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"El individuo superior no siempre triunfa, 
pero se esfuerza y vá logrando; 
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RESUMEN, 

Los Virus de Papiloma Humano (HPV) son los agentes etiológicos causantes de 

tumores en la región cérvico-anal, así como de las verrugas entre otras lesiones. El 

genoma de los HPV aislados de los diferentes tejidos, que han sido secuenciados 

hasta ahora, muestra una gran homología entre sí. Su genoma contiene genes que 

codifican para proteínas que alteran el crecimiento normal, de las cuales E6 y E7 son 

las responsables de la destrucción de los antioncogenes celulares p53 y Rb; además 

presenta un gen regulador E2, cuyo producto controla la síntesis de RNA de los 

genes E6 y E7, uniéndose a la región promotora LCR. Dicha unión impide la 

expresión de los genes E6 y E7. 

Se sabe que cuando los HPV infectan las células epiteliales humanas, al integrarse 

el DNA viral en el genoma celular, ocurre la destrucción del gen E2, ocasionando la 

expresión de los genes E6 y E7, con la consiguiente formación de tumores, 

Por otra parte, dentro de la familia de los Poxvirus, el virus de la vaccinia (VV) se 

ha empleado en la vacunación contra la viruela y recientemente se ha utilizado en la 

elaboración de diferentes vacunas, así como vector de expresión de diferentes genes 

eucariotas. 

Basado en lo anterior, el presente trabajo consiste en la introducción del gen E2 de 

HPV 18 en el genoma del VV de una cepa conocida como Modified Virus Ankara 

(MVA). Para obtener la cepa recombinante (MVA-E2) se llevó a cabo una 

recombinación genética in vivo, y para ello se utilizó el plásmido plIl gpt dsP- E2, el 

cual contiene el gen E2 de HPV 18 y dos secuencias flancos de VV; este plásmido 

se transfectó en fibroblastos de embrión de pollo (CEFI, los cuales fueron infectados 

con la cepa MVA. Después de la purificación de la cepa recombinante MVA-E2, se 

procedió a la comprobación de la capacidad de esta cepa para expresar la proteína 

E2 y a su vez, si es capaz de disminuir el crecimiento tumoral inducido por HPV. 

Para lograr estos objetivos se siguieron dos estrategias: 

A) En cultivos celulares, Se utilizaron las células 3T3-F4, las cuales expresan 

constitutivamente la enzima B-galactosidasa, la cual está bajo el control del 
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promotor LCR de HPV, estas células fueron infectadas con el virus MVA-E2. Se 

midieron los niveles de la enzima presentes en los extractos celulares, con el fin de 

detectar el porcentaje de inhibición del promotor LCR. Así mismo se hicieron 

experimentos de transfección/infección en células C33 (con plásmidos que 

contienen los genes reporteros Lac Z -para P-galactosidasa- o CAT -cloranfenicol 

acetil transferasa- adyacentes a la secuencia de control LCR de HPV), con el mismo 

fin del experimento anterior. Los resltados obtenidos muestran efectivamente una 

reducción en la síntesis de enzimas bajo control de la región promotora LCR, en 

aquellos casos en que las células fueron infectadas con el vector MVA-E2, mientras 

que el caso contrario se observó cuando se usó la cepa MVA, en donde no hubo 

reducción de los niveles enzimáticos. 

B) En ratones atímicos.  Se indujo la formación de tumores mediante la inoculación 

de células HeLa por vía subcutánea; se trataron tres lotes de ratones de la siguiente 

manera: al primer lote se le inyectó directamente sobre el tumor solución salina 

isotónica, al segundo lote de animales se le administró una suspensión de virus MVA 

en tanto que al tercer lote se le aplicó la cepa MVA-E2, en los tres casos se repitió 

la administración del respectivo tratamiento una segunda ocasión. En los días 

subsecuentes al tratamiento se midieron los tamaños tumorales, observándose una 

disminución en el crecimiento de aquellos que fueron infectados con la cepa 

recombinante MVA-E2 a diferencia de los otros lotes de animales. 
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1.- INTRODUCCIÓN. 

EL PROBLEMA DEL CÁNCER A NIVEL MUNDIAL. 

El cáncer ha llegado a ser el problema de salud más crítico de los países 

industrializados. Es de esperarse que el 25% de la población de estos países 

desarrolle la enfermedad en alguna de sus modalidades, de los cuales muchos 

morirán irremediablemente a causa de la misma. En los llamados países del 

tercer mundo, el problema del cáncer debe sumarse a los problemas de salud 

ocasionados por la pobreza y la falta de higiene, tales como la desnutrición, las 

plagas y los transtornos gastrointestinales. Así se adquiere la conciencia de 

que el cáncer es un problema de salud ubicuo y uno de los de mayores 

dimensiones dado que día con día cobra más vidas. 

Las causas del cáncer son variadas, pero se estima que del 70 al 90% de 

ellos son ocasionados por agentes hallados en el medio ambiento (Douglas, 

1984). Estas estadísticas han hecho que los gobiernos de los diversos países 

adopten medidas tales como unificar esfuerzos para identificar agentes 

químicos en el medio ambiente y en los alimentos, etc., y evitar en lo posible 

su uso, así como el prestar mayor atención a las enfermedades infecciosas, 

con las cuales se ha podido establecer ciertos vínculos, en algiunos de los 

casos, con el cáncer. También se han hecho esfuerzos encaminados a la 

detección oportuna del padecimiento, punto crítico en el tratamiento de los 

pacientes, lanzando campañas masivas de información a la población en 

general. 

Habl•r de cifras resulta poco preciso, pues cada día se obtienen nuevos 

reportes en todo el mundo; sin embargo, las estadísticas aportan una visión 



general sobre la distribución de los diferentes tipos de cáncer en las diversas 

poblaciones. Los factores comunes tomados en cuenta en estas estadísticas 

son la distribución geográfica, así como la demografía y las características del 

medio en el cual se desenvuelven (Doll, 1977). Con éstos parámetros se ha 

establecido que los cánceres predominantes en las naciones industrializadas 

son aquéllos que afectan al tracto gastrointestinal, encabezados por el cáncer 

colo-rectal y el de estómago, pero también hay otros tipos predominantes, 

como lo son el cáncer de pulmón, de seno, de próstata, de endometrio y 

algunos tipos de leucemias, y por debajo de estos se halla el cáncer de cuello 

de útero. 

En otro contexto, en las sociedades llamadas "pobres" o tercermundistas, 

las cifras más altas de morbilidad y mortalidad las alcanzan los cánceres 

cervico-uterinos, de próstata, de seno, de pulmón, y en menores proporciones 

se encuentran los cánceres orales, faríngeos, de esófago y hepáticos (Berg, 

1977). 

EL CÁNCER CERVICO-UTERINO EN MÉXICO. 

El cáncer cervico-uterino (CaCU) es la enfermedad neoplásica más frecuente 

en la población femenina de los países subdesarrollados. Actualmente se ha 

incrementado en estos países la frecuencia de la neoplasia intraepitelial cervical 

(CIN), que se considera como la lesión precursora del CaCU (Nelson,1984). En 

México el cáncer de cérvix es un problema de salud importante, pues 

representa el 20% de todos los cánceres y el 31 % de los cánceres que 

afectan a la población femenina, ocupando el primer lugar en incidencia y 

mortalidad. En el ámbito latinoamericano, nuestro país ocupa el tercer lugar en 

la tasa de mortalidad por CaCU según datos de la Dirección General de 

Epidemiología (Sec. de Salud 1991). 
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Al parecer las lesiones preinvasoras e invasoras del cuello uterino son parte 

del mismo padecimiento. Éstas se presentan como una serie de cambios que 

generalmente empiezan con una lesión bien diferenciada (CIN I o displasia 

leve), después pasan por una fase menos diferenciada (CIN II o displasia 

moderada), y luego con una lesión intraepitelial indiferenciada (CIN III, la clásica 

displasia severa o carcinoma in situ), y finalmente terminan en carcinoma 

invasor (en diversos estadios) cuando las células neoplásicas de epitelio 

cervical han atravesado la membrana basal e invadido el tejido subyacente 

(Gariglio y García , 1990). 

Algunas de las lesiones preinvasoras presentan una regresión y otras tantas 

permanecen en este estadio durante muchos años e incluso toda la vida y sólo 

un pequeño porcentaje progresa hacia estadios más avanzados: 75 % de CIN I, 

15 % de CIN II y 25 % de CIN III (Reid, 1984). Por lo tanto cuando la lesión se 

encuentra 'en forma primaria, no necesariamente progresará a estadios más 

diferenciados, pero esto depende de cada individuo (en especial de su sistema 

inmune). El tiempo en que las lesiones progresan de un estadio a otro es muy 

variable pero se acepta un promedio de 10 a 20 años para llegar de un CIN l a 

CIN III. La edad de las mujeres que presentan CIN I y carcinoma invasor 

tampoco es constante, sin embargo se observa que las lesiones predominan 

entre las edades que van de los 25 a los 50 años respectivamente (Gariglio y 

García , 19901. 

Las observaciones clínicas, así como algunos estudios epidemiológicos, han 

sugerido la participación de un agente etiológico viral (de transmisión sexual) 

en el desarrollo del CaCU (Zur Hausen, 1980). Los principales candidatos 

asociados a CaCU fueron los Virus del Herpes Simple tipo II, y recientemente 

se involucró al Papi/omavirus Humano (HPV) (Zur Hausen,1987). Pero es hasta 
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ahora cuando se sabe que el agente etiológico más frecuentemente aislado en 

las lesiones de CaCU son los HPV's (Cornelissen, 1992). 

En la actualidad se trata de contrarrestar al avance de la enfermedad por 

medio de campañas masivas de información para prevención y detección 

temprana, así como con el uso de terapias, en los casos en los cuales el 

transtorno se encuentra en estados más avanzados, por ejemplo, la 

quimioterapia, cirugía y más recientemente se ha comenzado a dirigir la mirada 

hacia la terapia génica, dado que los conocimientos sobre genética, biología 

molecualr y bioquímica están teniéndo un crecimiento considerable en los 

últimos años. 

MARCO TEÓRICO. 

GENÉTICA DEL CÁNCER. 

Según Knudson, el cáncer es una denominación común para cerca de 200 

enfermedades que se caracterizan por el crecimiento anormal de las células. El 

que las células lleguen o no a una transformación maligna y eventualmente al 

desarrollo del cáncer está condicionado por muchos factores: la susceptibilidad 

de las células, la exposición a carcinógenos químicos (Cowdry, 1965) y la 

intervención de numerosos factores que puedan modificar el DNA, como lo son 

las radiaciones y ciertos tipos de virus como los Retrovirus (virus de RNA), los 

Virus de la Hepatitis B, los virus de Epstein Barr, los Virus Linfotrópicos y el 

Papilomavirus Humano (virus de DNA) (Zur Hausen, 1991). 

Muchos agentes interactúan con el DNA de la células. Cuando esta 

interacción afecta al DNA de las células germinales ocasiona mutaciones 

deletéreas, que son acarreadas por las futuras generaciones; si se afecta el 

DNA de las células somáticas durante el desarrollo embrionario, los daños 
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aparecen como defectos en el nacimiento y cuando se afectan las células 

somáticas en un organismo adulto, puede provocarse el desarrollo de cáncer. 

(Cairns, 1978). 

La teoría génica del cáncer propone en principio, que los cromosomas 

celulares contienen en forma natural genes carcinogénicos en estado de 

latencia, es decir, que no se expresan debido a cierto tipo de control negativo 

que reprime su transcripción. Sin embargo, una vez activados se convierten en 

productos proteínicos que ocasionan que se desestabilice el ciclo celular normal 

y se descontrole el crecimiento y diferenciación de las células Ilevándo así a la 

transformación de las células normales en cancerosas (Weinberg, 1985). Se 

ha demostrado que algunos virus (por ejemplo los retrovirus) acarrean en su 

genoma oncogenes que son responsables de la inducción al cáncer. En 1975 

los trabajos de J. Michel Bishop y Harold E. Varmus, mostraron que los 

oncogenes virales tienen un origen celular, por ello éstos ultimos son proto-

oncogenes (Weinberg 1985; Hunter 1990; Bishop 1982, 1987). Con lo cual se 

sugirió que los virus oncogénicos adquirieron el oncogén del hospedero durante 

infecciones previas (Bishop, 1982). 

Los planteamientos que se han hecho para poder descifrar la manera en que 

interviene los oncogenes en el desarrollo del cáncer incluyen varias 

posibilidades: PRIMERA, en el caso de ciertos virus (por ejemplo los Retrovirus) 

la expresión del oncogén que acompaña al virus incrementará la concentración 

intracelular de la proteína oncogénica viral (Bishop, 1982). SEGUNDA, la 

activación no viral de un oncogén celular latente puede deberse a una mutación 

en la región de control de la transcripción de un oncogén celular, la cual lo 

enciende, o a una mutación en el propio oncogén, lo que dá por resultado un 

producto antioncogénico alterado pero con mucho mayor actividad oncogénica 

(Weinberg, 1984). TERCERA, puede ocurrir una activación no viral debida a 
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ciertos desplazamiento (transposición) de un oncogén hacia una posición 

diferente en el cromosoma, donde queda bajo la influencia de una señal de 

control positivo muy intensa, como la de un elemento intensificador de la 

transcripción; por ejemplo, en la activación del proto-oncogén c-myc, el cual se 

separa de su posición original en el extremo final de un cromosoma y se 

transpone en el extremo final de un cromosoma diferente; entonces queda 

yuxtapuesto con genes responsables de la síntesis de inmunoglobulinas 

(anticuerpos). La asociación de proto-oncogenes con un gen de 

inmunoglobulina aparentemente desregula el proto-oncogén y ello le imparte 

una nueva función biológica (Weinberg, 1984). CUARTA, la activación no viral 

puede tener por causa una amplificación génica, es decir un mayor número de 

copias del oncogén debida a la replicación local del DNA (Weinberg, 1985). 

QUINTA, en algunos cánceres virales, por ejemplo en los producidos por 

Papilomavirus, SV 40 y algunos Adenovirus, los virus codifican oncogenes y 

sus productos para estimular el crecimiento y división celulares, así la 

replicación viral óptima ocurre en el crecimiento activo de las células, con lo 

cual el virus produce (por medio de los oncogenes) productos que interactúan 

sobre los dos productos de los genes supresores Rb y p53 (Levine, 1992). 

ONCOGENES Y GENES SUPRESORES DE TUMOR. 

Los genes cancerígenos han sido descubiertos en el genoma de células 

tumorales. Estos genes, frecuentemente llamados oncogenes, representan la 

fuerza directriz del comienzo del crecimiento incontrolado de muchas células 

cancerosas (Weinberg, 1985), 

Los oncogenes son versiones alteradas de genes ordinariamente benignos 

presentes en las células normales. Del total del genoma humano (algo así como 

30,000 genes), tal vez poco menos de 100 sean oncogenes (Hunter, 1984). 
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Ya se identificó el tipo de función proteínica de alrededor de la mitad de los 

oncogenes conocidos. Siete de los oncogenes (src, ros, yes, fgr, ab/ y ras) 

codifican proteínas que tienen actividad de cinasa de las proteínas y todos con 

excepción de ras, son específicos para la tirosina (Krontiris, 1995). Esta 

función parece ser la clase principal entre las proteínas oncogénicas (Hunter, 

1984). Ligar un oncogén a un factor de crecimiento tiene obvias interferencias 

en cuanto a la explicación de por qué una célula saludable pierde el control en 

su crecimiento normal. En el momento inoportuno la célula se vé bombardeada 

con cantidades excesivas de una sustancia que estimula el crecimento y la 

división celulares, o ambos fenómenos. Hay otros tipos de oncogenes que no 

precisamente son factores de crecimiento, pero sin embargo actúan como 

receptores de éstos (por ejemplo el oncogén erb-B). Otras tres proteínas 

oncogénicas se unen con fuerza al GTP (proteínas G), Y aún no se aclara como 

causan la transformación estas proteínas G. Dentro de las posiblilidades se 

sugiere la fijación del GTP (y subsecuentemente la hidrólisis de éste a GDP) 

para activar la proteína oncogénica a fin de que realice alguna otra función que 

pudiera tener. Otra posibilidad es que la proteína G codificada por el oncogén 

estimule la acción de una o más proteínas G normales, algunas de las cuales 

regulan según se sabe procesos celulares clave (Weinberg, 1985; Hunter, 

1990). 

También se ha demostrado que cierta proteína oncogénica que actúa en el 

núcleo de las células tiene una fuerte actividad de fijación al DNA. Este 

fenómeno podría dar por resultado la activación de un gen de transformación 

celular que por lo general está reprimido (Weinberg, 1985). A este respecto, se 

conoce ahora que la regulación en la expresión de las proteínas oncogénicas 

está dada por un mecanismo de regulación negativa, en el cual intervienen los 

genes supresores de tumor o antioncogenes. 
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A pesar de que la existencia de los genes supresores de tumor se postuló en 

1971, hace menos de 10 años que se sabe su modo de acción e identidad. La 

existencia de los genes supresores ha dispuesto un claro entendimiento de la 

predisposición hereditaria al cáncer, de cánceres en células o tejidos 

específicos, de la alteración del cariotipo en células cancerosas y nuevos 

conceptos en la regulación del ciclo celular (Krontiris, 1995). 

El concepto de que uno o más productos de los genes supresores pueden 

suprimir o inhibir el crecimiento de las células tumorales, deriva de los primeros 

experimentos en células somáticas. Una célula normal fusionada en cultivo con 

una célula habilitada para producir tumores en animales crece bien en cultivos 

celulares (resultando un hibridoma), pero no produce tumores en animales 

(independientemente del origen tumorogénico de la célula -viral,qufmico o por 

mutación espontánea y de la línea celular-). En algunos casos en donde hubo 

reacción tumoral en animales se demostró que había asociación del tumor con 

un cromososma específico derivado de los padres no tumorogénicos (Levine, 

1992). Estos experimentos demostraron que hay muchos locus involucrados 

en la supresión del crecimiento tumoral. En los últimos 15 años se ha trabajado 

en pruebas que detectan esto en tumores humanos, por ejemplo: una delación 

en el cromosoma 11p y 13q están comúnmente asociados a cáncer de pecho; 

una deleción de 3p, 13q y 17p en cáncer de pulmón; y 5q, 17p, 18q y 22q, 

son relacionados con cánceres colorectales (Levine, 1992). 

Como se mencionó, hay cánceres virales en los cuales los virus codifican 

oncogenes, que interactúan con los productos de los genes supresores p53 y 

Rb, interfiriéndo de esta manera con el crecimiento y división celular. 

Hay una gran variedad de mecanismos por medio de los cuales los 

productos de los genes supresores regulan negativamente el crecimiento y 

división celulares (Levine, 1992). 
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Los elementos genéticos llamados genes supresores de tumor, pueden ser 

activados en alguna modalidad, por ejemplo, por deleción, mutación puntual o 

metilación, ocasionando que la célula se transforme en una célula maligna. 

Algunos genes supresores de tumor han sido identificados y su función 

específica dentro de la célula se muestra en la siguiente tabla (Levine, 1992): 

TABLA 1 

GEN SUPRESOR LOCALIZACIÓN 

CROMOSÓMICA 

POSIBLE 

FUNCIÓN 

Rb 13 q 14 factor de transcripción 

p53 17 p 13 factor de transcripción 

WT 1 11 p 13 factor de transcripción 

NF 1 17 q 11 relacionado con GAP. 

DCC 18 q 21 adhesión -comunicación 

MCC 5 q 21 activación de prot G. 

PTp 3 p 21 fosfatasa-tirosincinasa. 

Al menos 2 genes supresores de tumor, llamados p53 y Rb, se han 

encontrado alterados (deletados, rearreglados o mutados) en muchos diferentes 

tipos de cáncer, sugiriendo aberraciones de posibles rutas comunes del contol 

del crecimiento en estas diversas malignidades (Levine, 1992). 

El gen de retinoblastoma (Rb) fuá el primero clonado por Friend y cols. en 

1986 (Weinberg, 1989). Este gen está constituido de 27 exones dispersados 

en aproximadamente 200 Kb del DNA genómico (Huang, 1988). Su transcrito 

de mRNA de 4.7 Kb codifica para una proteína de unos 110 KDa, la cual 

funcionalmente tiene importancia en la fosforilación de los estados 
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postraducciocionales del RNA (Lee, 1987). Este gen se ha encontrado 

expresado virtualmente en todos los tejidos, Su estado de fosforilación varía 

através del ciclo celular, siéndo la máxima fosforilación en la fase S y la 

reducción de la fosforilación después de la fase M (Buchkovich, 1990). Estas 

observaciones sugieren que Rb actúa en el ciclo celular en una modalidad 

especial y que la oscilación de estados de fosforilación-desfosforilación puede 

ser el principal mecanismo en el control en el ciclo celular. Una particular e 

intrigante propiedad de la proteína Rb es la propensión a formar complejos con 

las proteína productos de los genes transformantes de virus tumorogénicos de 

DNA, incluyendo al antígeno T de SV40 (De Caprio, 1988), la proteína El A de 

adenovirus (Whyte, 1987) y la proteína E7 de Papilomavirus Humano (Dyson, 

1989a, 1989b). Esta propiedad de formar complejos con proteínas 

relacionadas con la transformación tumoral de virus de DNA es también 

mostrada por la proteína codificada por el gen p53 (Levine, 1992). 

El gen p53 ha sido implicado en mucha formas de cáncer humano, tanto 

esporádicas como hereditarias. El producto del gen p53 actúa de manera 

similar a la proteína Rb, regulando negativamente el crecimiento celular; se 

localiza en el núcleo, y como ya se mencionó, al igual que la proteína Rbse 

une a varias oncoproteínas virales formando complejos, tales como el antígeno 

T de SV40, la proteína E1B de Adenovirus y la proteína E6 de HPV (Sarnow, 

1982). La proteína E6 de HPV se une a la proteína p53 y promueve la 

proteólisis de la misma (Levine, 1992). 

LOS PAPILOMAVIRUS HUMANOS. 

El cáncer cervical es uno de los más comunes transtornos malignos en las 

mujeres de todo el mundo. Un factor que al parecer juega un papel importante 

en el desarrollo de este tipo de cáncer es la infección con ciertos tipos de 
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Papllomavirus Humanos (HPV), incluidos los tipos 14, 16, 18, 20, 21, 23, 

25, 31, 33, 35 y 45. En contraste, otros tipos de HPV que también infectan el 

tracto ano-genital, tales como los tipos 6, 11, 42, 43 y 44, no son asociados 

con el cáncer de cérvix (Cullen 11993). 

Hay una clara evidencia de que el DNA de los HPV 16 y 18 es mantenido en 

forma episomal en las infecciones productivas benignas (Cullen, 1993); en 

contraste, el DNA de los mismos HPV) ha sido frecuentemente identificado en 

especímenes de biopsias de cánceres de cérvix, en líneas celulares aisladas de 

neoplasias cervicales y en queratinocitos humanos inmortallizados. La 

integración usualmente destruye los marcos de lectura abierta (ORF's) de El y 

E2, permitiendo potencialmente la desregulación de la expresión viral (García, 

1990); estas observaciones sugieren la actractiva hipótesis de que la pérdida 

del represor E2 permite la expresión de las oncoproteínas E6 y E7, las cuales 

pueden promover el desarrollo de neoplasia (Cullen, 1993). Se ha observado 

que muchos cánceres contienen HPV 18 y consistentemente no expresan 

transcritos del gen E2 aunque continúan expresándo E6, E7 y El. En contraste, 

muchos cánceres que contienen HPV 16 expresan la región temprana 

completa. La implicación que tiene esta observación es que la integración de 

HPV 18 por la región E2 sucede con la pérdida de todas las moléculas 

episomales, perdiéndo a su vez, el marco de lectura abierta de E2, de éste 

modo puede ser que la secuencia de DNA de HPV 18 de alguna manera ayuda 

al evento de integración resultándo en un DNA de HPV integrado cuyos 

promotores (LCR) llevan a una rápida y agresiva progresión a la malignización 

(Cullen, 1993). 

. 

	

	En el humano se han descrito tres tipos básicos de infección por Papilomas: 

la verruga común (verruca vulgaris), la verruga plana (verruca plana) y el 
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condiloma tipo verruga (condiloma acuminado) (Zur Hausen 1986; Orth 

,1977). 

Las verrugas comunes se caracterizan por varios grados de hiperplasia 

papilar y una superficie verrucosa dura. Las verrugas plantares y palmares son 

variantes topográficas de las verrugas vulgares. Las verrugas planas 

representan epidermis sin hiperplasia papilar. Ellas contienen numerosas células 

claras con lo cual reemplazan, en parte, el estrato espinoso y granuloso. Estas 

células parecen el resultado de de un proceso primario de vacuolización 

arrancando del área perinuclear (Orth, 1977). 

Los condilomas acuminados (verrugas genitales) son caracterizados por un 

exuberante crecimiento con una pequeña queratinización o no. Ello ocurre 

predominatemente en la región genital pero ocasionalmente también se observa 

en otros sitios (mucosa oral, región periumbilical).(Orth, 1977). En la tabla 2 se 

dá un resumen de las principales características de las lesiones asociadas a 

papilomas. 

Taxonomía, 

Los Papilomavirus representan un grupo de virus de DNA altamente 

especializados, conteniendo miembros con una notable especificidad de 

hospedero (Orth, 1977; Zur Hausen, 1986). Entre los miembros de la famila se 

encuentran los Papilomavirus que infectan al conejo cola de algodón, los virus 

de fibropapiloma de bovino y los que infectan el tracto alimentario de los 

bovinos, los cuales han demostrado un alto potencial oncogénico (Orth, 1977). 

Los HPV han sido identificados en un número de especies animales tales 

como en caballos, perros, monos, conejos, hamsters, etc. Sin embargo no se 

ha observado una recombinación entre los diferentes tipos, por lo tanto 

tampoco existe una importante reacción cruzada serológica entre los diferentes 
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grupos, lo cual demuestra el alto grado de especificidad de hospedero así como 

de los tejidos (Orth, 1977). 

El modo exacto de transmisión no es muy claro para muchas infecciones de 

Papilomavirus. Los microtraumas parecen jugar un papel muy importante como 

lo indica la aparición de verrugas en rasguños. El período de !Menda de 

desarrollo de la verruga parece que requiere entre 3 y 12 meses para HPV. 

El condiloma acuminado frecuentemente ocurre en los sitios de la vulva, 

vagina y pene, y excepcionalmente en la uretra, vejiga y ureteres (Zur Hausen, 

1987). 

Los Papilomavirus tienen cerca de 55 nm de diámetro determinado por 

microscopía electrónica. No contienen lípidos y por tanto no son inactivados 

por solventes lipídicos, La partícula icosaédrica contiene 72 capsómeros, y se 

clasifican en la familia de los Papovavirus subgrupo A (Fenner, 1970). 
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TABLA 2. 

TIPOS CLÍNICOS CONTENIDO VIRAL DISTRIBUCIÓN TRANSMICIÓN FACTOR DE 

RIESGO 

MALIGNIZACIÓN 

Verrugas en la piel Variable 

usualmente(alto) 

niños y adultos contacto directo o 

indirecto através 

de abrasión. 

comunidad, 

deficiencia 

inmune 

no reportada 

(usual regresión) 

Epidermodisplasia 

verruciforme 

moderado crecimiento a lo 

largo de la vida 

desconocida factores 

genéticos 

frecuente (no hay 

regresión) 

Condiloma acuminado 

(anales y genitales) 

bajo adultos jóvenes venerea promiscuidad, 

higiene pobre, 

embarazo. 

rara (vulva, pene y 

ano) 

Hiperplasia oral-epitelial moderado en todas las 

edades 

desconocida factores 

genéticos 

no reportada.. 

Papilomatosis larigeo 

juvenil 

extremadamente 

bajo. 

infantes y 

niños, adultos. 

desconocida madres con 

condiloma 

presencia de 

verrugas 

rara (por lesiones 

recurrentes o 

persistentes) 

— 

(Tomado de Orth, 1977) 



Biología Molecular de HPV  

Las partículas virales contienen sólo DNA y proteínas. El DNA de doble 

cadena es circular y contiene 8,000 pb aproximadamente. En los genomas de 

HPV se han identificado ORF's organizados en regiones de expresión temprana 

(E) y tardía (L) (figura 1). Los primeros codifican para proteína relacionadas con 

la replicación (E1), la transcripción (E2), y transformación celular (E6 y E7), los 

segundos codifican para proteínas de la cápside (L1 y L2). 

El genoma viral contiene una región larga de control (LCR) de 

aproximadamente 1 Kb sin ningún ORF importante, en la que se ha identificado 

secuencias estimuladoras y represoras de la transcripción viral, así como el 

origen de la replicación. Como puede observarse en la figura 1, la información 

codificada se encuentra localizada en una sola de las cadenas del DNA y los 

ORF's tiene la misma orientación transcripcional, con sobreposición de alguno 

de ellos (García y Gariglio, 1990). 

Los elementos regulatorios de la expresión de los genes E6 y E7 se 

encuentran localizados en el LCR. Los sitios de unión de la proteína E2 se 

encuentran localizados de una menera particular en el LCR de los tipos 

genitales; estos LCR representan un doble sitio perfecto de unión justo arriba 

de la caja TATA (figura 2). En otros tipos humanos y animales, el sitio de unión 

más cercano al promotor E6 proximal está a 140 pb de la caja TATA (García y 

Gariglio, 1990). 

proteína Ea. 

El producto del gen E2 (ORF E2) es un transregulador de la transcripción 

temprana (E6 y E7), que se une al DNA pues reconoce específicamente la 

secuencia palindrómica ACC-CNNNNNN-GGT a la cual se une en forma de 
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dímero (figura 3). Dicha secuencia se encuentra repetida varias veces en el LCR 

de todos los HPV secuenciados hasta ahora. 

Se ha observado que las células transformadas por Papiloma Virus Bovino 

tipo 1 (PVB 1) expresan, además del producto completo, dos proteínas E2 

truncadas. Se ha observado que mientras que VPB estimula la expresión de E6 

y E7, en HPV se reprime la misma; de esta manera la localización de los sitios 

E2 determina si se activa o reprime la expresión de los genes E6 y E7 (García 

y Gariglio, 1990). 

FIGURA 1. MAPA GENETICO DE HPV 18 

(Tomado de García y Gariglio, 1990) 

Proteínas EB y E7. 

Los productos de los genes E6 y E7 han sido implicados en la inducción y el 

mantenimiento del estado transformado en aquellas células que contienen 

secuencias de HPV. A diferencia de lo que ocurre con los genes El y E2, los 

genes E6 y E7 no se destruyen cuando se integra al genoma celular el DNA 

viral; dichos genes se expresan selectivamente en tumores genitales y líneas 

celulares derivadas de tumores humanos (García y Gariglio, 1990). 
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La proteína E6 se ha encontrado tanto en el núcleo como en la membrana 

plasmática de las células infectadas por HPV, y se sabe que es muy afín al 

DNA. En tanto la proteína E7 es una fosfoproteína que se encuentra en el 

citoplasma celular, y aún permanece desconocida su función (García y Gariglio, 

1990). Ambas proteínas juegan un papel muy importante en el mantenimiento 

del estado transformado, pues le son necesarias al HPV para llevar a cabo su 

replicación, ya que esta sólo se dé en la etapa de divisón celular y ambas 

proteínas inducen un estado de permanente división celular, ya que la proteína 

E7 forma un complejo indisoluble con la proteína antioncogénica celular Rb, en 

tanto que el gen E6 produce una proteína que tiene actividad de proteasa sobre 

la proteína p53, de esta manera los niveles de las proteínas E6 y E7 

determinan el estado transformado del tumor (Levine, 19921. 

Especificidad tisular. 

Los HPV infectan solamente células del epitelio que pueden dividirse 

(células basales); en estas células, el virus no puede replicarse y por tanto 

permanece en estado latente. A medida que las células epiteliales se 

diferencian, el DNA se replica, se transcribe y consecuentemente forma los 

viriones completos. Estas observaciones han sugerido que hay algunos factores 

proteinicos en las células que participan en la regulación del ciclo vital, durante 

los diferentes estadios de la diferenciación de los epitelios. 

A medida que la diferenciación progrese, las células se vuelven cada vez 

más permisivas a la replicación viral. Ésta puede observarse en las capas 

suprabasales, mientra que las proteínas estructurales y las partículas virales 

aparecen sólo en las capas superiores (Garcia y Gariglio, 1990). 
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1990). 

FIGURA 3 PROTEINA E2 (Tomado de García y Gariglio, 1990). 
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Posibles mecanismos de transformación celular por HPV 

Se sabe que los HPV 6, 11, 16 y 18 se encuentran en forma episomal y 

productiva en las lesiones benignas y precancerosas y que generalmente están 

amplificados en unas 50-200 copias por célula (García, 1990). Esto parece 

indicar que la integración de los tipos 16 y 18 está relacionada con el proceso 

de malignización de las células normales o en otras palabras, de la formación 

de tumores. Ya es sabido que para que se lleve a cabo la integración del 

genoma viral en el genoma celular ocurre la ruptura de los genes El y E2. Los 

sitios en los que se puede insertar el DNA viral son muy variados, y hasta 

donde se sabe no hay un patrón característico (García y Gariglio, 1990). 

Resulta interesante la observación que se hace al respecto de que no todas 

la infecciones por HPV 	genitales inducen una transformación maligna, 

entonces se postula la falla de los mecanismos celulares que controlan la 

expresión de los genes vitales persistentes, y además la coparticipación de 

otros agentes no virales que lesionen al DNA celular (por ejemplo, metabolitos 

mutagénicos del cigarro así como los que se encuentran en el medio ambiente-

polución-, e inflamaciones crónicas de los genitales), y agentes virales y 

parásitos relacionados (por ejemplo: virus del herpes, tricomonas, clamidias, 

etc), así como la interacción de proteínas celulares con las virales (como TEF-1 

y su coactivador) (Ishiji,1993). El gran período de latencia que transcurre entre 

una lesión precursora y su progreso a carcinoma sugieren la participación de 

factores del hospedero (por ejemplo: respuesta inmune, hormonas, etc) que 

vuelven impredecible el diagnóstico de una lesión precursora (García y Gariglio, 

1990). 
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VECTORES DE CLONACIÓN COMO CLAVE DE LA TERAPIA GÉN1CA. 

Durante la última década, los virus han sido objeto de intensos estudios que 

han logrado precisar un hecho esencial: los virus sólo se reproducen hasta que 

han penetrado la célula que van a parasitar. De allí surgió la idea de utilizarlos 

como vectores, es decir como misiles dirigidos, mediante las inmensas 

posibilidades que ofrece la terapia genética. A muy grandes rasgos, esta podría 

resumirse de la siguiente manera: se ha comprobado que numerosas 

enfermedades son causadas por la desaparición o ineficiencia innata 

(herediatria) o adquirida (patológica) de uno o varios elementos del código de 

los sistemas metabólicos o de defensa de la célula. La terapia consiste 

entonces, en transferir el fragmento del material genético ausente o deficiente, 

al interior de los cromosomas de las células que forman los tejidos enfermos 

(Estrada, 1992). 

La elección del virus-vector que porte el gen ha sido objeto de numerosas 

investigaciones. Los diferentes equipos de trabajo a lo ancho de todo el mundo 

se han inclinado principalmente por los retrovirus, adenovirus y virus de la 

vaccinia. En todos los casos las características que deberán cubrir los virus 

para ser utilizados como vectores son: 1) ser incorporados eficientemente en el 

huésped adecuado; 2) replicarse con alto número de copias; 3) ser transcrito 

eficientemente; 4) ser traducido también con eficiencia (Brook, 1987). 

virus de la Vaccinia coma vector de donación. 

La idea de usar al virus de la vaccinia (V V) como vector no es nueva y fué 

planteada por Mackett y col. en 1982 (Macket y Moss, 1982). Hacia fines del 

siglo XVIII los trabajos de Jenner establecieron que los virus aislados de vacas 

y caballos protegían a los humanos de la infección por el virus de la viruela. 

Este efecto protector es el resultado de la gran semejanza genética entre los 
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miembros de la familia de los Orthopoxvirus, donde se encuentran el virus de 

la viruela y sus parientes más benignos los de la viruela de la vaca y del caballo 

(Pizarro, 1992). 

El virus vacunal que utilizó Jenner originalmente, difiere del actualmente 

disponible para ese propósito y este virus tampoco es muy similar al de la 

viruela, por lo cual se llama virus de la vaccinia o virus vaccinia; no se le 

encuentra en la naturaleza, y se trata de un agente de laboratorio que se 

desarrolla en la piel del humano, del ganado vacuno y del conejo, además de la 

membrana corioalantoidea de huevos embrionados y en cultivos de tejidos. 

(Pizarro, 1992). Su origen es motivo de discusión, ya que puede tratarse de 

una variante del virus de la viruela, del de la vacuna o bien, un recombinante de 

ambos; sin embargo, aunque el esquema genético del virus de la vaccinia es 

similar al los dos anteriores, muestra diferencias suficientes para considerarse 

como una entidad distinta (Mackett y Archard, 1979). 

El V V se puede producir a bajo costo, es termoestable, resistente a la 

liofilización, relativamente seguro, su administración es muy sencilla y confiere 

una inmunidad muy prolongada (Estrada, 1992) 

Al desaparecer la viruela, la necesidad de producir el V V disminuyó, sin 

embargo se han desarrollado métodos para construir V V modificados por 

ingeniería genética que funcionan como vectores de expresión de genes de 

otros agentes infecciosos así como de genes eucariotas. Estos vectores ya han 

sido probados exitosamente como vacunas activas, así como para producir 

respuesta celular y anticuerpos, y es ahora cuando comienza su etapa como 

agente terapéutico. 

Para insertar genes foráneos en el virus, el primer paso involucra aislar el 

gen que interesa y clonarlo en algún plásmido. Además, adyacentes se insertan 

secuencias específicas del V V, de 100 a 10,000 pares de bases (pb), las 
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cuales juegan un papel vital ya que orientan precisamente al gen foráneo a las 

secuencias homólogas en el genoma del vector. El plásmido recombinante con 

el inserto quimérico es usado para transformar células en cultivo y 

simultáneamente las células se infectan con el V V activo. Este virus que se 

conoce corno de rescate, entra al citoplasma, procede con su ciclo y durante la 

replicación, el DNA del virus infectante se acerca al DNA del plásmido 

recombinante. Debido a la complementariedad entre las secuencias homólogas 

del V V, contenidas en el plásmido, y en el genoma viral, ambas se alinean y 

por recombinación in vivo el genoma viral "rescata" al gen foráneo, 

incorporándolo en su propio DNA. Después la replicación continúa, seguida de 

la maduración y liberación de los nuevos virus recombinantes (Estrada, 1992). 

Aquí es importante hacer notar varios puntos. Primero, el gen foráneo debe 

encontrarse dentro de secuencias propias del V V, para que al recombinarse 

con el genoma viral no interrumpa su funciones esenciales. Segundo, las 

secuencias de vaccinia 5' adyacentes al inserto foráneo deben tener 

promotores del virus o señales promotoras transcripcionales modificadas, de tal 

forma que la RNA polimerasa viral pueda también reconocer y transcribir al gen 

foráneo. Finalmente, la recombinación in vivo se lleva a cabo con una 

frecuencia del 0.1% aproximadamente, siendo este nivel suficiente para la 

detección de virus recombinante mediante técnicas de hibridación de DNA. De 

esta forma se han podido insertar segmentos de hasta 25,000 pb (Smith y 

Moss, 1983). En general la máxima expresión se obtiene usando los 

promotores asociados con genes del virus que codifican para las proteínas 

estructurales principales. También se han usado promotores sintéticos, cuya 

actividad se ha mejorado mediante mutaciones. Para garantizar la expresión de 

genes foráneos se recomienda el uso de marcos de lectura abierta, ya que el 

procesamiento de los transcritos no ocurre en el citoplasma (Estrada, 1992). 
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Hasta el momento se han podido expresar en este sistema genes foráneos 

provenientes de virus y células procarióticas y eucarióticas. Los factores que 

han contribuido incluyen que la expresión se efectúe en el citoplasma y el uso 

de factores de transcripción del V V (Estrada, 1992). 

El V V usado como vector representa ventajas tales como retener la 

infectividad, tener un amplio rango de hospedero, relativamente altos niveles 

de síntesis de proteínas y un transporte apropiado, procesamiento y 

modificaciones transduccionales de las proteínas expresadas, además de una 

alta inmunogenicidad y una alta seguridad en su uso (Estrada, 1992). 

Taxonomía.  

La familia Poxviridae se divide en 6 géneros en base a sus diferencias 

antigénicas y morfológicas. Tanto el virus de la vaccinia como el de la viruela 

pertenecen al género de los Poxvirus, el cual contiene a los virus más grandes 

y complejos. Los poxvirus causan infecciones en el hombre tales como la 

viruela, el molusco contagioso, viruela bovina, nódulos de los ordeñadores y la 

estomatitis ulcerosa ovina (Fenner, 1970). Estos virus son lo suficientemente 

grandes como para poderse observar bajo el microscopio de luz utilizando una 

mínima iluminación. El virión del virus de la viruela es idéntico al de la vaccinia. 

Su nucleocápside rompe con los esquemas conocidos para otros tipos de virus, 

por lo cual adopta el nombre de virión "complejo". Contiene una membrana 

"externa" con subunidades de lipoproteínas de forma tubular distribuidas de 

forma irregular que es adquirida cuando el virus sale de la célula, que encierra 

un centro y dos "cuerpos laterales", cuya naturaleza aún permanece incierta. 

En el centro se encuentra casi todo el material genético (Fenner, 1970). Green 

y sus colaboradores (1942) describen al virus con forma de "ladrillo". Tiene 

una estructura química compleja con proteínas, ácido nucleico (DNA), 
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fosfolfpidos, grasas neutras y carbohidratos. Los antígenos LS y NP 

constitiuyen una porción importante de la superficie de los cuerpos 

elementales. También tiene una hemaglutinina que es sólamente activa en 

eritrocitos de algunas aves (Rivers,1965). En el citoplasma de las células 

infectadas se forman estructuras de inclusión muy típicas, conocidas como 

cuerpos de Guanieri (Moss, 1985). 

Ciclo de replicación del virus de la vaccinia. 

Los eventos que conforman el ciclo replicativo de los poxvirus, incluyen la 

entrada del virus, la regulación en la expresión de los genes, la replicación del 

DNA, el ensamble de las partículas vitales y la diseminación del virus. 

La entrada del virus de la vaccinia a la célula hospedero está dada por una 

fusión entre las membranas de cobertura del virus y de la célula. 

Inmediatamente ocurre un desenvolvimiento del virión en el citoplasma. El 

siguiente proceso conocido como segunda etapa de descobertura, comienza 

después de un período lag de 0.5 a 2.0 horas, dependiéndo de la multiplicidad 

de infección. La replicación del DNA comienza con unas pocas horas de 

infección, requiere la síntesis de enzimas codificadas por el mismo virus 

incluyéndo una DNA polimerasa. La replicación marca el final de la primera fase 

de la expresión de los genes y el comienzo de la segunda fase. Después que se 

han transcrito los genes intermedios, comienza la expresión de los genes 

tardíos, muchos de los cuales codifican para proteínas estructurales. 

Finalmente la progenie de viriones es ensamblada en un complejo proceso de 

morfogénesis (Garcés J, 1993). 
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Biología.  molecular del V V. 

El virus de la vaccinia al igual que el resto de los poxvirus, codifica para su 

propio sistema de transcripción. Este incluye una RNA polimerasa, factores de 

transcripción, la polimerasa poli (A) y enzimas para la adición de la secuencia 

terminal de poli (A) y para metilación. Las secuencias promotoras en el DNA 

reconocidas por este sistema de transcripción son únicas, de aquí que para 

lograr la expresión del gen foráneo es indispensable el uso de promotores de 

vaccinia (Estrada G, 1992). La transcripción de los genes de vaccinia se regula 

temporalmente; los genes virales están agrupados en tres clases, tempranos, 

intermedios y tardíos, de acuerdo a la etapa de infección en la cual ellos son 

activados (Baldick, 1993). La mayoría de los genes esenciales se localizan en 

la región central del genoma, en una forma muy conservada en los poxvirus; 

los genes que no son esenciales para la replicación en cultivos celulares, entre 

los cuales se cuentan los genes del rango de hospedero, se encuentran cerca 

de los extremos finales. La aparente ausencia de intrones, las cortas 

secuencias de los promotores y los relativamente tamaños pequeños de los 

marcos de lectura abierta (ORF's) cuentan para que el genoma se empaquete 

en unos 150 a 200 genes en la molécula del DNA de 185,000 pb. Ambas 

cadenas del DNA son transcritas. Aunque todas las enzimas involucradas con 

la transcripción están localizadas en el centro, cuatro proteínas estructurales 

cuentan alrededor del 70% de la masa. En lugar de histonas, muchas proteínas 

virales son fuertemente unidas al DNA y aparentemente esto ayuda a mantener 

a éste en forma de una superhélice (Moss, 1990). 

Hasta ahora se han involucrado tres genes en la determinación del rango de 

hospedero en el virus de la vaccinia: K1L, C7L y un gen que codifica una 

proteína de 77 KDa. Los genes K1L y 77 KDa codifican proteínas con 

repeticiones parecidas a la ankirina eritrocitaria, comunes a proteínas 
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eucariotas tan diversas como factores de transcripción, receptores de 

membrana y reguladores del ciclo celular (Sutter, 1994). 

El sistema de transcripción es activado por un evento en cascada, el cual 

involucra el reordenamiento en cis y trans-activación de factores de 

transcripción lo cual lleva a la expresión sucesiva de genes (Moss, 1990). Sin 

embargo hay algunas secuencias promotoras de genes tempranos y de genes 

tardíos con arreglos en tándem, de esta manera la expresión de éstos se dé 

através del ciclo de crecimiento. La clase de genes llamada intermedios son 

expresados post-replicativamente, y de igual manera requieren de ciertos 

factores de transcripción intermedia (Moss, 1990). 

La transición entre las fases consecutivas de la expresión genética está 

mediada por factores de transcripción específicos, los cuales son codificados 

por genes de la clase precedente. 

Así después de la entrada a la célula, un sistema completo de transcripción 

que entra en la partícula viral, produce los primeros mRNA. Este sistema 

incluye una multisubunidad de polimerasa de RNA dependiente del DNA, un 

factor de transcripción temprana (VETF-1) heterodimérico y enzimas para el 

"casqueteado" y poliadenilación de los transcritos tempranos, así como un 

factor de terminación (que dé la señal de terminación cuando los templados 

tienen la secuencia TTTTTNT), una trifosfatasa de nucleósidos dependiente del 

DNA y una topoisomerasa (Moss, 1990). Así la activación y decline de la 

transcripción temprana puede corresponder con la primera y segunda etapas de 

desenvolvimiento, respectivamente. Estudios de hibridación demuestran que 

cerca de una mitad del genoma es transcrito antes de proceder a la replicación 

del DNA. 

La existencia de dos clases de genes se conoció desde hace algún tiempo, 

sin embargo, recientemente se describió una nueva clase de genes, que se 
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expresan antes de que se realice la replicación del DNA vira', y sin embargo no 

pertencen a la clase de genes tempranos (como lo indicó la diferencia entre sus 

promotores). Los productos de la traducción de los mRNA's tempranos 

incluyen enzimas y factores para la replicación y la expresión de los genes 

intermedios, para cuya expresión se requiere de una polimerasa, una enzima de 

"casqueteado" de RNA naciente y un mínimo de un factor de transcripción. 

Inmediatamnente después de la replicación las mRNA's intermedios son 

elaborados. Sus productos de traducción incluyen los trans-activadores de los 

genes tardíos, cuyos mRNA's codifican proteínas del virión, incluyéndo las 2 

subunidades del VETF-1, la enzima polimerasa y las enzimas necesarias para el 

procesamiento de los mRNA's tempranos. Para que la transcripción tardía se 

lleve a cabo, se requiere de una enzima polimerasa y del factor de transcripción 

tardía (VLTF-1) (Rosales, 1994). Estos datos son consistentes con un ciclo en 

cascada (tempranos-intermedios-tardíos-tempranos) (Kovacs, 1994). 

El inconveniente que presenta el virus al utilizarse como cepa silvestre, ya 

sea en forma de vacuna o en calidad de vector de donación, es la gran 

facilidad que tiene para recombinarse dentro de una célula infectada con otros 

miembros de los poxvirus, lo cual puede resultar contraproducente, ya que 

pudiera adquirir nuevas características de patogenicidad. Para evitar este 

riesgo, se ha pensado en la utilización de una cepa altamente atenuada, es 

decir, modificada en su genoma, de manera que no se afecten las 

características por las cuales se le ha elegido como modelo de investigación; 

así, si se utiliza como agente inmnógeno recombinante, no se deberá afectar 

sus determinantes antigénicas, responsables de despertar la respuesta inmune, 

y si se utiliza como vector de expresión, la modificación no deberá alterar las 

características que ya se han mencionado. 
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La respuesta se ha obtenido en la utilización de la cepa atenuada conocida 

como MVA (Modified Vaccinia Ankara), una cepa que ha pasado las pruebas 

de seguridad al ser probada en humanos, mostrando una alta capacidad de 

recombinación y de expresión genética. La cepa ha sido obtenida en el 

laboratorio del Dr. Arthur Mayr, y su extrema atenuación consiste en una 

deleción de 31,000 pb, por medio de 570 pasajes sucesivos en fibroblastos de 

embrión de pollo (CEF). Esta delación supone la supresión de un mínimo de dos 

genes del rango de hospedero (Sutterg y Moss, 1992), con lo cual se logró que 

la cepa pueda infectar, exprese sus genes, replique su genoma pero no forme 

partículas maduras, es decir que ha perdido la capacidad de producir progenie 

infectiva, ya que no existen las partículas maduras que salgan de la célula 

infectada e infecten a las células contiguas, por esto se dice que se realiza una 

infección abortiva o no productiva en células de mamífero (incluyendo a las 

células humanas), no así en CEF, en las cuales los virus son capaces de 

completar su ciclo infectivo, incluso con la formación de partículas virales 

infectivas, por lo cual se cree, que los CEF contienen un mínimo de un factor 

proteínico indispensable en la formación de las partículas virales (Sutter, 

1992). 

Como puede verse claramente, esta cepa representa el ideal de un modelo 

en la investigación de vectores, ya que tiene múltiples ventajas tales como una 

fácil recombinación y eficiencia de la expresión de los genes donados, su uso 

tanto en el manejo en el laboratorio así como en la aplicación en la terapéutica, 

representa un bajo riesgo, o mejor dicho, una alta seguridad. 
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II.- HIPÓTESIS Y OBJETIVOS. 

Como se ha dicho en el capítulo precedente, la transformación de las células 

epiteliales de la región genito-anal, depende de la integración del genoma de 

HPV al DNA celular con la subsecuente ruptura del gen E2, el cual actúa a 

manera de represor de los oncogenes virales E6 y E7. Así pues al estar 

involucrada la pérdida de un gen, se ha pensado en la posibilidad de proveerlo 

de manera artificial, valiéndose para ello de un vehículo con la capacidad de 

penetrar la célula, y con la ventaja de un aprovisionamiento endógeno de la 

proteína E2, producto del gen expresado por el vector. Dados los alentadores 

reportes acerca de la conveniencia de utilizar al virus de la vaccinia como el 

vehículo portador de un gen, se le ha tomado en cuenta en este proyecto, para 

el cual se propone la siguiente hipótesis: 

" Se espera que la proteína E2 expresada por el virus de la Vaccinia sea 

capaz de reprimir la producción de las oncoproteínas E6 y E7, y por 

consiguiente, ocasionar la reducción del crecimiento tumoral, en células 

infectadas por Virus del Papiloma Humano". 

Los objetivos perseguidos en este trabajo: 

1) Construir un vector a partir de una cepa atenuada del virus ,  de 

la vaccinia, que exprese la proteína E2. 

2) Demostar que la proteína recombinante E2 actúa 
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eficientemente reprimiendo la expresión de los genes bajo el 

control de la región reguladora LCR de HPV, en cultivos 

celulares. 

3) Comprobar que la represión en la región LCR, por la proteína 

E2 recombinante disminuye el crecimiento en células tumorales 

de CaCU humano en el modelo animal. 
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III.- MATERIALES Y MÉTODOS. 

Material biológico. 

plásmidos, bacterias, células y virus. 

Los plásmidos utilizados en este trabajo fueron: el plásmido p111 gpt dsP 

usado en la construcción del virus recombinante que se usó para la 

comprobación de la actividad represora de la proteína E2 sobre el promotor 

LCR. Los plásmidos LCR-B Gal (para B-galactosidasa), el cual contiene el gen 

reportero Lac Z (de E. cok) adyacente a la región larga de control (LCR) de HPV 

18; el plásmido 863.1, el cual contiene el gen que codifica la enzima 

cloramfenicol acetil transferasa (CAT) bajo el control del promotor LCR de 

HPV. 

Los plásmidos arriba mencionados fueron purificados a partir de cultivos 

bacterianos, usando la cepa X -L-1 Blue. 

Las células se crecieron con medio mínimo Eagle modificado por Dubelcco 

(D-MEM), suplementado con suero fetal bovino (SFB) al 10%, adicionado con 

antibióticos (penicilina/estreptomicina) e incubadas a 37° C y con atmósfera de 

CO2 al 5%, realizando pasajes seriados cada tres a cinco días, dependiendo del 

tipo de células. Las líneas celulares utilizadas fueron: células C33 las cuales 

son células derivadas de riñón de ratón; células 3T3-F4 que son fibroblastos de 

ratón que expresan constitutivamente la enzima B-galactosidasa, bajo el control 

del promotor LCR de HPV 18; y células HeLa procedentes de un carcinoma 

cervical humano y que por tanto, es una línea inmortalizada y que expresa las 

oncoproteínas E6 y E7 de HPV, por tener el genoma vira) integrado en el 
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genoma celular. Los fibroblastos de embrión de pollo (CEF) se obtuvieron como 

cultivo primario a partir de huevos embrionados de 12 días, y fueron crecidos 

en las mismas condiciones que las líneas anteriormente mencionadas. Para la 

titulación de virus se utilizaron monocapas confluentes de células de mono BS-

C-1 (ATCC CCL 26). 

La cepa atenuada registrada como Modified Vaccinia Ankara (MVA), fué 

donada por el profesor Arthur Mayr de Munich (Alemania). 

Ratones  

Para la producción de tumores humanos se utilizaron ratones atímicos de la 

cepa Mus musculus de los laboratorios Taconics (USA), de 8 semanas de edad 

al momento de aplicar el respectivo tratamiento. 

El manejo de las células, de los virus así como de los animales siempre se 

hizo en condiciones de esterilidad y con las medidas de seguridad que el caso 

requería, utilizando un gabinete de seguridad biológica clase II (Forma 

Scientific). 

Medios de cultivo.' 

Medios de cultivo bacteriano. 

El medio que se empleó en el crecimiento bacteriano fué el caldo Luda, y en 

algunos casos se usaron cajas de Petri conteniendo Agar-Luria. 

Los medios se esterilizaron en el autoclave a 120°C y 15 Lb/Plg de presión 

durante 25 minutos. Los medios de cultivo con agar se vaciaron fundidos a 

cajas Petri desechables (aproximadamente 20 ml por caja), y se dejaron 

solidificar a temperatura ambiente en una campana de flujo laminar estéril. 

La preparación de los medios de cultivo utilizados se encuentra en el apéndice B. 
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Medios de cultivos celulares.  

Estos medios fueron esterilizados por el método de filtración en un equipo 

Millipore (Stainless Sanitary Filter Holder, 142 mm), utilizando un filtro de 

0.421.1m, con conexiones de látex siliGonizado, previa esterilización del equipo. 

En todos los casos se utilizó el medio D-MEM, suplementado con cantidades 

variables de SFB , de acuerdo con el uso que se dió al medio. Los medios 

siempre fueron adicionados con una combinación de ampicilina /tetraciclina 

(120 µgimL de cada uno) para evitar la contaminación por bacterias y hongos. 

Tanto en la preparación de los medios bacterianos como en los medios para 

crecimiento de celulas se utilizó agua destilada y desionizada, esterilizada 

previamente. 

Solucionas y reactivos.2  

Durante los diversos experimentos elaborados , se utilizaron las siguientes 

soluciones: 

Acetato de potasio (BAKER) 5 M 

Acetato de sodio (BAKER) 3 M 

Ácido etilén-diamino tetrasódico (BAKER) 0.5 M 

Ácido mucofenólico (CALIBIOCHEM) 400 X 

Agarosa (SEA KEM GTG) al 1% y 1.5% 

Albúmina Sérica Bovina (SIGMA) 1µg/µ1 

Amortiguador de fosfatos (BAKER) pH 7 

Amortiguador de lisie 

Amortiguador de muestra 

2  La preparación de las soluciones se encuentra en el apéndice B. 
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Amortiguador Salino de Fosfatos (BAKER) 

Bromuro de etidio (BRL) 10mg/m1 

Cloruro de calcio (BAKER) 2.5 M 

Cloruro de potasio (MERCK) 1 M 

Cloruro de sodio (BAKER) 4 M 

Cristal violeta (SIGMA ) al 0.1% 

Dodecil-sulfato de sodio (MERCK) al 10 % 

Estreptomicina (laboratorios BRISTOL) 20 mg/ml 

Fosfato dibásico de sodio di-hidratado (BAKER) 1 M 

Glucosa (MERCK) 1M 

HEPES 1M 

Hidróxido de sodio (MERCK) 10 N, 

Hipoxantina (SIGMA) 670 X, 

ONPG 

Penicilina (USV-GROSSMAN) 20,000 U/ml 

Reactivo de Bradford 

Sacarosa ultrapura (GIBCO) al 40%, 36%, 32%, 28% y 24% 

Solución Salina Isotónica (ABBOT) 

TAE 50 X 

TE 1X 

Tripsina (GIBCO) al 0.25 % 

Tripsina ultrapura, bicristalizada (WORTHINGTON) 0.25 mg/ml 

Tris-HCI (BAKER) 2 M 

Xantina (SIGMA) 40X 

Los reactivos utilizados son: 

Acetato de etilo (BAKER ) 
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Ácido acético glacial (BAKER) 

1- Butanol (BAKER) 

14Cloranfenicol (AMERSHAM) 1mC / mL 

Cloroformo (BAKER) 

Cloruro de cesio (MERK) 

DEPC (SIGMA) 

Etanol absoluto (BAKER) 

Fanol equilibrado con tris pH 8.5 (GIBCO) 

Gene-Clean Kit (810 101) 

Isopropanol (BAKER) 

Lipofectina (GIBCO) 

Lisozima (SIGMA) 

Metano! (BAKER) 

Películas sensibles para autorradiografía (AMERSHAM) 

Placas de sílice! gel (SIGMA) 

soluciones reveladora y fijadora (KODAK) 

Las enzimas y los amortiguadores para enzimas utilizados fueron los 

siguientes: 

Acetil-coenzima A (SIGMA) 

ASC-1 y su respectivo amortiguador (BOEHRINGER) 

Bam HI y su respectivo amortiguador (BIOLABS) 

Ligase y su respectivo amortiguador (BOEHRINGER) 

Proteinasa K (BOEHRINGER) 

RNA asa A (SIGMA) 10mg /mL 

Taq polimerasa y su respectivo amortiguador (PERKIN ELMER) 

tRNA (GIBCO BRL) 

35 



Las soluciones fueron preparadas en todos los casos con agua estéril, 

bidestilada y desionizada. Los reactivos utilizados fueron de grado analítico y 

grado biología molecular según se requirió en cada experimento. 

Metodología. 

El trabajo se dividió en tres fases: 

A) Obtención de la cepa recombinante MVA-E2. 

(construcción del vector). 

6) Comprobación de la represión en la región LCR, por 

la proteína E2 recombinante, en cultivos celulares. 

C) 	Comprobación de la represión de la expresión de 

los oncogenes E6 y E7, por la proteína E2 en 

tumores inducidos en ratones. 

A) Obtención de la cepa recombinante MVA-E2 

i) Preparación del concentrado vira! MVA. 

Dos dias antes de la infección con la cepa viral MVA se hizo la 

correspondiente preparación de CEF3; el día de la infección se observaron las 

células al microscopio invertido para comprobar su viabilidad y confluencia. 

Justo antes de su uso se mezclaron 100 pl de concentrado viral (107  

partículas infectantes) y 10 jil de tripsina (0.25 mg/m1); se agitó en vórtex 

vigorosamente, se incubó por 15 minutos a 37° C. Durante este período de 

3  La preparación de los CEF se detalla en el apéndice A. 
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incubación del virus tripsinizado se prepararon los CEF, eliminando el medio 

con el cual crecieron y supliéndolo con 2 ml do medio D-MEM al 2% de SFB. 

Transcurrido el tiempo de incubación se agitó nuevamente la mezcla y se 

infectaron las células con una multiplicidad de infección de uno a tres pfu por 

célula (quedando una dilución final de aproximadamente 2.5 a 7.5 x 107 

pfu/ml). Las células así infectadas fueron puestas en incubación, agitándo 

suavente con movimientos circulares, a intervalos de 15 a 20 minutos. 

Después de 2 horas de incubación se agregaron 27 ml de medio D-MEM al 

10% de SFB, a cada una de las botellas de cultivo (Costar p150) dejándolas en 

incubación por tres días. 

Para cosechar las células infectadas se rasparon las paredes de las botellas 

de cultivo con gendarmes estériles (Nunc), el medio se recolectó con una 

pipeta estéril; se centrifugó por 5 minutos a 1800 rpm; el medio sobrenadante 

se eliminó y el botón de células se resuspendió en 2 ml (por cada frasco de 

150 cm3) de medio fresco. La suspensión se congeló y descongeló tres veces 

agitándo con la ayuda de un vórtex, en cada descongelación. El concentrado 

así obtenido se congeló a -70°C ,para mantener la estabilidad en el título. 

ii) Determinación del título vital. 

Dos días antes de hacer la titulación del concentrado viral se crecieron 

células BS-C-1 dispuestas en placas de 6 pozos de 35 cm de diámetro 

(Costar), con medio al 10% de SFB. Su uso fué el apropiado cuando al 

observar al microscopio, con el objetivo 10 X, se vió una capa confluente de 

células en cada pozo (aproximadamente 5 x105 células en cada pozo). Para 

cada ensayo de titulación se realizó siempre un duplicado. 

Al momento de ser infectadas las células, se preparó una mezcla de 

concentrado del virus obtenido en el protocolo anterior, conteniéndo tripsina al 
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0.25%. A las células se les retiró el medio y se les agregaron 0.5 ml de medio 

D-MEM con al 2% de SFB. El primer pozo equivale al control de células y por lo 

tanto no se infectó; en el segundo pozo se colocaron 10 µI del concentrado 

viral tripsinizado, y en los siguientes pozos se colocaron las cantidades 

adecuadas opara tener diluciones seriadas de 10-2, 10-4, 10-6, 10-7  y 10-8, 

Las placas ya infectadas se colocaron en incubación de 1 a 2 horas, agitándo 

periódicamente cada 15 minutos. Transcurrido el tiempo de infección se agregó 

a cada pozo 1.5 ml de medio D-MEM con SFB al 10 % y se dejó en incubación 

durante dos días. Después fué eliminado el medio, y se colocaron 0.5 ml de 

una solución de cristal violeta al 1% a cada uno de los pozos, se dejó incubar 

a 37°C, por 15 minutos, al cabo de los cuales, el cristal violeta fué aspirado 

con una pipeta Pasteur, se dejó secar y se contaron las placas producidas por 

el virus. 

iii) Construcción del vector MVA- E2. 

La estrategia común es colocar el gen deseado próximo a un promotor del 

virus de la vaccinia e insertar este "cassette" de expresión en el genoma del 

virus MVA por recombinación homóloga. Para ello se utilizó un plásmido (p111 

gpt dsP A) que contiene un promotor sintético temprano-tardío del virus. La 

expresión del cassette es "flanqueada" por DNA del virus de la vaccinia (F1 y 

F2), para permitir la recombinación homóloga entre el plásmido que es 

transfectado y el DNA viral. Las secuencias de V V, F1 y F2, fueron elgidos de 

manera que la recombinación no interrumpa un gen escencial para V V . Para 

poder seleccionar la cepa recombinante MVA-E2 el plásmido también lleva un 

gen de resistencia, que codifica para la fosforribosil transferasa (gpt). Así, en la 

presencia de ácido mucofenólico (MPA) en el medio, se inhibe el metabolismo 

de las purinas interfiriéndo con la replicación de V V. El efecto puede revertirse 
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por la expresión del gen gpt de E. coll en presencia de xantina e 

hipoxantina, de esta manera se pueden seleccionar y aislar las placas virales 

que contienen el gen deseado. La secuencia de F1 y F2, así como la 

construcción del plásmido p111 gpt dsP no están reportadas, por ser información 

personal (Dr. Ricardo Rosales). En la figura 4 se muestra la configuración del 

plásrnido empleado. 

Donde F1 y F2 son las regiones flancos de secuencias de V V, E2 equivale 

al gen clonado de HPV 18, gpt es el gen de resistencia al ácido mucofenólico 

en presencia de xantina e Hipoxantina y dsP es la región promotora (sintética) 

para V V. 

iv) Digestión del plásmido p111 gpt ds P, 

Se tomaron 10 µI del DNA del plásmido pIll gpt dsP (concentración 0.5 µg/ 

µI), colocados en un tubo para centrífuga de 1.9 ml de volumen (eppendorf) y 

se agregaron 2 µI de amortiguador (10 X), 5 gl de enzima Bam Hl (30 

unidades), y 3 µI de agua-DEPC. Se incubó durante 2 horas a 37°C. Al terminar 

la incubación se hizo la limpieza del plásmido con una extracción con 

fenol/cloroformo (200 µ1/300 µI respectivamente) y una con cloroformo (200 µ 

I) La fase acuosa se recuperó en otro tubo y se añadió NaCI (concentración 

final 0.25 M), 600 µI de etanol absoluto y 20 µI de tRNA (concentración final 

10 µ1/m1), se agitó con la ayuda de vórtex y se precipitó el DNA en hielo seco 

durante 20 minutos. Posteriormente se centrifugó a 14,000 rpm, por 5 

minutos, el sobrenadante se eliminó por succión con una pipeta y la pastilla fué 

puesta en una centrífuga de vacío ("speed- yac") hasta sequedad total. La 

pastilla así obtenida se resuspendió en 10 µI de agua -DEPC. 
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Los mismos pasos se siguieron desde el principio, pero ahora utilizando la 

enzima ASC-I (30 U) con su respectivo amortiguador; así mismo se hizo una 

limpieza similar a la ya descrita anteriormente. 

Para evitar la inhibición del ligamiento del plásmido por la presencia de altas 

concentraciones de ATP, se realizó la desfosforilación del extremo "rasurado" 

libre del DNA, adicionando a la muestra digerida 20 µI de amortiguador de 

desfosforilación para CIP y 0.25 U de fosfatasa alcalina (CIP) de intestino de 

bovino. Se incubó por 30 minutos a 37°C. Al término de la incubación se 

adicionó EDTA (pH 8.0) y SDS a una concentración final de 5 mM y 0.5% 

respectivamente. Posteriormente se adicionó proteinasa K a una concentración 

final de 50 µg/ml. Se incubó por 30 minutos a 56°C. Se dejó enfriar a 

temperatura ambiente y se hizo una extracción fenol y otra con 

fenol/cloroformo. Se adicionó 1/10 del volumen total, de acetato de sodio 3M 

(pH 7.0), mezclando bien y se colocó en refrigeración a 0°C, por 15 minutos. 

Se centrifugó a 14,000 por 10 minutos a 4 °C. La pastilla se lavó con etanol al 

70 % a 4 °C y se recentrifugó. 

y)  Amplificación del gen que codifica para la proteína E2. 

El método usado convencionalmente es la técnica de la Reacción en Cadena 

de la Polimerasa (PCR). El ensayo de PCR se ajustó al siguiente protocolo: 

A 1µl de DNA del gen E2 de HPV 18 (obtenido de la digestión del plásmido 

p18), se colocó en un tubo con capacidad para 50 µI (Perkin Elmer), 

juntamente con 1µI de cada uno de los oligonucleótidos GS 82 y GS 83, 

también con 10 µI de mezcla de nucleótidos (NTP's concentración final 2.5 

mM de cada uno), 1 µI de Taq polimerasa y 76 µI de agua-DEPC. Las 

condiciones en que se llevó a cabo la amplificación fueron un minuto a 94°C, 
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45°C por 2 minutos y 72°C durante 2 minutos, y se dieron 30 ciclos en un 

termociclador (Perkin Elmer 900). 

Cuando se hubieron completado los ciclos de amplificación del DNA, se 

tomaron 10 µI del mismo, los cuales fueron cortados con las enzimas eam HI y 

ASC-I y analizados en un gel de agarosa al 1% en amortiguador de TAE y 

teñido con Bromuro de etidio en solución (0.5 µg/m1). 

vi) Purificación del gen E2 

Se cortaron las bandas pertenecientes al gen E2 (920 pb), observadas en el 

gel de agarosa y se procedió a su limpieza por el método "Gene-Clean" (Bio-

101). 

vii) Construcción del vector MVA-E2.  

Se tomaron 2µl del plásmido p111 gpt dsp tratado según los protocolos 

anteriores, y se llevaron a un volumen final de 20 µI con agua (DEPC). De esta 

dilución se tomó 1 µI, colocándolo en un tubo para microcentrífuga, se 

añadieron 10 µI del gen E2 amplificado previamente, aquí mismo se agregaron 

un µI de enzima ligase y 4µl de su respectivo amortiguador. Se mezcló 

perfectamente y se permitió incubar durante toda la noche a la temperatura de 

4°C. Al día siguiente, la mezcla se colocó en un baño caliente de 65°C durante 

10 minutos, para logar la inactivación de la ligase. La mezcla de ligamiento se 

usó para transfectar bacterias X-L-Blue. 

Posteriormente se aislaron colonias bacterianas realizando 

"minipreparaciones"4  y verificando que el plásmido contuviera el gen E2 

insertado. Después de aislada la clona adecuada, se procedió a purificar un 

poco del plásmido recombinante p111 gpt dsP-E2 por medio de la técnica de 

1  Según el meterlo del manual de "Biología Molecular" de Maniatis et al. 
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"maxipreparación"5  con el fin de tener DNA suficiente para la construcción de 

la cepa recombinante MVA-E2. 

viiil Transfección del plásmido p111 gpt dsP-E2 en CEF e infección con 

virus MVA. 

Se tomaron 10 1.11 del plásmido obtenido en los pasos anteriores, y con ellos 

se transfectaron CEF contenidos en una caja Petri (Nunc) desechable 

(aproximadamente 5x106  células). Al siguiente día estas mismas células fueron 

infectadas con una cantidad de 10 1.11 del concentrado de virus MVA, 

previamente titulado (0.05 pfu), colectándo las células dos dias después de su 

infección, centrifugándolas para resuspender la pastilla de células en 1m1 de 

medio D-MEM. Partiendo de esta suspensión de células se hicieron diluciones 

seriadas en el orden de 10-2 ,10 -4 y 10 -5, con las cuales fueron infectadas 

CEF colocadas en placas de 6 pozos. 2 o 3 días después, cuando la formación 

de placas fué evidente en el pozo corespondiente a la infección con la dilución 

de 10-2, se tomaron de este pozo 5 placas con pipeta Pasteur y con ellas se 

reinfectaron CEF, en placas de 6 pozos, y así fué hecho sucesivamente hasta 6 

pasajes, en el último de los cuales se obtuvo el concentrado viral con el cual se 

infectaron CEF contenidos en una botella para cultivos celulares de tamaño 

p150 (Costar). Cabe señalar que durante las rondas de purificación, se 

agregaron al medio las drogas para selección de los virus recombinates: MPA 

en una dilución final de 1/400 con respecto al medio; xantina (conc. final 1/40) 

e hipoxantina (conc. final 1/670). 

5SeltIn el método del manual de "Biología Molecular" de Maniatis et al. 

42 



Ivl Análisis de la inserción del gen E2 en el virus MVA. 

A 1 ml de stock de virus MVA-E2 se le adicionaron 1 ml de amortiguador TE 

(10 mM), tris-HCI pH 8, EDTA 1 mM y 100 µI_ de proteinasa K (10 mg/m1). Se 

incubó por 24 horas a 37°C; posteriormente se realizó una extracción 

fenol/cloroformo (200 µI/300 µI) y una más con cloroformo (300 µI). Al 

sobrenadante se le agregó NaCI a una concentración final de 0.25 M y 2.5 

volúmenes de etanol absoluto, de esta manera se dejó precipitar el DNA toda la 

noche a -20°C; posteriormente se centrifugó y la pastilla de DNA se 

resuspendió en agua -DEPC a una concentración de 1µg/µI. 

Con el DNA obtenido se corrió un ensayo de PCR de acuerdo con el 

siguiente protocolo: 

1 µI del DNA, 1µg de cada uno de los oligonucleótidos GS 82 (5'-GGT TGT 

TGA TGG ATC TGT GAT GCA TGC GAT AGC TGA-3') y GS 83 (5'-GAA TGC 

ACA TAC ATA AGT ACC GGC ATC TCT AGC AGT-3'), 10111 de amortiguador 

para taq polimerasa (10 X), 10 µI mezcla de NTP (2.5 mM), 1 µI Taq 

polimerasa (5 U/µI), 76 id agua DEPC. 

Las condiciones fueron: 94 °C por 1 minuto, 45 °C durante 2 minutos, 72 ° 

C por 2 minutos, y se realizaron 30 ciclos de extensión del DNA. 

De la mezcla de reacción de PCR, se tomaron 10µI del DNA resultante los 

cuales fueron cortados con las enzimas de restricción Bam Hl y ASC-1, con los 

cual fueron analizados en un gel de agarosa al 1% en amortiguador TAE, y 

teñidos con bromuro de etidio. 

x) Purificación del virus 

Los concentrados virales resultantes de las propagaciones de virus en CEF 

se centrifugaron 20 minutos a 8 000 rpm; la pastilla de virus se resuspendió en 

1.4 ml de tris-HCI 10 mM de pH 9.0, los cuales fueron puestos en un 
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homogenizador de vidrio (Dounce) y se dieron de 20 a 30 golpes con el pistón, 

se centrifugó a una velocidad de 14 000 rpm por 5 minutos a 4°C, para 

remover los restos celulares. El sobrenadante se colocó en un tubo para 

centrífuga y la pastilla se centrifugó nuevamente, el sobrenadante se juntó con 

el anterior; después se colocaron los sobrenadantes sobre un colchón de 

sacarosa al 36% (17 mi) y se centrifugó en ultracentrifuga a 13,000 rpm 

durante 80 minutos con temperatura de 4°C en un rotor SW 27. El 

sobrenadante se descartó y la pastilla de virus se resuspendió en 1 ml de Tris-

HCI 1mM de pH 9.0. Se preparó un gradiente continuo de sacarosa, 

disponiendo cuidadosamente en un tubo para centrífuga (Beckman SW 27) 6.8 

ml de las soluciones de sacarosa al 40%, 36%, 32% 28% y 24%, en ese 

orden dejando este gradiente en refrigeración a 4°C toda la noche. 

La pastilla resuspendida del virus se colocó en la capa superior del gradiente 

continuo de sacarosa y de esta manera se centrifugó a 12,000 rpm durante 50 

minutos a 4°C. Al terminar la centrifugación, la banda de lechos virales que se 

sitúa en la mitad del tubo, se recolectó con una pipeta estéril, y fué 

resuspendida en 1 ml de Tris HCI pH 9 (1 mM). Para comprobar la esterilidad 

del virus, éste fué plaqueado en una caja Petri conteniéndo agar- Luria (sin 

antibióticos). Para determinar la cantidad aproximada de virus, se tomaron 200 

jil de la suspensión vira! y se leyeron a 260 nm en un espectrofotómetro 

(Perkin Elmer). El virus purificado se almacenó a -70 °C. 
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B1 Comprobación de la represión en la región LCR. por la proteína E2 
recombinante en cultivos celulares 

i) Análisis de la actividad de la enzima P-galactosidasa, 

a) Transfección transitoria de plásmido LCR-pgal en células C336. 

Se rotularon 12 tubos para microcentrífuga estériles y se colocaron 

aproximadamente 20 lig del plásmido LCR-j3 gal, se adicionaron 20 µI de 

lipofectina (GIBCO BRL) en cada, uno de los tubos, agitándo cada tubo al 

momento de agregar la lipofectina, y después se dejaron reposar durante 15 

minutos a temperatura ambiente, para permitir la formación del complejo 

DNA/lipofectina (liposoma). Al mismo tiempo, a 15 cajas Petri conteniendo 

células C33 con una confluencia del 70-80%, les fué retirado el medio y se les 

añadió a cada caja 2 ml de PBS estéril ,haciéndo un lavado, los cuales le fueron 

retirados para sustituirlo por 2 ml de medio D-MEM suplementado con SFB al 

5%. A doce de las cajas con células se les agregó el complejo 

plásmido/lipofectina, y tres sirvieron como el control de las células. Se 

incubaron las células así tratadas, durante tres horas a 37°C, y con atmósfera 

de CO2, rotándo las cajas periódicamente cada 20 minutos. Al terminar el 

tiempo de incubación, se agregaron 6 ml de medio D-MEM con SFB al 10% y 

se dejaron por 24 horas en las mismas condiciones de incubación. 

b) Infección de las células C33 con virus. 

En tubos de 2 ml de capacidad se prepararon los siguientes mezclas: 20 µI 

del concentrado de virus MVA (109  ufp/m1) con 2 al de tripsina (2.5 mg/m1) 

para infectar tres cajas (5.5 µI de esta mezcla por cada caja). En otro vial se 

colocan 650 µI del concentrado del virus MVA-E2 con 65 µI de tripsina, para 

6  La preparación de los plásmidos aqui utilizados se encuentra detallada en el apéndice A. 
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Infectar tres cajas de células (220 µl de esta mezcla por cada una); y por 

último en otro tubo vial se mezclaron 1300 µI del concentrado viral MVA-E2 

con 130 µI de tripsina para infectar tres cajas de células (400 µl cada caja). 

Las mezclas preparadas se agitaron en vórtex y fueron puestas en incubación 

por 15 minutos a 37°C, en tanto se prepararon las cajas con células, 

retirándoles el medio de crecimiento y sustituyéndolo por 2 ml de medio D-

MEM al 2% de SFB. Al término de la incubación de los virus tripsinizados, 

nuevamente se agitaron en vórtex para favorecer la liberación de los virus de 

las membranas celulares, e inmediatamente se agregaron a las células, siendo 

rotuladas debidamente para permitir su identificación; tres cajas transfectadas 

anteriormente fueron dejadas sin infección para servir como control del 

plásmido (control positivo) y desde luego también se dejaron sin infección las 

células que fueron usadas como control de las mismas (control negativo), y 

nueve cajas fueron tanto transfectadas como infectadas. Todas las células 

fueron incubadas 1.5 horas, durante las cuales se rotaron las cajas petri cada 

20 minutos suavemente, para favorecer la infección de las células. Al cabo del 

período de infección, se agregó a cada caja un volumen de 6 ml de medio D-

MEM al 10% de SFB. Posteriormente fueron incubadas a 37°C por 24 horas. 

c) Ensayo de p- galactosidasa.7  

Se retiró totalmente el medio de cada una de las cajas Petri conteniendo las 

células C33 transfectadas e infectadas (la recolección de las células infectadas 

con MVA-E2 se hizo a las 24, 36 y 48 hr). Se lavaron con 2 ml de PBS y se 

colocaron 100 µl de amortiguador de lisie sobre la capa celular, posteriormente 

se raspó el fondo de cada una de las cajas cuidadosamente con gendarmes 

estériles; esta suspensión de células se colocó en un tubo para 

7Ver infección de células C33 con virus. 
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microcentrífuga. Se centrifugó 5 minutos a 14,000 rpm, a temperatura 

ambiente. Esta operación se realizó caja por caja. Después se realizaron dos 

ciclos de congelamiento/descongelamiento para permitir la salida de la enzima 

p-galactosidasa de las células. Después se centrifugó a 14,000 rpm por 5 

minutos y se procesaron las muestras de acuerdo al siguiente protocolo : 

BLANCO 1 

C 33 

2 

(3-GAL 

3 

' MVA 

4 

MVA-E2 

5 

MVA-E2 

EXT. 200µI 200 µI 200 µI 200 µI 200 g.d 

A.L 200 p.I 

A.F 800 gl 800 µI 800 µI 800 µI 800 µI 800 µI 

ONPG 200 pl 200 µI 200 µI 200 µI 200 µI 200 µI 

Este protocolo se realizó por triplicado. Las muestras se incubaron a 37°C 

hasta la aparición de coloración amarilla (aproximadamente 2.5 horas). 

Posteriormente las muestras fueron leídas en un espectrofotómetro a una 

longitud de onda de 420 nm. 

d) Determinación de proteínas totales. 

La determinación de proteínas totales en los extractos de las células, se hizo 

por el método de Bradford, de acuerdo al siguiente protocolo: 

BLANCO 
1 2 3 4 5 

EXT. 10µI 10µI 10µI 10 µI 10µI 
R.B. 5 ml 5 ml 5 ml 5 ml 5 ml 5 ml 

Se agitaron las muestras y fueron leídas inmediatamente a 595 nm. 
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Para poder cuantificar las proteínas totales, se corrió una curva de 

calibración utilizando albúmina de suero de bovino (ASB), a partir de un 

concentrado cuya concentración es de 1 mg/ml y usando 5, 10, 20, 30, 40 y 

50 Id de la solución de albúmina, llevándolas a un volumen final de 5 ml con el 

reactivo de Bradford (R.B.); como blanco de calibración se utilizó este último. 

Las muestras se leyeron en espectrofotómetro a 595 nm . 

ii) Infección de células 3T3-F4 

Se prepararon 12 cajas Petri conteniéndo células 3T3-F4 con una conflencia 

del 100%, las cuales fueron infectadas de igual manera y con las mismas 

cantidades de virus que las células C33, pero en las tres cajas infectadas con 

MVA-E2 se colocaron 200 µ1 del concentrado y las otras tres cajas fueron 

infectadas utilizándo 400 jil del mismo concentrado viral, dejando 3 cajas libres 

de infección como control negativo. La determinación de los niveles de (3-

galactosidasa, así como la cuantificación de proteínas totales también se 

ajustaron a los mismos protocolos para las células C33, utilizando la misma 

curva de calibración . 

iii) Análisis de la enzima CAT bajo el control del promotor LCR. 

a) Transfección de células con el plásmido 863.1 

Se marcaron 9 tubos para microcentrífuga estériles y en cada uno de ellos 

se colocaron 2 µ1 de plásmido 863.1 (ver plásmidos, bacterias y virus), y se 

adicionaron 20 µI de lipofectina, mezclando homogéneamente. Se dejaron en 

reposo a temperatura ambiente durante 15 minutos. En tanto a 12 cajas de 

células C33 que previamente se dejaron crecer hasta 70-80% de confluencia, 

se les retiró el medio y se les agregaron 2 ml de medio D-MEM al 10% de SFB. 

Se adicionó a cada caja de células, el plásmido más lipofectina, excepto a tres 
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cajas, las cuales fueron utilizadas como control negativo. Después de la 

transfección (3.5 horas), se agregaron 6 ml del mismo medio y se colocaron a 

37°C por 24 horas. 

b) Infección con virus de las células C33 transfectadas. 

Al día siguiente de la transfección (plásmido 863.1) so prepararon los virus 

de la siguiente manera: fueron tomados 10 µI del concentrado de virus MVA 

(concentración 109 virus/mi) y se llevaron a 1 ml con medio D-MEM. A 100 µI 

de esta dilución se agregaron 10 µI de tripsina (2.5 mg/mi) con los cuales se 

infectaron tres cajas. Del concentrado de virus MVA-E2 se tomaron 400 µI 

mas 40 µI de tripsina, por cada caja que se infectó (en total tres cajas). La 

infección de las células se realizó de acuerdo con la siguiente relación: tres 

cajas de células sin transfectar que tampoco se infectaron (control negativo), 

tres cajas transfectadas no fueron infectadas (control positivo), tres fueron 

infectadas con virus MVA, y tres más lo fueron con el virus MVA-E2. 

c) Ensayo de CAT. 

Se recolectaron las células colocando el producto de cada caja en un tubo 

para microcentrífuga, y se hicieron tres ciclos de congelamiento-

descongelamiento. Se preparó la siguiente mezcla para cada uno de los 

tubos:10 pl de cloramfenicol radiactivo (14C), 15 µI de Aceti-coenzima A (4 

111). 100 µI de tris-HCI pH 7.5, 2 M (cono. final 0.25 M) y 525 µI de agua-

DEPC. Los extractos celulares así preparados fueron puestos en incubación 

durante una hora a 37 °C, y al término de la misma se dividió el contenido de 

cada uno de los tubos en dos partes iguales y les fueron agregados 800 µI de 

acetato de etilo a cada uno, agitando con vórtex por 10 segundos y 

posteriormente centrifugando 5 minutos a 14,000 rpm. El acetato de etilo de 

cada tubo fué colectado y colocado en otros tubos. Los sobrenadantes de 
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acetato de etilo se colocaron en una centrifuga de vacío hasta sequedad total. 

La pastilla resultante en cada tubo se resuspendió en 10 µI de acetato de etilo. 

Se preparó una cromatoplaca de sílica (15 x 15 cm), colocando en ella cada 

una de las muestras obtenidas en los pasos anteriores, en series de 4 muestras 

(control negativo, control positivo, infección con MVA, e infección con MVA-

E2). Cuando el acetato de etilo se hubo evaporado totalmente de la placa, ésta 

se sometió al corrimiento por arrastre no polar, introduciéndola en una cámara 

de elución conteniendo una mezcla de cloroformo/metanol (19:1) equilibrada 

cuando menos 4 horas antes de su uso. Se dejó llegar el frente de la placa 

hasta aproximadamente 3/4 de la altura total de la placa (aproximadamente 45 

minutos). Posteriormente se secó y se expuso para autorradiografía colocando 

después una película sensible (Amersham). Se colocó a -70°C por una o dos 

semanas, obteniendo dos placas las cuales fueron reveladas por el método 

convencional para el ensayo de auto-radiografía. (soluciones reveladora y 

fijadora de Kodak). 

C) REPRESIÓN DE LA EXPRESIÓN PE LOS ONCOGENES E6 Y E7 POR LA 

PROTEÍNA E2 RECOMBINANTE EN TUMORES 

i) Inducción de  tumores humanos en ratones atímicos y tratamiento 10C111 
con virus MVA o MVA-E2. 

Se utilizaron 19 ratones, los cuales fueron inyectados por vía subcutánea 

con 200 µI de una suspensión de células HeLa en solución salina isotónica 

(SSI). Para obtener esta suspensión, las células fueron crecidas previamente en 

medio D-MEM al 10% de SFB, tripsinizadas y lavadas dos veces con SSI y 

contadas al microscopio, para calcular su dilución. Finalmente se 
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resuspendieron en el volumen necesario de SSI para tener 1 x 106  células en 

2001.ilde SSI. 

Se dejaron crecer los tumores durante un mes al término del cual los 

animales se separaron en tres lotes, tratando de hacer una distribución 

equitativa de acuerdo al tamaño de la masa tumoral, de esta manera 6 ratones 

fueron utilizados como controles de tumor inyectandoles SSI; otros 6 ratones 

fueron tratados con inyecciones de virus MVA, y los restantes 7 ratones 

fueron infectados con la cepa recombinante MVA-E2. Se inocularon cantidades 

equivalentes en pfu's, de ambos virus a los respectivos ratones, en una 

cantidad aproximada de 1.46 x 106 pfu/ratón. El respectivo tratamiento les fué 

aplicado a todos los ratones con la inyección directamente sobre el tumor de la 

respectiva suspensión. En el caso de los ratones utilizados como control se les 

inyectó con 50 µl de SSI. La administración de cada uno de los tratamientos 

se hizo en dos ocasiones con una diferencia de dos semanas entre una y otra. 

ii) Evaluación del crecimiento de la masa tumoral. 

Después de una semana, desde la primera aplicación de la inyección, los 

tumores fueron medidos con un vernier cada semana durante cinco semanas; 

las mediciones hechas tomaron en cuenta tanto el largo como el ancho del 

tumor de cada ratón. 
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IV.- RESULTADOS. 

A) OBTENCIÓN DE LA CEPA RECOMBINANTE MVA-E2, 

La donación del gen E2 dentro del genoma del V V, se llevó a cabo gracias 

a un proceso de recombinación genética in vivo, para lo cual se empleó un 

plásmido, que contiene un promotor temprano-tardío sintético del V V, con lo 

cual se pretendió alcanzar una gran producción de RNA (y por lo tanto de la 

proteína deseada). En la figura 4 se muestra la estrategia de recombinación 

para la construcción de la cepa recombinante seguida. La correcta inserción del 

gen E2 de HPV 18 en el genoma de MVA fué corroborada con la ayuda de la 

técnica de PCR. Se amplificó el DNA aislado de la cepa recombinante MVA-E2 

y posteriormente se amplificó por PCR usando los oligonucleótidos GS 82 y GS 

83. Posteriormente los productos de PCR se cortaron con las enzimas de 

restricción ASC-1 y Bam Hl (cuyos cortes fragmentan precisamente al gen 

donado). La digestión fué analizada en geles de agarosa al 1 %, teñido con 

bromuro de etidio. En la figura 5 se muestra el resultado del corrimiento 

electroforético. 
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FIGURA 5. ANÁLISIS DEL DNA DEL VIRUS MVA-E2. El DNA del virus se 

extrajo por método de extracción fenol cloroformo y el fragmento obtenido se 

amplificó por PCR; el producto de esta amplificación se cortó con las enzimas 

de restricción Bam Hl y Asc-1, Posteriormente se analizó en un gel de agarosa 

al 1 %, teñido con bromuro de etidio (0.5 µl/ml). M representa el marcador de 

pesos moleculares (1Kb escalera), 1 y 2 son productos de PCR del DNA 

proveniente de virus MVA-E2-4 y MVA-E2-11 respectivamente (que sólo 

difieren en el día de infección de CEF); la banda de 920 pb corresponde al gen 

E2, y la banda de 5000 pb (aprox.) es un producto inespecífico de PCR. 
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B) LA PROTEÍNA RECOMBINANTE E2 REPRIME LA ACTIVIDAD DE LCR 

DE HPV EN CULTIVOS CELULARES.  

Para analizar la capacidad de represión de la proteína E2 producida por 

MVA, se realizaron infecciones con las cepas MVA y MVA-E2 en células que 

contuvieran la región promotora LCR de HPV, (sitio de unión especifico de E2). 

Se utilizaron genes reporteros (8-GAL y CAT) adyacentes a la región LCR, con 

el fin de analizar la regulación en la expresión de sus productos proteínicos, 

bajo la influencia de la región promotora de HPV (LCR) en presencia y ausencia 

de la proteína E2 recombinante. 

Con esta intención se realizaron ensayos de transfección transitoria en 

células C33, introduciendo en las células el plásmido LCR-111 GAL, para 

posteriormente infectar con virus MVA o MVA-E2. Las células se recolectaron 

a diferentes tiempos. Posterior a la infección, la actividad de la enzima f ué 

cuantificada por espectrofotometría, (tabla 4) para cuantificar las proteínas se 

usó el método de Bradford, usando una curva de calibración (para albúmina) la 

cual se muestra enseguida (tabla 3, figura 6). 

TABLA 3 

Conc. Albúmina (mg/mL) Absorbancia (D.0) 

0 0.000 

5 0.134 

10 0.180 

20 0.337 

30 0.453 

40 0.524 

50 0.612 
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(método de Bredtord1 

mg/ml. 

Una vez obtenidas las concentraciones de proteínas totales, se procedió a la 

determinación de la actividad enzimática para p-galactosidasa, utilizando la 

siguiente fórmula: 

D.O. X Factor de Dilución del gxtracto = Unidades 
tiempo de incubación en horas 	de 6-gal. 

Donde: 

F. D. = 6 

t = 2.33hr, y las D.O. se muestran en la tabla 4. 

FIGURA 7. 
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TABLA 4 

MUESTRA 0.0 (proteínas) D.0 (P-galactosidasa) 

Blanco 0. 000 0.000 

Control - 1.240 0.284 

Control + 0.974 0.440 

MVA 0.787 0.498 

MVA-E2 (24 hr) 0.797 0.482 

MVA-E2 (36 hr) 1.012 0.531 

MVA-E2 (48 hr) 1.107 0.596 

Las concentraciones de proteínas así como de unidades de p- galactosidasa 

y la actividad específica, se muestran en la tabla 5. 

TABLA 5. 

MUESTRA Prot.Tot. (mg/m1) U .P-gal. (U/m1) Act. Esp. (U/mg) 

Control - 9.99 3.66 0.3658 

Control + 7.74 5.67 0.7319 

MVA 6.16 6.30 1.023 

MVA-E2(24 hr) 6.25 6.20 0.992 

MVA-E2(36 hr) 8.06 6.80 0.843 

MVA-E2(48 hr) 8.87 7.70 0.868 

Considerando al control positivo (LCR p-GAL) como el 100 % de la cantidad 

de p-galactosidasa producida, en referencia a los demás valores calculados se 

obtienen los porcentajes que se muestran en la tabla 6. 
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TABLA 6 

MUESTRA Cono. de Enzima ( % ) Disminución (%) 

MVA 100.00 0.00 

MVA-E2 (24 hr) 96.97 3.03 

MVA-E2 (36 hr) 82.43 17.60 

MVA-E2 (48 hr) 84.85 15.15 

Estos datos muestran una clara disminución en la cantidad de enzima 

expresada (figura 7). 

El mismo ensayo se repitió haciendo uso de las células 3T3-F4, las cuales 

tienen como característica el expresar constitutivamente la enzima p-

galactosidasa, bajo el control de la región promotora de HPV, LCR (Guido y 

García, no publicado). Estas células fueron infectadas con extractos vitales de 

MVA 6 MVA-E2, de éste último se utilizaron dos dosis diferentes. La actividad 

enzimética fué cuantificada a partir de los extractos celulares como se ha 

descrito.Los resultados de las lectura de D.O. para cuantificación de proteínas 

totales, así como para (3-galactosidasa, se muestran en la tabla 7. 

TABLA 7 

MUESTRA D.0 	(proteínas) D.0.(6-galactosidasa) 

Control 	+ 0.378 0.806 

MVA 0.348 0.730 

MVA-E2 (200µ1) 0.402 0.733 

MVA-E2 (400 µ1) 0.432 0.709 
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Las concentraciones calculadas y la actividad específica se muestran en la 

tabla 8. 

TABLA 8 

MUESTRA Prot.Tot. (mg/m1) p-gal.(U/m1) Act. Esp. (U/mg) 

Control + 3.35 96.70 28.86 

MVA 3.07 87.60 28.53 

MVA-E2 (200) 3.58 87.95 24.56 

MVA-E2 (400) 3.85 85.08 22.09 

Y si consideramos que el control positivo, corresponde al 100% de 

expresión del gen de f3-galactosidasa, se obtienen los siguientes porcentajes 

(tabla 9) los cuales se grafican en la figura 8. 

TABLA 9 

MUESTRA Conc. de enzima (%) Disminución ( %) 

Control + 100.00 0.00 

MVA 98.85 1.15 

MVA-E2 (200) 85.10 14.90 

MVA-E2 (400) 76.57 23.00  

Otro ensayo en donde se observó también la represión en la región LCR y la 

consiguiente falta de expresión de los genes bajo su control, por la proteína E2 

recombinante, fué realizado utilizando el plásmido 863.1, el cual contiene al 

gen reportero que codifica al enzima Cloranfenicol Acetil Transferasa (CATI, 

bajo la influencia de la región promotora LCR de HPV. Dicho plásmido se 

transfectó en células C33, las cuales posteriormente fueron infectadas con 
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virus MVA o MVA-E2. La actividad enzimática de los extractos celulares se 

evaluó 24 horas después de la infección de las células, analizando los extractos 

de las mismas en un ensayo de autorradiografía. Los resultados se muestran en 

la figura 9 (ver materiales y métodos). 

c e lb 411  

b di • 

a' • 9 • 

1 2 3 4 

FIGURA 10. ENSAYO DE CAT. Autorradiografía de los extractos de células 

C33 transfectadas con el plásmido 863.1 e infectadas con virus MVA o MVA-

E2, 24 horas depués de la transfección. La placa fué revelada una semana 

después de su exposición. 1 corresponde al Control negativo (células C33 sin 

transfección/infección), 2 corresponde al control positivo (células C33 

transfectadas con el plásmido 863.1), 3 y 4 son los extractos de células 

transfectadas con el plásmido 863.1 e infectadas con virus MVA y MVA-E2 

respectivamente. Obsérvese la intensidad de las marcas b y c 

(correspondientes a la 1' y 2' acetilación del cloramfenicol radiactivo) entre 2 y 

3, y 2 y 4. Obsérvese también, las cantidades de muestra colocada (línea a), 

con relación al tamaño de b y c, compárese 2 con 4. 
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C) LA PROTEÍNA E2 RECOMBINATE DISMINUYE LA EXPRESIÓN DE LOS  

ONCOGENES E6 Y E7 EN TUMORES. 

Con el Un de valorar la actividad de la proteína E2 recombinate directamente 

sobre los oncogenes E6 y E7, se realizó un experimento en el cual se indujo la 

formación de tumores en ratones desnudos, con células HeLa, las cuales 

expresan dichos oncogenes. La inyección localizada (directamente sobre el 

tumor) de virus MVA o MVA-E2 o de SSI se hizo con un detenido seguimiento 

del desarrollo de la masa tumoral por medio de mediciones en las cuales se 

tomó en cuenta tanto el largo como el ancho del tumor. Los valores obtenidos 

se utilizaron para calcular las áreas tumorales En la tabla 10 se muestran 

dichos resultados. 
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TABLA 10. 

ARFA 	(cm2) 

DIAS 0 7 14 21 28 

No. ratón Tratamiento 

1 SSI 1.58 1.78 1.96 2.40 2.42 

2 SSI 0.57 0.88 0.92 1.80 1,70 

3 SSI 1.39 1.82 1.92 2.32 2.43 

4 SSI 2.95 3.00 3.16  5.95 4.20 

5 SSI 3.38 3.46 3.20 3.91 3.72 

6 MVA 0.96 1.42 2.85 3.95 4.02 

7 MVA 0.54 0.80 1.30 1.48 1.48 

8 MVA 1.66 2.10 3.44 3.66 3.72 

9 MVA 1.32 4.75 3.74 4.16 4.29 

10 MVA 1.47 2.28 2.88 1.18 4.35 

11 MVA 1.47 2.38 2.56 4.18 4.44 

12 MVA-E2 0.98 1.03 1.12 1.70 1.73 

13 MVA-E2 1.82 2.26 1,32 1.65 1.65 

14 MVA-E2 0.92 1.00 1.71 1.70 1.70 

15 MVA-E2 1.90 1.37 2.45 2.24 2.08 

16 MVA-E2 1.00 1.50 2.04 1.89 1.98 
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Para graficar (figura 11) se obtuvieron los promedios de las áreas de 

acuerdo al tratamiento recibido por cada grupo de ratones (tabla 11), con lo 

cual se aprecia el efecto global de la proteína E2 sobre los tumores. 

TABLA 11 

DIAS 0 7 14 21 28 

SSI 1.974 2.188 2.232 3.270 2.894 

MVA 1.236 2.288 2.788 3.601 3.710 

MVA-E2 1.324 1.433 1.728 1.836 1.828 

El índice de crecimiento entre una semana y otra se obtuvo restando los 

valores de las áreas entre una semana y la anterior después de obtener el 

promedio de todos los ratones con el mismo tratamiento, correspondiente a 

cada semana. Considerando a cada uno de los tratamientos, se obtuvieron los 

datos mostrados en la tabla 12 y su grafica se muestra en la figura 11. 
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TABLA 12 

DIA 7 14 21 28 

No. RATON 

1 0.20 0.18 0.44 0.02 

2 0.30 0.04 0.88 0.10 

3 0.43 0.10 0.40 0.11 

4 0.05 0.16 2.79 -1.75 

5 0.08 0.26 0.70 -0.19 

PROMEDIO 0.21 0.03 1.04 -0.14 

6 0.46 1.43 1.10 0.07 

7 0.26 0.50 0.18 0.00 

8 0.44 1.34 0.22 0.06 

9 0.81 -1.01 0.41 0.13 

10 0.81 0.60 1.13 0.17 

11 0.91 0.18 1.62 0.22 

PROMEDIO 0.62 0.50 0.77 0.11 

12 0.05 0.08 0.58 0.03 

13 0.44 -0.94 0.33 0.00 

14 0.08 0.71 - 0.01 0.00 

15 -0.53 1.08 0.21 0.16 

16 0.50 0.54 -0.15 0.09 

PROMEDIO 	_ 0.11 0.29 0.19 0.04 
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V.- DISCUSIÓN. 

En casos de cáncer, la transformación de las células acontece debido a que 

se ha perdido el control en el crecimiento normal y, como ahora se sabe, el 

ciclo celular está controlado por elementos genéticos (factores de 

transcripción, oncogenes, genes supresores de tumor, etc.), por lo tanto, la 

pérdida, ya sea por mutación o deleción, de estos elementos genéticos 

llamados genes, acarrea la desregulación y por consiguiente un crecimiento 

anormal de las células, llevando a la formación de tumores. Ahora la terapia 

genética se ha enfocado al reemplazo de estos genes alterados por medio de 

vectores de donación (como el uso de retrovirus). En el caso específico de 

Cáncer Cervico-Uterino, la transformación de las células epiteliales de la zona 

ano-genital, es causada por la infección de Virus de Papiloma Humano 

(generalmente de los tipos 16 y 18), los cuales penetran a la célula y pueden o 

no integrarse al genoma de la célula huésped. En caso de no insertarse 

(permaneciendo en forma episomal), la infección permanece en estado latente 

y se habla de una lesión benigna. Cuando ocurre lo contrario y el genoma viral 

se integra en el celular, ocurriendo la ruptura del gen E2, cuyo producto es una 

proteína de 48 KD, la cual se une a una secuencia específica de la región LCR, 

promotora de los oncogenes virales E6 y E7, por lo cual actúa como un 

represor de la transcripción de los mismos. Al encontrarse incompleto el gen 

E2 la proteína no se produce permitiendo con ésto, la libre expresión de los 

genes E6 y E7, cuyos productos proteínicos afectan el ciclo celular al formar 

complejos con los anti-oncogenes celulares Rb y p53. 
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En casos como el descrito, la cepa atenuada conocida como MVA 

representa una de las más fuertes propuestas en la terapia génica, porque sus 

cualidades, tales como tener un genoma muy grande, expresar gran cantidad 

de proteínas, presentar una relativa fácil recombinación genética in vitro y 

sobre todo el promover una infección abortiva en las células huésped. 

El trabajo que aquí se reporta se basó en la construcción de un vector 

recombinante, a partir de la cepa atenuada del virus de la Vaccinia, MVA, en 

cuyo genoma se donó el gen E2 de HPV 18, el cual codifica para la proteína 

represora de la expresión de los oncogenes virales E6 y E7, también de HPV. 

La inserción del gen E2 en el genoma de MVA se realizó por medio de una 

recombinación genética in vitro realizada en células CEF, las cuales se conocen 

como las únicas células permisivas para una infección productiva con MVA. 

Los resultados obtenidos de la digestión del DNA de la cepa recombinante 

MVA-E2, con las enzimas de restricción Sam Hl y ASC-1, mostraron que el gen 

E2 se insertó en el genoma de MVA, dando una señal (banda) correspondiente 

a un fragmento de DNA de 920 pb, en geles de agarosa teñidos con bromuro 

de etidio, el cual se identificó como el segmento de DNA que codifica la 

proteína E2 , (figura 5). Una vez que se tuvo la certeza de haber clonado el gen 

E2 en MVA, el siguiente paso fué el comprobar su expresión in vitro y que la 

proteína recombinante expresada, efectivamente reprimiera la expresión de 

aquellos genes que estuviesen bajo el control de la región reguladora LCR de 

HPV. Esto se logró gracias a los ensayos realizados en líneas celulares, las 

cuales contenían integrada la región LCR y algún gen reportero bajo su control. 

En el primer ensayo elaborado se utilizó al gen Lec Z (que codifica la proteína fl-

galactosidasa de E. co/i). En un primer intento, se transfectaron células C33 

con plásmido LCR-6 GAL. Los resultados demuestran que efectivamente hay 

una reducción en la concentración citoplasmática de la enzima, pero esta 
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reducción no vá mas allá del 18%, además que los resultados no son 

consistentes (tabla 6), pues el control de células (control negativo) muestra una 

ligera concentración de la enzima, ésto se debió tal vez a una contaminación en 

el medio de reacción, o quizá por la coloración inherente del medio (el medio D-

MEM contiene rojo de fenol, que al descongelarse y congelarse en repetidas 

ocasiones da una coloración amarillenta)., en tanto que el control positivo 

(células transfectadas con el plásmido), que debería representar la 

concentración más alta de la enzima, se muestra por debajo de aquellas 

concentraciones de los extractos provenientes de las células infectadas con el 

virus MVA-E2. Esto se atribuye a una ineficiencia de la transfección, pues 

cuando se realiza un ensayo de esta naturaleza se deben controlar muchos 

parámetros que pueden resultar críticos, por ejemplo, el tiempo de 

transfección, la cantidad del plásmido transfectado, etc. Sin embargo pudo 

utilizarse el extracto de las células que fueron infectadas con virus MVA como 

el control positivo, dado que se espera que no exista represión del gen Lac Z, 

ya que no se produce la proteína E2. De esta manera se graficaron los valores 

(figura 7), demostrandose una reducción, si no muy sustancial, sí muy 

significativa para los fines de este estudio. Cabe hacer una aclaración, puesto 

que los valores obtenidos parecieran no tener correlación entre las 36 y 48 hr, 

pero ésto es lógico, si se considera que tres días después de la infección, las 

células in vitro terminan su período de vida, ya que el virus se apropia de la 

maquinaria celular, dirigiendo la síntesis de las enzimas que requiere, evitando 

de esta manera que las proteínas celulares sean sintetizadas. 

Para poder obtener resultados más confiables, se hizo el experimento, 

utilizando células 3T3-F4 las cuales no necesitaron transfectarse previamente, 

pues su genoma contiene tanto el gen Lac Z, como la región LCR que lo 

controla. Los resultados mostraron ser efectivamente más consistentes (tabla 
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9), aunque la reducción con la máxima dosis viral (400 µL del concentrado 

vira)) no sobrepasó el 25%, (figura 8) ésto se explica, ya que la enzima f3-

galactosidasa es muy estable y tiene un tiempo de vida muy prolongado, y 

debe recordarse que antes de que fuesen infectadas las células, la enzima ya 

se había producido, así que podemos asumir que gran parte de la enzima 

cuantificada, pertenece al período anterior a la expresión de la proteína E2. 

Si se comparan ambos experimentos se podrá observar que en la células 

3T3-F4, el tiempo de incubación para desarrollar color, en la reacción 

colorimétrica, fuá menor que el utilizado con los extractos celulares de C33 

transfectadas; también al comparar los valores de actividad específica (tablas 6 

y 9), se tienen valores superiores en aquellos extractos; esto es indicativo de 

una pobre expresión de la enzima en aquellas células transfectadas, por lo 

tanto los resultados del segundo experimento son más fidedignos. 

En otro experimento hecho utilizándo ahora el gen reportero para codificar 

la enzima Cloranfenicol Acetil Transferasa, se infectaron células C33 con las 

cepas vitales MVA y MVA-E2, previa transfección de aquellas con el plásmido 

863.1, el cual contiene la región promotora LCR y enseguida la secuencia que 

codifica la enzima CAT. Los resultados mostraron una reducción en la 

intensidad de la marca correspondiente a la segunda metilación del 

cloranfenicol, en aquellos extractos provenientes de células infectadas con 

virus MVA-E2, lo cual significa una reducción en la cantidad de la enzima que 

transfiere el grupo acetilo (figura 9); en tanto que la intensidad de la señal de la 

segunda acetilación es muy similar entre los extractos de las células que no se 

infectaron con alguno de los virus (control positivo de la expresión de la 

enzima en las células) y los extractos de las células infectadas con virus MVA; 

ésto se esperaba ya que, el virus MVA no produce la proteína E2, mientras que 

el vector MVA-E2, al infectar las células expresa el gen E2 y , por lo tanto hay 
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producción de la enzima recombinante, que reconoce su sitio de unión 

específico en la región promotora LCR. Para observar claramente el efecto de la 

proteína E2, sería conveniente, aunque practicamente imposible, el diseñar un 

ensayo en el cual se supiera el momento exacto en que comienza la expresión 

de los genes reporteros y calcular el momento para realizar la infección, para 

dar tiempo al virus de expresar la proteína E2 recombinante, justamente 

cuando el gen reportero comenzará a expresarse. Sin embargo con los 

resultados que aquí se reportan, se tiene una excelente visión del efecto 

regulador de la proteína E2 recombinante in vitro; para demostrar entonces que 

el virus también puede ser efectivo como vector in vivo, se recurrió al modelo 

animal, utilizando ratones desnudos o atímicos, los cuales fueron elegidos por 

la ventaja que representa no involucrar la respuesta inmune, ya que esta 

hubiese interferido tanto con la formación de los tumores así como con su 

crecimiento., como se sabe, el sistema inmune responde ante la presencia de 

factores que reconoce como extraños, y en este caso particular, la presencia 

de las células HeLa, con las cuales se indujo la formación de tumores, hubiese 

sido rechazada y por tanto el crecimiento de los tumores se vería afectado, en 

el caso de haber elegido ratones normales. 

Los resultados de estos experimentos demuestran que en aquellos ratones 

que fueron inyectados con SSI o con virus MVA, aún recibiendo la misma dosis 

que los ratones del tercer lote (tratados con MVA-E2), el crecimiento en los 

tumores llegó a un punto máximo (figura 12), aun que si bien es cierto que 

después de este punto, al parecer, hubo una disminución en el crecimiento, la 

explicación que pudiera darse a ésto es que los tamaños de los tumores ya 

eran bastante grandes (tabla 12) para seguir creciendo aún más. En 

comparación los resultados de los ratones tratados con el virus MVA-E2 

muestran que los tumores en estos ratones no crecieron tanto como en los dos 
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lotes descritos (tabla 12), y a diferencia de estos, tampoco muestran un punto 

máximo de crecimiento, en cambio, el crecimiento de los tumores siempre se 

mantuvo constante (figura 11). En cuanto al tamaño de los tumores (tabla 11), 

las áreas calculadas son siempre mayores, a partir de los primeros 7 días, para 

aquellos ratones tratados con SSI o con virus MVA, que en los ratones 

tratados con el virus MVA-E2 (figura 10). Podría pensarse que esta diferencia 

se debió al tamaño inicial de los tumores, pero cabe aclarar que los ratones se 

distribuyeron homogéneamente por sus tamaños tumorales (obsérvese que el 

promedio de las áreas es similar en todos los lotes en el día cero), la diferencia 

se hizo evidente a partir del día en que los ratones recibieron la primera dosis 

del respectivo tratamiento (comparense las áreas promedio a partir del 7° día). 

En el caso de aquellos ratones tratados con SSI, el área total promedio inicial 

fué un poco mayor que la de los otros lotes; para demostrar que ésto no 

influyó en los resultados finales se hizo una estadística del crecimiento semanal 

de los tumores de cada ratón, obteniendo la diferencia entre el área de la 

última medición hecha hasta el momento de realizar la siguiente medición, y el 

de la semana anterior a esta última medición. Estas diferencias en los tamaños 

por cada 7 días se promediaron para cada lote y esto se consideró como un 

índice del crecimiento semanal. Como se observa en los resultados (figura 11), 

los ratones tratados con SSI, presentan un crecimiento promedio exagerado a 

partir del día 14, al igual que aquellos tratados con virus MVA, en cambio los 

ratones tratados con el vector MVA-E2 presentan un crecimiento semanal 

promedio muy moderado, donde el punto de crecimiento máximo se dió entre 

los días 7 y 14, es decir, justo antes de recibir la segunda dosis del 

tratamiento, después de lo cual se redujeron los niveles de crecimiento con 

respecto a las dos primeras semanas (comparese el promedio de crecimiento 

del día 28 con el de los días 7 y 14). En el caso de los otros dos lotes también 
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hay una disminución en el índice de crecimiento tumoral muy drástico en 

ambos casos (comparese el día 21 con el día 28). El que hayan dejado de 

crecer los tumores se puede deber, tal vez al tamaño tan grande que 

alcanzaron en las primeras semanas (en algunos casos ocupaba totalmente la 

parte posterior del animal), y cuando se hizo la última medición, las membranas 

basales de la dermis ya se habían roto y se había llegado a un proceso 

metastásico (esto se asume, debido a la apariencia necrótica de los órganos 

internos), es decir, que el tumor avanzó de manera interna, y por esto ,en el 

caso del tratamiento con SSI y virus MVA, no sólo se observa que dejaron de' 

crecer los tumores, sino que parecería que los mismos se redujeron de tamaño 

drásticamente. 

En el caso de los ratones tratados con el virus MVA-E2, la explicación es 

diferente, pues debe tenerse en cuenta que en ningún caso el aumento de 

tamaño en los tumores fué tan grande como en los otros lotes, más bien, los 

índices de crecimiento tumoral se mantuvieron más o menos constantes entre 

una„semana y.otra. La disminución en el tamaño promedio de las áreas (entre 

los días 21 y 28) tiene una explicación diferente a lo dicho anteriormente para 

los tratamientos con SSI y MVA, pues al no presentar un crecimiento 

exagerado en las primeras semanas, no hubo proceso metastásico, y por lo 

tanto no se observaron tejidos necrosados. Lo que aquí ocurrió, fué una 

reducción efectiva en el ritmo de crecimiento, aunque no una reducción del 

tumor como tal; así en los casos en cuyos datos reportan una disminución del 

tamaño tumoral, realmente sucedió un cambio en la consistencia de la masa 

tumoral, pues hasta antes de recibir la segunda dosis del tratamiento, el tumor 

era compacto (dureza extrema) y cuando se hicieron las mediciones 

subsecuentes a la segunda dosis, los tejidos en los tumores se habían relajado, 

por lo tanto la apariencia de disminución de las áreas tumorales se debió a que 
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el tejido recuperó su tensión normal; sin embargo los índices de crecimiento 

semanal, así como las áreas promedio, se muestran sin duda más bajos que en 

los otros dos lotes de ratones; ésto se puede explicar porque al infectar con el 

virus MVA-E2 a las células HeLa, las cuales contienen Integrada la región 

reguladora LCR y los oncogenes E6 y E7 de HPV 16, comienza la síntesis de 

proteínas virales y junto con ellas también de la proteína E2 recombinante. Al 

producirse ésta y encontrarse en el citoplasma, migra hacia el núcleo de la 

célula en donde encuentra y reconoce su secuencia específica de unión en la 

región LCR (integrada en el genoma celular de las células HeLa), y por lo tanto 

impide la transcripción de los oncogenes E6 y E7. Así al no haber síntesis de 

sus respectivas proteínas no hay mantenimiento del estado transformado y por 

lo tanto no hay progresión tumoral -o en su defecto, ésta se reduce al mínimo 

Selvakumar et al. (1995) han reportado la vacunación con las proteínas no 

estructurales de HPV, El y E2 ,en conejos con tumores inducidos, 

presentandose una regresión de los papilomas inducidos por virus (Selvakumar, 

1995). 

Como puede apreciarse en los diferentes experimentos realizados tanto in 

vitro como in vivo, hay evidencia de represión en la región promotora LCR; un 

estudio más fino, por ejemplo en los tumores inducidos en los ratones, podría 

revelar la cantidad de proteínas E6 y E7 presentes en las células antes y 

después de realizar la infección con el vector MVA-E2. Sin embargo, el fín que 

perseguía este trabajo era el demostrar que la cepa MVA podría utilizarse 

satisfactoriamente como vector en casos de CaCU, causado por HPV, y esto 

finalmente, se ha logrado plenamente, y recordando la hipótesis propuesta, se 

puede decir que ésta es válida. 

Parte del exitoso uso del vector radica en que la expresión en el citoplasma 

evita problemas relacionados co la ruptura de sitios cripticos, el procesamiento 
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y el transporte del núcleo al citoplasma (Estrada G, 1992). Por todo lo visto, el 

virus MVA cuenta con enormes posibilidades para usarse, como un vehículo 

seguro y eficiente de material genético de otros agentes infecciosos 
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VI.- CONCLUSIONES. 

A partir del análisis de los resultados, se concluyen varios aspectos: 

Es factible llevar a cabo una recombinación genética in vitro utilizando al 

virus de la vaccinia para donar un gen foráneo y esta característica le confiere 

la probabilidad de ser utilizado como vector. La construcción de un vector con 

una cepa atenuada del virus de la Vaccinia -llamada MVA- representa ventajas 

tales como el tener una alta eficiencia de recombinación, alto título viral en 

infecciones de propagación, una gran eficiencia en la expresión de los genes 

donados en su genoma y sobre todo, que al promover una infección abortiva, 

no existe el riesgo de una propagación viral en las células huésped contiguas a 

las células infectadas. 

La expresión de la proteína E2 recombinante producida por el virus MVA-E2 

dentro de las células, es capaz de reprimir la expresión de aquellos genes 

controlados por la región reguladora LCR de HPV, ocasionando una reducción 

en el crecimiento tumoral y según reportes, la introducción de las proteínas El 

y E2, a las células transformadas por HPV, pueden inducir la regresión tumoral. 

Por las características probadas del vector MVA-E2, su uso en pacientes 

humanos pudiese ser óptimo, como modelo de terapia genética. 
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APÉNDICE A. 

A) Preparación de CEF 

Se colocaron 25 huevos dentro de una campana de flujo laminar de aire 

estéril (Forma Scienific) y fueron rociados generosamente con etanol al 70%; 

se hizo a cada uno de ellos una pequeña incisión en el cascarón (del lado de la 

cámara de aire) y se cortaron con tijeras estériles. La membrana fué retirada y 

con sumo cuidado se sacó a cada uno de los embriones, extrayéndoles la 

cabeza y las extremidades, así como las vísceras; los cuerpos de los embriones 

se colocaron en una caja Patri, conteniéndo medio D-MEM, con el objeto de 

lavar todo posible resto de tejidos de los órganos internos. Una vez que los 

cuerpos de los embriones fueron lavados se colocaron en una jeringa de 20 ml, 

presionando por el émbolo para triturar los cuerpos. El macerado se recibió en 

un tubo cónico para centrífuga de 50 ml (Falcon). Se agregaron 30 ml de 

tripsina (al 2.5 %) y se incubó durante 5 minutos a 37°C con agitación , y la 

suspensión de células se hizo pasar através de una gasa estéril doblada en 

cuatro partes (presionándola) a un recipiente apropiado. Aquí se adicionaron 20 

ml de tripsina y se repitieron las condiciones de incubación, al término de la 

cual, se filtró de manera similar a la anterior, recibiendo el filtrado en otro tubo 

cónico, siendo centrifugado a 2000 rpm por 10 minutos, al término de los 

cuales se retiró el sobrenadante y el botón de células se lavó con 15 ml de 

medio D-MEM suplementado con 5% de SFB. Finalmente se centrifugó 

nuevamente y el botón de células se resuspendió en 15 ml de medio D-MEM 

con 10% de SFB. Durante el periodo en que transcurría la última 

centrifugación, se prepararon 15 frascos para cultivo celular de 150 cm3 

(Nunclon), en donde fueron colocados 14 ml de medio D-MEM al 10% de SFB, 
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e inmediatamente después de que se resuspendió el botón celular, se agregó 1 

ml de esta suspensión a cada frasco, con agitación suave. Se dejó incubar por 

dos días a 37°C , con atmósfera de CO2 AL 5 %, antes de hacer el siguiente 

pasaje. 

B) Propagación de virus. 

Los CEF se infectaron de la manera ya descrita en el caso de los virus de la 

cepa MVA; en el caso de la cepa recombinante MVA-E2 la propagación se hizo 

añadiendo las drogas selectivas, Ácido mucofenólico (MPA), Hipoxantina y 

Xantina al medio, antes de llevar a cabo la infección, para evitar la 

contaminación con cepa MVA. 

C) Preparación de plásmidos para ensayos de 0- galactosidasa y CAT, 

i) Crecimiento bacteriano, 

En tubos de ensayo estériles con tapón de rosca, de 16 x 150, se colocaron 

5 ml de medio Luria estéril y se agregó ampicilina al medio (conc. 10 mg/m1). 

Se inoculó a cada tubo con 200 µI de una suspensión de E. coli (cepa XL-1-

Blue) y se añadieron los plásmidos, LCR -j3-GAL y 863.1 (un plásmido por cada 

tubo). Los cuatro precultivos se dejaron incubando toda la noche a 28°C con 

agitación constante. 

A la mañana siguiente, una vez obtenido el crecimiento bacteriano, se tomó 

un mililitro de cada uno de los tubos y se colocaron por separado en tubos 

viales (Nunc) de 2.0 ml, y se añadió 1 ml de glicerol estéril en cada tubo, de 

est modo se almacenaron en congelación (-70°C) para su conservación. El 

resto de los cultivos se colocó respectivamente en cuatro matrces Erlenmeyer 

de 1 L de capacidad, cada uno de los cuales contenía 500 ml de medio Luria 
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estéril con ampicilina (conc. 10 mg/m1), permitiendo el crecimiento celular por 

toda la noche a 37 °C, en agitación. 

i ) Obtención de los iSiásmidos por lisis alcalina 

El contenido de cada uno de los matraces del paso anterior, se virtió en 

tubbs para centrífuga de' 250 ml de capacidad, para centrifugar su contenido 

por 10 minutos, a 4°C, a una velocidad de 5000 rpm (centrífuga Sorvall). El 

sobrenadante fué eliminado y la pastilla resuspendida en 10 ml de la solución 

1 8; se dejó reposar por 5 minutos a temperatura ambiente, después de lo cual 

se añadieron 20 ml de la solución II recién preparada. Se cubrieron los tubos 

con papel parafilm y fueron invertidos en varias ocasiones, para homogenizar, 

Cr  N 
posteriormente se dejaron en reposo, colocándolos en hielo por 10 minutos. El 

paso siguiente consistió en adicionar 15 ml de la solución 	III (helada), 

cubriendo con un trozo de papel parafilm cada uno de los tubos, y 

nuevamente se mezclan por inversión, después de io cual se proporcionó un 

reposo de 10 minutos en hielo. Posteriormente fueron centrifugados a 5000 

rpm, durante 15 minutos con una temperatura de 4°C. Los sobrenadantes 

fueron transferidos cuidadosamente a tubos cónicos para centrífuga con 

volumen de 50 ml de capacidad, midiendo cada uno de los volúmenes y 

agregando seguidamente 0.6 volúmenes de isopropanol. Se mezclaron 

perfectamente y se dejaron en reposo por 15 minutos a temperatura ambiente. 

Después fueron centrifugados a 5000 rpm, por 15 minutos y el sobrenadante 

de cada tubo fué eliminado y las pastillas se resuspendieron en 4 ml de 

amortiguador TE pH 8. 

8  La preparación de las soluciones I. II y III de este método se hizo de acuerdo al manual de Maniatis de 
Biología Molecular y se encuentra en el apéndice t3 de esta tesis. 
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i i i) Purificación de los plásmidos por el método de gradiente de Cloruro 

de cesio, 

Se agregaron 4 g de cloruro de cesio (CsC12) en cada uno de los tubos 

obtenidos en el paso anterior, junto con 300 µI de una solución de bromuro de 

etidio (10 mg/m1). Se colocaron en tubos para ultracentrífuga de 5 ml 

(Beckman), y fueron equilibrados en una balanza analítica. Posteriormente los 

tubos se dispusieron en un rotor NTV 90 y se centrifugaron utilizando una 

ultracentrífuga (XL-90), con una velocidad de 85,000 rpm, durante 3.0 horas a 

20 °C. Al término del período de centrifugación, se extrajo de cada uno de los 

tubos la banda del DNA correspondiente a cada uno de los plásmidos, con la 

ayuda de agujas hipodérmicas. El DNA obtenido se colocó por separado en 

tubos cónicos para centrífuga de 15 ml de capacidad, y así fuero agregados a 

acada tubo, 1 ml de TE y 2 ml de 1-butanol, agitando generosamente y 

eliminando la fase que contenía el bromuro de etidio (de color rosa), repitiendo 

la operación en aquellos casos en que fué necesario. El contenido restante de 

los tubos se pasó a membranas de diálisis ("cutoff 8,000", Sartorius), 

correctamente identificadas, y se dejó dializar durante 1 hora en agitación, 

contra amortiguador TE, para eliminar trazas de CsCl2. El contenido de las 

membranas se colocó en tubos para microcentrífuga de 1.9 ml de capacidad, a 

los cuales se les agregó RNAasa (concentración final de 50 µg/m1) a cada tubo, 

dejando en incubación por 1 hora a 37°C. Terminado el tiempo de esta 

incubación se agregó proteinasa K (conc.50 µg/m1) a cada uno de los tubos, 

dejando en incubación durante toda la noche. Al día siguiente se nivelaron los 

volúmenes de cada uno de los tubos y se adicionaron 200 µI de fenol; los 

tubos fueron agitados vigorosamente con un vórtex, durante 10 segundos, 

centrifugando después por 5 minutos a 14 000 rpm. La fase acuosa fué 

recuperada y puesta en otros tubos. Posteriormente se agregaron 25 1.11 de 
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NaCI 4 M (conc. final de 0.2 M) y 1 ml de etanol, para lograr la precipitación 

del DNA, en cada uno de los tubos. Se colocó a -80°C por 30 minutos. 

Transcurrido el tiempo se centrifugó nuevamente 10 minutos a 14,000 rpm; el 

sobrenadante de cada tubo se eliminó muy cuidadosamente para no tocar el 

botón del fondo de los tubos, el cual fué secado perfectamente en una 

centrífuga de vacío, y finalmente los precipitados se resuspendieron en 100 

de agua (DEPC), y se mantuvieron almacenados siempre a -20°C. 

Para verificar la pureza del DNA plasmidico, se analizaron éstos en un gel de 

agarosa al 1.5% con bromuro de etidio (0.5 µg/m1). 

i I Cuantificación del QNA plasmidico. 

Se colocaron 2µl de cada uno de los plásmidos obtenidos en los pasos 

anteriores en tubos para microcentrífuga, correctamente identificados y se 

agregaron 398 Id de agua (DEPC). Estas soluciones se leyeron en un 

espectrofotometro, a una longitud de onda de 260 nm, utilizando como blanco 

de calibración 400 té de agua (DEPC). 
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APÉNDICE B 

Medio Luda. 

Bacto-triptona (DIFCO) 	 10 g 

Extracto de levadura (DIFCO) 	 5 g 

NaCI (BAKER) 	 10 g 

Aforar a 1 L y esterilizar. 

Asar Luda 

Se prepara medio Luria y se agregan 15 gr de agar por litro de medio. Se 

esteriliza en autoclave, y aún caliente se vierte en las cajas de Petri. Se deja 

solidificar en una campana de flujo laminar. 

Medio Eagle Modificado . 

Pesar 3.7 g de NaHCO3 (BAKER) y solubilizar en 2 L de agua, añadir el 

contenido de un frasco de 99.8 g de medio D-MEM (preparado comercial para 

10 litros, DUBELCCO) sin glucosa ni L-glutamina y con indicador rojo de fenol, 

agitando constantemente; aforar a 10 L, hasta disolución completa. Ajustar el 

pH por burbujeo suave de CO2, hasta pH de 7.0. filtrar utilizando un equipo de 

filtración Millipore, usando N2, y almacenar a 4 °C. 

Acetato de potasio 5 M. 

Pesar 760.88 g y aforar a 1 L. 

Acetato de sodio 5 M 

Pesar 680.42 g y aforar a 1L 

Ácido mucofenólico (400 X)  

Disolver 10 mg de MPA en 10 ml de NaOH 0.1 N. 
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Agarosa al 1 %  

Pesar 1 g de agarosa en 100 mL TAE (1 X), calentar por tres minutos hasta 

fusión total en horno de microondas (Sharp); agregar 5 11 de solución de 

bromuro de etidio (10 mg/m1). 

Albúmina Sálica Bovina. 

Pesar 10 mg de ASB y disolverla en 10 ml de agua. 

Amortiguador de fosfato pH 7.Q 

NaH2PO4 60 mM 

Na2HPO4 40 mM 

KCI 	10 mM 

MgC12 	1 mM. 

Aforar a 11 con agua . 

Amortiguador de lisis, 

Tris-HCI pH 8.0 100 mM 

NaCI 100 mM 

Tritón X-100 0.5 % 

Amortiguador de muestra 

Sacarosa 40 % 

Azul de bromotimol 2 % 

Amortiguador Salino de Fosfatos pH 7.4. 

NaCI 	 120 mM 

KCI 	 2.7 mM 

Amortiguador de fosfatos 10 mM 

Aforar a 1 L con agua. Ajustar pH 7.4 con HCI 0.1 N. Guardar en 

refrigeración. 
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Bromuro de etidio. 

Disolver 1 g de bromuro de etidio en 100 ml de agua, guardar en 

refrigeración en frascos oscuros 6 cubiertos con papel aluminio. 

DOMO de calcio 2.5 M. 

Pesar 277.49 g y aforar a 1 L. 

Cloruro de potasio 3 M. 

Pesar 223.68 g de KCI y aforar a 1L. 

Cloruro de sodio 4 M. 

Pesar 233.76 g de NaCI y aforar a 1L. 

Cristal violeta al 0.1 911 

Cristal violeta 	 0.1 g 

etanol 	 20 ml 

H20 	 cbp 100 ml. 

Disolver el cristal violeta en el etanol perfectamente, aforar con el agua 

hasta 100 m1). 

Dodecil- Sulfato de Sodio ISDS1 al 10 'II, 

Pesar 10 g de SDS y aforar a 100 mi con agua destilada. 

EDTA 0.5 M. 

Pesar 161.1 g de EDTA y aforar a 1 L. 

Estreptomicina. 

Disolver 1 g de estreptomicina en 5 ml de agua estéril. 

Fosfato Bibásico de sodio di-hidratado 1M. 

Pesar 178.05 g y aforar a 1L. 

Glucosa 1 M. 

Pesar 180 g de glucosa y aforar a 1L con agua. 
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HWES 1 M. 
Disolver 1.6 g de NaCI, 0.074 g de KCI, 0.027 g de Na2HPO4.H20, 0.2 g 

de dextrosa y 1 g de HEPES, en un volumen total de 90 ml de agua. Ajustar el 

p H a 7.05 con NaOH 0.5 N, y entonces ajustar el volumen a 100 ml con 

agua. Esterilizar esta solución através de filtración en filtro de 0.22 Itm. 

Guardar en al(cuatas de 5 ml a -20 °C. 

Hidróxido de Sodio 10 N 

Pesar 40 g de NaOH y aforar a 100 mL con agua. Guardar bien cerrado en 

botella de vidrio. 

Hipoxantina 670 X. 

Disolver 100 mg de hipoxantina en 10 mL de agua. 

0-Nitrofenil-P-Galactósido (ONPG) 

Disolver 4 mg/ml de ONPG en 0.1 M de fosfato de sodio pH 7.5, (35.61 g/L 

de Na2HPO4 y 31.21 g/L de Na H2PO4) 

Disolver 1 g de penicilina en 5 ml de agua estéril. 

Reactivo de Bradford. 

Disolver 100 mg de azul de Coomasie G250 en 50 mL de etanol al 95% . 

Agregar 100 ml de H3PO4 AL 87%. Diluir la solución hasta 1 L con agua 

bidestilada. Filtrar en papel Whatman 3 MM. 

Sacarosa al 24%. 28%. 32%. 36% y 40%. 

Disolver 24, 28, 32, 36 y 40 g de sacarosa en amortiguador Tris-HCI 

(1mM) pH 8 necesario para 100 ml de cada solución. 

Solución I Ide tisis alcalina' 

Glucosa 	 50 mM 

Tris-HCI pH 8 	25 mM 
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EDTA 	 10 mM 

Solución II (de lisia alcalina) 

NaOH 
	

0.2 N 

SDS 
	

1% 

Solución 1111de lisis alcalina)  

Acetato de potasio (5 Mi 60 ml 

Ácido acético glacial 	11.5 ml 

Agua 	 28.5 mi 

TAE 50 X. 

Tris-base 	 242 g 

Ácido acético glacial 	57.1 mi 

EDTA pH 8 (0.5 MI 	100 ml 

If. pELL 
Tris HCI (pH 8) 	10 mM 

EDTA 	 1 mM 

Tripsina al 0.25% 

NaCI 	 150 mM 

EDTA 	 0.02% 

Tripsina 	 0.25% 

Agua 	 cbp 1L. 

Filtrar con unidad Millipore (con filtro de 25 µmi. Guardar a -20°C. 

Tripsina 2.5 mg, 

Disolver 2.5 mg de tripsina por ml de agua estéril. Guardar a -20°C. 

Tris-HCI 2 M pH 7.5. 8 Y 9. 

Pesar 242.28 g de Tris -HCI y afora a 1L con agua bidestilada. Ajustar el 

respectivo pH con NaOH 1 M. 
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Xfintina 40 X. 

Disolver 10 mg/ ml de Xantina en NaOH 0.1 N. 
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