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1. INTRODUCCION :

A. CANCER.

1. Generalidades:

El cancer parece ser una enfermedad tan antigua como lo
es la vida misma. Son testimonio de ello los tumores en-
contrados en los huesos de fésiles de dinosaurios 0 en las
momias humanas descublertae en Egipto y en Pera. El
nombre de céncer se inspird en la observacion de tumo-
res de mama que, &l crecer, toman la forma de un cangre-
jo, segin explica Galeno (131-203 a. C.) en eu tratado
Definitiones Medicae.

El cancer es un conjunto de desordenes celulares caracte-
rizado por la proliferacién celular incontrolada; eu estudio
y tratamiento han sido siempre, objeto de gran interés en
todas partee del mundo (17,20 ).

El origen de ias células tumorales se encuentra en una so-
la célula que sufre cambios genéticos permanentes. La
caracteristica fundamsntal de la célula cancerosa, es ia
pérdida de la capacidad de controlar su crecimiento y divi-
sién, (ae células malignas se dividen cuando y donde no



deberian hacerlo, slendo el resultado de su proliferacion

desorganizada, la formacion de un tumor (74).

El desarrolio de un tumor maligno involucra aiteraciones
complejas ocasionadas por factores exégenos y endége-
nos; los estimulos endogenocs puedsn ser genéticos, hor-
monales o Inmunologicos, mientras que los exégenos In-
volucran une amplia variedad de elementos ambientaies,
tales como sstimulos quimicos (sustancias carcinogéni-

cas ), fisicos (luz uitravioleta) y biolégicos (virus).

Los procesos tumorales pueden presentar diversas mani-
festaciones clinicas pero se considera que todos alios
tienen causas comunes que los desencadenan. A nivel
molecular, dos de los factores més importantes que Inter-
vienen en ia carcinogénesis son los oncogenes y los virus
(20).

En cuaiquier parts del cuerpo pueden originarse grupos
de células que proliferen de forma anormal; de silos, los
que no pueden invadir los tejidos vecinos y permanecen
estrictamente {ocalizados reciben ¢! nombre de tumores
benignos mientras que los que se diseminan desde el lugar
de origen pudiendo sicanzar ei torrents sanguineo y el

sistema linfatico, reciben el nombre de tumores malignos o



cénceres.

Los distintos tipos de céncer se clasifican principaiments
de scuerdo con el 6rgano o tejido en el que se originan
y ol tipo de célula a partir del cual se forman; se clasifican
on tres extensos Qrupos: carc/inomas, ssrcomss y leuce-

mias (74).

Los csrcinomas se originan en ios epitelios, capas de célu-
ias que recubren ia superficie del cuerpo y tapizan |as
diferentes glanduias; son los més frecuentas y constituyen
un 80% de los canceres. Porlo general éstos son tumores
que ocurren a edad avanzads y cuya frecuencia puede
incrementarse hasta mil veces entre (os veinte y los se-
senta afos de edad. Entre elios los més comunes son los
que afectan al puimén, al intestino grueso, a ias mamas

y al cuelio uterino.

Los sarcomas, mucho mas raros, se originan en (as es-
tructuras de sostén, como el tejido fibroso y los vasos san-
guineos. Las leucemias y los linfomas, se originan en las
células hematopoyéticas de la médula 6sea y de los lin-
fonodos (20,74).

Hoy en dia, el céncer constituye una de las 6 primeras cau-



sas de defuncion, tanto en paises Industriatizados como
aquéiios en desarrolio; sin embargo se ha observado que
las formas predominantes de céncer varian de un pals a
otro, o bien siguen una tendencia diferents. Asi, por ejem-
plo, en Eatados Unidos los tipos més comunes de cancer
son los de pulmon, el colorrectal y el de mama, en tanto
que en México predominan (as leucemias, los linfomas,
los canceres de prostata, puimon y estdomago, el chncer
de cuello uterino y e! de mama (84,77).

2. Base molecular de! céncer:

Un tumor maligno es, como ya se mencionado, un gran
conglomerado de células que crecen sin control, deacen-
dientes todas ellas de una sola célula.

Esta célula original era antes normal, pero sufrid un cam-
bio critico y como resultado del miemo, empezé a dividirse
y a proliferar sin control. Esta Gnica célula generara millo-
nes de células iguaiments alteradas que constituyen la
masa tumoral. En los cromosomas de estas céluias tumo-
rales se han encontrado genes Implicados en el desarro-
Ho canceroso, llamados oncogenes; las proteinas para las
que codifican sufren cambilos (como fosforilacion), oca-
slonando slteraciones que dan lugar = la conversion de la



célula fundadora normal en célula cancerosa (74).
Otros genes sufren modificaciones ( mutaciones ), dando
lugar a alteraciones que conducen a la formacion de tumo-

res; a éstos gones suele llamarseles proto-oncogenes (74).

€n la mayoria de los casos no se tlone idea de cOmo estos
genes contribuyen al proceso canceroso, peroc se puede su-
poner que codifican para proteinas impiicadas en is regula-
cion del crecimiento celulsr.

Existen ademés otro tipo de genes, los denominados ent/
oncogenes, que codifican para protsinas que regulan ia
funcion de los oncogenes y que tienen la caracteristica de
ser supresores tumorales, pues participan de aiguna ma-
nera en la regulacion de la proliferacion celular; ios més
conocidos son Rb y p63 ( 74,96 ).

3. El cncer cérvico-uterino (CaCl): Aspectos generales.

En todo el mundo, el cancer del cuelio uterino (CaCl)
representa un importante problema de salud; se estima
que cada aho se diagnostican 500,000 nuevos casos, de
los cuales mueren el 46%, por lo que ocupa el segundo lu-
‘gar como oausa de muerte por neoplasias entre las muje-

ree y es rebasado sdio por el cancer de mama (13,83).



Entre los paises industrializados y los no Industrializedos ,
ia prevalencia de esta enfermedad os muy diferents, pues-
to que el namero de casos en dstos Gitimos es de cuatro a

ocho veces mayor.

En los paises desarroliados ol CaCU tiene el segundo lugar
en frecuencia de céncer en mujeres (7%), despuéds .doi
céncer de mama (22%), mientras que en los paises subde-
sarroliados sucede a ia Inversa: el cancer de cérvixes
ol tumor que con miés frecuencia se presents entre la po-
blacion femenina (24%) y o de mama ocupa el segundo lu-
gar (16%) (64).

Dubido a la aplicacion masiva de campahas de deteccion
oportuna del CaCU y a los avances terapéuticos en esta
drea, on los palses desarroliados se ha logrado una dismi-
nucion notable eniatasa de mortalidad de este padec!-
miento en los Gitimos 20 aflos, pero entre ias mujeres Jove-
nes, se ha Incromentado la incidencia del carcinoma
M situ que se considera Ia lestén precursora del CaCl (34
35,67).

€l CaCU en México constituye también un problema de sa-
fud importants, ya quo represonta el 20% de todos los can-
ceres y ol 31% de los cAnceres que afectan a ia poblacion
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femenina, ocupando el primer lugar en incidencia y morta-
tidad (77).

8egln datos registrados en la Direccién General de Epide-
miologia ( Secretarfa de S8alud, 1991) y en el Instituto
Nacional de Satud Pablica (1993), en relacion a otros pat-
ses de Latinoamérica, México ocupa el tercer lugar en ta-
sa de mortalidad por CaCU. La tasa de morialidad nacio-
nal es de 9.6 por ceda 100,000 mujeres, sin smbargo,
oxiste una gran variabllidad geografica y regional en loe
diferentes estados de la repablica. Por ejemplo, en Yuca-
tén y Nayarites de 10.2 y 17.6 por cada 100,000 mujeres
respectivaments, mientras que en Chihuahua y el Estado
de uculco es de 45 y 6.1 por cada 100,000 mujeres res-
pectivaments.

En la cludad de México cada afio se presentan 3,500 nue-
vos casos, la tasa de mortalidad por céncer de cérvix ss
de 11 por oada 100,000 mujeres y se calcula que (a tasa
de incidencia en mujeres mayores de 26 ahos, es de 115
por cada 100,000 mujeres (77).

Todo parece indicar que {as lesiones preinvasoras del
cuello uterino son parte del misiio padecimiento. Dichas
lesiones e presentan como una serie de cambios que

11



genera!mente comienzan con una lesién blen diferenciada
(Neoplasia Intraepiteliai Cervical | -CiN |- o dispiasia leve),
pasan por una fase menos diferenciada (CIN il o dispiasia
moderada), fuego una fesion Intraepitelial indiferenciada
(CIN 11i, Ia clasica dispiasia severa o carcinoma /» sify),
terminando finaiments en carcinoma invasor (en diversos
estadios) cuando las células del epitetio cervical han
atravesado ia membrana basal ¢ invadido ef tejido subya-
cente (67).

Desde el punto de vista clinico, los carcinomas invasores
oo clasifican en 4 estadios dependiendo de! grado de inva-
sion, ampezando por el estadio | en el cusl el chncer ha in-
vadido hasta 5mm mas alié de la membrana basal, hasta e!
estadio IV, donde hay metsstasie en otros tejidos. Desde
ol punto de vista morfologico, los tumores invasoree se
clasifican en: epidermoidee (queratinizantes y no quera-
tinizantes), adenocarcinomas, adencescamosos y células

pequeias de origen neuroendbcrino (67).

Comunments toda esta gama de lesiones presentan attere-
cionee del fenotipo celular ( alargamiento nuclear, hiper-
cromatismo, pleomorfiamo, pérdida del relisve celular,
cromatina gruesa o burday principalmente, mitosis anor-

maies ), de la arquitectura celular (lo extenso de esos
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cambios de ia superficie de! epitelio al tejido subyacente)
y del contenido del DNA celular (aneuploidia), siendo ma-
yores las alteraciones conforme las lesiones son més avan-

2adas (70).

Estas lesiones se Inlcian en la unién escamocolumnar de
ia zona de transformacion del epitelio del cérvix, gene-
ralments como lesiones unifocales y permanecsn confina-
das a ese sitio durants la fase Intraepitelial (15). La Inva-
sion puede ocurrir en cuaiqulier fase del CIN, pero es mas
posible que ocurra en el CIN I,

En ocasiones, {as lesiones preinvasoras regresan o perma-
necen inaiterables durante toda ia vida, y sélo cierto por-
centaje progresa a CaCuU: 7.6% de CIN |, 156% CIN Il y 26%
CIN Il (70), o cual muestra que ia evolucion a estadios
invasores no es inevitable y depende del sistema inmune
del individuo. El tiempo de evolucion de las lesionss que
progresan de CIN| aCINIII, y de éste a carcinoma Inva-
sor, es muy variable, generalments entre 10 a 20 ahoe,
siendo ia edad promedio de ias mujores que presentan
CIN | y carcinoma invasor, de 25 a 50 ahos respectivamen-
te (35).

E! desarrolio del cancer invasor puede prevenirse al reall-

13



zar la deteccion, el diagnostico y la erradicacion (con
tratamientos clinicos como la quimioterapia), de las lesio-

Nes Precursorss.

Existsn estudios que muestran que aigunas enfermedades
tranemitidas sexualimente, pueden jugar un papel importan-
ts en ol desarrolio de esta enfermedad, ademas el compor-
tamiento sexual esthd altaments relacionado con ¢l rlesgo
de ias mujeres a desarroliar neopiasia cervical (12,20).

Factores como of inicio de vida sexual @ temprana edad,
miltiples compahercs sexuales, contacto sexusi con un
individuo cuya pareja haya estado previaments afectade
por cancer cérvioo-uterino, compahero sexual oonh expe-
riencia oon varias mujeres, aunado a enfermedades ve-
aéreas y compahero sexual con cancer de pene, han sido
blen documentados como factores determinantes en ef
desarrotio de CaCU. Los casos de clncer que se de-
sarrolian donde ss unen ios dos tipos de epitelio, o! ando-
cérvix y el cuelio, estén ssociandoe a una higiene sexual
deficlents (25,73,82).

Numerosas obeervaciones clinicas y estudios epidemio-
togicos sugieren ademas, que un factor virsl, transmitido
ssxuaiments, estd involucrado en el desarrolio de! CaCl

14



(12). Diversos virus han sido detectados como agentss in-
fecclosos asociados al CaCU principaiments, el virus del
horpes simple tipoll y mas recientements, los virus de
papiloma humanos (88).

8in embargo, desde hace aigin tlempo han surgido evi-
dencias experimentales que indican gue el virus del her-
pes no o8 ol principal candidato etiologico de! CaCU (50,
60,80).

El alslamiento del DNA del HPV tipo 8 de un condiioma acu-
.lun.‘do.comﬂmyo un gran avance respecto a la asocis-
cion entre HPV y CaCU (32). La aplicecion postsrior de
nuavas metodoiogiss de ia ingenieria gendtica y de la bio-
logia molecular, tales como la clonacion genética y la hi-
bridacion de! DNA, permitieron aisiar ¢ identificar, de neo-
plasias genitales, muchos otros tipos de papilomas (34,
36).

De todos los tipos de HPV, sdlo siguncs de ellos (8,114,168
18, 31, 33 y 36) se han encontrado frecuentements en tu-
mores de ia region genital. Los tipoa 8 y 11 se han encon-
trado en aproximadaments el 90% de las lesiones benig-
nas, en 256% de ias lesiones precancercsas y muy raramen-
te (2%), on las issiones cancercsas. En 90 % de los

16



carcinomas invasores se han encontrado los tipos 16,
18, 31, 33 y 35, slendo los més frecuentes loa tipos 16
y 18 (encontrados en 60-00% de los casos; en general, of
tipo 16 es 3 veces més frecuente que el tipo 18) (7, 10,
82).

€s interasants hacer notar que varios grupos de investiga-
oion, medliants hlbridecion M s/tu, han detectado la pre-
sencia de HPV de los tipos 18 y 18 en el 5-30% de (as citolo-
gias normales (61).

Medlants estudios de seguimiento, se observo que la histo-
ria natural de las lesiones del cérvix varia de acuerdo al
tipo viral que presentan iniciaiments: el 48% de las lesio-
nes con HPV-16 y el 27% con HPV-18, progresaron hasta
carcinoma invasor, a diferencia de Iss que contisnen

HPV-8 y 11 que excepcionaiments lo hicleron (768,91).

8e han hecho avances importantes para entender tanto ia
interaccion papllomavirus-célula huésped, como los meca-
nismos Involucrados en el desarrolio del CaCU. Estos des-
cubrimiontos son de gran importancia para la creacion de
nuevos métodos de diagnodstico y terapia de este padec)-
miento.

10



B. VIRUS DE PAPILOMA HUMANO (HPV).

1. Caracteristicas genersies;

E! virus de papilloma humano, pertenece a la familia de los
Papovavirue, la cual estd compuesta de 2 géneros:
Polyoma virus y los virue de papiloma.

Los HPV se han alslado de verrugas y biopsias de tumores
humanos, de los que pueden obtenerse grandes cantida-
dee de particulas virslee; sin embargo por mucho tiempo
e ha intentado sin éxito, establecer un sistema de cultivo
de céluias para poder crecer el virus de papiloma.

Dicho fracaso se debe a que la expreeiton del genoma del
HPV es muy especifica y muy restringida a los queratino-
cltos, a los que ha sido dificil diferenclar /n vitro.

Los virus de papiloma son especificos para la especie y ol
tejido que infectan y tienan un tropicmo preferencial por
ias células epiteliales escamosas (03).

2. Constitucion:

Los viriones de los HPV eetan constituidos Gnicaments
por DNA y proteinas; el DNA de doble cadena, esth cova-
lentemente cerrado y es circular, el poso molecular estima-

17
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do por su moviiidad alectroforética es de 65x10°* Daltonee,
lo que corresponde a 8,000 pares de basaes sproximada-
damente. Mediante microscopia electronica se ha deter-
minado que el diAmetro de las particulas virales as de 50-
66 nm (93).

E! genoma viral se sncuentra compactado con histonss,
formando nuclecsomas y sncapeidado en viriones icosad-
dricos con 72 capsomeros. Los viriones de divarsos tipos
de HPV analizados en geles de pollacrilamida-SDS, mues-
tran una proteina mayoritaria de la cépeide de 57 kDay
dos minoritarias de 53 y 43 kDa (33,85,83). Los genomas
de los HPV han sido secuenciados y mueetran una alta
similaridad, con una homologia de DNA entre elice que
va desde al 45% al 86% (13,31).

Sus genes astdn codificados en una sola de las cadenas
de DNA, lo cual indica que Ia transcripcion ee unidirecclo-
nal. Esta oadena codificadora contiene 8 genes; de alios,
6 son designados como tempranos (E) y2 como tardios
(L). Los primerce codifican para proteinas relacionadas
con ia replicacion (E1), transcripcion (E2) y transforma-
cion calular (E6 y E7); los segundos codifican para pro-
teinas da la cépside (L1 y L2) (31).

18



El genoma viral contiene una region de control o promotor
(LCR) de aproximadamente 1,000 pares de bases de DNA
(1 Kb), sin ningan marco de lectura ablerto (ORF, por aus
iniclales en inglés) Importante. En este promotor se han
identificado secuencias estimuladoras y represoras de Ia
transcripcion viral, asi como e! origen de Ia replicacion
(Figura A).

3. Genes de los virus de papiloma:

La tabia No. 1 (9) muestra ias principales caracteristicas
de los genes de los virus de papiloma:

1



Tabia No. 1

PESO DE “FUNCION DEMOSTRADA
LA
GEN PROTEINA FUNCION EN
€1 882 72kDa Replicacion.’ BPV-1, HPV-18
€2 48 kDa Reguiador PVs, BPV-1
transcrip-
clonal.
Replicacion.
E4 17 kDa Maduracion HPV
viral.
ES 7 kDa Trasnforma- 8PV-1
cion.
Es 18 kDa Traneforma- BPV-1, HPV-10/M8
cion.
<] 10 kDa Activador BPV-1, HPV-18
transcrip-
cional.
E7 162 20kDa Traneforma- HPV-18/M8
olén.
Activador HPV-1818
transcrip-
clonal.
L1 58 kDa Proteina mayor PVs
de ia capside.
2 78 kDa Proteina menor PVs
de la capside.




FIGURA A. Mapa genético del virus de paplioma huma-
no tipo 18. El genoma ciroular de DNA de doble cade-
na, contiene 78587 pares de bases; posee 7 regiones de
oxpresion temprana (E) y 2 de expresion tardia (L), ade-
més de una region de control o promotor (LCR) que
contiene los elementos regulatorios de la transcripcion
temprana y ¢! origen de Ia replicacion viral (30).
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Gan E2: El producto de este gen es un transregulador de
la transcripcion temprana, que se une al DNA y reconoce
especificamente ia secuencia palindromica ACCG-NNNNN
N-CGGT (sitio de union de E2). Dicha secuencia se en-
cuentra repetida varias veces en el LCR de todos jos HPV
secuenciados hasta shora (22, 33).

La proteina E2 ss une a su sitio de union en forma de dime-
ro y esth compuesta de S dominios: A, B y C (Figura B).

Varics trabejos han descrito que esta proteina activa fuer-
temente la transcripcion de flos LCR de diversos tipos de
promotor en bovinos y en menor grado, ia de algunos pro-
motores que no contiensn su secuencia de union (38, 37,
88, 87, 92).

Sin embargo, se encontré que el promotor que reguia ia
expresion de los genes ES y E7 en ol HPV-18, es fuerts-
mente reprimido por la proteina E2 en células SWi13 o en
queratinocitos humanos (8).

Esto se debe bésicaments a ia posicion sn que se encuen-
tran localizados los sitios de union de E2 con respecto a
lacaja TATA. Por ejempio, de los tipos de HPV que colo-
nzan los genitales (8, 11, 18, 16 y 33), estos sitios se LbI-
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FIGURAB. Proteina E2, Esta proteina esth compuesta de 3
dominios (regiones A, By C); en ia parte inferior se mues-
tra un modelo de ia estructura de E2 deducido a partir de
estudios funcionales y estructurales. Probablements, los
dominios Ay C son globulares y se sncusntran separados
por una bisagra flexible (dominio 8). El dominio A contiene
2 hélices alfa (A1 y A2); ¢! dominio C estd Involucrado tan-
to en la unién al DNA, como en el proceso de dimerizacion

de la proteina (30).
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can amenos de 70 pares de bases arriba de la caja TATA
on la region promotora proximal del gen ES. Por el con-
trario, en otros tipos humanos y animales ( BPV-1, CRPV
y DPV ), el sitio mas cercano al promotor EG esth @ 140 pb
de ia caja TATA (20,30).

Genes ESyE7: Las proteinas E8 y E7 han sido implicadas
en la Inducclion y el mantenimisnto del estado transformado
on células que contienen secuencias de HPV. Estas pro-
teinas han sido encontradas en el nacleo de las células in-
fectadas. Ademés embas proteinas son transactivadoree
transcripcionales. E! gen ES codiica para una proteina de
21 kDa, le cual se ha encontrado en ¢! nicleo y en ia mem-
brana plasmétice, y tisne una gran afinidad por el DNA.
Se ha demostrado que ia proteina E6 del HPV-18y HPV-18
interactaa con la proteina codificada por el gen supre-
sor pS3; existen ademas evidencias que indican que ES
pudiera promover ia degradacion especifica de p563 por
medio de la via de la ubiquitina (3,24,46,87,78,08).

La protsina E7 es una fosfoproteina de 88 aminoécidos
(14 kDa) localizada en el nicleo y el citopiasme celular, a
ia cual no se e ha encontrado une funcion enzimética in-
trinseca. 8e he sugerido, que su mecanismo de accién
involucra la interferencia de la funcion de la proteina Rb
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(anti-oncogen), en el control de ia proliferacion de las cé-
lulas normales. La union de E7 a la protefna Rb pudiera

explicar su funcion de transactivador transcripcional (88).

Contrariamente con {o que sucede con los genes E1y E2
{ ver “Posibles mecaniamos de transformaciéon por HPV" ),
los genes E8 y E7 no se destruyen durante ia integracion
de! DNA viral al genoma celular (76).

LCR: 8e localiza entre el inicio de ia region temprana y el
fin de la region tardia; e! extremo 6° de la cadena de DNA
incluye un dominio abundante de guaninas y timinas, en
virus genitailes, y rico en adeninae y timinas en otros virus;
este dominio contiens ias sefiales de poliadsnilacion de
los transcritos tardios (31).

En el extremo 3’ al final del promotor LCR se shcuentra
ia region més conssrvada y contiene los sitios de unidn de
ia proteina E2, que se encuentran localizados de una mane-
ra particular en ¢l LCR de los tipos genitales; eetos LCR
presentan un doble sitio perfecto de union justo arriba de
ia caja TATA. La regitn central de! LCR, ee ia mas varia-

bile ( Figura C ) (30).
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FIGURA C. Organizacion general del promotor (LCR) de
sigunoce tipos del virus de papiloma humano. S8e muestran
ios sitios de union de la proteina E2, los cuales se encusn-
tran localizados de una manera particular en el LCR de los
tipos genitales, ya que éstos presentan un dobie sitio de
union justo arriba de (a caja TATA. La region central del
LCR es la més variable y existe un fragmento presents Gnl-

oamente en loe tipos genitales (30).



4. Posibles mecanismos de transformacion por HPV:

A pesar de que el posible papel de los virus de paplioma
on la Induccion de céncer cérvico-uterino fue sugerido
hace més de 18 ahos por zur Hausen (97) todavia no se
sabe cO6mo, nl en qué momento, el virus transforma a la cé-
juls. 8¢ sabes que los HPV-8 y 11 se encusntran en estado
eplsomal en las lesiones benignas y precancerceas; loe
HPV 16 y 16 se encuentran Integrados al genoma celular
on las lesiones cancerosas y generaiments estin ampiifi-
cados en unas 50-200 copias por célula. Esto parece Indl-
car que ia integracion de los tipos 16 y 18 esté relacionada
oon ol proceso de malignizacion de las células normales
o la progresion tumoral (30).

La integracion del genoma viral al genoma oelular, gene-
ralments conduce a la pérdida de una region viral que In-
coluye los genes E1 y E2, lo cual elimina ef control nega-
tivo (union al LCR) que el producto del gen E2 puede ejer-
cer sobre In expresion de los genes E6 y E7. La expresion
continua de estos genes provoca el crecimiento incontro-
iado de las células tumorales (9).

Por otro lado, parece que la pérdida del gen E2 y lalibre
oxpresion de los genes E6 y E7, no es ¢l Gnico mecanismo
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de transformacion celular, pues parece ser que ocurre
también la sctivacion de proto-oncogenes celulares en po-
sicion cis, debidas a (ainsercidn de secuencias virales
cerca de dichos proto-oncogenes (16,27), asi como leslo-

nes génicas sucesivas.

8i ol cancer genital resulta ademas, de la falla de los meca-
nlsmos celulares que controlan la expresion de los genes
virales persistentes, aparte de una infeccion por HPV se
requiere de otros agentss que lesionen el DNA celular co-
mo es ¢! caso de los co-carcigénicos (virus del herpes,
metabolitos mutagénicos del cigarro ¢ Inflamaciones cro—
nicas de los genitales) sncontrados en estudios epidemio-
i6gicos; ésto podria explicar los grandes periodos de la-
tencia entre la infeccion primaria por ol HPV y el desarro-
No del tumor, y por qué el cancer de cérvix se desarrolla

sblo en un clerto porcentaje de los individuos infecta-
dos (30).
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C. VIRUS DE LA VACCINIA.

1. Caracteristicas genersies;

El género Ortopoxvirus de la familia Poxviridas, compren-
de un grupo de virus bastants reiacionados, los cuales
son: el virus de Ia virueia de los monos (monkeypox virus o
MPYV), el de la viruela de las vacas (cowpox virus o CPV), el
virus de la viruela de los conejos (rabbitpox virus o RPV),
sctromelila (virus de Ia virusia de los ratones o mousspox
virus), el virus de la variola (humanocs) y el virus dela

vaccinla.

Estos virus poseen una morfologia similar, con genomas
de DNA de doble cadena, de aproximadaments 200,000 pb
de largo (126,000 kDa); todos ellos se replican en el cl-
toplasma y no en el ntcleo de la céfuls a la que infectan y
ailgunocs utilizan las mismas sefales de regulacion trans-
cripcional que las células eucariotas.

Dos miembros del género que no existen ya en la naturale-
za ycon los que estamos mas famillarizados son: el virue
de la variola (agente etiologico de la viruela humana), y e}
virus de la vaccinia (prototipo de los poxvirus) (68).

Este GOltimo se usd como vacuna viva contra la viruels. Su



origen es desconocido y hay qulenes proponen que se pu-—
do haber derivado de la viruela de ias vacas, de ia de los
cabalios 0 de Ia humana (por adaptacion a los animales,
por hibridizacion con la virusla de las vacas o por cambios
an los pasajes :'azo-a-brazo, al vacunar contra esta enfer-
medad en af aigio XiX) sin umbargo a clencia clerta, no se
conoce su origen (88).

La particula viral de vaccinia esté compuesta de una bica-
pe lipoprotéica que snvueive a un “core” biconcavo, ef
cua! tiene una estructurs de funcion desconocids, deno-
minada cuerpo lateral, an cada concavidad. El genoma,
que ssth locallzado dentro del “core”, consiste de una mo-
técula lineal de DNA de doble cadena, que contiene aproxi-
madaments 185,000 pares de bases. Los axtremos del ge-
noma estin covalentements unidos en forma de horqullia,
oconvirtiendo a las dos hebras de DNA en una molécula

oontinua (4).

€n lugar de histonas, existen proteinas virales que se unen
fuertements sl DNAy aparentements ayudan a mantenerio
compactado (43).

La mayoria de los genes esenciales se encuentran en ia
region central de! genoma, la cual se encuentra aitamente
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conservada entre los poxvirus; los genes que no son
esenciales para Ia replicacion en cultivo celular y aque-
tios implicados en sl rango de huédsped, se encusntran

csrcanos a jos extremos del genoma (28).

El genoma de vaccinia codifica para un nGmero estimado
ontre 160 y 200 proteinms, lo cual puede atribuirse ala
aparents ausencia de Intrones, secuencias cortas de los
promotores y al tamaho (relativaments psqueiio) que pre-
sentan aigunos marcos de lectura ablerta (v ORFs). Al
transcribiree las dos cadenas de DNA del genoma, se ob-
serva de manera poco frecuente, ia sobreposicion de los
marcos de lectura ablertos (68).

Por otro iado, ! virion consta de un gran namero de poli-
péptidos; més de 100 de elios han sido identificados me-
diante electroforesis bidimensional en geles de poliacrila-
mida-8D8 e incluyen tanto proteinas sstructurales, como
enzimas involucradas en transcripcion y modificacion de
mMRNA (68).

Hasta ol momento han sido aisiadas varias enzimas del
virus de vaccinia de las cuales, aligunas son brevements

descritas a continuacion:

- RNA polimerasa dependiante de DNA: Enzima codificada por
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ol virus, con un peso molecular aproximado de 6500 kDa.
Algunos de sus polipéptidos identificados tienen pesos mo-
leculares de 147, 132, 34, 22, 21, 20 y 17 kDa. Laen-
zima purificada es capaz de transcribir s6io DNA de una
cadena requiriendo, para esta actividad, Mn? en lugar de

Mg* (5,89).

- Compilejo snzimético, alslado de las particulas de virus: Cone-
ta de dos subunidades (una de 97 y otra de 33 kDa) y
presenta actividades de RNA trifosfatasa, de RNA guanilil-
transferasa y de RNA guanil-7-metiitransferasa. Este com-
plejo es el encargado de la metilacion y la formacion de
la estructura Cap de los mRNASs de vaccinia (48,81).

- Poli(A) polimerssa: Contiene 2 subunidades de 56y 33 kDa

y fue aislada del “core” del virus; su peso molecular es de
80,000 kDa. La enzima purificada trabaja mejor con Mn*
¥ se ha visto que adiciona residuos adeniiados a los extre-
moe 3’ de polirribonuciettidos sintéticos y a fragmentos
de RNA o de DNA (56).

- Nucieteido trifosfatasas ONA-dependientes: Existen varios
polipéptidos en el “core” del virus que presentan eata ac-
tividad, siendo los principales dos de ellos cuyos pesos
moleculares son de 81,000 kDa (conocido como Nucled-
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sido Trifosfato Fosfohidrolasa | © NPH 1) y 68,000 kDa
(NPH i) (62).

-ONA topoisomerasa: Polipéptido de 314 aminoécidos, es
capaz de relajar las cadenas de DNA en auvsencia de un
co-factor energético y existen evidencias de que este enzi-
ma os ssencial para ol virus. Probablements estdé implica-
da en ¢l empaquetamiento del DNA o en otras funciones
no relacionadas con (a transcripcion(6).

- Enzimas adicionales: Otras enzimas presentse en e “core”®

de vaccinia son: una protein-cinasa cuyo peso molecular
es de 82,000 kDa y que fosforila residuos de serinay treo-
nina de 2 proteinas aceptoras de fosfato (de 11.7y 38.6
kDa), aisiados de los viriones de vaccinia (41).

Encotramos también, una enzima asociada al virion con
actividades de desoxirribonucieasa y ligasa (64). 8e han
reportado aigunss otras actividades enzimaticas presen-
tes en sxtractos del “core” de vaccinia que nunca se han
purificado o caracterizado y que incluyen actividades de
cinasa &°fosfato polinucledtido, endorribonucieasa y pro-
teasa aicalina (2, 60, 88).

Ademas, tembién ha sido posible el alslamisnto y purifica-
cion-de proteinas conocidas como factores de transcrip-



e

clon (que se ciasifican en tempranos, Intermedios y
tardios, en base al tipode promotor que transcriben)
mediante ! paso de extractos citoplésmicos de céluins
Infectadas a través de columnas de fosfocelulosa y conse-
cuentes pasos de elucion. Tal es el caso de los factores
VETF (Vaccinia Early Transcription Factor), VITF-1
(Vaccinia intermediate Transcription Factor 1) y VLTF-1
(Vaccinia Late Transcription Factor 1), entre otros (14,
42,53).

2. Ciclo reproductivo del virus de la vaceinia:

Los principales sventos en el clclo reproductivo de vaccl-
nia incluyen la adeorcitn y penetracion del virue en ia cé-
lula huésped, la expresion reguilada del genoma, Ia replica-
cion del DNA, el ensambliaje del virion y ia diseminacion
del virus (63).

La entrada del virus de vaccinia en el citopiasma, involu-
ora la fusion de ésts con las membranas celulares y su
oonsecusnte internalizaciéon ( 18,21 ). Concomitantemen-
te, ocurre la liberacion de fosfolipido y del 60 % de Ia
proteina del virion (30), dejando el “cora® del virus libre

en el citoplasma (donde tondr_t lugar ia transcripcién)
(es).



Estudios de hibridizacion DNA-RNA Indican que aproxima-
damente o 50% del genoma se expresaen esiaetapa
pre-replicativa (68). Todo parece indicar que existen cerca
de 100 genes temprancs distribuidos a lo largo del genoma,
muchos de los cuales ya han sido mapeados y secuencia-
dos (68).

El inicio de 1a replicacion del DNA y el comienzo de la ex-
presion de ilos genes Intermedios, son dos procesos que
ocurren practicaments a la par; para entonces, muchos
de los genes tempranos ya no son funcionaiments acti-
vos (88).

Todavia no se conoce con detalle como el virus de vaccl-
nia lisva a cabo ia replicacion de su DNA, pero hay evi-
dencia que indica que el virus codifica para su propia DNA
polimerasa (cuyo peso molecular aproximado ea de 110
kDa) y presumiblaments para algunos otros factores de re-
plicacion incluyendo una DNA topoisomerasa (8).

El término de la transcripcién intermedia, marces e! princl-
plo de la expresion de los genes tardios. Los productos de
ia expresion de éstos Gitimos seran enzimas y factores de
transcripcion que lisvardn consigo los nuevos virlones. Ee
importiante mencionar que cada etapa de transcripcion
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necesita la presencia de la enzima RNA polimerasa y de
diversos factores de transcripcion especificos de cada eta-
pa (es decir: factores de transcripcion tempranos, inter-
medios y tardios) (71,72).

El sigulente paso es al ensambieje del virus, ¢l cual es
un proceso muy compiejo que ocurre en &reas especlaliza-
das del citopiasma. Las particulas virales maduras son
trasiatdadas de las Areas de ensambiaje & la periferia ce-
ivlar. Algunas de estas particulas son envueitas en la
membrana de goigl modificado y asi, son externalizadas
(38,62).

3. El virue de _vaccinia empleado como vector de expre-
8iOn y como vacuna recombinante:

E) virue de ia vaccinia fue el primer virus enimal en ser ob-
servado microscopicaments, crscido en cultivo celular,
titulado adecuadaments, fisicamente purificado y quimica-
mente analizado; su Interés radica en su gran capacidad
para ser usado como vector de expresion de genes y vacu-

na recombinente (58).

Con los métodos adecuados de Ingenieria gsnética, es po-
sible expresar practicamente cuaiquier gen empleando
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como vector el virus de la vaccinia. Como sjemplo de to
anterior, podemos oitar los sigulentes genes que ya han
sido expresados mediants tal vector: el gen que codifica
para la enzima cloranfenicol acetiitransferasa, conocl
do también como CAT, proveniente de procariotas (44);
genes de virus de DNA, por ejempio, el gen del antigeno
de superficle del virus de la hepatitis B; ¢l de la timidin-
cinasa y el de la glicoproteina D, ambos del virus de
herpes simple (43, 68, 61, 83); genes de virus de RNA,
como el de la hemagiutinina del virus de ia influenza (84),
ol de la glicoproteina del virus de Ia estomatitis vesicu-
lar (45) y el de la glicoproteina del virus de ia rabia (40);
y por Gitimo, genes de protozoarios, como el que codifica
para la proteina C8 de P. Anowles/ (86). En muchos de los
casos, el polipéptido producido por el vector ha demos-
trado ser idéntico a ia protoina original, se glicosila
adecuadaments, se transporia a la membrana plasmatica
y 88 sitaments inmunogénico (68).

Por (o que respecta s la produccion de vacunes recombi-
nantes, ia Tabla No. 2, reGne a las principaiss vacu-

nas recombinantes que se han probado con éxito a nivel
experimentsal (68).
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VIRUS DE LA VACCINIA COWD VECVOR DE ANTIGENDS PARA LA

TABLA No. 2

FABRICACION DBE VACUNAS.

Enfermedad: Virus causante: Ag que expresa la vacuna
recombinante
Hepatitis B Virus de la hepati- Ag de superficie de HBV
tis B.(HBV)
Maiaria P, knowlesi Protefna CS
P._falclparum

Lesiones ge-
nitaies,

Virus de herpes
simpie tipo

Glicoprotefna D,

Lesiones en
cavidad oral.

Virus de herpes
simple tipo

Glicoprotefna D.

Influenza.

Virus de influen-
za tipo A,

Hemaglutinina,
Nucleoproteina
Protelna de la ma-
triz (M1)

Rabia,

Virus de la rabia.

Glicoprotefna G.

Mononucleo-
sis infecclo-
sa.

Virus de Epstein-
Barr,

gp 340 SAg de
membrana

Estomatitis
vesicular,

Virus de estoma-
titls vesicular
vED

Proteinas G y N.

Gastroente-
ritis trans-
misible

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

Ag de superficle
de TGEV
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4. Copa atenusada del virus de In vaccinia:

Debido a que la cepa silvestre del virus de la vaccinla pue-
de recombinarse /n vivocon otros virus de ia misma fami-
ila de los Poxvirus, su uso como vacuna recombinante y
como vector de expresion, ha sido restringido por nor-
mas y regulaciones de seguridad.

Los riesgos que implica trabajar con la cepa slivestre de
eoste virus, se ven disminuidos al minimo sl utilizar una
cepa atenuada del mismo; es por eso que en el laborato-
rio del Or. Ricardo Rosales, donde fue realizado el pre-
sante trabajo, se empilea para la produccion de vacunas
recombinantes, ia cepa atenuada de vaccinia llamada
MVA (Modifled Vaccinia Ankara), la cual se derivd, como
su nombre lo indica, de (a cepa Ankara del virus de la
vaccinis, mediante 570 pasajes sucesivos en fibroblastos
de embrion de pollo (CEF) (90).

Esta cepa puede infectar a practicamente cuaiquier tipo
de célula, pero es Incapaz de producir particulas maduras

" cuando las células a ins que infecta, son células de ma-

mifero. Lo anterior es debido a que la cepa MVA presenta
0 deleciones mayoree ensu DNA, como consecuencia de

los numerosos pagajes sufridos on CEF. Estas 8 dsleciones
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hacen un total de 31,000 pares de bases y afectan, al me-
nos, dos gense de rango de huésped. Esta cepa sbio ee
capaz de producir particulas Infectivas en fibroblastos
de embrion de polio (1, 49, 80).

Otras caracteristicas que hacen de la cepa MVA un can-
didato ideal para la construccion de vectoree de expresion

y vacunas recombinantes son:

- Los virus recombinantes construidos con ests cepa son
capaces de sintetizar grandee cantidades de la proteina
codificada por el gen clonado.

-La cepa MVA ha probado ser totaiments avirulenta, inclu-
80 cuando se utliizé en animales Inmunodsficientes (atimi

co8).

- Existe una experiencia clinica en Alemania, en donde se
utilizé (a cepa MVA para vacunar contra la viruela a mas
de 120,000 humanos. Lacepa proteglé adecuadamente
contra tal enfermedad, no observandose ningan efecto
seoundario.

- Hay experimentos que demuestran que, contrariamente
a lo esperado, la cepa MVA puede expresar tanto genee
tempranos, como intermadios y tardios (90).



En algunas partes del mundo ya se ha comenzado a utill-

zar la cepa MVA para la construcclon de vacunas recombi

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

cuales son éstas vacunas.

TABLA No. 3.
CEPA ATENUADA DEL VI"US DE LA VACCIMIA (MVA), COMO VECTOR

DE ANTIGENOS PARA LA FABRICACION DE VACUNAS

Enfermedad: Virus cauvsante: | Ag que e)r(t%fsa la vacuna
reco nante:

influenza Virus de influen- Hemaglutinipa.

za tipo A Nucleoprotefna.
inmunodefi- Virus de la in- Proteina del core.
ciencia del munodeficien-
simio. cia del simio.

(Stv)

Adenocarci- No se conoce, iL-2
noma. iL-6
Cdncer cer- Papilomavirus E2
vico-uterino. humano. (HPV)




. OBJETIVOS E HIPOTESIS :

OBJETIVOS :

1. Construir una cepa recombinante con virus de ia vaccl
nia (utilizando para elio, la cspa atenuada del virus:
MVA), que exprese eficazmente sl gen E2 de papiloma-
virus.

2. Emplear ila cepa construida para reducir el crecimien-

to de tumores cérvico-anales en humanos.

HIPOTESIS :

Al tratar tumores cérvico-anales inducidos por los onco-
genes ECG y E7 del papllomavirus humano ( HPV) conla
cspa recombinante MVA que exprcsa elgen E2, habra

una disminucion en el crecimiento de dichos tumoree.
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ill. JUSTIFICACION :

Actuaimente el céncer cérvico-uterino constituye a nivel
mundial, la segunda causa de muerte por nsoplasias en-
tre ia poblacion femenina, superado sélo por el cancer de
mama; sin embargo ia incidencia de esta enfermedad difte-
re entre los paises desarroliados y los subdesarroliados
{slendo de 4 2 8 vaces mayor sn éstos Gitimos). En México,
por ejemplo, el cancer de cérvix representa el 31% de los
cénceres que afectan a ias mujeres, ccupando el primer
lugar en frecusncia y mortalidad.

En mas del 90% de los tumores de cusilo utsrino se han
encontrado secuencias del DNA de aigGn tipo de virus de
papiloma humano (HPV), particularments de los tipos 10,
18, 31 y 33, lo cual indica que estos virus son los principa-
les agentes etioldgicos de esta enfermedad neoplésica.

Dentro de fos HPV, se han identificado dos oncogenes de-
nominados ES y E7, que son los responsables de la trans-
formacion de las células humanas que los portan,

Una expresion continua de estos oncogenss, se traduce en
la inmortalizacion de las células de un gran porcentaje de

tumores cérvico-anales.
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El genoma de los HPV contiene también el gen E2 cuyo
producto, la proteina E2, reprime la expresion de los
oncogenes E8 y E7. Sucede que en la mayoria de ios tumo-
res cérvico-anales, las secuencias virales estidn Integra-
das en ¢! genoma celular y normaimente esta integracion
conduce a la pérdida de la region viral que incluye a los ge-
nes E1 y E2, es decir, |a Integracitn elimina el control ne-
gativo que sjerce E2 sobre ia expresion continua de dichos
oncogenes ocaslonando la formacién y propagacion del
tumor (30).

Por otra parte, el virus de ia vaccinia (que se ha utilizado
desde hace més de 100 afos para vacunar contra la virve-
ia), es usado actualments en la construccion de vectores
y cepas recombinantes qus expresen diversos genes, los
cuales son usados para ia Inmunizacion (produccion de va-
cunss) y tratamiento de sigunas enfermedades en huma-
noe (90).

Oe ias cepas de vaccinia existentss, la cepa atenuada MVA
es la Gnica que se ha probado en inmunizaciones en hu-
manoe (viruela). Es por ello que en este proyecto de inves-
tigacion se utiliza la cepa MVA para la construccion de
una cepa recombinante del virua de ia vaccinia que contie-

en ol gen E2 de papliomavirus, y se emplea ia misma pa-
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ra disminuir el crecimiento de tumores cérvico-anales en



V. REACTIVOS Y MEDIOS :

A. REACTIVOS:

- El grado de los reactivos empleados fue analitico (de no
ser asi, se especifica), y se obtuvieron de (as casas co-
merclales Merck, J. V. Baker, 8igma, Worthington Bio-
chemical Corporation, Boehringer Mannheim, Promega,
Stratagens, Biolabs, BRL.

- Las enzimas requeridas fusron:
Cass comercial:

1. Boehringer Mannhelm

* AMV Transcriptasa reversa.

* DNA polimerasa |,

* RNAsa.

* Ligasa.

* Cinasa.

* Fosfatasa alcalina.

2. Sigme:
* Lisozima.

3. Blolabse:
*BamH |,
*ASCI.
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4. BRL:

* Yripsina (Para células en cultivo).

- Preparacion:

. 160 mM NaCL.

.0.02% EDTA.

. 0.26% Tripsina (BRL).

La solucion se esteriliza empleando un filtro con tamaho

de poro de 0.42um.

5. Worthington Blochemical Corporation:
* Tripsina (Para virus).

La pureza de esta enzima es del 84%. Se prepara disol-
viéndola en agua a una concentracion de: 2.6 mg/mi. Se
esteriiiza por flitracion en flitros con tamafio de poro de

0.42um,

8. MEDIOS:

1. Medio Luria:
- Triptona 10g
- NaCL 109
- Extracto de levadura g
- Agua cbp 1000 mi

Este medio se ssteriliza en autoclave a 120 ib/pig? durante
16 minutos.
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2. Medlo esencial minimo Dulbecco (D-MEM):

La mezcia de Ingredientes que constituye el medio D-MEM
en polvo, se adquiere de la casa comercial Glbco BRL en
botes que contienen la cantidad necesaria (9.8 g) para Ia
preparacion de 10 litros de medio.

Los componentes del medio son:

* L-glutamina,

* L-metionina.

* Ldoucina.

* Lcisteina.

* Piruvato de sodlo.
* Cloruro de calclo.
* Fosfato de sodlo.
* iinositol.

* Rojo de fenol.

El medio cuenta ademéas, con un bajo contenido de gluco-

sa (1,000 mgh. D-glucosa).

La preparacion del medio se realiza disolviendo en 10 li-
tros de agua, 37g de bicarbonato de sodio y un bote com-
pleto de medio D-MEM en polvo. El pH se ajusta a 7.0, para

lo cual se burbujea CO. dentro del matraz que contiene el

47



medio hasta que se alcanza dicho pH.

El medio se esteriliza mediante filtracion por presion con
N2, utilizando un prefiitro con tamaho de poro de 0.45 um y
un filtro cuyo tamaho de poro es de 0.22um. Una vez pre-

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



V. MATERIALES:

A. PACIENTE:

La paciente fue una mujer infectada con el virus de papiio-
ma humano tipo 18, que pressntaba tumoraciones en cérvix
y vagina. Dicha paciente fue contactada graciss a la cola-
boracion del Dr. Abelardo Mongee del Hospital Mocel.

B. CELULAS, VIRUS Y CEPAS:
A continuacion se describen las diferentes lineas celula-
res emplendas:

-Céluias Hela: Son células derivadas de carcinoma de
cérvix humano, que tienen integrado a su genoma, el
genoma del virus de papiloma humano tipo 18 (HPV-18)
el cual se transcribe activaments en estas célulss;
(ATCOC).

-Células BS-C-1: Céiulas de rindn de mono verde africano

de la especie Cercopithecus aetiops. Su morfologia es
parecida a la epitelial; (ATCC).

-Célulss 373-F4: Células de embriSn de raton de ia espe-
cle Mus musculus que contienen Integrado en su genoma
ol gen de &-galactosidasa bajo el control de laregion
LCR de! papllomavirus humano. Estas células fueron gen-

49



tiiments proporcionadas por sl Dr. Alejandro Garcia
Carranca del departamento de Blologia Molscular (Institu
to de investigaciones Blomédicas).

Las tres lineas celulares antes mencionadas, fueron creci-
das en madio D-MEM suplementado con 10% de susro fetal
bovino a 37°C, con atmoéefera de CO; del 5% y una hu-
medad del 86%.

También se requirié la utilizacion de fibroblastos de em-
brion de pollo -(a los que me referiré en ocasiones como
CEF por sus sigias en inglés), los cuales fueron prepara-
dos en el laboratorio segin ia metodologia descrita en ME-
TODOS.

La cepa viral empleada, fue 1a cepa MVA (Modified Vaccl-
nla Ankara) amablemente proporcionada por s! Dr. Gerd
Sutter (Institute of Molecular Virology, GSF Center of En-
viromentai and Heaith Research, Neuherberg, Alemania).

Se utilizo también la cepe bacteriana de £. coW¥ XL1-Blue,
que tisne el fenotipo n- Rec- y el genotipo Sup L:* lac
hedR17 recA1 F'proAB* lacle lacZAM16,

C. EQUIPO EMPLEADO:
a) Espectrofotématro Beckman, modelo DU-85.



b) Microcentrifuga eppendort, modelo 5416 C.
c) Baho de agua Lauda, modelo M20.

d) Potenciometro Beckman, modelo B376.

@) Sonicador Cole-Parmer, modelo 4710.

f) Centrifuga Beckman, modelo J2-MC.

g) Ultracentrifugs Beckman, modelo XL-00.
h) Centrifuga S8orvall, modelo RT 60000D.

i) Speed Vac S8avant, modelo 8C110.

J) Termociolador Perkin Eimer, modelo 9800.
k) incubadora con agitador, New Brunswick
Sclentific.
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Vi. METODOS :
RESUMEN :

La metodologia empleada para la realizacion de este pro-
yeoto puede dividirse en 3 etapas principaies, a saber:

a) Construcciéon de la cepa recombinante MVA-E2: En esta
otapa los primeros pascs aseguir fueron la preparacion
deigen E2 de papliomavirus por medio de la técnica de
ampiificacion de DNA (PCR) y su clonacion en el vector
Hamado piil gtp dspA (Figura D).

Este plasmido contiene 2 regiones no ssenciales del geno-
ma de! virus MVA (conocidas como flanco 1 y flanco 2),
en medio de las cuales se clond el gen E2 dando como re-
suitado un plasmido recombinante (piil gpt despA-E2).

Este plésmido recombinants fue transfectado en fibroblas-
tos de embrion de pollo (CEF), que posteriorments fueron
infectados con el virue MVA,

En ol iInterior de la célule se lleva a cabo una recombina-
cion homologa entre el plasmido recombinante y el DNA vi-
ral, que da como resuitado ia obtencién de una cepa viral

recombinante que contiene integrado el gen E2 de! virus
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FIGURA D: Vector de expresion (plll gpt dspA) del virus
MVA. Se observan los flancos 1 y 2 en medio de los cuales,
fue clonado el gen E2 del virus de paplloma humano. Los
nGmeroa indican el tamaho del sitio en cuestion (en pares
de bases).
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de papiloma (e! sitio de insercion del gen E2 queda deter-
minado por los flancos 1y 2 del MVA).

Debido a que el nimero de virus recombinantes deseados,
comprende sdio un pequeho porcentaje de la progenie vi-
ral, fue necesario emplear un método de ssleccion que
consistid en ¢! aislamiento de dichos recombinantea me-
diante rondas de purificacion de placas virales con &cido
micofendlico, xantina e hipoxantina, como drogas de se-
leccion.

Finaimente, s verifico la integracion del gen E2 en dos
de las recombinantes selecclonadas.

b) Determinacion de ia expresion del gen E2 de la cepa recom-
binante MVA-E2 construida: Para este fin se llevaron a cabo
varios experimentos; en ¢! primero de alios, se crecleron
e infectaron células Hela (ver caracteristicas an CELU -
LAS, VIRUS Y CEPAS), tanto con ia cepa MVA, como con
{a cepa recombinante MVA-E2. Estas células fusron reco-
lectadas 24h despuée de la infeccion.

De las células recolectadas, so aislé ¢! RNA total y em-
pleando 3ug ds cada uno de elios, se sintetizaron los DNAs
complementarios (CONAs), utilizando la enzima transcrip-

tasa roversa.



Los cONAs obtenidos fueron purificados y resuspendidos
on agua y una parte de éstos fue amplificada mediants la
técnica de reaccién en cadena de ia polimerasa (PCR) con
oligonuclettidos complementarios para el gen E2.

En otro de loe experimentos, se determiné que la proteina
E2, reduce ia activided transcripcional de los elementos
de control de los virus de papiloma humano (HPV), involu-
cradas en ol desarrolio de tumores de la region genital,

Esto se realiz6 infectando células 3T3-F4 (ver caracteriatl-
cas en CELULAS, VIRUS Y CEPAS), con ias cepas viralea
MVA y MVA-E2, recolectar las céluias 24h despuds de ia
infeccion, alsiar ol RNA total, a partir de! cual, empleando
3 g de cada uno, se sintetizé o DNA complementario o
cDNA.

Los cDNAs sintetizeados se purificaron, se resuspendieron
en agua y postsriorments se ampiificaron por PCR con oli-
gonucladtidos especificos para el gen de &-galactoskiasa.

Para analizar ia estabilidad del mRNA de E2, se reallzé un
experimento en el que células BS-C-1 (ver csracterfsticas
on CELULAS, VIRUS Y CEPAS), se infectaron con ia cepa
recombinante MVA-E2. En esta ocasion, la recolecion de
las células se realizd a 3 diferentes tiempos (2,3 y 4 dias
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después de la Infeccion respectivaments). De cada uno de
los puntos recolectados, se aislé el RNA total, y como en
fos experimentos anteriores, se emplearon 3 pug de RNA
total para llevar a cabo la sintesis de los cONAs (mediante
ia enzima transcriptasa reversa); posteriormente se reall-
26 (a purificacion de dichos cDNAs y la consecuente ampll-
ficacion de los cDNAs con cligonucledtidos especificos y
complementarios para el gen E2.

El experimento final de esta etapa, se llevé a cabo con el
finde detsctar ia presencia de ia proteina E2 en células
{nfectadas con Ia cepa recombinants.

Para ello, se Infectaron células BS-C-1 con las cepas MVA
y MVA-E2; 24h después de la Infeccion se adiciond [*S]-Me-
tionina, misma que fue utilizada por las céluias parala
sintesis de protsinas de novo (entre las cuales se encon-
traba E2). Larecoleccion celular se realizé media, una y
dos horas después, de que ia metionina radiactiva fue adi-
clonnda; estas células se lisaron y sl lisado fue sometido a
un ensayo de radioinmunoprecipitacién, empleando protel-
na A Sefarosa y anticuerpo dirigido contra la proteina E2
del virus de paplloma bovino. El producto de este ensayo
se analizéd en un ge! ds pollacrilamida al 12% seguido de
autorradiografia.



c) Evaluacion del efecto de la expresion delgen E2 de la cepa
rogomblnanta, sobre el crecimiento de tumores de la region
genital en humanos: El primer paso en esta Gitima etapa del
proyecto consistié en obtener una biopsia de un tumor ge-
nital y aislar ¢l DNA. EI DNA de Ia biopsia junto con DNA
obtenido de diferentes tipos de HPV, fueron sometidos a
la técnica de PCR empleando oligonuclettidos especii-
cos para ia ampificacion de ia region L1 (la cual es una
region altaments conservada del genoma de los diversos
tipos de HPV ); los productos del PCR fueron analizados
mediants un gel de pollacrilamida observandose que el
tumor era ocasionado por HPV tipo 18 (Ver REBULTADOS).

El siguients paso fue Inyectar directo en el tumor, con Ia
cepa recombinante MVA-E2, en diversos sitios y repetidas
ocasiones y finaimente observar sl existia o no disminu-

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

CONSTRUCCION DE LA CEPA RECOMBINANTE MVA-E2.



"~ e

1. Amplificacion mediante PCR del gen E2 del virus de pa-
plloma bovino (BPV). (64)

La técnica de reaccion en cadena de Ia polimerasa, mejor

conocida como PCR, es una técnica tan sensible que noe

permite ampiificar una simple molécula de DNA y después

visualizaria como una banda en un gel de agarosa.

La amplificacion de 1 ug del plasmido C60, que tiene in-
ssrtado ol gen E2 del BPV (proporcionado por el Or. Peter
M. Howley, Laboratory of Pathology, National Cancer instl-
tute, Bethesda) ss lleva a cabo en una mezcia de resc-
cion de 100 !  que contiene: 10 mM Tris-HCL (pH 8.8); 50
mM KCL; 1.6 mM MgCL3y; 0.001% (piv) gelatina; 2.6 mM
de cada uno de los 4 desoxirribonucledtidos, 1 g de cada
oligonuciettido (G878: 6'-CAGCAGGGATCCAGGATGGAGA
CAGCATGCGAACGT -3° y G879: 6- CAGCAGGCGCGCCC
ATCATTGGTGGTGCGCCTTGGG -3°) y una unidad de Taq
DNA polimerasa.

Los componentes ss mezclaron con suma delicadeza para
no desnaturalizar ia enzima y se Incubaron durante 40 ol-

clos en un termociclador Perkin-Eimer, modslo 8800.

Cada ciclo conetd de un paso de desnaturalizacion a 94°C
por 4 minuto, ssguido de un paso de alineamiento a 46°C



por 2 minutos y un Gitimo paso, de elongacion de ia cade-
na a 72°C por 2 minutoe.

Una alicuota del producto del PCR (10 ul), se analiza me-
diante electroforesis en gel de agarosa al 1% en solucion
amortiguadora TAE (40 mM Tris-acetato, 1 mM EDTA).



2. Transformacion de la bacteria E.coll XL1-Blue para la
preparacion del pigsmido pill gpt dspA (47).

8e prepara un precuitivo poniendo en un tubo faicon de 16
ml, 6 ml de medio Luria mas 20 ul de la bacteria £. coll
XL1-8Blue. El tubo se incuba a 37°C con agitacion, toda una

noche.

Al dia sigulents se colocan 50 mi de medio Luria més 1 ml
del preculitivo de la bacteria XL1-Blue en un matraz de 600
mi, el cual se pone a incubar a 37°C con agitacion, hasta
alcanzar una sbsorbancia de 0.3 medida a 800nm.

Alcanzada dicha densidad, las bacterias se centrifugana
6000 rpm durante 3 minutos, a 4°C, en rotor JA-14 (Beck-
man, modelo J2-MC). 8e descarta e! sobrenadante y Ia
pastiia obtenida se resuspends en 5mi de NaCl 1560 mM.

La suspensién bacteriana se vueive a centrifugar en las

mismas condiciones que se indicaron anteriorments.

€l sobrenadante se elimina y e! botén se resuspende en
Smi de CaCL; 0.1 M; esta nueva suspension se coloca
on hielo durante 20 minutos y después se centrifuge a
5,000 rpm por diez minutos, &8 4°C y en rotor JA-14
(Beckman, modalo J2-#4C).



S8e descarta ¢l sobrenadante y el botdn se resuspende en
2ml de CaCL; 0.1 M. Se toman 200! de esta suspension y
se colocan en un tubo eppendorf; adiclonar 100ng del plas-
mido plli gpt dsp A.

El tubo se deja en hielo 1h; postaeriormente, ia bacteria se
somete a un choque térmico ponlendo el tubo 70 segundos

a 42°C; Inmediataments se coloca en hlelo.

Los 200 ul del transformado, se diluyen en 2 ml de medio
Luria; se incubaa 37°C durante 16 minutos y después se
coloca en una caja Petri que contiene agar con ampicilina
(concentracion de 100 ug/mi). La caja se incuba a 37°C
durante 18h para permitir ¢l crecimiento de colonias trans-
formantes.

De las colonias formadas, se toman 2 6 3 y se siembran en
medio Luria més ampiclliina (a una concentracion de 100
piml), para el posterior alslamiento de DNA (Ver “Aisla-

miento del plaemido plil gpt dep A mediante maxiprepara-
cion®).
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3. |
maxipreparacion. (47)
8e crecen 6 ml de un indculo do Ia bacteria E£. colf
XL1-8iue transformada toda la noche con el plasmido
plligptdep A. Postsriorments, estos 5 ml se adicionan en
1 litro de medio Luria mas ampicllina (100 pg/mi), con agl-
tacion, a 37°C, durante toda una noche.

Al dia siguiente, ¢! cultlivo se centrifuga por 16 minutos
a 65,000 rpm, on rotor JA-14 (Beckman J2-MC) y a una tem-
peratura de 4°C. Se¢ descarta ¢l sobrenadante y la pastl-
ila bacteriana se resuspende en 10 mi de Ia solucion |
(60 mM glucosa, 26 mM Tris-HCl (pH 8.0 ), 10 mM EDTA,
lisozima &5 mg/ml); se deja a temperatura ambiente 6 mi-
nutos y se agregan 20 mi de ia solucion Il recién preparada
(0.2N NaOH; 1% SDS), se mezclasuavemente y se deja
on hislo 6§ minutos; se adicionan 16mi ds la solucion 11l (6M
acetato; 3M potasio) y se deja en hielo 6 minutos.

Se centrifuga durante 20 minutos a 6,000 rpm, a 4°C en ro-
tor JA-14 (Beckman J2-MC). Se toma sl sobrenadante y se
le agrega 0.8 voiGmenes de isopropanol.

Se Incuba aproximadamente 16 minutos, a temperatura am-
biente y se centrifuga durante 6 minutos a 5,000 rpm en
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las condiciones anteriormente mencionadas.

Desechar el sobrenadante y resuspender la pastilia obteni-
da sn 2 ml de solucion amortiguadora TE (10 mM Tris-
HCL, pH 8.0; 1 mM EDTA). Realizar una sxtracciéon fenol-
cloroformo y una extraccion fendlica, adicionando volame-
nes de fenol de 200 ul y de cloroformo de 309 ul.

Purificar el plasmido por medio de un gradients de cloruro
de ceslo con bromuro de stidlo (Ver “Gradiente de cloruro
de cesio para purificacion del plasmido pilll gpt dsp A”).



4. Gradiente de cioruro de cesio para purificacion
del plasmido pli gpt dspA (47).

El DNA obtenido por la técnica de maxipreparacion, se re-
suspende en 200 ! de agua tratada con dletiipirocarbonato
(H20-DPC) a los que se ie agregan 3.8 mi de solucion amor-
tiguadora TE (10 mM Tris-HCL, pH 8.0; 1 mM EDTA); se
afade 1g de CsCl sélido (J.T. Baker, ultrapuro), por cada
milllitro de solucion de DNA, ademas de 300 ul de una so-
lucion de bromuro de etidio (10 mg/mli, en agua).

Agitar utilizando vortex y colocar la solucion en tubos de
rotor NTV 80 (Beckman XiL-80). Dichos tubos se equilibran,
se sollan y se colocan en el rotor (al colocar los tornilios
en el rotor, éstos deben apretarse hasta alcanzar una pre-
sion de 120 Ibipig?). El gradients se forma centrifugando
a 85,000 rpm, 20°C y un periodo de 3h.

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

tinuacion se describe:

Se Inserta una aguja hipodérmica con el bisel hacla arriba
sn |a parte superior del tubo que contiene el gradiente pa-
ra permitir (a entrada de aire.

Postoriormente, una sogunda aguja hipoddrmica (con el bi-



-

sel hacla arriba) debe Insertarse justo debajo y paralela, a
la banda que contiene el plésmido, la cual se colecta suc-
clonando con una jeringa y se transflere a un tubo falcon
de 16 ml; para eliminar el bromuro de otidio, se realiza
uha extracclon con 1-butanol, agregando a ia solucion de
DNA, un volumen igual de este solvente organico y agitando
con la ayuda de vortex; eliminar la fase superior tenlendo
culdado de no tocar iainterfase. Ahadir 2 mi de 1-butanol
y repetir ¢l procedimiento anterior. La extraccion se re-
pite hasta que el color rosa ha desaparecido tanto de Ia
fase acuosa como de ia fase organica.

El CsCl se elimina de la solucion de DNA mediante didlials
en solucion amortiguadora TE a temperatura ambiente por
1h.
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8. Praparaclon dal plésmido plil gpt dspA-E2. (47)

10 ug del plasmido pill gpt depA, se digirleron en una mez-
cla de reaccion de 20 pl contenlendo: 10 unidades de ia en-
zima de restriccléon BamH-l y soluclon amortiguadora uni-
versal 1X (1M KOAc; 260 mM Tris-Acetato, pH 7.6; 100 mM
MgOAc; 6mM B-mercaptoetanof; 100 ug/imi BSA), durante
2h, a 37°C.

Al terminar ia digestion, ésta se limpié mediante una ex-
traccion fenolcloroformo, utilizando 200 i de fenol y
300 ) de cloroformo. Posteriormente, el plasmido se re-
suspende en 10 ul de agua tratada con dietilpirocarbonato
(H20-DPC). Después se preparan 20 ul de una nueva mez-
cla de digestion que contenga: 10 unidades de ia enzima de
restriccion ASC-1, 60 mM de acetato de potasio, 20 mM
Tris-acetato, 10 Mim acetato de magnesio, 1 mM ditiotreitol;
se digiere por 2h, a 37°C. El plasmido se limpia como se
describié anteriorments y ¢l DNA se resuspende en 10 i
de H20-DPC.

El plasmido digerido se desfosforila utilizando 2 unidades
de la enzima fosfatasa alcalina, por ug de plasmido, se In-

cuba por 30 minutos a 37°C (el lapso de Incubacion con le
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enzima no debe ser nunca mayor de 40 minutos). Purlficar
el plasmido desfosforilado, medlante una nueva extracclon

fenol-cloroformo.

Se prepara una Gitima mezcla de reaccion de 20 ul que
contenga el gen E2 del virus de paplioma (amplificado me-
diante PCR, ver pagina 68), mas el piasmido plii gpt dspA
digerido y desfosforilado (en una relacion gen-plasmido de
10:1), 5 unidades de la enzima DNA ligasa, 50 mM Tris-HCI
(pH 7.8), 10 mM MgCl,, 10 mM ditiotreitol, 26 uM NAD*, y

26 pgiml albamina de suero de bovino. La reaccion se in-
cuba a 16°C durante toda una noche; al dia sigulents, se
inactiva {a enzima calentendo & 85°C por 10 minutos y se
iimpia la ligacién por medio de una extracciéon fenol-cloro-

formo.
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8. Proparaclon y purificacion de stock del virus MVA (54).

10 cajas P150 que contienen CEF al! 100% de confluencia
celular, se Infectan con 0.1 PFU (Unidades Formadoras de
Placa) de virus MVA por célula; 48 h después de la infec-
clon, se colectan las células y se transfieren a tubos fal-
con de 50 ml, los cuales se centrifugan a 2500 rpm, a 20°C

y enrotor H10008 (Sarvall), durante 5 minutos.

El sobrenadante se elimina por succlon y el botdn celular
de uno de los tubos, se resuspende en 10 ml de Tris-HC|
pH 0.0 (10 mM). El resto de los botones se resuspende en
eosta suspension (a partir de ests punto, el resto de los pa-

sos debe realizarse en hielo).

La suspension celular es transferida & un homogenizador
de vidrio en el cusl, mediante 30 & 40 golpes, se rompen
las células. Para eliminar los nacleos, el hamogenizado se
contrifuga durante 5 minutos a 3000 rpm, 20°C y en rotor
H10008B (Sorvall). Conservar e! sobrenadants.

El botdon se resuspende en 3ml de Tris-HCI pH 9.0 (10mM),
80 centrifuga nuevamente (en ins mismas condiclones arri-
ba monclonadas). Reunir los sobrenadantes en un tubo
falcon donde se sonicaran dando 4 goipes de 16 sagundos,

con Intormedlos de 45 segundos, a 20 micrones (sonica-
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dor Cole-Palmaer, 4710). Para obtoner majores raosultados,
puedon preparase alicuotas de 3 mi de lisado y sonicer ca-

da una de e!las por separado.

Colocar en un tubo SW27, 17 ml de sacarosa al 36% y so-
bre é&stos, el sonicado. Centrifugar durante 80 minutos a

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

Descartar ¢l sobrenadante modiante aspiracion; el botéon
de virus se resuspende en 2 mi! de Tris-HCI, 1 mM pH 9.0.
Sonicar nuevamente en las condiciones antes menciona-

das.

Por otra parte se prepara en condiclones de estricla este-
terilldad, un gradiente continuo de sacarosa tal como se
indica a contihuacion: un dia antes de su utilizacién, se
lavan 2 tubos SW27 con NaOH 0.6 N y abundante agua bi-
destilada; cuando se han eliminado por completo los resi-
duos de NaOH de los tubos, se les adiciona acadaunoy )
slempre una sobre otra 6.8 ml de cada una de las solucio-
nes de sacarosa de las sigulontes concentraciones: 40%,
30%, 32%, 28% y 24%. El gradiente se deja en el refrige-

redor por toda una noche.

Sobre cada uno de los tubos que conticnen el gradiente, se

ostratifica 1 ml del virus recucpsndido en Tris-HCI 1 mM
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(pH 9.0), se centrifuga durante 650 minutos a 12,000 rpm,
4°C on rotor SW 28.1 (Beckman).

Después de centrifugar, el virus se observa como una ban-
da lechosa aproximadamente a la mitad del tubo; mediante
succlon se elimina la sacarosa que se encuentra sobre
la banda. El virus se colecta con una pipeta estéril y se
coloca on un tubo SW27 nuevo. En caso de que se presente
un botén de virus agregado en el fondo de los gradientes,
se retira el resto de la sacarosa de los tubos y los botones
89 resuspenden en 1ml de Tris-HCL 1mM (pH 9.0); se sonl-
ca y nuevamente, se estratifica el sonicado sobre otro

gradients continuo de sacarosa; se replite el proceso.

Al tubo SW 27 que contlena el virus recolactado de los
gradlentes, se le adlciona la cantidad de Tris-HC! 1mM (pH
9.0) necesaria para llenarlo; se centrifuga a 13,600 rpm
por 1 h, a4°C en rotor SW 28.1 (Beckman), con ¢! finde

empastiilar ol virus,

Al terminar la centrifugacion, se descarta el sobrenadanta
y ¢l boton viral se resusponds en 1 ml de Tris-HCI 1 mM
(pH 9.0). Finalmente, esta suspension se alicuota y se

aimacena a -70°C.

La cantidad aproximada do virus puede determinarse es-
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pectrofotométricamente a 280 nm, tomando en cuenta que
una unidad de absorbancia corresponde aproximadamente
a 1.2x101° particulas virales (practicamente 2.6 a 6x10%
PFU). Para titular, el stock se sonica de 20 a 30 segundos
en hielo y se preparan (por duplicado) diluciones serladas
de! mismo, con las que se infectan CEF colocados en ca-

jas de 6 pozos (de 36mm de diametro).
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pectrofotométricamente a 260 nm, tomando en cuenta que
una unidad de absorbancia corresponde aproximadamente
a 1.2x101° particulas viralas (practicamente 2.6 a 65x108
PFU). Para titular, el stock se sonica de 20 a 30 segundos
en hlelo y se preparan (por duplicado) diluclones serladas
del mismo, con las que se infactan CEF colocados en ca-

jas de 6 pozos (de 36mm de dlametro).
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7. Preparaclon de fibroblastos do embrion de pollo (CEF)

(Comunicacion personal; Dr. Gerd Sutter).

1) Materialos:

- 2 vasos de precipitado cublertos con gasa.

- 2 jeringas de 20m|.

- 2 tubos falcon de 60ml,

- 3 cajas Petri de 9cm de diametro.

- Tijeras y pinzas de diseccién.

- Medio D-MEM, antibi6ticos y suero fotal de bovino.

-10 huevos embrionados de 12 dias de edad (la edad dobe
ser correcta, pues embriones de 11 dias son demaslado

pequehos y de 13 dias pueden estar empiumados).
NOTA: Todo ! matarial emploado debe estar estéril.

2) Preparacion:

- Colocar los huavos en la campana con la camara de aire
hacla arriba y rociarios con etanol.

-Romper la parte supaerior del cascardén con las tijeras;
cortar el cascardén al ras de la membrana.

- Cortar la membrana por la orilla y quitaria.

- 8acar al embri6n con las pInzas y colocarlo en una caja
Petri que contenga medio D-!AEM suplementado con 10%

de sugro fotal bovino (D-MEM al 10% SFB) y antibloticos
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(Estreptomicina y ampiciiina; 240 ug/mi).

- Qultar la cabeza, patas y alas y pasar lo que resta del
embrién a otra caja Petrl con medio D-MEM al 10% SFB
fresco para lavar.

- Quitar los 6rganos Internos con ayuda de las pinzas y
transfarir al embrién a otra caja Petri con medio D-MEWM
al 10% SFB, para un altimo lavado.

- So colocan los embriones en una jeringa de 20ml y se ha-
cen pasar a través de ella, colocando el contenido en
otra jeringa de 20ml para repetir la operacion. En esta
ocaslon, el contenido de |a jeringa se coloca en un tubo
falcon de 50ml.

- Adicionar un volumen de tripsina y agitar vigorosaments;
incubar con agitaclén a 37°C, durante 5 minutos,

- Pasar el contenido dal tubo a través de una gasa (el flul-
do detis caer dentro dol vaso de praclpitado estéril). Una
vez recolectado todo el fluido, éste se transfisre a un tu-
bo falcon nuevo.

- Adiclonar tripsina fresca y mezclar vigorosamantse; incu-
bar con agitacién, § minutos a 37°C,

- Pasar nuavamentae el contenido del tubo falcon a través do
una gasa; recolectar en un vaso de precipitado estéril
para dospuéds transferir el fluido a otro tubo falcon da

60 ml.
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- Centrifugar a 2600 rpm, durante 6 minutos a temperatura
amblente en rotor H1000B (Sorvall).

- Eliminar la tripsina mediante succién y agregar 10ml de
medio D-MEM al 10% SFB mas antibléticos y rasuspen-
der el botodn celular.

- Centrifugar a 2600 rpm por otros 6 minutos,

- Retirar ol medio y adiclonar 10 ml de medio D-MEM al
10% SFB, enlos cuales se resuspende la pastilla celular,

-A 10 cajas de cultivo P76 (Costar) a las que praeviamente
so las ha adicionado 14 m! de maedio D-MEM al 10% SFB,
se lea agrega 1m! de la puspansion celular preparada en
o! paso anterlor, se mezclan y se incuban a 37°C, en at-
moésfera de COz y humedad del 86% durante varios dias
para permitir el desarrolio celular.

- El desacho de tos huevos so coloca dentro de unn bolsa

de plastico y se Incinera a la brevadad posible.
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8. Construccion do la cepa MVA-E2. (64)

La construccion de aesta cepa racombinante, se realizé me-
diante la infeccion de CEF con ol virus MVA y su posterior
transfeccion con of plasmido plii gpt dspA-E2; el proceso

de construccion es el sigulente:

Dos cajas de Petri de 10 cm de diametro que conticnon
CEF y que han alcanzado la confluencia, se infectan con
0.06 PFU de virus MVA por célula (el virus dobe sonicarge
y tripsinizarse previamente). Incubar & 37°C durante 2 h
agitando las cajas a intervalos de 15 minutos. 30 minutos
antos do que finalice el poriodo de Infecclon, el plasmlido
recombinante se pracipita en una solucion de fosfato de

calclo tal como se indica a contlnuacién:

En un tubo da poliestireno de 12 x 76 mm, se colccan 1 ml
de solucion amortiguadora do transfecclon, pH 7.0 (0.14 M
NaCl; 5 mM KCI; 1 mM NaHPO4 .2 H,0; 0.1 % daxtrosa;
20 mM Hopes) y 20 ug del plaemido plil gpt dap A-E2; se
mozcla en vortex vigorosamante y muy daespacio sa adi-
clonan 60yl de CaCl: (2.6 M). Se agita suavemeantoy se
deja el tubo a temporatura amblante durante 20 6 30 mi-
nutos, hasta obsarvar la aparicién de un precipitado fino

(preparar un tubo por caja).
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Cuando el tlampo do Infacclon ha finallzado, sa aspira el
In6culo do virus de las cajas de Petrl y se afade la solu-
cién del procipitado dejando las cajas a temperatura am-
blente por 30 minutos; después, se agregan 8 ml de medio
D-MEM suplementade con 10% de suero fetal de bovino. Se
Incuban las cajas por 3 6 4 h a 37°C en atmosfora de CO: al

5%, con humedad del 85%.

Se aspira el medio y se reemplaza cen 5 mli de medio
D-MEM al 10% fresco. Se incuba nuevamente en las mis-
mas condiclones, durante 2 dias. Se recolectan las células
y se transfleren a un tubo falcon de 15 mi; empastiilar los
fifroblastos mediante una brave centrifugacion (2 minutos
a 2,600 rpm, a temperatura ambiente y en rotor H10008
Sorvall) y descartar el sobronadante; resuepsnder el bo-

tén celular en 0.5 ml do modio D-IEM al 10 % SFB.

Lisar las células mediante tres ciclios da congalacion-dos
congelacion (utilizando hielo seco/etancl, saguido de des-

congelacion en bafio de agua a 37°C).

Seleccitn_ de recombinantes:

100 ! de células lisadas contenlondo virus, se sonican do
20 a 30 segundos y con dstos se preparan, por duplicado,

dliuciones serladas de! mismo (en madio D-MEN al 2.5%
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SFB8 mdas 1/400 volamenos de 4cldo mlcofendlico (MPA),
1/40 voltmenes de xantina y 1/400 voldmenes do hipoxanti-

naj).

Empleando 0.6 ml de las dlluciones 102, 103 y 104 se in-
fectan CEF colocados en cajas de sels pozos de 35 mm do
didmetro; se incuban o 37°C an atmoésfera de CO2del 5%
y humedad del 86%, durante 2 h (agitando a Intervalos deo

16 minutos).

La Infeccién se detloane adicionando 1.5 ml de medlo
D-MEM al 10% SFB y Ias cajas se vuelvan a incubar en las
mismas condlciones, por un par de dias, al cabo de los
cuales se observan las cajas al microscoplo en busca de

placas viralas.

Las placas viralos localizadas, se colectan con ayuda de
una micropipeta y se diluyen en 500 W de medio D-MEM al
25% SFB (mas las drogas de saleccion en las mismas
cantidadas arriba descritas), @ partir de las cuales se pre-
pararan nuevamente dlluciones seriadas para repetir ol
proceso de purificacion de placas virales. Esto se reallza
aproximadamente 6 veces, para assgurar la pureza de los

virus recombinantes.

Los stocks da las drogas de soalaccion se preparan como a
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continuaclén se Indica:

Disolver 4cido micofendlico (MPA) a una concentracion de
10 mg/ml (400X) en NaOH 0.1 N y almacenar a -20°C, prote-

giéndolo de Iz luz,

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

centraclon de 10 mg/ml (40X); se guarda a -20°C.

La hipoxantina, se disuelve en agua, a una concentraclion

de 8 mg/ml (400X) y se almacena a -20°C.
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9. Analisis de la Integracion del gen E2 en las
recombinantes E2-4 y E2-11.

(Comunicacion personal: Dr. Ricardo Rosales).

A 1ml del stock de virus de cada una de las recombinantes
denominadas E2-4 y E2-14, se les adiclon6é 1 ml de solu-
cion amortiguadora TE (10mM Tris-HCI, pH 8.0; 1mM EDTA),
100 ug de proteinasa K; esta mezcla se incubé a 37°C por
24 h. Alterminar la Incubaclon, ol DNA se purificé medlan-
te una extraccion fenol-cloroformo (utilizando 200 y 300 pl
de cada uno respectivamente) y una extraccién mas con

300 pl de cloroformo.

A la fase acuosa de esta Gltima extracclon, se lo afnds
NaCl a una concentracion finaide 0.26 M y 2.6 volamones
de etanol absoluto; se mezcla en vortox y se deja procipi-

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

Al dia sigulante se centrifuga, se olimina el sobrenadanta y
ol bot6n de DNA, sa seca y se resuspende en agua bidesti-

lada estérll, & una concentracién ds 1 pgiul.

1ug do este DNA se amplifica mediante la técnica de PCR,

on una mezcla de reacclion cuyo contenldo es:

2.6 mM de los 4 desoxirribonuclodtidos, 10 miA Tris-HCl
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(pH 8.8), 50 mM KKCIl, 1.5 mM MgCly, 0.001 % (p/v) gelatina,
1 ug de cada oligonucledtido (GS82: 6- GGTTGTTGATGGA
TCTGTGATGCATGCGATAGCTGA -3 y GS83: 6'-GAATGCA
CATACATAAGTACCGGCATCTCTAGCAGT -3°) y una uni-

dad de Taq DNA polimerasa.

Usando un termociclador Perkin-Eimer 9800, se realizan
30 ciclos de amplificacién, cuyas condiclonas son: un pri-
mer paso, de desnaturalizaciéon, a 94°C por 1 minuto, un
segundo paso (de alineacion), a 46 grados, por 2 minutos y

el tarcero (de glongacion), a 72°C, 2 minutos.

El producto del PCR se diglere con 10 unidades de |as en-
zimas de restricclon BamH-1y ASC-|, por 2h a 37°C; poste-
ricrmante se realiza la purificacién de esta digestion por
madlo de una extraccién fonol-cloroformo (con voltmenes
de 200 y 300 ul respaectivamants). El DNA seo resuspende
en H,0-DPC y se analiza madiante elactroforesia en geles
de agarosa al 1 %, en seluclon amortiguadora TAE (40 mM

Tris-acetato, 1mM EDTA).



8. SEGUNDA ETAPA:

DETERMINACION DE LA EXPRESION DEL GEN E2
DE LA CEPA MVA-E2.



ilento de células. (23)
Las ampollotas de vidrio contaniendo células provenientes
do la compaiia ATCC, se mantienen en nitrogeno liquido.
Para descongelarias se colocan en bafo de agua a 37°C el
lapso de tlampo encesarlo para el total dascongelamien-

to de las células (un minuto aproximadamenta).

Postariormente se vierte en una caja de cultivo P26 a la
cual previamente se lo agregan 4 ml de medio D-MEM al
10% SFB mas antibléticos (penictiina y estreptomocina a

una concentracién de 240ugiml).

Se agitd la caja para distribulr las células uniformemente,
y luego ésta se incubd a 37°C, con atmoésfera de CO:del
6% y humedad dal 85% durante 3 h con el fin de permitir

la adhasion de las células a la caja.

Pasadas las 3 h, se retir6 el medio de la caja (con la ayuda
de una plpota Pasteur y vacio) y so ahaden 5 ml de medio
D-MEM al 10% SFB fresco. Este procedimlanto se llevaa
cabo con la finalidad de eliminar al dimetilsulféxido que se

emploea an el proceso de congalacion de lzs células.

Laa células so mantlonon en incubacitn algunos dias para
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permitir su desarrollo y confluencla, reallzando camblo de

medio cada 2 6 3 dias,
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2. Pasajo do células (23).
La meotodologlia descrita, se usa para todas las lineas celu-

lares empleadas:

Cuando las cajas de cultivo han alcanzado una confluencia
del 100%, se elimina el medlo empleando succion y se adi-
clona tripsina ( BRL, ver enzimas requerldas en REACTI-
VOS Y MEDIOS). La cantidad de tripsina adiclonada de-
panderé del tamafo de la caja de cultivo: a cajas P25, se
les agregar4 2 ml de tripsina; a cajas P75, 3 ml; acajas
P150, 6 ml y para cajas Petri de © cin de diametro, la canti-

dad de tripsina a adiclonar seréa de 2 ml.

Una vez que sa ha adiclonado la enzima, las cajas se Incu-
ban por un perfodo de 6 minutos a 37°C; después se sacan
lgs cojas de la Incubadora y se golpoan suavemente en
fos costados para desprender las células del fondo de laa
cajas; cuando é4sto ha ocurrido, se transflere el contenidc
de todas las cajas a un tubo falcon que se contrifuga a
2500 rpm durante 5 minutos a temporatura ambiente, on

rotor H10008 (Sorvall), para empastillar las células.

Miontras transcurre el perfodo de contrifugacion, se adl-

ciona madio D-MEM suplomentado con 10% SFB mas anti-



hioticos, a cajas de cultivo nuevas y aestériles (la cantidad
do medlo dependord del tamafo de las cajas que se em-

plearén y de la dilucion que se dosee realizar).

Finalizada la centrifugacion, se desecha la tripsina median-
te asplraclion, y el botdn celular se resuspende en medlo
D-MEM al 10% SFB. La suspensitn celular se distribuye en
las cajas de cultivo nuavas y éstas se incuban a 37°c en

atmosfera de COz2del 6 % y humedad del 86 %.
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3. Congelamiento de células (23).

Las cajas de cultivo que se emplean para congelar, debe-
rén tener una confluencla celular del 100 %; a dichas ca-
jas se les rotira ol medlo empleando succlén. Se afade la
cantidad de tripsina de acuerdo al tamafio de la caja (ver
la técnica: “Pasaje de células®) y se Incuba a 37°C por 6

minutos.

Al finalizar la Incubaclén se sacan las cajas de la Incubado-
ra y suavemente se goipean en los costados para despren-
der las células del fondo de las cajas. Las células se trans-
fieroen a un tubo falcon y se centrifugan por 5 minutos a
2600 rpm, a temperatura amblente, en rotor H1060B
(Sorvall).

Medianto aspliracion se elimina la tripsina tenlendo cuida-
do de no tocar el botén celular, el cual se resuspendsora en
10ml de madlo D-MEM mas antibidticos, suplementado con
20% de suoro fetal de bovino. El tubo con la suspensién ce-
lular se contrifuga nuavamente a 2500 rpm durante 6 minu-

tos.

El sobrenadente se dogsocha por succién, y el boton sa

resuspondos en modio D-MEM suplomentado con SFB al

8¢



g e

20%, antibidticos y dimetlisulféxido (DMSO) al 1.7%.

En tubos Nunc de 1.6 ml, se coloca 1 ml de |la suspensién
anteriormente preparada, y é6stos se almacenan rapida-
monte a -70°C durante 24h, pasadas las cuales se transfie-
ron fos tubos al tanque de nitrégeno liquido, donde perma-

neceran hasta ser requeridas.

Debe hacerse notar, que el congelamiento a -180°C nun-
ca debe hacerse inmediatamente, con ol fin de conservar

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

Se colocan en baho de agua a 37°C: Ia cepa viral MVA-E2
y la tripsina (que debe ser Worthington Biochemical, ver
enzimas requeridas en REACTIVOS Y MEDIOS) y el medlo
D-MEM suplemantado con SFB al 2%.

Postariormente, los virusy la tripsina se agitan con ayuda
de vortex; en condiclones de estricta esterilidad, se mez-
clan en un tubo Nunc la enzima y el virus (ia tripsina debe
quedar en una proporcion 1:10). El tubo se Incuba 16 minu-
tos a 37°C.

Mientras transcurre ¢l tlempo de incubacioén, se sacan de
la Incubadora 6 cajas de cultivo P76 (sembradas 1 6 2 dias
antes de la Infeccion) cuya confluencia ceiular se¢a dal
100%; con ia ayuda de una plpeta Pasteur y vaclo, se les
quita el medio a las cajas y a cada una se les aladen 3ml
de medio D-MEM al 2 % SFB; cuando el perfodo de tripsi-
nizacion del virus ha concluido, se Infoctan las cajas con

virus (10 PFU: Unidades formadoras de placa).

Incubar las cajas a 37°C en atmosfera de CO2 del 6% y hu-
meodad del 86% por 1 h, durante ia cual deberan agitarsa

cada 16 minutos (daslizando el medio en dirocciones por-
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pondiculares).

La infeccion se detione adicionando 12 mi de medio
D-MEM al 10% SFB por caja. Las cajas de cultivo se regre-

san a la incubadora hasta el momento de su recolecclon.

NOTA: Este procedimiento fue el mismo que se sigulé para
Infectar células con ia cepaviral MVA y para cualquler li-

nea celular doscrita en osta tesis,



6. Racolaccion de células Infectadas con_virus.

(Comunicaclon personatl: Dr. Ricardo Rosales).

Para reaiizar la recoleccion celular, se sacan las cajas de
cultivo de la Incubadora y se despegan las células del fon-

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

Tanto el medio como las célulag desprendidas, se trans-
fleren a un tubo falcon que es centrifugado a 2500 rpm,
20°C y durante 6 minutos, en rotor H1000B (Sorvall).

El sobrenadanto es eliminado mediante aspiracion, y el pa-
quete celular que parmanece en el fondo del tubo, se pro-
cesa inmedlatamente (de no ser pasible, el paquete celu-
lar puade guardarse a -20°C para su posterior procesa-

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

Células de las lineas Hel.a, BS-C-1, 3T3-F4 y CEF (infec-
tadas con las cepas virales MVA y MVA-E2) fueron emplea-
das para la obtencion de RNA total.

Las células recolectadas se transfleren a tubos eppendof
{(generalmente se manej6 un tubo eppendorf por caja P76
recolectada). A cada tubo se le afiaden 200 pl de una solu-
cion de tiocianato de guanidinlo 4.6M (4.6 M tioclanato de
guanidinio; 0.5 % N-Lauril sarcosin de sodlo; 26 mM cltrato
de sodio; 0.1 M 2- mercaptoetanol; 26 mii EDTA; 0.1% antl-
espumante A, pH 7.0). Postariormente se realizan dos ex-
tracclones fenolcloroformo, adiclonando volamencs de
200l y 300 pl respoctivamente. (El fenol se satura con
H20-DPC). Se agregan 160 pl de H20-DPC, y 300 pl da clo-
roformo, 8@ mezclan en vortex y se centrifugan a 14,000
revoluciones por minuto, por 5 minutos, a temperatura
ambionte. Se toma la fase acuosa y se le ahaden 150 pl

de H20-DPC y 300 yl da cloroformo (por tubo).

Se centrifuga nuevamente como se describlé anterlormen-
to;, se toma la fase acuosa y a ésta se le adiclionan 0.6 vo-
lamenes de etanol absoluto y 0.026 volamenes de aicido

acético glaclal 113 (por tubo). Sa mczcla en vortex y se
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deja procipitando el RNA durante toda una noche a -20°C.

Al slgulente dia la suspensién de RNA se centrifuga a
14,000 rpm durante 5§ minutos y se elimina el sobrenadante

(tenlendo cuidado de no tocar ia pastilia formada).

€l botén se lava con 200 u! de etanol al 80 %, se mezcla

(vortex) y se centrifuga 5§ minutos a 14,000 rpm.

Se descarta e! etanol al 80%, la pastilla de RNA 8e seca du-

rante 10 minutos, en secador de vacfo (marca SAVANT).

El RNA seco se resuspende en H0-DPC y se cuantifica co-

mo se oxplica a continuacion:

2 4! de la solucion de RNA, se diluyen en 398 pl de H20-
DPC. Esta dilucléon se lee en el espectrofotometro utiiizan-
do una lampara de luz ultravioleta, a una longitud de onda

de 280nm.

Para obtener los ug de RNA total que se tienan por yi, se

emplea la sigulente equivalencla :

1 unidad de absorbancia = 40 yg RNA total/imi.
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7. Preparacion de geles do agarosa para muastras do RN

(19).

A 1g do agarosa (SEAKEM GTG) se {e adicionan 81 mi de
H20-DPC. La mozcla anterlor se funde on ol harno de micro-
ondas y se deja enfriar a una temperatura aproximada de
60°C para entonces adiclonar 20 ml de solucion amortigua-
dora MOPS 10X (0.4 M MOPS; 0.1 M acetato de sodlo an-
hidro; 10 mM EDTA, pH 7.0) y 9 ml de formaldehido al 37 %
(1.1 M final). Esta mezcla se agita y se vacia en una cama-
ra de 10 cm X 7 cm; se coloca en seguida un peine que for-
ma los carrlles o pozos en el gel al solidificar la agarosa.
Si al vaclar la agarosa se forman burbujas, éstas deben eli-
minarse pinch&ndolas cen una aguja. Cuando e! gel ha so-
{idificado, se retira el peine tenlendo culdado de no dafar

fos carriles.

Las muestra de RNA que vana correrse en o! gal, se tra-

tan de la sigulente manera:

A 3 pg do RNA se le afladan 3 ul do soluclén amortiguadora
MOPS 10 X, 10 pul de formamlida (J.T. Baker ultrapura) 2 pl
de formaidehido y 3 gl do golucién amortigundora de mues-
tra (25% Ficoll 400; 1mM EDTA pH:8.0; 0.4 % do azul de

bromofenol).
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Se mezcla y se desnaturallza a 65°C en baho de agua du-
rante 3 minutos. Se enfria rapidamente en hleloy se colo-

can las myestras inmediatamente en el gel.

La solucion de corrida empleada es solucion amortiguadora
MOPS 1X; el geal se corre a 90 mA (120 volits), aproximada-

mente 1 h, a temperatura amblente.

Terminada la corrida, el gel es colocado en un reclpiente
que contlene 100 mi de bromuro de etidio a una concentra-
clon de 6 ug/ml disuelto en agua, por 10 minutos, con el fin

de tehir los acidos nucléicos (RNA).

El gel se destifie durante una hora (0o més) en agua destlla-
da y posteriormente se observan las bandas de RNA, em-

pleando un transiiuminador con luz ultraviolota.
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8. Sintesis de DNA complementario (cCONA). (54)

Por fines practicos se realizé slempre [a sintesis de la pri-
mera cadena anlcamente empleando para ello volimenes
de RNA equivalantes a 3 pug, a los que se les adiciono
H20-DPC (la suficliente para alcanzar un volumen de 28

yl). El RNA coloca en baito de agua a 70°C por 3 minutos.

Después sa coloca rapidamente en hielo y ahl se le adi-
cionan 10 gl de solucion amortiguadora 65X (260 mM Tria-
HCL, pH 8.0; 200 mM KCL; 40 mM MgCl, y 2 mM DTT), 6 ul
de una soluclén que contiene 2.5 mM de cada uno de fos 4
desoxirribonucledtidos, Sul de oligo dT, cuya concentra-
cion es de 100 pg/pl, 1pl de RNAsin 40,0600 U/ml) y una unl-
dad de AWMV transcriptasa reversa, en un voluinen final do
50 pl.

Se incuba 90 minutes a 42°C. Terminada la sintesis, el
cDNA se purifica mediante una extraccion fenol-clorofor-

mo y se almacenan a -20°C.
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8. Reaccién en cadana de la polimerasa (PCR) para la

amplificacion de los genes de fi-galactosidasa y E2.
(64).

- Amplificacion del gen de B-galactosidasa:

1 pg del cDNA sintetizado a partir del RNA obtenido de cé-
lulas do lalinea 3T3-F4, fue amplificado oan una mezcla de
reaccion de 100 pl que constabade 10 mM Tris-HCl (pH
8.0), 50 mM KCL, 1.5 mM MgClz, 0.001 % (p/v) gelatina,
2.6 mM de una mezcla de los 4 desoxirribonucleétides, 1jg
de los oligonucledtidos 6°-2: 6 -GTTACGATGCGCCCATCTA
CACCAA-3" y 3': 5'-CCAACGCAGCACCATCACCGCGA-3'y
de 1 unidad de Taq polimerasa,

Se realizan 30 ciclos de amplificaciéon cuyas condicionas
son: desnaturalizaclon a 84°C durante 1 minuto seguido de
un paso de alineaclén a 46°C por 2 minutos, y uno da elon-
gaclon a 72°C por 1 minuto.

Finalmente, 10 pl del producto de este PCR se analizan en
geles de agarosa al 1%, en soluclon amortiguadora TAE

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

- Amplificacion del gen E2:

El procedimlento que 83 llevd a cabo para la amplificacion

95



do este gen, es el mismo descrito para la “Amplificacion
mediante PCR del gen E2 del virus de papiloma bovinc
(BPV)”®; on este caso, las muestras de DNA que se amplifi-
caron, fueron los cDNAs sintetizedos partiendo del RNA

alslado tanto de células Hel.a como de células BS-C-1.
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o8 de agarosa para muestras de DNA. (47)

Este tipo do geles fueron empleados para anallzar mues-

tras que contenian DNA.

Su preparacion se realiza disolviendo un gramo de agarosa
(SEAKEM GTG) en 100ml de solucion amortiguadora TAE 1X
(40 m# Tris-acetato, 1 mM EDTA). Eeta mezcla so callenta
a ebullicion en el horno de microondas y se deja onfriar
hasta una temperatura aproximada de 70°C, a la cual seo

adiciona bromuro de etidlo a una concentracion de 1 pgipl.

Posterlormente, se vacian 60 ml de ia solucién de agaro-
sa a una camarade 10cm X 7cm y se coloca inmedlatamen-

te un peine que formara los carrlles al solidificar el gol.

Cuando ésto ha ocurrido, se retira culdadosamente el pelne
y la camara con el gol se coloca dantro de la camara de
electroforesis que contione soluclon amortiguadora de

corrimlonto (TAE 1X).

Por otro lado, la muestra sa prepara adlclonando a 10 yl de
la solucion que contiene el DNA, 2 jl de solucion amortigua-
dora do muestra (10 % glicerol, 0.1% SDS, TAE 1X, 0.001%

azul do bromofenol); mezclary colocar en el gol.

Correr el gal a 110 valts por un lapso do 1 a 1.30h a tempe-
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ratura amblente, Una vez que la corrida ha conciuido las
bandas de DNA se observan en un transiluminador con

ayuda de luz U.V,
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11. Dotecci6n de la proteina E2 en lisados de células

infectadas con la cepa MVA-E2 (54).

Primeramante se infectan cajas de 6 pozos (de 35mm, COS
TAR) que contienen céluias BS-C-1, con 10 PFU/célula de
virus MVA y MVA.E2 (se Infectaron 6 pozos con la cepa
MVA-E2 y 2 pozos con la cepa MVA). Las células infacta-
das se Incuban a 37°C, en atmoésfora de COdeol 5% y hu-
medad del 86%; 24 h después de la infeccion, se retira el
medio de los pozos y éstos se lavan con 1ml de medio
D-MEM sin metionina, se elimina el medlode lavado y a ca-
da pozo se la aiaden 600 pl de medio D-MEM sin metlonina
mas 80 pCi de [*S}-Metionina. Las células se incuban con
la metionina en las mismas condicionas antorlormente men-

clonadas, hasta el momanto de su recoleccion.

La recolaccién celular sa realiza media, una y dos horas
deepués de adicionado el aminoacido radiactivo. En cada
punto se recolactaron 2 pozos de células infectadas con el
virus MVA-E2 y en ol Gitimo pozo ge recolectaron ademas,

los 2 pozos infectados con @l virus MVA,

A ceda uno de los puntos recoloctados, se los agregan 200
ul do solucion amortiguadora de lisis (100 m# NaCl; 100mM

Tris-HCl, pH 8.0; 0.6 % NP-40; 60 1l Inhibldores de protea-
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sas), so mezclan con ayuda de vortex y se colocan an hielo
durante 10 minutos. Se centrifuga a 14,000 rpm por 6 ml-
nutos, se toma ¢! sobrenadante y se coloca nuevamente on

hislo.

Por otro lado, se toman 4 tubos eppendorf y a cada uno se
le agregan aproximadameante 60 ul de protoina A Sefarosa,
se cantrifugan por 10 segundos y se descarta el sobrana-
dante. Se realizan 3 lavados de esta proteina emploando
volimenes de 200 ul de NaCl 160 miA; despuéas del altimo
lavado, se elimina totalmante el sobrenadante y se afaden
90 pul de PBS mas 10 ul de anticuerpo dirigido contra la pro-
telna E2 del virus de papiloma bovino. Se mezcla suave-
monte y se Incuba a 4°C durante 1h (agitando los tubos ca-
da cinco minutos). Se centrifuga 2 minutos a 14,000 rpm, so
doscarta el sobrenadante y se roallzan 3 lavados con vola-
manes de 200 il de PBS. Se retira el PBS del Gltimo lavado
y se ahadon 200 il de cada uno de los lisados celularaes; se
incuba nuevamaente a 4°C, con agitacion cada cinco minu-

tos y se realizan 3 lavados mas con PBS.

El contenido de los tubos se analiza mediante autorradio-

grafia.
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12. Gel do poliacrilamida al 12% para ol analisis de_la

S preparan 2 geles: un gel separador, cuyo contonido es:
12 % acrlilamida, 1.6 M Tris-HCI (pH 8.8), 0.1 % (p/v) SDS,
0.05 % persuifato de aminio, 8.6 mM TEMED y un gel con-
centrador, que se prapara mezclando: 4 % pollacrilamlda,
0.6 M Tris-HCI (pH 6.8), 0.1 % (p/v) SDS, 0.06 % persulfato

de amonio y 6.8 mM TEMED.

Se propara primero la mezcla del gel separadory se vacia
rapidamente entre 2 placas de vidrio montadas previemen-
te; Inmediatamente se afhade sobre este gel un poco da
Isopropanol. Cuando el gel separador ha polimerizado, se
elimina el lsopropanol, lavando con agua bldestilada. Se
prepara el gel concantrador, se vierte de inmediato sobre
el gol saparador y se coloca el paino que ha de formar los
carriles, una vez que oste gel polimerice. Se retira el pelne
y los carriles se enjuagan con abundante agua bidestilada;
montar las placas de vidrio con los geles polimerizados en
la camara de electroforesis, a la cual se le adiclona un
litro de solucion amortiguadora de corrida (0.08 % SDS,
153 mi glicina, 189 mM Tris-base).

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

solucion amortigudora de muestra (62.5 mM Tris-HCI, pH
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6.8; 2% (plv) SDS; 6% p-mercaptoetanol; 10 % glicerol;
0.01% azul de bromofenol). Se mezcla y se callenta por &

minutos on bafio de agua a ebullicion.

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

mar log sobrenadantes y colocarlos en los carriles del gel.

€l gol 8o coire a 200 volts, hasta que el colorante se ha sa-
lido del mismo; se desmonta la camara y se sumerge el gel
an glicerol al 10% por 6 minutos, para después sacarlo por

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

102



C. TERCERA ETAPA:

EVALUACION DEL EFECTO DE LA EXPRESION DEL
GEN E2 DE LA CEPA RECOMBINANTE SOBRE EL
CRECIMIENTO DE TUMORES DE LA REGION GENITAL.



1. Aislamionto de DNA de blopsias (11).

La blopsia obtenida de un paclanta fue sometida al siguien-

te procedimiento:

La muestra de tejido almacenada an nitrégeno liquido se
cubre con papel parafilm y rapidamente se golpea con un
martilio para rompar dicha muestra en pequefos trocitos,

antes de que se descongele y se haga blanda nuevamente.

Los trocitos de tejido se dividen en 2 tubos eppendorf y a
cada uno de éstos se les adiciona 1mi de una soluclion que
contleno 6 M GHCI, 0.1M acetato de sodlo (pH 6.6) y PBS
(pH 7.3). Los tuboa se mezclan con ayuda de vortexy se

incuban con agltacion por 1 h, a temperatura amblente.

Los tubos se centrifugan 6 minutos a 14,000 rpm y los so-
brenadantes se juntan en un tubo falcon de 16ml donds se
afadan 7 mi de etanol al 100% (frio), para insolubliizar ol
DNA, mismo que se colecta conla ayuda de una micropl-

pota y se transflera a un tubo de 15ml nuevo.

El DNA, se lava 3 vaces con 3 ml de etanol frio al 70%. Pos-
terformante el DNA se doja en etanol al 70% durante dos

dias, -20°C.
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Se centrifuga al tubo para empastillar el DNA y se descar-
ta el sobrenadante; el DNA se resuspende en 200 il de
H;0-DPC. Se purifica ol DNA reallzando una extraccion
fencl-cloroformo (con volimenes de 200 y 300 ul de cada
uno respectivamente). Se resugspende el DNA en 100 pl de
H20-DPC.
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2. Amplificacion de DNA dol virus de paploma
(94).

En esta ocasiéon el PCR s8¢ llevé a cabo para amplificar tan-
to al DNA obtenido de 1a muastra de tejido tumoral (biop-
sla), como DNA procedante de los tipos 6,11,16,18,31 y
33 del virus de papilloma humano (plasmidos estandar, que

contienan los genomas del virus).

La amplificaclion se realiza en mezclas de reaccléon de 10 pl,
que contienen: 200 ng de cada uno de los DNAs obteni-
dos, 3 mM MgCl;, 10 mM Tris-HCI (pH 8.8), 50 mM KCI;
0.001 % (piv) gelatina, 100 uk JATP, 100 uM dGTP, 100 pM
dTTP, 10 uM [a-32PdCTP, 2 unidadas de Taq DNA polima-
rasa y 10 pilcomoles de cada uno de los oligonucledtidos
(GP6: 6'-TTTGTTACTGTGGTAGATAC-3" y GP6: 65-GAAAAA
TAAACTGTAAATCA-3°). Las reacciones se incuban duran-

te 40 ciclos, como sa Indica a continuacion:

Paso. Ciclo 1 Ciclo2-39 Ciclo 40

1.0 96°C,6m 86°C,Am  86°C,1m
2.A 45°C,1m 45°C,308  45°C,30s
3.E 72°C,Am 72°C,308 72°C,6m

D: Desnaturalizacion; A: Alineacioén; E: Elongacion;

m: minutos; 8: sagundos.
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Los productos de PCR, se analizan en geles de poliacrila-
mida al 8% y 10 % de glicerol (Ver “Geles de poliacrilami-
da al 8% para analisis de DNA").
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3. Gales do pollacrifamida al 6% para analisis de DNA.

(Comunicacion parsonal: Blologa Gpe. Cervantes).

A partlr de un stock de acrilamida-bisacrilamida (19:1), se
prepara una mezcla que contiene acriltamida al 8%, 10% de
glicerol, 5601 de TEMED y 1004 de APS al 10 %; dicha mez-
cla se vacia rapldamente (evitando la formacléon de burbu-
jas) entre 2 placas de vidrio previamente montadas y se
coloca un peine que formari los carriles al polimorizar la
poliacrilamida; se retira ol peine y se enjuagan ios carriles
con agua bldestilada. Las placas de vidrio con el gel poli-
merizado, se montan en lacamara de electroforesis ala
cual se le afade 1 litro de scluclén amortiguadora de

corrida (TBE 1X: 0.08M Tris-borato, 0.002M EDTA).

Por otra parte, las muestras se preparan adicionando a 2l
del producto de PCR (obtenido segan se describlo en “Am-
plificacion de DNA del virus de papiloma mediante PCR”),
2 i de soluclon desnaturaiizante (0.1% SDS, 10mM EDTA) y
21 de stop solution para la reaccion (90 % formmamida,
0.001 % azul de bromofanol); so mezcia y se desnaturaliza
ol DNA calentando en baho de agua a ebuliiciéon durante 5
minutos; colocar las muestras en e! gel Inmediatamente y

correrfo a 40mA por 3h.
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Al finalizar la corrida, se desmonta la camara y el gel se
sumaearge por 16 minutos en una solucién que contiene me-
tanol al10 % y acido acético al 10 %, con el fin de fijar las
muestras; se seca ol gel durante una hora y so autorradio-

grafia -70°C, por 24h,
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VI RESULTADOS:

A. RESULTADOS DE LA PRIMERA ETAPA.

La construccién del virus recombinante requirié de varlos
procesos previos: primeramente se roaliz6 la amplificacion
dol gen E2 del virus de papiloma bovino, mediante PCR
(para lo que se emplad 1 ug del plasmido C59). El gen am-

plificado fue analizado en geles do agarosa al 1%.

Postariormente, se llevd a cabo la preparacion dol plasmi-
do plil gpt dspA-E2 para lo cual fue necesario en primer
lugar, transformar a la bacteria E. coll (cepa XL1-Blue) con
ol plasmido plil gptdap A (proceso que nos permitié tener
la cantidad de plasmido suficlente para la clonaclén); a
continuaclion, el DNA del plasmido fue alslado (mediante la
técnica de maxipreparacion), purificado y digerido con las
enzimas de raestriccion BamH-1 y ASC-l. Después fue desfos-

forilado con la enzima fosfatasa alcalina.

Saeguidamente el gen E2 del virus de paplioma se clondé on

este plasmido utllizando la enzima ligasa.

Otro de los procesos previos a la construcclén de la cepa
MVA-E2, fue la preparacion y purificacién de un stock del

virus MVA (la cuantificacion espactrofotométrica del stock
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preparado reportd 4.212 x 1011 virus/ml, lo que equivaloe

aproximadamente a 4 x 10 * PFU por milliitro).

Una vez que se tuvieron listos y purificados, tanto el stock
da la cepa atenuada MVA como el plasmido recombinante
plil gpt dspA-E2, se procedié a infectar con el virus MVA,
fibroblastos de embrion de pollo que después fueron trans-
fectados con el plasmido recombinante; dentro de estas
células se llevd a cabo una recombinacién homologa entre
ol DNA viral y el plasmido, lo cual di6 lugar a la obtenclon

de la cepa recombinante MVA-E2 (Figura No.1).

Los Gltimos experimentos de esta etapa fueron la selac-
cién de los virus recombinantas (por medio de rondas de
purificaclén de placas, utilizando aclido micofendlico, xan-
tina e hipoxantina) y Ila verificacion de la intagracion del

gon E2 en 2 de las recombinantes obtenidas (Figura No.2).

Para obtoner mayor informacion gohbre cada uno do expa-
rimentos reallzadoa para la construccién de la cepa re-

comblinanta, vor METODOS.
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Virus MVA

Pldsmido vector conteniendo
clonado el gen E2
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FIGURA No.1: Construcclon do una cepa recombinante
con el virus de la vaccinla, que contiene Integrado el goen
E2 del virus da paplioma. Flbroblastos da ambrion do pollo
fueron transfectados con el plasmido rocombinante deno-
minade plil gpt dsp A-E2; posteriormente, ostas células
fueron Infocladas con el virus MVA. Graclas a la recom-
binaclén homologa que tiene lugar entre ol plasmido y ol
DNA viral en el Interlor da la célula, os posiblo obtener

una cepa viral recomblnante que tiena integrado ol gen
E2 del virus de paplloma.
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FIGURA No. 2: Analisis de la integracion del gen E2 en
las recombinantes E24 y E2-11. DNA de la cepare-
combinante MVA-E2 fue purificado y sometido a la técnica
de PCR utilizando oligonucledtidos que permiten la am-
plificacion de DNA que se encuentra integrado entre los
flancos F1yF2 del genoma de la vaccinla. Los productos
del PCR fueron digeridos con las enzimas de restricciéon
BamH-1 y ASC-l y analizados por electroforesis en geles
de agarosa al 1%. Enlos carrlles 1 y 2, se muestran los
productos de PCR después de la digestion de las clonas
E2-4 y E2-11 respectivamente. M denota marcadores de
peso molecular para DNA de doble cadena.
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B. RESULTADOS DE LA SEGUNDA ETAPA.

El ohjetivo de esta otapa era determinar que la cepa MVA-
E2 es capaz deo expresar adecuadamente el gen E2; para
ollo se infectaron primaramente céiulas HeLa con las ce-
pas virales MVA y MVA-E2. 24 h después de la infeccion se
racolactaron estas células y se aislé ol RNA total, el cual

fue analizado en geles de agarosa al 1% (Figura No. 3).

Las cantidades de RNA total determinadas espectrofoto-
métricamente fueron: 0.3024 ug/ul y 0.8480 ug/ul para cé-
lulas Hela Infectadas con KMIVA y con MVA-E2, respectiva-

mernte.

Emploando 3 ug de cada uno de estos RNAs, se sintetiza-
ron los cDNAg correspondiontes mismos que fueron purifi-
cados y amplificados mediante PCR, con oligonucleotidos
aespecificos paraelgen E2. La figura No. 4 muestra los re-

sultados de este exporimento.

E! sagundo experimento de esta etapa, nos parmitié obsar-
var como la proteina E2 os capaz de disminuir la actividad
transcripcional de elemontos de control dei HPV (LCR)
implicados en la formacion de tumores cérvico-anales, al

infactar células 3T73-F4 (que contionen insertado en su
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genoma, ¢l gen do p-galactoslidasa bajo el control dal pro-
motor LCR del HPV) con las cepas MVA y MVA-E2 y reall-
zar los consiguientes aislamlentos de RNA ( 0.2612 g/,
para células Infoctadas con MVA y 0.4240 ug/ul para célu-
las Infectadas con MVA-E2), seguldos do la sintesis de
cDNAs y amplificaciones medlante PCR utilizando oligo-
nuclebtidos especificos para el gen de [j-galactosidasa;
puede observarse una reduccidon en la expresion de este
gen cuando se usa la cepa recombinante MVA-E2 (Figura

No. 6).

El siguiente experimento consisti6 en infectar céluias
838- C-1 con la cepa recombinante MVA-E2, con el fin de
analizar la estabilidad dol RNA mensajero deol gen E2; es-
tas células se recoloctaron 2, 3 y 4 dias postinfeccién y
se aisl6 ol RNA; 6ste al cuantificarse espactrofotométrica-

mente, di6 los siguientes resultados:

Tiompo do recoloccion: pg/ul RNA total
2 dias postinfeccion 0.223
3 dias postinfoccion 0.080
4 dias postinfeccion 0.106

3 hg de ostos RNAs, se emplearon para la sintosis de

cDNAs que se utilizaron para la amplificacion del gen E2.
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Los productos de este PCR fueron anaiizados on gelos do
agarosa al 1% y se muestran en la figura No. 8. Podomos
var claramente quae el RNA mensajero de E2, as establo

aun 4 dias después de la Infeccion.

Por altimo, so dotecto la presencia de la protafna E2 en
ctlulas Infactadas con el virus MVA-E2. Células BS-C-1
fueron infectadas con las cepas MVA y MVA-E2; 24h das-
puds de la Infeccion, las protainas sintetizadas de novo
por las células Infactadas, se marcaron radiactivaments

utilizando [35]-Metionina.

A diferentes tiempos se realizé la recolaccion de células,
las cuales fuaron llsadas y ios lisados se utilizaron para un

ensayo de radiolnmunoprecipitaciéon de la proteina £2.

La figura No. 7, muastra la autorradlografia del gel de aga-

rosa al 12 %, que contiene los productos do este ansayo.

En la figura puoda obsarvarss claramonte que la proteina
E2 se ancuentra presonte en células infectadas con el vi-
rus MVA-E2 y no en los controles (cé6lulas Infectadas con

MVA).

Los detrliles do los expsrimentos reclizedos en esta etapa,

sa proporclonan en METODOS.
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FIGURA No. 3: Andlisis de RNA aisiado de céiulas 8S-C-1
Infectadas con la cepa recombinante MVA-E2. RNA fue ais-
fado a diferentes tiempos postinfeccion de céluias BS-C-1
infectadas con el virus MVA-E2; posteriormente el RNA
fue analizado en geles de agarosa al 1% . En los carriies 1,
2 y 380 muestran 3 pg de cada RNA; hpi, indica horas
postinfeccion,
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FIGURA No. 4: La cepa recombinante MVA-E2 tiene la ca-
pacidad de expresar el gen E2. Muestras de cDNA sinteti-
zado a partir de RNA alslado de células Hela infectadas
con el virus MVA o MVA-E2, fueron sometidas a un PCR
empleando oligonuclettidos especificos para la amplifica-
clon del gen E2. Los carrlles 2 a 4 muestran el producto
de PCR derivado de céluias HelLau Infectadas con MVA vy
los carriles 5 a 7, de céiuias Infectadas con MVA-E2.

M, corresponde a marcadores de peso molecular y la li-
nea indica ol tamafio en pares de bases del gen E2.
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FIGURA No, 56: La expresion del gen E2 reduce la activl-
dad transcripcional de los elementos de control del HPV
Involucrados en el desarrolio de tumores de la regién geni-
tal. Analisis de la amplificaclon por PCR del cDNA de céiu-
las 3T3-F4, infectadas con la cepa MVA (carriles1a3)o
con |la cepa MVA-E2 (carriles 4 a 8); la cantidad de produc-
to de PCR que contlene cada carril, se Indica en la parte
superior de la figura. Los numeros ala lzquierda Indican
{a posiclon y el tamaiio, en pares de bases, de marcadores
de peso molecular de DNA de doble cadena (carril M). El
namero a la derecha, Indica el tamafio (en pares de bases)
del producto del gen de p-galactosidasa.
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FIGURA No. 6: Establlidad del mRNA de E2. Células
B8S-C-1 fueron infectadas con la cepa recombinante
MVA-E2 y recolectadas a diferentes tiempos después de la
infeccion (hpl). El RNA total fue aislado y usado parala
sintesis de cDNA, el cual fue ampilificado mediante ia técni
ca de PCR. El producto de dicho PCR se analizé por elec-
troforesis en geles de agarosa al 1%. Loscarriles 2, 3 y4
muestran el producto a 48, 72 y 96 horas postinfeccion. M
corresponde a marcadores de peso molecular y las lineas
indican el peso molecuiar de algunos marcadores (en pa-

res de bases de DNA).
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FIGURA No. 7: La proteina E2 es sintetizada por células
Infectadas con la cepa recombinante MVA-E2. La figura
muestra la autorradiografia de! ensayo de radioinmunopre-
cipitacion realizado a lisados obtenidos de células Infecta-
das con {os virus MVA (carrii 1) o MVA-E2 (carriies 2 a 4).
Los niamaros en Ia parte superior, indican el tiempo en mi-
nutos que duré el marcaje de la proteina E2, con [%S}-Me-

tionina. La linea ala derecha corresponde al peso molecu-
lar de E2 ¢n kilodaltones.
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C. RESULTADOS DE LA TERCERA ETAPA.

La evaluacién del efecto de la cepa recombinante sobre ol
crecimionto de tumores do la reglon gonital, se realiz6 en

una paciente con tumoraciones en cérvix y vagina.

Como primer paso, se aisld e! DNA de una blopsia obtenida
del tumor y éste, junto con DNA aislado de diferentes ti-
pos de HPV (controles), se sometieron a la técnica de
PCR utllizando oligonucleo6tidos que permitirian la amplifi-
cacién de una region altamente conservada del gonoma
de los virus de paplioma humano, conoclda como L1. Los
productos del PCR fueron analizados mediante un ge! deo
poliacrilamida al 6 % en el que, por comparaciéon de los
patrones de bandas entre el DNA do |a blopsla y el DNA
de los distintos tipos de HPV analizados, so concluy6 que
el virua de paplioma tipo 18 era ol agante ceusanto do la

formacién del tumor (Figura No. 8).

Finalmente mediante inyeccion, se inoculé la copa recom-
binante MVA-E2, en repetidas ocaslones y en diferentos
zonas dal lado lzqulerdo del tumor (el lado derecho dal
mismo slrvidé como control). Cabe mencionar que en las
primeras Inyecciones se aplicaron dosis pequefas de virus

(Ver Tabla A, dias 0-14); posteriormente, al no observar
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ningan efecto secundario y notar disminuciéon en el de-

sarrollo tumoral, se procedi6 a Inyactar dosls mayores.

£l rasultado mas interesanto do aesta etapa es que, ademas
de la disminuclon en el desarrollo tumoral se observ6 tam-
blén, una disminuclon de aproximadamente el 40 % en el

tamafo del tumor.

La Tabla A muestra los perfodos en los que se aplic6 ca-
da lnyecclon, la dosis correspondlente y en forma cuall-

tativa, la disminucion en el desarrollo y tamafo del tumor

observadas:
OIA PFUinyec- Disminucion dei de Disminucién dei
tadas: sarrollo tumoral: tamano tumoral:

0 1x107 No existe -
7 Ax107 Existe i+

14  1x107 Exlste -t

21 1x108 Existe +

36 2x108 Existe ++

42 b5x108 ExlIste +

49 8x108 Existe ++

63 10x10° Existe ++

70 12x108 Ex|ste +
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FIGURA No, 8: Deteccion de HPV en una muestra de teji-
do tumoral (biopsia). DNA genOmico aislado a partir de
una blopsla de tejldo tumoral, asi como DNA obtenido de di-
ferentes tipos de HPV, fueron sometidos ala técnica de
PCR empleando oligonucleotidos especificos paraia ampli-
ficaclén de la region L1 ( Reglén altamente conservada del
genoma de los virus de paplioma). La figura muestra el ana-
lisis de los productos de PCR mediante gel de poliacrilami-
da al 6%; los carriles 2, 3,4, 5, 6 y 7, contlenen el producto
de PCR del DNA aisiado de los tipos de HPV 6, 11,16, 18,
31 y 33 respectivamente. En el carri! 8 se observa el pro-
ducto de PCR del DNA gendmico (comparese este carril
conel carrll 8). Los carriles 1 y 10, contlenen soluclén
desnaturalizante (Ver METODOS), mientras que e! carril 9,
s86lo contiene agua.
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Vill. DISCUSION Y CONCLUSIONES:

En el prosente proyecto de investigaclon se logré 1a cons-
trucclon de la cepa recombinante MVA-E2, empleando la
cepa atenuada del virus de la vaccinia y el gon E2 del virus
de papiloma bovino; ésto se llevd a cabo mediante la re-
comblinacléon homéloga ocurrida entre el plasmido racombi-
nante plil gpt dspA-E2 y el DNA del virus MVA, en fibro-

blastos de embrién de pollo.

Los recombinantes asi obtenidos, se seleccionaron por
medio de purificaciones consecutivas de placas virales, utl-
lizando como drogas de selecclén acido micofenoélico, xan-
tina e hipoxantina. El acido micofendlico, interfiere conla
replicacion del virus MVA y reduce severamente el tamaiio
de las placas virales; éste efocto se elimina gracias ala
expresion dol gen gpt de labactoria £, co//, an presencia
de xantina e hipoxantina, por lo que la co-expresién del
gen gpt en esto caso, constituy6 un sistoina de seleccion

bastante conveniente.

Una voz seleccionados los recombinantas, se desarrolla-
ron una sorie de experimentos cuyos resultados demostra-

ron que:

a) la cepa recombinante s capaz de expresar el gen E2.
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b) las células infectadas con la cepa racombinanta, sintoti-
zan la protoina E2.

c) la actividad transcripclonal de los elemontos de control
del HPV Implicados en la formaclén de tumoros genita-

les, es reduclda por la oxpresion del gen E2.

Estos resuitados ademas de los obtenidos en experimen-
tos reallzados en el laboratorio del Dr. Ricardo Rosales
con animales inmunodeficientas (resultados no publicados),
probaron que la expresion del gen E2 es capaz de reprimir
ia expresion de los oncogenes viraies E6 y E7 y por lo tanto,
evitar la inmortalizacion celular y Ila formacion de tumores
de laregion genital, originados por el virus de paplioma;
por otro lado, experimentos recientes desarrollados en la
Universidad de California mostraron que ia inmunizacion
con las proteinas E1 y E2, son capaces de estimular la
regresion de tumores inducldos por el virus de papiloma en
conojos cola de algodon (79). La regresion de los tumores,
fue dabida a In respuasta inmune celular generada por las

proteinas E1y E2.

Todos los resuitados monclonados sumados a las ventajas
que proporciona el uso dela cepa MVA como vactor de
exprosion del gen E2 (tzles como quo dicha copa es capaz

do inducir la sintesis do grandes cantidades de la protelna
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E2, que es totalmente avirulenta y ademas es la Gnica pro-
bada en humanos), nos permitieron proponer el uso de la
copa recombinante en la terapéutica de tumores cérvico-

anales.

Contando con la colaboracion del Dr. Abelardo Monjes
(del Hospltal Mocel), sa comanzé el tratamiento con la ce-
pa MVA-E2 de una paciente con tumor en cuello y vagina
(Inducido por el virus de papiloma tipo 18, segGn muestran
los resultados de los experimentos efectuados en la Gltima

otapa de esta tesis).

Al cabo de mas de 2 mases de tratamiento, se observo dis-
minucion en el crecimiento del tumor e Incluso una disminu-
cién en el tamaiio del mismo, de aproximadamente el 40%;
o antorior se determiné dnicamente en forma cualitativa
debido a que al Inyectar el virus MVA-E2 en el tumor, éste
adquiria una consistencia esponjosa dificil de medir y de
volumen aparentemente mayor, que con el paso del tlem-
po se desprendia dando como resultado final, una reduc-

cilon en el tamaio de la masa tumoral.

Los resultados obtenidos muestran claramente que la ce-
pa recombinante MVA-E2 puede roeducir el crecimiento de

tumores humanos de la reglon genital; ésta reducclén pue.
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do atribulrse a la presenciade la protelna E2 en fas célu-
fas tumorales (lo cual ejerce un contro! negativo sobre la
exprasion do los oncogenes de! virus de papiioma) y ade-
mas, a una respuesta celfular provocada tanto por la pro-
tefna E2, como por ef virus de la vaccinia (77). Es Impor-
tante mencionar que durante el tratamiento, nunca se

obsorvaron efectos secundarios.

Actualmente, se pretende tratar mas paclentes con tumo-
res do la reglon genital, cuyo tamaito de masa tumoral sea
menor, con el fin de obtener mas resuitados y evaluar ade-
cuadamente {a cantidad ospecifica y necesaria de virus
quo se debs emplear para reducir totalmente la masa tu-

moral.

Con ésto so da un paso adelanto en la Investigacién para

el tratamiento de tumores de la reglon cérvico-anal.

Por otro lado, este trabajo es el primoro qua se reallza a
nivel mundlal utilizando la cepa atenuzda dol virus do la

vacuna (MVA) para reallzar terapla génlca.
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iX. SIGLAS Y ABREVIATURAS,

- HPV: Virus de papilioma humano.

-BPV: Virus de papiloma de bovino.

- PV: Virus de paplioma.

- MVA: Cepa atenuada del virus de la vacclnia {(Modified
Vaccinia Ankara).

- CaCuU: Cancer cérvico-uterino.

- CIN: Neoplas!a intraepitelial cervical.

- PCR: Reaccién en cadena de |a poliinerasa.

- ORF: Marco de lectura ablerto.

- LCR: Promotor del virus do papiloma, que regula la ex-
preslon de los onco-genes virales E6 y E7.

- SFB: Suero fetal de bovino.

- D-MEM: Madio Esencial Minimo Dulbacco.

- CEF: Fibroblastos de embrion de poilo.

- HelLa: Células derlvadas de carcinoma de cérvix humano.

- BS-C-1: Células epiteliales derivadas de riiibn de mono
verde africano.

-3T3-F4: Células de embridn da raton, que expraesan conse-
cutivamente el gen de {i-galactosidasa bajo el control
del promotor LCR del HPV.

- Episomal: El DNA viral no se oncuentra Integrado al geno-

ma celular.
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- pb: Pares do bases.

- kDa: Kilodaltones {1,000 daltones).
- ug: Microgramo (1x10¢ gramos).

- l: Microlitro (1x10¢ litros).

- pm: Micrometros (1x10-¢ metros).

- nm: Nanometro (1x109 metros).

- ng: Nanogramo (1x10? gramos).

- mM: Milimolar (1x10-3 mol).

- rpm: Revolucionas por minuto.
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