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CELULAS Y TEJIDOS

La celula individual es la unidad minima que se auto-reproduce, y es el vehiculo
para la transmision de la informacion geneética en todas las especies vivas. Todas las
células en nuestro planeta tienen la informacion genética de la misma forma quimica,
como un Acido Desoxirribonucleico (DNA) de doble cadena. Las células replican esta
informacidon separando las cadenas apareadas de DNA y usando cada una como un
molde para la polimerizacion de una nueva cadena de DNA con secuencia de nucledtidos
complementaria. La misma estrategia de polimerizacion es empleada para transcribir
porciones de la informacion del DNA en moléculas de un polimero estrechamente
relacionado, el Acido Ribonucleico (RNA). Este se vuelve la guia para la sintesis de
moléculas de proteina, por medio de la maquinaria un pococ mas compleja del fenomeno
de la traduccion , que involucra un gran complejo multimolecular, el ribosoma, el cual esta
compuesto de RNA y proteina. Las proteinas son los principales catalizadores de las
reacciones quimicas que se llevan a cabo en las células; otras de sus funciones incluyen
la exportacion e importacion de pequenas moléculas a través de la membrana plasmatica
por medio de la cual se une con otras célutas. La funcion de cada proteina depende de su
secuencia de aminoacidos, la cual es codificada por la secuencia de nucleotidos del
correspondiente segmento de DNA — el gen que codifica para esta proteina. En este
sentido, el genoma de la célula determina su quimica, y la quimica de todas las células
vivas es fundamentaimente simiiar.

Las células eucarionticas por definicion tienen su DNA en un compartimiento
rodeado por una membrana, el nucleo. Tienen ademas, un citoesqueleto para movimiento,
comunicacion con otras células asi como para el intercambio de sustancias con el medio,
compartimientos intracelulares elaborados para digestion y secrecion, la capacidad ( en
algunas especies) de fagocitar otras ceélulas, y un metabolismo que depende de la
oxidacion de moléculas organicas por ia mitocondria. Estas propiedades sugieren que los
eucariontes se originaron como predadores de otras células. La mitocondria —y en las
plantas los cloroplastos- contienen su propio material genético. Las células eucarionticas
tienen de 3 a 30 veces mas genes que los procariontes y con frecuencia miles de veces

mas DNA no codificado. Ei DNA no codificado permite la compleja regulacion de la
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expresion genética, como requerimiento para la construccién de organismos multicelulares
complejos. Algunos eucariontes son, sin embargo, unicelulares tal como la levadura
Saccharomyces cerevisiae, el cual sirve como un sistema modelo simple, que revela las
bases moleculares de procesos fundamentales conservados tales como el ciclo de division
celular eucariontico. Un pequefio namero de otros organismos han sido escogidos como
modelos primarios para el estudio de organismos multicelulares como plantas y animales,
y la secuencia completa de su genoma ha sido descrita, facilitando el entendimiento de la
funcidén, reguiacion y diversidad genética. Como resultado de la duplicacion del genoma
durante la evolucion de los vertebrados, su genoma es redundante. Esta redundancia del
genoma permite la diversificacion y especializacion de genes para nuevos propositos, pero
esto también hace la funcion genética dificil de descifrar. (Alberts;2000)

Cuando hablamos de un conjunto organizado de células que funcionan en forma
colectiva, estamos aludiendo a un tejido. Los tejidos son los que mantienen funcionando al
organismo, gracias al esfuerzo cooperativo de sus células individuales. Se sabe ademas
que las células de un solo tejido pueden comunicarse entre si, por medio de uniones
intracelulares especializadas.

El concepto de tejido proporciona una base para reconocer |0s varios tipos celulares
distintos del organismo y comprender como se interrelacionan. A pesar de las variaciones
en el aspecto general, organizacion estructural y propiedades fisiologicas de los diferentes
organos del cuerpo, los conjuntos celulares que los forman se reducen a cuatro tejidos
fundamentales, estos son; 1)Tejido epitelial (epitelio) 2)Tejido conectivo o conjuntivo
3)Tejido muscular y 4)Tejido nervioso.

El tejido epitelial, como blanco de la infeccion con Papilomavirus centra nuestra
atencidén, dado que en el se desarrolla el Cancer Cérvico Uterino (CaCu).

LOS VIRUS

El avance en el conocimiento de los virus y ios mecanismos por medio de los cuales
se reproducen en las células del hospedero, ha ido acompafniada de las definiciones mas
precisas de estos agentes unicos. Los virus son los primeros agentes patdogenos que se
distinguen por su pequefio tamarfno y dependencia para su reproduccion de la célula del
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huésped, enfatizando la importancia de éstos como responsables de enfermedad. Las
propiedades de los virus podrian ser las siguientes:

o Un virus es un agente infeccioso muy pequefio intracelutar obligado.

o Los genomas de los virus pueden ser de DNA o de RNA.

o Dentro de una célula huésped apropiada, el genoma vira!l es replicado y sintetizado
directamente por los sistemas celulares.

o La progenie de viriones ensamblados de novo son formados por nuevos
componentes sintetizados dentro de la célula huésped.

o La progenie de viriones ensamblados durante el ciclo de infeccion es el vehiculo
para la transmision del genoma viral a la siguiente célula huésped u organismo,
donde es desensamblado dirigiendo el inicio del siguiente ciclo de infeccion.

Con estas propiedades en mente, podemos colocar a los virus como agentes biolégicos en
continua evolucion. Ellos son mas simples que los mas pequefios microorganismos y
carecen de los complejos sistemas biosintéticos generadores de energia necesarios para
la existencia independiente. En otras palabras, los virus no son simples agentes bioldgicos
activos,; desde el mas pequeno virus, constituido de un genoma muy limitado y un tipo de
proteina muy simple, es significativamente mas complejo que otros patdogenos
moleculares. Algunos de estos patogenos moleculares, los viroides, los cuales son
agentes infecciosos de una variedad de plantas con importancia econdmica, comprende
una simple molécuia de RNA.(Flint;2000)

La clasificacion de los virus es un tema de discusion actualmente, pero se han
tomado en cuenta una serie de criterios de tipo meédico. epidemioldgico, funcional o
bioquimico de tal forma que actualmente se puede encontrar ia clasificacion de ios virus
de acuerdo con:

» El tipo de huésped que infectan.

»~ La ruta de entrada al organismo y sus érganos blanco.

» Su estrategia de replicacion y expresion del RNA mensajero (RNAmM)

Con el conocimiento generado en los uUltimos afios en relacion con la biologia
moiecular de ios virus y sus propiedades, es posible emitir criterios y reglas mas precisas.
El Comité Internacional de Taxonomia de Virus (ICTV, por sus siglas en inglés) utiliza el
arreglo de los virus en taxones, con el:

w
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Y

Orden (-virales)
Familia (-viridae)
Subfamilia (-virinae)
Género (-virus)
Especie

Y

A Y

Y

El virus que nos ocupa es Papilomavirus Humano (PVH) es miembro de la familia
Papoviridae que comprende dos géneros, el género de los Papillomavirus y el de
Polyomavirus, Que son virus de DNA de doble cadena covalentemente cerrado. La familia
fue originalmente nombrada asi por sus tres principales miembros; Papillomavirus,
Polyomavirus y Agente Vacuolante (SV 40 un miembro de la familia de
Polyomavirus).(Flint;2000)

Los Papilomavirus (PV) son particulas pequeras, icosahédricas sin envoltura con
un diametro aproximado entre 52-55 nandmetros (nm). Estos tienen 72 capsdmeros, 60
hexameéricos + 12 pentameéricos sobre una superficie de 7 caras. Tiene 2 proteinas de
capside, una mayor codificada por el gen L1 y una menor codificada por el gen L2.

El genoma del virus es replicado como un plasmido nuclear multicopia (episoma)
(Los plasmidos son pequenas moléculas de DNA circular que replican
independientemente del genoma bacteriano.) Los plasmidos modificados son usados
extensivamente como vectores plasmidicos para clonacion de DNA.

Dos mecanismos estan involucrados en la replicacién del genoma. La replicacion
del episoma. ocurre en células en la parte baja del epitelio. Iniciaimente el DNA del virus
es amplificado de 50400 copias por célula diploide. Después de esto, estos se replican
una vez por division celular, el nimero de copias por célula permanece constante.

La replicacion de PV sirve como un sistema modelo para el analisis de la replicacion
eucariontica y su regulacion. Durante el curso de la infeccion en ceélulas basales
proliferando o en sistemas de células transformadas, los PVs establecen su genoma como
episomas de replicacion auténoma en bajo niumero de copias. (Lambert;1988). E| DNA de
los PVs replican durante la fase S de ciclo celular, en sincronia con la replicacion de los

cromosomas de las ceélulas hospederas. y el mecanismo de inicio de la replicaciéon es
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fundamentalmente el mismo que el de las células eucarionticas. (Russell;1995).

Existen al menos 100 tipos diferentes de virus, los cuales pueden ser divididos en
aquellos que infectan epitelios secos como la piel y los que infectan epitelios humedos,
como el cérvix. Los diferentes tipos han sido tradicionalmente divididos por ta divergencia
de su secuencia nucleotidica, asi mismo se han dividido en aquellos que no son capaces
de transformar células epiteliales, llamados de bajo riesgo, los mas frecuentes son los
tipos 6 y 11, y aquellos que son capaces de transformar las células, llamados de alto
riesgo, los mas frecuentes son los tipos 16 y 18.

CANCER CERVICO UTERINO

El Cancer cérvico-uterino (CaCu) se presenta principalmente entre mujeres con una
vida sexual activa, se considera una enfermedad multifactorial de transmision sexual,
cuyo principal agente etiologico es el virus del papiloma humano (HPV del inglés Human
Papillomavirus) (Lizano y Carranca, 1995). La citologia exfoliativa fue introducida por
Papanicolau en 1941 y aun cuando ya han transcurrido mas de 50 afnos de su postulacion,
se mantiene como el principal método de diagnodstico. En Ameérica Latina se ha estimado
que la deficiencia del programa de deteccion de CaCu ha generado mas del 60% de las
muertes por este cancer. El riesgo de sufrir esta neopiasia se incrementa hasta 10 veces
en mujeres con vida sexual activa y sin acceso al examen del Papanicolaou (Meneses-
Gonzalez ; 1999).

El cérvix normal (Figura 1) esta dividido en 3 regiones 1) exoceérvix, compuesto por
epitelio escamoso estratificado; 2) endocérvix, delimitado por epitelio columnar secretorio y
3) zona metaplasica o zona de transicion, situada entre estas dos areas. El tejido columnar
normalmente es reemplazado por células pavimentosas metaplasicas en respuesta a
diversos estimulos (pH local, hormonas). Las ceélulas normalmente presentes en la
profundidad del epitelio mucosecretante, comienzan a proliferar. En el inicio la capa de
células pavimentosas es delgada e inmadura y se caracteriza por nucleos voluminosos y
un citoplasma escaso. Con. el transcurso del tiempo, estas células se estratifican y
despliazan a las células cilindricas glanduiares. Esto es lo que pasa en un cervix normal
(Rubin;1990)
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Papilomavirus Humano (PVH) puede afectar las 3 =zonas, sin embargo,
clinicamente las infecciones ocurren principalmente en la zona de transicion (Woodworth y
Simpson, 1993).

Figura 1. Histologia de un cérvix normal. En el Panel A se muestra el exocérvix, en donde se
sefiala con la flecha amarilla el epitelio escamoso estratificado, que son queratinocitos diferenciados.
Con la flecha verde se muestra las células del estrato espinoso. Las células parabasales se indican
con la flecha azul y con la flecha roja a las células basales, blanco principal del PVH. En el panel 8
se muestra el endocérvix, que es un epitelio columnar secretor y en el panel C se muestra la zona de
transicion sefalado con la flecha negra.

En el CaCu se presentan ceélulas anormales las cuales no son necesariamente
cancerosas, pero pueden generar cancer y/o lesiones denominadas neoplasia intraepitelial
del cérvix (NIC). Algunos medicos sugieren que estas lesiones precancerosas tienen un
potencial alto para desarrollarse a cancer si no son tratadas. Generalmente los NIC son
resultado de una infeccion viral. EL. PVH es el virus que mas frecuentemente afecta las
ceéiulas del cérvix y es generalmente transmitido por contacto sexual. La mayoria de las
mujeres tienen este virus en algun momento de su vida, pero en muchas mujeres su
sistema inmune no logra eliminar la presencia de este virus en el organismo. De hecho, se
ha visto que las lesiones NIC desaparecen cuando el sistema inmune logra eliminar ai
virus. En algunas mujeres el virus puede permanecer por varios afos y en pocas de estas
mujeres la lesion NIC puede desarrollar un cancer si ésta no es tratada (Syrjanen Ky
Syrjanen S, 1999).

En a! menos un 95% de los casos reportados de CaCu se ha encontrado la
presencia de DNA de PVH y el PVH 16 esta presente en minimo un 50% de este
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porcentaje, mientras que la otra proporcion esta representada por PVH 18, 31 y 45 (Report
of a technical meeting, 1999). En Meéxico un estudio realizado por Berumen vy
colaboradores en 1995, encontraron por PCR qQue un 82-85% de las mujeres con
neoplasias de cérvix (CaCu) y en el 31% de las mujeres normales se encuentra DNA de
PVH del cual, un 40-50% corresponde a DNA de PVH16 y un 11% de PVH 18, analizando
principalmente estos tipos que son los de alto riesgo y los mas frecuentes, lo que no
significa que no estén presentes otros tipos virales.

Muchas mujeres estan expuestas a factores de riesgo para contraer el cancer de
ceérvix . Estos riesgos como la edad temprana en el inicio de la actividad sexual, o bien
tener mulitiples parejas sexuales, pueden incrementar los cambios de la susceptibilidad a
la infeccion con PVH y pueden llevar a un desarrollo de NIC y si el sistema inmune esta
reprimido la lesién de NIC puede desarrollar a CaCu. La respuesta inmune puede
afectarse por el tabaquismo, por una dieta pobre, por drogadiccion y por otras infecciones.
En mujeres se ha propuesto que el uso de pildoras anticonceptivas por periodos largos
puede ser otro posible factor de riesgo, sin embargo aun no es muy claro.

Figura 2. Lesiones intraepiteliales neoplasicas. En el panel A se muestra una lesion
NIC i, en el panel B una lesion NIC Il y en el panel C una lesion NIC I

Para establecer el grado de lesion en los canceres de cérvix, se han propuesto
varias terminologias. En 1973, Ritchart, quien introdujo el término de NIC, establecid
lesiones precancerosas de grado: NIC {, NIC Il y NIC 1ll (Fig 2).

En la lesion NIC | también llamada displasia leve, las células muestran nudcleos

anormales, nucleolos prominentes y pleomérficos , alargados e hipercromaticos con un
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curso granular y un patron filamentoso de la cromatina. Las células en los tercios medio y
superior del epitelio tienden a una diferenciacion citoplasmica mientras que, en el tercio
inferior no existe. Figuras mitdticas no son comunes, estas pueden presentarse en el tercio
inferior del epitelio y son normales.

NIC Il o displasia moderada, similar a NIC | excepto que las células no estratificadas
desdiferenciadas con nucleo pleomorfico y un alto promedio nucleo-citoplasma, se
extiende mas alla del tercio inferior del epitelio pero no dentro del tercio superior. Las
células en el tercio superior van a un grado variable de estratificacion y diferenciacion
citoplasmica. Figuras mitoticas anormales estan presentes en el tercio inferior.

NIC i) displasia severa aparecen células basales no estratificadas, no diferenciadas
con nucleos amontonados. El grado de pleomorfismo nuclear es mayor que en las NiIC | y
Il. Figuras mitdticas son frecuentemente vistas, presentes en el tercio superior y ademas
anormales.(Rubin; 1990)

El| descubrimiento de las infecciones con PVH y su asociacion con NIC ha sido
complicado, por lo que se ha propuesto reemplazar los 3 NIC en términos de bajo riesgo
que incluye NIC | y de alto riesgo que incluye NIC Il y NIC I, por el término lesion
escamosa intraepitelial. Se ha visto que el PVH en lesiones de bajo riesgo puede
encontrarse en forma episomal y que el DNA de PVH puede ser integrado en lesiones de
alto riesgo conduciendo mas tarde a lesiones precancerosas verdaderas. Sin embargo, el
concepto de episomal contra PVH integrado no correlaciona siempre con la morfologia de
la lesidn y las bases de la categorizacion (Syrianen K y Syriganen S, 1999).

ORGANISMO HOSPEDERO.

Los Papilomavirus Humano (PVH) son estrictamente especie-especificos y el
hombre como especie es el unico hospedero conocido para el PVH, a nivel del hospedero
una serie de cuestiones claves deben ser descubiertas para conocer y entender la
patogeénesis del virus 1) s como hace el virus para entrar en la célula? 2) ; donde se lleva a
cabo la replicaciéon inicial? 3) ;como se extiende dentro del hospedero? 4) ;cuales
organos y tejidos son infectados? 5) icomo es transmitido el virus? Las tres uitimas

preguntas tienen alguna respuesta aunque esta sea parcial, las dos primeras de los
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mecanismos patogénicos son mas complejas.
COMO SE EXTIENDE EL VIRUS DE PAPILOMA HUMANO EN EL HOSPEDERO?

Ei modo de transmision no esta completamente claro. Se ha visto que la infeccion
de células de la capa basal con microlesiones pueden jugar un rol muy importante. Las
uniones de diferentes tipos de epitelio también se ha visto que predisponen al individuo a
este tipo de infecciones, posiblemente por la proximidad de las células en proliferacion a
ia superficie del epitelio en estas zonas, llamadas zonas de transformacion (ZT) o
metapiasia. Tales regiones se incluyen en el cérvix uterino (una ZT fisiologica), en
diferentes tipos mucosales, en el tracto respiratorio superior (cavidad nasal y senos
paranasales) y en los bronquios (con un epitelio escamoso metaplasico de facil irritacion)
En efecto todos estos sitios son sitios de entrada potencial del virus, donde una ZT es
detectada entre dos diferentes tipos de epitelio crea un sustrato favorable para que el virus
encuentre su blanco.(Garlik,1991)

Las infecciones anogenitales con PVH son principaimente transmitidas por contacto
sexual. Aunque las infecciones en recién nacidos pueden ser el resultado de malas
condiciones higiénicas. Las lesiones Condilomatosas en nifios, sin embargo,
frecuentemente contienen PVH de tipos regularmente encontrados en otros sitios como la
piel, tales tipos son el 2, 27 y 57 (de Villiers,1994).

El inicio de actividad sexual de manera muy temprana, esta relacionada con
infecciones de PVH anogenital en el grupo de edad de entre los 15 y los 40 afos (de
Villiers,1987). Alrededor de 15-35% de este grupo de edad contiene cantidades de Acido
Desoxirribonucleico (DNA por sus siglas en inglés) detectables del virus (de Villiers
,1994). Se ha visto también que el estado socioeconomico puede estar relacionado con la
prevalencia de infeccion con Papilomavirus (PV). En este momento se estima que el
numero total de individuos infectados es imposible de determinar, solamente algunas
pruebas seroepidemiologicas han sido recientemente desarrolladas y su utilidad no ha
sido totalmente comprobada. )

En mujeres postmenopausicas, el porcentaje de PVH detectable declina y se
mantiene bajo por el resto de su vida (de Villiers, 1987). Normalmente nosotros no
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podemos determinar que tanto esto refleja un decremento en el cambio del virus o
identificar las infecciones latentes. Debido a las dificultades para obtener tejido confiable
de hombres, con propositos de analizar la presencia del virus, la gran mayoria de estudios
epidemiologicos han sido conducidos en mujeres; la persistencia o latencia de este tipo de
lesiones en hombres ha permanecido por largo tiempo sin explorar.

De acuerdo con el tropismo preferido por el virus, se pueden identificar dos
categorias basicas del virus; cutaneos y de mucosas (Stern ;1994, zur “'ausen 1994) este
tropismo es preferentemente presente en individuos inmuno-competentes, pero puede
encontrarse también en pacientes inmuno-suprimidos. Aparte de |la piel y el tracto genital,
PV también afecta la mucosa oral, la laringe, traquea y la mucosa senonasal. Asi mismo
la presencia de PV en células escamosas de la conjuntiva esta bien documentada y esta
surgiendo evidencia de la presencia del virus en la mucosa bronquial. (Sirjanen y Sirjanen;
1999).

La infeccion por papilomavirus a células proliferando activamente puede ocasionar
un retraso de la diferenciacion o mas probablemente de una expansion lateral de la clona
infectada (Figura 3). Esto es aparentemente mediado por las funciones de los genes
tempranos E6 , E7 y probablemente ES5. Durante la fase proliferativa, la replicacion del
DNA viral y la sintesis de proteinas virales estructurales permanecen detenidas. Sin
embargo esto es liberado cuando la célula entra en las capas de diferenciacion, en las
cuales tiene lugar la replicacion del DNA, la sintesis de proteinas estructurales, y el
ensamble de las particulas virales. Este modo de infeccion eventualmente garantiza que
la célula inicialmente infectada por PVH pueda dirigir la creacion de un cuerpo de céiulas
productoras de virus en la superficie del desarrollo de la lesion. Que estas lesiones puedan
persistir por periodos prolongados de tiempo ofrece una explicacion para el éxito de la
diseminacion de PVH por todo el mundo.
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Figura 3. Esquema que puede seguir la infeccion de PVH en la capa basal de células de!
epitelio. En el panel Superior se muestra el camino que puede seguir una cé€lula infectada, que
inicia la diferenciacion sin posteriores divisiones celulares. Panel Inferior Un esquema de
eventos representando la consecuencia regular de una infeccion con PVH: la célula basal
infectada (expuesta a la infeccion via una microiesion) expande lateraimente, retardando ia
diferenciacion, y eventualmente produciendo numerosas células productoras de virus en la
superficie de desarrolio de ia lesion (zur Hausen 1994).

Esta ultima consideracion presume un origen clonal de ia lesion inducida por PVH.
La naturaleza clona! de la proliferacion de papilomavirus probablemente depende del
numero de células proliferando expuestas a la infeccion y la dosis de virus infectante .
Una lesién exponiendo una gran area de células de la capa basal a la infeccion por PVH,
puede resultar en multiples cionas infectadas, compitiendo una con otra por ia expansion
lateral. Esta competencia sugiere un origen policlonal de la lesion eventualmente
emergente, mientras que las ceélulas de la capa basal expuestas ocasionalmente, deben
producir proliferacion de tipo monoclional o bien oligoclonal (zur Hausen;1994).

Obviamente, aigunas (probablemente la mayoria) infecciones por PV permanecen
clinicamente indetectables.

Se han descrito ocho pasos requeridos para toda infeccion viral, que se mencionan
a continuacion.




Hospedero Célula

Entrada en el hospedero Adhesion

Replicacion Primaria Penetracioén

Extendido a través del hospedero Desaparicion de ta cubierta
Tropismo celular y tisular Transcripcion

Respuesta inmune del hospedero Traduccion

Replicaciéon secundaria Replicacion

Lesion celular Ensamble

Persistencia Maduracion y liberacion

Cada uno de los estados o pasos mencionados representa nuevos retos que el
virus tiene que sortear para poder pasar al siguiente nivel. Pueden existir dos soluciones
mutuamente excluyentes: 1) que el virus complete exitosamente todos y cada uno de los
pasos y entonces se manifieste la enfermedad, o bien 2) que el virus falle en estas etapas
y entonces esto tendria las siguiente consecuencias, a) Una infeccion abortiva b)Una
infeccion no productiva y c¢) una total incapacidad del virus para infectar a la célula. En
infecciones con Papiloma Virus estas opciones pueden ser 1) infecciones clinicas (con
potencial de transformacion maligna) 2) infecciones subclinicas 3) infecciones
latentes o 4) no infeccion. (zur Hausen , 1994, Syrjanen, 1989) Para que el virus sobreviva
debe desarroliar mecanismos intrincados para evadir los mecanismos de defensa de!
hospedero y hacer evidente la enfermedad.

Como se ha enfatizado ia manifestacion clinica de la infeccion es una secueia
relativamente poco frecuente de la misma, como |o muestra el hecho de que solamente el
1-2% de mujeres sujetas a pruebas de Papanicolau se ha visto que tienen manifestacién
clinica de infeccion por PV (Sirjanen; 1990), comparada con una mayor proporcién de
gente que tiene DNA viral en su mucosa genital, cuando son examinados por la Reaccion

en Cadena de la Polimerasa (PCR por sus siglas en inglés). En cierta proporcion de los
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pacientes infectados, sin embargo, ios mecanismos de control del hospedero fallan para
evitar que el virus complete todos los pasos en esta patogénesis, resuitando lesiones
clinicas y en una pequena fraccién de estos casos, transformacion de las células a un
genotipo maligno (Stern et al., 1994; zur Hausen, 1994). El mayor reto es investigar el
mecanismo primario para este resultado adverso, y entender cual es el mecanismo por el
que revierten las infecciones con los virus de bajo riesgo.

EXPRESION DE GENES DE PAPILOMA VIRUS

La infeccion viral inicial, como ya se menciono, se lleva a cabo en la capa basal dei
epitelio escamoso, donde una combinacion de factores de transcripcion interactuan con ia
Region Larga de Control (LCR por sus siglas en inglés) del Papilomavirus, iniciando la
transcripcion de los oncogenes virales E6 y E7. Los oncogenes E6 y E7 alteran el ciclo
celular por su interaccidon e inactivacion de proteinas supresoras de tumor o
antioncogenes: E6 se une y degrada la proteina p53 y E7 se asocia con p105 RB. E1 y E2
son las siguientes proteinas en sintetizarse. E2 bloquea la transcripcion temprana y
permite la unidon especifica de E1 al origen de replicacion (ori) localizado en la LCR,
iniciando la replicacion del genoma viral. E2 induce una baja expresion de E6 y E7
liberando las proteinas p53 y pRB, para que el proceso de diferenciacion pueda continuar.
Asi mismo un promotor putativo tardio puede activar los genes de la capside L1y L2. En
este momento, ios viriones maduros pueden ser detectados en las capas superiores del
epitelio.( Ver figura 4)
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Figura 4. Diagrama esquematico de ia organizacion genomica de PVH tipo 16. Los genes
tempranos estan representados con la letra E. Los genes tardios con la letra L. Ori representa
el origen de replicacion y URR la region larga de control. Las sefiates de poly A+ para los genes
tempranos y tardios se representan como pA.

La ruptura de E2 es frecuentemente asociada con las neoplasias genitales
malignas. En ausencia de E2, E6 y E7 permanecen expresandose constitutivamente,
sosteniendo la inmortalidad de las células infectadas y bloqueando el programa de
diferenciacion celular. Diversos estudios de Hibridacién /n Situ (HIS) han mostrado que el
patron de expresion de los genes varia de acuerdo con el grado de lesidon clinica. En
lesiones benignas, E4 y E5 son las mas altamente expresadas, mientras que la expresion
de E6, E7 y E2 es baja (Crum., 1988b; Sherman, 1992). Por e! contrario E6 y E7 son
altamente expresadas en lesiones de alto grado. La siguiente tabla (Tabla 1) resume el
tamano y la funcion de los genes de Papiloma virus y su interaccion con proteinas
celulares.
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Proteinas
Tempranas

E1
E2

E4

ES

E6

E7

Proteinas

Tardias

L1
L2

Tablat Tamano y funcion de productos de Papiloma Virus

365

92

83

15

o8

505
473

Replicacion viral, mantenimiento episomal
Replicacion y Transcripcion viral,
Transformacion

Unidén a citoqueratinas

Afecta el receptor del factor de crecimiento
epidermal y el receptor 8 del factor de cre-
cimiento derivado de las plaquetas p123 (PDGF)
Proteina Transformante, se une a p53
Trans-activa

Proteina transformante, se une a Rb1,
p107, p130, y ciclina AICDK2

Proteina mayor de la capside
Proteina menor de la capside
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ONCOGENES VIRALES Y SU INTERACCION CON PROTEINAS SUPRESORAS DE
TUMOR

Proteina ES

La proteina E5 mejor caracterizada es la del Papilomavirus Bovino tipo 1 (PVB-1) la
cual es capaz de transformar eficientemente fibroblastos en ausencia de otros oncogenes
virales. (Auvifnen;1997). ES de PVB es una proteina hidrofdobica de 44 aminoacidos con, 1)
una regién amino- terminal de 30 aminoacidos hidrofdbica la cual funciona como un
dominio transmembranal y, 2) un extremo carboxi-terminal de 14 aminoacidos hidrofilico
que contiene dos residuos de cisteina escenciales para la formacidon de homodimeros
(Sparkowski; 1996).

ES5 induce transformacion celular aparentemente via la ruta de sefalizacion del
receptor del factor de crecimiento de la tirocina cinasa. Su actividad transformante es
frecuente pero no invariante, referida cuando el dominio hidrofobico es reemplazado por
una secuencia de tamano similar de aminoacidos hidrofébicos no derivados de la
secuencia silvestre de E5, sugiriendo que la funcién primaria de este dominio de ES5 es la
unidon de la molécula a las membranas celulares (Meyer;1994).

ES de PVB-1 forma complejos triméricos con una proteina de 16 KDa formadora de
poros componente de la ATPasa vacuolar y el receptor B del factor del crecimiento
derivado de las plagquetas (PDGF) (Conrad; 1993). La actividad oncogénica de E5 es
mediada principaimente por receptores de factores de crecimiento (GFRs) en particular al
receptor 3 de PDGF. De este modo la proteina E5 puede interferir con el metabolismo y
actividad de receptores de factores de crecimiento epidermal exogeno (EGFRs) en
algunos , pero no en todas las lineas celulares establemente transformadas (Petti; 1994).

La informacion disponible del gen E5 en lesiones inducidas por PVH es
considerablemente menor. El marco de lectura abierto (ORF) de E5 es transcrito como un
RNA poilicistronico del promotor viral temprano en la posicion p97. Johnsen (1995)
encontré que la sintesis de la proteina E5 de PVH tipo 16 puede unicamente ser iniciada
de un auténtico coddén ATG en la presencia del ORF de E2 traducido. Esto sugiere que la
proteina ES5 es sintetizada coordinadamente con la proteina E2. Grassman (1996) fue
capaz de encontrar en una Neoplasia intraepitelial Vulvar con multiples copias de PVH
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16 en forma episomal una nueva especie de RNA mensajero iniciado aproximadamente
en el nucledtido 670. Este promotor se ha visto que es especifico para células que se
encuentran en diferenciacion.
Utilizando analisis de secuencias de aminocacidos de |a proteina ES de PV se ha
predicho que la proteina es extremadamente hidrofobica y poco conservada entre los
~ diferentes tipos de proteina ES. Se ha visto que cuando PV se integra, el ORF de E5 se
desconecta del promotor a consecuencia de la ruptura del genoma viral circular en el ORF
de E1-E2, o puede también ser deletado como en ias células Hel.a. Sin embargo las
diferentes proteinas ES tienen residuos de aminoacidos especificos tales como prolinas y
cisteinas. La expresion continua de ES puede ser importante para el mantenimiento del
fenotipo maligno. Se ha sugerido que para la formacion del tumor se debe eliminar el ORF
ES, pero todavia no hay suficientes datos experimentales para sostener esta hipotesis
(Bubb; 1988). Poco se conoce sobre la expresion de ES en lesiones inducidas, esto debido
a la carencia de anticuerpos anti-ES confiables. La expresion de ES se ha visto que es
mas intensa en condilomas y en lesiones intraepiteliales escamosas (SIL por sus siglas en
inglés), que en carcinomas del cérvix. Recientemente se ha descrito homologia entre el
ORF de E5 de PV tipo 18 y secuencias genomicas de humano y raton. Kahn (1992)
describio dos transcritos relacionados con ES de PV-18 en secuencias de raton, en células
HC1 y Q300, Geisen (1995) encontré el equivalente humano de estas secuencias,
aislando una clona de 9.6 Kilobases (Kb) con un inserto de 633 pares de bases (pb) de
una libreria de DNA de carcinoma de laringe que en ensayos de hibridacion cruza
consistentemente con ambas secuencias E5 de PVH tipo 18 y HC1. Analisis de restriccion
y de Southern Blot (SB) mostraron que este inserto de 633 pares de bases es una
secuencia de copia simple sin rearregio o secuencias virales. La region relacionada con
ES es transcrita produciendo un RNA de 1.9 Kb detectando el Poly A+ de diferentes lineas
celulares probadas, alineamiento de secuencias presentan estrechas similitudes con
secuencias de ceélulas Q300 (Khan; 1992) asi como con diferentes factores de crecimiento
y factores viraies. El correspondiente gen humano fue llamado PESL., y fue mapeado en el
brazo corto del cromosoma 7. a 7p13-14 determinado por HIS. Esta region similar a ES
puede constituir un blanco de integracion, los cuales son frecuentemente iocalizados cerca
de tos puntos de ruptura, oncogenes, etc.
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La actividad transformante de ES ha sido demostrada en queratinocitos de raton, en
queratinocitos humanos, asi como un aumento en la estimulacidon del crecimiento en
cultivos primarios de células epiteliales de rifidn de rata, en cooperacion con E7 de PVH
tipo 16 (Bouvard;1994)

En células 3T3 de raton, la expresion de los receptores al Factor de Crecimiento
Epidermal (EGF por sus siglas en Inglés), es requerida para la transformacion con la
proteina E5 de PVH tipo 16 y el fenotipo transformado es aumentado por el tratamiento
con EGF (Pim;1992). Recientemente se vid que E5 de PVH-16 actua en cooperacidon con
EGF en queratinocitos humanos, y verdaderamente fue capaz de inhibir la degradacion de
EGFR en el compartimiento endosomal despues de ia endocitosis estimuiada por ei
iigando, dando como resuitado tla retencion proiongada de EGFR en vesiculas
intraceiutares. Ei EGFR muestra un incremento de la fosforilacion de la tirocina en
respuesta ai tratamiento con EGF. Leechanachai (1992) encontrd gque ceéluias
transformadas con ES de PVH tipo 16 con crecimiento independiente del anclaje tienen
una habilidad mayor que otros tipos celulares, para expresar &l gen c-fos en respuesta g
estimulacion con EGF.

Los complejos de c-fos/c-jun constituyen el factor de transcripcion AP-1, y el
promotor de PVH tipo 16 tiene secuencias en las gque se une el factor AP-1, el cual es
mas activo en células expresando E5 (Bouvard ; 1S84). Se& ha visto que E5S de PVH tipo
11 ¥y tipo 18 esta asociada quiza indirectamente coin el Factor Nuciear 1 (NF-1) en la
trainsactivacién del promotor de c-fos humano {Chen; 1898).

ia ruta de sefnalizacion de ia proteina cinasa activada por mitégeno (MAF cinasa, a
ia cual nos referiremos en 10 sucesivo como MAP-C) es una cascada de sefializacion
intracelular la cual media la respuesta celular a factores de crecimiento y diferenciacion. €l
gen ES induce un aumento en la actividad de MAP-C en ausencia o presencia de EGF. En

comparacion las oncoproteinas E6 y E7 no alteran la proiongada actividad inducida por
EGF. La proteina E5 de PVH-11 y PVH-16 suprime ia expresion del gen supresor de tumor
p21 (wafi/sdit/cipi) en células NIH 373 y queratinocitos humanos inmorntalizados
{Tsa0;1896). La represion de la actividad del promotor de p21 por una serie de mutantes
de ES fue correlacionado con su respectiva actividad transformante, y este puede ser un
mecanismo de oncogénicidad mediada por la piromocion del crecimientos, donde la
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expresion de c-jun tambi&n dirige una reduccion de 1os niveles de RNA y proteina de p21
en queratinocitos.

La proteina E5 de PVH-6 también transforma ceélulas de roedor en la presencia de
EGFR, pero existen diferencias en la unidn con el receptor, comparado con a3 union de ES
de PVH-16, esto puede ser debido a la distinta morfogénesis de sus respectivas lesiones
neoplasicas (Conrad;1994).

Stoppler (1996) demostro que ES, por accion en cis, incrementa de 4 a diez veces
la eficiencia de inmortalizacion celular por EG6/E7. Estos experimentos aumentaron el
conocimiento de la transformacion celular inducida por PVH, o cual indica claramente que
los niveles relativos de EGF y su receptor pueden afectar significativamente el éxito de la
infeccion con PVH (Piccini;1997). Cohen mostré (1993) que ES formd complejo con
algunas quimeras del receptor del factor de crecimiento dependiente de las plaquetas
(PDGFR por sus siglas en ingies) que contienern un dominio transmembranal (o un
dominio EGFR citopiasmico). Esto sugiere que aunque diferentes dominios de PDGFR y
EGFR son requeridos para la activacion de E5, ambos receptores son activados
directamente por formaciéon de un complejo conteniendo E5. Los rasgos estructurales
minimos requeridos por la transformacion con la oncoproteina E5 es una cadena de
aminoacidos del dominio hidrofébico transmembranal que participa en la formacién de
puentes de hidrogeno entre ias hélices. La actividad biolégica de mutantes de ES carentes
de la mayocria de los aminoacidos similares a PDGF sugieren que ES y PDGF activan ei
PDGFR por distintos mecanismos (Petti; 1997).

Para concluir diremos que la proteina E5 tiene diversos efectos biologicos y
biogquimicos sobre ceélulas, asi como interaccién con algunas proteinas celulares. E5 de
papilomavirus se ha visto que activa el receptor B del PDGF y afecta el metabolismo de
EGFR. Se ha mostrado que E5 puede formar compiejos con la proteina ceiutar p125,
determinada como un miembro de la familia de las a-adaptinas.(Syrianen;1999)
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PROTEINA E6

La proteina E6 es ia proteina con mayor capacidad transformante de aigunos tipos
de PV. E6 por si sola es incapaz de inmortalizar queratinocitos humanos (Sedman;19391),
pero es capaz de inmortalizar células epiteliaies humanas en cultivo (Band;1990). E6 de
PVH es una proteina basica que contiene dos sitios de unién de zinc en el extremo C-
terminal. La proteina E6 mejor caracterizada es aqueila de PV de alto riesgo, por ejemplo
E6 de PV tipo 16 y tipo 18. Ver figura 5.
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Figura 5. Estructura de la proteina E 6 de PVH tipo 16 Tomado de Syrjanen 1999

E6 puede formar complejos in vitro con el producto dei gen supresor de tumor p53
(Werness;1980), presentando similitudes a este respecto con la proteina E1A de
Adenovirus y con el antigeno T grande de SV 40.

La formacion del complejo E6-p53 requiere de una proteina adicional lamada
proteina asociada a E6 (E6-AP), este complejo dirige la completa degradacion de p53
(Huibregtsse;1991). E6 se une directamente a la proteina E6-AP la cual funciona como
una ligasa a la proteina ubiquitina. La degradacion de p53 tiene lugar a través de la ruta
dependiente de la ubiquitina, la cual involucra la activacion de la proteina E2 conjugada a
ubiquitina con la enzima E1 activadora de ubiquitina, y transferencia de ubiquitina a un
residuo de lisina de la proteina blanco (Hochtrasser;1995).

Mutantes de E6 son capaces de unirse a p53 pero disminuye su capacidad para
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mediar su degradacion (Dalal;1996). E6 puede formar un complejo con p53 en ausencia
de E6-AP, sin embargo esta interaccion es mas débil que con EG6-AP (Lechner;1994).

E! sitio de union para E6 dentro de p53 es aun desconocido. Diferentes regiones de
p53 parecen estar involucradas, ademas la conformacién de p53 es importante para la
formacion del complejo (Kubbutat;1996). Pim (1997) reporto que E6* de PVH tipo 18
puede interactuar con la proteina E6 de los PVH tipo 16 y 18 completas asi como con E6-
AP, y subsecuentemente bloquea la asociacion de E6 completa con p53. También
mostraron que como resultado del bloqueo E6* puede inhibir la degradacion de pS3
mediada por E6 in vitro e in vivo. Las consecuencias biologicas de esto son 1) un
incremento en la actividad transcripcional de promotores responsivos a p5S3 y 2) una
inhibicion del crecimiento celular en células transfectadas con E6*. Esto puede representar
un mecanismo por medio del cual PVH pueda modular la actividad de la proteina E6
completa con respecto a p53 durante la infeccion del virus.

Ademas de p53, E6 puede unirse a otros blancos celulares, tal como E6-BP, la cual
es idéntica a la proteina que une calcio ERC 55 (Chen;1995). Klingelhutz (1996) mostro
que E6 de PVH tipo 16 puede activar la telomerasa, la cual esta involucrada con la
inmortalizacion celular. Esta activacion se ha visto que esta relacionada con el tipo celular,
y se ha visto en queratinocitos de prepucio humano y en células epiteliales de mama, pero
no en cultivos primarios de fibroblastos.

E6 puede trans-activar ia expresion de promotores heterdlogos independientemente
de pS5S3 (Desaintes;1995) y puede reprimir la transcripcion de otros promotores
(Etcheid;1994). Kiyono (1997) demostré que la proteina E6 puede unirse a un segundo
dominio PDZ del gen humano homologo al supresor de tumor de los discos grandes de
Drosophila (hDLG) a través de su dominio C-terminal.

Mutantes de E6 pierden la capacidad de unirse a hDLG y no son capaces de inducir
la transformacién dependiente de E6 en células de roedor. En otros estudios recientes, se
domostré que E6 tiene capacidad transformante adicional e independiente de p53
(Kinochita;1997). E6 fue capaz de trans-activar o reprimir algunos promotores virales
especificos. Mostrando que E6 puede trans-activar al promotor de c-myc
independientemente de p53.
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PROTEINA E7

E7 es una pequena fosfoproteina nuclear con una secuencia que une zinc
localizada en su extremo C-terminal, la mitad de la cual es importante para estabilizarta y
para su dimerizacion.( Figura 6). La region N-terminal contiene 2 regiones conservadas,
CR1 y CR2, las cuales tienen secuencias similares a E1A de adenovirus y T grande de
SV40. Ambas regiones son importantes para la transformacion in vitro. Mutaciones en esta
region destruyen la capacidad transformante de la proteina.

La secuencia LXCXE, localizada dentro de CRZ2 (residuos 22-26) incluyen el sitio de
union para el producto del gen supresor de tumor retinoblastoma p105RB y las proteinas
relacionadas p107 y p130 (Kubbutat;1996). Los residuos de serina en la posicion 31 y 33
pueden ser fosforilados. Estos sitios fosforilados son necesarios para la transformacion
eficiente pero no para la union de RB.

La unidén de E7 a la forma hipofosforilada de RB, libera el factor de transcripcion

E2F. La secuencia de union a E2F ha sido encontrada en algunos genes celulares
involucrados en proliferacion cetular:

timidina cinasa, dihidrofolato reductasa y DNA
polimerasa a.

cri cr2
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Figura 6. Estructura de la proteina E7 de PVH tipo 16

Para una eficiente inmortalizacion de queratinocitos se requiere la cooperacion de
E6 y E7. E7 de PVH (pero no E6) puede inmortalizar queratinocitos humanos, solo cuando
se expresa en niveles altos (Sedman, 1991). La proteina E7 de PVH de bajo riesgo puede
también unir a RB pero con baja afinidad. E7 de PVH tipo 1 de bajo riesgo puede unirse a
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RB con la misma afinidad que E7 de PVH tipo 16, indicando que otro mecanismo de union
a RB tiene importancia para la transformacion maligna con E7 (Ciccolini;1994).

E7 puede también asociarse con otras proteinas mitéticas, por ejemplo el complejo
cdk/ciclina E/A. Esta union se ha visto que depende de la union de E7 a p107, pero E7
puede unirse también directamente a la ciclina A (Mcintyre;1996). Recientemente se
mostré que E7 puede interactuar con los miembros de la familia del factor de transcripcion
AP-1 por ejemplo con c-jun, jun B, jun D y c-fos dirigiendo la sobrexpresion de promotores
responsivos a AP-1, estas interacciones pueden ser importantes par el mantenimiento de
la malignidad (Antinore; 1996).

Datos recientes muestran que la proteina E7 de PVH se une a la proteina de union
a la caja TATA (el factor de transcripcion TBP), asi como E6 de PVH tipo 18 y E2 de PVH
tipo 16 se unen subsecuentemente a TBP in vitro (Massimi;1997).

Un analisis mutacional de la proteina E7 de PVH tipo 16 identificd un segmento de
cuatro aminoacidos responsables de |la union a TBP. Estas mutantgs de la proteina E7
poseen niveles de actividad transcripcional semejantes a la protef_ﬁa silvestre sobre el
promotor E2 de adenovirus, pero exhibe actividad transformante reducida en cooperacion
con EJ ras. El mecanismo de interaccion entre las diversas proteinas E7 y TBP puede ser
similar, y esta interacciobn de E7 puede contribuir a su actividad transformante
(Massimi;1996).

Tomando en cuenta los reportes de ambas proteinas, E6 y E7, se puede concluir
que son proteinas importantes para la transformacion celular y la regulacion del ciclo
celular, permitiendo la proliferacion continua de la célula huésped. L.os canceres humanos
estan caracterizados por las fallas en los puntos de revisidn (check point) del ciclo ceilular,
resultando inestabilidad gendmica. Claramente las oncoproteinas E6 y E7 de PVH de alto
riesgo son capaces de alterar la integridad de estos check points.

ONCOGENES CELULARES

En anos recientes el estudio de la oncologia molecular esta integrando todos los
conocimientos generados por Biogquimicos, Bidlogos Moleculares, Virdologos etc., para
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comprender el origen y desarrollo de los procesos cancerosos, o cual ha permitido
plantear una hipotesis unificada y plausible del origen del cancer que integra la
muitiplicidad de sus causas iniciales. La naturaleza de los eventos geneéticos, los cuales
estan asociados con transformaciones malignas hasta la fecha no se comprende
completamente.

Se sabe que las células de mamiferos contienen aproximadamente 50,000 genes,
entre los que se incluye |la familia de los oncogenes y los proto-oncogenes. Los oncogenes
son versiones alteradas de sus genes normales, los proto-oncogenes, los cuales codifican
para proteinas que desempenas funciones de gran importancia para la célula. Es muy
prometedor el hecho de que el estudio del cancer pudiera limitarse al estudio de un grupo
relativamente peguefio de genes. Ahora se entiende como funcionan algunas de las
proteinas codificadas por algunos proto-oncogenes, estos estudios han mostrado que ias
proteinas proto-oncogénicas realizan funciones especificas. Codifican para factores de
crecimiento, receptores a dichos factores, transductores de serfal y proteinas nucleares
que actuan como factores de transcripcion o de replicacion, activando genes importantes
en el crecimiento normal de la célula. Por ejemplo las proteinas de la familia Ras se
localizan en la membrana citoplasmatica y participan en la transduccion de sefales, por
otro lado la proteina Myc se localiza en el nucleo y participa tanto en la replicacion del
genoma celular como en {a regulacion de la transcripcion genética (Sears;2000).

Debido a que los oncogenes representan formas mutadas de genes celulares
normales, ellos ofrecen una indicacion clara de los blancos genéticos que se alteran por
los cancerigenos. Entre las alteraciones mas frecuentes que activan a los proto-
oncogenes tenemos: mutacion, rearreglo génico y amplificacion génica: frecuentemente un
proto-oncogén puede presentar mas de una de estas alteraciones geneéticas. Aunque las
translocaciones y mutaciones puntuales son los mecanismos mas comunes para la
generacion de alelos oncogénicos en muchos canceres humanos, en otros tipos tumorales
tales como glioblastomas, neurobiastomas, cancer ceérvico-uterino y mamario, un
mecanismo comun de activacion de proto-oncogenes es la amplificacién.
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2COMO SE ACTIVAN LOS PROTO-ONCOGENES?

Los proto-oncogenes como ya se menciond pueden ser alterados por diversos
factores genéticos o ambientales con los que estamos en contacto cotidiano. Los
principales tipos de alteracion que sufren estos proto-oncogenes son:

» Amplificacion génica. La amplificacion génica es un evento muy comun en ceéiulas
tumorales. Muchas lineas celulares tumorales tienen visibles regiones de
amplificacion cromosomal, las cuales son mostradas por las regiones de tincion
homogénea a los dobles minutas( Brodeur;1986). En algunos casos las regiones
amplificadas contienen a conocidos oncogenes, esto ha sido demostrado por
ensayos de hibridacion, aunque la ampilificacion no es necesariamente visible, esto
repercute en el aumento en la concentracion del producto oncogénico, el cual
promueve el crecimiento y la proliferacion celular.

» Rearreglo génico. Frecuentemente en las células cancerosas aparecen alteraciones
cromosomales, por ejemplo, un segmento en el extremo de un cromosoma se
intercambia con otro segmento de otro cromosoma (proceso conocido como
translocacion cromosomal), cuando esto sucede, los genes presentes en cualquier
segmento llegan a ser gobernados o influidos por factores que anteriormente les
eran extrafos. Esto produce la falta de regulacion de un grueso paquete génico en
el cual puede inciuirse un oncogén. Una de las translocaciones mas frecuentes en
los procesos cancerosos es ia que ocurre con segmentos de los cromosomas 8 y
14 que se asocia con el linfoma de Burkitt, cancer del tejido linfoide. Esta
translocacion hace que el oncogén myc que se encuentra en el cromosoma 8, sea
intercambiado por el que codifica para la cadena pesada de las inmunoglobulinas,
qQue se encuentra en el cromosoma 14.

~ Mutaciones Puntuales. En algunas ocasiones los oncogenes sufren mutaciones
puntuales, esto es, cambio de alguno de sus elementos estructurales (nucleoétidos)
por otros diferentes, en estos casos la cantidad de proteina oncogénica es normal,
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pero con algun aminoacido diferente. Por ejemplo, la proteina Ras que tiene 189
aminoacidos , generaimente experimenta una mutacion puntual que afecta a los
aminoacidos 12 y 61 (Wierensa;1983). Este hecho modifica la sefial de la proteina
que ahora induce una senal continua hacia el interior de la célula y la produccion de
un fenotipo transformado, no dependiente de factores externos.

» Delecion. Este tipo de mecanismo no es muy frecuente. En el desarrolio de los
tumores de rifdn de Wilms, no ha sido involucrado un oncogén, aunque la pérdida
de ciertos genes sobre el brazo corto del cromosoma 11 ocurre, ademas, ciertas
evidencias indican que la delecion es una predisposicién seguida por los aielos
retenidos en las células tumorales, de esta forma genes recesivos pueden ser
expresados. Otro ejemplo es el caso de los retinoblastomas, tumor del ojo. Este
tumor es poco frecuente, pero sirve de modelo para muchos otros tipos de cancer
con los que no guarda relacion alguna. En estos casos existe una delecion en el
brazo q del cromosoma 13 no solo en las células tumorales sino en todas las
células normales del organismo.

EL ONCOGEN c-myc

El gen c-myc consta de tres exones, separados por dos largos intrones, localizados en
el brazo largo (q) del cromosoma humano 8 (Gazin;1984). E! RNAmM de los exones 2y 3
de myc codifican para una proteina de 439 aminoacidos. La expresion del gen c-myc
depende de factores de crecimiento y aumenta con la entrada de las células en el ciclo
celular, sugiriendo que la expresion de este gen puede ser un componente de la
proliferacion celular normal. En la region amino terminal de las proteinas Myc (N-Myc. c-
Myc, L-Myc), existen importantes dominios: un dominio de activacion transcripcional
(aminoacidos 1 al 143); una region de la inhibicidon de la diferenciacion y una region gue
determina la union a ia proteina codificada por el gen retinoblastoma del aminocacido 41 al
178. La region carboxi terminal presenta una region basica seguida de una regién con

estructura helicoidal y un cierre de leucinas; estas regiones son fundamentales en la uniéon
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de Myc al DNA (secuencia CACGTG) y en la dimerizacion de la proteina. Las
interacciones entre proteinas oncogénicas (Myc) y antioncogénicas (pRb) pueden tener
importancia en el control transcripcional de genes relacionados con proliferaciéon celular.
La proteina Myc interacciona ademas con otras proteinas (tales com Max) para controlar
la transcripcion de algunos genes: las proteinas Mad y Max juegan un papel critico en
dicho control. Los heterodimeros que se forman con la proteina Max se unen a la
secuencia CACGTG, presente en algunas regiones promotoras. Se ha determinado que
una sobrexpresion de Myc ileva al cambio de los homodimeros Max-Max a heterodimeros
Myc-Max cambiando una represion génica en una activacion (Dang; 1995). Asi mismo para
que Myc induzca apoptosis (muerte celutar programada) requiere de la interaccion con
Max. La proteina Mad también interactia con Max, pero no con Myc; Mad y Myc compiten
por la unidbn a Max, siendo el complejo Mad-Max un represor transcripcional. Mad podria
ser una proteina antioncogénica, ya que actua oponiéndose a la funcion proliferativa de
Myc. Ademas de participar en la transcripcion de genes que controlan el crecimiento
celular, recientemente se ha determinado que c-myc induce apoptosis en fibroblastos
privados de suero y en otras lineas celulares que estan bloqueadas en proliferacion por
drogas o citocinas antiproliferativas.

En lo que se refiere a el CaCu, hace varios afios el grupo del Dr. Gariglio determiné
que oncogenes celulares (por ejempio myc) se encuentra alterado en un porcentaje
grande de los tumores de CaCu. (Gariglio; 1987, Ocadiz;1987).
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En base a todo o anterior planteamos el siguiente :

Objetivo general
Determinar la presencia de PVH tipo 16 asi como la expresion del oncogeéen
c-myc en muestras de tejido cervical.

Objetivos Especificos

1) Obtencion de muestras de tejido cervical provenientes de pacientes con
lesion premaligna y maligna del cervix.

2) Evaluar el estado de las secuencias del gen c-myc en |esiones
cervicales utilizando la técnica de Southern Blot.

3) Determinar la presencia de PVH tipo 16 por medio de la tecnica de
Southern Blot.

4) Evaluar la expresion del oncogene c-myc por medio de un analisis
inmunohistoquimico en las muestras de tejido cervical.

Hipotesis

Si las secuencias del gen c-myc se encuentran alteradas de manera gruesa
(amplificadas y/o rearregladas) y hay presencia de secuencias de
Papilomavirus Humano tipo 16 en lesiones cervicales, entonces podran ser
determinadas por ensayos tipo Southern Blot, asi mismo. por la técnica de
inmunohistoquimica podremos evaluar la presencia de la proteina myc en
estas lesiones.
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MATERIALES Y METODOS.
BIOPSIAS

Las muestras estudiadas fueron colectadas en ia Clinica de Displasias de la
Unidad de Oncologia del Hospital General de México, de la Secretaria de Salud
(S.S.) y en la Clinica No.4 de Ginecologia y Obstetricia del Instituto Mexicano del
Seguro Social (1.M.S.S). Las muestras de tejido sano y precanceroso fueron
biopsias dirigidas (en espejo, y en promedio 10 mm* ) por Colposcopia del tracto
genital femenino, de pacientes canalizadas a la Ciinica de Displasias por una
citologia anormal. Las muestras de tejido canceroso fueron obtenidas de piezas
post-operatorias (histerectomia radical, en promedio 20 mm?>). Todas las muestras
fueron de pacientes que no habian sido tratadas por Quimioterapia o Radioterapia.
Después de la toma de muestra algunas de ellas fueron divididas en tres
porciones: una porcion fue enviada al departamento de Patologia para su
diagnostico y clasificacion histopatoldgica, otra fue fijada en Metacarnoy (60% de
metanol, 30% de cloroformo y 10% de acido aceético) por ocho horas a
temperatura ambiente. En seguida el tejido se deshidrato y se incluyo en parafina
por métodos convencionales para posteriormente realizar cortes histolégicos de
cinco micras de grosor, y el tercer fragmento se congeld a una temperatura de
-70° C para su posterior tratamiento en la extraccion de DNA (Figura 7).

EXTRACCION DE DNA DEL TEJIDO.

E! DNA total fue extraido de acuerdo con e! método de Gross-Bellard (1973)
con algunas modificaciones.

Se homogeneizd el tejido congelado en soluciéon amortiguadora PBS 1X a 4°C
y fue lavado dos veces con la misma solucion, centrifugando a 2000 rpm durante S
minutos a 4°C. Se resuspendid la pastilla obtenida en solucion de lisis hasta tener
una concentracion final de 20mM de Tris-HC{; 300mM de Acetato de sodio; 1TmM
de EDTA. Inmediatamente se anadio Proteinasa K a una concentracion de 100
pg/ml de solucion y 0.2% de SDS, para la hidrolisis de las proteinas, se incubd
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Extraccion de

plasmidos Tejido Normal o tumoral = Inclusion en
parafina
l Genomico \
Extraccion de DNA ) Corte
pHLMXba Bajo peso
pHV 16E1 molecular J
Digestion con EcoRI1 y Hind 11

Inmunohistoquimica

M-arcaje Radjoactivo Electroforesis en gel de agarosa
Nick Traslation

v

Sonda PVH-16 y c-myc Transferencia tipo Southern Blot

|

Hibridacion

\

Autorradiografia

Figura 7. Esquema general para el analisis de las secuencias del oncogene c-myc y
del PVH tipo 16 en muestras de lesion cervical. pHLMXba usado como sonda para c-
myc, E1 usado como sonda para PVH tipo 16.
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durante 16 horas a 37°C. Después de la digestion, la muestra fue tratada dos
veces con un volumen de fenoi saturado con 10mM de Tris-HCI, |la fase acuosa
obtenida fue tratada dos veces con un volumen de cloroformo-alcohol isocamilico
en una proporcion de 24:1 en volumen.

Se anadieron dos volumenes de etanol absoluto a una temperatura de -20°C a
la fase acuosa dejandose toda la noche a la misma temperatura. Posteriormente
se centrifugd a 8000 revoluciones por minuto (rpm) a 4°C durante 30 minutos. Se
descarto el sobrenadante y la pastilla obtenida (DNA) se lavo con etanol al 70% y
se secd en un desecador al vacio, finalmente se resuspendi® en agua y se
almacend a 4°C.

EXTRACCION DE DNA DE BAJO PESO MOLECULAR

Para la extraccion de DNA de bajo peso molecular se siguid el método
descrito por Hirt (1967). Se homogeneizo el tejido como se describid en la seccion
anterior. Posteriormente se resuspendio el tejido en solucion Hirt (Tris-HCI 10 mM
pH 7.9, EDTA 10 mM y SDS 0.6%) se agito perfectamente y se incubd a
temperatura ambiente durante 20 min. Transcurrido este tiempo se ajustd a una
concentracion finali de 1M de NacCl, y se agitdé suavemente. La mezcla se mantuvo
a 4°C durante 16 horas, posteriormente la mezcia se centrifugd a 8000 rpm a 4°C
durante 1 hora a fin de precipitar el DNA celular.

Se recuperdo el sobrenadante, se le adiciono un volumen igual de fenol
saturado con amortiguador TE y se dejo reposar por 5 min. Después de mezclar,
se repitid este paso durante tres ocasiones para finalmente precipitar el DNA como
se menciond en la seccidon anterior.
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AISLAMIENTO DE LOS PLASMIDOS pHLMXba, pRyc7.4,
E2/PVH16

Se realizé una preparacion (Ver apéndice 1) de la cepa pRyc7.4 para extraer
el plasmido Ryc 7.4 el cua! fue purificado por un gradiente de densidad isopicnico
de Ciloruro de Cesio (Ver apéndice |) y posteriormente se restringié con la enzima
de restriccion EcoRIl para purificar el inserto de cDNA de myc (con un kit de
Boheringer para aislar DNA de agarosa Ver apéndice |) y se empleo para realizar
el marcaje con isdtopo radiocactivo. Todos los demas plasmidos empleados se
purificaron de la misma manera, se restringieron con las enzimas adecuadas (ver
la siguiente tabla) para cada caso y se marcaron radioactivamente con fa misma

técnica para usarse como sonda en cada caso. (Ver apéndice |)

Reacciones de Restriccion

pRyc7.4 [ pHLMXba i PE2/PVH16
Plasmido (10ug) Volumen de acuerdo a la concentracion del plasmido
Buffer 10X 1X ] 1X |1x
Agua bidestilada Volumen de acuerdo al volumen del plasmido
Enzima (10U/pul) 10U/t l 11U/l

Nota: E! volumen final de las reacciones depende siempre de la concentracion del plamido

Estas reacciones se realizaron a 37°C, posteriormente se realizdé un gel de
agarosa al 1 % para corroborar la liberacidon de los insertos. Es oportuno seRalar
que el volumen utilizado para el gel es la décima parte del volumen total que se
pone a restringir. Las condiciones de reaccion se llevaron a cabo siguiendo las

indicaciones del fabricante de cada enzima de restriccion.
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SONDAS

Se uso el plasmido pHLMXba donado por el Dr. D. Stehelin (Instituto
Pasteur, Lille Francia) para detectar el gene c-myc; este plasmido contiene un
fragmento de 3.5 Kpb del oncogene c-myc (incluyendo el primer exon). Un
plasmido conteniendo el segundo y tercer exon llamado Ryc 7.4 también se
empléo. Para los ensayos de PVH tipo 16 usamos el piasmido pHPV 16/E1
donado por el Dr. K. Seedorf que contiene el fragmento EcoRI-EcoRI del genoma
del PVH tipo 16 (Ver figura 8). Estos plasmidos se purificaron de acuerdo como se
describio anteriormente (Sambrook;1989) y se marcaron con a-dCTP-P= por la
técnica de Corte, Eliminacion y Sustitucion (Nick Transiation), de acuerdo a las
indicaciones del fabricante.

ELECTROFORESIS EN GEL DE AGAROSA MARCAJE E
HIBRIDACION DEL DNA GENOMICO.

El gen c-myc se encuentra flanqueado por los sitios de restriccion EcoRI!
(fragmento de 13Kpb) y Hind Ui (fragmento 12Kpb). Ver Figura 8. El DNA de tejido
normal y tumoral fue digerido con estas enzimas de acuerdo a las especificaciones
de los fabricantes (Gibco-BRL o New England Biolabs). Después de la digestion a
37°C toda la noche, los DNAs fueron sometidos a una electroforesis en gel de
agarosa al 0.9%, y transferido a filtro de Nylon o nitrocelulosa (Amersham)
basicamente como lo describe Southern (1975). Los insertos de los plasmidos
previamente marcados por la técnica de Corte, Eliminacion y Sustitucion (Nick
Translation) (Ver Apéndice 1) y los filtros de Nylon fueron hibridados como lo
describio Sambrook (1989). La actividad especifica para las sondas fue de 2-
4X10® cpm/pug de DNA. Los filtros fueron prehibridados en 50 % de formamida
durante 24 horas a 42°C, para hibridacion en condiciones estrictas (astringentes),
entre 1-2X10°% cpm/0.5ugffiltro  (200cm?) fueron agregados a cada filtro e
incubados durante 24 horas a 42°C. Al final de la hibridacion los filtros fueron
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lavados en 2X SSC; 0.1X SSC y 0.1X SSC + 0.1 % de SDS a 55°C, se seca el
filtro y se deja exponiendo con una placa de autorradiografia Kodak X-Omat a -
70°C por un lapso que varia dependiendo de la actividad especifica de la sonda
entre 1-10 dias. Las autorradiografias fueron analizadas en un espectrofotometro-
densitometro marca Beckman modelo DU-7. Los mismos filtros usados para
detectar alteraciones de c-myc fueron usados para detectar secuencias de

Papilomavirus tipo 16 (Ver Figura 13).

34

TESIS (NN
FALLA DI C.uuEN




PVH tipo 16

A
B
Bam HI 6.6Kpb am |Hl
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IEcoR|
]
Sonda
Oncogene c-myc
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Hindltl
12 Kpb

X x x
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| ! 1
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1 1 T s

goda..,
EcoRl Ryc 7.4
13Kpb

Figura 8. Mapa parcial de restriccion de PVH tipo 16 y del gene c-myc humano. Los
diagramas presentan algunos sitios de restriccion para PVH (A) y el fragmento de
restriccion de 13 Kpb producto de la digestion con EcoRl y el fragmento de 12 KPb de la
digestion con Hind Ill del gen c-myc humano (B). Las barras negras muestran las sondas
usadas.
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INMUNOHISTOQUIMICA

Los cortes de tejido se dejaron desparafinando en el horno a 60° C toda la
noche, y después se dejaron 1 h en xilol. Posteriormente se hidrataron las
muestras en etano! 100, 90, 70 %. Las muestras se permeabilizaron con Triton X-
100 a una concentracion de 0.25 % en PBS por 30 minutos a temperatura
ambiente. Enseguida se inhibio la peroxidasa enddgena mediante la incubacion
con peroxido de hirdrogeno al 3 % por 30 minutos a temperatura ambiente. Se
realiza un lavado con PBS triton X-100 0.25 % por 10 minutos, seguido por la
incubacion con albumina sérica bovina al 10 % por 30 minutos a temperatura
ambiente. La albumina se decanta y se le adiciona el anticuerpo primario a la
dilucion conveniente en PBS pH 7.2-7.4, incubando 2 horas a temperatura
ambiente. Posteriormente se realiza un lavado por 15 minutos con agitacion
constante y a temperatura ambiente. En seguida se incuban las muestras con el
anticuerpo secundario en una dilucion 1:500 (esta dilucion depende de ia
concentracion del anticuerpo) por 30 minutos a temperatura ambiente. E!
anticuerpo secundario esta conjugado con la peroxidasa Se hacen tres lavados de
10 minutos y agitacion constante con PBS tween 20 al 0.1%. Posteriormente se le
adiciona la solucidon de diaminobencidina (DAB) (0.006 mg de DAB en 10 m! de
PBS), que es el sustrato para la peroxidasa. Esta solucion se adiciona por 15
minutos a temperatura ambiente, en seguida se decanta esta y se le adiciona el
potenciador para la diaminobencidina por 10 minutos a temperatura ambiente.
Después las laminillas se deshidratan y se montan para observarlias al
microscopio
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RESULTADOS

Estado del gen c-myc en lesiones cervicales premalignas y malignas

Se estudiaron 81 muestras de tejido fresco, teniendo la siguiente distribucion, 6
muestras de linfocitos de sangre periférica de personas normales, 8 cérvix normales, 1
cérvix con miomatosis; consideramos estas 15 muestras como normales debido a que no
presentaban ningun tipo de lesion premaligna o maligna. Ademas, 8 condilomas, 18 NIC, 2
Carcinomas In Situ (CIS) y 38 carcinomas cervicales (CaCu). Se aislo el DNA de cada
tejido, se restringid con EcoRl (E) o Hind Il (H), enzimas que cortan el DNA flanqueando
el gen myc produciendo fragmentos de 13 y 12 Kilo pares de bases (Kpb)
respectivamente, se realizdé una electroforesis del DNA restringido en geles de agarosa, se
transfirié el DNA a filtros de nylon (Sambrook; 1989) utilizando la técnica de Southern Blot y
se hibridé con la sonda de c-myc (Ryc 7.4 y HLMXba) previamente marcada
radioactivamente por la técnica de corte y sustitucidon (Nick Tanslation Ver apéndice 1)
para obtener ia placa autorradiografica e interpretar los resuitados.

Los resultados obtenidos nos indican que el proto-oncogen c-myc esta alterado en
aproximadamente un 53% (43/81) de las muestras analizadas. Para una mejor
interpretacion de los resultados estos se han dividido de acuerdo al estado de la lesion en
precancerosas y cancerosas (ver tabla |).

En lesiones precancerosas el gen c-myc resulto alterado en 5/26 muestras
distribuyéndose de la siguiente manera, 1/8 condifomas, 4/18 NICs, produciendo entonces
una alteracion en este tipo de lesion de 19% en total.

En cuanto al tipo de alteracidon encontramos 1/8 condilomas que mostro
amplificacion moderada 10X y rearreglo genético, 4/18 NICs, dos mostraron unicamente
amplificacion ligera (2-3X) y dos amplificacion y rearreglo, una de ellas con amplificacion
moderada (5X). La figura 1 muestra un ejemplo del estado que guarda el gen c-myc en
lesiones precancerosas y en una muestra de cancer. La alteracion mas comunmente
encontrada en estas muestras es la amplificacion.
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ANALISIS DE c-myc EN LESIONES
CERVICALES

Digestién con EcoRI

1 2 3 4 56 7 8 9101112

Fig 1. Analisis del gen c-myc en lesiones precancerosas dei cérvix y en una muestra de cancer (carril 12).
Muestras de DNA (10pg/caril) de diferentes pacientes fueron digeridas con EcoRI y analizadas por ensayos
tipo Southern Blot como se describe en materiales y métodos. Todas las hibridaciones se realizaron con
fragmento purificado del plasmido Ryc 7.4. Carril 1 Tejido cervical sano; Carril 2, 6 y 7 NIC I; Carril 3 , 8, 9,
10 y 11 NIC II; Carril 4 y 5 condiloma; Carril 12 CaCu. Muestras con ligera amplificaciéon Carrit 2, 3 y 10.
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Figura . 2. Lesiones Cancerosas: En los CIS las dos muestras analizadas presentaron
amplificacién moderada (7X), entre las muestras pertenecientes al estadio | (10 muestras)
8 mostraron amplificacion y rearreglo, una solo amplificacion y el grado vario entre 2-30X y
la otra no presentd alteracion; aquellas del estadio I (22 muestras), 21 mostraron
amplificacidon variando entre 2-20X y 11 rearreglo, en las muestras del estadio Il (5
muestras), 3 presentaron amplificacion y rearreglo y las otras 2 con ligera amplificacion
(3X); la muestra dei estadio IV presentd amplificacidon y rearreglo. Ver el resumen de los
resuitados en la tabla |

N C 17 c19 c20

%4 ____|
66 — 1}
43 __}

2.2

Fig 2. Andlisis de las muestras de carcinoma cérvico uterino. El DNA de las biopsias se
purificé y cornté con enzimas de restriccion EcoRI (E) y Hind 11l (H) se corrid en un gel de
agarosa al 0.9% y se transfirio a filtros de nylon para su posterior hibridacion con la sonda
de myc marcada radioactivamente. Se puede observar claramente la alteracion del gene
consistente principalmente en rearreglo génico. N, DNA de cérvix normal, C17, C19 y
C20 muestras con cancer cervical.
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Secuencias de Papiloma Virus Humano tipo 16 presentes en lesiones
del cérvix.

Las muestras analizadas para la deteccidn del oncogen c-myc, fueron también
analizadas para determinar la presencia de secuencias del PVH-16 el cual presenta una
alta incidencia en nuestra poblacion. Para el analisis de las secuencias del virus se
clasificaron las muestras de acuerdo al estado fisico (libre o integrado al DNA celular) de
las secuencias virales en las lesiones (Ver Tabla |).

En las lesiones precancerosas el DNA del virus se encontré en 50% (13/26)
muestras; en 50% (4/8) condilomas y en 50% (9/18) NICs.

En las lesiones cancerosas se encontraron secuencias de PVH-16 en 35% (14/40)
muestras; 1/2 CIS, 4/10 estadio |, 7/22 estadio {I, 2/5 estadio il y la muestra del estadio IV
fue negativa.

El DNA de PVH puede encontrarse en forma episomal (libre o extracromosomat)
y/o en forma integrada . En el presente estudio la técnica usada para extraer el DNA en
000forma libre fue la descrita por Hirt (1967), para analizar la forma integrada se uso e!
DNA cromosomico extraido de los tejidos, el cual fue digerido con la enzima de restriccion
Bam HI que corta el genoma de PVH en un solo sitio, generando un fragmento de 8 Kpb
en caso de encontrarse en forma episomal y mas de un fragmento en caso de encontrarse
integrado; esto depende de como fue la integracion y como fue el evento.

En la fig 3 se muestra un ejemplo de deteccidon de las secuencias del virus en
forma libre e integrada, los resultados de las muestras precancerosas fueron; 2
condilomas presentaron forma libre e integrada, 2 solo libre y 4 no presentaron secuencias
de PVH-16; NICs, 3 presentaron forma libre e integrada, 4 solo libre, 2 solamente
integrado y 9 no presentaron secuencias virales; es decir en 50% de muestras
precancerosas hubo secuencias de PVH-16.

En lesiones cancerosas (Fig 4) que al igual que la figura anterior muestra un
ejemplo de la deteccidn de secuencias virales; CIS una de las muestras (1/2) presentd
forma libre; estadio | (4/10), 1 presentd forma libre e integrada, 2 solo libre y 1 integrada;
estadio Il (7/22), 7 presentaron en forma integrada y ninguna libre; estadio Il (2/5) 1
presento forma libre y |la otra integrado; estadio IV la unica muestra fue negativa.
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Figura 3 Secuencias de DNA de PVH-16 integrado y episomatl en lesiones cancerosas del
cérvix. (A) Muestras de DNA celular digerido con BamHi usadas para la deteccion de
secuencias integradas de PVH-16. Carriles C14, C17, C19, C21 y C22 Carcinoma
Estadio I, C18 y C 23 Carcinoma Estadio Il , C20 y C24 Carcinoma Estadio IIl; N, Ceérvix
Normal y Plasmido pBR322. (B) mismas muestras que en A pero DNA obtenido de la
extraccion tipo Hirt sin tratamiento con enzimas de restriccion. Flechas C23, C24 y C17.
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DNA celular digerido con BamHlI

Figura 4. Secuencias de DNA de PVH-16 episomal e integrado en lesiones
precancerosas del cérvix. El panel A muestra el DNA obtenido de |la extraccion
tipo Hirt sin tratamiento con enzimas de restriccion. En el panel B se muestra el
DNA celular digerido con enzima de restriccion BamHi para la deteccion de
PVH-16 integrado en el genoma celular. P2 y P8 Condilomas P1, P3-P7 NICs.
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En general parece existir una tendencia det gen c-myc para alterarse de manera
mas drastica en lesiones cancerosas que en las precancerosas, Ssin embargo es
importante resaltar gue desde el estado precanceroso el gen se encuentra alterado.

En las figura 5 parte A se muestra como el oncogén c-myc se encuentra

rearreglado, amplificado o sufriéo ambas alteraciones en las lesiones cancerosas. En la
digestion con EcoRl en el T29 y 30 se aprecian bandas de menor tamarfno comparando
con jos fragmentos del gen c-myc intacto (13 y 12 Kpb luego de digerir con EcoRIl o Hind
Il respectivamente) indicando posiblemente el rearregio de uno o ambos alelos. Esto es
apoyado por el hecho de que el gen c-myc se encontré intacto en el tejido normal donde
solo aparecen fragmentos de 13 o 12 Kpb esperados después de las restricciones. En las
misma figura 5 pero en |la parte B se muestra la rehibridacion det filtro con la sonda de
PVH marcada radioactivamente, revelando algunas bandas comunes y otras adicionales,
sugiriendo que la banda de 5 Kpb puede tener secuencias del gen y del virus. En la figura
5 la muestra de DNA del T29 después de la digestion con EcoRIl muestra una banda de
0.65 Kpb y una banda de 16 Kpb después de la digestion con Hind lil. Este fragmento de
16 Kpb que migra con la mayor parte del DNA sugiere que la secuencias del virus estan
integradas en el cromosoma. En el tumor 30 detectamos bandas principales en alrededor
de 10 y 15 Kpb después de la digestion, sugiriendo esto las pérdida de los sitios de
restriccion.
En las figuras 3 y 4 se muestra la deteccion del DNA viral (libre, integrado o ambos) en
muestras precancerosas y cancerosas del cérvix respectivamente. Ei DNA celular fue
tratado con la enzima de restriccion Bam HI, sujeto a electroforesis y transferido a filtros de
nylon e hibridado con la sonda especifica del virus. En el recuadro correspondiente se
indica la digestion con Bam Hl, la aparicion de una banda de 8 Kpb indica la presencia del
genoma completo del virus, bandas mayores a esto sugieren la integracion en tandem y/o
diferentes sitios de integracion en el genoma viral. En el recuadro marcado como DNA
episomal Hirt, se muestra la deteccion del virus en forma libre o episomal. En este caso
ninguna de las muestras fue tratada con enzimas de restriccion. En conclusion tanto en
lesiones precancerosas, como en lesiones cancerosas, fueron detectados genomas del
PVH coexistiendo en forma libre o integrado en el genoma celular.
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ANALISIS DE SECUENCIAS DE c.myc y PVH-
16 EN LESIONES CERVICALES MALIGNAS
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Figura 5. Alteraciones deil oncogen c-myc y presencia de secuencias de PVH-16 en
carcinomas cervicales. (A) analisis de c-myc DNA digerido con EcoRi (E) y Hindi (H);
linea N control normal (linfocitos del paciente T29); lineas T29 y T30 muestras

tumorales. (B) el mismo filtro que en A rehibridado con sonda de PVH-16 después de!
decaimiento de {a sonda previa.
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Diferentes muestras fueron analizadas para la deteccion de proteina Myc por ensayos de
inmunohistiquimica, utilizando un anticuerpo monoclonal que reconoce la regidon
comprendida entre los aminoacidos 43 y 55 de la proteina. Todos los tejidos fueron fijados
en metharcarn.(Metanol,

Expresion de la proteina Myc

Diferentes muestras fueron anatizadas para la detecciéon de |a proteina Myc por
ensayos de inmunohistoquimica, utilizando un anticuerpo monoclional que reconoce la
region comprendida entre los aminoacidos 43 y 55 de la proteina. Todos los tejidos fueron
filados en Methacarnoy (Metanol, Cloroformo y Acido aceético en proporcion de 60%, 30%
y 10% respectivamente) e incluidos en parafina para su posterior corte en rebanadas de 5
micras de espesor. Las tinciones se llevaron a cabo primero en muestras de cérvix normal
con los controles especificos de la reaccion (figura 6). En las tinciones de los tejidos
controles se aprecia expresion de la proteina myc y la inmunoreactividad se presenta tanto
en nucleo como en citoplasma.

Los resultados obtenidos en tejidos con lesion (ver figura 7, 8, 9 y 10) no muestran
diferencias considerables al comparar la tincion con la de los tejidos sin lesion. El sitio
subcelular de inmunodeteccion vario dentro de la misma lesion mostrando sitios con sefal
sOlo en citoplasma o so6lo en nicleo, asi como entre las lesiones mostrando reactividad
tanto en nucleo como en citoplasma. Como puede verse, la localizacion subcelular de la
proteina myc varié en las células del ceérvix contenidas en el espectro de lesiones del
tejido, esto indica la presencia de diferentes poblaciones celulares las cuales expresan la
proteina myc. La heterogenidad de los resultados no permite realizar una correlacion entre
el grado de la lesion y el tipo de aiteracion del oncogen
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Deteccion de proteina Myc en cortes de
Cérvix Normal

Fig 6. Muestra de cérvix normal tratado con anticuerpo anti-Myc para deteccion de la proteina.
En A se muestra un corte control el cual fue tratado omitiendo el segundo anticuerpo para
determinar la tincion de fondo. En B se muestra un corte tratado con el sistema completo. Esto
es, anticuerpo anti-Myc hecho en ratén, un anticuerpo secundario hecho en conejo y acoplado
a peroxidasa y sistema de revelado con Diaminobenzidina y peroxido de hidrogeno. (Las
muestras fueron contratefiidas con Hematoxilina de Harris con métodos estandar).
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Deteccidn de la proteina Myc en cortes de
Neoplasia intraepitelial Cervical

Figura 7 inmunodeteccion de proteina Myc en cortes de tejido con Neoplasia
Inteapitelial Cervical de grado 1. A Control usando solo el segundo anticuerpo y sistema
de revelado con Diaminobenzidina y peroxido de hidrégeno, para comprobar la
especificidad del mismo. B Reaccion usando el sisterna completo esto es primer
anticuerpo, 1IgG hecho en raton dirigido contra los residuos 43-55 de la proteina Myc;
anticuerpo secundario IgG de conejo diririgida contra ratén y acoplado a peroxidasa;
sistema de revelado con Diaminobenzidina y peroxido de hidrégeno. Las muestras
fueron contratefiidas con Hematoxilina de Harris para teiir 10s niicleos de azul.
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Deteccién de proteina Myc en
cortes de Condiloma

Fig 8. Deteccion de proteina Myc en cortes de cérvix con Condiloma. A Corte solo con
el segundo anticuerpo acoplado a peroxidasa y sitema de revelado. B Corte tratado con
el sistema compteto es decir anticuerpo primario contra la proteina Myc y un anticuerpo
secundario acoplado a peroxidasa y el sistema de revelado. Las muestras fueron
contratefiidas con Hematoxilina de Harris para teiiir los nacleos azules.
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Deteccién de la Proteina Myc
en Neoplasia de alto grado

Fig 9. iInmunolocalizacién de la proteina Myc en un corte de Neoplasia de alto grado. El tejido fue
tefido como se mencion6é en Material y Métodos. Se puede observar tinciéon tanto en nicleo como
en citoplasma. Panel A control solo con el anticuerpo secundario para detectar uniones
inespecificas. Panel B corte tratado con el sistema de deteccion completo.
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Deteccién de la proteina Myc en
Cancer Cervical Invasor

Fig 10. Deteccion de la proteina Myc en Carcinoma cervical invasor. Note al igual que
en las figuras anteriores que la localizacion del producto del oncogene myc es
heterogénea, mostrando tincidon tanto en nucleo como en citoplasma. Panel A control
de especificidad del segundo anticuerpo. Panel B Muestra tratada con el sistema
completo.
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TABLAI
ALTERACIONES DE GEN c-myc Y PRESENCIA DE PVH 16 EN LESIONES

CERVICALES

Diagndstico Oncogen c-myc Papilomavirus-16

Amplificacion. Rearregio Integrado Libre

(Episomat)

CONTROLES
Linfocitos - - - —
Cervix Normai - - - -
PRECANCEROSAS
Condiioma 1/8 1/8 2/8 4/8
NIC 4/18 2/18 5/18 7/18
CANCEROSAS
CIS 2/2 - - 1/2
Ca Estadio | 9/10 8/10 2/10 3/10
Ca Estadio |l 21/22 11/22 7122 —
Ca Estadio Nt 5/5 3/5 1/5 1/5
Ca Estadio IV 1/1 1/1 - —

CI1S: Carcinoma In Situ NIC: Neoplasia Intraepitelial Cevical; Ca: Carcinoma Cervical
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DISCUSION

Los papilomavirus humanos tipo 6 y 11 son detectados principalmente en
Condiloma acuminata pero raramente en carcinomas (Gissman;1983) mientras los PVHs
tipo 16 y 18 estan asociados con procesos neoplasicos (Boshart; 1984).

Secuencias de DNA dei PVH tipo 16 han sido encontradas en muestras de
carcinoma cervical con una frecuencia variable en diferentes paises. En los afios 80’'s se
discutia aun la frecuencia con ia que secuencias virales estaban presentes en muestras de
lesiones cervicales, actualmente se sabe que cerca del 100% de este tipo de lesion tiene
secuencias del virus.

En cuanto a las alteraciones del oncogén c-myc se muestra evidencia de una
correlacion casi total entre la alteracion (amplificacién y rearreglo con o sin amplificacién)
del oncogén en los tumores primarios solidos, que hasta el momento de la publicacion del
articulo no habia sido suficientemente documentada en el mismo o en algun otro tipo de
tumor (Ocadiz;1987). Actualimente se sabe que la activacion de c-myc afecta
significativamente |la germinacion, expansion y evolucion de muchos y muy diversos
canceres humanos (Oster;2002). En la primera parte de este trabajo (Ocadiz;1987,
Gariglio;1989) practicamente todo el estudio se hizo analizando carcinomas cervicales de
células escamosas estadio Il, encontrandose mas del 90% de alteracion del oncogén c-
myc, l[6gicamente el siguiente paso era preguntarse ¢ cual es estado que guarda el gen c-
myc en lesiones tempranas y en ios diferentes estadios tardios, con respecto al estadio Ii
analizado? En la segunda parte del trabajo en la que analizamos muestras de lesion

cervical abarcando un espectro mas amplio desde condilomas, lesiones premalignas y
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lesiones malignas del cérvix, los resultados muestran que el oncogén c-myc se encuentra
alterado, encontrando amplificacion, rearregio o ambos, mostrando un grado de alteraciéon
mayor en lesiones malignas con respecto a las premalignas .

Alrededor de |la mitad de los carcinomas cérvico uterinos estadio |l presentan
diferentes grados de aiteraciéon de myc (ver tabla iIl). Se sigue investigando una posible
correlacion entre el grado de alteracion genética, ia concentracion del producto del gen
(proteina) y las manifestaciones clinicas. El tamarfo de los fragmentos conteniendo c-myc
puede ser alterado por algunos mecanismos, tales como, mutacion puntual, pequenas
deleciones, inserciones o rearreglos mayores (por ejemplo trasiocaciones), los fragmentos
rearreglados que nosotros encontramos, pudieron haber sucedido por aiguno de estos
mecanismos moleculares. Algunos de estos fragmentos pueden haber sido pseudogens
(Dalla-Favera;1982) o genes relacionados con myc tal como L-myc (Nau;1985) o N.myc
(Lee;1984).

El gen c-myc esta aparentemente estructurado para ser rapidamente modulado
desde su RNA mensajero (RNAmM) y su proteina, que tiene una vida media muy corta
(Dani;1984). Por esto una baja en |a concentracion del RNA mensajero, puede ser seguida
por una rapida pérdida de la proteina myc. Una sobreproduccion del mensajero de myc
puede representar una amplificacién del gen (Litle;1983). Sin embargo es poco probable
que la activacion se lleve a cabo Uunicamente a través de este mecanismo, (dada la
compiejidad y variedad de eventos requeridos para la activacion del gen) En ceélulas no
transformadas, la expresion del protooncogéen c-myc es sensiblemente responsiva al
medio extracelular y generalmente refleja el estado de crecimiento de la célula

(Henriksson;1996). En céluias dividiendo, la expresion de myc es mantenida en un nivei
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relativamente constante a través del ciclo celular. La exposicion de la célula a agentes que
bloquean la proliferacidn celular, estimula la rapida e inmediata baja en la regulacidon en ia
expresion de myc.

Niveles arriba de los fisiolégicos en la expresion de myc no son tolerados y pueden
ser letales para las células no transformadas. En células normales la expresion de myc es
altamente controlada e inmediatamente responsiva a los estimulos proliferativos del
ambiente celutar por lo que ha sido I|llamado “el centinela intracelular del medio
extracelular”’ .(Oster;2002)

En contraste con el gen myc altamente regulado en céluias no transformadas, la
activacion del oncogén myc en céluias tumorales es sindnimo de expresion desregulada
de la proteina myc (Nesbit; 1999).

En neuroblastoma, donde la amplificacion de N-myc es una sefial de enfermedad
agresiva, las investigaciones sugieren que las mutaciones puntuales de la region
codificante no es aparente (Hogarty; 1999). Las mutaciones en la region codoficadora no
sirven como diagndstico para un alelo myc activado , la presencia de anormalidades
cromosomales gruesas, tales como amplificacion o translocacion, del locus de myc ha sido
estrictamente definida como activacidon de este oncogén en células de tumor. (Liao;2000).
Nuevas sefnales sugieren que myc puede activarse tanto de manera directa como
indirecta. Se supone que ios niveles elevados de myc en células de tumor, contribuye a la
evolucion carcinogénica de la clona transformada (Herms;2000). Esta hipotesis requiere
mayor investigacién. La clave es evaluar que tanto la expresion desregulada de myc
puede distinguir células tumorales de células normales y servir como un blanco terapéutico

para bloquear especificamente el crecimiento del tumor, o dirigir a la muerte las células
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tumorales (Herms;2000).

Con el desarrollo de nuevas tecnologias es ahora posible definir la desregulacidn de
myc de una manera mas rapida , sensible y especifica. En el pasado un alelo de myc
activado era diagnosticado tardando mucho tiempo, con un trabajo intenso en los
cariotipos o con analisis por Southern Blot (SB) como en el presente trabajo. Los avances
tecnolégicos para detectar alteraciones genéticas de myc incluyen la aplicacion de
Hibridacion Genémica Comparativa (CGH por sus siglas en inglés), Hibridacion In Situ
fluorescente, RT-PCR en tiempo real asi como los perfiles de expresion usando la
tecnologia de microarreglos. Usando estas tecnologias, un rapido, cuantificable y muy
confiable rastreo de la activacion de myc es ahora posible (Taylor;2000).

En cuanto a los resultados de las hibridaciones con la sonda para la identificacion
de PVH tipo 16, muestran un alto porcentaje de integracién viral que puede ser muy
significativo, dado que otros virus integran su genoma dentro del DNA celular antes de
transformar a las células (Topp;1981) o bien el evento de integracion puede ser incidental
durante la transformacion celular, Se ha reportado que la lesion puede originarse de una
sola clona celular en la cual la integracion viral ha ocurrido (ver fig 3). Parece ser que las
lesiones premalignas avanzadas se originan de una clona, ya que los fragmentos
representando las uniones célula-virus del DNA viral integrado aparecen como bandas
definidas. En el momento que se realizé el trabajo no habia certeza en cuanto a la
presencia del virus en forma episomal, en la actualidad esta bien documentado que el
virus es detectado mas comunmente en forma episomal en lesiones premalignas, mientras
que usualmente esta integrado en el genoma de las células hospederas en tumores

malignos (zur Hausen;1996). La integracion del DNA de PVH es considerado como un
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importante paso en la progresion del tumor (Popescu;1980). Las consecuencias de la
integracion sobre la estructura y expresion del genoma viral ha sido extensamente
eétudiada, pero sin embargo, poco se sabe de su efecto sobre los genes involucrados en
la proliferacion celular. En la actualidad se sabe que el oncogén c-myc esta asociado con
la proliferacion celular, es dificil afirmar que las diferencias en la actividad de este gen en
cancer es el resultado o la causa del estado neoplasico. Una activaciéon en cis de c-myc
por las secuencias virales insertadas es un evento frecuente, asociado con proliferacién
matigna (Crook;1990). Algunos otros datos sugieren que al menos en algunos tumores
malignos, la activacion de c-myc es una consecuencia de la integracion de PVH
(Courturier;1991). El mismo autor reporta que en las muestras en la que c-myc se
encuentra amplificado o rearreglado no se encuentran niveles elevados de RNA
mensajero del gen.

Por otro lado la integracion del genoma viral en et DNA celular puede tener impacto
sobre los estados iniciales de transformacion celular, sobre el mantenimiento del fenotipo
transformado y/o sobre la progresion del tumor. Ademas ia integraciéon del genoma viral
puede dirigir la expresion de proteinas con actividad transformante.

La integracion del DNA de PVH regularmente ocurre con la ruptura de la region viral
E1-E2. Como E2 es un modulador transcripcional, la interrupcién en su expresion puede
estimular |la expresién descontrolada de los genes transformantes E6 y E7. Otro evento
resultante de la integracion de papiloma es la expresion de transcritos de E6 y E7 via los
transcritos de fusion virus-célula. Asi mismo la localizacidn cromosomal del sitio de
integracion de PVH se ha visto que juega un importante papel en el proceso de

transformacion, dado que se puede integrar cerca de oncogenes o sitios fragiles.
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La localizacién cromosomal de los sitios de integracion de PVH puede contribuir a la
identificacion de genes involucrados en el desarrolio del tumor. Durante los uitimos 10
afos y hasta la fecha no se ha podido responder la cuestion de que tanto la integracion
viral ocurre en sitios especificos del cromosoma. Popescu realizd en 1989 una busqueda
exhaustiva para tratar de encontrar sitios de integracion especifica en el genoma de
mamiferos y no los encontro, los cuales pudieran ser asociados con algun patréon de la
enfermedad. Hasta finales de 1997 los sitios de integracion han sido localizados
solamente en 22 |lineas celutares y en siete carcinomas humanos.

En resumen se ha encontrado que en las lesiones de bajo grado un 25% de las
muestras tiene DNA de diferentes tipos de virus integrado en el genoma, por el contrario
este porcentaje aumenta hasta mas o menos un 85% cuando se trata de lesiones
cancerosas (Pirami;1997). Estos resulitados y los obtenidos por nosotros sugieren que en
las lesiones NIC Il al menos algunas presentan DNA de PVH integrado en el genoma
celutar, convirtiendo estas en lesiones de mayor riesgo para producir unas lesion maligna.
Asi mismo hay lesiones cancerosas en las que no se detecta el DNA de PVH integrado,
sugiriendo que la integracion y la subsecuente inactivacién de E2 como regulador
transcripcional, no es un paso esencial para el desarrollo de lesiones malignas asociadas
con PVH tipo 16.

E! papel de la integracidn de PVH en cancer cervical, parece estar asociada
primariamente con |a habilidad del virus para alterar la estructura y funcién de los proto-
oncogenes cerca de los cuales se integra, como myc, causando lesion en genes celulares.
En base a los resulitados obtenidos con las lineas positivas para PVH el sitio de

integracion mas frecuentemente encontrado es en el cromosoma 8q24. Sin embargo
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todavia existe controversia al respecto.

La integracion de PVH esta asociada con la delecion de genes celulares y la
alteracion de la estructura y funcion de los proto-oncogenes cejulares cercanos al sitio de
integracion como ya se menciond. El mas importante mecanismo durante la integracion
puede ser la transcripcidn descontrolada de los genes virales que pueden influir en el
balance virus-célula durante la integracion, esto incrementa la susceptibilidad de la céiula
a otros factores necesarios para la progresion a fenotipos malignos.

En el presente trabajo se muestra la distribucion de proteinas myc en la regién 43-
55 en lesiones de cérvix por ensayos de inmunohistoquimica, dichas proteinas fueron
detectadas en citoplasma y/o en nucleo en diferentes tipos celulares. En los mismos
tejidos pudo observarse diferente localizacién subcelular en la tincion. Todos los tejidos
usados en este trabajo fueron tratados bajo las mismas condiciones de fijacion e
inmunodeteccidén, por lo que, creemos que la tincion citoplasmica no es un artefacto,
aunque no se descarta el efecto producido por el fijador usado. Estudios del grupo en el
principio de los 90's mostraban que tanto en extractos nucleares como citoplasmicos de
diferentes tipos celulares (HeLa, CV1, linfocitos normaies) se detecta la proteina usando
estos mismos anticuerpos. Ademas Miranda y cols, (1991) demuestran que estas
proteinas estan involucradas en proliferacion celular, ya que linfocitos normales tratados
con algun mitégeno muestran sobrexpresion de estas proteinas. Otros ensayos llevados a
cabo por Waestern blot. de muestras de extractos totales a partir de muestras tumorales del
cérvix, también se observa sobrexpresidon de estas proteinas. Esto concuerda con los
resultados obtenidos en cortes de tejido de lesiones cancerosas, en |0s que se detecta

mayor expresion con respecto a las lesiones precancerosas y normales. Esto implica
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que la proliferacion celular se incrementa en las lesiones cancerosas, mientras que en las
lesiones precancerosas se observa una tasa de proliferacion menor, pero mayor que en
tejido normail.

Por uitimo podemos decir que los resuitados obtenidos no muestran una relacion
directa entre el grado de la lesion y la expresidn de |la proteina myc, ademas no existe un
patréon de inmunoreactividad especifica para cada tipo de lesion. Pero se sabe
actualmente que la proteina no sufre cambio entre una ceélula normal y una transformada.
Sin embargo esta surgiendo evidencia de que el nivel preciso de proteina myc puede tener

un impacto directo sobre la funciéon (Bazarov 2001).
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CONCLUSIONES

1.- La alteracidén del oncogén c-myc se presenta desde las lesiones precancerosas
del cérvix.

2.- Existe una correlacion entre la alteracion molecular del gene c-myc y el grado de
malignidad de las lesiones.

3.- El gene c-myc se encuentra alterado en tejido cervical principaimente por
amplificacion.

4. - La inmunolocalizacion de la proteina myc en tejido cervica! con lesion es
heterogénea.

5.- El evento de integracion del Papilomavirus Humano tipc 16 en el genoma de
células cervicales ocurre en etapas anteriores a las lesiones malignas.

6.- La integracion del PVH tipo 16 dentro o adyacente al gen c-myc puede ser
responsable de la activacidon de éste en las lesiones del cérvix y puede ser factor de
riesgo para el desarrolio del cancer cervical.

7.- Por ultimo, la alta frecuencia de la presencia de PVH tipo 16 en las muestras
estudiadas, asi como la activacion del proto-oncogen myc es un factor de alto riesgo en ia

poblaciéon para la génesis del cancer cervical.
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APENDICE
Extracciéon de DNA Genémico

-Se homogeniza el teiido congelado en solucidn amortiguadora de PBS a
4°C y se lava dos veces con la misma solucion.

-Se centrifuga durante S min a 2000rpm durante 5 min a 4°C.

-Se resuspende la pastilla obtenida en solucion de lisis que consta de
los siguientes compuestos en las concentraciones finales que se indican:

20mM de Tris-HC!

300 mM de Acetato de sodio
1mM de EDTA

Proteinasa K 100pg/ml
0.2% de SDS

-Después de la digestion la muestra se trata dos veces con fenol saturado (ver

adelante extraccion fendlica) para quitar la proteinasa K.

-Se trata dos veces con una mezcla de cloroformo-alcohol Isoamilico en una
proporcion de 24:1.

-Posteriormente se ariaden dos volumenes de etanol a -20°C.

-Dejar precipitando toda la noche a la misma temperatura.

-Centrifugar a 10000 rpm durante 30 min, a 4°C y descartar el sobrenadante

- Secar la pastilla con vacio y resuspender en agua esteril.
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Extracciéon de DNA de bajo peso molecular

-Se homogeniza el tejido como se describio en la seccion anterior.
-Se resuspende et tejido en solucion Hirt que consta de:

Tris-HCI 10mM pH 7.9
EDTA 10mM
SDS 0.6%

-Se agita perfectamente y se incuba a temperatura ambiente durante 20 min.

-Se ajusta la concentracion de sal (NaCl) a 1M

-Agitar suavemente y dejar incubando a 4°C durante 16 horas

-Centrifugar durante una hora a 8000 rpm a 4°C

-Se recupera el sobrenadante y se extrae con fenol (ver adelante extracciéon
fendlica)

-Se precipita el DNA como se menciono aneriormente.

Extraccion de Plasmido

A. Se siembra una caja de medio de cultivo para bacterias Luria (LB) suplementado
con ampicilina 50 (50 ug de ampicilina /mL) con la cepa que contenga el plasmido
que se desea extraer (Ej; pHLMXba, pRyc 7.4 o pE2/16) Se incuba 16-18 h a 37
°C.

B. De esta caja, se toman un par de asadas que se inocuilan en 200 mL de LB liquido
con 50 ng de ampicilina/mL y se incuba a 37 °C toda la noche a 200 rpm.

Con este medio crecido:
1. Dos mL de cuitivo fueron centrifugados a 10 000g (r =4.5 cm), por 2 min.
2. Se le adicionaron 200 uL de TS

3. Se agito fuertemente en vortex y se le adicionaron 200 uL de ELT, después
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se agité suavemente.

4. Se dejdé reposar la mezcla 5 min a temperatura ambiente. Después se
centrifugd la mezcla 30 min a 10 000 x g a temperatura ambiente.

5. Se tomd el sobrenadante, se le adicioné 1 volumen de SEPG y se
mezclaron por inversion, dejando reposar la mezcia 17 min. Después se
centrifugd a 10000 x g por 3 min.

6. Se elimind el sobrenadante, se secd a vacio la pastilla y se resuspendio en
30ul de agua bidestilada. Si no se resuspende rapidamente calentar a 37 °C
por 10 min.

7. Se purifico el plasmido por extraccion fendlica (ver adelante).

AMORTIGUADOR |CARACTERISTICAS

TS Tris 50 mM pH 8.0 Sacarosa 10%( guardar a —20 °C)

ELT EDTA 100 mM, Lisozima 2 mg/mL, Triton X-100 0.1 %. Se guarda
a —20 °C.

SPEG Politetilen glicol PM 6000-8000 a! 20 %, NaCl 1 M, EDTA 1 mM,

Tris HCl 10 mM, pH B.0. Se guarda a 4 °C.

Purificacion por extraccién fenélica

1. Se adiciona 1 volumen de fenol equilibrado con Tris-HC! 0.1 M (pH>8.0) al DNA. Se
agita vigorosamente y se centrifuga 3 min a 10 000 x g a temperatura ambiente.

2. Se separa la solucion acuosa y se le adiciona 1 volumen de cloroformo. Se agita
vigorosamente con el vortex y se centrifuga a 10 000 x g por 3 min a temperatura
ambiente.

3. Se separa la fase acuosa y se le adicionan 2 volumenes de etanol absoluto frio a -
20°C junto con 0.1 voiumen de LiCl; 4M. Se centrifuga a 10 000 xga 30 mina 4

°C.
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4. Se elimina el sobrenadante y se seca a vacio. Después se resuspende en 30 uL de

agua-DEPC.
5. Se corre un gel al 1.0 % agarosa para observar el plasmido o el producto de la

digestion purificado.

Purificacion de plasmido por gradiente isopicnico de Cloruro de Cesio

- Se prepara una solucion stock de 1gr/ml de Cloruro de Cesio (Ultrapuro
y grado Biol. Mol.) en TE (Tris-HCI 10Mm y 1mM de EDTA pH 7.4).

- Por otro lado se prepara una solucién de 10 mg/ml de Bromuro de etidio
El plasmido se disuelve en un mililitro de TE al que se le agrega un
gramo de Cloruro de cesio
Se colocan 3mi de solucidn de cloruro de cesio en un tubo de polialdmero para
centrifuga de alta velocidad de sellado rapido (Quick Seal)
En el mismo tubo se coloca (con una jeringa y aguja de gran calibre con mucho
cuidado para no romper el DNA) el plasmido que esta disueito en 1 ml de TE
con cloruro de cesio
Se agrega en el mismo tubo 400ul de la solucion de Bromuro de Etidio, se
mezcla por inversion de manera muy cuidadosa y se eliminan las burbujas que
se hubiesen formado
- La densidad de la mezcla resultante acido nucléico/TE/CICs/BrEt es de
1.556g/ml y el indice de refraccion es de 1.3860. Este paso es fundamental dado
que la formacion del gradiente depende de la densidad de Ia mezcila.
La eliminacién de burbujas es fundamental dado gue el tubo sera centrifugado a
muy alita velocidad y la presencia de aire puede ocasionar que el tubo se
colapse.
- El tubo se equilibra con otro de la misma densidad de CICs en una balanza y
se sella por la parte superior con las herramientas adecuadas para tal fin.
- Se introduce el tubo en un rotor de angulo fijo NVT 90 o vertical VTi 90 y se
centrifuga a 80000 x g durante 4 horas.

73




- - Después de la centrifugacion se recupera el tubo del rotor con mucho cuidado
y se observa en un soporte universal con juz ultravioleta de onda larga para
localizar las bandas de DNA.

- - Se recuperan las bandas por puncién del tubo con una aguja de gran calibre,
cuidando siempre que el bisel de la aguja este hacia arriba, e introduciendo la
punta de esta un poco por debajo de la banda a recuperar.

- - Se deposita la solucion en un tubo faicon de fondo redondo de cerrado a
presion.(snap cap)

- - Se prepara una solucion saturada de Croruro de sodio que servira para saturar
el mismo volumen de isopropanol

- - Se agrega un volumen (igual al que se recupera después de picar el tubo) de
isopropanol saturado a esta misma solucion y se mezcla perfectamente por
inversion a fin de extraer el bromuro de etidio de la muestra de DNA.

- - Se transfiere la fase acuosa a un tubo limpio y se repite cuantas veces sea
necesario hasta que el color primero rojo y después rosa del bromuro de etido
desaparezca, y se tiene una fase acuosa totaimente transparente.

Marcaje de DNA por la técnica de Nick Transiation (Corte , Eliminaciéon y
Sustitucion.

Preparar el amortiguador de Nick Translation que contiene lo siguiente:
0.5M de Tris-HCipH 7.5
0.1M de MgSO4
1mM de DTT

500 yg/mi de Albumina Sérica Bovina (BSA por sus siglas en inglés)
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Mezcle en un tubo ependorf limpio, estéril y libre de DNAsas lo siguiente

10X amortiguador Nick 2.5ul

DNA 0.5ug
DNTPs 20 NM de cada uno
[a-=P] ANTP 16pmoles

H20 para 21.5 ul

Enfriar a 0°C

- Hacer una dilucién de 10° de una pequefia cantidad de una solucidon stock de
DNAsa | pancreatica (1mg/mi) en amortiguador Nick translation frio con 50% de
glicerol. La enzima diluida es estable cuando se guarda a -20°C.

- Agregue 2 .5ul de la DNAsa | diluida (10ng/ml) a la reaccion y mezcle con vortex

- Agregue 2.5 unidades de de DNA polimerasa de E. coli. Mezcle con vortex suave

- Incube la reaccion por 90 min a 16°C.

- Detenga la reaccion por adicion de 5 yl de EDTA 0.5 M pH8.0

- Determine |la proporcion de [a—:’ZP] dNTPs incorporado en el DNA
(Sambrook; 1989)

- Separe el DNA marcado radioactivamente de los dNTPs no incorporados por
cromatografia sobre una columna de Sephadex G-50 (Sambrook; 1989)

Preparacion de geles de agarosa

Para separar fragmentos de diferente tamarfo de DNA se pueden empiear geles de

agarosa de diferente porcentaje de concentraciéon,dependiendo del tamafio del fragmento

del acido nucleico a analizar. Se recomienda utilizar agarosa al 2 % cuando los fragmentos
tienen un tamafo menor a las 150 pb. O bien agarosa al 0.9% cuando |10 que se pretende

separar son fragmentos de DNA genomico. Para realizar un gel de agarosa se siguen los

siguientes pasos:
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- Pesar agarosa (la cantidad depende del porcentaje del geil)de preferencia ultrapura o
grado Biol. Mol.

- Disolver en el volumen adecuado de TAE 1.0 X

- Disolver la agarosa compietamente a calor, evitando liegar al punto de ebillicion.

- Adicionar 2 ubL de un stock de bromuro de etidio (5 mg/mL).

- Homogenizar y verter en una canastilia. Ponerle el peine adecuado y dejar solidificar.
Después se coloca la canastilla dentro de una camara y se le adiciona el amortiguador de
corrimiento, que es el mismo con el que se prepard el gel, en una concentracion 1X.
Enseguida las muestras se colocan en los carriles empleando para elio el amortiguador de
muestra:

Concentracion final
Amortiguador de muestra = Azul de bromofenoi 0.25 %
Glicerol en agua 30.0 %

De este amortiguador se adicionan 1 ul. con 2 a 3 L de la muestra. Siempre es
importante correr las muestras junto con el marcador de DNA. Se corre a 100 V 6 14
mAmMmp; por un tiempo 30 — 60 min par los Mminigeles 7cm de iongitud por 5 de ancho, en el
caso de los geles para separar el DNA gendmico se realiza un ge! de 20 cm de longitud y
12 de ancho aprox. y se corre 16 horas a 70 volts.

Purificacion de DNA de geles de agarosa (Agarosa gel extraction
Kit. Boherinaer.)

- Cortar el fragmento de agarosa con el DNA que se desea purificar.

- Adicionar 300 uL de amortiguador 2 del kit a 1 ng de DNA.

- Adicionar 10 puL de silica gel por 1 ng de DNA y 4 ulL. mas por cada ng de DNA extra.

- Incubar por 20 min a una temperatura de 56-60 °C y mezclar en vortex cada 3 minutos.

- Centrifugar 30 seg a 10 000 x g a temperatura ambiente.

- Adicionar 500 ul de amortiguador 3 y homogenizar con vortex.

- Centrifugar 30 seg a 10 000 x g a temperatura ambiente y después descartar

sobrenadante.
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- Adicionar 500 ulL de Amortiguador 4 y homogenizar por vortex.

-Centrifugar 30 seg a velocidad maxima a temperatura ambiente y después descartar el
sobrenadante.

- Repetir 1 vez.

- Secar a temperatura ambiente por 15 minutos.

- Resuspender en 25 uL de agua destilada.

- incubar a 60 °C por 10 min.

-Centrifugar 30 seg a 10 000 x g a temperatura ambiente y después tomar el
sobrenadante que contienen et DNA. Repetir al menos dos veces sin juntar las dos
extracciones para recuperar el maximo de DNA.

- Cuantificar el DNA.

- Ildentificar en un gel de agarosa.

Cuantificacién del DNA

a) Espectrofotémetro
Se realiza una dilucidon 1:100 del acido nucleico en agua destilada o agua-DEPC,
segun sea conveniente. Esta dilucion se lee a una A= 260 nm, calibrando con agua
destilada o agua-DEPC. E| calculo de ia concentracion del acido nucieico se realiza de la
siguiente forma:

Concentracion = _Abs * Factor de conversion * Vtotal . = ng/pbL
Vmuestra

Donde V representa el Volumen de |la muestra o total.

Factores de conversion (Catalogo Promega 2000) :

1. DNA de doble cadena 1 D.O= 50 ug/ul
2. DNA de cadena sencilla 1 D.O= 30 ug/ uL
3. RNA 1 D O=40 ug/ uL
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Células competentes y transformacion con plasmidos bacterianos

-Se hace un cultivo bacteriano de DH54a en LB liquido a partir de preinéculo (en una
dilucion 1:100).
-Se incuba a 37 °C con agitacion constante hasta alcanzar una densidad éptica (DO)
de 0.3 a 0.4 a una longitud de onda de 490 nm ( densidad Optica donde las bacterias
se encuentran en fase logaritmica de crecimiento).
-Se centrifuga e! cultivo a 2600 x g por 7 min a 4 °C y se resuspende en un volumen
de CaCl 2 0.1 M frio (volumen X) para alcanzar una D.O de 0.5. Este volumen se
calcula de la siguiente forma:

0.5/D.O=2z y 100/z =X volumen
-Dejar en hielo por 10 min.
-Centrifugar a 2600 x g por 7 min a 4 °C y resuspender en 1/5 del volumen anterior.
-Estas células se alicuotan en tubos eppendorf de 200 uL cada una y se congelan en
nitrogeno liquido. Se guardan a —70 °C. Estas células competentes solo son eficientes
durante 1 mes, sin embargo se recomienda usarias el mismo dia en que realizaron.
-TRANSFORMACION POR CHOQUE TERMICO
-Se le adicionan a 200 ub de células competentes, < 50 ng de DNA. La mezcla se
incuba 30 min en hielo.
-Se calienta la mezcla de DNA y células a 42 °C por 90 seg.
-Inmediatamente se coloca en hielo 2 min. Después se |le adicionan 800 ulL de LB y se
incuba a 37 °C con agitacion constante por una hora.
-Se siembra masivamente una caja de LB amp 50 con fas células transformadas. Asi
mismo se siembran las cajas con los controles adecuados.
-Identificar el plasmido en un gel de agarosa al 1.0 %.

PBS

Disolver:

a) 8 g de NacCl

b) 0.2 g de KCIi

c) 1.44 g de KH2PO,
d) 0. 29 g de NaxHPO,
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Esto en 800 mL de agua destilada. Ajustar e! pH a 7.4 con HCI. Aforar a 1 litro con agua
destilada. Alicuotar y esterilizar por autoclave (121 °C, 15 libras de presion , 20minutos).

SSC 20 X
Disolver:
a) NaCl 175.3 g
b) Citrato de sodio anhidro 88.2 g
En 800 ml de agua destilada. Ajustar e! pH a 7.0. Esterilizar por autoclave.

Amortiguador de pre-hibridacién

E| amortiguador de pre hibridacidn consta de los siguientes reactivos :

REACTIVO STOCK CONCENTRACION FINAL
Formamida 100 % 50 %

SSsC 20 X 4 X

EDTA pH 8.0 0.5M 2mM

DNA de esperma de|10 mg/mL 500 ug/mL

Samon (GIBCO)

Sulfato de dextran [ 50 % en agua-DEPC 10 %
(SIGMA)
Solucion de Denhart 50 X 1 X

Este amortiguador se prepara en un tubo falcon, libre de DNAsas. A una papel de 100
cm?® se le adicionan maximo 10 mL de este amortiguador. El amortiguador de Hibridacion
es el mismo solo que se le adiciona la sonda marcada con el isotopo radioactivo.
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Solucién Denhardt 50 X

(Yang et al/., 1999)

a) Albumina sérica bovina al 1% (SIGMA Cat. A2153)
b) Polivinil pirrolidona al 1 % (SIGMA Cat. PVP-40)
c) Ficoll al 1 % tipo 400 (SIGMA Cat. F5415)

Estos reactivos se mezcian uno por uno y la solucion se esteriliza por filtracion (0.22 u de
diametro). Esta solucién a estas concentraciones es al 50 X.

INMUNOHISTOQUIMICA

-Se desparafina e! tejido dejando en horno a 60°C durante toda {a noche.

-Se sumerge el corte en xilol durante 30 min a temperatura ambiente (tem. amb) dos
veces.

-Se hidrata el tejio por pasos sucesivos en etanol desde una concentracion inicial de 100%
hasta una concentracion final de 30% por 2 min. en cada caso.

-Se permeabiliza con PBS- Triton 0.25% durante 30 min a tem amb.

-Se sumerge el corte en una solucién de H>0; al 10% para la inhibicion de la peroxidasa
endogena a temperatura ambiente.

-Se lava el tejido con amortiguador PBS durante 5 min. a temperatura ambiente.

-Se bloquea para evitar sefales inespecificas con una mezcia de Albumina Sérica Bovina
(BSA) 10% y suero bovino 1% durante 30 min. a temperatura ambiente.

-Se lava con amortiguador PBS durante 5 min. a temperatura ambiente.

-Se afade el anticuerpo primario a una diluciéon de 1:500 y se deja incubando durante 16
horas a 4°C. El anticuerpo primario es una IgG hecha en raton que reconoce los
aminoacidos del 43-55 del producto del oncogene myc.

-Se lava con PBS durante 5 min.

-Se agrega un segundo anticuerpo dirigido contra el primero a una dilucion de 1:250 y se
deja incubando durante 2 horas a Temp. Amb. Este segundo anticuerpo es una IgG de

conejo acoplada a peroxidasa que va dirigida contra la 1gG de raton. 0



~-Se lava durante 5 min.

-Se revela el sistema enzimatico utilizando el cromégeno 3'-3' Diaminobenzidina
tetrahidroclorado al 0.05% y H20:2 al 1% en una solucion de Tris-HCI 0.05 M pH 7.6
durante maximo 15 minutos monitoreando la reaccion (aparicion de un precipitado
insoluble de color café) bajo el microscopio.

-Se lava el corte con agua para detener |la reaccion.

-Se contratifie con hematoxilina de Harris durante 20 seg. Y se lava con agua.- Se
deshidrata el tejido con pasos gradual en etano! en concentraciones creciente desde 30%
y hasta 100% dejando la mustra 2 min en cada soluciéon.

-Se mantiene en Xilol hasta monatar con una resina permanente como el Permount o
alguna otra,

-Se observa al microscopio.
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