mi de usado y sonicer ca-

da una de ellas por separado. 

Colocar en un tubo SW27, 17 ml de sacarosa al 36% y so-

bre éstos, el sonicado. Centrifugar durante 80 minutos a 

4°C y 13,000 rpm en rotor SW 28.1 (Beckman). 

Descartar el sobrenadante modianto aspiración; el botón 

de virus se resuspande en 2 ml de Tris-HC1, 1 inkil pH 9.0. 

Sonicar nuevamente en las condiciones antes menciona-

das. 

Por otra parte se prepara en condiciones de estricta este-

terilidad, un gradiente continuo de sacarosa tal como se 

indica a continuación: un día antes de su utilización, se 

lavan 2 tubos SW27 con NaOH 0.6 N y abundante agua bi-

destilada; cuando se han eliminado por completo los resi-

duos de NaOH de los tubos, se les adiciona a cada uno y 

siempre una sobre otra 6.8 ml de cada una de las solucio-

nes de sacarosa de las siguientes concentraciones: 40%, 

36%, 32%, 28% y 24%. El gradiente se deja en el refrige-

rador por toda una noche. 

Sobre cada uno de los tubos que contienen el gradiente, so 

estratifica 1 ml del virus renuepsnelido en Tris-HC1 1 mM 
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(pH 9.0), se centrifuga durante 60 minutos a 12,000 rpm, 

4°C en rotor SW 28.1 (Bockman). 

Después de centrifugar, el virus so observa como una ban-

da lechosa aproximadamente a la mitad del tubo; mediante 

succión se elimina la sacarosa que se encuentra sobre 

la banda. El virus so colecta con una pipeta estéril y se 

coloca en un tubo SW27 nuevo. En caso de que se presente 

un botón de virus agregado en el fondo do los gradientes, 

se retira el resto de la sacarosa de los tubos y los botones 

se resuspenden eniml do Tris-HCL 1mM (pH 9.0); se son,-

ca y nuevamente, se estratifica el t'anteado sobre otro 

gradiente continuo de sacarosa; se repite el proceso. 

Al tubo SW 27 que contiene el virus recolectado de los 

gradientes, se le adiciona la cantidad de Tria-HCI 1mM (pH 

9.0) necesaria para llenarlo; se centrifuga a 13,600 rpm 

por 1 h, a 4°C en rotor SW 28.1 (Beckman), con el fin de 

empastIllar el virus. 

Al terminar la centrifugación, se descarta el sobrenadante 

y el botón viral se resusponde en 1 ml de Tria-HCI 1 mM 

(pH 9.0). Finalmente, esta suspensión se alicuota y se 

almacena a -70°C. 

La cantidad aproximada de virus puedo determinarse es- 
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pectrofotomótricamente a 260 nm, tomando on cuenta que 

una unidad do absorbancia correspondo aproximadamente 

a 1.2x101° partículas vinillos (practicamonte 2.6 a 5x10® 

PFU). Para titular, el stock so sonica de 20 a 30 segundos 

en hielo y se preparan (por duplicado) diluciones seriadas 

del mismo, con las que se infectan CEF colocados en ca-

jas de 6 pozos (de 35mm de diámetro). 
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pectrofotomátricamento a 260 nm, tomando en cuenta quo 

una unidad do absorbancia corresponde aproximadamente 

a 1.2x1018  partículas virutas (practicamonte 2.6 a 6x108  

PFU). Para titular, el stock se sonica de 20 a 30 segundos 

en hielo y so preparan (por duplicado) diluciones seriadas 

del mismo, con las que se Infectan CEF colocados en ca-

jas de 6 pozos (de 36mm de diámetro). 
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7. Preparación de fihroblastos do embrión de polio (CEO 

(Comunicación personal; Dr. Gard Sutter). 

1) Materiales: 

- 2 vasos do precipitado cubiertos con gasa. 

- 2 jeringas de 20m1. 

- 2 tubos falcon do 50m1. 

- 3 cajas Petrl de 9cm do diámetro. 

- Tijeras y pinzas de disección. 

- Medio D-MEM, antibióticos y suero fetal de bovino. 

-10 huevos embrionados de 12 días de edad (la edad daba 

ser correcta, pues embriones de 11 días son demasiado 

pequeños y de 13 días pueden estar emplumados). 

NOTA: Todo el material empleado debe estar estéril. 

2) Preparación: 

- Colocar los huevos en la campana con la cámara de aire 

hacia arriba y rociarlos con etanol. 

- Romper la parte superior del cascarón con las tijeras; 

cortar el cascarón al ras de la membrana. 

- Cortar la membrana por la orilla y quitarla. 

- Sacar al embrión con las pinzas y colocarlo en una caja 

Petri que contenga medio 04.1EM suplementado con 10% 

de suero fetal bovino (D-MEM al 10% SFB) y antibióticos 
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(Estreptomicina y ampicilina; 240 Itglmi). 

- Quitar la cabeza, patas y alas y pasar lo quo resta del 

embrión a otra caja Potri con medio D-LIEM al 10% SFB 

fresco para lavar. 

Quitar los órganos internos con ayuda de las pinzas y 

transferir al embrión a otra caja Patri con medio D-MEM 

al 10% SFB, para un último lavado. 

Se colocan los embriones en una Jeringa de 20m1 y se ha-

cen pasar a través de ella, colocando el contenido en 

otra jeringa de 20m1 para repetir la operación. En esta 

ocasión, el contenido de la 'Gringa se coloca en un tubo 

falcon de 50m1. 

Adicionar un volumen de tripsina y agitar vigorosamente; 

incubar con agitación a 37°C, durante 6 minutos. 

- Pasar el contenido del tubo a través de una gasa (el flui-

do debo caer dentro del vaso de precipitado estéril). Una 

voz recolectado todo el fluido, ésto se transfiere a un tu-

bo faicon nuevo. 

- Adicionar tripsina fresca y mezclar vigorosamente; incu-

bar con agitación, 6 minutos a 37°C. 

Pasar nuevamente el contenido del tubo falcon a través do 

una gasa; recolectar en un vaso do precipitado estéril 

para después transferir el fluido a otro tubo faicon do 

50 ml. 
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- Centrifugar a 2600 rpm, durante 6 minutos a temperatura 

ambiente en rotor H1000B (Sorvall). 

- Eliminar la tripsina mediante succión y agregar 10mi de 

medio D-MEM al 10% SFB más antibióticos y resuspen-

dar el botón celular. 

- Centrifugar a 2500 rpm por otros 5 minutos. 

- Retirar el medio y adicionar 10 mi do medio DMEM al 

10% SFB, en los cuales se resuspendo la pastilla celular. 

- A 10 cajas de cultivo P76 (Costar) a las que previamente 

se les ha adicionado 14 ml de medio D-410111 al 10% SFB, 

se les agrega 1ml de la pusponalón celular preparada en 

al paso anterior; se mezclan y se Incuban a 37°C, en at-

mósfera de CO2 y humedad del 85% durante varios días 

para permitir el ~arrollo celular. 

- El desecho de los huevos so coloca dentro de una bolsa 

de plástico y se incinera a la brevedad posible. 
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8. Construcción do la copa MVA-E2. (54) 

La construcción do esta copa rocombinanto, so realizó me-

diante la infección de CEF con el virus PAVA y su posterior 

transfección con el plásmido p111 gpt dspA•E2; el proceso 

do construcción es el siguiente: 

Dos cajas de Patri de 10 cm de diámetro que contienen 

CEF y que han alcanzado la confluencia, so infectan con 

0.05 PFU do virus PAVA por célula (el virus debo sonicarso 

y tripsinizarse previamente). Incubar a 37°C durante 2 h 

agitando las cajas a Intervalos de 16 minutos. 30 minutos 

antes do que finalice el período de Infección, el plásmido 

recombinante se precipita en una solución do fosfato de 

calcio tal como so indica a continuación: 

En un tubo de poliestireno de 12 x 76 mm, se colocan 1 mi 

do solución amortiguadora do tranofocción, pH 7.0 (0.14 FA 

NaCi; 6 mM KCI; 1 mM Na2IIP04 .2 H2O; 0.1 % dextrosa; 

20 mM Hopea) y 20 Irg del plásmido pill gpt dor) A-E2; so 

mezcla en vortex vigorosamente y muy despacio se adi-

cionan 60 µl do CaCl2 (2.5 II). Se agita suavemente y se 

deja el tubo a temperatura ambiente durante 20 ó 30 mi-

nutos, hasta observar la aparición de un precipitado fino 

(preparar un tubo por caja). 
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Cuando el tiempo do Infección ha finalizado, se aspira el 

Inóculo do virus do las cajas do Patri y so añado la solu-

ción del precipitado dejando las cajas a temperatura am-

biente por 30 minutos; después, se agregan 9 ml de medio 

D-MEM suplementado con 10% do suero fetal do bovino. Se 

Incuban las cajas por 3 ó 4 h a 37°C en atmósfera do CO2 al 

6%. con humedad del 85%. 

Se aspira el medio y se reemplaza con 5 ml de medio 

D-MEM al 10% fresco. Se incuba nuevamente en las mis-

mas condiciones, durante 2 días. Se recolectan las células 

y se transfieren a un tubo falcon de 16 ml; empastillar los 

fifroblastos mediante una breve centrifugación (2 minutos 

a 2,500 rpm, a temperatura ambiente y en rotor H1000B 

Sorvall) y descartar el sobrenadaste; resuspandor el bo-

tón celular en 0.5 ml do medio D-MEL1 al 10 % SFB. 

Lisar las células mediante tres ciclos de congelación-dos 

congelación (utilizando hielo secotetanol, seguido de des-

congelación en baño de agua a 37°C). 

Selección  de recomblnantes: 

100 µI de células Usadas conteniendo virus, se sonican do 

20 a 30 segundos y con éstos se preparan, por duplicado, 

diluciones seriadas del mismo (en medio D-LIErs1 al 2.6% 
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SFB más 1/400 volúmenes do ácido micofenólico (PAPA), 

1/40 volúmones do xantina y 1/400 volúmenes do hipoxantl-

na). 

Empleando 0.5 ml de las diluciones 10-2, 10-3  y 10-4  se in-

fectan CEF colocados en cajas de seis pozos do 35 mm de 

diámetro; so Incuban a 37°C en atmósfera de CO2  del 5% 

y humedad del 86%, durante 2 h (agitando a Intervalos do 

16 minutos). 

La Infección se detiene adicionando 1.6 ml de medio 

D-MEM al 10% SFB y las cajas se vuelven a incubar en las 

mismas condiciones, por un par de días, al cabo de tos 

cuates se observan las cajas al microscopio en busca do 

placas virolas. 

Las placas virabas localizadas, so colectan con ayuda de 

una micropipeta y so diluyen en 500 Id do medio D-MEM al 

2.6 % SFB (más las drogas do selección en las mismas 

cantidades arriba descritas), a partir de las cuales se pre-

pararán nuovamonto diluciones seriadas para repetir el 

proceso de purificación do placas vírales. Esto se realiza 

aproximadamente 8 voces, para asegurar la pureza do los 

virus recombinantes. 

Loa stocks do las drogas do selección so preparan como a 
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continuación se indica: 

Disolver ácido micofenólico (MPA) a una concentración de 

10 mg/mi (400X) en NaOH 0.1 N y almacenar a -20°C, prote-

giéndolo de la luz. 

La xantina se disuelve también en NaOH 0.1N, a una con-

centración de 10 mg/m1(40X); so guarda a -20°C. 

La hipoxantina, se disuelve en agua, a una concentración 

de 6 mg/mi (400X) y se almacena a -20°C. 
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F.SIII TISIS Mi Pli:11: 
'1,i11.1111 	1./1 

9. mállalo_  de la  Integración del_gen E2 en  las 
recombinantes E2-4.y_ E2-11. 

(Comunicación personal: Dr. Ricardo Rosales). 

A 1m1 del stock de virus de cada una de las recombinantes 

denominadas E2.4 y E2-11, se les adicionó 1 ml de solu-

ción amortiguadora TE (10mM Tris-HCI, pH 8.0; 1mM EDTA), 

100 µg de proteinasa K; esta mezcla so incubó a 37°C por 

24 h. Al terminar la incubación, el DNA se purificó median-

te una extracción fenol-cloroformo (utilizando 200 y 300 gi 

de cada uno respectivamente) y una extracción más con 

300 jil de cloroformo. 

A la fase acuosa de esta última extracción, se le añada 

NaCI a una concentración final de 0.26 M y 2.6 volúmenes 

de etanol absoluto; se mezcla en vortex y se deja precipi-

tando el DNA durante toda la noche a -20°C. 

Al día siguiente se centrifuga, se elimina el sobronadante y 

el botón de DNA, se seca y se resuspende en agua bidesti-

lada estéril, a una concentración de 1 t.L0/01. 

14 do este DNA se amplifica mediante la técnica de PCR, 

en una mezcla de reacción cuyo contenido es: 

2.6 mili de los 4 desoxirribonucloótidos, 10 mM Tris-HCI 
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(pH 8.8), 60 mM KCI, 1.6 mM MgC12, 0.001 % (p/v) gelatina, 

1 pig de cada oligonuclootido (GS82: 6'- GGTTGTTGATGGA 

TCTGTGATGCATGCGATAGCTGA -3" y GS83: 5"-GAATGCA 

CATACATAAGTACCGGCATCTCTAGCAGT - 3') y una uni-

dad de Taq DNA pollmerasa. 

Usando un termociclador Porkin-Elmer 9800, se realizan 

30 ciclos de amplificación, cuyas condiciones son: un pri-

mor paso, de desnaturalización, a 94°C por 1 minuto, un 

segundo paso (de alineación), a 46 grados, por 2 minutos y 

el tercero (de elongación), a 72°C, 2 minutos. 

El producto del PCR se digiere con 10 unidados de las en-

zimas de restricción BamH-I y ASC-I, por 2h a 37°C; poste-

riormente se realiza la purificación do esta digestión por 

medio do una extracción fonol-cloroformo (con volúmenes 

de 200 y 300 111 respectivamente). El DNA so m'upando 

en H2O-DPC y so analiza mediante oloctroforosla en goles 

de agarosa al 1 %, en solución amortiguadora TAE (40 mil 

Tris-acetato, 41mk1 EDTA). 
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B. SEGUNDA ETAPA : 

DETERMINACION DE LA EXPRESION DEL GEN E2 

DE LA CEPA MVA-E2. 



1. Desconocimiento de células. (23) 

Las ampolletas de vidrio conteniendo células provenientes 

do la compañía ATCC, se mantienen en nitrógeno líquido. 

Para descongelarlas se colocan en baño de agua a 37°C el 

lapso do tiempo emularlo para el total ~congelamien-

to de las células (un minuto aproximadamente). 

Posteriormente se vierte en una caja de cultivo P26 a la 

cual previamente se lo agregan 4 ml de medio D-MEM al 

10% SFB más antibióticos (penicilina y estreptomocina a 

una concentración de 240pg/m1). 

Se agitó la caja para distribuir las células uniformemente, 

y luego ésta se Incubó a 37°C, con atmósfera de CO2  del 

6% y humedad del 85% durante 3 h con el fin de permitir 

la adhesión de las células a la caja. 

Pasadas las 3 h, se retiró el medio de la caja (con la ayuda 

de una pipote Pasteur y vacío) y sa añaden 5 ml de medio 

D-fdELI al 10% SFB fresco. Este procedimiento se lleva a 

cabo con la finalidad de eliminar el dimetilsulfóxido que se 

emplea en el proceso de congelación de las células. 

Las cólulas se mantienen en Incubación algunos días para 
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permitir su desarrollo y confluencia, realizando cambio do 

medio cada 2 6 3 días. 
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2. Pasaje do células (23). 

La metodología descrita, se usa para todas las lineas colu-

tares empleadas: 

Cuando las cajas de cultivo han alcanzado una confluencia 

del 100%, se elimina ol medio empleando succión y se adi-

ciona tripsina ( BRL, ver enzimas requeridas en REACTI-

VOS Y MEDIOS). La cantidad de tripsina adicionada de-

penderá del tamaño do la caja do cultivo: a cajas P26, se 

les agregará 2 ml de tripslna; a cajas P75, 3 mi; a cajas 

P160, 6 ml y para cajas Potri de 9 cm de diámetro, la canti-

dad de tripsina a adicionar será de 2 ml. 

Una voz que se ha adicionado la enzima, las cajas se incu-

ban por un período de 6 minutos a 37°C; después se sacan 

las cajas de la Incubadora y se golpean suavemente en 

los costados para desprender las células del fondo de las 

cajas; cuando ésto ha ocurrido, se transfiere el contenido 

do todas las cajas a un tubo falcon que se centrifuga a 

2600 rpm durante 6 minutos a temperatura ambiente, en 

rotor H1000B (Sorvall), para empastillar las células. 

~tras transcurre el periodo de contrifugación, se adi-

ciona medio D-RIEPol suplementado con 10% SFB más anti- 
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bióticos, a cajas do cultivo nuevas y estériles (la cantidad 

de medio dependerá del tamaño do las cajas que so em-

plearán y de la dilución que se deseo realizar). 

Finalizada la contrifugación, se desecha la tripsina median-

te aspiración, y el botón celular se ~topando en medio 

D-#1041 al 10% SFB. La suspensión celular sa distribuye en 

las cajas do cultivo nuevas y éstas se Incuban a 37°c en 

atmósfera de CO2 del 5 % y humedad del 85 %. 
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3. Congelamiento de células (23). 

Las cajas de cultivo quo se emplean para congelar, debe-

rán tener una confluencia celular del 100 %; a dichas ca-

jas so les retira el medio empleando succión. Se añade la 

cantidad de trlpsina de acuerdo al tamaño de la caja (ver 

la técnica: Pasaje de células") y se incuba a 37°C por 6 

minutos. 

Al finalizar la incubación se sacan las cajas de la incubado-

ra y suavemente se golpean en los costados para despren-

der las células del fondo de las cajas. Las células se trans-

fieren a un tubo falcon y se centrifugan por 5 minutos a 

2600 rpm, a temperatura ambiente, en rotor H1000B 

(Sorvall). 

Mediante aspiración se elimina la tripsina teniendo cuida-

do de no tocar el botón celular, el cual se resuspenderá en 

10m1 de medio D-MEM más antibióticos, suplementado con 

20% de suero fetal de bovino. El tubo con la suspensión ce-

lular se contrlfuga nuevamente a 2500 rpm durante 6 minu-

tos. 

El sobrenadente se ~ocho por succión, y el botón se 

resusponde en mello D-MEM suplementado con SFB al 
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20%, antibióticos y dimetlisulfóxido (DMSO) al 1.7%. 

En tubos Nunc de 1.6 mi, so coloca 1 ml de la suspensión 

anteriormente preparada, y 'batos se almacenan rápida-

mente a -70°C duranto 24h, pasadas las cuales se transfie-

ren los tubos al tanque de nitrógeno líquido, donde perma-

necerán hasta ser requeridas. 

Debe hacerse notar, que el congelamiento a -180°C nun-

ca debe hacerse Inmediatamente, con el fin de conservar 

la viabilidad de las células. 
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4. Infección de células (23). 

Se colocan en baño do agua a 37°C: la cepa viral MVA-E2 

y la tripsina (que debe sor Worthington Blochemical, ver 

enzimas requeridas en REACTIVOS Y MEDIOS) y el modio 

D-MEM suplementado con SFB al 2%. 

Posteriormente, los virus y la trlpslna se agitan con ayuda 

do vortox; on condiciones de estricta esterilidad, se mez-

clan en un tubo Nunc la enzima y el virus (la tripsina debe 

quedar en una proporción 1:10). El tubo se incuba 16 minu-

tos a 37°C. 

Mientras transcurre el tiempo de Incubación, so sacan de 

la Incubadora 8 cajas de cultivo P76 (sombradas 1 6 2 días 

antes de la infección) cuya confluencia celular sea del 

100%; con la ayuda de una pipeta Pasteur y vacío, se les 

quita el medio a las cajas y a cada una se les añaden 3m1 

de medio D-MEM al 2 % SFB; cuando el período de tripsi-

nización del virus ha concluido, se infectan las cajas con 

virus (10 PFU: Unidades formadoras do placa). 

Incubar las cajas a 37°C en atmósfera do CO2  del 5% y hu-

medad del 86% por 1 h, durante la cual deberán agitarse 

cada 16 minutos (deslizando el modio en direcciones por- 
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pendiculares). 

La Infección se detiene adicionando 12 ml de medio 

1:4-MEM al 10% SFB por caja. Las cajas de cultivo se regre-

san a la Incubadora hasta el momento de su recolección. 

NOTA: Este procedimiento fue el mismo que se siguió para 

infectar células con la cepa vira' UVA y para cualquier lí-

nea celular descrita en esta tesis. 
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6. Recolección  de células Infectadas con  virus. 

(Comunicación personal: Dr. Ricardo Rosales). 

Para realizar la recolección celular, se sacan las cajas de 

cultivo do la Incubadora y se despegan las células del fon-

do de las cajas con la ayuda de un raspador do células. 

Tanto el medio como las células desprendidas, se trans-

fieren a un tubo falcon que es centrifugado a 2600 rpm, 

20°C y durante 6 minutos, en rotor H10006 (Sorvall). 

El sobrenadanto es eliminado mediante aspiración, y el pa-

quete celular que permanece en el fondo del tubo, se pro-

cesa Inmediatamente (de no ser posible, el paquete celu-

lar puede guardarse a -20°C para su posterior procesa-

miento). 
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6. Alslamlente de RNA total (19). 

Células do las líneas HeLa, BS-C-1, 3T3-F4 y CEF (Infec-

tadas con las cepas vírales MVA y MVA-E2) fueron emplea-

das para la obtención de RNA total. 

Las células recolectadas se transfieren a tubos eppondof 

(generalmente se manejó un tubo eppendorf por caja P75 

recolectada). A cada tubo se le añaden 200 pl de una solu-

ción de tiocianato de guanidlnio 4.6M (4.6 M tloclanato de 

guanidinio; 0.6 % N-Lauril sarcosin de sodio; 25 mM citrato 

de sodio; 0.1 M 2- mercaptoetanol; 25 mM EDTA; 0.1% antl-

espumante A, pH 7.0). Posteriormente se realizan dos ex-

tracciones fenol-cloroformo, adicionando volúmenes de 

200 pl y 300 pl respectivamente. (El fonol se satura con 

HzO-DPC). Se agregan 160 pl de H2O-DPC, y 300 pl de clo-

roformo, se mezclan en vortex y se centrifugan a 14,000 

revoluciones por minuto, por 6 minutos, a temperatura 

ambiente. Se toma la fase acuosa y se le añaden 160 pl 

de H2O-DPC y 300 pl de cloroformo (por tubo). 

Se centrifuga nuevamente como se describió anteriormen-

te; se toma la fase acuosa y a ésta se le adicionan 0.5 vo-

lúmenes de etanol absoluto y 0.026 volúmonos de ácido 

acético glacial 113 (por tubo). S3 mezcla en vortex y so 
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deja precipitando el RNA durante toda una nocho a -20°C. 

Al siguiente día la suspensión de RNA se centrifuga a 

14,000 rpm durante 5 minutos y se elimina el sobrenadante 

(teniendo cuidado de no tocar la pastilla formada). 

El botón se lava con 200 pl de etanol al 80 •Y., se mezcla 

(vortox) y se centrifuga 6 minutos a 14,000 rpm. 

Se descarta el etanol al 80%, la pastilla de RNA se saca du-

rente 10 minutos, en secador de vacío (marca SAVANT). 

El RNA seco se resuspende en H20-0PC y se cuantifica co-

mo se explica a continuación: 

2 pi de la solución de RNA, se diluyen en 398 pI de H20-

DPC. Esta dilución se lee en el espectrofotómetro utilizan-

do una lámpara de luz ultravioleta, a una longitud de onda 

de 280nm. 

Para obtener los pg de RNA total que se tienen por pi, se 

emplea la siguiente equivalencia : 

1 unidad de absorbancia = 40 pg RNA total/ml. 
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7. Preparación_  dezeles do agarosa para muestras do RNA 
(19). 

A 1g do agarosa (SEAKEM GTG) so lo adicionan 81 mi de 

H2O-DPC. La mezcla anterior se funde en el horno de micro-

ondas y so deja enfriar a una temperatura aproximada do 

80°C para entonces adicionar 20 ml do solución amortigua-

dora MOPS 10X (0A M MOPS; 0.1 111 acetato do sodio an-

hidro; 10 mM EDTA, pH 7.0) y 9 mi de formaidehido al 37 % 

(1.1 M final). Esta mezcla se agita y so vacía en una cáma-

ra de 10 cm X 7 cm; se coloca on seguida un peino que for-

ma los carriles o pozos en el gol al solidificar la agarosa. 

Si al vaciar la agarosa se forman burbujas, éstas deben eli-

minarse pinchándolas con una aguja. Cuando el gel ha so-

lidificado, se retira el peino teniendo cuidado do no dañar 

los carriles. 

Las muestra de RNA que van a correrse en el gol, so tra-

tan de la siguiente manera: 

A 3 pg de RNA so le añaden 3 pl do solución amortiguadora 

MOPS 10 X, 10 pl do formamIda (J.T. Baker ultrapura) 2 pl 

do formaidehida y 3 pl do solución amortiguadora de mues-

tra ( 26% Ficoll 400; imM EDTA 01: 8.0; 0.4 % de azul do 

bromofonol). 
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Se mezcla y se desnaturaliza a 66°C en baño do agua du-

rante 3 minutos. Se enfría rápidamente en hielo y so colo-

can las muestras inmediatamente en el gel. 

La solución de corrida empleada es solución amortiguadora 

MOPS 1X; el gel so corre a 90 mA (120 volts), aproximada-

mente 1 h, a temperatura ambiente. 

Terminada la corrida, el gel es colocado en un recipiente 

que contiene 100 mi de bromuro de °lidio a una concentra-

ción de 6 pg/ml disuelto en agua, por 10 minutos, con el fin 

de teñir los ácidos nuclólcos (RNA). 

El gel se destine durante una hora (o más) en agua destila-

da y posteriormente so observan las bandas do RNA, em-

pleando un transiluminador con luz ultravioleta. 
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8. Síntesis  de DNA complementario (cDNA). (54) 

Por fines prácticos se realizó siempre la síntesis de la pri-

mera cadena únicamente empleando para ello volúmenes 

de RNA equivalentes a 3 pg, a los que se les adicionó 

H20-DPC (la suficiente para alcanzar un volumen de 28 

pl). El RNA coloca en baño de agua a 70°C por 3 minutos. 

Despuás so coloca rápidamente en hiolo y ahl se le adi-

cionan 10 pi do solución amortiguadora 6X (250 mM Tris-

HCL, pH 8.0; 200 mM KCL; 40 mMilligC12 y 2 mM DTT), 6 pi 

de una solución que contiene 2.5 mM de cada uno de los 4 

desoxirribonucleótidos, 5p1 de oligo dT, cuya concentra-

ción es de 100 pg/pl, 1111 de ~sin 40,000 U/m1) y una uni-

dad de AIAV transcriptasa reversa, en un volumen final da 

60 pl. 

Se incuba 90 minutos a 42°C. Terminada la síntesis, el 

cDNA se purifica mediante una extracción fenol-clorofor-

mo y se almacenan a -20°C. 
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9. Reacción on cadena do la polimerasaipcR) para la 
amplificación_de los genes do 011a lactosid asa_y E2. 

(64). 

- Amplificación del gen de B-galactosidasa: 

1 pg del cDNA sintetizado a partir del RNA obtenido de cé-

lulas do la línea 3T3-F4, fue amplificado on una mezcla de 

reacción de 100 pi que constaba de 10 mil Tris-HCI (pH 

8.0), 60 mM KCL, 1.6 mM MgC12, 0.001 % (plv) gelatina, 

2.5 mM de una mezcla de los 4 desoxirribonucleótldos, lpg 

de los oligonucleótldos 6'-2: T-GTTACGATGCGCCCATCTA 

CACCAA-3• y 3': 5'-CCAACGCAGCACCATCACCGCGA-3' y 

de 1 unidad de Taq polimerasa. 

Se realizan 30 ciclos de amplificación cuyas condiciones 

son: desnaturalización a 94°C durante 1 minuto seguido de 

un paso de alineación a 46°C por 2 minutos, y uno do elon-

gación a 72°C por 1 minuto. 

Finalmente, 10 pI del producto de este PCR se analizan en 

geles de agarosa al 1 %, en solución amortiguadora TAE 

(40 mM Tris-acetato, 1 mM EDTA). 

- Amplificación del gen E2: 

El procedimiento que so llevó a cabo para la amplificación 
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de este gen, os el mismo descrito para la "Amplificación 

mediante PCR del gen E2 del virus de papiloma bovino 

(BPV)"; en esto caso, las muestras de DNA que se amplifi-

caron, fueron los ~As sintetizados partiendo del RNA 

aislado tanto de células Hola como de células BS-C-1. 
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10. Goles do agarosa para muestras do DNA. (47) 

Este tipo do goles fueron empleados para analizar mues-

tras que contenían DNA. 

Su preparación se realiza disolviendo un gramo do agarosa 

(SEAKEM GTG) en 100mide solución amortiguadora TAE 1X 

(40 mM Tris-acetato, 1 mM EDTA). Esta mezcla so calienta 

a ebullición en el horno do microondas y se dota enfriar 

hasta una temperatura aproximada do 70°C, a la cual se 

adiciona bromuro de otidlo a una concentración de 1 pglpl. 

Posteriormente, so vacían 60 ml de la solución de agaro-

sa a una cámara de 10cm X 7cm y se coloca inmediatamen-

te un peine que formará los carriles al solidificar el gol. 

Cuando ésto ha ocurrido, se retira cuidadosamente el peino 

y la cámara con el gol se coloca dentro do la cámara de 

electroforeals que contione solución amortiguadora do 

corrimiento (TAE 1X). 

Por otro lado, la muestra so prepara adicionando a 10 pi do 

la solución que contiene el DNA, 2 pi do solución amortigua-

dora do muestra (10 % glicerol, 0.1% SDS, TAE 1X, 0.001% 

azul do bromofenol); mezclar y colocar en el gol. 

Correr el gol a 110 volts por un lapso do 1 a 1.30h a tempo- 
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rotura ambiente. Una voz que la corrida ha concluido las 

bandas de DNA se observan en un transllumlnador con 

ayuda da luz U.V. 

98 



11. Detección do la proteína E2 en finados do células 
Infectadas code cePPIMVA-E2 (54). 

Primeramente se Infectan cajas de 8 pozos (de 35mm, COS 

TAR) que contienen células BS-C-1, con 10 PFUicélula de 

virus MVA y MVA-E2 (so Infectaron 8 pozos con la cepa 

MVA-E2 y 2 pozos con la cepa MVA). Las células infecta-

das so Incuban a 37°C, en atmósfera de CO2  dol 5% y hu-

medad del 85%; 24 h después de la Infección, so retira el 

medio de los pozos y éstos se lavan con 1m1 de medio 

D-MEM sin metionina, se elimina ol medio de lavado y a ca-

da pozo se la añaden 500 µl do medio D-MEM sin metionina 

más 80 µCI do 1368)-Motionina. Las células se Incuban con 

la metionina en las mismas condiciones anteriormente mon-

donadas, hasta el momento de su recolección. 

la recolección celular se realiza media, una y dos horas 

después de adicionado el aminoácido radiactivo. En cada 

punto se recolectaron 2 pozos do células Infectadas con el 

virus MVA-E2 y en el último pozo so recolectaron además, 

los 2 pozos infectados con el virus MVA. 

A ceda uno do los puntos recolectados, se los agregan 200 

µI de solución amortiguadora de ii3113 (100 mM NaCI; 100mM 

Tris-FICI, pH 8.0; 0.5 % NP-40; 50 µI Inhiblciores do protea- 
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san), se mezclan con ayuda do vortex y se colocan on hielo 

durante 10 minutos. Se centrifuga a 14,000 rpm por 6 mi-

nutos, se toma el sobrenadante y so coloca nuevamente on 

hielo. 

Por otro lado, se toman 4 tubos eppondorf y a cada uno se 

le agregan aproximadamente 60 p.I de protoina A Sefarosa, 

se centrifugan por 10 segundos y se descarta el sobrena-

danta. So realizan 3 lavados de esta proteína empleando 

volúmenes de 200 Id do NaCI 160 mM; después del último 

lavado, se elimina totalmente el sobronadante y se añaden 

90 µI do PUS más 10 µI de anticuerpo dirigido contra la pro-

teína E2 del virus do papiloma bovino. Se mezcla suave-

monto y se incuba a 4°C durante 1 h (agitando los tubos ca-

da cinco minutos). So centrifuga 2 minutos a 14,000 rpm, so 

descarta ol sobronadanto y se realizan 3 lavados con volú-

menes de 200 µI de PUS. Se retira el PBS del último lavado 

y se añaden 200 µI de cada uno do los ligados celulares; se 

Incuba nuevamente a 4°C, con agitación cada cinco minu-

tos y se realizan 3 lavados más con PUS. 

El contenido de los tubos se analiza mediante autorradio-

grafía. 
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12. Gol de pollacrilamida al 12%para el análisis do la 
radioinmunoprecipitación de la proteína E2 (47). 

So preparan 2 goles: un gel separador, cuyo contenido es: 

12 % acrilamida, 1.6 M Tris-HCI (pH 8.8), 0.1 % (plv) SDS, 

0.05 % persulfato de aminio, 8.6 mM TEMED y un gol con-

contrador, que se prepara mezclando: 4 % pollacrilamida, 

0.5 II Tris-HCI (pH 8.8), 0.1 % (plv) SDS, 0.06 % persulfato 

de amonio y 8.8 mM TEMED. 

Se prepara primero la mezcla del gel separador y se vacía 

rápidamente entre 2 placas de vidrio montadas previamen-

te; Inmediatamente se añade sobre este gel un poco de 

Isopropanol. Cuando el gel separador ha polimerizado, so 

elimina el Isopropanol, lavando con agua bideatilada. Se 

prepara el gel concentrador, se vierte de Inmediato sobre 

el gel separador y se coloca el peino que ha de formar los 

carriles, una vez que este gol polimerice. Se retira el peine 

y los carriles se enjuagan con abundante agua bldesUlada; 

montar las placas de vidrio con los goles polimerizados en 

la cámara de electroforesis, a la cual se le adiciona un 

litro de solución amortiguadora do corrida (0.08 % SDS, 

163 m141 glicina, 19 mM Tris-base). 

Las muestras se preparan adicionando a cada una, 16µl de 

solución amortigudora de muestra (82.5 mM Tris-HCI, pH 
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6.8; 2 % (plv) SDS; 6 % (3-morcaptoetanol; 10 % glicerol; 

0.01% azul de bromofenol). So mezcla y so calienta por 5 

minutos on baño do agua a ebullición. 

Centrifugar las muestras por 2 minutos a 14,000 rpm; to-

mar los sobrenadantes y colocarlos en los carriles del gel. 

El gol se corro a 200 volts, hasta quo el colorante se ha sa-

lido del mismo; so desmonta la cámara y se sumerge el gel 

on glicerol al 10% por 6 minutos, para después secarlo por 

una hora. Exponer a autorradlografia, por 24h a -70°C. 
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C. TERCERA ETAPA : 

EVALUACION DEL EFECTO DE LA EXPRESION DEL 

GEN E2 DE LA CEPA RECOMBINANTE SOBRE EL 

CRECIMIENTO DE TUMORES DE LA REGION GENITAL. 



1. Alalamiento do DNA de blopslas (11). 

La biopsia obtenida do un paciente fue sometida al alguien-

te procedimiento: 

La muestra de tejido almacenada on nitrógeno líquido so 

cubro con papel paraflim y rápidamente so golpea con un 

martillo para romper dicha muestra en pequeños trocitos, 

antes do que so doscongele y so haga blanda nuevamente. 

Los trocitos de tejido so dividen en 2 tubos oppondorf y a 

cada uno do (»tos so los adiciona 1m1 do una solución que 

contiene 6 M GHCI, 0.1M acetato do sodio (pH 6.5) y PUS 

(p11 7.3). Loa tubos se mezclan con ayuda do vortox y so 

incuban con agitación por 1 h, a temperatura ambiente. 

Los tubos so centrifugan 6 minutos a 14,000 rpm y los so-

brenadantes se juntan en un tubo fatcon de 16ml donde se 

añaden 7 ml de etanol al 100% (frío), para insolubilizar el 

DNA, mismo que so colecta con la ayuda do una micropi-

pota y se transfiera a un tubo de 15m1 nuevo. 

El DNA, so lava 3 voces con 3 ml de etanol frío al 70%. Pos-

teriormente el DNA so doja en etanol al 70% durante dos 

días, -20°C. 
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So centrifuga ol tubo para empastIllar el DNA y so doscar-

ta el sobronadante; el DNA so resuspondo en 200 p,1 do 

H2O-DPC. So purifica el DNA realizando una extracción 

fenol-cloroformo (con volúmenes do 200 y 300 id do cada 

uno respectivamente). Se resuspendo el DNA on 1001.1.1de 

H2O-DPC. 
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2. Amplificación do DNA del virus de_papiloma 
mediante PCR (94). 

En esta ocasión el PCR so llevó a cabo para amplificar tan-

to el DNA obtenido de la muestra de tejido tumoral (biop-

sia), como DNA procedente do los tipos 9, 11, 18, 18, 31 y 

33 del virus de papiloma humano (plásmidos estándar, quo 

contienen los genomas del virus). 

La amplificación se realiza on mezclas de reacción do 10 µ1, 

que contienen: 200 ng do cada uno de los DNAs obtoni-

dos, 3 mM MgC12, 10 mM Tris-HCI (pH 8.8), 50 mM KCI; 

0.001 % (plv) gelatina, 100 µhl dATP, 100 µAA dGTP, 1001111 

dTTP, 10 µM [ct-a211-dCTP, 2 unidades do Taq DNA polimo-

rasa y 10 picomoles de cada uno do los oligonucleófidos 

(GP6: 6*-MGTTACTGTGGTAGATAC-3-  y GP8: 5"-GAAAAA 

TAAACTGTAAATCA-3'). Las reaccionas so incuban duran-

te 40 ciclos, como se indica a continuación: 

Paso: Ciclo 1 Ciclo 2-39 Ciclo 40 

1. D 96°C,6m 95°C,1m 96°C,1m 

2. A 45°C,1m 45°C,30s 45°C,30a 

3. E 72°C,1 m 72°C,30a 72°C,6m 

O: Desnaturalización; A: Alineación; E: Elongación; 

m: minutos; s: segundos. 
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Los productos do PCR, se analizan en goles de pollacrila-

mida al 6 % y 10 % do glicerol (Ver "Golee do pollacrilami-

da al 6% para análisis de ONA'). 
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3. G0103 do_pollacrilamida al 0% para análisis de DNA. 

(Comunicación personal: Bióloga Gpe. Cervantes). 

A partir do un stock de acrilamida-bisacrilamIda (19:1), so 

prepara una mezcla que contiene acrilamida al 6%, 10% de 

glicerol, 500 de TEMED y 100µ1 de APS al 10 %; dicha mez-

cla se vacía rápidamente (evitando la formación de burbu-

jas) entre 2 placas de vidrio previamente montadas y se 

coloca un peino que formará los carriles al polimorizar la 

poliacrilamida; se retira el peine y se enjuagan los carriles 

con agua bidestilada. Lea placas de vidrio con el gel poli-

~izado, se montan en la cámara de electroforesis a la 

cual se le añade 1 litro de solución amortiguadora do 

corrida (TBE 1X: 0.09M Tris-borato, 0.002M EDTA). 

Por otra parte, las muestras so preparan adicionando a 41 

del producto de PCR (obtenido según so describió en "Am-

plificación de DNA dol virus de papiloma mediante PCR"), 

2 p.I de solución desnaturalizante (0.1% SDS, 10mM EDTA) y 

2 pl de stop solution para la reacción (90 % formamida, 

0.001 % azul de bromotanol); so mezcla y so desnaturaliza 

el DNA calentando en baño de agua a ebullición durante 5 

minutos; colocar las muestras en el gel inmediatamente y 

correrlo a 40mA por 3h. 
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Al finalizar la corrida, se desmonta la cámara y el gel se 

sumerge por 16 minutos en una solución que contiene me-

tano! al 10 % y ácido acótico al 10 %, con el fin de fijar las 

muestras; so seca el gol durante una hora y se autorradio-

gratia -70°C, por 24h. 
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VI. RESULTADOS: 

A. RESULTADOS DE LA PRIMERA ETAPA. 

La construcción del virus rocombinanto requirió do varios 

procesos previos: primeramente se realizó la amplificación 

del gen E2 del virus do papiloma bovino, mediante PCR 

(para lo que so empleó 1µg del plásmido C59). El gen am-

plificado fue analizado en geles do agaroaa al 1%. 

Posteriormente, se llevó a cabo la preparación del plásmi-

do plil gpt dspA-E2 para lo cual fue necesario en primor 

lugar, transformar a la bacteria E. coll(cepa XLI-Blue) con 

el plásmido pill gpt dsp A (proceso quo nos permitió tenor 

la cantidad do plásmido suficiente para la clonacIón); a 

continuación, el DNA del plásmido fue aislado (modiante la 

técnica do maxipreparación), purificado y digerido con las 

enzimas de restricción BamH-I y ASC-I. Después fue &otos-

forliado con la enzima fosfatasa alcalina. 

Seguidamente el gen E2 del virus do papiloma se cionó en 

este plásmido utilizando la enzima ligasa. 

Otro de los procesos previos a la construcción de la copa 

MVA-E2, fue la preparación y purificación de un stock del 

virus PAVA (la cuantificación espoctrofotométrica del stock 
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preparado reportó 4.212 x 1011  virus/ml, lo quo equivale 

aproximadamente a 4 x 10 ° PFU por mililitro). 

Una vez que se tuvieron listos y purificados, tanto el stock 

de la copa atenuada MVA como el plásmido recombinante 

plli gpt dapA-E2, se procedió a infectar con el virus MVA, 

fibroblastos de embrión de pollo que después fueron trans-

foctados con el plásmldo recombinante; dentro de estas 

células se llevó a cabo una recombinación homóloga entre 

el DNA vira, y el plásmido, lo cual dió lugar a la obtención 

de la cepa recombinante MVA-E2 (Figura No.1). 

Los últimos experimentos de esta etapa fueron la selec-

ción do los virus recombinantes (por medio de rondas de 

purificación de placas, utilizando ácido micofenólico, xan-

tina e hIpoxantina) y la verificación do la integración del 

gen E2 en 2 do las rocombinantos obtenidas (Figura No.2). 

Para obtener mayor información cobro cada uno do expe-

rimentos realizados para la construcción de la cepa re-

combinante, ver METODOS. 
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Plásmido vector conteniendo 
donado el gen E2 

(p111 gpt dsP) 

(C) 
Virus MVA 

Virus recombinante con 
el gen E2 integrado 

«C=> 

Fibroblasto de embrión de pollo 

FIGURA No.1 : Construcción do una copa rocombinanto 
con el virus do la vaccinla, que contiene Integrado el gen 
E2 del virus do papiloma. Fibroblastos do embrión do pollo 
fueron transfoctados con el plásmido rocombinanto deno-
minado p111 gpt dsp A-E2; posteriormente, estas células 
fueron infocladas con ol virus MVA. Gracias a la rocom-
binacIón homóloga que tiene lugar entro ol pie:mido y el 
DNA vira! en el interior do la célula, os posiblo obtener 
una copa vira, rocombinanto quo tiene Integrado el gen 
E2 dei virus do paplloma. 

111 



Ir- 

"4' 	e- 
1 	1 

M N 11.1  N 
 

1.11 

1,636- 

1,018- 	 — 940 pb (E2) 

506 — 

1 2 3 

FIGURA No. 2: Análisis de la integración del gen E2 en 
las recombinantes E2-4 y E2-11. DNA de la cepa re-
combinante MVA-E2 fue purificado y sometido a la técnica 
de PCR utilizando oligonucleótidos que permiten la am-
plificación de DNA que se encuentra Integrado entre los 
flancos F1 y F2 del genoma de la vaccinia. Los productos 
del PCR fueron digeridos con las enzimas de restricción 
BamH-I y ASC-I y analizados por electroforesis en geles 
de agarena al 1%. En los carriles 1 y 2, se muestran los 
productos de PCR después de la digestión de las cionas 
E2-4 y E2-11 respectivamente. M denota marcadores de 
peso molecular para DNA de doble cadena. 
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B. RESULTADOS DE LA SEGUNDA ETAPA. 

El objetivo de esta etapa ora determinar que la copa PAVA-

E2 ea capaz do expresar adecuadamente el gen E2; para 

ello se Infectaron primeramente células HeLa con las co-

pas virotes PAVA y MVA-E2. 24 h después de la Infección se 

recolectaron estas células y so aisló el RNA total, el cual 

fue analizado on geles de agarosa al 1% (Figura No. 3). 

Las cantidades do RNA total determinadas espoctrofoto-

métricamente fueron: 0.3024 µg/µl y 0.8480 µg/µl para cé-

lulas Hola Infectadas con PAVA y con MVA-E2, respectiva-

mente. 

Empleando 3 pg do cada uno de estos RNAs, se sintetiza-

ron los cDNAz correspondientes mismos que fueron purifi-

cados y amplificados mediante PCR, con ollgonucloótldos 

específicos para el gen E2. La figura No. 4 muestra los re-

sultados de esto experimento. 

El segundo experimento do esta etapa, nos permitió obser-

var cómo la proteína E2 os capaz do disminuir la actividad 

transcripcional de elementos do control del HPV (LCR) 

Implicados en la formación de tumores cérvIco-anales, al 

infectar células 3T3-F4 (quo contienen insertado en su 
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genoma, el gen do (I-galactosidasa bajo el control del pro-

motor LCR del HPV) con las cepas MVA y MVA-E2 y reali-

zar los consiguientes aislamientos do RNA ( 0.2612 ligIld, 

para células infectadas con MVA y 0.4240 µg/id para célu-

las Infectadas con MVA-E2), seguidos do la síntesis do 

cDNAs y amplificaciones mediante PCR utilizando °ligo-

nucleótidos específicos para el gen de 9-galactosidasa; 

puedo observarse una reducción en la expresión de este 

gen cuando se usa la cepa recombinante MVA-E2 (Figura 

No. 5). 

El siguiente experimento consistió en infectar células 

133- C-1 con la cepa rocombinante MVA-E2, con el fin do 

analizar la estabilidad del RNA mensajero del gen E2; es-

tas células se recolectaron 2, 3 y 4 días postinfocción y 

se aisló el RNA; óste al cuantificarse espoctrofotomótrica-

monte, dió loa siguientes resultados: 

Tiempo do recolección: µg/µ1 RNA total 

2 días postinfocción 0.223 

3 días postinfocción 0.090 

4 días postinfecclón 0.100 

31Lg de estos RNAs, se emplearon para la sintesis de 

cDNAs quo so utilizaron para la amplificación del gen E2. 
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Loa productos do esto PCR fueron analizados en goles do 

agarosa al 1% y so muestran on la figura No. 6. Podemos 

ver claramente quo ol RNA mensajero do E2, es establo 

aun 4 días después de la infección. 

Por último, so detectó la presencia do la proteína E2 en 

células infectadas con el virus MVA-E2. Células BS-C-1 

fueron Infectadas con las copas MVA y MVA-E2; 24h des-

pués de la Infección, las proteínas sintetizadas de novo 

por las células infectadas, se marcaron radiactivamento 

utilizando [36S]-Metionlna. 

A diferentes tiempos se realizó la recolección de células, 

las cuales fueron libadas y los ilsados se utilizaron para un 

ensayo de radloinmunoprecipltación do la proteína E2. 

La figura No. 7, muestra la autorradiografla del gel do aga-

rosa al 12 %, que contiene los productos de este ensayo. 

En la figura puede observarse claramente que la proteína 

E2 se encuentra presente en células infectadas con el vi-

rus MVA-E2 y no en los controles (células Infectadas con 

MVA). 

Los detalles de los experimentos realizados en esta etapa, 

so proporcionan en METODOS. 
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BS-C-1  
1 MVA-E2 I 
48 72 96 	(hpi) 

28 S. 

18 S- 

5 S- 

1 2 3 

FIGURA No. 3: Análisis de RNA aislado de células BS-C-1 
infectadas con la cepa recombinante MVA-E2. RNA fue ais-
lado a diferentes tiempos postinfección de células BS-C-1 
Infectadas con el virus MVA-E2; posteriormente el RNA 
fue analizado en geles de agarosa al 1% . En los carriles 1, 
2 y 3 se muestran 3 µg de cada RNA; hpi, indica horas 
postinfección. 
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MVA 	MVA-E2  
1 	1 

M 3 6 10 3 6 10 	(Id) 

1,636— i""' 

1,018- 	 —940pb (E2) 

506 — 

1 2 3 4 5 6 7 

FIGURA No. 4: La cepa recombinante MVA-E2 tiene la ca-
pacidad de expresar el gen E2. Muestras de cDNA sinteti-
zado a partir de RNA aislado de células HeLa Infectadas 
con el virus MVA o MVA-E2, fueron sometidas a un PCR 
empleando oligonucleótidos específicos para la amplifica-
ción del gen E2. Los carriles 2 a 4 muestran el producto 
de PCR derivado de células HeLa Infectadas con MVA y 
loa carriles 6 a 7, de células infectadas con MVA-E2. 
M, corresponde a marcadores de peso molecular y la lí-
nea Indica el tamaño en pares de bases del gen E2. 
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3T3-F4 

1 
MVA 1  MVA-E2 

M 1 3 5 1 3 5 	(pi) 

44~ 

344-- 
298
220- 
- — 294 pb (0-gal) 

1 2 3 4 5 6 7 

FIGURA No, 5: La expresión del gen E2 reduce la activi-
dad transcripcional de los elementos de control del HPV 
involucrados en el desarrollo de tumores de la región geni-
tal. Análisis de la amplificación por PCR del cDNA de célu-
las 3T3-F4, infectadas con la cepa MVA (carriles 1 a 3) o 
con la cepa MVA-E2 (carriles 4 a 6); la cantidad de produc-
to de PCR que contiene cada carril, se indica en la parte 
superior de la figura. Los numoros a la izquierda indican 
la posición y el tamaño, en pares do bases, de marcadores 
de peso molecular de DNA de doble cadena (carril M). El 
número a la derecha, Indica el tamaño (on pares de bases) 
del producto del gen de p-galactosldasa. 
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BS-C-1  
MVA-E2 

M 48 72 96 M 	(hpi) 

keorloldI 

1,636- 

1,018- 	
-940 pb (E2) 

506- 

FIGURA No. 6: Estabilidad del mRNA de E2. Células 
BS-C-1 fueron infectadas con la cepa recombinante 
MVA-E2 y recolectadas a diferentes tiempos después de la 
infección (hpi). El RNA total fue aislado y usado para la 
síntesis de cDNA, el cual fue amplificado mediante la técni 
ca de PCR. El producto de dicho PCR se analizó por elec-
troforesis en geles de ag arosa al 1%. Los carriles 2, 3 y 4 
muestran el producto a 48, 72 y 96 horas postinfección. M 
corresponde a marcadores de peso molecular y las líneas 
indican el peso molecular de algunos marcadores (en pa-
res de bases de DNA). 
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BS-C-1 
r 	 I 
MVA 	MVA-E2 

120 30 60 120 (min.) 

 

48 Kd 

1 	2 	3 	4 
FIGURA No. 7: La proteína E2 es sintetizada por células 
Infectadas con la cepa recombinante MVA-E2. La figura 
muestra la autorradlografia del ensayo de radloinmunopre-
cipitación realizado a lisados obtenidos de células infecta-
das con los virus PAVA (carril 1) o MVA-E2 (carriles 2 a 4). 
Los números en la parte superior, Indican el tiempo en mi-
nutos que duró el marcaje de la proteína E2, con (36SFMe-
tionina. La linea a la derecha corresponde al peso molecu-
lar de E2 en kliodaltones. 
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C. RESULTADOS DE LA TERCERA ETAPA. 

La evaluación del efecto do la cepa recombinanto sobro el 

crecimiento do tumores do la región gonital, so realizó en 

una paciente con tumoraciones en córvlx y vagina. 

Como primor paso, se aisló el DNA do una biopsia obtenida 

del tumor y ésto, Junto con DNA aislado do diferentes ti-

pos do HPV (controles), se sometieron a la técnica de 

PCR utilizando oligonucloótidos que permitirían la amplifi-

cación de una región altamente conservada del gonoma 

do los virus de papiloma humano, conocida como L1. Los 

productos del PCR fueron analizados mediante un gel de 

pollacrilamida al 6'/o en el que, por comparación do los 

patronos de bandas entre el DNA do la biopsia y el DNA 

do los distintos tipos do HPV analizados, so concluyó que 

el virus de papiloma tipo 18 era el agente causonto de la 

formación del tumor (Figura No. 8). 

Finalmente mediante inyección, so inoculó la copa recom-

binanto MVA-E2, en repetidas ocasiones y en diforentos 

zonas del lado izquierdo del tumor (el lado derecho del 

mismo sirvió como control). Cabo mencionar que en las 

primeras inyecciones so aplicaron dosis pequeñas de virus 

(Ver Tabla A, días 0-14); postoriormonto, al no observar 
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ningún efecto secundario y notar disminución en el de-

sarrollo tumoral, so procedió a Inyectar dosis mayores. 

El resultado más Interesante do esta etapa es que, además 

de la disminución en el desarrollo tumoral se observó tem-

blón, una disminución de aproximadamente el 40 % en el 

tamaño del tumor. 

La Tabla A muestra los períodos en los que se aplicó ca-

da inyección, la dosis correspondiente y en forma cuali-

tativa, la disminución en el desarrollo y tamaño del tumor 

observadas: 

DIA 	PFU inyec- 
tadas: 

Disminución del de 
sarrollo tumoral: 

Disminución del 
tamaño tumoral: 

O 1x107  No existe — 

7 1x107  Existe 11+ 

14 1x107  Existo 4-H. 

21 1x108  Existe ++ 

36 2x108  Existe 4-4. 

42 5x108  Existe +I 

49 8x106  Existe ++ 

63 10x108  Existe I-h 

70 12x108  Existo +4- 
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1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 

FIGURA No. 8 : Detección de HPV en una muestra de teji-
do tumoral (biopsia). DNA genómico aislado a partir de 
una biopsia de tejido tumoral, así como DNA obtenido de di-
ferentes tipos de HPV, fueron sometidos a la técnica de 
PCR empleando oligonucleótidos específicos para la ampli-
ficación de la región L1 ( Región altamente conservada del 
genoma de los virus de papiloma). La figura muestra el aná-
lisis de los productos de PCR mediante gel de poliacrilami-
da al 6%; los carriles 2, 3, 4, 5, 6 y 7, contienen el producto 
de PCR del DNA aislado de los tipos do HPV 6, 11,16, 18, 
31 y 33 respectivamente. En el carril 8 se observa el pro-
ducto de PCR del DNA genórnico (compárese este carril 
con el carril 5). Los carriles 1 y 10, contienen solución 
desnaturalizante (Ver METODOS), mientras que el carril 9, 
sólo contiene agua. 
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VIII. DISCUSION Y CONCLUSIONES: 

En el presente proyecto de investigación se logró la cons-

trucción de la copa recombinante MVA-E2, empleando la 

cepa atenuada del virus do la vaccinla y el gen E2 del virus 

de papiloma bovino; ésto so llevó a cabo mediante la ro-

combinación homóloga ocurrida entre el ptásmldo recombi-

nante p111 gpt dspA-E2 y el DNA del virus MVA, en Obro-

blastos de embrión de pollo. 

Los recombinantes así obtenidos, so seleccionaron por 

medio de purificaciones consecutivas de placas virales, uti-

lizando como drogas de selección ácido micofenólico, xan-

tina e hipoxantina. El ácido micofonólico, interfiere con la 

replicación del virus MVA y reduce severamente el tamaño 

do las placas virotes; éste efecto se elimina gracias a la 

expresión del gen gpt de la bacteria E. col/. on presencia 

de xantina e hipoxantina, por lo que la co-expresión del 

gen gpt en esto caso, constituyó un sistema de selección 

bastante conveniente. 

Una vez seleccionados los recombinantos, so desarrolla-

ron una serie do experimentos cuyos resultados demostra-

ron que: 

a) la cepa recombinante os capaz do expresar el gen E2. 
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b) las «dalas infectadas con la copa rocombinanto, aintoti-

zan la protoina E2. 

c) la actividad transcripcional do los elementos de control 

del HPV implicados on la formación de tumores genita-

les, os reducida por la expresión del gen E2. 

Estos resultados además do los obtenidos en experimen-

tos realizados en el laboratorio del Dr. Ricardo Rosales 

con animales inmunodeficientea (resultados no publicados), 

probaron que la expresión del gen E2 es capaz de reprimir 

la expresión de los oncogenes viudas E6 y E7 y por lo tanto, 

evitar la inmortalización celular y la formación de tumores 

de la región genital, originados por el virus do papiloma; 

por otro lado, experimentos recientes desarrollados en la 

Universidad de California mostraron que la inmunización 

con las proteínas El y E2, son capaces do estimular la 

regresión de tumores Inducidos por el virus do papiloma en 

conejos cola de algodón (79). La regresión do los tumores, 

fue debida a la respuesta inmune celular generada por las 

proteínas El y E2. 

Todos los resultados mencionados sumados a las ventajas 

que proporciona el uso de la cepa MVA como vector de 

expresión del gen E2 (talas como quo dicha cepa es capaz 

de inducir la síntesis do grandes cantidades de la proteína 
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E2, que os totalmente avirulenta y ademas es la única pro-

bada en humanos), nos permitieron proponer el uso do la 

copa rocombinante en la terapéutica do tumores córvico-

anales. 

Contando con la colaboración del Dr. Abelardo Monjes 

(del Hospital Mocel), so comenzó el tratamiento con la ce-

pa MVA-E2 de una paciente con tumor on cuello y vagina 

(inducido por el virus de papiloma tipo 18, según muestran 

los resultados de los experimentos efectuados en la última 

etapa do esta tesis). 

Al cabo do más de 2 meses do tratamiento, se observó dis-

minución en el crecimiento del tumor o Incluso una disminu-

ción en el tamaño del mismo, do aproximadamente el 40%; 

lo anterior se determinó únicamente en forma cualitativa 

debido a que al Inyectar el virus DIVA-E2 en el tumor, éste 

adquiría una consistencia esponjosa difícil do medir y do 

volumen aparentemente mayor, que con el paso del tiem-

po se desprendía dando como resultado final, una reduc-

ción en el tamaño do la masa turnoral. 

Los resultados obtenidos muestran claramente quo la ce-

pa recombinante MVA-E2 puede reducir ol crecimiento de 

tumores humanos do la región genital; ésta reducción pue• 
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de atribuirse a la presencia do la proteína E2 en las célu-

las tumoralos (lo cual ejerce un control negativo sobro la 

expresión de los oncogones del virus do paplioma) y ade-

más, a una respuesta celular provocada tanto por la pro-

teína E2, como por el virus de la vacclnia (77). Es Impor-

tante mencionar quo durante el tratamiento, nunca so 

observaron efectos secundarios. 

Actualmente, se pretendo tratar más pacientes con tumo-

res do la región genital, cuyo tamaño do masa tumoral sea 

menor, con el fin de obtener más resultados y evaluar ade-

cuadamente la cantidad especifica y necesaria do virus 

quo so debe emplear para reducir totalmente la masa tu-

moral. 

Con ésto so da un paso adelanto en la Investigación para 

el tratamiento do tumores do la región cómico-anal. 

Por otro lado, esto trabajo en el primero que so realiza a 

nivel mundial utilizando la cepa atenuada del virus de fa 

vacuna (L1VA) para realizar terapia gónica. 
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IX. SIGLAS Y ABREVIATURAS. 

- HPV: Virus de papiloma humano. 

-I3PV: Virus de papiloma de bovino. 

- PV: Virus de papiloma. 

- MVA: Cepa atenuada del virus de la vaccinla (Modifled 

Vaccinia Ankara). 

- CaCU: Cáncer cérvico-uterino. 

- CIN: Neoplasia intraepitelial cervical. 

- PCR: Reacción en cadena do la polltnerasa. 

ORF: Marco de lectura abierto. 

- LCR: Promotor del virus do papiloma, que regula la ex- 

presión de los once-genes virutas E6 y E7. 

- SFB: Suero fetal de bovino. 

- 0-MEM: Medio Esencial Mínimo Dulbecco. 

- CEF: Fibroblastos de embrión de pollo. 

- HeLa: Células derivadas do carcinoma de cérvix humano. 

- BS-C-1: Células epiteliales derivadas de riñón de mono 

verde africano. 

- 3T3-F4: Células de embrión do ratón, que expresan conse- 

cutivamente el gen de p-galactosidasa bajo el control 

del promotor LCR del HPV. 

Episomal: El DNA vira' no se encuentra integrado al geno 

ma celular. 
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- pb: Pares do bases. 

- kDa: Kilodaltones (1,000 daltones). 

- 	Microgramo (1x10-6  gramos). 

-111: Microlitro (1x10 ° litros). 

- 	Micrómetros (1x10-8  metros). 

- nm: Nanómotro (1x10-0  metros). 

- ng: Nanogramo (1x10 9  gramos). 

- mM: Millmolar (1x10-9  mol). 

- rpm: Revoluciones por minuto. 

129 



X. 13113LIOGRAFIA : 

1 . Altonburgor, W., Sutor, C. P. & Altenburger, J.; (1989); 
Arch. Virol.; 105:15-27. 

2 . Arzoglou,P., Drillion,R., Kirn,A.; (1978) ; Virology; 95:211-
214. 

3 . Barbosa, M. S., Lowy, D. R. and Schiller, J. T.; (1989); 
Papillomavirus polypeptides E6 and E7 are zinc-binding 
protelns; J. Virol.; 63: 1404-1407. 

4 . Baruody, B. M., Vaakatosan, S., Moss, B.; (1982); Cell; 
28: 315-324. 

5 . Baroudy, B. M. and Moss, B.; (1980); Purffication and 
characterization of a DNA-dependent RNA polymorase 
from vaccinia virions; J. Blol. Chem.; 255: 5388-5395. 

6 . Bauer, W.R., Rossnor,E.C., Katos, J., Patzko, J.; (1977); 
PNAS, USA; 74: 1841-1845. 

7 . Beaudenon, S., Kremsdorf, D., Croissant, O., Jablons-
ka, S., Wain-Hobson, S., Orth, G.; (1986); A new typo of 
human papillomavirus associated with genital nooplasias; 
Nature; 321:246, 

8 . Bornard, B. A., Bailly, C,, Darmon, M., Thlerry F., Yaniv, 
M.; (1989); The lntact HPV-18 E2 gene product is a trans-
criptional repressor of the homologous E6 promotor in hu-
man keratlnocytes; J. Virol.; 63: 4317-4324. 

9 . Borumen, J., Casas, L., Segura, E., Amezcua, J. L. and 
García-Carrancá, A.; (1994); Genome amplification of hu-
man papillomavirus typos 16 and 18 in cervical carcinomas 
is relatod to tho rotontion of E1/E2 genes; Int. J. Cancer, 

130 



56: 640-45. 

10. Boshart, M., Glssmann, 1., et al.; (1984); A new typo of 
papillomavirus DNA, its presence In genital cancer blopsios 
and in coi! linos derivad from cervical cancer; EMBO J.; 
3: 1151. 

11. Bowtoll, D. D. L.; (1987) ; RapId isolation of eukarlotIc 
DNA; Analltical Biochemestry; 162: 463-465. 

12. Brinton, L. A.; (1986); Current epldemlological studies-
emerging hypothesIs; Banbury Report 21: VIral Etiology of 
Cervical Cancer; p. 17; Cold Spring Harbor Laboratory, 
Cold Spring Harbor, N. York. 

13. Broker, T. R. , Botchan, M.; (1986); Papiliomaviruses: 
retrospectivos and prospectIves; Cancer Cells; 4: 17. 

14. Broylos, S. S. and Moss, B.; (1988); DNA-dependent 
ATPase activity assoclated with vaccInia virus early trans-
cription factor; J. Biol. Chem.; 263: 10761-10765. 

15. Burghardt, E.; (1986); Natural history of cervical lesions; 
Banbury report 21: VIral Etiology of Cervical Cancer; p. 
81; Cold Spring Harbor Laboratory, Coid Spring Harbor, 
New York. 

16. Campo, M. S.; (1988); VIral and cellular oncogenes In papi-
llomovirus-associated cancers; Br.J.Cancer, 58 (Suppl.IX): 
80. 

17. Cass, C. E.; (1984); Cancer Cells, Audiovisual, University 
of Alberta. 

18. Chang, A., Metz, D.11.; (1976); Further Investigations on 
tho mode of entry of vaccinla virus In to cells; J. Gen. Viro!. 
32: 275-282. 

131 



19, Chirgwin, J.M., et al.; (1979); Blochemistry 18: 5294-5299. 

20. Cortinas, C.; (1991); Cáncer: Herencia y ambiente; Publi-
cado por CONACYT, SEP y Fondo de Cultura Económica; 
1 a. edición. 

21. Dales, S., Kajloka, R.; (1964); Virology; 24: 278- 294. 

22. Dartmann, K., Schwarz, E., GIssmann,L., zur Hausen,H 
(1986); The nucleotido sequence genome organization of 
human papillomavirus type 11; VIrology, 151:124. 

23. Davls, B. D., Dulbecco, R., et al.; (1973) ; Microbiology, 
Second edition; Harper International edition, 

24. DesaIntes,C.; Hallez,S.; Van Alphon,P. and Burny A.; 
(1992); Transcriptional activation of severa' heterologous 
promoters by the E6 protein of human papillomavirus type 
16; J. VIrol.; 66: 326-333. 

25. de The, G.; (1984) ; Sobre la pista del cáncer; Editorial 
CONACYT y Ediciones Castell Mexicana. 

26. Dulbecco, R. ; (1984); La naturaleza del cáncer; Mundo 
Científico. 

27. Dürst, M., Croce, C. M., Glssmann, L., Schwarz, E., 
Huebner, K.; (1987) ; PapIllomavirus sequences Integra-
te near cellular oncogenes In some cervical carcinomas; 
Proc. Nati. Acad. Sol, 84:1070. 

28. Earl, P. L., Moss, EL; (1989) ; Genetic Maps; Do. S. J. 
O' Brien; p. 1.138-1.148; Cold Spring Harbor Laboratory; 
Cold Spring Harbor, New York. 

29. Garcia-Carrancá, A., T hlorry, F., Yaniv, M.; (1988); inter-
play of vira! and cellular protelns InteractIon along the long 

132 



control reglen of human papillomavIrus 18; J. VIrol.; 
62: 4321. 

30. Gariglio Patricio y García CarrancA A.; (1989); Papiloma-
virus humano y cáncer cérvIco-uterino; Adel. Microbloi. 
Enf. Infecc.; 8: 45. 

31. Giri,Y., Danos, 0.; (1986) ; Paplllomavirus gonomos: from 
sequence data to biological propertios; Tronds In Gene-
tics ; 2: 227. 

32. Glssmann, L., Wolnik, L., Ikenberg, H., Koldovski, U 
zur Hausen, H.; (1983) ; Human papIllomavirus types 6 
and 11 DNA sequences in genital and laryngeal papIllomas 
and In some cervical cancers; PNAS. 80: 560. 

33. Glssmann, L. and zur Hausen, H.; (1976) ; Human papillo-
mavirus DNA: Physical mapping and genetic heterogenel-
ty; PNAS. 73: 1310. 

34. Green, Gil.; (1978); Cervical cancor and cytology screen 
Ing In New Zealand; Br. J. Obstat. Gynecol; 86: 881-886. 

36. Hakama, M.; (1986); Efficacy of screening for Cervical 
Cancer; p.45; Cold Spring Harbor Laboratory, Coid Spring 
Harbor, New York. 

36. Haugen,11.T., Turek,L.P., Mercurio, F.M., et al.; (1988); 
Sequence-specIfic and general transcrIptional activation 
by the bovino paplllomavirus 1 E2 trans-actIvator require 
an N-terminal amphIpatic hellx-contalning E2 domain; 
EMBO J; 7: 4245. 

37. Hlrochlka, H., Hirochika, R., Brokor,T.R., Chow L. T.; 
(1988) ; Functlonal mapping of the human papIllomavIrus 
typo 11 transcrIptional enhancer and Its InteractIon with 
the transacting E2 protein; Genes Develop; 2: 54. 

133 



38. Ichlhashi, Y., Matsurnoto, S. & Dalos, S.; (1971); Bio-
genesis of poxviruses: Role of A-type inclusions and host 
coll membranas In virus disseminatIon; Vlrology; 46: 507-
532. 

39. Joklik, W. K.; (1964); J. Mol. Blol.; 8: 263-276. 

40. Kiony, M. P., Lattio, R., Drillion, R., Spehnor, D, ot al.; 
(1984); Exprossion of rabies virus glycoprotoin from a re-
combinant vaccinla virus; Nature; 312: 163-166. 

41. Klolman, J. H. and Moss, B.; (1975); Characterization of 
protein kinase and two phosphate acceptor protelns from 
vaccinla virions; J. Biol. Chem; 250: 2430-2437. 

42. Kovacs, G. R., Rosales, R., Kock, J. G. and Mose, B.; 
(1994); ModificatIon of the cascada model for regulation of 
vaccinla virus gene expression: PurfficatIon of a prerepll-
cativo, late-stage-speclflc transcriptlon factor; J. Virol.; 
68: 3443-3447. 

43. Mackott, M., Smith, G. L. and Moss, B.; (1982); PNAS, 
USA; 79:7415-7419. 

44. Mackott, M., Smith, G. L. and Moss, B.; (1984); Gene-
ral mothod for production and selection of infectious vac-
cinia virus recombinants expressIng foreing genes; J.Virol. 
49:857-864. 

45. Mackott, M., Vilma, T., Rose, J. K., Moss, B.; (1985); 
Vaccinla virus recombinants: expression of VSV genes and 
protective ImmunIzation of mico and cattie; Science; 227: 
433-435. 

46. Malion, R., WoJclochowicz, D. and Doten« V.; (1987); 
DNA-bInding actIvIty of papillomavirus proteins; J. Virol.; 
61: 1655-1660. 

47. Maniatls,T., Sambrook,J., Fritsch,E.F.; (1989); Molecular 

134 



cloning, a laboratory manual; Cold Spring Harbor Labora-
tory Press. 

48. Martín, S.A., Paoletti, E., Moss, B.; (1975); PurificatIon of 
mRNA guanylyltransferaso and mRNA (guanIne-7-)-methyl 
transferase from vaccinia virions; J. Blof. Chem.; 250: 
9322-9329. 

49. Mayr, A., Hochstein-MIntzel, V. & StIckl, H.; (1975); In-
fectlon; 3, 6-14. 

60. McDougall, J., Bockmann, A., Galloway, D.; (1986); Tho 
enigma of viral nuclelc aclds In genital neoplasia; Banbury 
Report 21: Viral EtIology of Cervical Cano«, p.199; Cold 
Spring Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor, New York. 

51. Meanwell,C., Cox,M., Blackledge,G., Maitland,N.; (1987); 
HPV-16 DNA in normal and malignant cervical eplthollum: 
Implications for the aetiology and behavlour of cervical 
neoplasia; Lancet 1, 703. 

62. Morgan, C.; (1976) ; Virology; 73: 43-58. 

53. Mosa, B.; (1989); VIrology, de B. N. Fields, D. M. Knipo, R. 
M. Chanock, M. S. Hirsch, J. MelnIck; pp 2079-2112.; New 
York. 

54. Moss, B.; (1993); Curront protocols In Molecular Blology; 
Wiley Intorsclence, USA. 

65. Moss, B., Rosenblurn, E. N., Gorshowttz, A.; (1975); 
CharacterizatIon of a polyrlboadonylate polymerase from 
vaccinia vlrlons; J. Biol. Chem.; 250: 4722-4729. 

56. Moss, 6; (1990); RegulatIon of vaccinia virus transcrip-
tion; Annu. Rev. Blochom.; 59: 661-688. 

135 



57. Nelson, J. H., Avoretto, H. E., Richart, R. M.; (1984) ; 
Dysplasla, carcinoma In sltu and early invasivo cervical 
carcinoma; Cancer J. for Clinicians; 34: 306-327, 

58. Panicall, D. and Paoletti, E.; (1982); PNAS, USA; 79:4927-
4931. 

59. Paolettl, E. and Grady, L. J.; (1977); Transcriptional com-
plexity of vaccinia virus In vivo and In vitro; J. Virol.; 
23:608-615. 

60. Paoletti, E., Lipinskas, B. R.; (1978); Soluble endoribo-
nucloase activity from vaccinia virus: specific cleavage of 
virion-associated high-molecular-woight RNA; J. Virol.; 
26:822-824. 

61. Paoletti, E., Lipinskas, B. R., Samsonoff, L., et al.; 
(1984); PNAS, USA; 81:193-197. 

62. Paoletti, E., Rosemond-Hornbeak. H., Moss, B.; (1974); 
Two nucleic acid-dependent nucleoside triphosphate phos 
phohydroiasos from vaccinia virus; 249: 3273-3280. 

63. Parkin, D. M.; (1984); Estimates of worldwide frequency 
of twelve mayor cancors; Bull WHO; 62: 163-182. 

64. Peto, R.; (1986); Introduction: Geographic patterns and 
tronds; Banbury Roport 21: Viral Etiology of Cervical Can-
cor; p.3; Cold Spring Harbor Laboratory, Cold Spring Har-
bor; New York. 

65. Instar, H., Glssmann, L., zur Hauson, H.; (1977); Par-
tial characterization of tho protoins of human papillomavi-
rusos (HPV) 1-3,; Virology; 83: 131. 

66. Pholps, W. C., Howloy, P. M.; (1987); TranscriptIonal 
trans-activation by tho human papillotnavirus type 16 DNA; 
J. Virol.; 61: 1630-1638. 

136 



67. Phelps, W. C., Veo, C. L., Mungor, K. and Howley, P. M.; 
(1988); The human papIllomavirus type 16 E7 genes enco-
des transactivation and transforrnatIon functions similar 
to adenovirus E1a; Cell ; 53: 539-547. 

68. Qulnnan, G. V.; (1984); Vaccinla Viruses as vectors for 
vaccine antlgens; Editorial Elsevier. 

69. Rawls, W. E., Marrett, L. D., ~ves, W. C.; (1988); An 
analysls of the associaUon between hornos simptex virus 
typo 2 antibodies and cervical cancer; Banbury Report 21: 
Viral Etlology of Cervical Cancer;p.187; Cold Spring Harbor 
Laboratory; Coid Spring Harbor; New York. 

70. Reid, R., Crum, C. P., Herschman, B. R., et al; (1984); 
Genital warts and cervical cancer. III, Subclinical papillo-
mavIral Infection and cervical neoplasia are linked by a 
spectrum of continuos morphologic and biotogic chango; 
Cancer; 63: 943-953. 

71. Rosales, R., Sutter, G. and Mos5,13.; (1994); A celular 
factor Is required for transcrIptIon of vaccinia viral Interme 
dlate-stage-genes; PNAS, USA; 91: 3794-3798. 

72. Rosales, R., Harris, N., Ahn, B. and Moss, 13.; (1994); 
Purification and Identffication of a vaccinla virus encoded 
Intermediate stage promoter-specific transcriptIon factor 
that has homology to eukaryotic transcrIptIon factor Sil 
(TFIIS) and an additional role as a viral RNA polyrnerase su-
bunit; J. Blol. Chem.; 269: 14260-4267. 

73. Rotkln, Y. D.; (1973); A comparison review of key epide-
miologlcal studies In cervical cancer relatad to current 
searches for transmissIble agonts; Cancer Res., 33:1353-
1367. 

74. Santos, E., Rodriguez, V. J.; (1987); El cáncer; Prensa 
Cientffica. 

137 



75. Schwarz, E., Freese, W.K., Gissmann, L:, et al.; (1985); 
Structure and transcription of human papillomavirus se-
quence In cervical carcinoma cells; Nature; 314:111 

76. Schoffnor, M.11., Bauor,H.M., Hoover,R.N., Glass, A.G., 
Rush, B.B., et al.; (1993); Epidemiologic evidence sho-
wing that human papIllomavirus InfectIon causes most 
cervical intraepihellal neoplasia; J. Natl Cancer Inst.; 85: 
958-964. 

77. Secretaría de Salubridad y Asistencia; Registro Nacio-
nal del Cáncer; (1987); Editorial Médica; México. 

78. Sedman, S., Barbosa, M., Vass, W., Hubbert, N., Haas, 
J., Lowy, D. and SchIller; (1991); The full-length E6 pro-
tein of human papIllomavirus type 16 has transforrning 
and trans-activating activities and cooperates with E7 to 
inmortalizo keratinocytes In cultura; J. VIrol. ; 65: 4860-
4866. 

79. Selvakumar, R., Borensteln, L. A., Lin, Y., et al.; (1995); 
ImmunIzatIon with nonstructural protolns El and E2 of 
cottontall rabbit papillornavirus stimulatos rogression of 
virus-induced papillomas; J. Virol.; 69: 602-605. 

80. Shodell, M. ; (1986); Preface, Banbury Report 21: Vira! 
Etiology of Cervical Cancer; Cold Spring Harbor Laborato-
ry; Coid Spring Harbor, New York. 

81. Shuman, S.; (1989); Functional domains of vaccinia virus 
mRNA capping enzyme; J. Blot. Chem.; 264: 9690-9695. 

82. Singer, A.; (1982); Preclinical Neoplasia of the cervix: 
Procedings of the 9th study group; Royal Colino of Obs-
tetriclans and Gynecologist; p.1-14; Loncion. 

83. Smith, G.L., Mackett, M., Moss,B.; (1983); Infectious vac-
etnia virus recomblnants that oxpross hepatitis 8 virus sur-
faca antigen; Nature; 302: 490-495. 

136 



84. Smith, G. L., Murphy, B.R., Moss, D.; (1983); PNAS, USA; 
80:7155-7159. 

85. Smith, G. L., Godson, G. N., Nussenzwolg, V., et al; 
(1984); Plasmodlum knowles1 sporozoite antigen: exore-
sslon by infectlous recombinant vaccinla virus; Science; 
224: 397-399. 

86. Smotkln, D. and Wettstein, F. 0.; (1987); Transcription of 
human papillomavirus type 16 oarly genes in cervical can-
o« and cancer derivad can une and Idontification of the 
E7 protein; PNAS; 83: 4680-4684. 

87. Spalholz, B. A., Yang, Y.C., Howloy, P. M.; (1987); Trans-
activation of the bovino papillomavirus type 1 E2 gene pro-
duct; J. Virol.; 61: 1630-1641. 

88. Sponcor, E., Loring,D., Hurwitz, J., Monroy, G.; (1978); 
PNAS, USA; 4793-4797. 

89. Spencer, E., Shuman, S., Hurwltz, J.; (1980); Purification 
and proportios of vaccinla virus DNA -dopondont RNA poly-
merase; J. Biol. Chem.; 255: 5388-5395. 

90. Sutter, G. and Moss, B.; (1992); Nonreplicating vaccinla 
vector efficiently oxpressos recombinant genes; PNAS, 
'USA; 89:10847-10851. 

91. Takebe, N., Tsunokawa, Y., Nozawa, S., Torada, M., 
Suglmura, T.; (1987); Conservatlon of E6 and E7 regions 
of 'lumen papillomavirus typos 16 and 18 present In cervi-
cal cancers; Blochem Blophys Res Commun; 143:837-844. 

92. Thlorry, F. and Yaniv, M.; (1987); The BPV-1-E2 traes-
acting protein can bo either an activator or a represor of 
the HPV-18 rogutatory region; EMBO J.; 6: 3391-3397. 

93. Toozo, J.; (1981); DNA tumor vlruses; Cold Spring Harbor 

139 



Laboratory; Second edition (Parte 2). 

94. Van Dor Brale, A. J. C., SnlJdors, P.J.F., Gordijn R.L.J., 
ot al.; (1990); General primer-modiated polymerase chain 
reaction permits the detection of sequenced and still unse-
quenced human papillomavIrus genotypes In cervical 
scrapes and carcinomas; Int. J. Cancer; 45: 644-649. 

96. Waxman, J., Slkora, K.; (1989); The Molecular Biology of 
Cancer; Biackwell Scientific Publications. 

96. Worness, B. A., Levino, A. J. and Howloy, P. M.; (1990) 
Association of human papillomavirus types 16 and 18 E6 
protelns with p53; Science: 248: 76-79. 

97. zur Hauson, H.; (1977); Human papillomaviruses and thelr 
possible role In squamous cell carcinomas; Curr. Top. 
Microbiol. Inmunol; 78:1 

98. zur Hausen, H.; (1987); PapillomavIruses In human can-
ear; Cancel"; 59: 1692-1696. 

140 


	Portada
	Índice 
	I. Introducción 
	II. Objetivos e Hipótesis 
	III. Justificación 
	IV. Reactivos y Medios 
	V. Materiales 
	VI. Métodos
	VII. Resultados 
	VIII. Discusión y Conclusiones 
	IX. Siglas y Abreviaturas 
	X. Bibliografía 



