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RESllMEN 

El cáncer cérvico-uterino y la leucemia linfoblástica aguda 

son dos de los tipos principales de cáncer en México. En este 

trabajo los objetivos fueron encontrar marcadores moleculares de 

lesiones precursoras de cáncer cérvico-uterino, caracterizar 

parcialmente el doblete de 110 y 115 kd (observado originalmente 

en leucemias, con un anticuerpo anti-Myc), compararlo con la 

familia de proteinas Myc, y a partir de una libreria de cDNA en 

lambda gtll encontrar candidatas que potencialmente expresen la 

proteina de 115 kd (presente en células en proliferación) • 

Los papilomavirus (HPVs) son un grupo de virus epitelio­

trópicos. Se piensa que el HPV tipo 16 (HPV-16) está fuertemente 

involucrado en la patogénesis del cáncer cérvico-uterino, entre 

otras razones, debido a que codifica dos oncoproteinas: E6 y E7. 

En el presente estudio se analizaron, mediante la técnica de 

"Western blot", sueros de pacientes con diferentes grados de 

lesiones cervicales asociadas con HPV, en busca de anticuerpos 

contra proteinas especificas del HPV-16: E4, E6 y E7. E4 se 

escogió por ser la proteina predominante en infecciones por HPV-

1. Los resultados muestran que las pacientes desarrollan 

anticuerpos contra las proteinas E4 o E7 desde estadios tempranos 

de neoplasia intraepitelial cervical y contra la proteina E6 sólo 

en el estadio más avanzado. Esto sugiere que la respuesta inmune 

contra el virus ocurre tempranamente y apoya el hecho de que muy 

poca de la gente infectada llega a desarrollar este cáncer. Los 

anticuerpos contra E6 pueden llegar a ser potencialmente un 
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marcador de neoplasia en estadio avanzado, provocada por el HPV-

16. 

En pacientes con leucemia linfoblástica aguda, en lineas 

celulares transformadas y en linfocitos inducidos a proliferar se 

ha mostrado la presencia de un doblete proteico de 110 y 115 kd 

mediante un anticuerpo contra una región altamente conservada en 

la familia de oncoproteinas Myc. En este trabajo se encontró que 

este doblete no corresponde ni en vida media ni en localización 

intracelular a nlnquna proteina Myc, apoyando que no se trata de 

éstas sino de proteinas antigénicamente relacionadas. Finalmente, 

se utilizó el mismo anticuerpo para encontrar doce candidatas que 

potencialmente expresan la proteina de 115 kd (la cual se observa 

diferencialmente en linfocitos en proliferación), a partir de una 

biblioteca de expresión de cDNA, proveniente de células B de 

leucemia, en lambda gtll. 



INTRODUCCION 

EL CANCER EN EL MUNDO 

El cáncer es un término general que en el hwnano sirve para 

designar a más de 200 enfermedades que pueden presentarse 

prácticamente en todos los órganos y tejidos del cuerpo (OMS, 

19571 llHO, 1978), y que se caracterizan por crecimiento anormal, 

incontrolado y diseminación de las células cancerosas (ACS, 1976; 

NCI, 1985). 

La mayor parte de los cánceres (más del 90t) son carcinomas, 

es decir, tumores que se desarrollan a partir de células 

epiteliales. Los tumores malignos de los tejidos conectivo y de 

sostén (sarcomas), incluyendo a los de las células sanquineas 

(leucemias) rearesentan menos del 10% de los procesos cancerosos 

(Sceautres, 1981). 

Actualmente se conoce ampliamente la estrecha relación entre 

el cáncer en la población humana y la zona geográfica, la edad, 

la alimentación, la ocupación y la forma de vida en general 

(Cairns, 1978), incluyendo también costumbres sexuales (zur 

Hausen, 1987). 

En 1980, el 8. 4' de muertes en el mundo fueron debidas al 

cáncer. La región de Europa, la de América y la del Pacifico 

Occidental fueron las que presentaron los mayores porcentajes, 

siendo éstos del 17, 14 y lOt respectivamente. En estas mismas 

regiones, el cáncer ocupó uno de los tres primeros lugares como 

causa de defunción (WHO, 1984). En el mismo año, se estimó que el 

total de caeos nuevos de cáncer en el mundo fue de 6.35 millones 
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divididos casi iqualmente eñtre los dos sexos (3.25 millones en 

hombrea y 3.10 millones en mujeres) y entre los paises 

desarrollados y en desarrollo (3.lJ y 3.22 millones de casos, 

respectivamente). En una población mundial de 4 450 millones, 

esto correspondió a una tasa de 143 por 100 ooo habitantes por 

año. La mortalidad por cáncer es, sin embargo, fuertemente 

influenciada por la estructura de edad de la población. Asi, las 

frecuencias crudas son considerablemente más altas en poblaciones 

con gran nmttero de personas mayores, por lo que no dan una clara 

impresión de la importancia relativa del cáncer en diferentes 

partes del mundo (WHO, 1987). En 1985, el cáncer ocupó el segundo 

lugar de todas las causas de mortalidad en loa paises 

desarrollados, con una tasa de 2 por l 000 habitantes, y en los 

paises en vias de desarrollo ocupó el cuarto lugar como causa de 

mortalidad con una tasa de o.75 por l ooo habitantes (WHO, 1991). 

En 1980, el cáncer de estómago (lO.St), el de pulmón (10.4\), 

el colon-rectal (9. ot) , el mamario (9. O\'.) y el cérvico-uterino 

(7.3\) fueron los cinco tumores malignos más comunes en el mundo 

(WHO, 1987). Era sorprendente que aparecieran los dos Ultimas ya 

que éstos están confinados a un solo sexo. El canear mamario y el 

cérvico-uterino juntos, son responsables de un tercio de todos 

los casos nuevos de cáncer entre las mujeres. En los paises 

desarrollados el tipo mas alto de todos loa casos nuevos de 

cáncer tue el c6ncer mamario (22.9l), mientras que en loa paises 

en viaa de desarrollo fue, con mucho, el cáncer cérvico-uterino 

(23.3'). 
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EL CANCER EN MEXICO 

En México, se ha considerado que las estadisticas de 

neoplasias están subestimadas debido a errores y defectos del 

mecanismo establecido para la elaboración de las mismas, no 

revelando, por lo tanto, su verdadera magnitud~ esto provoca que 

el sector salud no les preste la atención que merecen, afectando 

con ello la planeación y evaluación de las acciones que deberia 

realizar en beneficio de la población (Fernández.de Hoyos, 1983). 

Aun asi, las cifras con que se cuenta muestran que a partir de 

1954 las neoplasias malignas ocupan uno de los 10 primeros 

lugares como causa de defunción, escalando peldaños conforme 

pasaban los años (Olper Palacci, 1975), y para 1987 se consideró 

a los tumores malignos como la tercera causa principal de 

mortalidad en México y como la segunda causa de mortalidad por 

enfermedad, con una tasa de 45.1 por 100 000 habitantes (SS, 

1990) que correspondió al 9.lt de todas las muertes. En 1986, la 

tasa de mortalidad por cáncer para hombres fue del 40.5 y para 

mujeres del 48.0 por 100 000 (7.3 y ll.3t respectivamente), 

observándose incrementos substanciales en los grupos de edad, 

conforme esta es mayor, que van para hombres desde 4.6 (de 5 a 

los 14 ailos) hasta 1 101. 3 (de los 75 allos en adelante) y para 

mujeres desde 3.6 (de 1 a los 14 ailos) hasta 858.3 (de loa 75 

ailos en adelante) por cada 100 000, y distinguiéndose caeos de 

cáncer en todas las edades (WHO, 1989). Por lo tanto, el 

porcentaje de cáncer como causa de defunción aumentará en nuestro 

pais en los próximos ailos, con el incremento del promedio de vida 
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de la población (ya que se observan incrementos importantes en la 

frecuencia de muertes por cáncer al aumentar la edad) y con la 

erradicación de las enfermedades infecciosas. Actualmente, las 

muertes por cáncer tienen un incremento mayor en comparación con 

el crecimiento demográfico general del pa1s (Cisneros de Cárdenas 

et al. , 1987) • 

El cáncer se presenta principalmente en personas de edad 

productiva, esto es, de los JO años en adelante, siendo una de 

las 10 principales causas de mortalidad prematura (WHO, 1986). 

Además, en México en 1986, la probabilidad de eventualmente morir 

a causa de una neoplasia maligna fue de más de l por 10, tanto 

para hombres como para mujeres (WHO, 1991). 

En el Distrito Federal, las estad1sticas reportan que la 

mortalidad por tumores es de un 17.7%", observándose casos en 

todos los estratos sociales y ocupacionales (Leal Guerrero et 

al., 1985). 

Además, hay que tomar en cuenta el enorme qasto económico y 

humano que se invierte en el tratamiento del cáncer (SS, 1990). 

EL CANCER CERVICO-UTERINO (CaCU) 

El ütero, también llamado matriz, es el órgano en el cual un 

óvulo fecundado se implanta y se desarrolla hasta el momento del 

nacimiento. Durante el embarazo, el Otero se expande, pero cuando 

una mujer no está embarazada, el ütero es pequeño (alrededor de 7 

centimetros de largo) , hueco y en forma de una pera aplanada 

invertida. El extremo inferior del útero, angosto y que desemboca 

en la vagina, es el cuello del ütero o cérvix. El cáncer que 
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empieza aqui se llama cáncer cérvico-uterino (CaCU), cáncer 

cervical o del cuello del ütero (NCI, 1985). 

En México, desde aproximadamente 1955, el cacu ocupa uno de 

los 5 primeros lugares como causa de defunción por neoplasia 

(WHO, 1970) y desde alrededor de 1967 es la primera causa de 

mortalidad por cáncer en la mujer mexicana (Cisneros de Cárdenas 

et al., 1987). En 1986 el CaCU alcanzó una tasa de mortalidad del 

8. 9 por 100 ooo habitantes (18. 6% de los cánceres de mujer y 

10.1% del total de los cánceres), siendo la neoplasia de más alta 

mortalidad para la mujer en México (WNO, 1989). otra 

caracteristica del cacu es que a partir de los 15 a 24 años de 

edad aumentan los casos de muerte de manera espectacular, 

justamente al empezar la vida sexual de las mujeres, asi como los 

cambios hormonales propios de la edad1 y a partir de los 25 a 34 

años es el cáncer de más alta mortalidad en la mujer (hasta los 

65 a 74 años), y el de más alta mortalidad de todos los cánceres 

en México hasta los 55 a 64 años (WHO, 1970, 1989). 

Como se puede notar, el cacu ha ocupado tradicionalmente en 

México el primer lugar como causa de mortalidad por cáncer en la 

mujer, constituyendo un serio problema de salud püblica. Además, 

su frecuencia es siempre ascendente, lo que revela las 

necesidades de ampliar la cobertura de los Pr09ramas Nacionales 

de Prevención y Detección Oportuna, ya que en 1981 sólo el 15% de 

la población fue objeta de detección en todo el sector salud 

(Cisneros de Cárdenas et al., 1987). 



8 

HISTORIA NATURAL DE LA NEOPLASIA INTRAEPITELIAL CERVICAL 

Se considera que la lesión premaliqna o precursora del cáncer 

de cérvix es la neoplasia intraepitelial cervical (NIC) la cual 

abarca también, en otra terminolog1a a la displasia y al 

carcinoma in ll.tJ¡ (CIS), dependiendo del grado de desarrollo 

(Figura 1). Las displasias se caracterizan por estar compuestas 

de células anormales en proliferación que no involucran el 

espesor total del epitelio. Estas células var1an en tamaño y 

forma, los núcleos son pleomórficos e hipercromáticos y hay un 

patrón en el tejido de pérdida de polaridad y desorientación 

celular generalizada (Reagan et al., 1953). El grado do NIC y de 

displasia esté basado en la proporción del epitelio que está 

ocupada por las células indiferenciadas (Richart, 1967; Jenson y 

Lancaster, 1990). La NIC I, o displasia leve, está compuesta de 

células basiloides desordenadas que ocupan el espesor del tercio 

más inferior del epitelio estratificado. La NIC II, o displasia 

moderada, est~ compuesta de células indiferenciadas que ocupan 

los dos tercios inferiores del epitelio. NIC III abarca las 

displasias severas y el CIS. Las displasias severas involucran el 

espesor casi total del epitelio, excepto las células más 

superficiales, las cuales muestran evidencia de maduración. Por 

otra parte, el CIS esta compuesto de células indiferenciadas que 

ocupan el espesor total del epitelio. Las lesiones premalignas 

finalmente terminan en carcinoma invasor (en diversos estadios) 

cuando las células neoplásicas del epitelio cervical han 

atravezado la membrana basal e invadido el tejido subyacente. 
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Figura l. La frecuencia de la infección por el papilomavirus 
humano (HPV) en cérvix (mediante la detección del DNA de HPV con 
la técnica de "Southern blot") está correlacionada con el 
epitelio normal y la aparición de lesiones benignas, premalignas 
y malignas. La mitad inferior de la figura muestra los cambios 
histológicos que ocurren en el epitelio escamoso del cérvix y que 
progresan desde condiloma plano a carcinoma escamoso invasivo. La 
mitad superior representa el porcentaje de epitelio normal y de 
lesiones que son positivas al DNA de HPV. Los cérvix normales de 
aproximadamente el lOt de mujeres sexualmente activas tienen 
infecciones latentes por HPV y hasta el 90% de cacus son 
positivos a DNA de HPV. (Tomado de Jenson y Lancaster, 1990.) 
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La evolución de estas lesiones a estadios invasores no es 

inevitable y depende del Individuo. Hay lesiones preinvasoras que 

regresan o permanecen inalterables durante toda la vida, y sólo 

un porcentaje pequeño progresa hacia cacu; el tiempo de evolución 

desde NIC I a NIC III, y de éste a carcinoma invasor, es muy 

variable, generalmente de 10 a 20 años, siendo la edad promedio 

de las mujeres que presentan NIC I y carcinoma invasor de 25 y 50 

años, respectivamente (Garcia-carrancá y Gariglio, 1993). 

Las verrugas genitales (condylomata acuminata) pueden 

convertirse también en carcinomas de células escamosas de la 

vulva, el pene o la región perianal. Esta conversión requiere 

usualmente periodos de 5 a 40 años (zur Hausen, 1980). 

Las neoplasias intraepiteliales de otros sitios anogenitales, 

además del cérvix, tales como la vagina, la vulva, el pene y el 

periano, son lesiones morfoló9icamente similares a la NIC y han 

sido clasificados de manera similar (Jenson y Lancaster, 1990). 

LEUCEMIAS 

La leucemia se define como la proliferación incontrolada o la 

expansión de células hematopoyéticas que no retienen la capacidad 

para diferenciarse normalmente a células san9uineas maduras. La 

mayoría de las leucemias han sido agrupadas clásicamente como 

linfoides o mieloides (Sawyers et al., 1991). 

En México, desde aproximadamente 1955, la leucemia ha ocupado 

uno de loe 10 primeros luqares de mortalidad de todos los 

cánceres (WHO, 1970). En 1986, estuvo entre las 5 principales 

causas de mortalidad por c6ncer (6.3t), con una tasa de 3.1 en 
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hombres y de 2.5 en mujeres por cada 100 000 (7.6 y 5.2t 

respectivamente del total de muertes por cáncer) (WHO, 1989). En 

todos los casos la leucemia ha ocupando siempre el primer lugar 

como causa de mortalidad por cáncer en ambos sexos desde los o 

hasta los 15-24 años (WHO, 1970, 1989), siendo por lo tanto, el 

principal tipo de cáncer que afecta a niños y a adultos jóvenes. 

La leucemia linfoblástica aguda (LLA), también llamada 

leucemia linfocitica aguda o leucemia linfática aguda, es el tipo 

principal de leucemia que afecta a niños (NCI, 1984). Las células 

anormales recuerdan a los glóbulos blancos llamados linfocitos. 

Estos son células que participan en establecer la respuesta del 

sistema inmune (Paul, 1984). Frecuentemente la leucemia 

linfoblástica aguda en niños aparece de repente y progresa 

rápidamente. Los nódulos linfáticos, el bazo y el higado son 

infiltrados con glóbulos blancos y pueden agrandarse (NCI, 1984). 

MARCO TEORICO. 

BIOLOGIA MOLECULAR DEL CANCER 

El concepto de que el cáncer es una enfermedad genética 

(Bishop, 1991), es ahora más fuerte que nunca. La idea se 

desarrolló de diversas raices (Bishop, l987a,b): el 

reconocimiento de predisposiciones hereditarias al cáncer 

(Pender, 1990) , la detección de cromosomas dañados en al menos 

algunas células cancerosas -muchos tumores son consistentemente 

homocigotos para defectos genéticos específicos tales como 

translocaciones cromosomales, amplificaciones qenéticas o 

mutaciones puntuales- (Yunis, 1983), la aparente conexión entre 
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susceptibilidad a cáncer y la capacidad declinada de las células 

para reparar el DNA dañado (Hanawalt y Sarasin, 1986), y la 

creciente evidencia que relaciona el potencial mutaqénico de 

substancias a su carcinogenicidad (Ames, 1979). Las causas del 

cáncer son muchas pero, como se observa, todas pueden jugar sobre 

un substrato genético común dentro de la célula. 

ONCOGENES 

Se han reunido evidencias de que el cáncer surge via un 

proceso multifactorial (Land et al., 1983a,b; Weinberg, 1989: 

Levine y Momand, 1990). El daño genético encontrado en células 

cancerosas es de dos clases: dominante, con blanco en los proto­

oncogenes (Bishop, 1991); y recesivo, con blanco en los conocidos 

como anti-oncogenes (también llamados genes supresores de 

tumores, genes supresores del crecimiento u oncogenes recesivos), 

que de las funciones de sus productos todavia se sabe muy poco 

(Marshall, 1991). En el primer caso, los alelos silvestres son 

llamados proto-oncogenes (u oncogenes celulares normales, c-onc) 

y los genes mutantes correspondientes son conocidos como 

oncogenes (Varmus, 1984). Algunos de los oncogenes (los cuales 

son versiones alteradas de genes que en su fo:rma normal son muy 

importantes, algunos especialmente en el desarrollo de un 

organismo) pueden servir para iniciar la génesis de tumores, 

otros para mantener el fenotipo neoplásico final, algunos pueden 

servir para cualquiera de los dos propósitos en contextos 

diferentes (Land et al., 198Ja; Hunter, 1991). La inducción de su 

expresión puede ser el resultado de la exposición a agentes 
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carcinogénicos tales como radiación -luz ultravioleta (UV) en 

malignidades de la piel (Sarasin, 1981)-, quimicos -tabaquismo en 

cáncer de pulmón (Braval y Slomianski, 19811 WHO, 19881 Henderson 

et al., 1991)- o virus -retrovirus (Bishop, l982b) y virus de 

DNA: el virus de Epstein-Barr (EBV), el virus de la hepatitis B 

(HBV), el virus linfotrópico de las células T (HTLV-I y II) y el 

papilomavirus humano (HPV)- (zur Hausen, 1989b, 1991). 

Más que cualquier orden especifico de los eventos que son 

requeridos, es la suma de estos eventos lo principal en la 

carcinogénesis (Hunter, 1991). Está llegando a ser claro que hay 

más de un punto de decisió~ regulado en el ciclo celular, y que 

estos puntos de rechazo pueden ser los blancos para la acción de 

los oncogenes. Varios trabajos dan demostración directa del poder 

limitado de un solo oncogene, y de la necesidad de la interacción 

cooperativa entre diferentes oncogenes (Land et al., 1983b: 

Ruley, 1983) • Esto sugiere que cada oncogene es especializado 

para inducir parte de los fenotipos requeridos para la 

transformación completa (Rassoulzadegan et al., 1982). En 

general, hay pocas razones para creer que in ~ un oncogene 

solo puede generar células tumorigénicas (Weinberg, 1989). 

Además, se tiene evidencia de la cooperación entre oncogenes 

retrovirales (Palmieri, 1989). 

El estudio de las proteinas transforinantes de virus tumorales 

de DNA ha sido muy revelador y apoya fuertemente la idea de que 

la cooperación es una caracteristica esencial de la 

carcinogénesis. Un tema que emerge entre estos virus es que las 
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oncoproteinas virales codificadas por ellos interactuan 

especificamente con proteínas celulares reguladoras y que los 

efectos oncogénicos de estos virus son, al menos en parte, una 

consecuencia de estas interacciones especificas (Dyson et al., 

1989; Scheffner et al., 1990), 

VIRUS Y CANCER 

Actualmente, existen muchos ejemplos de virus carcinogénicos 

(Feunteun, 1981; Bishop, 1983, 1985; zur Hausen, 1991). La 

existencia de virus tumorales se sospechó por primera vez a 

principios de siglo. En 1910 Peyton Rous demostró que un filtrado 

libre de células proveniente de sarcomas de pollo, podia inducir 

nuevos sarcomas en dichas aves. Décadas después, se pudo 

demostrar sin ambigüedad la existencia de un virus y esto fue 

llamado virus del sarcoma de Rous (Bishop, 1982a). A la fecha se 

han descubierto muchos otros retrovirus que son carcinoqénicoa 

(Bishop, 1983). Los genes v-onc (encogen virico) llevados por los 

retrovirus asi como los genes celulares homólogos (e-ene), se 

denominan mediante un código de tres letras, que recuerdan el 

tumor de origen (Bishop, 1983; Dulbecco, 1983). As1, hay un gen 

llamado "src11 (por sarcoma) en el virus del sarcoma de Rous y en 

otros virus sarcomatogénicos; un gen "myc" (por mielocitomatosis) 

en el virus de la mielocitomatosis aviar, etc. Hay que señalar 

que estos genes son distintos entre si. 

Asimismo, los trabajos sobre los virus tumorales de DNA están 

muy adelantados. Sus "genes cancerigenos" se manifiestan 

claramente en la mayoria de ellos (Feunteun, 1981). Estos son en 
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el virus de simio 40 (Simian Virus 40 o SV40) los genes para los 

antigenos T grande y pequeño, en el virus del polioma los genes 

para los antigenos T grande, mediano y pequeño, y en el 

adenovirus los dominios ElA y ElB (Bishop, 1985), sin embargo, 

estos virus inducen tumores en roedores que no son sus huéspedes 

naturales (Fried y Prives, 1986: Pettersson y Roberts, 1986). 

En ciertos cánceres de humano también se han encontrado 

involucrados varios virus como en el caso del EBV (Gómez Garcia, 

1984) para el linfoma africano de Burkitt y en cáncer 

nasofaringeo (Becker, 1980: Liebowitz et al., 1990), el HBV 

(Tiollais y Dejean, 1986) en el hepatocarcinorna (Sherman y 

Shafritz, 1990), los HTLV-I y II (Gallo, 1987) en leucemias de 

células T de adultos (Reitz, 1990), y el HPV en cáncer anogenital 

(zur Hausen, 1985, 1987, 1989b, 1991; Broker y Botchan, 1986). 

Actualmente se distinguen sólo tres vias bioquimicas por las 

que los productos de los oncogenes virales deben actuar (Bishop, 

1985): i) Fosforilación, con proteinas y fosfolipidos como 

substratos potenciales (Hunter y Cooper, 1985). ii) Iniciación de 

la sintesis de DNA (Martin, 1981). iii) Regulación de la 

transcripción (Kingston et al., 1985). 

LOS PAPILOMAVIRUS (PVs) 

Los PVs comprenden una familia de pequeños virus de DNA, los 

cuales inducen tumores epiteliales o f ibroepiteliales de la piel 

o mucosa de vertebrados superiores. Estos tumores, llamados 

papilomas o verrugas, son generalmente benignos, muestran un 

crecimiento limitado y frecuentemente regresión espontánea 
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(Rulison, 1942; Massing y Epstein, 1963). sin embargo, ciertos 

miembros de la familia de papilomavirus inducen tumores que 

pueden progresar a carcinomas epiteliales malignos, comúnmente 

después de un largo periodo de latencia (Sousa et al., 1990). 

Los PVs exhiben un n\lmero restringido de hospederos. Todos 

infectan especificamente al epitelio siendo estrictamente 

epiteliotrópicos. El epitelio escamoso es estratificado y en él 

se puede observar un gradiente de diferenciación desde las 

células precursoras no diferenciadas da la capa basal hasta las 

células terminalmente diferenciadas de la capa externa, pasando 

estas últimas a través de un programa de diferenciación que 

involucra cambios en la expresión genética de la queratina. Las 

capas sucesivas del epitelio queratinizado (como el de la piel) 

son la capa basal, la capa ouprabasal, el estrato espinoso, el 

estrato granuloso y el estrato córneo. La infección por PVs se 

realiza presumiblemente por acceso directo a las células basales 

expuestas en una herida o por abrasión. El ciclo viral completo 

de los PVs parece estar enlazado al programa de diferenciación de 

la célula epitelial (Taichman y LaPorta, 1987). La expresión de 

los productos genéticos virales derivados de la que ha sido 

clasificada como la región temprana o transformante del genoma ha 

sido detectada en las células más inferiores de la epidermis por 

hibridización in lll;J.¡. La expresión de la región tardia del 

genoma viral (la cual codifica las proteinas estructurales del 

virus) asi como el ensamblaje de las particulas viricas, ocurre 

solamente en las capas terminalmente más diferenciadas de la 
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epidermis (Spalholz y Howley, 1989). 

Los epitelios susceptibles y el tipo de lesión difieren entre 

los diferentes PVs, dando lugar a sintomas clinicos distintos 

dependiendo del virus infectivo (de Villiers, 1989). El hecho de 

que todos los genomas de PVs exiban una organización funcional 

muy similar podria explicar el porque todos los miembros de la 

familia comparten una especificidad epitelial común, pero 

confunde el esfuerzo para entender el porque diferentes miembros 

muestran tan grandes variaciones en la clase de hospedero y en el 

potencial oncogénico. La diversidad de tipos de PVs individuales 

deriva en parte de propiedades inherentes al genoma viral y en 

parte de la especificidad de la interacción entre el virión y la 

célula huésped. La propagación exitosa de virus en cultivos de 

tejidos no ha sido lograda todavia (Sousa et al., 1990). 

CL/\SIFICACION 

Los PVs forman un género de la familia Papovaviridae¡ el otro 

género lo forman el poliomavirus y el SV40, entre otros (Melnick, 

19621 Melnick et al., 1974). Consisten de particulas icosaedrales 

pequeñas (55 nm de diámetro) con 72 capsómeros, formadas sólo de 

proteinas y una sola molécula de DNA circular de doble cadena que 

promedia 7. 8 kilopares de bases (kpb) y con peso molecular de 

aproximadamente 5 x io6. Las particulas viricas tienen un peso de 

28 x io6 daltones, un coeficiente de sedimentación, S2o,wr de 300 

y una densidad en cloruro de Cesio o de Rubidio de l.34 g/ml (zur 

Hausen, 19801 Pfister, 1987). La clasificación de los PVs esté. 

basada en en la homologia de DNA y en el tipo del hospedero. 
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Menos del 50% de similitud de DNA viral heterólo90 con otros 

tipos de PVs conocidos, define tipos independientes y más del 

50%, pero incompleta homologia, será considerado un subtipo de un 

previo aislado (Coggin y zur Hausen, 1979). A la fecha, han sido 

identificados alrededor de una docena de PVs en animales 

vertebrados, incluyendo a aves y a una amplia gama de mamiferos 

(Lancaster y Olson, 1982; Pfister, 1984; Campo y Jarrett, 1987; 

Olson, 1987; sundberg y O'Banion, 1989); y más de 60 PVs humanos, 

de los que aproximadamente 20 están asociados con lesiones del 

tracto anogenital (de Villiers, 1989). Además, muchos subtipos y 

variantes han sido caracterizados (Sousa et al., 1990). 

ORGANIZACION DE LOS GENOMAS DE PVs 

Aunque existe un grado moderado de homología entre los 

genomas de PVs humanos y animales (Law et al., 1979; Heilman et 

al., 1980), todos tienen muchas propiedades en comlln, lo cual 

válida la utilización de BPV-1 como modelo. En particular, todos 

los PVs e><iben una organización similar del genoma que consiste 

de al menos 10 secuencias codificadoras de proteinas o marcos de 

lectura abierta (open reading frame u ORF), todos en la misma 

cadena de DNA (Pettersson et al., 1987). Esto coincide con la 

observación de que todos los mRNA virales que han sido detectados 

son codificados por esta cadena (Amtmann y Sauer, 1982; Freese et 

al., 1982: Heilman et al., 1982: Engel et al., 1983). 

Los genomas de los PVs pueden ser divididos funcionalmente en 

dos regiones codificadoras separadas por un segmento no 

codificador de o. 4-1. o kilobases (l<b) • La región codificadora E 
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(early o temprana) contiene los genes tempranos El a EB, los 

cuales participan en la replicación viral y en la transformación 

celular. Este resultado es derivado de estudios de la región E de 

BPV-l: un fragmento HindIII-Baml!I de 5.6 kb que comprende 69% del 

qenoma, es suficiente para 

replicación extracromosomal 

la transformación .in ll.lJ;J;:Q y la 

(Lowy et al., 1980). La región 

codificadora L (late o tardia) contiene los qenes tardios Ll y 

L2, los cuales codifican para proteinas estructurales de la 

particula viral y son expresados solamente en células 

diferenciadas. La región no codificadora está localizada entre el 

fin del ORF Ll y el comienzo del ORF E6 y presenta 

caracteristicas como regiones ricas en AT, varios promotores para 

la RNA polimerasa II, potenciadores (enhancers) transcripcionales 

constitutivos e inducibles (Gius et al., 1988), sitios de unión 

para factores celulares de transcripción, asi como varias copias 

del palindrome ACCN6GGT, que es sitio de unión para la proteina 

viral requladora de la transcripción E2 (Ham et al., 1991). Esta 

región involucrada en el control de la expresión genética viral 

es llamada comllnmente región larqa de control (long control 

reql.on o LCR) o reqión requladora corriente arriba (upstream 

regulatory region o URR) (Sousa et al., 1990). 
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Tabla l. Funciones de los genes de papilomavirus 

ORF Funcion(es) 

El modulador negativo de la replicación (porción S') en BPV-1 
requerido para la replicación temprana (porción 3') en 
BPV-1 
requerido (porción 3') para el establecimiento del genoma 
viral como un plásmido nuclear estable 

E2 transregulador transcripcional de promotores en la LCR 
efecto indirecto sobre la replicación y la transformación 
transactivación, unión a DNA (proteina completa) en BPV-1 
transrepresión, unión a DNA (porción 3') en BPV-1 

E3 desconocida 
E4 proteina citoplasrnática, predominante en verrugas (HPV-1) 

y en células infectadas productivamente 
asociado con la maduración del virión para HPV-1 
funciones 11 tardias" 

ES gene transformante en BPV-1 y en HPV-16 
E6 gene transformante en HPV-16 y 18 

unión a la proteina celular pSJ (HPV-16 y 18) 
control de copia del plásmido en BPV-1 

E7 gene transformante en HPV-16, lB y CRPV 
unión a la proteina celular pRb (HPV-16) 
regulación transcripcional en HPV-16 
control de copia del plásmido en BPV-1 

EB replicación en BPV-1 
regulación transcripcional 
desconocida para otros PVs 

Ll proteina mayor de cápside 
L2 proteina menor de cápside 

ORF: marco de lectura abierta; BPV: papilomavirus bovino; 
LCR: región larga de control: HPV: papilomavirus humano; CRPV: 
papilomavirus del conejo de cola de algodón: PVs: papilomavirus. 

(Tomado de Campo, 1988, schlegel, 1990, Sousa et al., 1990, 
Spalholz y Howley, 1989, Leechanachai et al., 1992 y Pim et al., 
1992.) 
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PAPILOMAVIRUS HUMANOS ~ CANCER ANOGENITAL 

La epidemiologia del cáncer anogenital muestra una indudable 

correlación con la actividad sexual (Rotkin, 1973; Kessler, 1976; 

Holly et al., 1989) sugiriendo que en el desarrollo del cacu está 

involucrado un factor viral transmitido sexualmente. Algunos 

virus han sido detectados en lesiones de cacu: el virus herpes 

simple tipo 2 o HSV-2 (Rawls et al., 1968; Goldberg y Gravell, 

1976) y más recientemente los papilomavirus humanos (human 

papillomaviruses o HPVs) (zur Hausen, 1987, 1989b). sin embargo, 

desde hace algún tiempo han surgido evidencias experimentales que 

indican que el virus del herpes no es el principal candidato 

etiológico del cacu (Vonka et al., 1987). 

El papel de los PVs en la etiologia de neoplasias epiteliales 

fue demostrado primero en estudios del papilomavirus del conejo 

de cola de algodón (cottontail rabbit papillomavirus o CRPV), 

donde hasta un 75% de los tumores inducidos por CRPV en conejos 

domésticos y 25% en los conejos cola de algodón progresaron a la 

malignidad (Kidd y Rous, 1940; syverton, 1952; Olson, 1987). 

Existen otros PVs tales como el papilomavirus bovino tipo 

(bovine papillomavirus type 1 o BPV-1), el cual es capaz de 

inducir tumores fibroblásticos en ratones y hamsters (Boiron et 

al., 1964; Breitburd et al., 1981) y de transformar tanto tejidos 

de roedores como de bovino, cultivados .in láJ;.¡:Q (Thomas et al., 

1964; Geraldes, 1969; Meischke, 1979; Dvoretzky et al., 1980; 

Binétruy et al., 1982). 

La posible asociación directa entre HPV y CaCU se puso de 
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manifiesto con el aislamiento del DNA del HPV tipo 6, proveniente 

de una verruga genital humana o condiloma acuminado (Gissmann y 

zur Hausen, 1980). 

La infección por HPV ocurre solamente en células basales del 

epitelio, las cuales pueden dividirse; en éstas, el virus no se 

replica y permanece en estado latente. A medida que las células 

epiteliales se diferencian, el DNA viral se replica, se 

transcribe y forma viriones completos. Esto sugiere que factores 

de la diferenciación de los epitelios participan en la regulación 

del ciclo viral. Durante la diferenciación celular, las células 

se vuelven más y más permisivas para la replicación viral. Ésta 

puede observarse en las capas suprabasales, mientras que las 

proteínas estructurales y las particulas virales aparecen sólo en 

las capas superiores (Garcia-carrancá y Gariglio, 1993). 

Al infectar las mucosas genitales, los HPV inducen 

frecuentemente a la coilocitosis, el signo patognomónica en la 

citopatologia e histopatologia de las infecciones genitales 

provocadas por HPV, que consiste en células anormales del 

epitelio mucoso, que se caracterizan por una gran zona clara 

perinuclear, y por presentar anormalidades del ntlcleo, como 

hipercromasia, cariorrexis, picnosis y a menudo binucleación. En 

algunos coilocitos y condilomas pueden aparecer antigenos virales 

de la cápside en el núcleo de las células superiores del epitelio 

(Morin et al., 1981). 

Algunos de los HPVs, tales como los HPV-6 y HPV-11, son 

considerados virus de bajo riesgo ya que están asociados con 
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lesiones proliferativas benignas tales como condylomata acuminata 

(las cuales progresan a malignidad infrecuentemente) en un 90%, 

en alrededor de un tercio de todos los papilomas orales y 

raramente en carcinomas (Gissmann et al., 1983; McCance et al., 

1983; zur Hausen, 1987). Otros, que incluyen a los HPV-16, HPV-

18, HPV-33 y HPV-52, son considerados HPVs de alto riesto debido 

a su elevada asociación con lesiones potencialmente neoplásicas y 

con ciertos carcinomas anogenitales, más notablemente con el 

cáncer cérvico-uterino, mientras que el HPV-31 es considerado de 

riesgo intermedio y el HPV-35 es estimado como papilomavirus 

humano de baja prevalencia en cánceres anogenitales (4%) (LOrincz 

et al., 1987), al igual que otros como los HPVs tipo 39, 45, 51, 

56, 58 y 61 (zur Hausen, 1991). Los DNAs de los HPV-16 y HPV-18 

se encuentran en el 60 a 80% de cánceres cervicales (más 

frecuentemente el DNA del HPV-16) (zur Hausen y Schneider, 1987) 

y en el 15% de cánceres escamosos de ano (Beckmann et al., 1969). 

secuencias homólogas al DNA del HPV-16 se han encontrado en 

muestras de carcinoma cervical, con una frecuencia variable en 

diferentes paises. El DNA del HPV-16 se detectó en l 7% de los 

carcinomas cervicales invasivos analizados en los Estados Unidos 

(Fukushima et al., 1985), pero en 60% de los cánceres cervicales 

colectados en Alemania; además, biopsias de cáncer cervical de 

Kenya y Brasil revelaron DNA del HPV-16 en alrededor del 35% de 

casos (Dürst et al., 1983), mientras que la incidencia de DNA de 

HPV-16 en Inglaterra (Scholl et al., 1985) es intermedia (45\), 

con respecto a los de Alemania y los de Kenya y Brasil, al igual 
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.que en Italia (47') (di Luca et al., 1986), y en Japón fue de 

alrededor del 33% (Yoshikawa et al., 19851 Tsunokawa et al., 

1986). También biopsias de cáncer vulvar y penil han hibridizado 

al DNA del HPV-16 con una frecuencia de alrededor del 25% de los 

casos (Dürst et al., 1983) y en 14% de las neoplasias escamosas 

de ano (Beckmann et al., 1989). En México, secuencias de DNA del 

HPV-16 se presentaron en aproximadamente el Jlt de tumores 

cervicales (Gariglio et al., 19871 González-Garay et al., 1989). 

Por otro lado, el DNA de HPV-18 se ha demostrado por 

hibridización tipo southern bajo condiciones de alta 

astringencia, en alrededor del 25% de carcinomas cervicales de 

Africa y Brasil, en 15% de los tumores cervicales de Alemania y 

en 10% de los carcinomas de pene (Boshart et al., 1984). 

se postula que los HPVs de alto riesgo desempeñan un papel en 

la patogénesis de las NICs y del cáncer anogenital, 

particularmente en cáncer del cervix, con base en los siguientes 

puntos (zur Hausen, 1991): 1) El DNA viral transcripcionalmente 

activo es encontrado en cerca del 90\: de tales tumores, 88% de 

todos los carcinomas de células escamosas y 83% de todos los 

adenocarcinomas del cervix (Gissmann y Schneider, 19861 Schreier 

y Gruber, 1987). 2) La mayoria de los tumores positivos a virus 

contienen el DNA viral integrado. El episoma viral circular se 

rompe dentro de una región especifica (el ORF E2) para la 

integración (Chao et al., 1987). Un patrón consistente no ha sido 

observado para localizaciones intracromosomales. un pequeño 

porcentaje de tumores malignos llevan copias no integradas de DNA 
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viral (Matsukura et al., 1989; CUllen et al., 1991). 3) La vasta 

mayoria de las biopsias de cáncer positivas a HPV, asi como 

lineas celulares que contienen HPV y que derivaron de mujeres con 

cáncer cervical (CaSki, SiHa, HeLa, SW 756, C4-l y 2 y MS751), 

revelan transcriptos especificas que se originan uniformemente de 

dos marcos de lectura abierta especificas (los oncogenes E6 y E7) 

del DNA del HPV (Schwarz et al., 1985; Yee et al., 1985; Smotkin 

y Wettstein, 1986). Existen otras evidencias que implican a la 

infección por HPV en neoplasias genitales (di Luca et al., 1986): 

4) Observaciones histológicas muestran que el 70% de displasias 

cervicales, asi como tejidos malignos, pueden estar asociados con 

células coilocitóticas, las cuales contienen moléculas del virus 

(Pilotti et al., 1981, 1982; Fu et al., 1983). 5) Proteinas 

estructurales de HPV pueden ser detectadas en un alto porcentaje 

de NICs por técnicas inmunohistoquimicas (Syrjanen, 1983; Dyson 

et al., 1984; Pilotti et al., 1984). 6) Lesiones por HPV en el 

tracto genital pueden sufrir transformación maligna (Syrjanen et 

al., 1985). 7) PVs de animales tienen potencial oncogénico 

(Gissmann, 1984). 8) Anticuerpos contra antigenos especificas del 

grupo de PVs fueron detectados en grado significativo en sueros 

de pacientes con NICs y cacu con respecto a controles (Baird, 

1983; Jochmus-Kudielka et al., 1989). Además, 9) hay una gran 

similitud histológica y colposcópica entre displasia cervical 

temprana y tejido infectado por HPV (Schreier y Gruber, 1987). 

10) El DNA de HPV es encontrado en metástasis con origen en 

tumores cervicales infectados con el virus (Fucha et al., 1989). 
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Recientemente, los HPVs 16, 18, 31 y 33 y especificamente sus 

ORFs E6 y E7 (y también E5 de HPV-16), han mostrado un potencial 

oncogénico in ilim al alterar la diferenciación de células 

epiteliales (Mccance et al., 1988), inmortalizar queratinocitos 

(Pirisi et al., 1987; Woodworth et al., 1989: Sedman et al., 

1991) y transformar fibroblastos humanos (Pirisi et al., 1987; 

Watanabe et al., 1989), asi como fibroblastos de roedor (Bedel! 

et al., 1987, 1989; Watanabe y Yoshiike, 1988; sedman et al., 

1991; Leechanachai et al., 1992; Pim et al., 1992), mientras que 

los HPVs la, 5, 6 y 11 no mostraron tales efectos (Schlegel et 

al., 1988; Woodworth et al., 1989; Halbart et al., 1991) . En 

muchos de estos reportes se transfectó el DNA viral clonado en 

vehiculos de expresión con promotores heterólogos fuertes. El DNA 

y el RNA virales persistieron en el estado transformado. 

Además del HPV, existen otros factores adicionales implicados 

en la carcinogénesis anogenital: el virus herpes simple (herpes 

simplex virus o HSV), y tal vez el citomegalovirus humano 

(mutando el DNA de la célula hospedera o amplificando el genoma 

del HPV, respectivamente), el tabaquismo (componentes del tabaco 

aparecen concentrados en el fluido vaginal, pudiendo ser 

convertidos en nitrosaminas carcinogénicas en presencia de 

infecciones bacterianas especificas), inflamaciones crónicas de 

los genitales, condiciones higiénicas pobres, fimosis, 

anticonceptivos orales y hormonas (se ha observado estimulación 

hormonal para el HPV) (zur Hausen, 1989b; Sousa et al., 1990; Ley 

et al., 1991). Asi, algunos tipos especificas de HPV parecen ser 
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un factor necesario pero no suficiente, al menos, para el 

desarrollo de carcinomas anogenitales. 

BIOLOGIA MOLECULAR DE LOS PAPILOMAVIRUS HUMANOS 

De los 60 HPVs aislados a la fecha, 10 han sido secuenciados 

(HPVs tipo 1, 5, 6, 8, 11, 16, 18, 31, 33 y 52) y muestran 

fuertes similitudes con el genoma del BPV-1 (de Villiers, 1989). 

Las particulas virales contienen sólo DNA y proteinas. El DNA de 

los HPVs es circular, de doble cadena, y contiene aproximadamente 

7 900 pares de bases (pb); está enrollado con histonas, 

condensado en nucleosomas y encapsulado en un virión icosaedral 

con 72 capsómeros. Los genomas virales presentan una estructura 

básica muy parecida, con similitud de secuencia entre ellos que 

va de moderada (45%) a alta (85%) (Giri y Danos, 1986). se han 

identificado marcos de lectura abierta (ORF) , organizados en 

regiones de expresión temprana (E) y tardia (L), ambas de 

longitud casi igual (Figura 2). Los primeros codifican para 

proteinas relacionadas con la replicación (El), transcripción 

(E2), y transformación celular (E6 y E7); los segundos codifican 

proteinas de la cápside (Ll y L2). La información genética se 

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

genes tienen la misma orientación transcripcional, con 

sobreposición de algunos de ellos. El genoma contiene una región 

de control (no codificadora) de aproximadamente 1 kb, la LCR, en 

la que se han identificado secuencias estimuladoras y represoras 

de la transcripción viral, asi como el origen de la replicación. 
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LCR 

6000 HPV-16 E1 

Figura 2, Organización genómica del HPV-16. su genoma 
consiste de un DNA circular de doble cadena con 7 904 pares de 
bases. Se ilustran los genes tempranos (El a E7) y los tardios 
(Ll y L2) asi como la región larga de control (LCR) en la cual se 
encuentran los "enhancers" y los elementos de respuesta a E2 y a 
glucocorticoides-progesterona. El promotor P97 es responsable de 
la transcripción de todos los mRNA virales tempranos. (Tomado de 
Schlegel, 1990,) 
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·LOS PAPII.OMAVIRUS HUMANOS DE ALTO RIESGO (HPV-16 y HPV-18) 

Entre el 60 al 80% de los casos de cáncer cervical, sumando 

el vulvar y el penil, tienen asociados al HPV-16 ó 18 (zur Hausen 

y Schneider, 1987) y de aquellos, el 40 a 60% contienen HPV-16. 

En el caso de los HPVs oncogénicos, secuencias del DNA viral 

son generalmente encontradas integradas en el genoma celular de 

biopsias cancerosas, mientras que el DNA viral de tipos malignos 

y no malignos persiste extracromosomalmente como un episoma en 

lesiones precancerosas (Cullen et al., 1991). En lesiones 

malignas el DNA de HPVs de alto riesgo puede estar integrado en 

el genoma celular en copias sencillas o múltiples y en tumores 

benignos se encuentra como episoma (Dürst et al., 1985). Los 

sitios de inserción de estos HPVs en el DNA celular, al parecer 

son muy variados y no siguen un patrón caracteristico. En alqunas 

lineas celulares derivadas de carcinomas genitales, el DNA de los 

HPVs se ha encontrado insertado cerca de proto-oncogenes 

celulares, como c-src, c-raf y c-myc (Dürst et al., 1987a: 

Gariglio et al., 1987): esto sugiere que la inserción de 

secuencias virales cerca de proto-oncogenes celulares puede 

activar a estos últimos en posición cis (Campo, 1988). Sin 

embargo, en la mayoria de los carcinomas invasores y lineas 

celulares derivadas de cacu que contienen el HPV-16 ó 18, se 

encuentran transcritos de la región E6, E6* (generado por el 

procesamiento alterno del mRNA de E6) y E7: esto sugiere que 

dichas regiones forman parte de un mecanismo de transformación en 

posición trans y son importantes para la permanencia del tipo 



JO 

maliqno (Schwarz et al., 1986: Takebe et al., 1987). El producto 

del qen E6* parece ser muy importante ya que los tipos virales de 

potencial beniqno no lo producen (Schreier y Gruber, 1987; 

Schleqel, 1990). 

Por otra parte, se ha observado que cuando se fusionan 

células HeLa (linea celular derivada de un CaCU, cuyo DNA 

contiene el genoma de HPV-18 insertado) con células normales, los 

híbridos resultantes al crecer en medio de cultivo, continúan 

presentando el fenotipo maliqno y expresando los genes E6 y E7; 

sin embargo, dejan de crecer y de expresar E6 y E7 cuando se 

inoculan en ratónes atimicos (Stanbridge et al., 1982: zur 

Hausen, 1987). Estos datos sugieren la existencia en las células 

normales, de un mecanismo de control negativo para los genes 

tempranos del HPV, presumiblemente regulado por un factor humoral 

(zur Hausen, 1986, 1987) y apoyan el concepto por el cual el 

desarrollo de los diferentes cánceres humanos se da por lesiones 

genéticas sucesivas, con la participación de qenes virales y 

celulares. De lo anterior se concluye que, durante el desarrollo 

del cáncer qenital, aparte de la infección por HPV, se requiere 

de otros aqentes que lesionen el DNA celular. Esto podria 

explicar la asociación de otros factores co-carcinogénicos (virus 

herpes simple, metabolitos mutaqénicos del tabaco e inflamaciones 

crónicas de los genitales) encontrados en estudios 

epidemiolóqicos y además permitiria explicar los qrandes periodos 

de latencia entre la infección primaria por HPV y el desarrollo 

del tumor asi como el porqué el cacu se desarrolla sólo en un 
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porcentaje pequeño de los individuos infectados (zur Hausen, 

1986). 

Los HPVs oncogénicos muestran algunos paralelos con el 

adenovirus y el SV40, ya que los tres codifican proteinas 

transformantes que pueden unirse con pRB (el producto del gene de 

susceptibilidad al tumor de retinoblastoma humano) (DeCaprio et 

al., 1988; Whyte et al., 1988; Dyson et al., 1989; Münger et al., 

1989b) y con p53 (Lane y Crawford, 1979; Linzer y Levine, 1979; 

Sarnow et al., 1982: Werness et al., 1990) , las cuales son 

consideradas como proteinas supresoras de tumores (Friend et al., 

1986, 1987; Eliyahu et al., 1989; Finlay et al., 1989). 

LOS ONCOGENES E6 Y E7 

Un gran apoyo para el posible papel causal de los HPVs en el 

cacu deriva del reconocimiento de que los papilomavirus humanos 

tipos 16 y 18 codifican oncoproteinas (Howley, 1991). 

Actualmente, existe evidencia experimental que sugiere que la 

transcripción activa de los genes integrados E6 y E7 es requerida 

para mantener el fenotipo transformado, aun en lineas celulares 

(Schlegel, 1990). Los genes E6 y E7 de estos HPVs de alto riesgo 

se conservan intactos durante la integración del DNA viral al 

genoma celular y sus productos son expresados regularmente en 

cánceres cervicales y en lineas celulares derivadas de estos 

ültimos (Schwarz et al., 1985; Smotkin y Wettstein, 1986); las 

lineas celulares HeLa, C4-l y SW 756, contienen integrado el DNA 

del HPV-18 y en ellos los oncogenes E6 y E7 son transcritos 

activamente, pero no asi otros genes virales (Schwarz et al., 
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1985, 1986; Schneider-Gadicke y Schwarz, 1986). Por otra parte, 

plásmidos que expresan mRNA antisentido de E6/E7 inhiben el 

crecimiento de la linea de carcinoma cervical C4-1 (von Knebel 

Doeberitz et al., 1988). También, células transformadas por la 

introducción de construcciones que expresan el gene E7 mediante 

la inducción con dexametasona, en ausencia de esta última pierden 

su capacidad proliferativa (Crook et al., 1989). Además, 

mutaciones en E6 o E7 anulan la transformación de queratinocitos 

in Jlij;J:Q, mientras que en El, E2 y E4 no tienen efecto (Münger et 

al., 1989a). 

Se ha sugerido (Cole y Danos, 1987), que E6 y E7 se 

originaron por duplicaciones de una unidad con 33 aminoácidos que 

contiene un doblete de cisteinas (Cys-x-x-cys) repetido cuatro y 

dos veces respectivamente (Schlegel, 1990): estos residuos de 

cisteina participan en coordinar la unión de iones metélicos 

(tales como zinc) (Barbosa et al., 1989) y en activación 

transcripcional (Lamberti et al., 1990). Además, contribuyen a la 

actividad transformante de E7 pero no son esenciales (Edmonds y 

Vousden, 1989), mientras que cada una de las cuatro repeticiones 

es esencial para transformación en E6 (Vousden et al., 1989). 

Los genes E6 y E7 han sido mejor estudiados en los HPV-16 y 

HPV-18. En queratinocitos y fibroblastos humanos primarios, se 

mostró que los oncogenes E6 y E7 son requeridos en combinación 

para la inmortalización y transformación eficiente de estas 

células (Hawley-Nelson et al., 1989; Münger et al., 1989al 

Watanabe et al., 19891 Hudson et al., 1990; sedman et al., 1991). 
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Los genes E6 y E7 del HPV-16 pueden complementar el gene 

correspondiente del HPV-18 para inmortalizar queratinocitos 

humanos, mientras que los mismos productos genéticos de los HPVs 

de bajo riesgo son incapaces de lograr sustituir el gene 

correspondiente de los HPV-16 ó 18 para la inmortalización 

eficiente (Barbosa et al., 1991). 

El producto del gene E7 es la proteina viral más abundante en 

carcinomas cervicales y en lineas celulares que contienen DNA de 

HPV-16 o HPV-18 (Smotkin y Wettstein, 1986; Seedorf et al., 1987) 

y el mRNA está presente en lesiones premal ignas donde el DNA de 

HPV existe como un episoma (Sousa et al., 1990), mientras que el 

mRNA empalmado de E7 no ha sido identificado en lesiones 

producidas por los HPV benignos l, 6 y 11 (Chow et al., 1987b,c; 

sousa et al., 1990) • El extremo 5' de los mRNAs de E7 empieza 

directamente, o unos pocos nucleotidos antes, del supuesto codón 

de inicio de E6/E6•. Este arreglo puede ser un medio para regular 

la sintesis de E6 y E7, por cambio del ORF a E7, explicando esto 

su abundancia en relación con E6 (Sousa et al., 1990). La 

proteina E7 de HPV-16 ha sido la mejor estudiada: es una pequeña 

fosfoproteina citoplasmática (fosforilada en serinas por casein 

cinasa II), no glucosilada, de sólo 98 aminoácidos que une a 

zinc, y que migra anormalmente en geles de poliacrilamida con una 

mobilidad lenta (Smotkin y Wettstein, 1986; Oltersdorf et al., 

19871 Barbosa et al., 1989, 1990; Firzlaff et al., 1989). La 

proteina E7 de HPV-16 pesa 15 kd y la de HPV-18 12 kd, mientras 

que los valores esperados de las secuencias de DNA son de 11 y 12 
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kd respectivamente; se han localizado en el citoplasma (Seedorf 

et al., 1987), aunque otros reportes sugieren que son nucleares 

(Sato et al., 1989). 

Las proteinas E7 codificadas por los HPVs genitales 

oncogénicos, comparten ciertas caracteristicas con ElA de 

adenovirus tipo 5 y el antigeno T grande de SV40 (que se 

localizan en el núcleo). PUeden extender la vida de células 

primarias, cooperar ~on oncoproteinas citoplasmáticas, tales como 

ras, para transformar completamente células primarias de rata, 

inducir la sintesis de DNA en células detenidas en crecimiento, 

transformar lineas establecidas de roedor y modular la 

transcripción de ciertos promotores (Ruley, 1990). Existen 

regiones de aminQácidos similares entre E7, ElA y el antigeno T 

grande de estos diferentes virus tumorales de DNA (Figge et al., 

1988; Phelps et al., 1988; oyson et al., 1989) y estas regiones 

conservadas han mostrado participar en la unión a importantes 

proteinas celulares, como pRB (DeCaprio et al., 1988: Ewen et 

al., 1989; Münger et al., l989b; Whyte et al., 1989). Asi, las 

propiedades biológicas comparables de estas diferentes 

oncoproteinas pueden derivar de su capacidad para atacar a un 

conjunto similar de proteinas reguladoras celulares. El dominio 

amino terminal de las proteinas E7 está altamente conservado 

entre los HPVs de alto riesgo y de bajo riesgo (Howley, 1991). 

E7 de los HPVs ~ipo 16 y 18 es necesario y suficiente para la 

inmortalización y transformación de cultivos primarios (Kanda et 

al., 1988; Crack et al., 1989) y la transformación de lineas 
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fibroblásticas de roedores (Vousden et al., 1988; Watanabe y 

Yoshiike, 1988; Bedell et al., 1989; Tanaka et al., 1989), asi 

como para la inmortalización de queratinocitos humanos (Halbert 

et al., 1991), y puede cooperar con un oncogene ras activado para 

transformar células primarias de rata (Phelps et al., 1988; 

storey et al., 1988; Bedell et al., 1989). Las lineas celulares 

que son producidas por transfecciones con HPV son tumorigénicas 

en ratones desnudos y contienen y expresan el genoma viral 

(Storey et al., 1988). 

Las propiedades de las proteinas E6 codificadas por los 

papilomavirus del tracto genital han sido menos estudiadas que 

para las proteinas E7. E6 inmortaliza células primarias de rata, 

aunque el efecto es menor que el de E7 (Kanda et al., 1988) y 

puede transformar fibroblastos de ratón (Bedell et al., 1989; 

Sedman et al., 1991). Se ha detectado una proteína E6 de HPV-16 

con peso de 18 kd en células CaSki y SiHa (Androphy et al., 1987) 

y otros autores han encontrado una de 16. 5 kd en células HeLa 

(HPV-18) (Banks et al., 1987b), las cuales se aproximan al peso 

predicho a partir de la secuencia de DNA de 19 kd. En células 

CaSki se ha identificado una proteina E6 de 11 kd, probablemente 

generada por un evento de empalme (splicing) (Seedorf et al., 

1987). La proteína E6 tiene gran afinidad por el DNA (Mallen et 

al., 1987) y se ha encontrado tanto en el nücleo como en la 

membrana plasmática. Se ha sugerido que las proteinas E6 del HPV-

16 y del HPV-18 tienen propiedades de unión a una secuencia 

especifica en la LCR (Imai et al., 1989) y de activación 
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transcripcional (L<unberti et al., 1990; Sedman et al., 1991). 

Existe evidencia que sugiere que E6 puede interactuar con ella 

misma o con otras proteinas celulares (Banks et al., 1987b). Al 

respecto, se ha observado que las proteinas E6 de HPVs de alto 

riesgo se asocian con la anti-oncoproteina p53, pero no asi la 

proteina E6 de HPVs de bajo riesgo (Werness et al., 1990). 

Asimismo, recientemente se demostró que la oncoproteina E6 

codificada por los HPVs de al to riesgo promueve la degradación 

(dependiente de ATP y que involucra el sistema de proteasa 

dependiente de ubiquitina) de p53; asi que aunque las 

oncoproteinas de otros diferentes virus tumorales de DNA 

(antigeno T grande de SV40 y ElB de adenovirus tipo 5) se unen a 

p53, la consecuencia de la interacción proteina-proteina es 

probablemente muy diferente (Scheffner et al., 1990). 

Por todo lo anterior, se observa que los papilomavirus de 

alto riesgo ejercen al menos algunos de sus efectos 

proliferativos y oncogénicos a través de las interacciones de las 

oncoproteinas E6 y E7 con proteinas celulares claves que tienen 

propiedades regulatorias. Las investigaciones futuras se 

snfocarán no sólo sobre el papel de E6 y E7 en la iniciación y el 

mantenimiento del estado transformado, sino tambien en el papel 

de los cambios genéticos y celulares que las acompañan (Schlegel, 

1990J Howley, 1991). 

El hecho de que E7 solo es suficiente para la transformación 

de ciertos tipos celulares mientras para otros son requeridos E6 

y E7, sugiere que factores celulares especificas pueden ejercer 
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una .influencia importante e ilustra la desventaja potencial de 

extrapolar demasiado cualquier sistema J..n ti.!;J:g (Sousa et al. , 

1990). 

Los elementos regulatorios de la expresión de los oncogenes 

virales E6 y E7 se encuentran localizados en la región de control 

LCR, donde están elementos como las cajas TATA y CAAT. En la 

actualidad se han caracterizado varios elementos del DNA, en la 

región de control de HPVs genitales de alto riesgo, que son el 

blanco de interacción de factores proteicos virales y celulares 

(Garcia-Carrancá et al., 1988; Chong et al., 1991). La proteina 

codificada por el gen E2 es un factor que regula los promotores 

virales de los oncogenes E6 y E?, uniéndose al DNA en forma de 

dimero, y específicamente a una secuencia conocida (Thierry y 

Yaniv, 1987; Oostatni et al., 1988; Garcia-Carrancá y Gariglio, 

1993). 

DETECCION DE ANTICUERPOS CONTRA PROTEINAS TEMPRANAS DE HPV-16 

Para la detección de las infecciones por los HPVs se ha 

confiado casi exclusivamente en pruebas de hibridización de ácido 

nucleico, algunas de las cuales varian substancialmente en 

sensibilidad y especificidad. Por eso, no es t.an sorprendente que 

análisis epidemiológicos de gran extensión, cuidadosamente 

,controladoa, no sean atln disponibles, aunque son claramente 

deseados (zur Hausen, 19S9a). 

Las infecciones por HPV-16 en mujeres asintomáticas parecen 

ser muy comunes, ya que dependiendo del método usado, hasta un 

80t de las muestras de DNA extraidas de exudados cervicales han 
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hibridizado con DNA de este HPV (LOrincz et al., 19861 de 

Villiers et al., 1987; Gergely et al., 1987; Tidy et al., 1989). 

Pero en contraste a nuestra comprensión de la prevalencia de 

DNA viral, poco se conoce sobre la respuesta de anticuerpos 

inducida por los HPVs, en particular por los tipos de HPVs 

asociados con lesiones genitales, tal vez porque los antigenos 

virales para ensayos serológicos no pueden ser obtenidos de 

sistemas de cultivos de tejidos, y han llegado a ser disponibles 

sólo recientemente a través de las aplicaciones de la tecnologia 

de DNA recombinante (Banks et al., 1987a; Seedorf et al., 1987; 

Tomita et al., 1987; Jochmus-Kudielka y Gissmann, 1990). 

El trabajo de Jochmus-Kudielka y colaboradores (1989) 

representa un primer intento en seroepidemiologia de respuesta de 

anticuerpos contra proteinas especificas codificadas por HPV-16. 

En correlación con estudios previos realizados con tipos 

definidos de viriones purificados y sueros de humanos y de ganado 

(Pfister y zur Hausen, 1978; Pfister et al., 1979), la respuesta 

total de anticuerpos contra antigenos de E4 y E7 de HPV-16 parece 

baja. E4 fue escogida por ser la proteina más prominente en 

verrugas de piel inducidas por HPV-1 (Croissant et al., 1985; 

Doorbar et al., 1986). Además, un mRNA especifico de E4, 

altam~nte abundante, empalmado al extremo 5' del ORF El ha sido 

encontrado en verrugas genitales (Chow et al., 1986, 19B7b) y en 

una linea celular de queratinocitos humanos inmortalizada por 

HPV-16 (Dürst et al., 1987b). A diferencia de E4, la proteina E7 

estA presente no sólo en lesiones benignas producidas por virus 
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sino también en células cancerosas (Smotkin y Wettstein, 1986; 

Chow et al., l9B7a; Seedorf et al., 1987). También se sabe que la 

región E6-E7 posee propiedades transformantes (Bedell et al., 

1987; Phelps et al., 1988; crook et al., 1989). E4 y E7 han 

podido ser exitosamente expresadas en Escherichia ~ como 

proteinas de fusión (Jochmus-Kudielka y Gissmann, 1990). La 

frecuencia de sueros positivos a anti-E4 fue asi tres veces más 

alta (32.6%) en pacientes con lesiones genitales asociadas a HPV 

que en los controles (11.4%) (Jochmus-Kudielka et al., 1989); en 

sueros de pacientes con cáncer cervical, la respuesta a la 

proteina E7 (expresada uniformemente en células de carcinoma 

cervical positivo a HPV-16), es sorprendente: los anticuerpos 

contra la proteina E7 de HPV-16 se encontraron 14 veces más 

frecuentemente (20.5%) en pacientes con cáncer cervical 

comparados con los controles (1.44) y en lesiones precancerosas 

sólo se encontraron en NIC III. Además, los titulos de 

anticuerpos en el grupo con cáncer excedieron reqularmente a los 

de los controles. De lo anterior se concluyó que anticuerpos 

anti-E4 pueden estar correlacionados con la replicación del virus 

y que anticuerpos anti-E7 pueden representar un marcador para el 

desarrollo de cáncer cervical. 
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LAS PROTEINAS DE 110 Y 115 KD 

Recientemente, se ha observado que linfoblastos provenientes 

de pacientes con el diagnóstico de LLA muestran alteraciones del 

producto proteinico del oncoqene c-myc y de proteínas 

antigénica1'!ente relacionadas (Miranda et al., 1988, 1991) • En 

células linfoides provenientes de pacientes con LLA se observa la 

presencia de un doblete de aproximadamente 110 y 115 kd, además 

de una proteina de 60 kd, al utilizar un anticuerpo dirigido 

contra una región altamente conservada en c-Myc (aminoácidos 43 

al 55), L-Myc, N-Myc y v-Myc. Este mismo patrón se observa en 

linfocitos de sangre periférica de individuos sanos estimulados a 

proliferar con interleucina 2 (IL-2) o con fitohemaglutinina 

(PHA) , y en lineas celulares transformadas (HeLa y Raj i) , asi 

como en otros casos de leucemias y sindromes sanguineos de 

estirpe linfocitica (E. Miranda Peralta, comunicación personal). 

En linfocitos de sangre periférica provenientes de individuos 

sanos, se observa un patrón de bandas distinto: solamente la 

banda de 110 kd y una banda no detectada antes de 40 kd. Adem6s, 

se observa la aparición de un patrón de proteinas semejante al de 

individuos sanos en pacientes que tienen remisión de la 

enfermedad, volviendo a tener un patrón anormal si presentan 

recaida. Estas alteraciones proteinicas están posiblemente 

relacionadas con el proceso leucémico, por lo que su modificación 

hacia un patrón normal deberia estar relacionado con la regresión 

de la enfermedad. Los resultados sugieren que la expresión 

diferencial de las proteinas de 115 y 60 kd está relacionada con 
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los procesos de proliferación mientras que la expresión de las 

proteínas de 110 y 40 kd está relacionada con la expresión de un 

fenotipo normal. Se considera por lo tanto que las proteínas 115 

y 60 kd podrian servir como marcadores de proliferación celular, 

la cual forma parte de algunos de los cambios que ocurren durante 

el proceso de carcinogénesis. El enfoque de este trabajo fue 

dirigido al doblete de 110 y 115 kd y particularmente a la 

proteína de 115 kd. 

Por otro lado, el aislamiento de genes que codifiquen para 

proteínas especificas, partiendo de bibliotecas de DNA 

recombinante en lambda gtll, puede ser logrado en principio, 

usando anticuerpos para detectar el antígeno producido por 

recombinantes especificas. Dadas las características de la 

proteína de 115 kd, que podrían servir como un marcador de 

proliferación celular en general y por lo tanto del cáncer en 

particular, era de gran interés encontrar el gen que la codifica, 

para asi conocer sus propiedades y las de su producto proteínico. 

Para lograr el objetivo, se utilizó el anticuerpo que la 

reconoce, en una biblioteca de cDNA (proveniente de células B 

leucémicas) en lambda gtll, en la que un gen clonado se expresa 

potencialmente como una proteína de fusión. 
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LA BIBLIOTECA DE cDNA EN LAMBDA gtll 

Los genes pueden ser aislados con sondas de ácidos nucleicos 

o con anticuerpos. 

El aislamiento de genes que codifiquen para proteinas, a 

partir de bibliotecas de DNA recombinante puede ser obtenido, en 

principio, usando anticuerpos para detectar el antigeno producido 

por recombinantes especificos (Young y Davis, 1983a,b). 

Los componentes más importantes del escrutinio exitoso son la 

biblioteca recombinante de DNA y la sonda de anticuerpo. 

Dos tipos de bibliotecas de DNA recombinante pueden ser 

usadas: bibliotecas de cDNA y bibliotecas genómicaa de DNA. Para 

organismos que tienen un gran tamaño de genoma, tales como el 

hombre (casi 3 x io9 pb y aproximadamente 100 ooo genes), las 

bibliotecas de cONA son tamizadas preferentemente porque, en 

general, no es técnicamente posible buscar un número suficiente 

de recombinantes genómicos para encontrar el gene deseado. 

Además, las bibliotecas de cDNA pueden ser preferibles para 

cerner cuando un gene es abundantemente expresado. cONAs cercanos 

a los completos proveen la mayoria de determinantes antigénicos y 

son preferibles para el inmunoescrutinio. Sin embargo, 

bibliotecas de expresión de cDNA en lambda gtll sufren del hecho 

de que mRNAs no abundantes son representados muy raramente y 

frecuentemente codifican sólo una porción terminal 3' del gene. 

De cualquier manera, son ütiles para poder clonar cualquier gene, 

independientemente de su nivel de expresión. 

En esta tesis se utilizó el método que permite partir de una 
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biblioteca recombinante de cDNA, de la cual pueden ser aisladas 

eficientemente clonas individuales productoras del antigeno 

deseado (Huynh et al., 1985). 

Para el estudio de la estructura genética eucarióntica y su 

expresión se confia en la disponibilidad de genes clonados. En 

muchos casos, la estrategia para aislar un gene eucarióntico 

particular ha sido primero obtener una copia del DNA proveniente 

del RNA mensajero codificado por ese gene (una clona de cDNA). La 

estrategia general es como sigue. Una biblioteca de cDNA que 

representa la población de mRNA es construida (con ayuda de una 

reverso transcriptasa de un retrovirus de ave) usando RNA 

poliadenilado extraido del tejido apropiado o célula tipo. La 

doble cadena de cDNA preparada (usando DNA polimerasa I) , es 

ligada en el vector lambda gtll en su único sitio EcoRI. El uso 

de un vector lambda en vez de un vector plasmidico hace posible 

aprovechar la alta eficiencia y reproducibilidad del 

empaquetamiento in rl.tJ.:Q del DNA de lambda como un método para 

introducir secuencias de DNA en Escherichia i;Qli. La alta 

eficiencia de clonar cDNA en vectores lambda es útil cuando 

clonas de cONA de mRNA raros, son buscadas o cuando el mRNA para 

preparar cDNA es limitado en cantidad. 

El hecho de que lambda gtll sea designado como un vector de 

expresión implica que éste puede ser usado para producir un 

polipéptido (en la forma de una proteina de fusión con 8-

galactosidasa) codificado por un fragmento de DNA previamente 

clonado. La proteina hibrida es producida por la clona 
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recombinante de lambda gtll que se encuentra como una lisógena de 

~ .!<21.i. Ya que la estabilidad de la proteina de fusión es 

frecuentemente incrementada en una hospedera deficiente en 

proteasas, una hospedera len- (ver más adelante) es también usada 

para facilitar el aislamiento de cantidades preparativas de la 

proteina de fUsión de un lisógeno recombinante de lambda gtll 

particular. 

Al escoger al vector de expresión lambda gtll (lac5 cI857 

nin5 5100) y al procedimiento de escrutinio con anticuerpos, se 

ha puesto particular atención a problemas asociados con la 

producción de proteinas foráneas en E.i. 221.i· Además, el vector de 

expresión recombinante debe tener propiedades que permitan la 

construcción y el mantenimiento de bibliotecas de cDNA. Todas 

estas propiedades se encuentran en el vector de expresión fago 

lambda gt11. El primer problema es obtener un nivel adecuado de 

expresión de la secuencia del DNA extraño. Teniendo secuencias 

del DNA foráneo fusionadas a secuencias del gene S-galactosidasa 

se asegura que el primero será expresado eficientemente en B.&. 

.!<21.i. El segundo problema es el controlar la producción de 

proteinas codificadas por las secuencias foráneas de ONA. Esto es 

importante cuando la proteina extraña es tóxica a la célula 

hospedera y pudiera matar a esta Ultima antes de que se prod~zca 

suficiente cantidad del antigeno. Este problema ha sido 

minimizado usando células hospederas que produzcan grandes 

cantidades del represor del operan lac (el producto del gene 

lacI) para evitar la expresión en lacz de la proteina de fusión 
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durante las horas iniciales de la formación de la placa. Cuando 

el número de células infectadas que circundan la placa sea 

suficientemente grande, la expresión dirigida de lacZ es inducida 

inactivando el represor con isopropil S-D-thiogalactopiranosido 

(IPTG). De esta manera, cantidades detectables del antígeno 

foráneo pueden ser producidas, aun si el antigeno es tóxico a las 

células. El tercer problema asociado con la producción de 

proteínas foráneas en JL. &Qll es su estabilidad. La posición 

escogida dentro del gen s-galactosidasa para la fusión con 
' 

secuencias de DNA foráneo corresponde a una región cerca del 

carboxilo terminal de la proteína B-9alactosidasa, lo cual parece 

ayudar en la estabilidad de la proteína de fusión. Esto es 

especialmente notable en células deficientes en proteasas lon. La 

proteasa lon es una de las varias proteasas responsables para la 

generalmente baja estabilidad de proteínas foráneas o dicho de 

otro modo, proteinas anonnales en E.:. .2.9l.J... Estas proteasas 

frecuentemente hacen dificil acumular cantidades detectables de 

un anti9eno en células de tipo silvestre. Por esta razón, una 

hospedera mutante lon es usada para incrementar la estabilidad de 

estas proteínas de fusión en el procedimiento de escrutinio o 

tamizaje. 

El sitio usado para la inserción de DNA foráneo es un único 

sitio de inserción EcoRl localizado dentro del gene lacz, 53 

pares de bases antes del codón de terminación de la tradución de 

la B-galactosidasa. Lambda gtll puede aceptar hasta 7.2 kb de DNA 

de inserto. El fago vector produce un represor sensitivo a 
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temperatura (cI857), que es inactivo a 42 •e, y contiene una 

mutación ambar (SlOO) que provoca lisis defectuosa en hospederas 

que carecen el supresor ambar supF. 

Como el sitio de inserción para DNA foráneo en lambda qtll 

está dentro del gene estructural para la B-galactosidasa, las 

secuencias foráneas de ONA en este vector tienen el potencial de 

ser expresadas como proteinas de fusión con la 8-galactosidasa. 

En un experimento tipico, de 104 a 105 recombinantes individuales 

son escudriñados en forma de placas de fago sobre un césped de 

bacterias E.. l:l2l1 deficientes en proteasas. Las proteinas 

liberadas por la lisis de células dentro de las placas son 

inmovilizadas en un filtro de nitrocelulosa colocado sobre el 

césped. Las proteinas unidas al filtro de nitrocelulosa son 

sondeadas con un anticuerpo especifico al antigeno de interés y 

el enlace del anticuerpo es revelado en un sequ.ndo paso al 

incubar el filtro con proteina A de stapbylococcus ~ marcada 

radioactivamente con 125¡. El recombinante responsable de la 

expresión del antigeno de interés es aislado del resto de las 

unidades formadoras de placa (u.f.p.), al tomar la placa que 

corresponde con la señal en el filtro. La clona de cDNA de 

interés es asi identificada dentro de la población de clonas de 

cDNA al cerner la biblioteca con anticuerpos usados como sondas. 

La hospedera lh Sl!2U Y1090, tiene tres caracteristicas que 

son ~tiles para el escrutinio de bibliotecas de expresión lambda 

gtll con anticuerpos. i) La cepa bacteriana usada es deficiente 

en la proteasa lon, lo cual incrementa la estabilidad de la 
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proteina de fusión recombinante. En celulas lon- las proteinas de 

fusión con B-galactosidasa frecuentemente se acumulan a niveles 

muy altos en comparación a células tipo silvestres. ii) La cepa 

bacteriana contiene el pMC9, un plásmido derivado de pBR322 que 

alberga el gene lacI, que codifica al represor lac. Esto permite 

la expresión regulada de proteinas de fusión con B-galactosidasa. 

La expresión de proteinas foráneas, algunas de las cuales pueden 

ser dañinas al crecimiento de la bacteria huésped, es reprimida 

duránte el crecimiento inicial del fago, pero es expresada 

después de la indución con IPTG. En presencia de la mutación lon 

y ausencia de plásmidos represores, los recombinantes lambda gtll 

tipicamente forman placas más pequeñas. iii) La tercera 

caracteristica de la ho.spedera L. QQli es la presencia del 

supresor supF de tRNA. supF suprime la mutación 5100 de lambda 

gtll y permite la formación de placas. Las placDs son preferibles 

para inmunoescrutinio porque pueden proporporcionar una mucho 

mejor proporción de señal/fondo que métodos de escrutinio con 

lisógenos. 

Los anticuerpos son el otro componente importante del 

escrutinio y pueden ser usados como sondas para aislar 

directamente clonas recombinantes cuyas secuencias de DNA 

codifiquen para la proteina de interés, diferenciando de otras 

proteinas disponibles. El éxito del inmunoescrutinio depende de 

la calidad del anticuerpo. Anticuerpos que producen buenas 

señales en inmunoblots o •westerns" usualmente trabajan bien en 

tamizajes de bibliotecas. Anticuerpos monoclonales y policlonales 
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han sido exitosamente usados. Antisueros policlonales tienen la 

ventaja que pueden reconocer epitopes m~ltiples de cualquier 

proteina dada. La habilidad para detectar una variedad de 

epitopes sobre una proteina es importante ya que insertos de cDNA 

frecuentemente no son completos y de aqui que sólo una porción 

del polipéptido será expresado. Ya que un epitope sencillo puede 

ser compartido por m~ltiples proteinas, clonas diferentes de las 

recombinantes deseadas pueden ser también detectadas. Por eso, la 

inmunodetección con antisueros policlonales o con varios 

anticuerpos monoclonales que reconocen diferentes determinantes 

sobre la misma proteina es recomendado. 
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JUSTIPICACIO!f 

Como se ha notado anteriormente el cáncer es un problema de 

primerisimo orden tanto a nivel mundial como en nuestro pais, al 

ser una de las principales causas de defunción. En México el 

cáncer cérvico uterino es tradicionalmente el de más alta 

incidencia en la población. Las leucemias son el principal tipo 

de cáncer que ataca a la población infantil y adulta joven. Estos 

cánceres provocan que se acorten vidas prematuramente y que mucha 

gente no se integre a la vida económicamente productiva, sin 

tomar en cuenta también el enorme gasto del sector salud, por lo 

que se debe apoyar más la investigación de vanguardia. Debido a 

lo anterior, se hace primordial el estudio del cáncer a nivel 

molecular, como una opción m6s, para poder ofrecer asi mejores 

alternativas terapeúticas y diagnósticos más tempranos, que 

permitan posiblemente eliminar en forma precoz, racional y 

definitiva al cáncer, antes de que se lleve a cabo el proceso de 

metástasis, ya que el principal problema de los tumores 

cancerosos es la detección tardia. Por otra parte el estudio del 

cáncer ha ayudado a comprender como se llevan a cabo diferentes 

procesos celulares que tienen como su oriqen el genoma, desde la 

integración de virus, el papel de los virus y de los oncogenes en 

el cáncer humano, los cuales han sido una herramienta para 

entender como la expresión genética es regulada, hasta la pérdida 

del control del ciclo celular en donde los papilomavirus han 

servido como modelo para entender estos mecanismos. 
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OBJETIVOS 

Encontrar marcadores moleculares de lesiones precursoras de 

cáncer cérvico-uterino y en particular buscar la relación entre 

la presencia en sueros de anticuerpos contra las proteinas 

tempranas E4, E6 y E7 del HPV-16 y el grado de lesión cervical. 

Caracterizar parcialmente en células HeLa el doblete de 110 y 

115 kd reconocido por el anticuerpo anti-Myc y comparar este 

doblete con la familia de proteinas Myc. 

A partir de una libreria de expresión de cDNA (proveniente de 

linfocitos B de leucemia) en el bacteriófago lambda gtll, 

encontrar candidatas que potencialmente expresen la proteina de 

115 kd, presente diferencialmente en células transformadas. 
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ESTRATEGIA EXPERIMENTAL 

Para lograr realizar loa objetivos, se llevó a cabo la 

siguiente estrategia experimental: 

Para la b~squeda de anticuerpos contra las proteinas víricas 

E4, E6 y E7 del HPV-16, se emplearon los genes de estas, clonados 

en dos series de plásmidos de donde fueron expresados como 

prote1naa de fusión para obtener loa ant1genoa. Esto ayudó a 

eliminar la posibilidad de que loa anticuerpos reconocieran a una 

prote1na de ¡¡_,_ .llQli del mismo tamaño que el ant1geno buscado o a 

un péptido generado por la unión de las dos proteinas que forman 

la recombinante. Las proteinas de fusión se corrieron en geles de 

poliacrilamida-SDS y se transfirieron a papelea de nitrocelulosa. 

Los papeles se cortaron en tiras para probar cada suero de 

paciente con lesión genital asociada a HPV. Posteriormente, se 

incubó cada tira con inmunoglobulinaa anti-IgA, -IgG e -IgH 

conjugadas a peroxidaaa y/o con prote1na A unida a 1251. 

Finalmente se buscó la relación entre la presencia de anticuerpos 

y el grado de lesión. 

Para las prote1nas 110 y 115 kd, se utilizaron extractos 

celulares de la linea HeLa, la cual expresa el doblete proteico. 

Las células se trataron con cicloheximida para conocer la vida 

media del doblete o se separaron las tracciones nuclear y 

extranuclear mediante la técnica reportada por Varehaveky. Los 

extractos celulares se corrieron en geles de poliacrilamida-SDS y 

se realizó "Western blot" con el anticuerpo que reconoce el 

doblete. 
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con el objeto de encontrar candidatas con el gene que 

codifique para la proteina de 115 kd, se tamizó una biblioteca de 

expresión de cDNA en lambda gtll con el anticuerpo que reconoce a 

esta proteina. El cDNA proviene de mRNA de linfocitos B de 

leucemia, que es un tipo celular en el que se expresa a la 

proteina pl15. 
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Se obtuvieron muestras frescas de sueros provenientes de 39 

mujeres, todas ellas pacientes de la Clinica de Displasias del 

Hospital General "La Perla'', en Ciudad Nezahualcoyotl, Estado de 

México. 36 de los sueros ensayados fueron obtenidos de pacientes 

con lesiones asociadas a HPV: verruga genital (condiloma) o NIC 

en estadios I, II o III. Un suero más fue obtenido de una 

paciente con carcinoma epidermoide verrucoso de la vulva. Estos 

37 sueros fueron tomados al azar, sin ninguna preferencia en 

especial. Los otros 2 sueros fueron de mujeres aparentemente 

normales. No se analizó la presencia de DNA de HPV en el tejido 

cervical de ninguna mujer. Los criterios para el diagnóstico 

fueron tomados en base a la reacción caracteristica con ácido 

acético al 5% y a observaciones colposcópicas y citológicas. La 

edad de las pacientes variaba entre •23 y 75 años. 

Desafortunadamente, la edad de 2 pacientes y el grado preciso de 

lesión en 1 de éstas no pudieron ser obtenidos •• 

Todo lo anterior se llevó a cabo con la valiosa colaboración 

de la Ora. Rosario Velasco santiago y del Dr. César Santiago 

Pineda. 

PLASMIDOS CON LOS MARCOS DE LECTURA ABIERTA 

E4, E6 Y E7 DEL HPV-16 

Los dos tipos de plásmidos utilizados se ilustran en la 

Figura 3. 

Los tres vectores de expresión pEX 12mer-HPV16 E4, pEX 1omer-
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HPV16 E6 y pEX 8mer-HPV16 E7 con los ORFs para E4 (nucleótidos 

3399-3617; la numeración está de acuerdo a seedorf et al., 1985), 

E6 (nucleótidos 110-556) y E7 (nucleótidos 585-855) 

respectivamente del HPV-16, fueron construidos por Seedorf y col. 

(Seedorf et al., 1987). Contienen los ORF de E4 , E6 o E7, unidos 

a los primeros 98 aminoácidos de la polimerasa del bacteriófago 

MS2. El vector original pPLc24, que permite la expresión de 

insertos fusionados a los primeros 98 aminoácidos de la 

polimerasa de MS2, bajo el control del promotor PL de lambda 

(Remaut et al., 1981, 198Ja,b), fue modificado por la 

introducción de un "polilinker" con los sitios de restricción 

para EcoRI, BamHI, SalI, PstI, Bgl!I, XbaI y HindIII en los tres 

marcos de lectura con respecto al término de la polimerasa de 

MS2. La cepa de~ JC.Ql.i C600/537 fue transformada con el plásmido 

recombinante, el cual, además confiere resistencia a ampicilina. 

La bacteria tiene un gene represor cI del fago lambda, sensitivo 

a temperatura, en un plásmido multicopia que confiere resistencia 

a canamicina .. 

Les ORFa de E4 y E7 fueron cortados del correspondiente pEX 

con HindIII o con BamHI/HindIII, respectivamente (Seedorf et al., 

1987), y reclonados en el vector pcos, el cual expresa los 

primeros 13 aminoAcidos de la proteina cII del bacteriófago 

lambda, como la porción N-terminal de la proteina de fusión 

(Androphy et al., 1985). como con los vectores pEX, la expresión 

del gene quimérico es controlada por el promotor PL de lambda, 

inducible a temperatura. Los vectores de expresión derivados de 
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Figura 3. Plásmldos utilizados para la expresión 
de las proteinas E4, ES y E7 del HPV-16 con los Insertos 
de fusión MS2 y cll (L. Glssmann, comunicación personal). 
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pCOS fueron introducidos en J>.,. 51QJ.J. cepa N6405, la cual contiene 

el gene de lambda cI857ts, un represor de PL sensitivo a 

temperatura. 

Las bacterias transformadas con los plásmidos fueron 

proporcionadas gentilmente por los Drs. Lutz Gissmann e Ingrid 

Jochmus. 

MANTENIMIENTO DE BACTERIAS 

El mantenimiento de las bacterias fue en superficies de medio 

Luria (LB) con agar, suplementado con ampicilina (Maniatis et 

al., 1982: ver anexo l). 

Las bacterias fueron resembradas a partir de una sola colonia 

en placas nuevas, procurando obtener colonias aisladas e 

incubando la nueva placa a 37 •e toda la noche. Finalmente, se 

almacenaron a 4 •c. El resembrado debe realizarse cada dos 

semanas. 

OBTENCION DE LAS PROTEINAS DE FUSION CON E4, E6 Y E7 DEL HPV-16 

EXPRESADAS EN BACTERIAS. 

PROTEINAS DE FUSION DE LA SERIE MS2 

El crecimiento de las bacterias y la inducción de la sintesis 

de sus proteinas de fusión, fueron realizados esencialmente como 

describen Remaut y col. (1981); la purificación de estas 

proteinas se realizó como reportan Jochmus-Kudielka y col. 

(1989). 

se creció la bacteria correspondiente (a partir de una 

colonia aislada) en 40 ml de medio liquido LB con ampicilina (LB­

amp 1 ver anexo 1), a 37 •e en agitación durante toda la noche. 
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La bacteria crecida se agregó a 960 ml de medio LB-amp nuevo. 

El litro de cultivo se creció a 29 •e durante 45 min para 

alcanzar una D.0.500 0.3 (aproximadamente 2.s X 108 

células/ml). Después, se incubó por 3 hrs a 42 ·e para lograr la 

inducción eficiente de la proteina de fusión. Se prosigió con la 

sedimentación del cultivo por centrifugación a 5 ooo rpm durante 

15 min (en este punto se puede guardar la pastilla a -20 •e). 

Posteriormente la pastilla se resuspendió en 8 ml de una solución 

con sacarosa al 8%, EDTA (ethylenediaminetetraacetic acid o ácido 

etilendiamino tetra-acético o ácido edético) so mM y tris-Hcl so 

mM (pH a.O), agregándose finalmente e ml más de la misma solución 

suplementada con lisozima (Sigma), quedando ésta a concentración 

final de 0.2 mg/ml, y tritón x-100 (Bio-Rad) al o.1% final, 

dejándose a t. a. por 30 min. Todo en frio de aqui en adelante. 

Se sonicó durante 30 seg (o más, si el lisado no es 

satisfactorio) a 60 V y se incubó por 15 min a 37 •c. El lisado 

fue centrifugado a 40 000 g (18 000 rpm para tubos de plástico de 

rotor JA20) por 15 min. La pastilla se resuspendió con 15 ml de 

PBS (ver anexo l) que contenian tritón x-100 al 0.1 % y PMSF 

(Sigma: ver anexo l) 0.2 mM. Se centrifugó nuevamente por 15 min 

a 40 ooo g y la pastilla se resuspendió en urea l M con PMSF. Las 

proteinas de fusión fueron solubilizadas de la siguiente pastilla 

en 3 ml de urea 7 M con PMSF. Se centrifugó a 40 ooo g durante 15 

min por última vez, obteniéndose en el sobrenadante preparaciones 

altamente enriquecidas de la proteina de fusión (ver Figura 4). 

Se guardó en alicuotas a -20 •c. 
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PROTEINAS DE FUSION DE LA SERIE CII 

Se sembraron cada una de las bacterias en 10 ml de medio LB­

amp (ver anexo 1) y se dejaron crecer a 37 •e por toda la noche. 

Este inóculo se añadió posteriormente a 300 ml de LB-amp y se 

incubó a 28 •e por 3 hrs. Para inducir las proteinas se pasó 

luego a incubar a 42 •e por 4 hrs. Las bacterias se sedimentaron 

del cultivo por centrifugación a 5 000 rpm por 15 min. Esta 

pastilla bacteriana se resuspendió en s ml de la siguiente 

solución A: tris so mM, EDTA 1 mM (pH a.o¡ y se le agregó 5 ml de 

la misma solución conteniendo además lisozima a 0.2 mg/ml final. 

se dejó reposar por 30 min en hielo con agitación periódica y se 

agregó 20 ml de la solución A que contenia también 0.15% de 

tritón X-100. Luego se sonicó tres veces a 12-15 micrones por 30 

seg cada vez. Se centrifugó por 15 min a 40 000 g y la pastilla 

resultante se resuspendió en 30 ml de la solución A con O.lt de 

tritón x-100. Por centrifugación a 40 000 g durante 15 min se 

obtuvo otra pastilla que se resuspendió en 2 ml de solución de 

urea 6 M-DTT (ver anexo 1) 10 mM. Finalmente, se centrifugó a las 

condiciones ya mencionadas, obteniendose un sobrenadante 

enriquecido en las proteinas de fusión (ver Figura 4). 

Como proteina control se usó el producto del gene v-Ha-ras 

unido a la proteina cII truncada, expresándose de la misma manara 

aqu1 mencionada. 

Esta serie fue realizada por el IBQ Adolfo Pedroza saavedra. 
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ANALISIS DE PROTEINAS. 

ELECTROFORESIS EN GELES DE POLIACRILAMIDA-SDS 

Se realizaron electroforesis en geles de poliacrilamida-SDS, 

de acuerdo al procedimiento descrito por Laemmli (1970). 

Los geles separadores eran de 12 cm de altura por 14 cm de 

ancho y O. 2 cm de grosor. FUeron preparados al 10 o al 15% de 

acrilamida a partir de una solución de acrilamida-bis-acrilamida 

(ver anexo 1) • Las concentraciones finales en el gel separador 

fueron las siguientes: 0.375 M de tris-HCl (pH e.e) y 0.1% de SDS 

(sodium dodecyl sulfate o dodecil sulfato de sodio) que fueron 

tomados del RGB (ver anexo 1) • Los geles fueron polimerizados 

quimicamente por la adición de 0.037% (V/V) de TEMED 

(tetramethyl-ethylened amine o amina tetrametil-etilenada) y APS 

(ver anexo 1) al 0.1% por volumen. 

Los geles concentradores eran 4.22% de acrilamida, tomada a 

partir de la solución de acrilamida-bis-acrilamida. Contenian 

adem6s tris-HCl O.lOB M (pH 6.8) y SDS al 0.086%, tomados del SGB 

(ver anexo 1), y fueron polimerizados quimicamente con O.U de 

TEMED y con o.et, por volumen, de APS. Se utilizó un peine para 

formar un solo pozo de aproximadamente 12 cm de largo (en el caso 

de las proteínas para probar los sueros de los pacientes), o se 

usaron otros para formar 10 ó 15 pozos (en los experimentos con 

células HeLa) r el fondo del pozo quedó a una distancia de l cm 

del gel separador. 

Las muestras (50-100 ~g de proteina por carril en el caso de 

células HeLa; se normalizaron (HeLa) o se decidieron (proteinas 
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de fusión) las concentraciones con ayuda de un gel preparativo 

teñido con Coomassie) se mezclaron con 30 r 1 de BM (ver anexo 1) 

por 100 r1 del extracto, quedando las concentraciones finales del 

BM a: o.oso M de tris-HCl (pH 6.8), 2.56\ de sos, 6.36t de 2-

mercaptoetanol (Bio-Rad) y 2\ de la mezcla de bromofenol azul en 

glicerol. Las proteinas fueron completamente disociadas, 

colocando las muestras con BM por 3-5 min en aqua hirviendo. se 

cargó el gel con las muestras y se migraron del cátodo (-) al 

ánodo (+). Las electroforesis fueron realizadas con un voltaje de 

75-90 V y a corriente constante en amortiguador de corrida (0.025 

M de tris base, 0.192 M de glicina y o.n de SDS1 ver anexo l) 

hasta que el marcador de azul de bromofenol alcanzara el fondo 

del gel (en alrededor de 16-12 hrs, respectivamente). 

TINCION DE GELES DE POLIACRILAMIDA-SDS CON AZUL DE COOMASSIE 

El gel concentrador se desechó y el gel separador se tiñó por 

1 hr con una solución de Coomassie, la cual contenia: O.lt de 

azul brillante de Coomassie R-250, 45\ de metanol y 9t de ácido 

acético. Posteriormente el gel fue primero desteñido por 1-2 hrs 

con la solución desteñidora I o de alto metanol: 45t de metanol y 

7. 5\ de ácido acético (Weber et al., 1972); y después con la 

solución desteñidora II o de bajo metanol: 5t de metanol y 1.st 

de ácido acético, dejando el gel desde 2 hrs hasta un dia o llás. 

(ver Figura 4). Finalmente, también se puede dejar el gel en 

metanol al 50t. 



Fiqura 4. Gel de proteinas teñido con azul de Coomasaie. Loa 
extractos bacterianos enriquecidos con las proteinas de fusión de 
la serie MS2 o cII fueron cargados en goles de poliacrilaaida-SOS 
al 10 o al 15\ para cada serie respectivamente. Las tlechaa 
indican a las proteinas E4, E6 y E7 de cada serie. Loa aarcadores 
de peso (MP) se encuentran a la izquierda do cada serie con sus 
respectivos pesos dados en Jcilodaltones (kd). El priaer extracto 
(-) corresponde a bacterias sin inducir, por lo que no se observa 
ninquna proteina de fusión. 
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ELECTROELUCION 

La electroelución se realizó solamente para el caso de las 

proteinas de la serie cII (cIIE4 y cIIE7), con excepción de 

cIIE6, debido a la dificultad técnica que presentaba esta ~ltima. 

Con la electroelución se logró tener a las proteinas de interés 

muy purificadas y concentradas. 

Primero se cortó la banda que correspondia a la proteina de 

fusión, de un gel preparativo de poliacrilamida-SDS teñido con 

azul de Coomassie. Esta banda se cortó a su vez en trozos de 

aproximadamente 1.5 cm de largo y éstos se colocaron en una sola 

dirección dentro de una bolsa de diálisis de aproximadamente 5 cm 

de largo, agregándose l ml de amortiguador de corrida (ver anexo 

1). Se colocó la bolsa en una cámara de electroforesis horizontal 

a un voltaje de 100 V durante aproximadamente l hr, de tal forma 

que las proteinas salieran del gel, del polo negativo al 

positivo. Finalmente se tomó el sobrenadante, conteniendo a la 

proteina de fusión correspondiente, y se corrió en un segundo gel 

de poliacrilamida-sos con el que se realizaria la 

electrotransferencia a papel de nitrocelulosa. 



63 

ELECTROTRl\!ISFERENCIA DE PROTEINAS DE GELES DE POLIACRILAMIDA-SDS 

A PAPEL DE NITROCELULOSA 

Las proteinas fueron transferidas del gel de poliacrilamida 

al papel de nitrocelulosa de acuerdo a Towbin y col. (1979). 

Se preparó el amortiguador de transferencia y se dejó una 

noche anterior a la electrotransferencia a 4 •c. El amortiguador 

contenia: 25 mM de trizma-base, 192 mM de glicina y 20% de 

metanol (ver anexo 1). 

Al otro dia, el gel fue equilibrado y lavado en el 

amortiguador anterior, durante 30 min antes de la 

electrotransferencia. Para formar el "sandwich", se colocó una 

hoja de esponja mojada sobre una rejilla de plástico (ambas son 

parte de la cámara de transferencia) y después un papel Whatman 

3M, también mojado, de tamaño poco más grande que el gel. El gel 

se colocó sobre el papel Whatman procurando que conservara su 

forma original, es decir, que no sufriera deformaciones. Una hoja 

de nitrocelulosa de 15 X 13 cm (O. 45 14m de tamaño de poro, 

schleicher & Schuell) fue mojada en el ·amortiguador de 

transferencia y colocada sobre el gel. cuidadosamente, se sacaron 

todas las burbujas de aire entre el gel y el papel con ayuda de 

una pipeta usada como rodillo. Una segunda hoja mojada de papel 

Whatman 3M, de igual tamaño que la primera, fue colocada encima; 

posteriormente una segunda hoja de esponja mojada y finalmente la 

contraparte de la rejilla de plástico. La hoja de nitrocelulosa 

quedó asi firmemente presionada contra el gel. El •sandwich" se 

colocó a presión en la cámara de electrotransferencia previamente 
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llenada con el amortiguador. El gel quedó en el lado del cátodo 

(-) y el papel de nitrocelulosa del le.do del ánodo (+). La 

electrOtransferencia se llevó a cabo a 4 •e, empezando con una 

corriente de o. 5 A y dejando que ésta llegara hasta l A, en 

alrededor de 2 hrs. Para.evitar que aumentara la temperatura del 

amortiguador durante la transferencia, la cámara fue sumergida 

parcialmente en etanol con hielo seco. 

TINCION DE LAS PROTEINAS EN EL PAPEL DE NITROCELULOSA 

Los marcadores de peso molecular, asi como una parte con el 

espectro completo de las proteinas de fusión (o. 5 cm) , fueron 

teñidos en el papel de nitrocelulosa con negro amido (amido 

black, o. U en 5% de metanol/10% de ácido acético: Schaffner y 

Weissmann, 1973) durante 5 min. Para desteñir el papel se utilizó 

una mezcla de metano! al 5% y ácido acético al 10% durante 10 

min. La tinción permite tener permanentemente a los marcadores de 

peso molecular y al espectro de las proteinas, asegurando que la 

electrotransferencia se realizó óptimamente. 

PREABSORCION DE LOS SUEROS 

La mayoría de los sueros de humano contienen cantidades 

significativas de anticuerpos anti-.&.,. QQLJ,, por lo que es 

necesario absorberlos antes de probarlos. Con esto se eliminó la 

mayor parte del fondo (ver Figura 5). Para esto, se usó la 

técnica seguida por la Dra. Ingrid Jochmus (comunicación 

personal). 

Primeramente se realizó la inducción de la sintesis de las 

proteinas MS2 o cII-ras en la bacteria !l... .!<Ql.i cepa C600/537 (con 
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el plásmido pEX 12mer sin el inserto de HPV), o en la cepa N6405 

(con el plásmido peo-Ha-ras) respectivamente, de la misma manera 

como se describió en la obtención de las proteinas de fusión (ver 

arriba) • Las bacterias se centrifugaron a 6 000 rpm y la pastilla 

se lavó con 50 ml de TBS (ver anexo l). Se centrifugó de la misma 

manera y se resuspendió ahora en 30 ml de TBS. Se sonificó 3 

veces por un minuto cada vez y lc:>B lisados se guardaron en 

alicuotas a -20 •c. 

Antes de poner cada suero a incubar con las tiras de 

nitrocelulosa, 50 )' l se mezclaron con 100 )' l del lisado 

correspondiente y 500 ~l de TBS en un tubo Eppendorf, dejándose 

por una hora a 37 •e en agitación suave. Se centrifugó por 2 min. 

Se tomó el sobre11adante y se agregaron 500 r l de TBS con lO\ de 

leche descremada (Sveltex de Nestlé) para incubar con las tiras. 

WESTERN BLOT 

Para las proteinas de fusión se uti.lizó básicamente la 

técnica seguida por I. Jochmus (Jochmus-Kudielka et al., 1989 y 

comunicación personal). 

Las hojas de nitrocelulosa fueron cortadas en tiras de 

aproximadamente 2-4 mm (cada tira contenia el espectro de las 

respectivas proteinas obtenidas). Las tiras fueron bloqueadas por 

incubación con leche descremada en polvo (Sveltex de Nestlé) al 

10% en Tts (ver anexo 1) por 5 hrs. Los sueros preabsorbidos 

(dilución 1:20; ver arriba) se dejaron reaccionar con las tiras 

toda la noche a 4 •c. En cada prueba un suero humano no 

preabsorbido fue incluido como control, para probar la capacidad 
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Figura 5. Detección de anticuerpos, en sueros de las 
pacientes, contra las protainaa tempranas E4, E6 y E7 de HPV-16 
por la técnica de "Western blot". Cada tira conteniendo la 
proteina viral fue primero incubada con un suero y en un saqundo 
paso: (A) la seria HS2 se incubó con anti-iruaun09lobulina11 
humanas conjugada a peroxidasa1 (A + 1•) posteriormente estas 
mismas tiras fueron incubada con proteina A unida a 125I1 y (I*) 

;~O;;in~as:_&ªsx:a r:)ri:u~:~ ~= i~~~!~~e&CO~U&ff!I'¡ s;!~~r!~Ó C~~ 
aia:m.o tiempo contra las proteinas E4 y E7 de ambas aeriea. (C) 
Prueba de que mayor astringencia en loa lavados da una señal aás 
clara. (O) Sueros sin haberse preabaorbido antes de la incubación 
muestran un reconocimiento 11.uy alto para proteinaa bacterianas. 
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absorbente del lisado (ver Figura 5). 

Al otro dia los filtros se lavaron cinco veces con tween 20 

(polioxietilen esorbitan monolaurato) al O.lt en TBS, 10 min cada 

vez. Sólo las tiras de la serie MS2 fueron posteriormente 

incubadas durante 2 hrs con inmunoglobulinas anti-humanas (anti­

IgA, anti-IgG y anti-IgM humanas, cappel), provenientes de chivo 

y conjugadas con peroxidasa, diluidas 1:2 000 en TBS con 10% de 

leche descremada en polvo. Después, las tiras se lavaron cinco 

veces con tween 20 al 0.1% en TBS, 10 min cada vez. Se lavaron 2 

veces más con tween 20 al o.os% en TBS. Las tiras se revelaron de 

la siguiente manera: se disolvió 4-Cl-1-naftol a 3 mg/ml de 

metanol; esta solución se diluyó en 5 volumenes más de PBS. Al 

momento de revelar se agregó O. 3 3 I' 1 de H2o2 al 3 ot por cada ml 

de la mezcla. El resultado se muestra en la Figura 5. 

Se utilizó también proteina A de Staphylocqcus JlllJ::!lll.ll unida a 

125I (ver "Marcaje de la proteina A con 125!") para la serie MS2 

y cII (en el caso de la serie cII, fue la ünica reacción para 

revelar los anticuerpos de los sueros unidos a las proteínas 

virales, aprovechando la caracteristica de la proteina A a unirse 

a IgGs humanas) incubando 150 000 cpm en 1 ml de WB lX (tris 0.01 

M pH 7.4, Nacl 0.15 M, tritón x-100 0.5% y sos al 0.2%; ver anexo 

1) durante 2 hrs y lavando como se indica al final de este 

apartado. El papel ya seco se colocó, envuelto en una bolsa de 

plástico, en un "cassette" (X-Omatic, Kodak) provisto de 

pantallas amplificadoras de radiación y se expuso una pelicula 

Kodak de rayos X (X-Omat), guardándose todo a -70 •c. Finalmente, 
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se reveló la placa durante 1 min y se fijó durante 3 min, para 

poder ser observadas en la autorradiografía las proteínas 

reconocidas por los anticuerpos anti-E4, anti-E6 y anti-E? de 

HPV-16 en los sueros de las pacientes (Figura 5). 

Para el caso de las proteinas de los extractos celulares 

crudos de HeLa, el papel de nitrocelulosa fue primero bloqueado 

toda la noche con albllmina sé rica bovina al 3 t en WB o. 5X. Al 

otro día se pusó el anticuerpo monoclonal anti-Myc 43-55 (ver más 

adelante), diluido 1:500 en WB lX con albumina al lt, durante J 

hrs. Se lavó veces durante 10 min cada vez con WB 1x. 

Posteriormente se colocó la proteína A yodada a 1 500 000 cpm en 

10 ml de WB lX con albumina al a durante 2 hrs. Finalmente se 

lavó el papel 4 ~eces, 10 min cada vez, con WB lX y 2 veces con 

WB 2X durante 10 y 20 min respectivamente. (Figuras 6 y 7). 

MARCAJE DE LA PROTEINA A CON 1251 

Con una pipeta desechable de 5 ml se montó una columna de 

Sephadex G-10 (Pharmacia), el cual fue previamente hidratado en 

TEA-HCl 50 mM (trietanolamina hidroclorida, pH. B.O, Sigma). La 

columna se lavó repetidamente con amortiquador fresco y se cerró 

el flujo hasta su uso. 

En sl fondo de un tubo de Soda Lime (Thomas Scientific) se 

colocaron 20 rl de una solución de Iodo-gen (l,J,4,6-tetracloro­

Ja,6a-difenilglicuril) a una concentración de 1.8 mg/ml en 

cloroformo. La solución se secó y se distribuyó homogéneamente en 

el fondo del tubo con ayuda de N2• En otro tubo de 100 X 11 mm se 

realizó la mezcla de reacción, aftadiéndose en el siguiente orden: 
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primeramente TEA-HCl, después una solución de HCl 0.1 N, luego el 

125I en NaOH (Amersham) y finalmente 10 rl de proteina A (de la 

solución de ? mg/ml, Sigma) de staphvlococcus lll!D!llll· El 125I (l 

mci fue lo mejor) debe diluirse en un volumen igual del HCl O.l 

N. El volumen final de la mezcla de reacción debe ser de 300 rl, 

los cuales se acompletan con TEA-HCl. Esta mezcla fue cambiada 

inmediatamente al tubo de Soda Lime con el Iodogen, manteniéndola 

en hielo durante 15 min con agitación manual cada 5 y cubierta 

con parafilm. La reacción se detuvo regresando la mezcla al tubo 

de 100 X 11 mm, al cual se le adicionó esta vez previamente 5 I' l 
de 2-mercaptoetanol, agiténdola. Ya detenida la reacción, la 

mezcla se pasó a la columna. se permitió que terminara de entrar 

e inmediatamente se eluyó con TEA-HCl. Se colectaron 10 

fracciones de 500 r 1 cada una con un colector de fracciones 

automético. De cada fracción se tomaron 2 rl y se cuantificó la 

radioactividad en un contador gamma, obteniendose las cpm por y1 

de cada fracción y determinando asi las fracciones 

correspondientes a la proteina A marcada (generalmente fracciones 

4-5) y a la radioactividad libre. Las fracciones conteniendo la 

proteina A marcada se guardaron a 4 •c. El resto de las 

fracciones, asi como la columna y los tubos utilizados durante el 

marcaje, se tiraron como desechos radioactivos. El marcaje 

radioactivo se realizó dentro de una campana de extracción, 

utilizando como protección guantes dobles de plástico, mandil 

recubierto con plomo y cubre bocas y se monitoreó la 

radioactividad todo el tiempo con un contador Geiger. 
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LINEA CELULAR HeLa 

Se empleó la linea celular HeLa (establecida a partir de 

células de un tumor cérvico-uterino), que se cultivó en monocapa 

en medio Eagle modificado por Dulbecco (Dulbecco•s Modified Eagle 

Medium o D-MEM, Gibco, adicionando además o.J7t de NaHco3 y 

0.624% de Hepes, pH 7.4 con C02 y filtrado en 0.22 r m) 

suplementado con penicilina (200 U/ml), estreptomicina (0.2 

mg/ml) (ver anexo l) y lOt de suero no fetal (SNF) de bovino. 

cuando las células llegaron a confluencia en la caja de 

cultivo, se lavó la monocapa con PBS (ver anexo 1), se agregaron 

4 ml de una solución con tripsina (tripsina disódica al o.o5t, 

NaCl al o.et, KCl al 0.04\, dextrosa al o.1%, NaHco3 al o.o5at, 

EDTA al 0.02%, se filtró on 0.22 rm) y se dejó reposar durante 

aproximadamente min. cuando las células se despegaron, se 

transfirieron a un tubo Falcan conteniendo 1 ml de SNF. se 

centrifugó a J 000 rpm durante J min. La pastilla se resuspendió 

en el medio de cultivo. Se sembraron 1.5 X 106 células en una 

caja plOO con 10 ml de D-MEM con SNF o 0.5 X ioG células en cajas 

p60 con 6 ml de D-MEM y SNF. Si se dejan por más de 5 dias se 

cambia el medio. Si es necesario se agrega fungizona. Todo lo 

anterior se realizó en campana de flujo laminar. La caja sembrada 

se mantuvo en la incubadora a J 7 • c con 5% de co2 y presión de 

entrada de l. 5-2 psi hasta que la capa alcanzó la confluencia, 

momento en el cual pueden ser utilizadas para los experimentos o 

para continuar con los pasajes de mantenimiento. 

Se contó con la ayuda de la técnico Consuelo Rodriguez. 
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INHIBICION DE LA SINTESIS DE PROTEINAS CON CICLOHEXIMIDA 

La cicloheximida inhibe la sintesis proteica en los ribosomas 

SOS de los eucariontes. 

8 cajas p60 con células Her.a casi a confluencia se dejaron 

una noche sin suero y al otro dia a las cajas a 100% de 

confluencia se les cambió el medio y se les agregó 15% SNF 

durante 1.5 hrs. Posteriormente, se puso la cicloheximida (de la 

solución de 10 mg/ml) a una concentración final de 150 rg/ml y se 

tomaron tiempos de o (sin cicloheximida), 5, 10, 15 y 20 minutos 

para cada caja. A estos tiempos la caja respectiva se lavó y las 

células se rasparon en l ml de amortiguador "B" (tris-HCl 25 mH 

pH 7. 9, EDTA 2 mM + 10% de glicerol, y al momento de ser 

utilizado DTT l mM y PHSF o. 2 mH; ver anexo 1) con ayuda de un 

pequeño pedazo de hule o gendarme (1 X 1 X 0.2 cm 

aproximadamente) repartiéndose en alicuotas de 100 rl (1 000 ººº 
de células aproximadamente). Éstas se congelaron en nitrógeno 

liquido y se guardaron a -20 •e hasta el momento de cargarlas en 

el gel de poliacrilamida-SDS. (Figura 6). 

Todo se realizó con la valiosa colaboración de la P. de Ing. 

Amb. Luz Maria Rangel Ramirez. 
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OBTENCION DE NUCLEOS DE CEWLAS HeLa 

El método empleado para la extracción de mlcleos fue el 

descrito por Varshavsky y col. (1978). tste fue realizado por el 

M. en c. Efrain Garrido Guerrero. 

Se retiró el medio de las cajas de células casi a 

confluencia, se lavaron dos veces con 2.5 ml del amortiquador l 

(tris-HCl 1 mM pH 6.8, NaCl 140 mM) y posteriormente se añadió a 

cada caja 2.0 ml del amortiguador 2 (TEA-HCl 10 mM pH 6.8, tritón 

x-100 0.25\, EDTA-Na 10 mM, PMSF l mM) adicionando NaCl a una 

concentración final de 120 mM, e incubando las cajas durante 10 

min a 4 •e sobre hielo en posición perfectamente horizontal. El 

Usado obtenido se raspó de las cajas con ayuda del gendarme, se 

vació a un tubo y se centrifugó durante 5 min a 6 500 rpm en un 

rotor sorvall SS34 a 4 •c. La pastilla obtenida se resuspendió en 

el volumen adecuado de amortiguador 3 (TEA-HCl 10 mM pH 6.8, 

tritón x-100 o.25%, NaCl 120 mM, EDTA 10 mM, PMSF 0.1 mM) en una 

proporción de 2. o ml por cada caja plOO o por cada 1 X 106 

célulac y se centrifugó nuevamente por 5 min a las mismas 

condiciones que la centrifugación anterior, quedando en el 

sobrenadante el material extranuclear de las células (Figura 7). 

La pastilla se resuspendió añadiendo gota a gota 100 r 1 del 

amortiguador 4 (TEA-HCl 10 mM pH a.o, tritón x-100 o.2st, NaCl 

120 mM, EDTA 10 mM, PMSF 0.1 mM) por cada caja de células, 

golpeando ligeramente el tubo para homogenizar, obteniéndose de 

esta manera el material nuclear (Figura 7). Las alicuotas se 

guardaron a -20 •e, hasta el momento de cargarse en el gel. 
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PREABSORCION DEL ANTICUERPO 

El anticuerpo monoclonal anti-Myc 43-55 (Microbiological 

Associates) aqui utilizado, está dirigido contra una secuencia 

peptidica sintética de c-Myc (aviar, murino y humano): la región 

43-55 (Ala-Pro-ser-Glu-Asp-Ile-Trp-Lys-Lys-Phe-Glu-Leu-(eys]), la 

cual también se presenta en N-Myc (humano), L-Myc (humano) y v-

Myc, o sea, es una región altamente conservada en la familia de 

proteinas Myc. 

contaminaciones con anticuerpos anti-E... .s:<2li pueden ser 

removidas mediante 11pseudotamizaje11 de proteinas liberadas por la 

lisis de bacterias E... .l:tl2ll infectadas con fagos silvestres (R. 

Hernández Rivas, comunicación personal) (Figura 8). 

La bacteria ~ SlQli Y 1090 fue crecida en 50 ml de LB-amp con 

o.2t de maltosa, toda la noche a 37 •c. Al otro dia, el cultivo 

se centrifugó en un tubo nuevo y se decantó el medio, dejando la 

pastilla bacteriana en el fondo. El anticuerpo ((lmg/ml], 

dilución 1:1 000 en WB lX con albumina al lt; ver más abajo) se 

agregó con cuidado y se puso en agitación suave a 4 •e durante 

alrededor de 12 hrs. 

200 )"l de ~ SlQli Y 1090 (tomados del cultivo anterior) 

infectados con 100 rl de fagos lambda gtll (sin insertos) fueron 

plaqueados (7 X io4 u.f.p. por caja; ver más adelante) y filtros 

cubiertos por ambos lados con proteinas propias de la lisis, 

preparados de acuerdo a las condiciones del tamizaje descritas 

más adelante, fueron incubados con el mismo anticuerpo diluido, a 

4 •e toda la noche. 
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TAMIZAJE DE LA BIBLIOTECA DE EXPRESION DE cDNA EN LAMBDA qtll 

En la biblioteca de cDNA (Clontech Laboratories) aqui 

utilizada, la fuente de mRNA proviene de células B de una 

leucemia humana, RPM 4265 (Turnar et al,, 1975). 

Para el tamizaje se sigió básicamente el protocolo descrito 

por Huynh y col, (1985), con algunas modificaciones. 

Una colonia de la bacteria ~ .l<2l.i Y 1090 se creció en medio 

liquido LB-amp suplementado con maltosa al 0.2% (ver anexo l), a 

37 •e toda la noche en agitación. 

Al otro dia, se mezclaron 200 rl del cultivo con 100 r l de 

una dilución de fagos que contenian alrededor de 5 000 u.f.p. Se 

permitió la absorción del fago a las bacterias a 37 •e durante 20 

min. Se agregaron 2.5 ml de top agarosa (ver anexo l) I se 

revolvió bien y rápidamente se vació uniformemente en una 

superficie de medio LB con agar (ver anexo l) precalentada a 37 

•c. Se permitió que la mezcla solidificara perfectamente y la 

caja se incubó a 42 •e durante 4 hrs. Pasado este tiempo, sin 

permitir que se enfriara de más, se cambió la caja a 37 •c. Se 

colocó sobre el medio un disco de nitrocelulosa de un tamafto de 

poro de 0.45 rm y diámetro ligeramente menor que el de la caja, 

previamente saturado con IPTG (Sigma; ver anexo l) 10 mM, 

incubándose durante 3 hrs. un segundo disco como duplicado se 

colocó después de que el primero se quitó y se incubó por 3 hrs 

más. Antes de quitarlos, se realizaron agujeros asimetricos (con 

ayuda de una aguja) que coincidieran en las orillas de ambos 

discos, para posteriormente, poder hacer coincidir estos ~ltiaos 
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exactamente y conocer asi la ubicación precisa de las u.f.p. 

positivas en los dos discos. No se debe permitir que loa discos 

se sequen de aqui en adelante en ningun momento. Cada disco, 

después de ser removido, se colocó a bloquear con alb\lmina sérica 

bovina al 3t en WB· 0.5X toda la noche. 

Al otro dia, se cambió esta solución por la del anticuerpo 

anti-Myc 43-55, previamente absorbido toda la noche como se 

indicó anteriormente (dilución 1:1 000 en albümina al 1% en WB 

lX) , durante 3 hrs. Después se lavaron los discos con WB lX 3 

veces durante 10 min cada vez. Los discos se incubaron con la 

proteina A unida a 125¡ (450 000 cpm) en WB lX con albumina al 1% 

durante 2 hrs. Se lavaron los discos con WB lX 4 veces durante 10 

min cada vez y con WB 2X dos veces durante 10 y 20 min 

respectivamente. Los discos se pusieron a secar y se envolvieron 

en bolsas de plástico, para finalmente colocarse en un "cassette" 

con pantallas amplificadoras de radiación, en presencia de una 

pelicula Kodak de rayos X (X-Omat) y guardarse a -70 ·c. Todo el 

procedimiento se realizó al mismo tiempo con varias cajas, para 

abarcar un qran ntlmero de recombinantes del banco de cONA y tener 

asi una mayor oportunidad de obtener varias candidatas. 

Al tiempo conveniente, la pelicula se reveló (1 min) y fijó 

(3 min). Las señales dejadas en las peliculas por cada disco 

fueron comparadas con su respectivo duplicado, basándose en los 

agujeros asimétricos hechos en ellos y que se observaban en la 

placa, haciendo de este modo coincidir ambos discos exactamente 

(Fiqura 9). 
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Sólo se tomaron en cuenta las señales en la pelicula que 

coincidieran en ambos discos (Figura 9), logrando asi, por una 

parte, confirmar la señal positiva y, por otra parte, eliminar 

posibles falsos positivos e inespecificidades del 125I, se 

tomaron las u.f.p. del medio (cuyas señales coincidieron en las 

peliculas de ambos discos), con una pipeta Pasteur, procurando 

tomar sólo la placa positiva. Cada u.f.p. positiva se depositó en 

un tubo conteniendo medio SM (NaCl 0.1 M, Mgso4 7tt2o 0.2% o 0.1\ 

(W/V) si es ahnidrido, tris Cl 1 M pH 7.5 5%, gelatina 0.01%1 ver 

anexo 1), el cual es especial para almacenamiento de fagos, y se 

quardaron a 4 •c. 

Todas las clonas positivas fueron probadas con la misma 

técnica 1 vez más, tomándose otra vez sólo u.f.p. positivas que 

si se repetian en ambos discos y eliminando las que no se 

repetian, logrando asi tener candidatas más seguras. 

PRUEBAS DE ESPECIFICIDAD EN EL RECONOCIMIENTO DE 

CANDIDATAS DEL TAMIZl\JE 

Con las candidatas obtenidas en el doble tamizaje, por un 

lado, se deseaba descartar un posible reconocimiento de la 

proteina expresada por estas, por parte de la proteina A marcada 

con 125I, Por otro lado, se queria tener mayor seguridad en que 

el reconocimiento de nuestro anticuerpo fuera especifico. 

Se utilizaron 6 candidatas tomadas al azar para realizar 

tamizajes de acuerdo al protocolo que se describió anteriormente, 

con la variante de que los discos no se incubaron con ningún 

anticuerpo (Figura 10, panel A). 



77 

En otro tamizaje, se tomó 1 de las candidatas (al azar) y se 

siguió el protocolo normal, pero en vez de incubar el disco con 

el anticuerpo monoclonal anti-Myc 43-55, se utilizó un anticuerpo 

policlonal (Cambridge Rssearch Biochemicals) anti-Myc contra la 

misma región pept1dica (Fiqura 10, panel B), el cual, reconoce la 

prote1na p52c-myc que se tiene previamente reportada (Ramsay et 

al., 1984), pero no el doblete prote1nico de 110 y 115 kd (datos 

no mostrados) • 

AMPLIFICACION Y TITULACION DE LAS CANDIDATAS 

Cada candidata reconocida por el anticuerpo anti-Myc 43-55 

necesitaba ser amplificada (para tener un nlllnero alto de fagos) y 

titulada (para conocer el número obtenido de fagos). 

Para la amplificación, se tomaron 200 f'l de la candidata 

respectiva y se mezclaron con 400 rl de la bacteria ¡¡_,_ J<Qll y 

1088 (previamente crecida toda la noche a 37 •c en LB-amp con 

maltosa 0.2%; ver anexo 1), para entonces permitir la absorción 

del fago por la bacteria a 37 •c durante 20 min. Se agregaron 2.5 

ml de top agar (ver anexo 1) y después de mezclar, se vaciaron 

sobre una caja de medio LB con agar (ver anexo 1), precalentada a 

37 •c, de manera que se distribuyeran homogéneamente sobre la 

superficie. Se dejó a 37 •c toda la noche. 

Al otro d1a se agregaron 1.5 ml de SM (ver anexo 1) a la caja 

y se dejó reposar en una superficie horizontal, para procurar quo 

el SM cubriera perfectamente toda la superficie. Pasados 30 min, 

se raspó la superficie del top agar con una varilla de vidrio con 

un extremo en forma de triéngulo, previamente flameado. se trató 
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de limpiar la superficie lo mAs posible de medio SM, acumulAndolo 

en una orilla de la caja para ser tomado con ayuda de una 

micropipeta. Se depositó el medio en un tubo de ensaye y éste se 

centrifugó a 2 500 rpm durante 5 min, para sedimentar asi los 

restos bacterianos y el agar. El sobrenadante se pasó a un tubo 

de ensaye etiquetado con el nombre de la candidata respectiva. 

Finalmente, se agregó una gota de cloroformo para evitar 

contaminación bacteriana y se guardó a ·c. 

Para la titulación se tomaron 10 r1 de la candidata 

amplificada y se realizaron 4 diluciones consecutivas de 1: 100 

cada una, en medio SM. Se tomaron 100 rl de cada dilucion y se 

mezcló cada una con 200 r1 de la bacteria E... ¡;QJ.J. y 1088 crecida 

previamente (como se indicó anteriormente). Se plaqueó cada 

dilución con top agar de 111 manera antes descrita y se dejó toda 

la noche a 37 •c. 

Al otro dia se contaron las u.f.p. de cada caja, para de esta 

manera saber si la correlación entre las 4 cajas es correcta. El 

mi.mero de placas se extrapoló a la mezcla concentrada y asi se 

determinó el nWllero de u.f,p, que tenemos por mililitro en esta. 

Si es deseado, se puede realizar una quinta dilución. 
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Se creció la bacteria CAG 456 (lon-¡ en LB con maltosa al 

0.2% (ver anexo 1), a 30 •e toda la noche. 

Se tomó l ml del cultivo y se agregó a 20 ml de LB nuevo, 

creciéndose a 30 •e hasta una D.0.560 ~ 0,4 (alrededor de l hr 10 

min). Se mezclaron 15-20 fagos por bacteria (2.5 X 108 

bacterias/ml de cultivo) con ml del cultivo. Se absorbió el 

fago a la bacteria por 20 min a t. a. Se puso todo 4 hrs a 37 •e 

en agitación (con y sin IPTG 10 mM), Se empastilló 30 seg en 

Eppendorf. Se resuspendió en 100 rl de BM (ver anexo 1) por cada 

ml del cultivo y se pusó en agua hirviendo de 3-5 min. se cargó 

en el gel de poliacrilamida-SDS. 

Con este gel se realizó la electroforesis y posteriormente la 

electrotransferencia a papel de nitrocelulosa y el •western 

blot", como se explicó previamente. 

Nota: en materiales y métodos, cuando no es especificada la 

temperatura, se asume que es temperatura ambiente. 
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RBSUIJrADOS 

DISTRIBUCION DE EDADES DE LAS PACIENTES 

Treinta y cinco, de las 37 pacientes, presentaron edades 

desde los 23 hasta los 75 años, distribuidas de la siguiente 

manera: 

Edad 

21-30 

31-40 

41-50 

>50 

No. de pacientes 

10 

16 

1 

't respectivo 

28.6 

45.7 

22.9 

2.9 

La edad promedio de las 35 mujeres fue de 36.0 años. 

La edad de las otras 2 pacientes no pudo ser determinada. 

Estos porcentajes son muy similares a los de las pacientes 

atendidas en la Clinica de Displasias del Hospital General "La 

Perla" en Ciudad Nezahualcoyotl (R. Velaaco Santiago, 

comunicación personal), por lo que nuestra muestra podria 

considerarse representativa del lugar en cuanto a la distribución 

de edades. 

DISTRIBUCION DE LESIONES DE LAS PACIENTES 

LOs porcentajes de distribución de NICs son sólo parcialmente 

semejantes entre el lugar de recolección (R. Velaaco Santiago, 

comunicación personal) y nuestra muestra. 

Lesión No. de pacientes ' con respecto al total de NICs 

NIC I 14 51.9 

NIC II 6 22.2 

NIC III 7 25.9 



81 

Ademis, se tomaron 8 sueros de pacientes con diagnóstico de 

condiloma cervical, Estos corresponderian a un 21.6' del total de· 

los 37 sueros recolectados. 

Una paciente m6s (la única mayor de 50 años) presentó 

carcinoma epidermoide verrucoso de la vulva. 

Desafortunadamente, a 1 de las 37 pacientes no se le pudo 

determinar exactamente su grado de lesión. 

Es interesante hacer notar que varios de los casos de NICs 

(25.9') se encontraban asociados con condilomas: 14,3% de NIC I, 

50\ de NIC II y 28.6\ de NIC III. 

PRUEBA PARA COMPROBAR LA ESPECIFICIDAD DE LA REACCION DE LOS 

ANTICUERPOS A LAS PROTEINAS E4, E6 Y E7 DEL HPV-16 

En el ensayo de "Western blot", los anticuerpos de los sueros 

podrian haber mostrado una reacción cruzada con alguna proteina 

de L. S<2li o con un péptido generado por la unión .entre las 

proteinas virales y procariónticas, en ambos casos del mismo peso 

que las proteinas virales buscadas, dando asi falsos positivos. 

Para poder discriminar a estos dltimos, las proteinas E4, E6 y E7 

fueron expresadas con dos diferentes porciones de fusión N­

terminales: la polimerasa del bacteriófago MS2 y la proteina cII 

del bacteriófago lambda. Solamente se tomaron como positivos loa 

sueros que reaccionaron con las sei\ales más fuertes y claras a 

ambas proteinas de fusión en los ensayos con 125I, por ser éste 

el método mAs sensible (Figura 5). Las señales que eran dudosas a 

una o a las dos proteinas da fusión no se tomaron en cuenta. Por 

lo tanto, los resultados son conservadores, para asegurar asi su 
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veracidad. sin embargo, hay muchas reacciones dudosas que podrian 

resultar falsas negativas, las cuales incrementarian los 

resultados (en algunos casos incluso hasta el doble). 

El porcentaje de reacciones que coincidieron (positiva o 

negativamente) con las dos proteinas de fusión fueron 52,9i para 

E4, 62,6% para E6 y 48,6% para E7. Estos relativamente bajos 

porcentajes se debieron en buena parte al hecho de tomar sólo las 

señales más claras y fuertes de cada ensayo. 

ANTICUERPOS CONTRA LAS PROTEINAS E4, E6 Y E7 DEL HPV-16 EN 

LOS SUEROS DE LAS PACIENTES 

Para las proteinas de fusión con E4 y E6 ss probaron 17 

sueros, Para la protsinas de fusión con E7 se probaron todos los 

37 sueros. como .controles se usaron 2 sueros de mujeres sin 

lesiones genitales aparentes debidas a HPV. 

En general, los sueros positivos correspondieron a un 47.lt 

para E4, un 6.3% para E6 y 21.6% para E7. Los sueros control no 

mostraron reacción contra las pr_oteinas viricas. 

DISTRIBUCION DE LOS ANTICUERPOS CON RESPECTO A· GRUPOS DE EDAD 

Las reacciones positivas se distribuyeron con respecto a los 

grupos de edades de las pacientes como se muestra en la Gr6fica 

1, En los tres primeros grupos, los porcentajes m6s altos de 

sueros con anticuerpos fueron para E4, presentándose éstos entre 

las edades de 24 hasta 48 años, Un examen más detallado, mostrado 

en la Gráfica 2, indica que las reacciones positivas para B4 se 

encontraron en mayor porcentaje (75.0t) entre las edades de 35-39 

años r los anticuerpos contra E6 sólo se presentaron tambitln en 
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este mismo qrupo. Reqresando a la qrl!.fica 1, los anticuerpos 

contra E7 se presentaron en los tres primeros qrupos (al iqual 

que E4) a partir de los 25 hasta los 48 años, siendo su mayor 

porcentaje de aparición en la qrl!.fica 2 (37.St), de 30-34 años. 

El grupo de 50 años en adelante, constituido por una sola 

persona de 75 años y con cáncer de vulva, no presentó anticuerpos 

contra las proteinas virales. 

DISTRIBUCION DE LOS ANTICUERPOS CON RESPECTO A LESIONES 

GENITALES ASOCIADAS CON HPV 

Con reepecto a las lesiones asociadas a papilomavirus, los 

sueros arrojaron los sic¡uientes resultados: 

Diaqnóstico 

CONDILOMA 

NIC I 

NIC II 

NIC XII 

No. de sueros probados 

(t respectivo) 

5 (31. 3) 

6 (37.5) 

2 (12.5) 

3 (18.8) 

No. de sueros positivos 

(t respectivo) 

E4 

2 (40.0) 

4 (66.7) 

l (50.0) 

l (33·.3) 

E6 

o 

o 

o 

l (33.3) 

En cuanto a las reacciones con la proteina E7, los resultados 

se muestran a continuación: 

No. de sueros probados No. de sueros positivos 

Diaqnóstico (t respectivo) (t respectivo) 

CONDXLOMA 8 (22.9) 2 (25.0) 

NIC I 14 (40.0) 3 (21.4) 

NIC II 6 (17.l) l (16.7) 

NIC III 7 (20.0) 1 (14.3) 
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LOS resultados anteriores se reflejan mejor en la Gráfica 3, 

como se observa, los anticuerpos contra E4 y contra E7 se 

presentaron en todos los grados de lesiones no cancerosas 

asociadas con HPV, pero las pacientes con anticuerpos anti-E4 

siempre predominaron en porcentaje sobre las pacientes con 

anticuerpos anti-E7. En NICs, las pacientes con anticuerpos 

contra E4 prevalecieron siempre mAs de 2 veces comparAndose con 

aquellas con anticuerpos contra E7 (en NIC I y II incluso 3 

veces). LOs sueros positivos a E4 sumaron un SOt del total de 

pacientes con lesiones no cancerosas y un 54. 5% entre los 3 

grados de NICs, mientras que los sueros con anticuerpos anti-E7 

sumaron sólo un 20 y lB.St respectivamente. Además, se observa 

una baja en la propoción de sueros positivos contra ambas 

proteinas a medida que avanza la NIC. Para E7 la baja empieza 

incluso desde coilocitosis. La proporción más baja de reacciones 

positivas para E4 y E7 fue en pacientes con NIC III, pero la mlis 

alta fue en NIC I y condiloma respectivamente. La reacción 

positiva a E6 se presentó en NIC III, sin embargo, el porcentaje 

fue más al to que para E7; el porcentaje con respecto al total de 

lesiones no cancerosas asociadas con HPV fue de 6. 25t. La 

paciente con cáncer de vulva no presentó anticuerpos contra 

ninguna de las proteinas. Los resultados entre los sueros usados 

para las proteinas E4-E6 y E7 no son influenciados por la edad ya 

que el primer grupo (para E4-E6) de 17 personas tuvo un proaedio 

de 37 ai\os y el segundo grupo probado (para E7) con 37 personas 

tuvo un promedio de 36 aftas. Además ambos grupos presentaron 



~ 70 
d 
• 60 1 

r 
• • 50 e 
e 
1 
o 
n 
• • 
p 

40 

30 

: 20 
1 

: 10 
y 

• • o-
COILOCITOSIS NIC 1 NIC 11 

lealón 
NIC 111 

Griflca 3. Dlatrlbuclón de reaccione• 
aeropo1ltlvsa 1 E4, Ee y ET con reapecto 
a lealonea cervlcalea 11oclad11 a HPV. 

CJ E4 

~ EB 

- ET 

CANCER 

CD 

"' 



87 

distribuciones semejantes en las lesiones (datos no mostrados). 

Interesantemente, 2 pacientes de 33 y 48 afies respectivamente 

y con NIC I, presentaron anticuerpos contra las proteinas E4 y. 

E7. Nadie presentó anticuerpos contra las tres proteinas viricas 

al mismo tiempo. 

Sorpresivamente, varios de los sueros probados contra la 

proteina de fusión cII-ras, la cual servia como un control 

interno, presentaron respuesta a la oncoproteina (alrededor del 

56') . Estas reacciones s'e presentaron repartidas entre todas las 

edades y tipos de lesiones (incluyendo la de cáncer de vulva). 

LAS PROTEINAS DE 110 Y 115 KD 

Dados los antecedentes de la proteina de 115 kd, la cual se 

expresa diferencialmente en linfocitos de pacientes que sufren 

LLA con respecto a linfocitos normales, asi como en linfocitos 

inducidos a proliferar con IL-2 y PHA y en lineas celulares 

transformadas como HeLa y Raji, se decidió conocer más sobre su 

naturaleza y al mismo tiempo sobre la proteina de 110 kd (que 

también intrigaba) con la que forma un doblete y que es expresada 

en células en general. 

VIDA MEDIA DE LAS PROTEINAS DE 110 Y 115 KD 

Originalmente se pensó que el doblete proteinico podria ser 

termas de las oncoproteinas Myc, ya que era reconocido por un 

anticuerpo dirigido contra una región altamente conservada en la 

familia de dicha oncoproteina. 

Por lo anterior se quiso conocer la vida media de la proteina 

pll5 asi COlllO la de pllO. 
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Figura 6. Vida media de las proteinas de 110 y 115 kd. El 
"Western blot" se realizó con célulits Het.a crecidas a contluenoia 
:aA~~da::s 4c::a8cicJ~he~~~~~~l~;~o ~'{"m1Jte'!~r0ant~, lo:0 ti~: 
cicloheximida. se utilizó el anticuerpo anti-Hyc 43-55. 
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Se sabe que las proteinas c-Myc y N-myc tienen una vida media 

de 20-30 minutos (Hann y Eisenman, 1984; Evan et al., 1988) y la 

proteina L-myc de 90 minutos (Evan et al., 1988). La vida media 

del doblete de 110 y 115 kd es de aproximadamente 5-10 minutos 

(Figura 6), 

LOCALIZACION INTRACELULAR DE LAS PROTEINAS DE 110 Y 115 KD 

Por otra parte, se deseaba conocer la localización celular 

del doblete de 110 y 115 kd. Para esto se realizó la técnica de 

extracción de núcleos descrito por varshavsky y col. (1978). 

El "Western" muestra que las dos proteinas aparentemente se 

encuentran sólo en el citoplasma (no se pueden descartar las 

membranas celulares) pero no en el núcleo (Figura 7). En un 

ensayo similar p~ra saber la localización de la proteina c-Myc, 

se encontró que ésta se localiza en el núcleo (E. Garrido 

Guerrero, comunicación personal y manuscrito en preparación); 

además, hay reportes anteriores que apoyan esta observación para 

c-Myc y para otras proteinas Myc (Abrams et al., 1982; Donner et 

al., 1982; Hann y Eisenman, 1984; EVan et al., 1988). 
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Fiqurn 7. Localización extranuclear de las proteinas de 110 y 
115 kd. •western blot" realizado con células totales (T), 
material extranuclear (E) y mlcleos (N) de células Het..a obtenidos 
mediante el método descrito por Varshavsky y col. (1978). Se 
utilizó el anticuerpo anti-Myc 43-55. 
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IDENTIFICACION DE CANDIDATAS EN LA BIBLIOTECA DE cDNA 

Con respecto a la biblioteca de expresión, ésta parecia ser 

un medio adecuado para encontrar una clona que expresara la 

proteina de 115 kd. 

El primer problema con el anticuerpo utilizado para la 

identificación de clonas en la biblioteca de cDNA, fue que éste 

parecia reconocer alguna o algunas proteinas propias de la lisis 

bacteriana provocada por el fago, ya que todas u.f.p. daban señal 

positiva (Figura e, panel A). Esto se confirmó mediante un 

"Western" con el mismo anticuerpo, donde se observó que bacterias 

solas e infectadas con fagos lambda silvestres (sin inserto) 

compartian proteinas con bacterias infectadas con fagos de la 

biblioteca (datos no mostradas). Esto interferia en el 

reconocimiento. Para resolver este problema primeramente se 

absorbió el anticuerpo antes de utilizarse en la inmunodetección, 

como se describe en la parte de metodologia. Esta absorción fue 

exitosa tal como se muestra en la Figura 8, donde se observa en 

la parte A al anticuerpo sin haberse absorbido, el cual reconoce 

a todas las u.f.p. calculadas y después de la absorción, en el 

panel B, donde sólo reconoce unas pocas u.f.p. calculadas. Esto 

serviria como un control negativo. 

Para tener más confianza en las señales positivas, se 

realizaron todos los experimentos con dos filtos de nitrocelulosa 

cada vez, de manera que se tuviera un duplicado, tomándose sólo 

las señales positivas intensas que aparecieran simultáneamente en 

ambos filtros después de revelar la autorradiografia (Figura 9). 



Fiqura a. Absorción exitosa del anticuerpo. En el panel A ee 
observa el anticuerpo anti-Hyc 43-55 sin absorber (el cual 
reconoce todas la u.f.p. calculadas para la biblioteca de cDNA) y 
en el panel B el anticuerpo ya absorbido (reconociendo sólo unas 
pocas de las u. t.p. calculadas). Los detalles est6n descritos en 
aateriales y métodos. 
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Pigura 9. Las candidatas aparecieron por duplicado en cada 
exparimento. Sólo se consideraron como seliales positivas estas 
u. r.p. de cada caja que se tamizó, deopués de haberse 
preabsorbido el anticuerpo como se describe en materiales y 
ad:todoa. 
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Estas señales se probaron una vez más de la misma manera, 

tom4ndose de cada ensayo las señales mAs claras y fuertes, para 

obtenerse finalmente un total de 12 candidatas, a partir de 7 

cajas. Estas 12 candidatas fueron numeradas y llamadas desde la 

C6 hasta la C17. 

Finamente, las señales positivas no son reconocimientos 

inespecificos por parte de la proteina A de Stapbylococcus AJU:1!.1U! 

unida al 125I, ya que 6 de las candidatas se probaron con la 

proteina marcada sin el anticuerpo, no obteniéndose señal alquna 

(Figura 10, panel A). Tampoco son reconocimientos inespecificos 

del anticuerpo utilizado, ya que se probó una candidata con otro 

anticuerpo diferente, dirigido también contra la familia de 

oncoproteinas Myc pero que no reconoce al doblete, sin haber 

señal en este experimento tampoco (Fgura 10, panel B). 

AMPLIFICACION Y TITULO DE LAS CANDIDATAS 

Para continuar posteriormente con la identificación de la 

clona que expresara mejor a la proteina de 115 kd, se 

amplificaron todas las candidatas y se calculó el titulo 

correspondiente de cada una. Este fue desde 1 X 107 u. f.p./ml 

para la de titulo mAs bajo (C13), hasta 2.G X 109 u.f.p./ml, para 

la de titulo mAs alto (C15), lo cual ss suficiente para seguir 

con futuros experimentos. 



Piqura 10. Las candidatas no son inespecificas al 
reconocimiento por el anticuerpo ni por la proteina A marcada con 
125¡. Bri el panel A, se observa una candidata incubada sin el 
anticuerpo y con la proteina A-125¡ en condiciones iquales a las 
del ta.mizaje. En el panel e, una candidata con otro anticuerpo 
contra c-myc diferente al uoado en el taJDizaje. 



96 

orscusroH 

Los resultados presentados en esta tesis se dividen en dos: 

La primera parte se refiere a los anticuerpos contra las 

proteinas tempranas E4, E6 y E7 del HPV-16, encontrados en sueros 

de pacientes con lesiones precancerosas tipo NIC en qrados I, II 

o rrr, y en sueros de pacientes con un tipo de lesión no 

cancerosa llamada condilotna cervical, la cual está asociada con 

la presencia de HPV (tipos 6 u 11). 

La segunda parte se refiere al doblete proteico de 110 y 115 

kd, reconocido por un anticuerpo anti-Myc, y al tamizaje de la 

proteina pll5, la cual se presenta en los linfocitos de pacientes 

con LLA, asi como en los estimulados a proliferar, y en lineas 

celulares cancerosas como HeLa y Raji. 

Ambos estudios apuntan a la b1.lsqueda y entendimiento de 

marcadores clinicos para dos tipos de cánceres: el cáncer cérvico 

uterino y la leucemia linfobl4stica aguda. 

ANTICUERPOS CONTRA LAS PROTEI!i'AS TEMPRANAS DEL HPV-16 

EH SUEROS DE LAS PACIENTES 

Existe buena evidencia de que el condylomata acuminata y las 

lesiones tipo li'IC (o al menos una proporción importante) son 

causadas por infecciones con papilomavirus (Gissmann et al., 

1987; zur Hausen, 19S8). Las neoplasias son, a su vez, las 

lesiones precursoras tipicas de carcinomas cervicales, lo que 

inmediatamente implica un papel de estos virus en el CaCU. 

Ademas, se ha observado que el m4s alto riesgo de progresión en 

displasias cervicales está asociado con la presencia de HPV-16 
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(Syrjanen et al., 1986). 

con respecto a la primera parte de esta tesis, se controló la 

especificidad de la reacción de los anticuerpos a las proteinas 

tempranas de HPV-16 usando dos proteinas de fusión (M52 y cII) 

para la misma proteína viral 1 todos los sueros tomados como 

positivos tuvieron que reaccionar en las dos pruebas. En la serie 

cII se usó también un control interno con esta proteina unida a 

v-Ha-ras para discriminar posibles anticuerpos contra cII. 

Ademas, la unión de anticuerpos a MS2 o cII pudo ser eliminada, 

al menos parcialmente, por la preabsorción del suero con la 

respectiva proteina de fusión sin el inserto de HPV. 

Un aspecto importante es el hecho de que las consideraciones 

de sefiales positivas fueron realizadas por el autor y esto queda 

sujeto a que las observaciones sean sUbjetivas. Las sugerencias 

para ayudar a que estas observaciones puedan ser mas objetivas 

son: (a) Aumentar la severidad de los lavados, para eliminar el 

fondo producido por la radioactividad y que interfiere en el 

reconocimiento de las sefiales positivas •. Esto pudo ser 

efectivamente demostrado en un experimento que en condiciones 

normales de astringencia la sefial se presentaba dudosa y en un 

segundo experimento, en condiciones similares pero lavando la 

tira con una astringencia m6s al ta (aumentando la concentración 

de NaCl), pudo ser observada una sefial muy clara (Figura 5, Panel 

C). (b) Las tiras correspondientes a cada suero probado, cortadas 

de las placas de autorradiografia, pueden ser colocadas en un una 

m6quina de lectura de densidad óptica para realizar una medición 
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real (scanning) y, de esta manera, que las observaciones sean 

cuantificables, pudiendo asi discriminar con más confianza entre 

las señales y el fondo. Además, asi se tendria una medición 

indirecta del titulo de los anticuerpos, (c) Utilizar también 

inmunoglobulinas anti-IgA, anti-IgG y anti-IgM humanas conjugadas 

con peroxidasa en la reacción del 125¡ con cII ya que las 

diferencias con la serie MS2 (como en el caso de E4, en la que la 

mayor parte de los sueros reaccionaron con MS2-E4 en comparación 

con cII-E4) podrian ser debidas a la unión de la proteina A con 

IgGs solamente. (d) El hecho de que muchos casos sean dudosos al 

mismo tiempo para las dos proteinas de fusión indica posiblemente 

un bajo titulo de anticuerpos contra las proteinas virales y esto 

podr1a ser un impedimento para visualizar una posible respuesta. 

Por lo tanto, un ensayo de ELISA (ensayo del inmunosorbente 

acoplado a enzima) seria conveniente para titular previamente los 

anticuerpos y asi poder realmente descartar que la reacción 

negativa no sea en realidad una señal muy débil. (e) Introducir 

un control interno con el inserto de fusión MS2, sin el de HPV, 

pero unido a otra proteina de peso diferente, para asegurar 

todavia más que la señal positiva en esta serie no sea debida a 

anticuerpos contra el péptido MS2. 

Para la comprobación de los resultados presentados aqui, en 

futuros experimentos, será necesario utilizar una muestra más 

grande de pacientes y de mujeres sanas como controles. De 

preferencia todas de la misma zona para tener un mejor control de 

la población del lugar, y tomar también otros datos de las 
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pacientes (como hAbito al tabaquismo, presencia de infecciones en 

el cérvix debidas a otros virus o bacterias o uso de 

anticonceptivos hormonales, ya que todos son factores de riesgo 

para el CaCU), ademAs de la edad y el grado de lesión. Si fuera 

posible, una amplia distribución de edades para comparar entre 

las pacientes y las mujeres sanas ayudaria a la estandarización. 

Los anticuerpos contra las proteinas E4 y E7 de HPV-16 se 

encontraron prácticamente en todas las distribuciones de edad de 

20 a 50 años (GrAficas l y 2). Esto podria ser indicador de tres 

cosas interesantes: (l) Que la infección por HPV pudo ocurrir 

desde la adolescencia (o antes) • ( 2) Que la respuesta inmune 

(cuando se lleva a cabo) tal vez se desarrolle a relativamente 

poco tiempo después de la infección en al menos algunos casos. 

. ( 3) Que la distribución de edades para la detección de 

anticuerpos contra proteinns de HPV-16 es muy amplio. El primero 

y segundo puntos parecen ser apoyados por el hecho de que la 

mayor parte de las pacientes (Slt) que se atienden en la clinica 

donde se recolectaron los sueros tienen su primera relación 

sexual a los 13-20 años (60t a los 16-20 años) (R. Velasco 

Santiago, comunicación personal). El tercer punto es importante 

por que asi la edad parece no influir en la detección de los 

anticuerpos. Sin embargo, se observa una distribución desigual 

(que es independientes del grado de lesión) de las reacciones 

positivas con respecto a los grupos de edad. 

En el caso de los anticuerpos anti-E7, se observa el mAximo 

porcentaje de reacciones positivas a los 31-40 años, lo cual 
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coincide con lo observado por Jochmus-Kudielka y col. (1989). 

Esto podria, tal vez, mostrar una cinética de la respuesta inmune 

a estas proteinas con respecto al tiempo de la detección 

primaria, es decir, después del comienzo de la respuesta habria 

un periodo de asconso y uno de respuesta máxima que 

posteriormente decae. La exposición constante a proteinas del 

virus tambien podria contribuir a un mayor grado de respuesta. 

Esto podria hacerse patente tanto en el porcentaje de reacciones 

positivas como en el titulo de los anticuerpos. 

La proteina E4 (la cual se ha sugerido que está involucrada 

en la maduración del virión) fue escogida como un marcador para 

la replicación del HPV-16 (Jochmus-Kudielka et al., 1989). Los 

resultados muestran la presencia de anticuerpos contra la 

proteina E4 en pacientes con lesiones asociadas a HPV (Gráfica 3) 

y en todos los grupos de edad de 21-50 ai\os (Gráfica l), con una 

frecuencia más elevada que contra las proteinas E6 y E7. Se 

podria pensar que existiera reactividad cruzada con una proteina 

de otro tipo de virus infectivo de humano. se encontró 

anteriormente reportado una similitud entre la proteina E4 de 

HPV-16 y la supuesta proteina BPLF-1 del virus de Epstein-Barr. 

Esta similitud es más significativa que para cualquier otra 

proteina E4 de papilomavirus de secuencia disponible. Sin 

embargo, también en el mismo reporte se observó que no hUbo 

reacción de anticuerpos anti-E4 contra la proteina BPLF-1 unida a 

una proteina de fueión ll-gal, posiblemente excluyendo asi una 

reacción cruzada con esta proteina (Jochmus-Kudielka et al., 
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1989). Por otra parte, se podria pensar que el reconocimiento por 

los anticue_rpos de los sueros no sea especifico para la proteina 

E4 del HPV-16 sino para la proteina E4 de cualquier otro HPV 

involucrado en lesiones epiteliales. sin embargo, la homologia de 

aminoácidos entre tipos individuales de HPVs es minima en E4 y 

los epitopes que reaccionan en las proteinas E4 del HPV-1 y del 

HPV-16 son completamente diferentes en sequencia (Jochmus­

Rudielka et al., 1989). El hecho de que las reacciones contra E4 

se encuentren siempre en tan al ta proporción parece apoyar la 

hipótesis de que la expresión de la proteina E4 podria estar 

directamente relacionada a la cantidad de HPV en la célula (E4 es 

la proteina más predominante en verrugas de piel inducidas por 

HPV-1; croissant et al., 1985; Doorbar et al., 1986), y sugeriria 

que la presencia de los anticuerpos anti-E4 pueden servir como un 

marcador primario de que hay o ha habido presencia activa de HPV-

16. 

Los anticuerpos anti-E6 sólo se presentaron en NIC III y en 

mayor porcentaje que los anticuerpos anti-E7. La baja proporción 

en comparación con el total de las reacciones positivas a E4 y a 

E7 es consistente con observaciones realizadas en otros 

laboratorios (L. Gissmann, comunicación personal). Con respecto a 

una posible reacción con proteinas E6 de otro HPV, Androphy Y 

col. (1987) encontraron que anticuerpos contra E6 de HPV-16 no 

reconocian a E6 de HPV-18. Por otra parte, si se toma en cuenta 

que el HPV-16 se encuentra en México en un 31t de cacus (Gariglio 

et al., 1987), esto correlaciona con la reactividad contra E6 (1 
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de 3 pacientee con NIC III) y suqiere que los anticuerpos anti-E6 

podrian ser un marcador para NIC de estadio avanzado, anterior a 

este tipo de cAncer. El porqué anticuerpos contra E6 sólo se 

encuentran en NIC III, podria ser tal vez explicado parcialmente 

en el hecho de que células NIH-3T3 transfectadas con el oncogene 

E6 de HPV-16 no son lisadas por macrófagos activados (Banks et 

al. , 1991) , por lo que tal vez la respuesta se llevaria a cabo 

sólo cuando la célula sea lisada por otros mecanismos como 

destrucción de la célula por medios mecánicos (roces o heridas) o 

tal vez su propia muerte, ya sea natural o debida al virus u por 

otra parte de la respuesta inmune. Otra explicación tal vez seria 

que E6 resultara poco inmunogénica y/o se necesitara una cierta 

concentración de esta proteina (que se alcanza hasta NIC III) 

para desencadenar la respuesta inmune. De hecho, la proteina E6 

de HPV-16 se encuentra en mucho menor cantidad que E7 en las 

lineas celulares CaSki y SiHa (Seedorf et al., 1987). Resultaria 

muy atractiva la perspectiva de que si el resultado con E6 se 

pudiera extrapolar a una muestra mayor de casos, tal vez en un 

futuro podria utilizarse una mezcla de proteinas E6 de los tipos 

principales de HPV asociados con canear cervical para un buen 

diagnóstico y posiblemente hasta con un valor pronóstico. 

El hecho que se hayan presentado 2 pacientes con anticuerpos 

contra E4 y E7 al mismo tiempo y que los anticuerpos contra E6 se 

presentaran sin haber al mismo tiempo anticuerpos contra otras 

proteinas virales también apoyaria, en parte, lo especifico de la 

respuesta inmune a E6, apuntando tal vez a se llevan a cabo dos 
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mecanismos diferentes de respuesta inmune: uno temprano (para E4 

y E7) y otro tardio (para E6). 

con respecto a anticuerpos contra E7, falta demostrar que 

éstos reconozcan especificamente a E7 de HPV-16 y no a una 

proteina E7 de otro HPV o incluso de otro virus. Por otro lado, 

al observar los resultados obtenidos con anticuerpos contra E7, 

es muy interesante el hecho de que los porcentajes de aparición 

de estos siempre observen una tendencia a la baja a medida que 

avanza el grado de lesión, desde condiloma hasta NIC III. Una 

explicación que pareceria muy atractiva seria que los resultados 

muestran la importancia del sistema inmunológico en la detección 

e interrupción del avance de este tipo de lesiones como se 

explicará más adelante. 

La presencia de anticuerpos contra E4 y E7 podria indicar un 

parámetro indirecto del estado del sistema . inmune, de modo que 

pacientes con NIC III por HPV-16 y sin anticuerpos serán 

candidatas a desarrollar c6.ncer, pues señalan un defecto en la 

detección de células pre-canceroeas. De ser -cierto esto, la 

propuesta es la siguiente: al observarse que el porcentaje de 

pacientes con anticuerpos contra E4 y E7 disminuye a medida que 

el grado de NIC avanza (o sea una relación inversamente 

proporcional), se podria sugerir que tejidos pre-cancerosos 

pueden ser destruidos (ya sea parcial o totalmente) en estadios 

tempranos mi!.s fácilmente que tejidos con un mayor grado de NIC 

(lo cual provocaria la liberación de las proteinas virales y la 

consiguiente formación de anticuerpos contra E4 y E7, que es lo 
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que observamos) y esto tal vez explicaria en parte porque son 

pocos los estadios tempranos de NIC que progresan a cáncer en 

comparación con los estadios más desarrollados. Dicho en otras 

palabras: tal vez muchos de los pacientes muestreados aqui estén 

o estuvieron infectados con HPV-16 y muchos llegaron a tener una 

respuesta (la mayor parte en estadios primarios y otros después) 

para primero detectar y posteriormente destruir las células 

infectadas antes de que éstas progresen a cáncer, por lo que, y 

como consecuencia de, un porcentaje muy significativo tiene 

anticuerpos enti-E7 y anti-E4. Los anticuerpos contra E4 y E7 no 

serian entonces la causa de la destrucción de la célula, sino más 

bien serian una consecuencia de ésta. 

·oebe ser más probable detener el proceso que conduce al 

ci!.ncer en NIC I (Y por esto el alto porcentaje de reacciones 

positivas para E4 y E7 en este estadio) que en NIC II (un 

porcentaje un poco más bajo) y este ültimo más probable que en 

NIC III (por eso poca gente tuvo respuesta positiva en este 

estadio con respecto a los otros dos anteriores), lo que en 

conjunto podria explicar al menos parcialmente porque sólo un 

porcentaje de los individuos infectados con HPVs de alto riesgo 

desarrollan ci!.ncer. 

Hay otros casos que no presentan una respuesta inmune 

temprana o antes de que se establezca el CaCU. Probablemente 

existen 3 eventos por los que el sistema inmune no puede detener 

a las células infectadas por HPV-16 en el proceso de llegar a 

ci!.ncer: (l) Un nll.!nero muy alto de células infectadas con HPV-16 
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activo transcripcionalmente en relación a la capacidad de la 

respuesta de inmunidad celular para eliminar las c1Uulas en 

proceso de transformación. (2) La respuesta inmune no sea 

efectiva (una condición ll.amada "escape inmunológico") para 

evi ter que siga adelante el siguiente grado de lesión. ( 3) Una 

inmunosupresión ya sea local o general para detener que se llegue 

a establecer el cacu. Una analogia con esto llltimo se puede 

observar en mujeres durante o inmediatamente después de un 

embarazo en las que el cérvix y vagina se presentan con 

condilomas acuminata o verrugas genitales (muy probablemente 

provocadas por HPV de bajo riesgo) que desaparecen al recuperar 

las mujeres su estado inmunológico normal (R. Velasco santiago, 

comunicación personal: observaciones personales). Tal vez se 

requiera sólo uno o la combinación de los factores mencionados. 

Esta falla del sistema inmune se deberia presentar en 

determinados casos o condiciones (mala alimentación, enfermedades 

o infecciones, determinados medicamentos, etc., y estas 

condiciones tal vez se encuentren más en paises en vias de 

desarrollo que en desarrollados) y esto podria explicar en parte 

por que muy poca gente originalmente infectada con HPV llega a 

desarrollar el cacu y a tener anticuerpos anti-E7 en NIC III (ya 

que la mayor parte elimina a las células en proceso de 

transformación en estadios tempranos) y tal vez porque el caco es 

el c4ncer predominante en paises en vias de desarrollo. 

La talla del sistema inmune puede estar apoyada por las 

observaciones de abatimiento de linfocitos intraepiteliales 
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(Syrjanen et al., 1987), Te+ y especialmente T4+ (Tay et al., 

1987b) , y de células de Langerhans (Tay et al. , 1987a) en 

infecciones por HPV y en NICs, lo cual sugiere que en estos casos 

puede haber una inmunodeficiencia localizada que debilita la 

vigilancia y la respuesta inmune mediadas por células 

presentadoras de antigeno, lo cual permitirla al HPV replicar, 

expresarse en el cérvix y ejercer un efecto oncogénico, y que 

podria ser un paso anterior al desarrollo de cacu. 

La observación de que hay un gran número de casos con 

anticuerpos anti-E4 y anti-E? desde estadios tempranos, como 

condiloma y NIC I, tal vez pueda ser explicado y apoyado por el 

hecho de que macrófagos activados in illr,Q Usan a fibroblastos 

transfectados con el oncogene E7 de HPV-16 (Banks et al., 1991). 

Todo parece indicar que probablemente el sistema inmune debe ser 

la dltima barrera antes do establecerse el cáncer. 

La hipótesis del abatimiento del sistema inmune también 

podria explicar el porqué los factores de riesgo, como por 

ejemplo el tabaco, tienen una importancia en el desarrollo del 

cacu, ya que se ha observado una disminución significativa en 

células presentadoras de antigeno en fumadores con respecto a no 

fumadores (Bartun et al., 1988). Situaciones parecidas pueden 

darse en infecciones por otros virus o bacterias asi como también 

por cambios hormonales. 

El hecho de tener una infección como condiloma, tipica de los 

HPVs 6 y 11, considerados como de bajo riesgo, no excluye el que 

las mujeres puedan estar (o haber estado) infectadas también con 
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el HPV-16, pero ser asintomáticas, lo que explicaria el encontrar 

anticuerpos contra este último en lesiones no cancerosas. De 

hecho, en nuestro laboratorio se ha observado por hibridación in 

aitJ! que diferentes tipos de HPV pueden infectar el tejido 

cervical de mujeres. 

Hasta ahora se tiene el esquema general en el que el HPV 

infecta a la o las células y en un momento dado los genes 

tempranos, entre los que se encuentran los oncogenes E6 y E7, se 

pueden empezar a expresar. sin embargo, se ha apuntado hacia un 

mecanismo de vigilancia intracelular, por parte de genes 

celulares, que controla la expresión de HPV (zur Hausen, 1987). 

Este mecanismo puede ser el mecanismo de defensa que preceda a la 

respuesta inmune .. 

El modelo que se propondria seria el siguiente: en el momento 

en que el mecanismo negativo no pueda controlar la expresión del 

HPV (ya sea por que falle completamente o sea alterado 

parcialmente al menas, lo que es más probable), los genes 

tempranos se empiezan a transcribir y la célula también empieza a 

perder el control de ella misma. Esto ocasiona que la célula 

pierda sus funciones normales y su morfologia cambie como una 

consecuencia de las transformaciones que se llevan a cabo en su 

interior (esto se puede ver en los NICs). Este cambio puede ser 

el mensaje de alerta para la inmunidad celular: la célula 

presenta antigenos de superficie que normalmente no expresa, pero 

entre ellos probablemente no están las proteinas tempranas del 

HPV (ya que estas son intracelulares). La inmunidad celular entra 
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en acción y destruyen la célula, participando sequramente también 

células "asesinas" o "natural killer" (NK) (Tay et al. , 1987c) • 

La célula libera su contenido, incluyendo las prote1nas tempranas 

codificadas por el HPV-16. Estas prote1nas, son procesadas por 

las células presentadoras de antigeno hacia los linfocitos T y B. 

Estos 111 timos son los encargados de llevar a cabo la respuesta 

inmune, o sea, de producir los anticuerpos que observamos en las 

reacciones positivas. 

En este estudio no pudieron ser muestreados más que dos 

sueros de personas normales que sirvieron como controles, por lo 

que esto no seria una muestra representa ti va de la población 

normal. sin embargo, sueros de gente normal obtenidos en 

Alemania, del mismo sexo y en el mismo rango de edad que los 

presentados aqui, y probados contra las mismas proteinas E4 y E7, 

mostraron porcentajes de 11. 4 y 3. 8% para cada prote1na 

respectivamente: la propoción entre los sueros positivos a E4 y 

E7 de pacientes con lesiones asociadas a HPV con respecto a los 

controles dan una relación 2. 9 y 1. 7 respectivamente (Jochmus­

Kudielka et al., 1989). Los resultados obtenidos en el presente 

trabajo comparados con los controles de Alemania representarian 

una proporción de 4. 1 y 1. 6 veces de los sueros positivos sobre 

los controles para E4 y E7 respectivamente. Encontrar anticuerpos 

en gente normal, contra las proteínas de HPV-16, no seria 

sorprendente si tomamos en cuenta la hipótesis de que el sistema 

inmune en mujeres sanas debió destruir las posibles células 

infectadas con el virus (con la consiguiente formación de 
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anticuerpos), evitando la evolución posterior a neoplasias. 

En el caso de la paciente con cáncer de vulva, sin 

anticuerpos para alguna proteina viral, se puede decir que un 

solo caso no es significativo. sin embargo, es importante hacer 

destacar que contra E7 la seilal fue dudosa, l.o que sugiere que 

puede haber, un titulo bajo de anticuerpos contra esta 

oncoproteina y esto puede posteriormente ser comprobado. En caso 

de no presentarse anticuerpos, otras explicaciones posibles 

podrían ser: que este caso de cáncer en particular no fuera 

debido a HPV-16, que la respuesta inmune se desarrolle de manera 

diferente a la del cáncer cervical. o que la edad de Ja paciente 

(75 ailos) intervenga en el la respuesta. Por otro lado, puede ser 

que la paciente no presente anticuerpos, o éstos estén en bajo 

titulo, debido a que no hubo la respuesta inmune adecuada a las 

células infectadas por HPV y esto, a su vez, facilitó la 

consiguiente formación del cáncer, 

En Alemania, los anticuerpos contra E7 en pacientes con 

cáncer cervical se presentaron en un 20.st (sin. embargo, hay que 

tomar en cuenta que el HPV-16 se encuentra en un 61\ de lesiones 

cancerosas, i. e., el doble que en México) y en un estudio 

reciente (Hashido et al., 1991) realizado en Japón (donde el HPV-

16 se encuentra en el 34t de los casos, i. e., muy semejante al 

porcentaje en México), inmunoqlobulinas IgG contra la proteina E7 

de HPV-16 se encontraron en un llt. Ambos resultados, 

extrapolados a los de este trabajo en México, representarian una 

baja con respecto al porcentaje de reacciones contra E7 en NIC 
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III Y apoyaria la idea de la deficiencia inmunolóqica con 

respscto a los estadios más avanzados. 

El siguiente paso en este proyecto es encontrar la 

prevalencia de anticuerpos anti-E4, anti-E6 y anti-E7 en tejidos 

Y tumores infectados efectivamente con HPV-16, comprobación que 

se podria realizar por hibridación .in J!J..ty, por •southern blot• o 

por "Dot blot• con sondas especificas para HPV-16 y en tejidos y 

tumores no infectados con HPV-16 como controles (con HPV-18 por 

ejemplo). 

Por otra parte, es muy interesante que se presentaran también 

anticuerpos contra la proteina v-Ha-ras. Esta observación es 

apoyada por la detección anterior de anticuerpos contra otras 

oncoproteinas en sueros de pacientes con cáncer (Ben-Mahrez et 

al., 1988) y podria sugerir una posible cooperación de ras y HPVs 

oncogénicos. Esta observación es tan atractiva que justifica 

futuras comprobaciones experimentales. 

Finalmente, el haber utilizado también al 125¡ acoplado a la 

proteina A para revelar la reacción de anticuerpos que se unieron 

a las proteinas virales, definitivamente aumento el mlmero de 

reacciones positivas, por lo que es un sistema más sensible (y 

fue la razón por la que se escogió en la decisión de señales 

positivas). Esto se observa claramente comparando en la serie MS2 

los 2 métodos (este método y el de anticuerpos anti-IgG, anti-IgA 

y anti-IgM, conjugados a peroxidasa). El 125¡ detectó reacciones 

positivas que la peroxidasa no hizó, por lo que las diferencias 

de los resultados obtenidos en otros laboratorios (Jochmus-
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Kudielka et al., 1989) con los nuestros pudieron deberse a lo 

mismo. El.hecho de que el 125I solo diera reacciones positivas en 

un alto nllmero, indica que al menos una parte importante de la 

respuesta de anticuerpos contra las proteinas virales (al menos 

es muy evidente para E7) esta dada principalmente por IgGl, IgG2 

e IgG4. Esto es consistente con el hecho de que las IgGs se 

encuentran en fluidos extra-vasculares (v. g., el epitelio 

cervical). otra posible Ig que podria participar en la respuesta 

inmune a proteinas de HPV-16 seria la IgM, por ·producirse como 

respuesta inmune temprana y ser la primera linea de defensa. 

LAS PROTEINAS DE 110 Y 115 KD 

Con respecto al doblete proteico de 110 y 115 kd, en un 

principio se dudaba si era o no la proteina c-Myc o algun miembro 

en particular de la familia Myc. El hecho de que el doblete: (1) 

su peso no corresponda con c-Myc, ni con otra proteina de su 

familia (a excepción de gag-myc, una proteina de fusión de v-myc 

que pesa 110 kd y es codificada por los virus MC29, CMII y OKlO), 

(2) no sea nuclear sino extranuclear (probablemente se localice 

en la membrana celular; E. Miranda Peralta, comunicación 

personal) , (3) tenga una vida media aparentemente más corta que 

la reportada para los tres miembros de la familia Myc (c-myc, N­

myc y L-myc; Evan et al., 1988), (4) no se disocie a 

concentraciones altas de agentes reductores en subunidades 

proteinicas de más bajo peso que se puedan relacionar al peso de 

alguna proteina Myc (E. Garrido Guerrero, comunicación personal Y 

manuscrito en preparación) y (5) existe la posibilidad de que el 
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anticuerpo reconozca otro epitope semejante al que comparten las 

prote1nas de la familia Myc (observaciones personales), suqieren 

fuertemente que el doblete no es miembro de la familia de 

prote1nas Myc, sino que son proteinas antiqénicamente 

relacionadas. Sin embargo, es de qran interés el estudio de este 

doblete y particularmente de la proteina de 115 kd debido a que 

puede ser un posible marcador de proliferación celular y por lo 

tanto de leucemias y posiblemente de otros tipos de cánceres. 

EL TAMIZAJE DE LA BIBLIOTECA DE cDNA 

El tamizaje de la biblioteca dió como resultado 12 

candidatas, las cuales están sujetas a comprobación antes de 

lanzarse a la busqueda de aquella que codifique a la proteina de 

115 kd. 

Si tomamos en cuenta que el anticuerpo utilizado en pacientes 

con LLA reconoce 3 proteinas (y la biblioteca está construida en 

base a linfocitos B de leucemia), la probabilidad de contar con 

una candidata que expreae pll5 es de 4 entre las 12 o sea de l 

cada 3 candidatas. 

Existe la posibilidad de que no se encuentre la secuencia 

para la proteina completa sino sólo parcialmente o truncada, pero 

si tomamos en cuenta que la proteina por tener un peso de 115 kd 

teóricamente debe estar codificada por una secuencia de alrededor 

de 3 000 nucleótidos, y que la biblioteca puede aceptar tamaños 

de inserto de hasta 7. 2 kb de DNA, existe una buena oportunidad 

de que se encuentre el tamaño completo. Recordando que la 

prote1na se expresará como un inserto de fusión de 8-
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galactosidasa (y este debe pesar alrededor de 110 kd) la prote1na 

de fusión completa deberá pesar aproximadamente entre 215 y 230 

kd y deberá de ser de un tamaño mayor que las otras prote1nas de 

fusión, probablemente reconocidas también por el anticuerpo (ya 

que pll5 es la de mayor peso reconocida en ensayos de "Western 

blot"). 

Si esta estrataqema no tuviera éxito, tal vez otra 

posibilidad seria intentar un método semejante al reportado por 

Prendergast y col. (1991), donde se usó la técnica de 

amplificación por PCR, usando diferentes "primera", en una 

libreria de cDNA. 
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CONCWSIONES 

l. Los anticuerpos contra las proteinas tempranas E4, E6 y E7 

de HPV-16, encontrados por "Western blot" en sueros de mujeres 

con lesiones cervicales asociadas a HPV, hasta donde se probaron, 

son especificos contra estas proteinas. 

2. Los anticuerpos contra las prote1nas E4 y E7 abarcan una 

amplia distribución de edades, lo que sugiere que en un buen 

nWnero de casos se forman al poco tiempo de que ocurre la 

infección del KPV-16 (lo cual parece ser en la adolescencia en la 

población estudiada) y de que son detectadas por el sistema 

inmune. 

3. Los anticuerpos contra la prote1na temprana E4 parecen ser 

un indicador temprano de que hay o ha habido actividad del HPV-

16. 

4. Los anticuerpos contra la prote1na temprana E6 sólo se 

presentaron en NIC III (la cual es el estadio anterior al cacu), 

en proporción semejante a la presencia del HPV-16 en México, lo 

que sugiere que podrian ser potencialmente un indicador para la 

detección de neoplasias avanzadas debidas a este KPV. 

s. La frecuencia de aparición de los anticuerpos contra E7 

disminuye en la población, conforme se avanza en el grado de 

lesión, desde condiloma hasta NIC III. Esto sugiere que los 

anticuerpo.a contra la proteina temprana E7 podrian ser un 

indicador indirecto del estado del sistema inmune del paciente y 

parecen mostrar que los tejidos pre-cancerosos son más fácilmente 

eliminados en el estadio temprano de NIC I que en estados m6s 
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avanzados. 

6, Los dos puntos anteriores sugieren que hay dos eventos en 

el reconocimiento inmunológico para las proteinas tempranas de 

HPV-16: uno temprano (para E4 y E7) y uno tardio (para E6). 

7. Una parte importante de la respuesta inmune contra las 

proteinas tempranas del HPV-16 está mediada por inmunoglobulinas 

IgG, 

8. Las proteinas de 110 y 115 kd probablemente no sean 

miembros de la familia Myc debido a su peso, vida media y 

localización intracelular, pero están antigénicamente 

relacionadas. 

9. So encontraron 12 candidatao del tamizaje de la biblioteca 

de cDNA de linfocitos B de leucemia las cuales fueron comprobadas 

con diferentes pruebas que muestran que son especificamente 

reconocidas por el anticuerpo que reconoce a la proteina de 115 

kd. 
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ANEXO 1 

SOWCIONES 

ANTIBIOTICOS 

Ampicilina 
Se preparó a concentración de 25 mg/ml en agua. se esterilizó por 
filtración. 

Penicilina 
Se resuspendió una ampolleta de 1 000 000 U en 5 ml de agua 
bidestilada estéril. Se almacenó a -20 •c. 

Estreptomicina 
Se resuspendió una ampolleta de 1 g en 5 ml de agua bidestilada 
estéril. Se almacenó a -20 •c. 

MEDIO LB (WRIA-BERTANI) CON AHPICILINA 

Bacto-triptona (Difco) 1\ 
Extracto de bacto-levadura (Difco) 0.5\ 
NaCl 1\ 

La mezcla se ajustó a pH 7.0 con NaOH (1 ml 2M/litro) y se 
autoclaveó, Finalmente, se dejó enfriar y se agregó ampicilina 
[50 rg/ml]. . 

MEDIO LB CON AGAR 

se preparó medio LB de acuerdo a la fórmula de arriba y anten de 
autoclavearlo se agregó 

Bacto-agar 1.5\ 

La mezcla se autoclaveó y se dejó enfriar hasta 55 •e antes de 
agregar la ampicilina [50 rg/ml]. Se vació en cajas desechables 
de petri de 85 mm. Las burbujas se rompieron flameando la 
superficie del medio con un mechero bunsen antes de que el agar 
endureciera. 

TOP AGAROSA Y TOP AGAR 

Se preparó medio LB de acuerdo a la fórmula de arriba y antes de 
autoclavearlo se agregó 

Agarosa (tamizaje) 0.7\ 
Agar-agar (amplificación y titulación) 0.7\ 

La mezcla se autoclaveó y se almacenó. Antes de usarse se fundió, 
se agregó maltosa al o.2\ final, y se dejó enfriar a 
aproximadamente 55 •e para adicionarse a las bacterias infectadas 
con fagos. 



AMORTIGUADO SALINO DE FOSFATO 
(PBS o phosphate-buffered salina) 

o.st 
0.02t 
0.115t 
0.02t 

Se ajustó el pH a 7.4 con NaOH. Se esterilizó por filtración con 
membrana Millipore 0.45 ~m. En el caso del usado para el lavado 
de células Her.a no se ajustó el pH, la esterilización se llevó a 
cabo con Millipore 0.22 rm y se guardó a 4 •c. 

AMORTIGUADO SALINO DE TRIS (Modificado) 

NaCl 
KCl 
Tris base 

(TBS o Tris-buffered salina) 
o.at 
O.OJ8t 
O.Jlt 

se ajustó el pH a 7.4 con HCl l N. 

SOLUCION DE ACRIIAMIDA-BIS-ACRIL11MIDA 

Acrilamida (Bio-Rad) 
Bis-acrilamida (Bio-Rad) 
Glicerol 

30t 
o.et 
30t 

Esta solución fue desionizada con amberlita (lt) durante 0.5 hrs 
en agitación y se filtró con Millipore 0.45 ¡un. se quardó a 4 ·c. 
se debe manejar con quantes. La acrilamida eh neurotóxica. 

Tris 2 M pH•B.8 
sos 25l 
H20 bidestilada 

Tris 2 M pH•6.8 
sos 25t 
H20 bidestilada 

AMORTIGUADOR DEL GEL DE CORRIDA SX 
(RGB o running gel buffer) 

Para 100 ml 
93.7 ml 
2.0 ml 
4,3 ml 

AMORTIGUADOR DEL GEL CONCENTRADOR 
(SGB o stacking gel buffer) 

Para 100 ml 
so. o ml 
J.2 ml 

46. s ml 

AMORTIGUADOR DE MUESTRA 

Tris 2 M pH•6.8 
sos 25t 
2-mercaptoetanol 
BPB (al 0.02t en 

( m~ o final sample buffer) 
215 ~ 
500 r~ 
310 l"l 

glicerol) 100 rl 

30 /"'l de BM fresco/100 rl de muestra. 



Tris Base 
Glicina 
sos 

Trizma-Base 
Glicina 
Metanol 

AMORTIGUADOR DE CORRIDA lOX 

30.28 g 
144.1 g 
10.0 g 

Se aforó a 1 litro con agua. 

AMORTIGUADOR DE TRANSFERENCIA 

3.06 g 
14.41 g 

200.0 ml 

Se aforó a l litro con agua. Se guardó a 4 •c. 
AMORTIGUADOR DE LAVADO 2X 

Tris 2 M pH•7.4 
NaCl 

(WB o washing buffer) 
10.o ml 
17.53 g 
lo.o ml Tritón x-100 

sos 4.0 g 

se aforó a 1 litro con agua. 

AMORTIGUADOR "B" 
Tris 2 M pH•7.9 650.0 rl 
EDTA 0.5 M 200.0 ~l 

Se aforó a 50 ml con agua, se agregaron 5 ml de glicerol y se 
almacenó a 4 ·c. 

Al momento de utilizarse se agregaron: 
llTT l M l /'l/ml 
PMSF 200 mM 1 rl/ml 

DITIOTRITOL 
(DTT o dithiothreitol) 

Se preparó una solución al l H. se almacenó a -20 •c. 

FLUORURO DE FENIL-METIL-SULFONILO 
(PMSF o phenylmethyl-sulfonyl fluoride) 

se preparó una solución al 200 mM en etanol. se guardó a -20 •c. 

ISOPROPIL 8-D-TIOGALACTOPIRANOSIDO 
(IPTG) 

Se preparó una solución al 1 M sn agua bidestilada estéril. Se 
almacenó a -20 •c. 

PERSULFATO DE AMONIO 
(APS o ammonium persulphate) 

se preparó u~a solución al 10\ en agua. Se almacenó a 4 •c. 



NaCl 

SK 
(Medio de almacenaje de fa9oe) 

Para 100 ml 

M9S04 7H20 
Tris Cl 1 M (pH 7.5) 
Gelatina 2t 

0.589 
0.29 
5.0ml 
0.01' [final] 

Se autoclaveó y se guardó a 4 •c. 

MALTOSA 

Maltosa 20.ot 

Se aforó con agua y se esterilizó por filtración. Se almacenó a 4 
·c. 

Nota: todas las soluciones, excepto los medios preparados a 
base de LB (los cuales se guardan a 4 •e¡ y las indicadas, se 
guardan a temperatura ambiente. 

Para la preparación de todas. las soluciones se utilizó agua 
bidestilada estéril. 

Para 11111yor información, remitirse a Maniatis et al., 1982. 



ANEXO 2 
/////lf'NALISIS POR COMPUTADORA DE E6 Y E7 DE LOS HPV-16 Y HPV-18 
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//// INTERNATIONAL BIOTECHNOLOGIES, INC. 

B I // 
111 Copyright 1982,83,84 

////// by: Jim Pustell 
////// 

DNA SEQUENCE TRANSLATION PROGRAM Version 4.0 

TRANSLATED SEQUENCE OF E6HPV16. 

10 20 30 40 so 

TAT AAA AGC AGA CAT TTT ATO CAC CAA AAG AGA ACT OCA ATO TTT CAG OAC CCA CAO 
Met His Gln Lys Arg Thr Ala Met Phe Gln Asp Pro Gln 

60 70 80 90 100 110 . 
OAO COA CCC AGA AAG TTA CCA CAO TTA TGC ACA OAO CTG CAA 
Olu Arg Pro Are LYS Leu Pro Oln Leu Cys Thr Glu Leu Gln 

120 130 140 . 150 . 
ATA ATA TTA GAA TGT OTO TAC TGC AAG CAA CAO TTA CTG COA 
lle lle Leu Glu cys VBl Tyr cys Lys Gln Gln Leu Leu Arg 

180 190 200 210 . . 
TTT GCT TTT CGG OAT TTA TOC ATA OTA TAT AOA OAT GGO AAT 
Phe Ala Phe Arg Asp Leu Cyo lle Val Tyr Arg Aap Oly Aan 

230 240 250 260 270 

GAT AAA TOT TTA AAG TTT TAT TCT AAA ATT AGT OAO TAT AGA 
Asp Lys Cys Leu LYB Phe Tyr ser Lys lle ser Glu Tyr Ara 

290 300 310 320 

TTG TAT GGA ACA ACA TTA GAA CAG CAA TAC AAC AAA cea TTG 
Leu Tyr Gly Thr Thr Leu Olu Gln Oln Tyr ABn Lys Pro Leu 

350 360 370 380 . 
AGG TGT ATT AAC TGT CAA AAG CCA CTG TGT CCT OAA GAA AAG 
Arg cys Ile Asn Cys Gln Lys Pro Leu Cys Pro Glu Olu Lys 

400 410 420 430 440 . 
AAA AAG CAA AGA TTC CAT AAT ATA AGG GGT coa TGG ACC OOT 
Lys LYB Gln Arg Phe His Asn Ile Arg Oly Arg Trp Thr Gly 

460 470 480 490 

TGC AGA TCA TCA AGA ACA CGT AGA OAA ACC CAG CTO TAA 
Cys Arg Ser Ser Arg Thr Arg Arg Glu Thr Oln Leu 

ACA ACT ATA CAT GAT 
Thr Thr lle His Asp 

160 170 

CGT GAG OTA TAT GAC 
Arg Olu Val Tyr Asp 

220 

ce~ TAT GCT OTA TOT 
Pro Tyr Ala Val Cys 

280 

CAT TAT TOT TAT AOT 
His Tyr Cys Tyr Ser 

330 340 . 
TGT GAT TTO TTA ATT 
Cys Asp Leu Leu lle 

390 

CAA AGA CAT CTG GAC 
Gln Arg His Leu Asp 

450 

COA TGT ATG TCT TOT 
Arg Cys Het Ser Cys 



Table Of Codon Usago In E6HPV16. 
As Translated Above 

Number of identified codons• 159 
Number of unidentified codons= o 
Calculated Molecular Weight• 19195. 9a 

TTT Phe 4 2.5ll TCT Ser 2 1.3ll TAT Tyr 9 5.111 TGT Cys 10 
TTC Phe 1 .6ll TCC Ser a .ali TAC Tyr 2 1.3ll TGC cys 4 
TTA Leu 9 5.111 TCA Ser 2 1.3ll TAA 1 TOA o 
TTO Leu 3 1.9ll TCO Ser o .ali TAO a TGO Trp 1 

CTT Leu o .ali CCT Pro 1 .6ll CAT His 4 2.5ll CGT Arg 2 
CTC Leu o .ali ccc Pro 1 .6ll CAC His 1 .6% cae Arg o 
CTA Leu o .a?. CCA Pro 4 2.5ll CAA Gln 7 4.4ll COA Arg 3 
CTO Leu 5 3.2ll ceo Pro 1 .6?. CAG Oln 6 3.9ll CGG Arg 2 

ATT lle 3 1.9ll ACT Thr 2 1.3?. AAT Asn 2 1. 3ll AOT Ser 2 
ATC lle a .ali ACC Thr 2 1.3ll AAC Asn 2 1.3ll AOC Ser o 
ATA lle 5 3.2?. ACA Thr 5 3.2,,-; AAA Lys 4 2.Sll AOA Arg 9 
ATO Het 3 1.9ll ACG Thr o .o,.; AAG Lys 7 4.4% AGG Arg 2 

GTT Val a .Oll OCT Ala 2 1.3ll GAT Aap 5 3.2% GGT Gly 
GTC Val o .ali acc Ala o .ali OAC Asp 3 1.9% aac 01y 
OTA Val 3 1.9ll OCA Ala 1 .6ll GAA Glu 5 3.2ll OGA Gly 
GTG Val 1 .6ll GCG Ala o .Oll GAG Olu 2.Sll OGG Gly 

Translation begun wi th base no. 19 
lfirst ATO after base no. O) 

Translation atopped at termination codon (base no. 493) 
Sequence printed from base no. 1 to base no. 495 
Sequence numbered bec;inning wi th bo.ae no. 1 

An6lisis realizado en base a la secuencia nucleotidica publicada 
por seactorf at al. , 1985. 

G.3?. 
2.5ll 

.6ll 

1.3ll 
.Oll 

1.9?. 
1.3ll 

1.3ll 
.Oll 

5.7ll 
1.3ll 

1.3% 
.ali 
.Gll 
.G% 
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INTERNATIONAI.. BIOTECHNOl..OOIES, INC. 

Copyright 1982,83,84 
by; Jim Pustell 

DNA SEQUENCE TRANSl..ATION PROORAM Version 4,0 

TRANSLATED SEOUENCE OF E6HPV18. 

10 20 30 40 so 

ATG GCG cae TTT GAG OAT CCA ACA COG CGA CCC TAC AAG CTA CCT GAT CTO TOC ACG 
Met Ala Arg Phe Glu Asp Pro Thr Arg Arg Pro Tyr Lys Leu Pro Asp Leu Cys Thr 

60 70 80 90 100 110 . 
OAA CTG AAC ACT TCA CTG CAA GAC ATA GAA ATA ACC TGT GTA TAT TGC AAO ACA GTA 
Glu L.eu Asn Thr Ser Leu Gln Asp lle Glu lle Thr Cys Val Tyr Cys l..ys Thr Val 

120 130 140 150 160 170 

TTO OAA CTT ACA GAG OTA TTT GAA TT'f OCA TTT AAA GAT TTA TTT GTG OTO TAT AOA 
Leu Olu Leu Thr Olu Val Phe Glu Phe Ala Phe Lys Asp Leu Phe Val Val Tyr Arg 

180 190 200 210 220 . . . 
OAC AOT ATA CCG CAT GCT GCA TOC CAT AAA TOT ATA GAT TTT TAT TCT AOA ATT AOA 
Asp Ser Ile Pro Hie Ala Ala Cys His L.ys Cys lle Aep Phe Tyr Ser Arg Ile Arg 

230 240 250 260 270 280 . 
OAA TTA AOA CAT TAT TCA GAC TCT GTG TAT GGA OAC ACA TTO OAA AAA CTA ACT AAC 
Glu L.eu Arg Hie Tyr Ser Asp Ser Val Tyr Oly Asp Thr Leu Glu Lys Leu Thr Asn 

290 300 310 320 330 340 . . 
ACT OGG TTA TAC AAT TTA TTA ATA AGG TGC CTG CGG TGC CAG AAA ceo TTO AAT CCA 
Thr Oly Leu Tyr Asn Leu Leu Ile Arg Cys L.eu Arg cys Gln Lys Pro Leu Asn Pro 

350 360 370 380 390 

OCA OAA AAA CTT AOA CAC CTT AAT GAA AAA CGA COA TTT CAC AAC ATA OCT GGG CAC 
Ala Olu L.ys Leu Arg His Leu Asn Glu Lys Arg Arg Phe His Asn lle Ala Oly His 

400 410 420 430 440 450 . 
TAT AGA OGC CAG TGC CAT TCG TOC TGC AAC CGA OCA CGA CAG OAA COA CTC CAA COA 
Tyr Arg Oly Gln cys His Ser Cys Cys Asn Arg Ala Arg Gln Glu Arg Leu Gln Arg 

460 470 . 
cae AGA OAA ACA CAA OTA TAA 
Are Arg Glu Thr Oln Val 



Table Of Codon Usage In E6HPV18. 
As Translated Above 

Number of identified codonsa 158 
Number of unidentified codons• o 
Calculated Molecular Weight= 18870, 37 

TTT Phe 7 4.4ll TCT Ser 2 1.3ll TAT TYr ó 3.8ll TGT Cys 2 
TTC Phe o .Oll TCC Ser o .Oll TAC Tyr 2 1.3ll TGC Cys 8 
TTA Leu s 3.2ll TCA Ser 2 1.3ll TAA --- 1 TGA --- o 
TTO Leu 3 1.9ll TCO Ser .óll TAG --- o TGG Trp o 

CTT Leu 3 1.9ll CCT Pro 1 .&ll CAT His 4 2.Sll CGT Arg o 
CTC Leu 1 .&ll ccc Pro 1 .&ll CAC His 3 1.9ll CGC Arg 2 
CTA Leu 2 1.31: CCA Pro 2 1.31: CAA Gln 3 1.9ll CGA Arg 7 
CTO Leu 4 2.Sll eco Pro 2 1.31. CAG Gln 3 1. 9ll CGG Arg 2 

ATT lle 1 .&ll ACT Thr 3 1.9ll AAT Asn 3 1.9& AOT Ser 1 
ATC lle o .Oll ACC Thr 1 .&ll AAC Asn 4 2.Sll AOC Ser o 
ATA lle ó 3.Bll ACA Thr s 3.2ll AAA Lys ó 3.8ll AGA Arg 7 
ATO Met 1 .&ll ACG Thr 1 .&?. AAO Lye 2 1.3ll AGO Arg 1 

GTT Val o .Oll GCT Ala 2 1.3ll OAT ABP 4 2.Sll GGT Oly o 
GTC Val o .Oll GCC Ala o .Oll OAC Asp 4 2.Sll OOC Oly 1 
OTA Val 4 2.Sll GCA Ala 4 2.Sll OAA Glu 10 ó.3ll OOA Oly 1 
GTO Val 3 1.91: GCG Ala 1 .&ll GAG Glu 2 1.3?. GGO Gly 2 

Translation beBun with base no. 1 
{first ATO after base no. O) 

Translated to 3 • end 
Sequence printed from base no. 1 to base no. 477 
Sequence numbered beginning wi th base no. 1 

An1Uisis realizado en base a la secuencia nucleotidica publicada 
por Seedorf et al. • 1987. 

1.3ll 
S. lll 

.Oll 

.Oll 
1.3ll 
4.4ll 
1. 31. 

.&ll 

.Oll 
4.4ll 

.&?. 

.O?. 

.&ll 

.&ll 
1.3ll 
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by: Jim Pustell 

DNA SEOUENCE TRANSLATION PROGRAH 

TRANSLATED SEQUENCE OF E7HPV16. 

20 30 

Version 4.0 

40 so 

AGA AAC CCA GCT GTA ATC ATO CAT GGA OAT ACA CCT ACA TTG CAT OAA TAT ATO TTA 
Met His Oly Asp Thr Pro Thr Leu His Glu Tyr Het Leu 

60 70 so 90 100 110 

OAT TTO CAA CCA GAG ACA ACT OAT CTC TAC TOT TAT GAG CAA TTA AAT GAC AGC TCA 
Asp Leu Oln Pro Olu Thr Thr Asp Leu Tyr Cys Tyr Olu Gln Leu Asn Asp Ser Ser 

120 130 140 150 160 170 

GAG GAG GAG GAT GAA ATA GAT GGT CCA GCT GGA CAA GCA GAA cea oAc AOA GCC CAT 
Glu Olu Olu Asp Glu lle Asp Oly Pro Ala Oly Gln Ala Glu Pro Asp Arg Ala His 

180 190 200 210 220 

TAC AAT ATT GTA ACC TTT TGT TGC AAG TGT GAC TCT ACG CTT CGO TTG TGC GTA CAA 
Tyr Asn lle Val Thr Phe Cys Cys Lys Cys Asp Ser Thr Leu Arg Leu Cys Val Gln 

230 240 250 260 270 280 . 
AGC ACA CAC GTA GAC ATT CGT ACT TTG GAA GAC CTG TTA ATO aoc ACA CTA GGA ATT 
Ser Thr His Val Asp Ile Arg Thr Leu Olu Asp Leu Leu Het Oly Thr Leu Gly lle 

290 300 310 . 
OTO TGC CCC ATC TGT TCT CAG AAA CCA TAA 
Val Cye Pro lle Cys Ser Oln Lys Pro 

Table Of Codon usage In E7HPV16. 
As Translated Above 

Number of identified codons= 98 
Number of unidentified codons= O 
Calculated Molecular Weight= 11021. 64 

TTT Phe 
TTC Phe 
TTA Leu 
TTG Leu 

1 1.0ll 

o ·º" ·3 3.lll 
4 4.1" 

TCT Ser 
TCC ser 
TCA Ser 
reo ser 

2 2.0ll 

o ·º" 1 1.0ll 

o ·º" 

TAT Tyr 
TAC Tyr 
TAA --­
TAO ---

2 2.0ll 
2 2.0ll 
1 
o 

TGT cys 
TGC CYS 
TOA --­
TGG Trp 

4 4. lll 
3 3.1" 
o 
o ·º" 



CTT Leu 1.0::1 CCT Pro 1 1.0::1 CAT His 3 3.1::1 CGT Arg 1 
CTC Leu 1.0::1 ccc Pro 1 1.0% CAC His 1 1.0% CGC Arg o 
CTA Leu 1.0ll CCA Pro 3 3.1::1 CAA Gln 4 4.1::1 COA Arg o 
CTG Leu 1.0::1 CCG Pro 1 1.0::1 CAG Gln 1 1.0::1 CGG Arg 1 

ATT Ile 3 3 .1::1 ACT Thr 2 2.0ll AAT Asn 2.0::1 AGT Ser o 
ATC Ile 1 1.0::1 ACC Thr 1 1.0::1 AAC Asn ·º" AOC ser 2 
ATA Ile 1 1. Oll ACA Thr 5 s.rn AAA Lys 1.0::1 AGA Arg 1 
ATO Met 3 3. lll ACG Thr 1 1.0ll AAO Lys 1.0::1 AGO Arg o 

GTT Val o ,Oll GCT Alo 1 l.º" GAT Asp 5 S. lll GGT Gly 1 
OTC Val o ·º" GCC Ala 1 1.0::1 GAC Asp s S. lll GGC Gly 1 
GTA Val 3 3. lll OCA Ala 1 1.0::1 OAA Glu 4 4. lll GGA Oly 3 
OTG Vol 1 1.0ll GCG Ala o . º" GAG Glu s S. lll GGG Gly o 

Translation begun with base no. 19 
(first ATO after base no. O) 

Translation stopped at termination codon (base no. 313) 
Sequence printed Crom base no. l to base no. 315 
Sequence numbered beginning wi th base no. 1 

AnAlisis realizado en base a la secuencia nucleotidica publicada 
por Seedorf et al. , 1985. 

1. º" 
·º" .Oll 

1. º" 

·º" 2.0ll l. Oll 

·º" 
1.0ll 
1.0ll 
3.lll 

.Oll 
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INTERNATIONAL BIOTECHNOLOOIES, INC. 

Copyright 1962,63,64 
by: Jim Pus tell 

DNA SEQUENCE TRANSLATION PROGRAM 

TRANSLATED SEQUENCE OF E7HPV16. 

20 30 

Version 4.0 

40 so 

ATG CAT GGA CCT AAG GCA ACA TTG CAA GAC ATT GTA TTG CAT TTA GAG CCC CAA AAT 
Met His Gly Pro Lys Ala Thr Leu Gln Asp lle Val Leu His Leu Glu Pro Gln Asn 

&O 70 60 90 100 . . 
GAA ATT CCG GTT GAC CTT CTA TGT CAC GAG CAA TTA AGC GAC TCA GAG GAA 
Glu lle Pro Val Asp Leu Leu Cye His Olu Gln Leu Ser ABP Ser Glu Olu 

120 130 140 150 1&0 . 
GAT GAA ATA GAT GGA GTT AAT CAT CAA CAT TTA CCA GCC CGA CGA OCC GAA 
ABP Glu lle Asp Oly Vol Asn 

160 190 

His Gln His Leu 

200 

Pro Ala Arg Arg Ala Glu 

210 . 220 

110 . 
GAA AAC 
Glu Asn 

170 

CCA CAA 
Pro Oln 

COT CAC ACA ATG TTG TOT ATO TGT TGT AAO TOT GAA GCC AOA ATT GAG CTA GTA OTA 
Arg Hie Thr Het Leu CYB Met Cys Cys Lys Cys OlU Ala Arg lle Glu Leu Val Val 

230 240 250 2&0 270 260 . . 
GAA AOC TCA OCA OAC OAC CTT COA OCA TTC CAO CAG CTO TTT CTO AAC ACC CTO TCC 
Glu Ser ser Ala Asp Asp Leu Arg Ala Phe Gln Oln Leu Phe Leu Asn Thr Leu Ser 

290 . 300 310 . 
TTT GTG TOT eco TOG TGT OCA TCC CAO CAG TAA 
Phe Val Cys Pro Trp cys Ala Ser Gln Gln 

Table Of Codon Usage In E?HPVlB. 
As TranslateO Above 

Number oí identified codons• 105 
Number oí unidentified codona• O 
palculated Molecular Weight• 11994.87 

TTT Phe 
TTC Phe 
TTA Leu 
TTO Leu 

2 1.91!. 
1 1.01!. 

·3 2.91!. 
3 2.91!. 

TCT Ser 
TCC Ser 
TCA Ser 
TCO Ser 

o .01!. 
2 1.91!. 
2 1.9% 
o .01!. 

TAT TYr 
TAC Tyr 
TAA --­
TAO ---

o 
o 
1 
o 

,01!. 
,01!. 

TGT Cys 
TOC Cys 
TGA --­
TGO Trp 

7 6.71!. 
o .0% 
o 
1 1.0% 



CTT Leu 2 1.9ll CCT Pro 1 1.0ll CAT Hia 4 3.BX cor Arg 1 
CTC Leu o .Oll ccc Pro 1 1.0ll CAC His 2 1.911 cae Arg o 
CTA Leu 2 1.9ll CCA Pro 2 1.911 CAA Gln 5 4.BX CGA Arg 3 
CTO Leu 3 2.9ll ceo Pro 2 1.9:1 CAO Gln 4 3.Bll CQO Arg o 

ATT Ile 3 2.9ll ACT Thr .Oll AAT Asn 2 1.9:1 AOT Ser o 
ATC lle o .Oll ACC Thr 1 1.0ll AAC Asn 2 1.9ll AGC Ser 2 
ATA Ile 1 1.0ll ACA Thr 2 1.9% AAA LYB o .Oll AOA Are 1 
ATO Met 3 2.9ll ACG Thr o .Oll AAG Lys 2 1.9ll AGG Arg o 

GTT Val 2 1.9ll GCT Ala o .Oll GAT Aap 2 1. 9ll GGT Gly o 
GTC Val o .Oll GCC Ala 3 2.9ll GAC Asp s 4.Bll GGC Gly o 
GTA Val 3 2.9ll GCA Ala 4 3.Bll OAA Glu 7 6.7ll GGA Gly 2 
GTO Val 1 1. Oll GCG Ala o ·º" GAG Olu 4 3.Bll GGG Gly o 

Translation begun wi th base no. 
( first ATO after base no. 0) 

Translation stopped at termination codon (base no. 316) 
Sequence printed from base no. 1 to base no. 318 
Sequence numbered beginning i.rith base no. 1 

An•lisia realizado en base a la secuencia nucleotidica publicada 
por Seedorf et al. , 1987. 

1.0ll 
.Oll 

2.9ll 
.Oll 

.Oll 
1.9ll 
1.0ll 

.Oll 

.Oll 

.Oll 
1.9ll 

.Oll 



GLOSARIO 
Anticuerpo. Bs una prote1na (inmunoslobulina), producida por 

11n*oaitos B, que reconoce 7 ae une eapeci-ficament.e al epit.ope 
particular de un ant.111eno. 

c•ncer. (Del lat.. ~. cangrejo.) T~rmino ceneral que en 
el humano •irve para dea11nar a mas de 200 enfermedades que 
pueden preaent.arae prflcticamente en t.odos los ()rfanoa y tejidos 
del cuerpo, 7 que ae caracterizan por crec1aient.o anormal, 
inc:on't.rolado r <liaeminacibn de las cttlulas canceroaaa. 

carcinOfeno. cualquier f'act.or que re•Ult.e en la 
trans:formacibn de una célula normal a una c&lula canceroaa. 

Carcinoma.. (Del lat. carcinoma. 7 ~ate del cr. carcinoma.) 
Tumor malitno que ae deaal"rolla a partir de c&lulaa epit.eliales. 

Carcinoma in ait.u. Un eat.ado en el desarrollo del c:S.ncer, 
cuando &ate ea:tatodav2.a confinado al tejido en el cual comenzo. 

Cetlula cancerosa. Los cambios que ocurren en una c&lula, 
cuando bata ae convierte en t.umoriel!nlca, se pueden dividir en 
tres: inmortalizacibn, t.ran•*ormaeibn y metaataaia (ver cada 
'\.&rmino). Una c&lula cancerosa tiende a usar varias veces el 
requerimiento de siucoaa con respecto a una c&lula normal. 
TambUm produce llcido lllctico bajo condiciones aerobicaa 
(1luc1>l1ai1 aerl>bica). Bsto pone una caria sobre el hilado, el 
oual debe ua:ar ATP para Ul>erarae del lactato. Una caract.erlat1.ca 
notal>le de laa cf!lulaa cancerosas en cultiYo ea la perdida de 
1nh1b1c1bn por contacto. 

Codbn tlmbar. Ka el triplete AUG, uno de loa trea codonea sin 
aentido que cauaan la t.erminacibn de la alntesia de prote1naa. 

Di•pla11a. Describe la presencia de c&lulaa anormales~ La 
di1pla•1a cerYical pued.e aer claai-ficada como leve, moderada o 
•e•era. 

B:mpalme. (In11. •aplicinc•.J Describe la remoc1C>n de intronea 
r la unil.>n de ezone1 en RKA. 

Paao o bacteri<>faao. Virus bacteriano. 
InmortalizaciOn. Describe la propiedad ·de crecimiento 

1n.def1ni.do (•in que necesariamente ocurra ale;bn otro cambio en el 
"fenotipo), 

Leucemia. (Del cr. leucba. blanco, y aima 1 aancre.) Cllncer 
del tejido hematopoyt!tico¡ ae caracteriza por la aobreprod.uccibn 
de Clbbuloa blancos inmaduros. 

Marco de lectura abierta. Contiene una aerie de tripletea que 
codifican para ain.ino~cidoa; la secuencia es (potencialmente) 
t.raducida en proteina. 

HeU1.at.ao1•. (Del crieco met.llstuu, cambio de lucar.J Bn eat.a 
et.apa la cttlula t.umortr~nica inYade el tejido normal, movi&ndoae 
"fuera del tejido de or11en 1eneral111ente Y1a aancu1nea o 
linf:ttica. y eaparcittndoae a ot.ro• lugares del cuerpo. paJ:'a 
'formar colonia• de nuevos tumores malirno•, -frecuent.ement.e por 
pe1amient.o al endotelio de un capilar. 

llutac10n flmbar. Deacr.1be cualquier cambio en el D8A que crea 
un codbn ambar en un ait.1o previam.ent.e ocupado por un codbn que 
repre1ent.aba un amJ.noacido en una protelna. 

Reopla•1a. (De neo- r el •r· plllai•, formacil>n.) Pormacibn, 
en aliuna parte del cuerpo, de un t.ejido, euros elementos 

. auatt turen a loa de los t.ejid.oa normales. 



HeopJasia intraepitelial aerYiaal (RIC), Leai()n premali11na 
del c&.ncer cervico-uterino. Se divide en RIC I, 11 7 111. 

Onco1en. Locus 1enttttco (puede ser de un virus t.umortsttnico o 
de una cl!lula) involucrado en la conver•ibn de una cttlula normal 
a una cancerosa. Loa cenes celulares con el potencial para 
conYerttrae en oncoaenea son llamado• proto-oncosenea. 

Papiloma. (De 1!!!J!.!!!. r -.!!!!!!!>• Variedad de epitelioma 
caracterizado por el aumento de volumen en las papilas de la piel 
o de la• mucosas, con induracibn de la dermis aubracente. 

Ptcnoaia. Reducci()n del ntlcleo b del protoplasma de una 
cttlula; eata reducci()n suele preceder por lo 1eneral a 
deaeneracibn 7 'fracmentacion celular. 

PU1amido. Ea un DRA circu.lar eztracromoaomal de 
autorreplicacibn autbnoma. 

Pleomor'fiamo. Hult1pUcidad de 'formas. 
Potenciador. (In11. •enbancer•.) Elemento que actua en cis r 

que incrementa la transcripcibn de a11unoa promotores 
eucariontea¡ puede -f!uncionar en cualquier orientacU>n r arriba o 
abajo con respecto al promotor. 

Promotor. Reai<>n de DRA involucrada en la unibn de RBA 
polimeraaa para el inicio de la tranacripcibn. 

sarcoma. (Del lat. •arcoma, 7 tuste del 1r. ~. aumento 
de carne.) Tumor maligno que surge en el tejido tejido conectivo 
o en el muscular. 

Supresor am!>ar. Son ¡enes mutantes que codi'fican para tRRAa, 
euros anticodonea han •ido alterados para poder responder a 
codonea UAO. 

Tumor. (Del lat. tumor.) un hinchazbn o expanaibn. que •e 
'forma anormalmente en a11una parte del cuerpo¡ la masa anormal, 
que puede ser ben11na o maligna, no tiene una f'uncibn tJ.til. 

Tumor ben11no. Un hinchazbn o crecimiento anormal que no ea 
un c:tncer y generalmente no ea daftino. 

Tumor maligno. un tumor formado de cftlulaa cancero11aa. Batos 
t.umorea contintJ.an creciendo e invaden otros tejidos; la11 cftlulaa 
ae pueden escapar r crecer en otra parte del cuerpo. 

Tranaformacibn. 1. Bn eata etapa la cf!lula tumoriettnica 
pierde la• regla• de crecimiento: por ejemplo, las cttl utas 
tran•~ormadaa pueden •er independiente• de factores aeneralmente 
neceatt.adoa por cf!lulas normales. 2. de bacteria. De11cr11>e la 
incorporaoibn de un DBA que ae de11ea. 
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