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INTRODUCCION

. INTRODUCCION

El céncer es una enfermedad en la cual los mecanismos celulares encargodoes de
regular la proliferacidon estén fuera de control, es decir  las célulos presentan un
desorden en el control del crecimiento y diferenciacién celular. Es una enfermedod

multifoctorial, ¢s decir que puede tener muchas causas como dieta, herencia, hébitos

de higiene, nivel socioecondmico, medio ambiente y efectos de compuestos quimicos

El desarrollo de la enfermedad  implica varias etapus, existe un modelo que

sugiere como ocurre la progresiédn tumoral. £s el modelo de la evolucién clonal de
tumores y sugicre que: A partir de una célula normal la célulo hija hereda o adquiere
una mutacién promotora del cancer, transmite el defecto a sus descendientes y o todas
las generaciones subsiguientes. En algun momento una de las descendientes adquiere
una segunda mutacidn y otra descendiente de ésta adquiere una tercera y asi

sucesivamente. Por oltimo una célula acumulo las rrutaciones que le permiten otrovesar

el umbral del cancer.
Se ha planteado la pregunto sobre
celular. Ya que la mutacién en los genes del ciclo celular es la caracteristica genética

si el cdncer ¢s una enfermedad del ciclo

mds comoin de las células tumorales. También es muy coman que las células tumorales

presenten mutaciones en los genes que codifican para supresores tumorales.
El céncer e5 la segunda causa de morbilidad y mortalidad, sélo después de las

enfermedades del corardn. De 1990 a 1993, 630 instituciones puoblicas y privadas de

salud, naotificaron 180 mil nuevos casos de cdncer en México.

El cdncer de cérvix es lo cuara causa de muerte por cdncer en paises

industrializados, mientras qQue en paises en vios de desarrollo ocupa el 22 lugar. El
Instituto Nacional de Concerologia (iINCan) ha declarado que es la primera causa de

muerte por cdncer en México. En nuestro pais muere una mujer cado dos horas a causa

de esta enfermedad.
El cdncer de cérvix es una enfermedad que se presenta con mayor incidencia

Se presenta con mayor frecuencio en paises en vias de

entre los 35 - 55 anos.
bajos y en mujeres con multiples

desarrollo, en mujeres de niveles socioeconémicos

parejos sexuales.

FACULTAD DE QUINMICA, UNAN.



INTRODUCCION

El tratamiento  de este tipo de céncer se Hleva o cabo mediante radioterapia y cirugia,

complementando a veces con quimiaterama. Sin embargo la reincidencia es elevadao.
Al parecer el Virus de Papiloma Humano (VPH) (virus de la familio Papovindace)} es el
principal factar etiolégico de esta enfermedad, pucs se le encuentra asociado en un 0%
de los casos a los tumores de cancer de cérvix

Existen pocos farmacos como la podofilina y el 5.FUJ destinados a combatir el

VPH o las lesiones que causa. Los cuales soio actian sila lesién es leve y temprana,

2
FACULTAD DE QUIMICA, UNAM.



INTROODUICCION

. JUSTIFICACION

Debido a que el cdncer cérvico uterino es un grave problemao de salud en paises
en vias de desarrollo son necesarias las investigaciones de este tipo de cancer a nivel
molecular. La caracterizacién de lincas celulares provenientes de tumores de cénecer de
cérvix os una forma in vitro de estudiar  esta enfermedad con el fin de conocer las bases

moleculares ya que de esta forma se podran disenar programas de prevencidn o

establecer una terapio mas eficar

Lla infeccidn por VPH generalmente predice y precede a la incidencia de
neoplasia cervical, por lo cual es importante el estudio del cancer de cérvix y su relacidn
con este virus. Dada la complejidad del cultivo de virus una alternativa para su estudio

es o través de lineas celulares tumorales infectadas con el VPH Para esto es

indispensable la caracterizacién de linees celulares derivadas de pacientes con cancer
cérvico ulerino.

Ya que el VPH es el principol factor
trotomiento, resulta relevante la evaluacién de lo posible actividad ant

etiolégico, y existen pocos fdrmacos para su

iral de nuevas

moléculas.

FACUL TAD DE QUIMICA, LINAIM.



OB/ETIVOS E HIPOTESIS

. OBIETIVOS

OBJETIVOS GENERALES:
1. Caracterizacién de la linea celular de cdncer cérvico uterino VIPA,

2. Deteccion de la actividad bioldgica de nuevas moléculas

disefiadas como compuestos antivirales.

OBJETIVOS PARTICULARES:

1. Deteccién de la presencia del Virus de Papiloma Humano en lo

linea celular de céncer de cérvix, VIPA,

2. Tipificacién del Virus de Papiloma Humano encontrado.

3. Evaluacién de la posible actividad antiviral de cinco nuevos

compuestos.

FACULTAD DE QUIMICA, UNAM.



OBIETIVIOS E HIPOTESIS

V. HIPOTESIS

VIPA es una linca celular obtenida de un tumor de una pociente
mexicana con cancer de cérvix. Ya que la mayoria de los tumores
de cérvix contienen Virus de Papiloma Humano, es posible que la

linea celular VIPA presente Virus de Papiloma Humano.

Dado que las nuevas moléculaos fueron disefiadas como posibles

antivirales es posible que presenten alguna actividod contra el Virus

de Papiloma Humano.

FACULTAD DE QUINICA, UNAIM.




TEORIA DF DESARROL L. O DEL CANCER

V. MARCO TEORICO

TEORIA DE DESARROLNL.O DEL CANCER
Los 30 trillones de células que conforman un organismo saludable, viven en
sistemas complejos e interdependientes, regolando la proliferacidn entre ellos. Esta
continua colaboracidn asegura que cada tepdo mantenga su tamano y las caracteristicas
apropiadas para las necesdades del cuerpo (Weinberg Robert A 1996)

w los contrales normales de proliferacién

Las células canceronas se vuelven sordc

lr insidiosa propiedad de migrar o partir de los

y siguen sus propias senales Pose

os donde se onginan, invadiendo fepdos corcanos y formaondo masas distantes. Los

s
tales cuando  interfieren con

tumores constituidon  de estas catulan mmabgnns, son e

édrganos y tepdos que son necesanos para (g aopeoavenaa de la totalidad  del

organismao

Drovienec de on o ancestro coatun, generalmente antes de

Las aedolas

do un programa de

que un fumor ce a apreaable, (dicod i antes) ha comens

reproduccidn inapraopiada cue o crncpna < o 10 e mutaoones orumuladas

1 celula cambrando tas cantidades o

Las mutac

Df1en en un GGer prueden aiterarn ¢

rperces egan el papel poncpel en el

las actividades e Las proteinag, fion

de wvida de o celola; la

i ol

desorrotlo del cancer  Fo oun

Y por otro lado los

secuencia de cventon por los confed o

o favorecen o Cre-Crrrasen merntras Gue los supresores tumorales lo

proto-oncoyers
inhiban (Weinberg Robert A 1696

s estdn mutadon pueden Converhrse on oncogenes

Cuando o5 proto anoo

wa. Les mutaciones hacen que los

carcinégenos que conducen a muitphaandn esce
profo-oncogones produzcan en exceso lo proteine para lo cual codifican la cual

estimula la prolifcracidn. Por otro lade los sepresores turmorales contribuyen al céancer

cuendo 500 nacteadon for mutacionen, uvitado de ia péardida de esta funcionalidad

alula carerca de

impiden el crecimiento

crocales Gu

conduce o <o I

(Webster K. Cavenae 1995)

[
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FTEORLA DF DESARROLL O OFL CANCER

En un tumaor canceroso on desarrolio se presentan mutaciones en mas de media
doceno de genes que controlan el crecinuento celular Claro que también pueden

participar otra clase de genes para propciar la mahgmidad

SENALES DEL SISTEMA

Un tumor estd fuera de control cuando una mutacion en alguno de sus proto-
oncogenes crea una ruta de estimulacidn del Grecimiento, manteniéndola continuamente

activa. Esta celula puede afectar a las demas si libera factores de crecimiento (Webster

K. Cavenen 1995)
Cuando un factor de crecimiento Hega al receptor traduce la senal de proliferaciéon o los

proteinas del citoplasmea, estas proteinas o su vez emiten eotimulos a ofras proteinas v i
cadena termina en ol nocleo. tn ol nodeo los factores de transcripaion responden

activando un grupo de genes respansablies de Hevar a lo cilula o baves de su ciclo de

crecimiento.
Algunos oncogenes obligan o ia celyla a una sobreproducaon de faciores de

rddades

crecimiento, por ejiemplo eo el caso de sarcomas y ghomean exmnten grandes oz
del foctor de crecumento hberado de plaquetas, ottos 6p05s de COncer ecretan ¢n ¢iceso
factor de crecimmento transformante aifa | s1on factores actdan en celulus corcanas, pero

tambien pueden afectar o la calola que Lo prrodojo
i cuales hboeran uno

vernienes oncogenicas de recepton

También se han identibicads
gran cuntidad de senales probferativas hacion ol cioplasma de la celule oun cuardo no
el receptor o B2 on céncer de

estén presentes factore:, de crecimiento un epemplo

mamao
1on de senales, el

Otros oncogenes afectan partes de o cascada de transdus

ones normales las proteinas del

mejor ejemplo ez la famdio de oncogenes 1as o condic
n acnales eshimulatonaa provenientes de los faotore, de crecimmento.

gen ras {rgnsriat
resultantes fransmiten continuamente

Cuondo el gen ron euta mutado las proteinas

senales estimulutorios deld crodimeento, aon en ausencia de factores de crecimiento. Las

dir ras se encuentran en una cuarta parte de todos los tumores

proteinas hiperact
humanos (Weinbarg Robert A 1996).

FACUL TAD DE QUINMICA, UNAM.



TEORLA OF DESARROLL O DEL CANCER

Otro grupo de oncogenes es la familia myc, que altcran la actividad de los
factores de transcripcién en el nocleo. Los células normales crean profeinas de myc solo
cuando han sido estimuladas con factores de franscripzidon en la supericie celular. Las
proteinas de myc activan genes que obligan a la célula o continuar creciendo, pero en
estados patolégicos, los niveles de myc se mantienen constantemente altos incluso en la
ousencio de factores de crecimiento {(Weinbaerg Robert A 1996},

Actualmente las componias farmacéuticas centran sus wstudios en el atagque o los
factores de crecimiento malignos. Un intento ol respecto ha desarrollado compuestos

que bloquean la sintesis de proteinas aberrantes del grupo Ras

LOS SUPRESORES TUMORALES DEJAN DE FUNCIONAR

Para que los células se vuelvan malgnas, deben hacer algo mdas que
sobreestimular la maquinaria que promueve el crecimiento, también deben idear medios
para evadir o eliminar las senoles que emiten las células vecinas., Las célulos reciben
mensojes inhibitorios de otras células con el fin de eliminar su funcionamiento erréneo.
En células cancerigenas estas senales inhibitorias se interrumpen capacitando a la célula
a ignarar las campanas de senales fuertemeaente inhibitorias sobre su superficie.
Componentes importantes de estas campanas inhibitonias, especificadas por genes
supresores de tumores, estdn cusentes o inactivos en muchos tipos de cédncer. El factor
de crecimiento transformante beta (TGFb) puede detener el crecimiento de células
normales. Algunas células de cancer de colon se vuelven sordas al TGFb inactivando el
gen que codifica para el receptor de superficie de esta sustancia al iguel que el gen
DPC4 el cual regula negativamente al receptor de este factor de crecimiento.

Los supresores tumorales también pueden actuar blogqueando el flujo de sefales
estimulatorias del crecimiento. Un ejemplo es el producto del gen NF1 el cual otrapa a
la proteina ras antes de que pucda emitir sus sefales de crecimiento. Existen estudios en
los que se demuestro que al introducir genes de supresores tumorales las células

cancerosas pueden recuperarse del dario y regresar o la normalidad.

FACULTAD DE QUINMICA, UNAM.




TEORIA D DESARROLLO DEL CANCER

CICLO CELULAR

Los efectos inhibitorios y estimulatorios de lo célula convergen en un aparato
molecular en el nacleo de la célula llamado  reloj del ciclo celular. Este reloj parece
correr de forma apresurada aparentemente en todos los tipos de cancer.

El ciclo celular se compone de cuatro etapas:

e Fase Gl (Intervalo 1}). En esta etapa la célula aumenta de tamano y se
preparo para rephcar su DINAL

e Fase S (Sintesis): En esto fase la célula sintetiza nuevo DNA y duplica
precisamente a sUs CromMosomas.

e Fase G2 (Intervalo 2). En este intervalo la célula se prepara pora la mitosis,
que e3 cuando la ceélula finalmente se divide en doz. la nueva hija entra
inmediatamente en fase Gl comenzando el ciclo celular.

e Fase GO : Esto fase es cuando la célula descanso, es decir es el lapso de

tiempo entre (o fase G1 y la fase de sintes:s
INCIO DEIL.

CiCLo

4 l.a célula se alarga y hace
nuevas proteinas

La célula se prepara

para division \

G2/

La célula replica
su DNA

R Punto dc restriceion la célula
s¢ decide a complctar el ciclo.

Fig 1 Weinberg A Robert 1996

FACULTAD DE QUIMNICA. LINAM.



FEORLA DF DESARROUN L DEL CAUNCER

El control del reloj del ciclo celular ze lleva acabo mediant: dos componentes
esenciales, las ciclinas (de las que bhay cuatro grupos, las D, E, A y B) vy los cinasas
dependientes de ciclinas (CDK s} Lo asociacdn de onas con ofras da lugar al inicio
del ciclo celular, en (31 por ejemplo las ciclinas tpa ) se unen a CDR 4 o 6, el
complejo actda sobre una pederosa proteinn inbubritona del desarrollo, Hamada pRB

» (31 y e ahi a fose 5.

entonces se rompe el efncto de pREB y a celulo progresa o fo

Existen varias proteinas ue  pueden inbubir la contmudad del ciclo celular como son

pléy pl S5 las cuoles actuan blogueando la actividad del complemento de las COK "5 de
las ciclinas D evitando gue la celula avance de Gl a S Otro inhibdor de las COK s es
pH3 montorea da satud de la célvla v la

P21 (\WAFT), of coal bajo ol control de
integridad dal DHA cromosomal asi como el cerre exitoso de cada uno de las etapas

del ciclo.

CICLO CELULAR Y CAICER

En fas celulos cancerosas e presenta un arecimienta inadecuado no solo porque

las senales celulares estan alteradas, sino también porque ot reloj del aclo celular se
las rutas inhibitorias y

desajusta Este relop generalmente infegra mensages e s
estimulatoriasz, y 51 fos mensges estmolatonos estan en exceso enfonces la célula

avanza hacia su ciclo de crecimienta y divisidn

Una etapa crucial es pasar o punta Ry entrar en 5, un "switch”™ molecular debe
ser conectado para dar este paso, este “swich” funciona de lo siguiente manera:
conforme cumentan los niveles de cichnas Dy £ estas proteinas se combinan con las
cingsas dependientes de ciclinas las cuales enganchan grupos fosfoto o partir de ATP y

los transfieren a la proteina pRB, proteina caracteristica inhibitona de control del ciclo

celular. Cuando pRB no estd fosforitada bloguea ol cclo secuestrando a foctores de
tronscripcidn, pero cuando las ciclinus cinosas han afadido suiicientes grupos fosfato o
pRB impidiendo su funcionalidad, entonces los factores de transcripcidn son liberados y

pueden actuar en los genes que se encargan de lo proliferacidon celular

FACULTAD DE QUUMICA. UNASM.



TEORIA DE DESARROLL O DEL CANCER

Se ha encontrado que las ciclinos D, £ y COK4 presentan hiperactividad  en

ciertos canceres humanos, tambign se ha encontrado la wnhibicién de ciertas proteinas

que regulan negativamente el ciclo celular.

Interaccion con ¢l IDNA parg
produccion de protemnas nege-
<inas para progresion de ciclo
cclutar

Cinus Lo 1)
Factor de trasncnipcion %
< ? Factor de trasncriperon

actno

Cinaxa dependicnte Compleo
activo

de erchinas -
-
Fostatos &

pRBnactno

Fig 2 Wecinberg A Robert 1996

ALGUNOS GENES INVOLUCRADOS EN CANCER (Weinberg Robert A 1996).

ONCOGENES
-—Genes que codificoan para segundas mensajeros citoplasmdatcos
implicado en cancer de pulmén, ovario, colon y pancreas

Ki - ros
N- ras [Implicado en leucemas

FACULTAD DE QUINMNICA, LINAM.



TEORIA DE DESARROLLO DEL CANCER

Genes que codifican para factores de tronscripcidn que activan genes que promueven el
crecimiento

c-myc |[lmplicado en leucemias, y cédncer de mama, pulmén y estdbmago.

N-myc [involucrado en ncuroblastoma y glioblastoma

L-mys | Codifica para un antagonista de p53

Genes que codifican para otras moléculos

Bel-2 Codifica para una proteina que impide apoplosis
Bel-1 o PRAD Codifica para la ciclina D1, estimulante del ciclo celular
MDM-2 Codifica para un antagonista de p53

Genes que codifican para factores de crecimiento o sus receptores

Codifica para el foctor de crecimiento derivodo de plaquetas.
PDGF

Implicado en ghoma

.8 Codifica para el receptor de crecimiento epidermal. implicado en
erb.

glioblastoma

erb-B2 o HER-2 Codifica para un factor de crecimiento. Implicado en céncer de

© neu mama y ovarno

RET Codifica para un receptor de un foctor de crecimiento. Implicado

en céncer de tiroides

SUPRESORES TUMORALES

Genes que codifican para proteinos citoplasmdticas

APC Implicado en cancer de colon y estémago
oPC.4 Codifica para una molécula que participa en la cascada de senclizacién e
inhibe divisién celular
Codifica para una proteina que inhibe a Ras{estimulatoria) implicado en
MF-1 cancer de sistema nervioso periférico leucemia mieloide.
NF.2 Involucrado en meningioma.
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Genes que codifican para proteinas nucleares

Codifica para la proteina plé que es un componente del control del acdlo
MTS1

celular.

Codifica para la proteing pRB cruciol en el conttol negotivo de aclo
RB colutar, Impheaido on tetnoblastomn, y cancer de vepga, hueso, pulmén

mama

Codiica para ta proteina p53 que puede impoedin divicion ¢
P53

a apoptosis. Imphcada en moltiples canceres

BRCA 1 Implicodo en cancer de mama y ovorio
BRCA 2 Involucrado en cancer de mama
VHL Relacionado can cancer renal celular

Los tejidos suprimen la proliferacidn celular para evadir el cancer, es decir,
previenen una excesiva multiplicacdn privando o la célula de factores estimulantes del
crecimiento, rodedndolas de factores antiproliferativos. Sin embargo las celulas en sy
comino hacia el cancer sobrepasan estos controles: se estimulan o si musmas vy no
responden ol control extenor y las mutociones subscecuentes impiden a la celula
responder a los sistemas de control.  Los tumores que surgen en los dferentes tejidos
emergen de alguna celula danada gendticamente y que de alguna forma logra evadir et
programa apoptdtico. Respecto o este punto, las terapias intentan devolverle a lo célula
su capacidad para conducir o apoptosis y asi combatir la malgnidad mejorando la
efectividad de las estrategias de radio y quimioterapia.

Una opcién diferente a la de apoptosis para evitar que los celulas contingen una
proliferacién descontrolada e a través de un mecanismo que cuenta y hmiae el nomero
total de veces que la celula se reproduce. £l encargado de este meconismo es un

elemento llamaodo telémero el cual lleva la cuenta del nomero de replicociones por los
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que pasa una poblacién celular, los tiempos apropiados, el inicio de fa senectud y la

crisis de crecimiento celular.

El teldmero e acoarta un poco cada ver que los cromosomas se duplican duranmte
una senal

la fose S. Una ver que {os teldmeros han reducido tres veces su tamano envia
bora de entrar a o sencatud cefular. Si la célula ce
teridmeros

que le indica a la célula que e
desvia de este proceso entonces entea on cnsis, ¢ acortamiento extremo de los

provoca que o35 Cromosomas se unan unos con ofros o que s¢ rompan crmando un caos

genético, fatal para la crlula (Weinberg Robaert A 1996).

Este mecanismo de defensa celular es violado durante ef desorrotlo de la mayoric
la activacion de un gen que codifica para la enrima
irtualmonte ausente en células sanas, pero la encontramos

segmentos del

de los canceres, debido a

telomerasa. Esta enzima esta -
La telomerasa regenera sistematicamnnte

en células cancerigenas
teldmero manterendo s mtegnidad y por lo tanto, cepacitando a la célula a dividirse
Tambien permite que la célula crezca, of mismo tempo que acurnula

indefinidamente
mutaciones qua aumentan su bhabdidad de rephcacidn, invasividad y metdastasis (Webster

K. Cavence 1995)

Fs por esta razén

que muchus companias farmacéuticas intentan desarrollar

farmaco: capaces de inhibir o lo telomerasa.

13
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CANCER CERVICO-UTERINO

El cdncer es la segundo causa de morbilidad y mortalidad en nuestro pais, w2élo
despuéds de laos enfermedades del coraszédn. (Insntuto Hacional de Cancerologia INCan,
Biomédicas, Noticiero Biomedicas Mayo 1929 7)

El cancer cérvico uterina es la prmera cousa de mortolidad o cdancer en mujeres

de edad repraductiva en nuestio pais. Destaca la wunportancia del sstodio de este tipo de

cancer, por su alta nadencia en tAdxico, ya que de 1970 o 1993, 430 instituciones

poblicas y privadas de toda la repobhica notficaron mas de 180 mil nuevos casos de cste

padecimiento £n 19294 o regutaron 63 mil noevos casos y 46l faliecimentos por
esta causa. Ln totol, lo enfermedad jprovocd de 1985 o 1992 una perdida de mas de 50
mil anos de vida productva

En el B4Can tas ncoptasas genitales ocupan el pramer logae en incdencia, de

éstas la mas importante ag ol cances corvieo utering, seqguido del de mamea, con un fpico

importonte o ta edad de 50 anos (Baomedias, Tohcero Bameadie 1097 (el ol de

pacientes atendidos, 5% son del Dy area conurbada, muentran quer of reste: s del
interior de lo Repdblica

Al parecer ol cancer ¢Anvaco uternino es producido por uno o mas hipos de Vius de
Papiloma Humano (VPH) y con mayor frecuoncio por los tipos 16y 18 Actualmente se
han identificodo cerca de 20 tipos de VPH. Investigociones en Mexico revelan que lo
mayoria de Jos tumores de corvix, carecen de un gen del VPH, el gen £2. et cual es el
elemento mas importante para ol control de la transcripcidn de los oncogenas virales E6 y
E7, los cuales se producen de manera continua y permanente en las células de fos
tumores, por lo que estas células se inmortalizan y los tumores crecen (Beth G. Etscheid,

1994).

PATOLOGIA
Mas de! 20% de los tumores de cérvix son del tipo de células escamosas, el 5%

son adenocarcinomas y el resto son de tipo mesonéfrico o de células claras.
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Se puede dividir o los carcinomas c¢scamosos en tres subtipos histolédgicos:

queratinizados, no queratinirados y de pequenas celulas. Histoldgicamente el carcinema

escamoso estd compuesto de nucleos y nidos de células epitelicles arreglados en una

disposicion ol arar. lus células queratinizadas muesttan lugares con cuomulos  de

queratina. Los tumores de calulas pequenas ticnen un huso o ung agpariencia pequeda y

redonda, y el tumor estd poco defincdo
Es dificd dderenciar un adenocarcinoma del endocérviz, de un adenocarcinoma de

endometrio, pues ambos forman glandulas mucosas El caranoma escamoso celular tiene
su origen en la unidn entre ef canal endocervical y la porcidn del exocérvix, la lesién astd
frecuentemente asociada  a antecedentes  crénicos de  cervicitis, displasio grove y
cronica hasta carcinoma 10 situ ©

carcinoma n sitv. La progresian des, cervicitis

carcinoma invasivo, puede fomar de 10 a 20 anos. Fl carcinoma cervical invasivo se

define como la ruptura de la membrana del epielio y la invasion ol estroma.

CLASHICACION del Cancer Cérvico uterina: FIGO
(Federacian Internacional de Ginecologia y Obstetricia)

ESTADIO . CARACTERISTICAS
o Carcinoma in situ. Carcinoma Epitelict
[ El carcinoma esta confinada estrictamente al cérvix
fondidad (Frobabilided de

IA Carcinoma |la profundidad de b invasdn es menor g 3mm

microinvasivo | metdstass _
La invasién del tumor es menor a 3mm,
8 Oculto .

Detectado por Papanicolow (Pap) o colposcopia.
Lta lesidn es visible y pude presentar ulceracidn e infiltracion excesiva al

aun no es apreciable

8 -
endocérvix

HA Diseminacion del tumor hacio lugares vaginales

Diseminacidn del tumor hacia tejidos paracernvicgles

18
m E! tumor de hao extendido hacio lg pared pélvico o a la ultimo porte de
la unidn vaginol al Otero
El carcinoma se ha extendrdo més alld de la pelvis. El tumor invade
v directamente a la vagina o al recto. £l riesgo de implicar o lo cona y

cousar metastasis es alto,
VA _1Diseminacidn de tumores o drganos adyacentes
Diseminacidn a érgunos como. higado, nddulos linfaticos, huesos y

ulmones

v

16
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DIAGNOSTICO

El carcinama invasivo de cervix, puede ser detectado en un paciente asintomatico
mediante las prucbos penddicas del Papanicolau, puede estar presents Huo amanitlento
de olor putrido, asociado con sangrado irreqular. F dolor es un sintama tardio ¢ incluye
a la regidn intraperitoneal. los sinformas unnanos y rectales aparecen ya cunndo la

enfermedad local ha invadido los cesultados del estudies ddol Papancolaeu pueden

clasificarse en i Narmal, I Atipico, 1 Displasia, IV Carcmaroa an site vy Vo Carcimoma

invasivo.

En paises industnalizados (£ UA) se realizan 50 millones de prushas de Popanicolau
cada ano. Se detectan anonnalidades en 5 10% de las muestras La mayornia de las
anormaldades son leves y consisten en cétulas escamosas atipecas de sigaificacion

indeterminada (ASLUD] o iesiones antraepitehales escamosas de bajo arado (LSIL). El

problematico ta mayorio de las muperes tene lesiones

manejo de estas anormahdadns
que sanardn espontineamente,  D0G NG pequena proporaae hene el nesgo de

desarrollar lestones de alto grado £+ necesario el desarrollo de e manejo optimo de las

anormalidades de las pruebas det Pap

CASOS DE CANCER CERVICO-UTERINO

casos de cancer de

300
de alto prado

1.125 mil S11. de bajo
prado

Células stipicas cscamaosas de
significancin indcterminada
/ Cadn afo sc renlizan 50 millones d¢ Pap.

Fig. 3 Tomado de Diane Sclomon, M.D. Pap Test Anormalities by Diagnoss JHNCI 89, 7, 1997
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ETIOLOGIA:

El céncer de cérvix es una enfermedod multifactorial y multictapas como el resto
de los casos de cancer. Entie las causzas que conducen al desarrolle de esta enfermedad,
se encuentran: infeccion con Virus de Papiloma tHHumaono pero la progresidén de o
enfermedod puede deberse a;

e Virus de Papiloma (VPH) de alto riesgo oncogénico, por ejemplo VPH 16, 18, 33 y 45,
e Uso prolongado de anticonceptivos

« Myuitiples parejas sexuales

e Hébitos de higiene inadecuados

Existe cierta correiacién entre hombires que no tienen lo circuncisidn y mujeres con
cancer de cérvix

No existe relacidn con la raza. Aungue las mujeres asidticas presentan poca incidencia.

Estd asociado a niveles socioncondmicos bajos.

TRATAMIENTO DEL CANCER DE CERVIX
El objetivey der la guimisterapia es atocar selectivamente al proceso metabélico
implicado en la condicidn patologica. Bl tratamiento del cdncer de cérvix se realiza

principalmente o traves de radiocion e histerectomia, y como complemento se utiliza

quimioterapia.

TRATALAIENTO SEGUN LA PROGRESION DEL CARCINOMA

ESTADO DEL CARCINOMA TRATAMIENTO
Estado O: Carcinoma in situ Histerectomia. Radiacion
Estado 1A Carcanoma micromnvasivo Histerectomin, Rodiacidn

Estado 1B: Cancer invasivo 50!0 en cérvix Histerec!omia, Radiacién

Histerectomic, Radiacidon acoploda o

Estado liA: aplicacién de estrdgenos, para tratar
esterilidad
Estado (1B, 1A, 1B Radiacidn definitiva. Aveces cirugia.
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Lo combinaciédn de radioterapia con quimioterapia, oftece un mayor rendimiento
de recuperacion y respuesta, en ocasiones desde el 10 hasta el 93%, pero las respuestas
ol 100% son muy raras y generalmente tienen tiempos de vida cortos.  Se han hecho
estudios para evaoluar la efectividad de la quimioterapio pre-operatoria sobretodo en

pacientes con estadio |l

FACULTAD DE QUINMICA. UNAM.
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VIRUS DE PAPILOMA HUMANMNO (VPH)

GENERALIDADES
Los Virus de Papiloma tHHumano {VPH) pertenecen a la famiba viral Papovindae y
al género Papiloma. Estos virus estdan ampliamente distnibuidos e infectan tanto humanos

como animales, y aunque entre ellos, comparten uno organizacidn gendmica similar
presentan un elevodo grodo de tropismo, es decir son muy especificos, en cuanto a la

especie y tejido que infecta un daterminado tipo de VPH
Los Virus de Paopiloma comenzaron a estudiarse ¢n la década de 1930 por Rous

quien queria establecer una relacién entre infecciones por virus y el desarrollo de cdncer.
Pero ya desde 1922 se habig detectado que extractas de papilomas podian inducir
verrucosis en humanos con cdncer de piel, después de la exposicidn a luz solar, a este

sindrome se le llamo Epidermoplasia verruciformis. La primera vez que se visualizaron los
Virus de Papiloma (YP} en verrugas humanas fue por microscopia electrdnica en 1949
Hocia 1959 se reportd que ciertos papilorna virus bowinos, inducian cancer de vejiga en
el ganado bovino £l interés sobre los VP evoluciond hacia lo segunda mitad de los 70 s

que los virus de popilomao tenian un pape!

se desarrolld la hipdtesis de
fa investigacién estaba enfocada ol

la ctiologia del cancer den cérvix

cuando
importante en

descubrimiento de nuevaos tipos de VP

& 11 de verrugos genitales y

Hacia 19280 of cislamiento de los tipos VPH & y
seguidos de los tipos 18 y 16 aislados de biopsias de cancer de cérvix, provocaron una
gran expansidn del rabajo experimental en estg drea. Se necestd una década para que
se aceptara el papel capeacifico de los VPH en el cdncer de cérvix y lesiones asociadas.
Actualmaente ol interés, esta enfocado en como los genes de estos virus afectan el
crecimiento celular vy cémo sus oncoprofeinas inferactvan con los componentes de lao
célula huédsped. El estudio de los VP emerge como los virus mas comunes en cdncer, y

parecen jugar un papel “secreto” como principal patogeno del cancer.

ESTRUCTURA
Los viriones de Virus de Paopiloma Humano son de 55-60nm de digmetro, son

virus no envueltos de forma icosaedrica, de 7500 a 8000 pb. de DNA de doble hélice

circular unido covalentemente, empacado en un complejo de nucleohistona. La capside
20
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A

tiene una geometria icosaedrica y estd compuesta por 72 capsémeros pentfaméricos.
través de micrografias microelecironicas, se sabe que existen capsémeros penfavalentes,
y otros hexavalentes. tasta ahora no se ha determinado su estructura cristaling, por

cristalografia de rayos X.

las dos proteinus que constituyen su capside se denomnan: LT y L2, siendo la
primera la principal, yo que ciertos expenmentas indican que los elementos estructurales
de la mayoria o si no es que todos los capsdmeros, estan constituidos por L1 (John T.
Schiller et al 1995}, la cual tene un peso molecular de 55 000 g/mol ol parecer L1
contiene epitopes reactivos para nautralizacién especifica (Harald rur Hausen 1996). L2
es una proteina de 75 000 g/mol vy esta menos conservada que L entre los diferentes
tipos de VP, [l capsédmero s una estructura relativamente resistente al color vy a
disoiventes organicos.

Al parecer L2 es un elemento que aumenta la formaadn de los capsdmeros, se
expresa al mismo tempo que L v se mncorpora o la capsde por coda 30 vonidades de
L). Solo una pequens parte de o prominag L2 estd expucesto en la superficie de los
viriones, ol parecer su extremao amino ferminal se une no especiicamente al DNA in
vitro, sugiriendo que LY puede estar implicado en la interacaidn con el genoma del virus.

Para que se lleve a cabo la infeccidn, es necesania la expresion tanto de Ul como
de L2, ya que sila capude esta compuesta sola por 11 el vindn no contendrd DNA,
indicando que L2 tiene una funcidn aspaeciica en la formacion del capsdmero.

Generalmente solo una hebra de DHA es transcrapaonalmente activa, por lo que

la transcripcién ocurre solamente en una direccidn

EVENTOS INICIALES DE LA INFECCION POR VPH
Al parecer la afinidad que tienen los VPHs por una determinada superficie celular
no depende de la presenciao de la proteina de capside 12, Los VPHs se unen a una

variedad de lineas celulares epitehales, neuronales o mesenquimales sugiriendo que el

21
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receptor de supericie de membrana para los VP esta ampliamente distribuido entre las
especies y se ha conservado evolutivarments:

£l tropismo de estos vitus estd determinado por o especie o por la disteilbucidn de
los receptores en los tejidos, esta gran especificidad parece estar determinada por algon

evento posterior a la unidn al receptor en el ciclo inteccioso.

upsesrficie

Se ha estimado cue orten aproamadaments 24w PO receptores de

para VPH 33 en lg linea celular Hela (Jobin T Schullers er ol 1995) La unidn de los VPH

al receptor, se ve diminuida a elevadas conceatraciones de sales y se oliming a pH 7.8
Los copsdmeros disociados, no se unen a la superfice celular, ni compiten con fos VPH
por su unidn, indicando gue oz contactos st CAPIOMeros, 0N Necesaros Para su

interaccidn con el receptor, i la superficie celular se vapone a tripsina, se inhibe la unién

treceptor s de naturaleza

de los VPH a la superficie, esto sugiere que al menos parte d

proteica y hasta ahora no hay evddencia de Que existan carbohidratos implheados en la

wnidn viridn-receptor (John 1. Gohidler et al 1995)

CLASTICACION

Ya que las proteinas de capside die estos virus son antigénicamante similares, los

virus de papioma now e clasfoan como HUPHAL, wno Coma genotpos y subitipos

basandose en la falta de corrnlacion de ke necuennia de {2H158 entre ollos Inicialmenta, se
clasificaba a un Y#H como un tipo diferente si su homologia en secuencia de DMNA era
menor al 50% da lo wecuencia del DA de VPH5 va conocidos, despuas se utilizaron

comparaciones de los genes 14, £/ y 11 pora N1 HUEVOS wrus, descir v habia

ion, se podia definic un nuevo tipo

diferencias de mas del 107 an relacon a los prot

de virus. A partir de 1995 se establecid que bastaba una diferencia del 107 en la

secuencia del gen L] para que se clasificara como un nuevo virus, Adtoalmente se

conocen mas de 77  difereates wmotipos de VWPHY y aungque  son similares

estructuralmente, muestran gran cspeaficidad respecto a la localizacién anatdémica del

0 particulur que producen en el sitio de

epitelio al cual infectan ademas det tipo de |

infeccion. Se cree que el nomero total de genotipos del VPH exceds a los 100,
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Pocas veces ocurren cambios mutacionales, o que indica que la diversificacién

en difererdes tipos, data dezde

mpos prehistéricos.,

Basandose en la camponcidn de dados nucleicos se pueden deflinir subgrupos,
por ejemplo e! subgrupo mas grande es el que infecta principalmente superficies de
mucosas y mas frecuentements las del fracts anogenital, se han identificado mdas de 40

tipos de VPH que pertanecen o cite grupo,

! protolipo es el VPH 16, Oto subgrupo e
el que se encuentra vn lesiones de oprdenmoplasiao verruaformes siendo el miembro mas
prominente el VPH 5 I tercer subcprupa contempla pocos virus encoatrados en lesiones
cut@neas, el prototipo de este subgrupo o5 of VPH 4 coarto subgrupo es heterogéneo

o componen algunos virus con poca relaadn come VP T, VPH 63, VPH 41

Ademas se han adentfcado 8 tpos de veos de papiloma bovino, otros son

caninos, de monos o de conejo Es interesants hacer notar que los virus de papiloma o

animales estdn mas intmamente redooonaidog fon ceritos hpos de virus humanos que

entre ollos mismos

a penmar oo el desarollo del gqoopo de tos virus de

papiloma se estats s dendde haoe mucherme tempo

Todos tos VPHs conacido; saon epiel!

nopos ya que infectan aitos especificon

del epitelio vy provozan frecuentements orohiferagciones focales en este. Loy VPHS

cul@neos, son los gue causan lasz wertugas comunes y g estas

s encuentra asodiado

algunc de los tipos de VPH como 1,

W, 27,29, 41 6 57

Asociados a infecciones del tracto ano genital de hombres y mujeres se han
caracterizada 23 tipas de V
35, 39, 40, 42.4

5.
asociados desde (o

soentre low que oo encuentran S, H1, 16, 18, 30, 31, 33,
51 58 y 61 (Tioung - VWeang P et al 1995) estos npos se encuentran
adidomata gcununara ipequenas verrugas planas que se presentan
en el tracto ano-genito urinario) hasta cardmoma eLcamaoso invasive.

Los VYPH se clasifican ena troy diferentes categorios de nesgo oncogénico en
funcion g su asociacEbn con cancer mvanivo de o volva, vagna,  cér

Los tipos de VPH A 11, 16

v lexy tipos mas comanmente detectados en

mujeres, que no presentan enfermedodes corvicales o volvares. Las verrugas presentes en

el tracto genital masculino se asocian prncipalmente al VPH tipo 6, 16 y 42,

FACUL TAD DE QUIMICA, UNAR.



VIRLIS D PAPIL QONIA FHLHIAND

Los tipos de VPH & y 11 son los dos tipos que predominan en la infeccién  del
intraepitoliales de Bajo Grado (SIL) es decir Neoplasia

cérvix en mujeres con Lesiones
ioz 80°5 5in embargo. en

tatraepitehial Cervical grado 1 (Cit! 1) al menos hasta

estudios mds recientes los tipos & y 11 del VPH asocindo a este tipo de ne
18 y 14 presentes en combinacidn, en

oplasio abarca

solo el 200, también se han encontrado los hpos
un 20% en este tipo de lesiones Actunlmente la mayar parte de los VPHs osociodos o
este hpo de lesiones son Nnuevos o son Lpos rreconocibles de estos virus,

Taombisn puede ser coman In infeccién con dos tpos diferentes de VPH en
mujeres con CiIN 1T o SIL de bajo grodo, incluso puede acurrir I infeccidn de dos tipos

diferentes de VPH en unao sola célula

tas lesiones Intraepiteliales Fscamosas (S1L) de alto grodo y la (Neoplasia

Intrgepitelial Cervical (I 2 y 3) se encuentran flecuentements asociadas con el tipo 16
Este tipo de VPH se ha encontrado presente entre ol 30 y 77% de las mujeres

del VPH
L iPP5) Aproximadomente tras

Dy A (Tenng Wong Pt o
VPtt 16 o bren con el WPH 18 o

con Sl de alto qgrado (T
cuartas partes de ostas jesiones estan asodadas con e
miembros del grupo de los tipos 30 (31, 33, 35 & 3v)

En cancer invazivo algunos de los tpos de VPH doecrg e encuentran también

en SIL de alto grodo (Cird 2,3).
Los tipos de VPH 16, 18 y 31 son los que mas se 2acuentran csociados of cdancer de
Cérvix invasivo en mujeras de todo o mundo Otras tpos de VPHs mcluyen: 35 y 56,

varios del grupo de los 305 y los tipos 51, 52,y 58
£s1os aseciacones de VP con determinadas lesiones en cancer cérvico-uterino,

Hevan o la clasificacién de los YPHs anogenitales en sres grupos diferentes de riesgo

oncogeénico:

a) Grupo de Alto Riesgo Oncogénico: En esta clasificacidn predominan los tipos 16, 18
y 31 que se encuentran asociados regularmente en mujeres con SIL de alto gredo
invasivo de cervix, vuliva, pene y ano. Frecuentemente también se

(CINJ), cancer
tipos de VPH de este grupo,

encuentran en este grupe los tipos 46 y 56. Los

inmortalizan los queratinocitos humanos. Llas oncoproteinas provenientes de estos

24

FACUL TAD DE QUINYICA, UNARN.




b

-

<)

— VIRUS. DE PAPHCIMA FHUIANG

virus se unen a los supresores tumorales pRB y p53. Inducen a abarraciones

cromosdmicas interfiriendo con los mecanismaos de control del ciclo cetular. Ademas

este grupo de virus pueden actuar como carcindgenos solitanos.

tou virus, portan
elementos de respuesta a glucocorticodes lo gue aumenta la inmortalizacdn por el

VPH 14. Se sabe que la transtormacion cefular por VP .

i dependwente doe hormonas
fo que sugiere alguna relacidn entre un Mayor nesqo para o

sarrollar cancer de
cérvix y el uso prolongado de anticonceptivos orales

Grupo de Bajo Riesgo Oncogénico que incluye bos tipos de VPHE &, 11, 42, 43 y 44
asi como nuevos hipos de VPH [ste grupo de wirus s encuentra asocaodo con C

Acumunate y en ocauiones con Sl de bao grado (CIN

1) pero muy raras veces
asociado a cancer invasive  Los tpos de VP de este grupo, son incapoces de

inmortalizar queratinoatos humanas en cultivo, su unidn con proteinas supresoras de
tumores, no es eficiente Hu papel dentro de ko caeinogeness no 514 esclarecido del

todo, se supone que actian asocadoes con otros carcindgenos fisicos o quimicos. Su

fracaso aparente para codificar oncopic

anan parece ser la prncipal cousa de que

coranogenos  sohtanos

no puedan actuar comao por lo que dependen de o
interoccidn con otros luctore, motagarnicos {Harald sour Hausen 1996)

Grupo de Riesgo Oncogénico Intermedio {as VPHS gue no se encuentran en los

otros dos grupos se clas

can en este grupos ya gque estdn asociados

con Lesiones
Intraepiteliales de alto grado (CIN 2.3}, pero raras veces

e encuentran en cancer
anogenital invasivo ¢n este grupo se encuentran los hpos: 33, 35, 39, 51 y 52,

Ltos VPH 16 y 18 pertenccen al mismo grupo de allo riesgo oncogénico sin

embargo estudios realizados (HBerumen Jaime 1994) demuestran que la infeccion por

estos virus No causa los Miamos: eventos molecuiares
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Céncercon'VPH 18", Ly Cancaricon VP TT 6L

Son dos veces mas ’rnrunnto, que ef VPH

Existe bajo nimero de copias del genoma
[ P a 18, Existe un elevado numcro de copias

del VPH por célula (= a 150).

£l 67‘,‘u de lo' casos presenta E1/E2. EI
No se encucntran los genes o fragmentos [ 33% restante que no tienen E1/E2 suclen
de E1/E2 tener pocas copias del genoma. Semejante

aunainfecaidn por VPH 18,

El genoma de estos wvitus siempre estalllo siempre estdn integrados, aveces se
integrado al genoma caetular mantienen CoOMo epitomas,

No siempre se les encuentro on |1~|u‘0' de ] Siempre estéan en tejidos do celulas bien

c¢lulas bien diferenciodas. Adderenciades

El niémero de copias de VPH/ctlula ao tene correlacion signiticativa con el
estado clinico del tumor, pero si con ol grado de diferenciacedn hatolégira  Aunque

estas correlaciones son dependientes de le presencia o ousencia del gen £1/82

MECANISMOS MOILECULARE S DE INDUCCION DI CCANCER POR VIRUS
El mantenimiento y desartollo de un organmmo vivo requiere controles sobre la
proliferacién celular y sobra fa erpresion de diferenciacian coltular Estos dos eventos a

veces mutuamente excluyentes sen resultado de la interacaidn de estmulos externos o la

ctlula, y el mecanismo mntracalulor. Los estimulos pueden ser endocninos, paracrinos o
autdcrinos y tienen efecto solo en o cielulas que presentan receptores opropados para
la senal y la maquinerna adecuvada para procesars o senal @ segundos mensajeros,
ademds de [a copacidad suficiente para respornider

Alteraciones en estos controles pueden llevar o un aumento en masc de tejido
local dado por un estimulo anormal sobre una celula normal, © bien puede ser que sea
un estimulo normal y que la célula este allerada y su comportamiento osta fuera de
control, convirtiéndose en unag celula neopldsica

Un mecanismo patogénico considera que las célulos tumorales o sus ancestros
normales estaban infectados por virus, en estos casos todo o al menos parte dei genoma
viral persiste en la linea tumoral. La persstenca del genoma viral proporciona puntos
clave como marcadores, ya que la poraidn del genoma viral estd siempre presente

insertada en una determinada regidn del DINA del huésped.
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CRITERIOS PARA Et ESTABIECIMIENTO DEL VPH
COMO AGENTE ETHOLOGICO DEY CANCER DE CERVIX

Desde hace olgunas décadas seo intentd; debinege ol VPH como el agente infeccioso
causal del Cancer de Corar tomando en cuenta los postulados de Koch, sin embargo de
esa forma no fue posible, yao que es muy dificil propagar in vitro o fos virus o no son

tumorigénicos para ammabes de laboratona Por

tor se han establecido ciertos criterios

en el establecimiento de la cauzabdad (e este ipo de cancer por VPHT

a) Evidencia cpidemioldgqica (deternunacien del nesgo, coincidencias en prevalencia
geografica y scroepidenvologia )

b) Presencia frecuente y persistenca de acwdos nucleicos del agente  ifeccioso en

cueshdn en tumores maliggnos espeohoos

c) Estimulacion de la prolderacion despsor

s de ranufecciones del genoma viral en celulas
en estudio

d} Demostracion de que la inducoon de la prolifriaadn y ef fenotpo mahgno de celulos
tumorales especificas s debido o ki presencia y persstencia del DINA del agente
infeccioso.

El ernterio mas convincente proveninnte de expenmentos es que al eliminar el
genoma viral en células de caramoma de cérvix, froe como consecuencia  una
disminucién en la velocidad de prolderacion Estas evidencias se han comprobado

La aplicacibn de estos cntetios ha resultado utl, para sistemas virales que se
sospecha tienen que ver an la carcinoganess

ta presencia constante de un segmento del genorna viral, ya sea libre
(extracromosomal o episomale integrado al azar on el genomao del huésped sugiere que
la presencia del producto del oncogen viral contribuye al fenotipo neoplasico.

Ciertos oncogenes comprometen elementos importantes de!l ciclo celular del
huésped.
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MECANISMOS DE CARCINOGENESIS VIRAL

- MECANISMO PATOGENICO #7 - EJEMPLOS
Partes importantes del enoma  viral,
permanec pcn las células t gmo o; Tipos transformantes de ciertes retroviros
r « 3 vigs tu rQises:

iy APOVAVITLS 2den rus steinn Barr

1. Los Virus portan uno o varios oncogenes papovovitus,  adenovi VEe s
L b witws, wvirus de feucemia feling, virus de

cuyos productos inician o mantienen ia
necplasia leucemia bumana de linfocitos T
Integracién del genama en e} cromosoma
del huésped para facilitar carcinogénesis [ vez virus de [o hepatitis B algunos virus

pe og y alg

rinsercién de papiloma
Po pap -
Posiblemente no sea necesario un gen viral
especifico o lo presenciac de su estructura. Al o8 o lomea
AIGunos erpes v 3 rus L=} i 13

El DNA viral puede actuar | V9Y nerpe RSy viry Pap
transitoriamente, tal ver como mutdgeno vy
Lpvede que no permanczca SO S

Tipos no transformantes de retrowvirus, tal

bovinos

VIRUS DE PAPILOMA EM HUIAANOS
Las infecciones m&s comunes sen las verrugas causadas por los VPH tipos: 1,2,3
y 4, que aparecen en las manos y en los pies generalmente se presentan en la infancia y
se frgnsmiten mecdanicamente a través del contacto
Los tipos de VPH que infectan el tracto genito.uringrio son transmitidos durante

16, 18, 3%, 33, 35, 239, 40, 42, 43,

las relaciones sexuales y abarcn los tpos: 6, 11,

4, 45, 51, 52, 54, 55, 56, 57, 58, y 59, probablemente se transmiten por medio de
escamas infrcciosas que se remueven de las lesiones durante la relacidn. La infeccidn
por VPH es la infeccidn mdas comun transmitide sexuagimente y se presenta en individuos
sexvalmente activos con un pico de incidencio entre los 18 y 30 ohros. Los estudios
revelan ya desde hace tiempo que las infecciones con VPH juegon un papel etiolégico
en el desarrollo del céncer de cérvix. El VPH infecta wvarios lugecres del conducte
vaginal, y es posible que infecte al feto durante el parto o parntir de los escamaos
provenientes de la madre infectada. En mujeres puede infectar lo piel de la vulva
{genitales externos), la piel alrededor del ano, la voginag y el cérvix. Los hombres pueden

desarrollar verrugas en la entrads de la uretra, sobre y bajo el prepucio, oirededor del
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ano y a lo largo del pene. Sin embrago, no siempre que exista la infeccidn con YPH ze

desarrollardn verrugas

Una ver que una pesona presenta verrugas visibles probablemente portara el
virus el resto de su wida, una persona gue no tiene verrugas pero tiene una histona
clinica que revela la presenaa de verrogas aon pucde traonsmite el virus o otras

personas. Desgracudamente, no easte yna forma efectiva de que los individuos
sexvalmente activas (especialmente los Gue henen wanas paregas) se prevengan ante el
VPH.

Se espera que eo un futuro se desarrolle una vacuna o una cura contra el VPH,
mMientras 1ANto #s NEeCaesano recordar
a) Hacer la prueba del Papanmicotau con regularidad

b} Se recomiendn el usa de condanes y ¢

wrmatcidas durants relaciones sexvales

) El cuerpo desaualla cierta aimuomdad por o que las verrugaos pueden desaparecer
sin tratamicento
d) El VPH no intediere con b habiudad en la moer, para tener hijos y llevar una vida

normal (hitp. Pap:loma-virus aghe org 1997

VIRUS DE PAPILOMA HUMANO Y FINFERMEDADES RELACIONADAS

CIY tleoplama  Iakacpitelal  Coarvicat, £
disrnodo, PINT Veoplauo Intraept
Inmunodehaenca Humana Topley ond v

apdemodiaplasa  verrucformus,  presenta  inmunidod
Pl VIHD Heoplana Intoepitebol Volvar  HIV Viros de
n (1993)

TIPO DE TIPG DE
LESIONES ASOCIADAS DE | | ESIONES ASOCIADAS
VPH VPH
) Vemugas un monos y pe 39 Papulosis, CIN Carcinoma
o e cervical
2 Verrugos comune: en mongs 40 Citd, Piid
3 Verrugas juveniles planas a1 Careinoma celular
escomoro
4 FAanchas y leziones en 2 N, it
pacientes £V
5 Verrugaz on manos y pes 43y a4 cir
o icmara acum
6 Condiamata acununata 45 Citl, Corcinoma cerical
CH1 Verugas loringeas
; Manchas on pocientes con
Vi < v
7 errugas del cormicero 46 la Enfermedad de Hodghun
Franchas y lesiones o Verrugos en paciontes con
By9 Ev 47 EV
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10 Vernvgas planas
1" Condilomata acununato 49 Vearrugas en pocientes con
Cird. Verrugas laringeos traniplantes
12 Manchas y lesiones en 50 Vestrugas en pacrentes con
pocientes £V i Y
Lesiones hiperplazsicas en | L .
13 ! perplasicas en fo 51 Citt Carcinoma de cervie
cavidad swl )
ranchas g te e -
14y15 m(f ro P ! 57 CHE Cesrcinerme de Canvi
CIti, Vitd, PItL, carcinormas ) ’
16
et
V7 tAanchas y leziones eon )
- ientes £V
18 CiT i, carcinamas gem
Vertugas cutaneas
26 =n pacinntes
inmunosuprinudos
27 Venugas plonas
30 Carcinoma lannge ”
31 Citd Cargnome ceraeal |
Tesones hiperpl % de da
32 rones hiperplancas de io &0 Quistes epdermodes
cavidod ol o
33 Citl Carcinama cemical 61,62 {raplase irtruepitehal
anogenital
34 Populoss, Citd 63 verruga murmecia
20 _ 25 FAanchas y loziones en P T linaplawa Intraepitehal
anogenital
Vorrugas cutane o
26 on pacientes 65 Verruga prgmentada
inmunosuprnaidos
28 y 29 Verrogas culonsas 66 Carcinong carvical
30 Carcinama laringeo 67 y 68 Heoplasia intaepiehol
cncgenital
31 Citl Carcinoma cenical 69 Heoplazio Intraepitehal
anogenital y canceres
Tationes Mperplascas de 1o
22 z = Fiperplasicas
T e 70 Papiloma vulvar
33 Citt Carcinama corvical 71 tHeoplazia Introepuelol
onogenital
34 Papulozs, Citl 72473 Papidoma onat (paciente
con HIV)
Ieoplasa intrae pitelial
35 Tl Carcinoma de cerax 74 anogenital
Donratoss actimea on
36 pacientes [{/ 38 Melanoma maligno
37 Queratocantama 75077 Verrugas comunas
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ORGANIZACION GENOMICA DEL VPH

El genoma del virus estd organado en tres reqiones princaipales. dos regiones
la reqgran de expresiéon temprana (£) que

persistencia del genoma, lo

codifica para

que codifican para proteinas
encargadas de la

con funcrones reguinatenan
La regidin de expresion rardia (L) que

proteinas

replicacidon def DRA Y Lz activizmeon de-t ol e o
i reguladora LCR (long control region) o

salen v bt

codifica para proteinggs eotoos

URR (upstreom reguiatory regon! gue abarca aproamadamente ol 10% del genoma
Fig. 1 (Tioung-Wonga P. o1 al 1995)
«s compleja, vy osta regulada por

ltu regulacmon de cxprewnn de geees arales
foctores de transcripcidn virales y cetulares

El genoma del Vitus de Papilomea Fumano se divide en tres regiones prncipates

de  regulocion  consta

I. Regidn _de Regulacia LR o LIKR reggen
aproximadament: e 300 parnes e bases y se encuentra adyacente ol ongen de la
replicocidn vital. Esta region no codifica para proteinas, pero por otro lado contiene
un complejo conjunto de sittos de union pora muchas octivadores de fa trarscripcidn,

incluyendo los factores de tanscnpcidn virales codificados por la regidn temprana

Esta regidn regula la transcripaion de las regiones temprana y tardia y controla la

produccidn viral de protemnas y particulas infecciosas. Juega un papel crucial en la
ion an ol hudsped, de diferentes tipos de VPHs. La

determinacién de la distab.
regidn LCR varia considarcblemente en su composicibén de nucledndos entre o
Para el VPH fipo 18 se han identificado mdltiples factores de

diferentes bpos de VPH
s encuentran KRE, API]

wnién entre los que s y el receptar de glucocorticoides, la
er con la carcinogénests asociada con el

disfuncidn de algunos de estos tene gue
VPH. La mayoria de eitos factones se unen a la regién central del LCR que es la
Regulan lo tranzcrpcion del promotor de los genes E6/E7

regidn “aumentadora”™
{a LCR del VPH 16 tiene cuatro

localizado cn el extrema 3 teriminal de esta region
sitios de unidn para la proteina del gen £2, en la regién central hay dos sitios para

E2. El sitio de undn de £2 en la regidn 3'terminal se encorga de iniciar la
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N

replicocién, pero también modula la transcripcion de E&/E7. Hay dos sitios de unidn
a E2 en lo regidn cercana a los 90 pares de bases traslapandosze con la cajo TATA,
Regibn_de_Expresidn Temprana: Se encuentra despuss de la Regidn Reguladora y
consiste en seis marcos abiertos de lectura (ORF “3) designados como £1, £E2, E4, E5,
ES y E7. Loz marcos obiertos de lectura son fragmentos de DA e decir unidades
transcripcionales, capaces de codificar para una protsina. 16 v E7 codifican para
oncoprofeinas, las cuales son criticas, pora la replicacon virsl y para la
inmortalizacion y transformacion  de la célula buéuped Lo  producton de los
genes de E1 y E2 son tambidn muy importantes, para la rephcacion viral {1 codifica
para dos proteinas individuales que son  necesanas para la replcacidn
extracromosomal del DINA y para completar el cicio de vida del ~irus Se sabe que la
proteina E1 del VP bovino tene activided de ATPasa y hehizasa, mientras que la
proteina E1 del VPH tipo 11 wolo tiene actividod de ATPasa Bl gen E2 codifica para
dos o probablemeante tres proteinns individuales, que junto corn £l son necesarias
para la replicacion extracromasomal del DA, Este ORF codifica para una proteina
de 45.48 kDo la cugl se ha visto que se une al DNA en forma de dimeros Se ha
establecido que la proteina tiene tres dominios funcionales Tiene dos regiones las
cuales son relativamente conservadas. Un dominio esta haca el lado amino terminad,
el otro hacia el carboxilo terminal y estdn separodas por una regidn central gque no
es conservado y varia en longitud entre los diferentes virus. Lo proteina mas grande
del ORF £2 actéa como un achvador transcripcional que se une o secuencias
especificas de o Region Reqgulodora para aumentar la transcripcidon de la regidn
temprana mientras que la proteina mas pequena del ORF E2 inhibe la transcripcidn
de la regién temprana. Los productos del gen E2 son proteinas que se unen a
secuencias especificas qQue  interactéan con  la secuencia  palindrémica
ACCGMNNNCGGT que se presenta varias veces en el DNA viral (Johnattan Ham. et
ol 1991},

Activacion de la transcnpcaidn por E2: Para que E2 actoe como factor transcripcionol
necesita sihos de unidén en el promotor en configuracidn cis, y para que lo

transactivacion sea intensa (de 20 a 100 veces) se necesitan dos sitios de unién para
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£2, se cree que es porque las dos proteinas octdan sinérgicamente (Johnattan Haom.
et ol 1991} y aunque el mecanismo no esté claro se supone que: fas proteinas
cooperan entre si para unirme al DNA o bien se necesitan dos dimeros de £E2 para
una transactivacidn eficients

Entre las propicdades de £2 estan: el aumento considerable de la transcripcion

cuando estd unida a cierta distancio del promotor, puede activar efic

rntemeente
promotores como los del Herpes Virus o el virus 5V40 cuando sus genomas son
adyacentes a los del promaotor Se cree que un dimero de la proteing E2 que se une

cerca del promotor puede facilitar la activacidn de dimeros de

Que s encuentran

distantes, tal vez porque estabiliza tas hélices. Adn no se sabe cual es el blanco de ta

activacion de F?2, pudiera ser que como estimula la transcnpcion fomentondo
uniones entre proteinas cnlulares, of blanco de accidn sean tos componentas de g
maquinaria de lo transcnpadn, como la RNA polimerasa 11

Represion de o transcnpadn por £2: £E2, a través del dominio carboxilo terminol
puede reprimir la transcnpaion por medio de tres diferentes mecanismos (Harald zur
Hausen 1996): alla porte amino terminal de las formos runcados de B2 pueden
dimerizarse y unirse al DNA pero no se pueden transactivar a si mismas por o tanto
interfieren con e! efecto positivo de los transactivadores, E2 actua sobre los
promotores que tienen sitios de union para E2 ya sec ocupondo los sihos de E2 o
formando heterodimeros inactivos bila unién del transactivador £E2 o lo forma
ropresora de £E2 uniéndose al sitio operador (sitio para un elemento de!l promotor) y
<)Si la proteina completa £E2 se une a sus sitios de unidn en el URR que esta cerca de
lo cajo TATA impide que se acomode al complejo inicial de la transcripcidn que
dirige la caja TATA

Papel de £2 en lo replcaciédn: E2 se establece en sus sitios de unidn cerca del origen
de replicacién causando cambios en la estructura de la cromotina o en la
conformacién de! DINA (se sabe que E2 dobla al DNAJ, io cual es importante para
que comience la replicacién. Tal vez el papel de E2 es mas directo; pude interactuar
con proteinas necesarias para la replicacién viral (un ejemplo es el caso de! Virus de

Papilomo Bovino BfV) y facilita la formacién del complejo inicial de replicacion.
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Existe otra hipétesis (Johnattan Ham. et al 1991} E2 puede interactuar con E1
directamente e¢n ¢l origen de replicacidn, ol menos en BPV. Las formas poco
fosforiladas, o no fosforiladas de £7 son las que se unen preferenciolmente o E1, lo
que indica que la fosfonlacidn puede reqgular el inicio de lo replicacidn. en tumores
de canecer de carvie infectados con VPH cuando su genoma se encuentra integrodo,
al ocurrir este proceso se interrumpen lgs funciones de £2, io qgue indica que E2
modula los funciones transformantes del vicus por lo que es un factor crucial para
conducit un proceso bengno en mahgno, on cetulas infecradas

A lg profeing t4 we le auigno incorrectamente como  producto de expresidn
temprana. Se ongina del RIA ranscnto y formado por un solo splicing. Este RNAmM
es el principal transcnto preaente on lesiones inducidas por VPH codifica paro una
proteina que fiene un motivo  de dedo de zine y las consecuencias de esta
funcionalidad se desconocen,

El popel de esta proteina en ol ciclo viral aun no e conoc?, NO es necesaria Parc
lo transformacién o persistencia episomal del DAL Se localizo exclusivamente en la
capo diferenciada del epitelio infectado. Se ha especulado que esto proteing tiene un
papel en la infeccidn, tal ver interfiriendo con la diferenciccidn normal, estableciendo
las condiciones éptmas para lo maduracidn viral. Al parecer la proteinc £4 es
importante para la maduracién y replicacién del virus y al igual que las proteinos L1
y L2 de la capside, se expresan en los estados tordios de infeccidn cuando se
conforman los viriones completos.

Parece que E4 codifica para un grupo amino terminal para la proteina E!1 que
proviene de un RNAmM que sufrié un “splicing”™ esta protfeina tiene propiedades para
colapsar la red de queratina det citoplasma lo que cousa el carocteristico
aclaramiento  nuclear o halos (koilocitocis) que se observa histolégica y
citoldgicamente en células infectadas por VPH, E5 es lo principal proteina
transformante de los virus de papiloma bovinos en contraste con los VPH E5 que
tiene débil accién transformante, puede causar transformacién tumorigénica en
queratinocitos de ratdén y estimula el crecimiento de células epiteliales de rifidn de

rata. Este gen se encuentra frecuentemente delecionado en cdncer de cérvix.
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Sin embargo los neoplasios anogenitales contienen grandes, cantidades de REA

m de este gen, esto puede sugerie que £S5 juega un paped e los pritneros pasos en la

infeccién por VPH, poro es abvio que es indispensable para el mantenimicoto de la

transformacion malgna L4 va una pratdna hidedfoba ocalicada poncipatmente en

el Aparato de Golgi y tambietn en membronas plasrnatc o
Horald zur Hausen 19926) e ha obaervade que B5 diel HPY

En ostudios rezient
16 forma complejos con el receptor det factor de crecimionta epdermal vy con el

tamibnen se GLroaa con

wr e crecimirento denvado der plagaen

receptors beta de!
la ATPasa de membrana Poca se sabe acerca del papel funoional de L5, en of ciclo

virgl Esta proteing interactio con los receplores de membrana de o coboks io que

puede estimular la probferacion celular

3. Regdn de Expresion Tardia: Fsta reqidn contene dos marcon abertos de
lectura  (ORF '3) Hamades L1y L2 los cuales codifican parg las proteinas de la
cépside viral FI QRF 11 codihica para la principal proteina de capaide lo coal esta
altamente consetvada, entre lns diferentes cspecies de papilomas {os anticouerpos

VPH de una forma especifica S5e ban reahrado

ont L1 pucden neotralizar a
investigaciones para producis esta proteina Ly formar virones vacios para poder

es decir como fuente de antigenos © como marcodores

utilizarlos como vacunas es

clinicos (John T. Schillerl995)

a mds pequena de la capside y os la que mayor

12 codifica para la prot
variocién presenta entre los diferentes hpos de VPHs, a diferencio de L1, esta
proteina s¢ ha utlizado para crear antigenos especificos a anticuerpos HPV. ta

transcripcidn de las regiones Ll y L2 ocurre solo cuando se estén ensamblando los

viriones completos. Al parecer esta transcripcidn estd regulada por factores celulares
reguladores de la transcripcidn producidos solo en células epitehales bien

diferenciadas, ¢s dear en las capas mds externas del epitelio infectado. la
localizacion de astos factores de transcripcidn en las celulas escamosos mas

diferenciadas, explica porque la produccién de Jos viriones y los efectos

citopatolédgicos del VPH son mas pronunciados en lesiones de bajo grodo. Estas
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lesiones mantienen relativamente buena diferenciacidn de las células escamosas

epiteliales.

1

Fig4: Organizacién gendmica de lo: Virus de Papiloma Humano (Tioung-Wong P. et al 1995).

VIRUS DE PAPILOMA Y CANCER CERVICO-UTERINO

Aproximadamente el 90% de los 440 00Q cosos anuales de céncer cérvico
uterino que aparecen mundialmente son atribuibles o la infeccién con Virus de
Papiloma Humano (Mark H. Schiffman et al 1995). Lo epidemiologia del céncer invasivo

de cérvix implica varios grados de lesiones precursoros, comenzando, con la infeccién
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por VPH. Aunque la infeccidn s necesaria no es suficiente para la induccién de céncer

La infeccidn con VPH contnbuye directamente a la carcinogénesis, mientras el DNA viral

esté presente y active en las células malignas

DIFEREMNCIA EITRE INFECCION Y LESION POR VPH
las infecciones anogenitales por VPH no son obicuas pero si muy

IMFECCION
el 35 2 won portadores

detectadas visiblemente, incluae

frecuentes y pusden no ser
sanos pues solo se les ha dotectodo la infecadn mediante técnicas de amplificacién

PCR). INo hay tratamiento alguno para erradicar a los portadores sanos. (Un portador
14 Q F

probabitidodes de desarrollar en dos ones Neoplasia

sanc tinne once veces mas
Sin embargo seria prematuro iniciar algon

Inttaepitehal Cervical (CIN) de alto grado
tratamiento, antes de que se presente alguna fesidn
LESION

asociadas a los VPH &6 y
planas) y un comunto de lesiones definidus como de bajo grado {(condilomos planos y

tasten dos grandes categorias de lesiones azocadas o los VPH. Las

11, representadas esencialmente por condidomas {verrugas

displaosias ligeras). Lesiones asociados a los VPH 16 y 18 que se conocen como lesiones
Ademads encontramos lesiones que parecen

5. este tipo de

de alto grado (displasias medias a severas)

de alto grado pero no siempre evolucionan hasta lesiones cancerosa
lesiones estén asociadas a los VPH 31, 33, 35 entre otros (J. Monsonegro 1997},

FUNCIONES TRANSFORMANTES
DE LOS VIRUS DE PAPILOMA HUMANO

Las cé¢lulas derivadas de tumores malignos, muestran dos caracteristicos de

la cual! implica que inducen el crecimiento

crecimiento in vitro: 1.inmortalizacién
continuo in vitro sin tumorigenicidad detectable. La habilidad de crecimiento de estas
células, en ausencia de un sustrato fijo es caracteristica de las células totalmente
tronsformadas y es un evento separado a la inmortalizacién. 2. transformacién lo que se
define como crecimiento continuo de las células con formaciodn y crecimiento de tumores
invasivos. Las células inmortalizadas en cultivos parecen histoldégicamente a lesiones
Intraepiteliales de bajo grado. Los primeros intentos de inmoralizar células con VPH
fueron en 1984 y 1986. La primera inmortalizacién celular con VPH 16 fue en 1987 y
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con VPH 18 en 1288 ( Harald rur Hausen 1996) [n realdad sélo ze necesitan

fragmentos de DNA viral que contenga los genes t6&/E7  necesarios para la

inmortalizacibn,

Los genes encargados de prevenir fa inmortalizacdn induaida por virus no se han
identificado, adn se cree que estos genes codifican para el inhibidor de la cinasas

dependientes de cclinas, 1ot fata proteina esta reqgolada positivamente en

condiciones do inactivaaén de pRB Mientras  la anteraccion pE 7-pRb provoca o

inactivacién de pRB, la requlacion positiva de p167"° puede contribuir a limitar el
a9 ¥ ¥ ¥

crecimiento de calulas primarias infectadas con VPH 16 praovocande que las ceélulas se

vuelvan viejas despuds de cierto tiempo. Esto puede exphicar ol deternioro funcional de la

expresion de lus oncoproteinas del VPH.

La introduccion de VPH 16 o 18 en lincas celulares de roendores que ya estdn

inmodalizadas provoca que las celulas desarrolien la capacidasd de ancloje o adherencia
al recipiente donde se cultivan, independientemente de on capacidad para desarrollar

tumores en organismoes vivos. Sin embargo cuando se inyecta Vit 16 o 18 a células no
inmortalizadas, éstas no se transforman y no pueden formar tumores al inyectarlas en

organizmos vivos, pero desarrollan la capacidad de volverse inmortalaes

tas lineas celulares tumorales con VPH, contienaen transcnitos de RNA mensajero
(RNAmM} de E6 y E7 lo cual sugiere que estos genes del virus, son necesarios paro el
mantenimiento del fenotipo transformado. E7 puede, por 51 mismo inmortalizar células,
como queratinocitos humanos, este cfecto se ve aumentado cuando se introducen E7 y
E6 juntas, mientras que £E6 no puede inmortalizar queratinocitos humaonos por si mismo,
pero puede transformar en cultivo células epiteliales mamarias humanas.

Estudios epidemioldgicos, indican que existe un largo periodo de lotencia, entre
la infeccién inicial con VPH y la progresién a lesiones de mayor grado, ademas de que

solo parte de ellos desarroilan lesiones de aito grado.

GENES E6 YE7

Ambas proteinas causan inmortalizacién de queratinocitos humanos y en muchas

otras células, se encuentran frecuentemente en turmores malignos infectados por VPH de
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alto riesgo. Las profeinas de estos genes estimulan ef crecumento cefular y son celavontes

para fa progiesidn a crecimiento moligno
ONCOPROIEINATGS

a1 nnc

e aproximadamente 150

una  proteina uricda

E6 codifica para
aminodcides, tiene cuatro motivos de Cys-X-X Cys que ayudan o g umén del pine Estd
estructuralmente cefacionadao con fa proteina del adenavieos £ IB y ol antigeno T del vicos
SV 40. Al parecer la proteina Fé oltera el crecimiento a traaves s s efectos sobire P53

es una proteina nuclear que requla negativamente el

[supresor tumoral endageno). pH3
crecimiento y la divisidn celulor
La unién de ks proteina £6 de VPH 16 o 18 o p5H3 do como resvltado la perdida

de la actividad del supresor tumoral pues foalita 1o degeadaoadn de 03 por la ruto
Por o tanto los niveles de 053 en
ta degradacidon aroteolitica de

profeolitica de fa ubiguiting (Anders iabsson, 19948)
non bajos

ceéfulas que presentan 6 de VPH 16 o 18
P53 por o via de la vbigqintina estd mediada por una proteina celular Hamadea “proteing
En compaoracidn con o proming £6 de VPH de bapo riesgo

asociada o E&7 (£E&6-AP)

oncogénico, la proteina £6 proveniente de VPH de alto riesgo oncogenico (16 o 18)

parece tenor una mayor afinidad por pS3, © parece acelerar su degradaaon Las célulos
para reparar

que corecen de p53 no son capaces de detener el ciclo celular wn G
danos en el DMNA por o que se provoca inestabibdad gendmica 5 ho wista que £6
proveniente de VPH de alto riesgo coopera con el oncogen ras para inmortahzar células

de roedores y tfransactiva al promotor del adenovierus £2 (Harold zur tHHausen 1996).

E6 Y CICLO CELULAR
Se sobe que los niveles de la proteino p53 normal aumenton en respuesto al
dane del DNA y su acumulacidn induce detencidn de ciclo celular at final de o fase G
poro que lo célule puedo reparar el dono genético y se mantenga lo integridad del
genoma ontes de que continte o fase 5. Por el contrario célulos que presenton formos
mutodas de p53 no pueden detener ciclo celular después del dano ol DNA.
transcripcion de genes que inhiben el crecimiento ya sea
de regulacidn del
a9

P53 estimulo lao
través de con otras foctores

interacciones,

directomente, o a
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crecimiento. Uno de estos faciores de creamiento ez WAF1/Cipl que es un inhibidor de
las ciclinas depondiente de cinasas (Bruce €
Park 1995)

Clurman et ol 1995). Fig. 2 (Tioung- Won

I

Durante el control del ciclo celular, altos niveles de pA3 normat inducen o WAF 1

éste a su ver inhibe a las cinasas depeadientes de cclinas los cuales won eiencioles para

la progresion del aclo celular, por to tanto

o los miveles de p53 estén disminuidos en

células infectadas con VPHS de olto riesago ancogénico ae provoca uno desrregulacién en

la progresidn del ciclo celular permitiendo la geumuolachn de mutaciones genédticas
Independientemente de la degradacidn proteolitica de p53, lo proteina Eé6 puede
ademas disgregar 1os complejos formados entre 53 y ol DHA y de esta forma disminuir
la octivacidn transcripcionol de p5s3 Incluso se ho visto que £& inhvbe lo formacién de

fos complejos de altc afinidad entre: ph3 y o1 DHA tambien de forma independient: a la

degradocion  proteclitca, La nteraccion de £6 con pS3 es o prinapal causa de
inestabilidad cromosémica lo cual puede ser el procipal factor de riesgo en g
progresion de las le

nes pre-malignas 2 (Harald sor Hagsen 1996)

E! acortamiento del telomero ¢4 un evento Gue so presenta de forma consistente
con la senectud cuelutar, mientras que la activacidn de la telomerasa y lo recuperacién
del tamano del teldémaro asi como su estabilizacidn ocurre en células inmoaalizadas.

Un estudio reciente demostrd que la telomaerasa se activa en presencia del

producto del gen E6 del VPH 16 (Haroid rur Hausen 1996) incluso en queratinocitos
que no pudieron inmortalizarse por transfeccidn con £6, lo que indica que lo activacién

de la telomerasa es insuficiente para la inmortalizaciéon

ONCOPROTEINAE7
El gen E7 codilica pata una pequeno fosfoproteina  nuclear unida a zine de
aproximadamente 98 aminodcidos, tiene dos dominios Cys-XX-Cys (Harald zur Hausen
1996) lo gue la hace similar o E6. La reqién amino terminal contiene dos dominios los

cuales estan estructuralmente relacionados con la proteina transformante ETA del

adenovirus y con el antigeno T del virus 5V40 los cuales conservan algunas secuencias

de aminodcidos semejantes con las que se unen al productio del gen del retinoblastoma
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PRB (supresor tlumoral) v sus proteinas relocionodas pl0O7 vy p130 v formon complejos
con E2F junto con lactares de transcripcién,

En condiciones normales la proteina pRB, p107 y p130 forman complejos con ef
gen E2F y sus factores de transcripcion (E2F promueve la tonscripaidn de genes para la
sinfesis de DMNA) regulonde asi negotivamente el ciclo celular inhibiendo la transcripcién
de genes que codifican para proteinas necesarias para la sintess dee DA como la
timidina cinaso, dihidrofolato reductasa y la DNA polimerasa alfa, asi como, los proto-
oncogenes Nomyc y c-myc la proteinag E7 altera la requlacidn del ciclo celular yo que al
unirse o pRB y a sus proteinas relacionadas y disociar  los complejos E2F-Rb couso la
fiberacion de E2F, ob estar E2F bbre ectmula fa transcnpaidn de los genes necesanos
para la sintesis de DEHA Fig 3 (oung- Won Park 1995)

En pocas patabeas lo

uniasn E7/pRblibera ol factor de transcnpaidn £2F del
compleio formado con pRB activando la transcripadn de genes que promueven la
proliferocidn celular

La proteina E7 provenente de VPHs de bajo aeigo oncogénico como VPHGE
tienen baja ofimdad de unidn a pRB comparado con L7 proveniente de VPH 16 o 18
que tienen una afindad 10 veces mayor, la baje unidn de £7 del VP 6 se debe o la
sustitucion de un solo aminodcido en la posicidn 21 1o cual también afecta la hobilidad
de E7 para cooperar con el oncogen ras. Cuando la proteina E7 del VP 6 se encuentra
mutada de tal forma que el eaminodcido es reemplazodo por el aminodcido tipice de las
proteinas E7_ pertenecient?s o VPHs de alto riesgo oncogénico la afinidad de unidn o
PRB gumenta dramaticamente, también aumenta su capacidad transformante in vitro.

Estudios recientes (Harald zur Hausen 1996) demuestrun que la expresion de E7
en células NIH3T3 resulta en una expresidn constitutivo de las ciclinas £ y A en ausencia
de foctores externos de crecimiento lo que conduce a proliferacidn. E7 forma complejos

con foctores de transcripeidn de AP como: c-jun, jun-B, jun-D y c-fos

VIRUS DE PAPILOMA Y EL SUPRESOR TUMORAL p53
P53 e: una proteina de 393 aminodcidos, en esladas no potoldgicos se
encuentra en el nocleo. Esta proleina tiene una vido media corta de 30 minutos. Inhibe

el crecimiento de células tumorales en cultivo e inhibe la transformociédn de fibroblastos

B a1
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par oncogenes. Presenta actividad de unién al DNA, actividad requerida para su funcién
de activador de la ranscripcion (Karin Butz 1994).

Existen varios mecanismos por los cuales la funcionalided de p53 puede

inactivarse. uno de ellos es a través de la formaridn de compleios con productos de

oncogenes virales, en ester caso 10s oncogenes E6 y L7, La mactivacdn de p53 por €6 o3
el evento responsoble de que  la celulu no pueda detenersae en la fase G del ciclo
celular después del dano al DAL U resultado o3 la arumulacidn de mutaciones en las

subsecuentes divisiones colulares,

lo que puede ser la pre-condicidén mas importante
para la seleccion clonal de células con mutaciones acumuladas para el control de la

inmortalizacion. De esta forma Jo funcidn inactiva de pH3 porece representar ol factor de
progresién mdas smportante.

tNo nada mas la oncoproteina £6 del VPH s responsable de lo degradacién de
P93, Varios virus han desarrollado proteinas especializedas que pueden inhibir  las
interacciones proteina proteina de p53 y ademdas de ottos supresores tumorales. La
proteino E&6-AP necesaria para procesos de degradacion proteolitca por ta via de la
ubiquiting, se¢ une o £6 wiempre y cuando esta proteina provenga de un virus de alto
riesgo oncogénico Esta unidn promueve fa multiubiquitinacidn de p53 y su subsecuente
degrodacian (Anders lssaksons, 1996).

£

TQ.DE LAS OLK Q

Y EL SUPRESOR TUMORAL p

p53-E6

Cidlinas dependientes
Bajos Niveles de > e >

de cinasas fw ercumatron advas)
p53

Estimulacién y progresidn
del ciclo celular
Fig. 5. Efecto de las oncoproteinas E6 del VPH de olto nesgo v p53. (Tioung- Won Park 1995),
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DEGRADACION DE p53 DEBIDO_A LA PRESENCIA DE E6

%

“ ( EG - AP )
\ / U = Ubiquitina

P33 %

Fig. & Interaccién de E6 con p53.

EFECTO DE LAS ONCQPROTEINA E DE| VPH DE ALTOQ
RIESGO Y EL SUPRESOR TUMORAL pRb

a) En condiciones fisiolégicas.

(Boios niveles)

Complejo inactivo Z Timidina Cinasa
Dihidrofolato reductaso

IpRb-E2F]
DNA polimerasc alfa

INHIBICION
DEL

c - myc CICLO
CELULAR

N- myc
M

G2

Fig. 7 Funcién normat de pRB. (Tioung- Won Park 1995)
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b} Durante la Infeccidon con VPH de alto riesgo.

COMPLEJO

Rb-E7
P — BRb y0 noan une a F2F ~——— E2fLibre

c - myc l
N - myc /—
Altos niveles
G

S Timidina
DHF

ESTIMULACION DNA pol alfa
DEL

CiICLO
CELULAR

Fig B. Relacion entre la proteina E7 de VPH do alto nesgo y pRB,

1L 0 MODIFICACION GENETICA' 1 N EFECTO CLNICO
Induccién de inestabilidod cromosédmica L No hay modificaciones visibles
Interrupcién de cascadas metabdlicas calulares
(CIF 1}. Intederencio con laz
funciones de oncogenes .
integracidn detl DNA vira! y desrregulacién
parcial de la expresion de E6/E7.
Interrupcién de cascadas metabdlicas celulares
bajo control pardcrino CIF H suprimiendo la
transcripcion de los oncogenes virales.
Fallas inmunolégicas en el control de las
células modificados por VPH

Meoplasia Intraepitelic! Cervicol (CIN)
de bajo grado

CiN de alto grado

Corcinoma in situ

Carcinoma invasivo

ESTADO FISICO DE LOS VIRUS DE PAPILOMA EN CANCER
OE CERVIX Y LESIONES PRECURSORAS:

En lesiones benignas de cancer de cérvix el DINA viral se mantiene libre, de forma

circular extracromosomal llamado “episoma”™. Sin embarge en muchos canceres de
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cérvix asi como en lineas celulares derivadas de cancer de cérvix el DNA de los VPHs

estd integrado ol genoma del huésped. En ciertos estudios se ha demostrado que el
DINA de los VPH 18 siempre se encuentran integrados al genoma celular del huésped,
mientras que el DNA del VPH 16 no siempre estd integrado y 2e encuentra como
episomas (Jaime Berumen et al 1994) 1 VPH se encuentra integrado en el 72% de los
casos infectados con VPH 16 y 100% en casos con VP 18 (Park et al 1995) en
algunos casos se puede detectar en la misma muestra de tejida el genoma del virus ya
sea integrado, o en forma de episoma

También el nomero de copias de DNA viral por célula tiene correlacidn con el
grado de diferenciacion histaldgica, pero no asi con el estodo clinico del tumor,

Se piensa que lo integracién del DA viral ol genomo celular tiene efectos
importantes en la expresidn de los genes virales y en el comportamiento bioldgico de las
celulas infectadas por VPH. El acto fisico de integracién rompe el genoma del VPH en o
regién ETE2 mientras que se mantiene la integridad de los genes E6 y £E7. Debido a que
tos genes El1 y EZ2 codifican para proteinas que actian como  represores
transcripcionales, al inteqrarse el genoma se interrumpe esta represion y entonces hay un
aumento en la expresiédn de los genes E6 y £7 £n un estudio realizado con muestras
de pacientes mexicanos se encontrd que la regidn E1/E2 nunca estaba presente en
tumores infectados con VPH 18  (este VPH siempre estd integrado) mientras que en
tumores infectados con VPH 16 la regién E1/E2 se encuentra presente en un 67% (este
VPH a veces se encuentra como episoma) Cabe mencionar que en este mismo estudio se
detectd que en tumores con VPH 18 el numero de copias del genoma viral por célula es
bojo, en comparacién con el nimero de copias de DNA de VPH 16 por célula. (Jaime

Berumen et. al 1994).
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Sitio de

Inhibe ta trasacripeion de E6 v K7
Inteuracién

URR E 6 y E7 TARDIOS

EFECTOS TRANSFORMANTES

Fig. 9. Consacunncias do la integraaon dal ganoma vwol ol genoma del hudsped. (Tjoung-
Won Park 1995) 1o mtegracidn fisica generalmaenta separa of ganoma viral en las regiones
(S o

El sitio en el que el VPH se integra dentro de! DNA cromosomal humano es
variable, y no se ha identificado un lugar preferenciclmente especifico de insercién. En
lineas celulares o en queratinocitos humanos inmortolizados e infectados con VPH se ha
rastreado y mapeado el DINA viral en o entre regiones fragiles las cuales son regiones
cromosomales que son particularmente suscephbles o la integracién de DNA extrafo ©
de otros mutdgenos. También se les ha detectado cerca de oncogenes como c-myc y N-
myc, la interrupcién y rearreglos en estos regiones, puede conducir a inestabilidad
gendmica y a la activacidén de oncogenes celulares y por consiguiente puede promover
la progresién tumoral

A pesar que la integracidn del genoma virol parezca un punto clave en el
desarrollo de muchos cénceres de cérvix esté claro gque no es necesario paro lo
carcinogénesis cervical, pues muchos tumores sélo contienen DNA viral episomal.
Ademas el modelo de la ruptura fisica de los genes EV /E2 promoviendo la
sobreexpresién de los genes E6 y E7 que conllevan a la transformacién es probable que
aun se esté considerando muy simple ya que muchos cénceres contienen ambas formas
de DNA del VPH: episomal e integrado

£l largo periodo de latencia entre la infeccidén con VPH y el desarrollo del cancer
cervical indica que la infeccién con el VPH no es suficiente para la carcinogénesis.
Ademdas la carcinogénesis asociado al VPH, es un proceso ineficiente pues solo un

pequenc porcentaje de mujeres infectadas con VPHs de alto riesgo oncogénico,
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desarrollardn céncer cervical invasivo. Esto sugiere que deben existir otros foctores y

eventos celulares como alteraciones cromosomales que tal ver seon necesarias para ef
desarrollo de la carcinogénesis

a) Virus Herpes Simple (HSV 2):

El (H5V 2) 3 un cofactor potencial en la carcinogénesis cervical pues en vanos

estudios epidemiologicas vy tholdgicos, se le ha encontrado asociado al cdncer de ceérvix,

Se ha encontrado que  en mujeres con cdncer de cérvix invasivo y no invasivo  tienen

altos niveles de anticuerpos anti- 15V 2 comparado con mujeres normaoles. £n un estudio

en Lotinoamérica se encontrd que exislio un riesqgo 1.6 veces mayor de desarrollar

céncer de cérvix en mujeres que presentan anticuerpos ant-HSV2 . Mujeres que son HSY
2 seropositivas y tienen VPH 16 o 18 tienen dos veces mayor probabilidad de presentar

la enfermedod comparadas con muteres que sélo presentan VPH 16 o 18, suginendo

qQue puede existir UN MeCcanNisMaO 5iNé

qrco entte VPH ¢y HSY 2. Se ha encontrado que el

HSV.2 es capaz de trasformar las cétulas in vitro v muestran rearreglos en su DNA

semejantes a los presentados pot las secuencias de DRA de VP 18 se cree que su

actividad sinérgica puedae ser como iniciador o promolor de la carcinoginesis

b) Alterociones Cromosémicas:

En estudios citogeneéticos de cancer cervical invasivo se han detectado diferentes

alteraciones numéricas y estructurales en varios cromosomas  Fstos patrones de

alteraciébn cromosdmica son muy complejos y no presentan onormalidades especificas
en el cariotipo ni rearreglos especificos
Se ho encontrado que el cromosoma 1 es el que md&s frecuentemente esta

alterado, aungue también los cromosomas 4, 5, 6, V1, 13, 17, 18, y 21 estdn a veces
involucrados

€n un estudio de 148 tumores, el 25% presentaron clteraciones cromosémicas.
Como alteraciones numéricas, predominantemente pérdida del cromosoma 1 {54% de
los cosos), deleciones, isocromosomas, y traslocaciones generalmente en las regiones:

1pi1-pl3 y 1g21.932. Las traslocaciones mdas frecuentes fueron entre el cromosoma |
y el 3.

c)Pérdida de la Heterocigocidad
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Al parccer solo se necesita una copua del supresor tumoral para mantener la

funcidn normal celvlar. En la mayoria de los tumores que perden la funcionalidad de

algon supresor tumoral como pRB o APC par mutacdn en uno de los alelos  del gen
supresor, este aconfecimiento o ve acompanada por la perdida {delecién) del alelo no
mutado a lo que procede la pérdida de largns secuencias de [DHAL La combinacién de
la mutacién de un olelo con la delecidn del otro no mutado resulta en la pérdida de la
homocigocidad del alelo recesivo mutado
Lo identificacién de segmentas cromosomales especificos que se picrden durante
la carcinogénesis puede ser utilizada, para detectar potenciales supresores tumorales.
Las pérdidas alélicas del brazo corto del cromosoma 3 se han detectado  con frecuencia
en oftros carcinomas epitelicles como en  cancer renal, de mama, cuello y
adenocarcinoma de pulmén.
Se ha detectado la pérdida alalica en el brazo costo del cromosoma 5(5p) en 56%
de los canceres invasivos, y en 21% de lesiones precancerosas lo cual puede sugerir la

presencia de un posible supresor tumoral presente en el cromosoma 5 (Park et al

1995).

Existe gran confroversia para determunar sioel cdancer cesvical invasivo muestra

si
pérdida de lo heterocigocidad en el cromosoma 17 que porta el gen parc el supresor
tumoral p53. Este es un sito comdan de la pérdido de la heterocigocidad en céncer de
mama, ovarie, pulmdn y tracto gastrointestinal. Sin embargo el carcinoma cervical

presenta baja incidencic de la pérdida de heterocigocidod del cromosoma 1 7p. Esto es

porque la proteina Eé proveniente de VPH de alto riesgo oncogénico como VPH 160 18
al unirse a la proteina P53 estimula su pranta degradacidn proteolitica por lo que se ha
sugerido que mutaciones en p53 o pérdida de heterocigocidad en el cromosoma
17p13.3 no serd encontrado en cancer de cérvix infectado con VPH de alto riesgo
oncogénico.

En lineas celulares de cédncer de cérvix que no presentan VPH tienen mutaciones en
P53, mientras que lineos celulares con carcinoma de cérvix que contienen DNA de VPH
tienen p53 normal ol respecto existe cierta controversia pues en algunos estudios

(Scheffner Martin 1991) han encontrado mutaciones en el gen de p53 aun cuando las

48
FACULTAD DE QUIMICA, UNANM.



VIRLIS DE PAFPIHL ONMA FIUIMANGQ

lineas celulares presentan VPH. Y otros confirman que la presencia de mutaciones en
p53 en biopsias de tumores utennos son raras aun cuando el tejido no esté infectado
por VPH (Masami Fujita 1922)

En un estudio relagtivamente recionte (Mitta A B 1924) sobre andlisis alelotipico de
cancer de cérvix se encontraron los siquientes datos respecto a pardida de o
heterocigocidad:

En mas del 25% de los casos estudiodos se perdid la he

rocigocidad (LOH) en 10
brazos autosdmicos y en el braro largo del cromosoma X las regiones con pardida
olélica incluye los cromosomas: 1, 3p. 4q, 5p, 5q, 6p, 10qg, 11p, 18p y Xq. De los
cuales el 1q.3p, 4q, 5qg, 6p, 10q, 11lp ya se habian identificado como posibles
supresores tumorales. Mientras que fas regiones 5p y Xqg no se habian definido nunca
ontes como candidatos de supresores tumorales los cuales representon nuevos sitios de
estudio para supresores tumorales. 5in embargo no se ha encontrado correlacién entre
la presencio o ausencio de infeccidon por VPH y deleciones alélicas (Mitra A B 1994)
d) Alteraciones de Oncogenes

Se ha reportado que son comunes los rearreglos, amplificaciones, y sobreespresién
del proto-oncogen c-myc en carcinomas de cérvix La amphficacion de este proto-
oncogen se ho visto gsociada con el tamano del tumor (Kumiho Jibol 9294} Otros
estudios han detectado mutaciones y deleciones en el locus de c.Ha-ras en 24% de los

casos en el codén 12 (Park et. al 1995)

RESPUESTA INMUNE ANTE LOS VPHs

Debide a que no se ha podido cultivar a los VPHs in vitro los estudios para
determinar ta respuesta inmune se han becho a través de particulos semejontes o los
virus (VPLs, de: virus like panicles) a partir del descubrimiento de que las proteinas que
constituyen la capside de estos virus se ensamblan formando particulas semejantes a los
virus. La mayorio de los anticuerpos para neutralizaor a los VPHs son generados contra
epitopes de la proteina L1, lo que indica que L1 es el inmunégeno mds sencillo y

efectivo.
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En estudios realizados con pacientes que presentan verrugas cutdneas, el 40%
presentan anticuerpos contra el VPH, tanto IghM comao IgG.

En aigunos estudios con mujeres que padecen de cancer de cérvix, infectadas con
VPH 16 (detectado por PCR) demostraron una respuesta serolégica ante particulas
semejantes al VYPH 16, Utilirando las proteinas £6 v E7 que contiecnen epitopes
conformacionalmente sensibles se encontrd una correlacidén entre serorreactividad y
cénecer de cérvix (Joel M. Palefuby 1295). Pero en realidad la determinacion de
anticuerpos anti-YPH no resulta un marcador sensible pues de 42 casos infectados con
VPH detectados por la prueba de Papanicolou solo el 67% correlaciond con el titulo de
anticuerpos, y solo el 52% de los detectados por PCR Utilizando péptidos lineales de la
proteina £2 se obtuvo una respuesta det 89% de las mujeres que estaban infectadas con
VPH. La ventaja es que se puede determinar infecciones pasades por VPH en mujeres
que ya no tienen DINA de VPH detectable proporcionando un punto de vista sobre el
posible riesgo de una infeccién persistante y el desaorrollo de cédncer de cérvix,

Las pruebas seroldgicas no purden reemplazar o las citolégicas como marcadores
de determinacion del riesgo de desarrollo der cdncer invasivo ya que la presencia de
anticuerpos implica que la infeccidn yo es sistémica, y muchas lesiones previas solo son

locales, pero puede utilizarse como complemento en determinaciones clincas.

RESPUESTA INMUNE CONTRA £t VPH EN CANCER DE CERVIX

El estudio dr las respuestas imnumoldgicas contra el VPH se ha desarroliado porque
se ha encontrado correiacion de respuesta inmune y cancer de cérvix o Neoplasia
Intraepitelial Cervical (CIiN).

Se han llevado a cabo ensoyos serolégicos con muoltiples epitopes (por ejemplo
extractos de verrugas o virus cullivados), otiles para determinar si el individuo es
seropositivo o seronegativo, es decir si ha estado o no expuesto al virus. Sin embargo si se
estudian las respuestas contra antigenos individuales, es posible distinguir entre individuos
sanos, individuos que previamente han sido expuestos al virus, o aquellos que tienen

infeccion lalente o de pacientes que pueden desarrollor enfermedad por infeccidn.
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La velocidad de induccidn de anficuerpos durante el dewarrollo de enfermedades

producidas por ¢l VPH puede ser diferonte debida o diferentes epitopes, algunas

respuestas se originan rapidamente despuds de la infeccion pero otras se presentan en

etapas tardios de lo infecaidn, hasta que los tumores con VPH aparccen la memona

inmunolégica de los diferentes epitapes trmbien os vanable algunos anteuerpos pueden

petmanecer incluso cuando la enfrrmedad ha desaparecido

El uso clinico de antigenos compuestos, es dear aquellos de extroctos solo ofrecen

resultados  informativos s el comunto de  antigenos solo henen algunos  epitopes

dominantes especificos para una enfermedad

Lo respuesta contra F7 esta determinada por el epitope en el amino terminal de la

profeina E7. Tanto £& como |7 contenen epitopes diferentes paro los cuales se ha

reportado una asoaacoidn entre la respuesta inmune y la presencaa de cancaer cervical

Un epitope altamente reactivo pero moderodamente asociado o la entermedod de

E6 es E6: 4. El epitope Eo. 10 na altomente reactivo y asocado la enfermedad

Para E7 del VPH 16, ol antigeno £ 701 (FAueller) (Harald zur Hausen 1996} esta
asocigdo con cancer de cérvx pero no con Heoplasia Intracpitelial Cerncal {CHHl) Otros

epitopes son E7/2 Vonka y (7. 2 [Dillner

En medio de la proteina £1 det VPH 16 hay dos epitopes que 3o trastapan el cual es
altamente especifico para cdncer de cérvix

la proteina £E2 del VPH 16 tiene varios epitopes el peptdo 245 y el £2:9. Lo
respuesta contra el £:2:45 o3 elevada en pacientes con Cil y cancer de cenvex, el titulo de
anticuerpos decrece después del tratamiento del CIN

También existe una asociacion entre los anticuerpos anti proteinas del VPH 18 y el
cancer de cérvix. Esta asociocidn es mas elevada en pacientes con adenocarcinoma de
cérvix. La respuesta g £2:9 es la Unica que es elevada tanto en cdncer de cérvix como en
cancer anal {Harald zur Hausen 1996)

Para E4 hay cuatro epiopes principales: £4:4 (Diliner) que se traslapa por 16
aminobcidos con E4/6(Vonka, Harald zur Hausen 1996). Estos tenen una osociacidn
moderada a la enfermedad.
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epitope que genera una respuesta IgA preferencial para CIN con VPH 16, 1o cual dezaparece

E

condilomas benignos y no a céncer de cérvix. En la regidn corboxi terminal de L2 existe un

n el péplido L2 el cpitope L2:49 es el mdés reactivo y csta asociado principalmente a

proporcionalmente con la regresién espontanea de la lesidn cervical.

preferentemente en casos de cancer de cérvix. Por otro lodo en la regidn carboxiterminal de

En la mitad de la regién Llse encuentra el epilope L1:13 cuya respuasta inmune es

L1 existe un cpitope oltamente reactivo L1:31 pero no tienen asociacién con la enfermedod.

DIAGNOSTICO

Cuando aparecen verrugas genitales, se sabe que son debidas al VPH y como se

encuentran asociadaos a cdnceres genitales a veces es necesario identificarlos. Yo que los

VPHSs no pueden ser propagados en cultivos su identdicacion procede por alguno de los

siguientes métodos:

Q)

b}

<)

lamunohistoquimica: En este caso muestras de las biopsias se utilizan parc
detectar proteinas de la cédpside con anticuerpos comerciales. Sin embargo
debido a que los virus no se encuentran distribuidos uniformemente en el tejido se
detecta solamente del 30 al 50% de los antigenos virales presentes en el tejido.
Ademds los anticuerpos lienen reacciones cruzadas entre los diferentes tipos de
VPH por lo que no es posible determinar el tipo especifico de VPH presente.
Hibridacion DNA-DNA: Este método es especifico y sensible y consiste en extraer
el DNA de la biopsia correrlo mediante eclectroforesis en gel de agarosa,
traspasario a una membrana de nitrocelulosa, y después con sondas especificas y
radiactivas se detecto la presencia de un determinado tipo de VPH, pueden
detectarse incluso pocas copias de DNA viral por célula pero tarda una semana
en completarse. Una varignte de este método es la hibridacién in situ
(directamente hibridar sobre la biopsia) pero se  pierde  sensibilidad y
especificidad.

PCR (Reaccidn en Cadena de la Polimerasa): Este es el método de elecciédn,
aunque presenta un costo elevado tieme una clta sensibilided y especificidad.

Consiste en extraer DNA de lo muestre y después con oligonucleotidos especificos
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ampiificar una reqién particular para un determinado tipo de VPH, se analizan los

productos de amplificacién mediante electiroforesis en gel de agarosa
CONCEPTO DE CIF

Lo inmortalizacion requicre de la expresidon de oncogenes, pero ademds necesita
fa folla funcional de los olelos que regulan la cascada de senalizacién, que interfiera con
la octividod transcripcional de los oncogenes virales. Por esto se postulo la existencia de
el Foctor Celular de Interdferencia (CIF}) Actualmente el enfoque de este CIF es hacio la
cascada en céncer ligado al VPH. Hay evidencio para creer que existe un control celular
de la regulacién de la franscripcién de oncogenes virales en ciertas célules. Taol es el
caso de hibridos de células Helo y fibroblastos que al ser ratados con azacitidina la
transcripcion de los oncogenes del VPH disminuye

TRATAMIENTO DE {LAS LESIONES CAUSADAS POR VPH

Las lesiones que merecen tratamiento son aquellas que son planas o papulares |,
en la vagina, vulva o regién perianal.

Existen dos diferentes grupos de tratamiento los fisicos y los quimicos. Los
tratamientos fisicos son  destructivos Evoporacibn  Laser-bioxido de corbono,
electrocoaguliacién, nittégeno liquido, electrodiaterma o cirugio, estos métodos se
utifizon en lesiones cervicoles y vulvares y algunos como el ldser o diaterma tienen éxito
el 80-20% de los casos, los métodos fisicos son los que se uthizan con mayor frecuencia
por su precisidn terapéutica, sobretodo en los cosos donde se necesita un control
histologico. Por otro lado los tratamientos destructivos incluyen a los tratamientos fisicos
y quimicos, mientras que los tralomientos curativos, son los que tienen uno accién
antiviral y tienen su efecto en el punto mismo de lo infeccidn. Actualmente los
tratomientos fisicos no tienen una eficacia del 100% y un porcentaje de pacientes
reincide en la enfermedad. Los tratamientos curativos tampoco son definitivos es decir;
fuero de los interferones y las perspectivas de vacunacién terapéutica, no hay un
tratamiento verdaderamente eficoz contra la infecciédn por VPH,

En el 40% de los casos las lesiones por VPH son plurifocales y/o mullicéntricas,
bajo estas circunstanciaos se evita un fratamiento quimico pues existe el riesgo de que la

terapia sea incompleta y fracase. Por esto es muy importante que antes de considerar un
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determinado tratamiento se efectie una colposcopia anogenital completa. Lo existencia
de lesiones plurifocales de una condilomatosis anogenital no permite un tratamiento de
monoterapia. De forma general, cuando las lesiones estan locolizadas en lo regidn
anogenital externa y si la superficie lesionada es menor @ 3-4 cm? un tratomiento

terapéutico es factible. Todas las lesiones tipo displasias necesitan un tratamiento fisico.

MEDICAMENTOS UTILIZADOS

Los medicamentos utilizados para el tratamiento de los lesiones causadas por los

VPH se basan en su capacidad paro eliminar las capas de la epidermis que presentan la

lesidn. No son muchos los compuestos que existen para este tipo de lesiones, hay desde

productos naturales como la podofiline hasta agentes quimicos queratoliticos como el

&cido tricloroacético.

e Podofilina y derivados: La podofilina es uno resina de accibn queratolitica y citotdxico.
Se utiliza a concentraciones de cosi 25% en etanol o propilenglicol. Se ulilizan en el
tratamiento de Condylomata accuminata de los genitoles externos. La preporaciéon se
aplica en pequenas cantidades directamente en la lesién, después de cuatro horas se
lava la zona tratada. El tratamiento se aplica varias veces por semana por 4 semanas.
El producto esté contraindicade durante el embarazo, los efectos secundarios

resultan de la aplicacién en grandes cantidades o sobre extensas superficies mucosas.

Se presentan nauseas, vémito y problemas neuroldgicos. Localmente los efectos estéan

representados por reacciones cdusticas y sensacidn de quemadura. El porcentaje de

recuperacibn vario considerablemente

y estd entre el 20 y 70% y los casos

reincidentes pueden ser hasta et 50%

La Podofilotoxina al 0.5% (Condilina) puede ser aplicada por el mismo paciente de
dos a tres veces por dia durante varios dios. La eficacia y tolerancia es précticamente

la misma que la de la podofilina.

Estos dos medicamentos estén indicados en Condilomata accuminota y las papulas
no pigmentadas de la vulva, perineo y pene.

Después de dos o tres reincidencios o la falto de eliminacién de los lesiones durante
un periodo de tres semanas de aplicacién, se abandona el fratomiento.
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« Acido Tricloroacético: £s un agente queratolitico que se utiliza diluido al 50 v 80% en
el suero del paciente. Se aplica directamente sobre las lesiones anogenitales, una
aplicacién de varios segundos es suficiente entonces se observa una reaccién blanca,
lo aplicocién se repite dos o tres veces por semana durante tres semanas. Su efecto
queratolitico, induce la destruccidn del epitelio por la desnaturalizacién de proteinas
celulares. El producto no se absorbe y lo tosicidad os précticamente nula, no es
necesario enjuagar la zona tratoda. El porcentaje de recuperacién es idéntico o la de
la podofilina. Este medicamento esté indicado en Condilomata occuminato, p&pulas
no pigmentadas de la vulva, perineo y pene iocalizadas junto a la mucosa. También
puede ser utilizado como trotamiento adyuvante en caso de reincidencio después del

tratamiento con laser en la vulva, perineo, ano o cancal anal.

e 5 Florouracilo: Es un ontimetabolito que se utiliza en pomada al 5% y se reserva parao
tratar lesiones vaginales y uretrales. El producto se introduce con una jeringa, la dosis
para obtener un efecto clinico, es de casi 20-30g lo cual se administra durante 5
dias. Como efectos secundarios presenta irritacidn quemaduras y efectos céusticos. El
producto estd contraindicado en mujeres embarazadas. El porcentaje de recuperaciédn
es de casi 60% en vagina, 50% en uretra y 60% si se utiliza después del tratamiento

con laser para evitar reincidencias. Estd indicado en condilomatosis vaginal y uretral.

e« Crioterapia: Consiste en la utilizacién de nitrégeno liquido y didxido de carbono en
estado sélido (hielo seco). Se oplica directamente con presidn hasta que aparezca un
holo alrededor de la base del condiloma. Son suficientes tres aplicaciones por
semanc. No estd contraindicado en mujeres embarazadas. E! porcentaje de
recuperacidn es del 75% en pacientes reincidentes con otras terapias. Estd indicado
en Condilomata accuminata, pépulas no pigmentadas de la vulva, perineo y pene
cuando las lesiones no son muy numerosas, tejido danado menor a 3 cm? y cuando

la base del condiloma no es moyora 5 mm.
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Retinoides:  Son  ufilizados  por  su accida  antiproliferativa, queratolitica,
inmunomoduladora y rediferenciante. Se utbliza via tdpica en particular para displasics
cervicales y prevencidn de la transformacidn celular en casos reincidentes, en este
Gltimo caso los periodos de fratamiento son largos. S5e ho reportado o efecto del
acido retindico sobre la replicacion del VPHL. Los derivados del écido retindico tienen
efectos secundarios como sequedad de las mucozas, caida del cabello, queratosis
palmo-plantar, efectos metabolicos como  hipertrigliceridemia o elevacién  de
transaminasas. Estos productos estdn contraindicados durante e embarozo pues
puede producir teratogenicidad inmediata o tardio. Se debe elegir la via de
administracidon  oral para la prevenciéon de reincidencic en caso de lesiones

multicéntricas o de alto grado.

Interferédn: Lo mayoria de lot casos de Condilomata gccuminata y las displasias
responden a los tratamientos fisicos y medicinales. Sin embargo el 30% reincide. Al
parecer la respuesta estd influenciada por la inmunidad celular via linfocitos T killer y
linfocitos, estas células producen interfeucina 2 e interfordn gamma. El interferdn se
utiliza desde hace algunos anos por su accibn antiviral, inmunomoduladora vy de
diferenciacién estos productos son administrados por via parenteral o tépica. Se
utiliza en el caso de Condilomata accurminato aungue se han obtenido resultados no
consistentes, Por via intramuszscular la dosis es de 1 a 3 millones de urnidodes por dia,
por lo menos durante tres semanas, puede haber respuesto completa e inmediato en
43% de los casos aunque por via intravenosa se obtienen mejores resultados asf que
la respuesta varie del 45 al 60%. Entre los efectos secundarios encontromos dolor en
lo inyeccién, anestesia local previa y sindrome pseudogripal. Al parecer no hay
ningun trotamiento formacolégico en casos de CIN, cunque por la eficiencia del
interferdn se evalia actualmente su uso, pues generaimente esté presente el interés de

preservar la fecundidad y el futuro obstétrico del paciente muy joven.

FACULTAD DE QUIMICA, UUNAM.



VIRLSS [F PAFILOMA FUMANG
CAUSAS DE LA FALTA DE EFICACIA DE LOS TRATAMIENTOS

Son distintas Jas causas de! frocoso del tratamiento para los diferentes medicamentos,

entre las principales explicaciones tenemos:

a) Para la podofiling, la podofilotoxina, ] nitrégeno liguido y el dcido tricloroacético et
frocaso de su

terapéutica tiene prnncapalmente dos

causas.
automedicacién y el desconocitmento de las lesiones subclinicas

. La segunda es el
desconocimiento de las lesiones ocultas

Lo pumera es la

b) Paora el 5 Florouracilo tépico la causa e3 lo falta de utilizacién correcta ademas de los
lavados sistemdticos después de su aplicacaidn,

¢) El fracaso de los interferones puede estar ligodo a uno deficiencio inmunitorio o a la
co-infeccidn con HIV.

PERSPECTIVAS DE VACUNACION

Las perspectivas de vacunacidn  estdn basodas en hechos reales. Se esta
esperando la puesta en marcha de un programa de vacunacién, para tratar las lesiones

de forma papilomatosas humanas de clio riesgo. Cabe resaltar la idea de la vacunacién
profilactica, la cual puede ser considerada a través de proteinas estructurales de los

virus, mientras que e! desarrollo de la vacunocidn terapéutica se orienta hacia

las
proteinas no estructurales.

Otras ramas de investigacidn se orientan hacia las proteinas implicadas en lo
transformacion (E6 y E7 provenientes de virus de olio riesgo) con a! posibilided de
desarrollar una inmunidod contra esas proteinas

Actualmente el tratamiento médico de primera intencién

hacia las

lesiones
anogenitales infectadas con VPH recurren a:

Un examen colposcédpico de lo linea ano-genital. Son excluidas de un tratamiento
médico los lesiones cervicales y los de canales internos {(anales). En coso de lesiones

multicéntricas o plurifocales o fioridas es necesario emplear un tratamiento médico. El
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éxito terapéutico depende de la respuesta ol tratamiento destructivo o quirdrgico ol
mismo tiempo en todos los sitios.

e Un tratamiento local se lleva a cabo con eficacia si la superficie dadada es menor

o igual a 3cm? y que el diémetro de la base de la lesién sea menor o 4mm.

e En caso de que la lesidn sea en la vulva o regidn perianal un tfrotamicnto médico

es adecuado si no hay lesiones en canales internos de ano, vagina o cérvix.
-

El tratamiento puede llevarse o cabo con varios medicamentos, en caso de

persistencia © recidiva después de 3 o 4 semanas del tratamiento fisico.
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QUIMIOTERAPIA

Entre los objetivos de la quimioterapia en el tratamiento del céncer, se encuentran:

prolongado.

Cura: eliminacién de lo enfermedad con una teropic agresiva por tiempo

Paliativa: los agentes antincoplésicos, pueden administrorse para controlar los

sintomas o disminuir el tamado del tumor, esa opcidn se elige cuando existe poca

probabilidad de que el tumor se erradique fotalmente.

Adyuvante: Este tipo de quimioterapia se lleva @ cabo para eliminor cualquier

reminiscencia de la enfermedod y se administra con intencidn de cura total.

* Quimioterapia Neoadyuvante: Es una

teropia ma&s definitiva con el fin de

eliminar la carga tumoral y eliminar la enfermedad a nivel microscdpico.

El céncer de cérvix se trata generalmente con radioterapia, o cirugia. Sin embargo

la quimioterapia es Gtil para complementar los olros tratamientos (Charles E. Riggs 1993).

FARMACQOS UTILIZADOS EN QUIMIOTERAPIA DEL CANCER DE CERVIX

W FAGENTE . % TIPO DE. COMPUESTO1i{1:% RESPUESTAY

Ciclofosfamids{CTX) tMosioza Nitrogenada 16
5-FloroUracilo Antimetabolito 20
Bleomicing (BLEO] Antibidtico 10
Mitomicing C (MMCQC) Antibidtico 22
Adriamicina (ADR) Antibidtico 16

Metrotexato (MTX) | Antimetabolito 17-28

Cisplatinio (DDP) Citotdxico 23-50

COMBINACIONES

R AGENTES % RESPUESTA I
CTX+ADR 10-30
ADR+MTX 12.66
BLEO +MMC 16-93
DDP+ADR 20-32
MTX+BLEO +DDP 8%
DDP+MMC +BLEO +Vincristina 50.77
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Actualmente, se sintetizan férmacos mas eficientes y menos tdxicos esperando que
puedan ser utilizados clinicamente con éxito

Lo bosqueda de nuevos fdrmacos comienza con la sintesis de andglogos a férmacos
preexistentes con el fin de mejorar su efectividad y eliminor o disminuir reccciones
secundarias. Las primeras pruecbas a las que se somete un andlogo para determinar su
actividad es: o pruebas in vitro por ejemplo, probar su actividad en lineas celulares

Otra mancra de watar el cancer de cérvix, ¢s atacando al principal factor
etioldgico: El Virus de Papiloma humano

Esta es una opcibn para el tratarmiento preventvo del cdncer de cérvix. Es posible

tratar las lesiones causadas por los VPHS cuondo éstas son leves y no tienen mas de 3-4
2

cm? ni son muy profundas. La terapiao consiste en tratar fisicamente a las lesiones con:
e Crioterapia (Nitrébgeno liquido y CO L)
« Podofiline
= Retinoides
e Acido Tricloroacético
e 5 Florouracilo

Al parecer no hay muchas fdrmacos que estén dirigidos a qgtacor al Virus de
Papiloma. Las moleculas que se proponen en este trobajo de fesis se disedaron como
moléculas con potencial actividad uantiviral; contienen en su estructura un grupo funcional
lactono, (grupo funcional asociado con propiedades antibidticos y antineoplésicos), como

sucede con otros antibidticos como lo camptotecina (Goodman y Gilman 1991).

CLASIFICACION DE AGENTES ANTINEOPLASICOS

Agentes olquitantes: representados por mostazas nitrogenados las cuales aiquilon
bases del DINA e impiden su correcta replicacion, via despurinacidn o transiciones de
bases. E{. mecloretomina, ciclofosfamida.

e  Antibidticos antitumorales: actbon por alquilacién o intercalacidn entre los boses del
DNA inhibiendo su sintesis. £|. antraciclinas, mitomicina y bleomicinag.
* Antimetobolitos los antimetabolitos, son moléculas disedadas como inhibidores

competitivos de reacciones enzimdticos, en el metabolisme intermediario, o bien
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actian como anslogos inactivos de sustratos de reaccion de lo sintesis de DNA y RHA,

Entre los metabolitos encontramos a- 5 florouracilo, floxuridina, &-tioguanina, 6-

mercoptopuring, citarabma, metrotexato, araci

idina, y pentostatina.

- Alcaloides derivados de plantas: Los alcaloides de lo vinca, detienen o mitosis
celular durante lo metafase, las podofilotoxinas, inhuben o la topoisomerasa |t
necesaria para la formaadn de DNA. Ef. vincristina, vinblastina, etoposidos y
teniposido.

- Agentes varios: Se clasifican en este grupo a los agentes cuyo mecanismo de occidn

no se conoce © no se puede clasificar en alguna otra categoria. eiemplos:
: a) Hormonas: Son compuestos que pueden tener varios efectos sobre las células.
Entre ellos encontramos a los: corticoesteroirdes,  estrébgenos,  progestinas,
antiestrégenos, antiandrdgenos antiadrenérgicos, andrégenos, andlogos

liberadores de gonadotrofinas.

I b) Complejos de Coordinacion con Platino: Actian de farma semejante o los agentes

alquilantes. Ei: cisplotino, vy carboplatino.

¢) L-Asparginasa: £s una enzima que previene la sintesis de proteinas en celulas que

necesitan de asparagina.

d) Modificadores de la respuesta bioldgica: Estos agentes clteran o aumentan la

5 respuesta inmune del paciente hacia el tumor. Ej: antcuerpos monocionales.,

interleucinas, interferones y levimasol (Leon Shargel, 1994)

La actividod de ciertas moléculos ut

adas en quimioterapia del cancer, no es
necesariamente antiproliferativa, para poder se utilizado contro determinado tipo de
céncer. Tomado en cuento el factor etioldgico del cancer de cérvix, el VPH existe la
posibilidad de utifizar moléculas con octividad antiviral, lo cual indirectamente se

aprovechario para el tratamiento del cancer de cérvix.
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AGENTES ANTIVIRALES:
El desarrollo de compuestos para el tratamiento de enfermedades cousadas por

virus, ha sido mas dificil, que of desarrollo de compuestos Gtiles para enfermedades

cousadas por microorganismaos.

DEFINICION: Son agentes que alivian las enfermedades virales por su influencia

sobre la replicacidn viral Ya que los virus carecen de actividad metabdlica vy solo se

replican en la celula huésped, los agentes antivirales generalmente lesionan o las células

que albergan a los virus. Es por eso que solo se han introducido pocos agentes

antivirales, lo mayoria de los cuales son activos solo contra un virus.
Virus que contienen DA Muchos de los agentes dirigidos contra esto clase de
virus, son virustaticos y dehenen la sintesis de DMA por inhibicién del DNA polimerasa

Virus que contienen RNA- Para este grupo de virus se utilizan ogentes que inhiben

a lo enzima, transcoptasa reversa, estos  agentes 50N virustEncos, y  requieren

tratamicntos prolongados

ALGUNOS AGENTES ANTIVIRALES Y SUS PRINCIPALES FAECANISMOS DE ACCION

« Aciclovir: Andalogo de nucleosido de purina, inhibe replicacion viral. Es de los

agentes menos toucos

Amantadina: Amina triciclica anl contre la influenza, inhibe la replicacién viral,

Ribavirina. Analogo de un nucleosido, inhibe la sintesis de DINA y RINA, agotondo las
reservas intracelulares de nucleotidos, Uil para tratamiento de la influenza A y B, y
contra el virus sincicial resprralornio

« Vidaraghina Andlogo de adenosina atl en el tratamiento de infecciones por herpes

virus. inhibe la produccién de virus, incorpordndose al DNA viral

» Gangiciclovir: Andgloge de nucleosideo de purina Gtil pare el trotomiento de

infecciones con citomeaqalovirus. Se incorpora ol DNA e inhibe a lo DNA polimerasa
viral.

Foscarnet: Andlogo de pitofosfato, inhibe directomente a enzimas que implicados en

la sintesis de DIMNA virol, sin incorporarse al DNA, es un ogente con un amplio espectro.
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e Zidovudina: Es un andlogo a la timidinag conocido como (AZT), es el medicamento
de eleccidn para pacientes con SIDA, inhibe a la tronscriptaso reversa o impide la

elongacién del DNA.
e Dideoxiinosina: Andlogo de purinas, inhibe o lo transcriptasa reversa, evitondo la

replicaciéon del DNA, utid contra el HIV

e Zaglcitabina: Andlogo de nucleosidos de pirimidinas, inhibe la transcriptusa reversa

del HIV.

ESQUEMA DE POSIBLES MECANISMOS DE ACCION

SINTESIS DE PURINAS. SINTESIS DE PIRIMIDINAS,

RIBONUCLEOTIDOS

l

DESOXIRRIBONUCLEO TIDOS

!

SINTESIS DE DNA

CRIPCION:_SINTESIS DE RNA mensajero

!

PROTEINAS

La tineu puntoada indico donde podnan actuar los ondlogos de boses

Como se menciond anteriormente encontframos que no hay agentes antivirales,
especificos contra el virus de papiloma humano {VPH), por lo cual resulta necesaria la

investigacidn sobre compuestos con potencial actividad contra el VPH.
El propdsito de las moléculas de este estudio es ejercer una actividad antiviral con el

fin de contribuir de manera indirecta contra el desarrollo del cdncer cérvico uterino.
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VIl. NUEVAS MOLECULAS DISENADAS COMO ANTIVIRALES

Uno de los mayores problemas que se presentan cuando los tumores son tratados
con radioterapia o quimioterapia es la resistencia, por lo que el tratamiento de muchos
tipos de céncer resulta insatisfactorio, observandose después de cierto tiempo, recidiva
de lo enfermedad y presencia de tumor residual

Los farmacos que se administran, son generalmente combinaciones gue actian a
través de diversos macanismos y producen efectos colaterales que donan al organismo.
A pesar de que existen varios farmacos algunos como el 5FU o la Podofilina utilizados
para tratamiento de infecciones con VPH, no son ni suficientes, ni 100% efectivos.

En este trabajo se probd la actividad bioldgica de cinco nuevas moléculas
utilizando lineas celulores de concer de cérvix, que contienen el Virus de Papilomo
Humano.

Estos fadrmacos fueron disefrados especihcamente como ontivirales(E. Diaz, M.
Barrios, A. Quintero, J. Solano, 1997).

Las estructuras de los farmacos son las siguientes:
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Q \Vh Nuevo Compuesto |

Nuevo Compuesto Il
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DUIEVAS MIOLECIILAS

AcO.

Nuevo Compuesto Il

Nuevo Compuesto iV

Nuevo Compuesto V
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INIEVAS MOLECTHAS

CLAVES ASIGNADAS A LOS NUEVOS COMPUESTOS:

CLAVE

T COMPUESTO 1

Fl

COMPUESTO 2

Fil

COMPUESTO 3

Finl

COMPUESTO 4

Fiv

COMPUESTO 5

Fv

COMPUESTO 1 CARACTERISTICAS
§ TRICICLO ¥ DOS GRUPOS ACETATO
i TRICICLO Y GRUPO ACETATO
[ ATOMO DE FLUOR Y GRUPO LACTOMNA
W GRUPO IACTONA
v GRUPOS HIDROXILO
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Material para el cultivo de lineas celulares:

Medios de cultivo
« RPMI 1640 (adicionado con glutamina - GIBCO)

Suplementos: g/1

NaHCO, 2g/1
Svero Fetal Bovino 10%
Antibidtico antimicético 10ml
Piruvato de sodio {100mM) 10ml
Aminodcidos no esenciales (10mM) 10ml

s D-MEM (Dulbeco s Modified Eagle Media - GIBCO)

Suplementos g/l
Glutamina {200mM) 2ml
Hepes 2.2ml
Antibidtico antimicOtico 1Omi
Aminodcidos no esenciales (10ma) 10Oml
Suero Fetal Bovino 10%
NaHCO, 2g/l

Material para extraccién de DNA

e Tripsina (1: 250)
Esta enzima se utiliza para favorecer que lo monocapa de células se desprendan de lo
coja de cultivo.

e PBS (Buffar salino de fosfatos) Para tL:
Este buffer es utlizado para lavar la monocapo de células y en algunos casos, para
despegar éstas de la coja de cultivo.

e SDS5 (Dodecil Sulfoto de Sodio) al 20%
Este en un tensoactivo potente que focilita la disolucidén de las membranas celulares y
por lo tanto la extraccién del DNA.

e Proteinasa £ 10mg/mi

Este reoctivo es una proteasa (Tipo subtilisina) purificada del moho Tntirachium album.
Tiene como funcidn la degradacidn de proteinas de los células, se utiliza con EDTA para
inhibir al Mg” " dependiente de nucleasas. Temperaotura Gtil entre 37 - 50°C.
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TEN (10-10-0.18} y TEN (10-10-0.65): Tris CI (Triz Cl: Clorhidrato de {hidroximetil }
aminometano) 10mmM, EDTA 10mM, NaCl O.15M y 0.65M

e SEVAG (Clorolormo - Alcohol tsoamilico } 94.6 V/V%
Efl cloroformo elimina proteinas por desnaturalizacidn y permute la separaciéon de lases
para la eliminacion de éstas de la extraccidn de DNA. £l alcohol isoamilico disminuye la

produccidn de espuma durante la extraccidn.

e TE (Tris-Cl - EDTA) pH 8

Solucidn que mantiene en condiciones adecuadas ol DNA Gl para su almocenamiento
a -20°C.

e ETANOL ABSOLUTO
Utilizado para la precipitncion del DNA

e FENOL pti 8
Utilizado para la eliminagcidon de proteinas en la extraccion de DINA.

Material paro Electroforesis en gel
para DNA y productos de PCR.

+« AGAROSA (grado R A )

= BROMURO DE ETIDIO {10Omg/mil)
Se usa para tehnir material genédtico (DINA y RNA) en geles de electroforesis y poder

observalo con luz uvitravioleta en el transiluminador.

e BUFFER DE CARGA PARA DINA

El buffer de carga tiene como funcidn mantener la muestra al pH adecuado para su
corrimiento, agregar un colorante que sirve para conocer el inicio de la corrida de la
muestra pues los colorantes corren de dnodo a cdtodo, al igual que el DNA.

e TBE

El TBE es un buffer de electroforess qure contiene las sales necesarias para mantener la
fuerzao idnico y pt adecuado pora correr la electroforesis

Material para la Extracciéon de RNA
e Alcohol Isopropilico
Utilizado parc precipitar el RI1A

e Etanol ol 75% con agua ratada con DEPC
Se utiliza para lavar la pastitla del RINA precipitodo.

69
FACUL TAD DE QUINICA, LINAM.



LIETQLIQLOCA

« Trizol (GIBCO)
Reactivo especial (contiene guaniding, urea y fenol) utilizado para la extraccion de RNA.

* MOPS
Compuesto utilizado para preparar un buffer dptimo para el corrimiento de RNA en
electroforesis en gel.

« Formamida
Se utiliza para desnaturalizar el RNA.

s Formaldehido
Se utiliza para desnaturalizar el RNA.

o MEZCILA DE CORRIMIENTO EN ELECTROFORESIS DE RNA
Concentracién final

MOPS 1x
Formaldehido &x
Formaomida 50%
Bromuro de Etidio 0.5%
Loading Buffer 1x
Agua

Lincas Celulares utilizadas

Todas las lincas celulares utilizadas son lineas tumorales de céncer cérvico-
uterino. Laos lineas Hela y C33 provienen del ATCC. VIPA, INBL y CALO son donaciones
del Laboratorio de Biologio Molecular de la FES Zaragoza (Dres.R. Rangel y B. Weiss).

TV LINEA K VPH . " "MEDIO DE CULTIWVO
Hela T VPH 18 D-MEM
Calo vPH 18 D-MEMA
INBL YR D-tAEM
<33 Sin VPH D-tEMM
VIPA 2 RPMI
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S DATOS CLINICOS -+ CARCINOMA
LINEA CELULAR . DEL PACIENTE CIASIFiCACION | SYBCULTIVO
VIPA Sin Tratamiento B Subcultivo:
8 meses
INBL Sin Tratamiento. Edad: 45anos v e Subeultivo:
2 anos
CAL Sin tratamiento Subcultivo:
o Edad: 55 anos ne 2 ahos
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SECUENCIA DE LA METODOLOGIA

Este estudio se llevd a cabo en el siguiente orden:

1. Cultivo de las lincas celulares CALO, VIPA, Hela, INBL y C33 en los medios
apropiados.

Il. Determinacion de la presencia del Virus de Papiloma Humano (VPH) en lo linea
celular VIPA, mediante la amplificacién por la Reaccidn en Cadena de lo Polimerasa
{PCR) del segmento L1 del genoma del VPH. Este segmento codifico para fa principal
proteina de capside y es5 muy conservado entre los VPH por lo cual estos

oligonucléotidos se usan para detectar la presencia de VPH en biopsias o células.

{It. Tipificacidn del VPH encontrado ¢n la linea celular VPH mediante {a amplificacion por

la Reaccién en Cadena de la Polimerasa (PCR) con oligonuciéotidas especificos

V. Cultivo de las lineas celulares y nxposicidn a cinco {drmacos de reciente sintesis. Estos
nuevos compuestos son andlogos de bases nitrogenadas y fueron disefcdos como
antivirales en el Instituto de Quimica por los Drs. Angel Guzmdén y Eduardo Diaz.

(E.Dicz, A.Guzman A Quintero, I Solano, 1997)

V. Evaoluacién de la posible actividad bioldégica de los nuevos compuestos sobre la

replicacién del DNA, en particular sobre el gen L1 del Virus de Papiloma Humano.

VL. Evaluacién de la posible actividad de los nuevos compuestos sobre la transcripcién

de la regidn L1 del virus.
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METODOS
CULTIVO DE LINEAS CELULARES

El procedimiento debe realizarse lo mas réapido posible, y bajo condiciones de

esterilidad.

1. Adicionor 3ml de medio fresco a la caja de petri de plastico donde crecerdn las
células e incubaria 10 minutos o 37°C, 5% de CO,;, 95% de oire y 100% de
humedad relativa.

2. Sacaor los criotubos del nirdgeno liquido y descongelarios en bafo de agua a 37°C,
hasta que el bloque de hielo se desprenda del criotubo.

Transferir cuidadosamente el contenido del criotubo o la caja de cultivo.

4. Incubar las ceélulas a 377(, 5% de CO,, 95% de aire y 100% de bumedad relativa.
Si el medio de congelamiento contenia DMSO se debe cambiar el medio de cultivo a
las Zh pues el DMSO o35 tdxico para las células.

5. Combiar el medio de cultivo con frecuencia. Generalmente es cada dos dias, pero
puede variar sequn la linea celular, En el caso de las lincas empleadas. CALO, VIPA,
INBL, Hela, y €33 se les cambid el medio cada dos dias.

6. Para cambrar el medio, se decanta el medio de cultive con cuidado. Se adiciono 3mli
de PBS-EDTA dejandolo caer por los paredes de lg cajo se enjucga suavemente la
superficie celular y se decanta. Se agregan 4-5 mil de medio de cultivo fresco, el cuol

debe estar a temperatura ambiente, y se debe agregar lentamente por las paredes de

lo caja.

DETERMINACION DEL NUMERO DE CELULAS

7. Una vez que las células lleguron a confluencia, hay dos opciones, resembrarlas, o
colectarias paro los fines o estudiar.

8. Parc recolectar las células: se decanta el medio de cultivo se enjuaga la caja con
3ml de PBS-EDTA dos veces. Se anaden 2-3 ml de Tripsing y se incuba mdximo 10

min. Una vez que se observa uno peliculo blanca, se sacc esta suspensidn con
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pipetas pasteur estériles, y se coloca en tubos eppendorff estériles de 2 ml.
Centrifugar a 5000 rpm 10-15 min y en la pastilla del sedimento disponemos del
paquete celular.

9. En el caso de hacer resiembra para probar los nuevos compuestos: Se despegan las
células de lo cajo de cultivo con ayuda de una pipeta pasteur succionondo vy
regresando varias veces el medio hasta obtener un homogenado celular. Transferir
este homogenado a un tubo folcon de plastico estéril de 100mi homogenizar
nuevamente de manerg suave con una pipeta graduoda estéril. Tomar una alicvota
de 100ul y colocar por &smosis en la camara de New Bauer lo cual ya tenia
colocado el cubreobijetas. Utilizando el microscopio con el objetivo 40x se cuenta el
numero de células en los cuadrantes correspondientes o los leucocitos (cuadrantes
de los extremos con la cuadricula mds grande). Sacar un promedio del nimero de
células de todos los cuadrantes contabilizados en una cémara. El numero de células
contenidas en el homogenado, corresponde al numero promedio por un factor de
10° células/mi

10. Conociendo el numero de células en suspensidn se hacen las diluciones necesarias
con medio fresco a 37°C, para obtener una concentracidn de  10% células/mi. Se

inocula 1'ml de este homogenado en cada caja para el posterior trotamiento con los

compuestos a estudiar.

CONDICIONES
Para llevar a cabo el presente trabojo, las lineas celulares se mantuvieron bojo

condiciones totalmente controladas, en incubadora con 5% de CO,;, 100% de

humedad relativa y a 37°C.

Se utilizd un grupo control de lineas celulares:
a) Paro la tipificacidn del VPH se utilizd como control positivo la linec Hela (contiene ol

VPH 18} y como control negativo, la linca C33(carece de VPH). Ambas son lineas de

cdncer de cérvix.
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b) Para el tratamiento de los fdrmacos se utilizd un control de disolvente, el cuol era

cultivado a! mismo tiempo, y bajo las mismas condiciones que las células bajo

tratamiento,

FORMA DE TRABAJO

Se formaron los grupos o tratar de la siguiente monera:

A un cultivo células en confluencia, se le resuspendid y se contabilizéd el nimero
de células por ml, como se menciond anteriormenfe y a cada coa se le anadid un
indculo de 10° calulas y se les anadid el compuesto en estudio disuelto en DMSO, en un
volumen mdximo de 10ul a una concentracidn de SuM, a las O y 48h

En cado sesidon (aproximadamente 25 dias) se trabgjaba una linea celutar lo cual
se mantenia en observacidn y bajo tratamiento. Terminada la etapa de tratamiento se
procedia a la sxtraocciin de DNAL El DNA se almocenaba a - 207C y se realizaba la
amplificacidn de la regidn en estudio entre 1y 2 dias después de la extraccion del
material genético. posteriormente el mismo dia s¢ llevatya a cabo el analisis por
electroforesis de los productos amplificados.

En lu siguiente zesion, se cullivaba otra linea celular, y se seguia el mismo

procedimiento
Cuanda se realizé hibridacion MNorthern blot, las lineas se cultivaron, todas o la
vez, se les dio tratamiento con los farmacos, al mismo tiempo y lo extraccidn de RNA se

flevés a cabo en una misma sesidn. El RHA se almacend o -70"C aproxmodamente una

semana antes de Hevar g cobo la hibridacion.

EXTRACCION DE DNA DE LINEAS CELULARES

Se debe observar la caja de cultivo con las células en contluencia, para obtener un buen
rendimiento

1. Decantar el medio de cultivo

2. Lovar la monocapa 2 veces con PBS frio (3-4ml) enjuagar y decantar.

3. Agregar 3ml de Tripsina a una concentracién 1:250.
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4. Incubor no mas de 5 minutos o cuando se observe una pelicula blanca, lo que indica

que las células se estdn despegando.
5. Agregar 4-5 m! de medio de cultivo ( D-MEM) para inactvar a la tripsina
6. Sacar con una pipeta pasteur estéril el medio y distribuir en tubos eppendorfs de 2ml

7. Centrifugor 5 minutosz o 10 000 rpm.
8. Decantar el sobrenadante o eliminario con pipela pasteur

9. Resuspender ta pastilla en S00ul de TEMN 10-10.0.15 frio
tengamos una

{10mg/mL) de tal rmanera que

10.Agregar 5ul de proteinasa K

concentracién final de 0.2mg/mlL.
11.Agregar 12.5ul de SDS al 20% de tal forma que la concentracidn final sea de 0.5%.

12.Mover ef tubo varias veces y con cuidado, se observard que la suspensién se torno

viscoso.

13.Incubar de 1.2 h en un boho de agua a 50°C hasta aumentar esa apariencia
viscosa.

14 .Sacar del bano y mantener en hielo.

15.Anadir 500mL de TEN 10.-10.0.65 y homogeneizar volteando cuidadosamente el

tubo.
Iml de Fenol-

16 .Redistribuir en

Cloroformo {1:1})
17 .Mezclar bien volteando varias veces el tubo centnfugar maximo 5 minutos a hasta

tubos eppendorf dejando espacio para agregar

separacion de las fases, o 5000 rpm.
18.Transferir la fase acuosa a otro tubo y repetir ef paso anterior.
mezclar bien volteando el tubo o si es

19.A la fase acuosa, se le anade Tl de Sevag

necesario se homogenciza en el vortex a bajo veloadad Centrifugar  méximo 5

minutos o hastlag separacion de fases o 5000 rpm .

20.Transferir la fuse acuosa a otro tubo y anadir 2.5 volumenes de etanol absoluto.
Mezclar bien volleando el tubo varias veces, se puede observar que empieza o

precipitar una fibra blanca. Se deja o 4°C todo ef fin de semana.

21.Se centrifuga 15 minutos a 14 000 rpm. Se oltimina lo fase etandlica.
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22.Para eliminar los residuos de fase acuosa se colocan los tubos eppendodfs en el
desecador tapados con parafilm aproximadamente 30 minutos

23.5e resuspende la pastilla de DNA en TE pH 8 entre 50 y 4000l

24.Si se sospecha que adn quedan residuos de fenol o cloroformo se puede llevar ao
cabo una extraccién con éter y repetir el paso 22 y 23.

25.5e cuantifica lo cantidod de DINA en un espectrofotémetro, a 260 y 280 nm. Lo
relacién 260/280 da uno idea de la pureza del DINAL

Una vezr que se cuenta con el DMNA de 1todas las muestros de las lineas celulares,
se corre Tug en un gel de Agarosa al 0.6% para determinar si el material genético, no
estd degradado o contominado.

Posteriormente se hacen las diluciones necesarias para tener una concentracién

de 100ng/ul, ¥ se procede a la Amplificacidn por PCR

TECNICA DE PCR

FUNDAMENTO: La Reoccidn en Cadena de la Polimerasa (PCR) es un método  in vitro
para la sintesis enzimdtica de secuencias especificas de DNA empleando dos cebadores
(oligonucledtidos) que hibridon, en el extremo 37 o las dos codenos complementarias de
DNA que limitan la regidn de interés del DINA blanco. Unao serie repetitiva de ciclos que
involucran la desnaturalizacion del DINA molde, unidn con el cebador, y la elongacidn
de los cebadores unidos por medio de la DNA polimerasa resulta en la acumulacidn
exponencial del fragmento especifico cuyo término estd marcado por los extremos 5° de
los cebadores. Ya que los productos sintetizados por la extensién de los cebadores en un
ciclo puede servir como  DINA molde en el siguiente, el nimero de copias de DNA
sintetizodo es 27 donde n es el nimero de ciclos. £ frugmento de DNA sintetizado
generalmente posee de 50 o 2 500 nucledtidos.

Coada ciclo de amplificaciédn consta de las siguientes etapas
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a) Desnaturalizacién: La doble helice de DNA se calienta o 94°'C, lo que permite romper
los puentes de hidréogeno eristentes entre las bases de los dos hebras, generalmente 15-
30 segundos

b) Unién de los Cebadores:

en presencia de los cebadores. Entonces estos se unen espoecificamente o los extremos

La temperatura se disminuye haste aproxmadamente 50°C

de lg region a amplificar, cada uno en la hebra que le corresponde. Generalmente tarda

de 20 a 30 segundos.

¢) Elongacién: La temperatura se eleva a 72°C, la
uvniendo nucledtidos trifosfato (dTTP, dATP,

DA polimerasa alargo los nuevas

hebras de DNA a portir de los cebadores,
dCTP, dGTP.). Tarda de 30 a 90 segundon.

Componentes de Reaccidn:

Componente Volumen_ Recomendado
ONA muestra | 10°-10" moléculas * 1
. Cebadores — o 5 mL
DA Taq. polimerasa 2.5 unidades
TPy 200 mM c/u

1 ug de DINA gendmico humano de copia sencilla equivale a 3 x 10” moléculas blanco.
Para la amplificacion de la regidn L, se utibraron los siguicates cebadores:

MYO9 Cebador sentido: CGTCCIMARRGGAVVACTGATC
MY T 1 Cebador antisentido: GCrCAGGGWCATAAYARTGS

R A+ G VWA T Y C ¢+ T ({richele Manos, 1990)

M= A+ C

Estos cebadores u oligonucléotidos son especificor para amplificar la regién que

pertenece ol marco abieno de lectura del genoma viral: L1, la cual codifica para la

principal proteina de la capside y e31d muy conservada entre los diferentes VPH (David
O. Vhite,1994)
El producto de amplificacién que generan estos cebadores es de aproximadamente

450pb.
Se utilizé& un control positivo: Hela que se sabe presenta VPH y un control negativo: C33

que no presenta VPH.
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PROTOCOLO PARA UNA REACCION:

REACTIVO:: = - i VOLUMEN ul

DNA 24l (200ng)
Cebador MYO? 0.4ul
Cebador MY1 1 0. 4ul

0201 (1 _unidad)

Taq. polimerasa
Tul

Amortiguador de PCR
Mezrcla de dNTPs 0.8ul
Agua (DEP)* & 20l

Mezcla de dNTPs: Se mezclan 4ul de cada uno de los cuatro desoxirribonucledtidos:
dTTP, dATP, dCTP, dGTP

PROGRAMA DE AMPLIFICACION DFf LA REGION L, DEL HPV

PROCESO TEMPERATURA Y TIEMPO
Desnoturalizacién @ = 30 seg.
Alineacidn C 30 seq
Extensidn s 72°C Imin.
No. de ciclos 30

Una ver que se detectd la presencia del VPH en los diferentes lineas de céncer cérvico
uterino, se procedid a determinar el tpo de VPH que presentaba cada una de fos lineas.
18 son los que con mayor frecuencia se presenfan en cancer

Ya que los VPH 16 y
18 y 16. Los

cérvico uterino, se eligicron oligonuciéotidos especificos para los VPH

productos de amplficacidén que resultan con estos cebadores es de aproximadamente
360ph.

Oligonuci¢otidos para VPH 18 y para VPH 16 pertenecen a la region URR {Upstream

Regulatory Region) y son especificos para cada tipo de VPH

STA TESIS NO DEBE
R DE LA BIBLIDIECA
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PROGRAMA DE AMPLIFICACION PARA LA REGION ESPECIFICADE VPH 16 Y 18

T PROCESO | "TEMPERATURA Y TIEMPO
Desnaturalizacion | P4°C 30 seq.
Alineaciéon I 54°C 30 seqg
Elongacién 1 72"'C 30 seq
No. de ciclos i 36 ciclos 1
Ultimo ciclo ] 72°C 10 min, 1

PROTOCOLO PARA UNA REACCION (PARA VPH 16 Y 18)

= REACTIVO VOLUMEN mi -
Amoniguador de PCR 1ol
MgCl, 25mM ] _
Cebador antisentido 0.5ul .
Cebador sentiddo O Sul
Mezcla de dNTPs { 08ul
Ague (DEP) | LA2ul
Taq polimerasa Q.20 (1 unidad)
DiNA ) T 2w (200na)

AINALISIS DE LOS PRODUCTOS DE AMPLIFICACION

1. Los productos de amphficacién se analizan mediante electroforesis en gel de
agarosa:

2. Se toma una alicuota de 10Ul de la mezrcia de reacciédn de amplhificacién

3. Se le aAaden 2ul de Buffer de carga para DA

4. Se corren en un gel de agarosa al 1.5% que contiene bromuro de etidio al 0.5%.

5. Junto con las muestiaz se corre una muestra de un marcador de peso molecular para
determinar aproximadamente el peso de la regidn amphficada.

* Nota: Todo el material y el agua utilizada fue tratada con DEP con el fin de eliminar

toda enzima capoz de degradar el DINAL
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PROCEDIMIENTO PARA EVALUAR LA POSIBLE ACTIVIDAD
BIOLOGICA DE LOS NUEVOS COMPUESTOS

Farmacos: Se utilizaron los fadrmacos 1. U, IHl, IV, y V mostrados anteriormente.

1. Se tienen cultivos en confluencia de las siguientes lineas celulares:

aj VIPA
b) caLo
c) INBL

2. Se decanta el medio de cultivo y para las lincas CALO e INBL se despegan las células
con ayuda de Tripsina en el caso de la linea VIPA las células se despegan con PBS.
EDTA. Lo exposicién a la enzima no debe se mayor a 10minutos, yo que las células
pueden daRarse.

3. Se inoctiva o la tripsina agregando medio de cullivo y se homogeneizo la suspensién
celular pasandola varias veces por una pipeta pasteur.

4. Se toma una alicuota de esta suspensidn y se cuenta el nimero de células en el
microscopio, con ayuda de una cdmara de New Bauer {Tomando en cuenta que
multiplicando el promedio de las células encontradaos en los cuatro cuadrantes por un
factor de 100 Q00 se obtiene el nimero de células por mi.

5. A portir de esta consideracidn se coloco un inoculo de 1x10% células en cajos de
cultive de 10 cm de diametro.

6. Se preparan diluciones de los férmacos I, I, I, IV, y V los cuoles estan disueltos en
dimetilsulféxido (DMSO)de tal forma que se agregue o cada cajo una concentracidn
de 2uM del farmaco en un volumen no mayor a 10ul de DMSO {(ya que lo
concentracién téxica del DMSO para lineas celulares es del 5%).

7. A las célulos se les anade el fdrmaco a las O h, 24 h y 48 h se observan los posibles
cambios morfolégicos hasta las 96 h.

8. Alas 96 h a las células se les decanto el medio de cultivo. Y se extrae su DNA.

Q. El experimento se repite, pero en esta ocasidn se extrae el RINA de las células.

L.3]
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EXTRACCION DE RNA

1. Una vez cultivadas las células y tratadas con los diferentes farmacos, se decanta el
medio de cultivo. Se lavan las células con PBS 2 veces.

2. lisar las células directamente en la coja de cultivo, onadiendo ! ml de Trizol.

3. Pasar el lisado varias veces por una pipeta pasteur, tol que se forme un homogenodo.

4. Transferir el homogenado a varios tubos eppendorf

5. Incubar el homogenado a temperatura ambiente para favorecer lo disociocién de
complejos nucleo proteicos.

6. Anadir 200ul de cloraformo. Agitar fos tubos 30 segundos, maontener en hielo.

7. Centrifugar a 14 000 rpm durante 25 minutos a 4°C.

8. Se observe que aparecen tres fases en los tubos la superior es lo acuosa donde se
encuentra el RNA. La interfose es deilgada y junto con la inferior compuesta por

disolventes orgdnicos, contiene al DHA y proteinas

9. Transferir la fase acuosa a un tubo eppendorf. Agregar un volumen igual de

Isopropanol. Mezclar suavemente
10. Mantener a 4°C todo un fin de semana, o al menos toda la noche.

11. Centrifugar 30minutos a 1.4 000 rpm a 47C.
12. Se observa una pastlla amarnllenta en el fondo del tubo. Remover el sobrenadante.

13. Lavar la pastilla, anadiendo 100ul de Etanol DEPC ol 75%:

14. Lavar la pastilla, anadiendo 100u! de Etanol absoluto

PREPARACION DE LA SONDA
1. Se lleva a cabo la amplificacién de lo regidn L1 mediante lo técnica de PCR. Con el

programa de amplificacién para este gen.
2. Se corre el producto de amplificacién por electroforesis en gel de agarosa al 1.5%,
con un morcador de peso molecular
3. Se observe en el transiluminador, para verifizar Que es la banda que se busca.

4. Se corta la banda y se purifica el DINA mediante clectroelucién.
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5. Se lava el DNA obtenido siguiendo la metodologia de extroccion de DNA desde el
poso 16,
&. Se marca la sonda con dCTP* radiactivo (PY) en el momento de llevar a cabo la

hibridacion.

HIBRIDACION NORTHERN BLOT

1. Se migra en un gel de electroforesis los RNAs de las lineas celulares tratadas con los
nuevos compuestos de la siguiente manero:
a) En un tubo eppendorf se colocan 20 ug de RNA en un volumen aproximado
de 7ul.
b) Se anaden 27ul de la mezrcia de corrimiento de RNA.
¢} Se colocan a 85°C por 5 minutos.
d) Se colocan 5 minutos en hielo
e} Se colocan en el gel y se corre la electroforesis
2. Observar despuéds de la electroloresis, el gel en el transiluminador, para verificar que
el material genético no estd degradado y se observan los fragmentos de RNA
ribosomagl 28s, 18s y 55,
3. Laver el gel 2 veces con agua estéril y tratada con DEPC 5 minutos con agitacion
ligera.
4. Sumergir el gel en una solucidn de  MNaOF 50 mM y 10 mM NaCl durante 15
minutos.
5. Neutralizar colocando el gel en una solucion de TRIS-HCI O.1M pH 7.5 duronte 30
minutos con agitacion ligera.
6. Lavar el gel en S5C 20 X por 30 minutos
7. identificar y marcar lo orientocién del gel, de tal forma que s¢ sepa cual es el
derecho y el revés asi como el inicio y la posicién de fos RINAs.
8. Corar una pieza de membrana de transferencia (Zetabind) del mismo tamano del
gel, sumergirla 30 minutos en agua. Sumergirla 8 minutas en S5C 10 x.

Q. Poner en contacto el gel con la membrana toda la noche en SSC 20X o 4°C.

®3
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10. Colocar encima de la membrana 3 papeles filto Whatman previamente corados

del tomaono de la membrana y sumergidos en S5C 10x.Colocar
se coloca

filtro  VWhaotman secos. Sobre estos

encima tres papeles
toalla de papel o Conforme se

V1. Colocar
servilletas.

agproximadamente 30 cuadros  de
humedezcan las toallas de papel se cambian por secas.

12. Remover la membrana del gel guardar la membranac zin dejarlo secar en una bola

especial.

13. Irradiar con luz LUV hasta 8 minutos en el crosslinker.
se guarda en el refrigerador a 4°C, en una bolso de

14. Guardor la membrana

plastico.

15. tavar ia membrano con SSC 0. 1x
Preparar el buffer de hibridaciédn of cual se prepara en el momento de ysarse.

Se preparan 0.2ml por cada cm” de membranag a prehibridar. £l omortiguador estd

constituido por
BUFFER DE PREMIBRIDACION DE RMNA
Concentracion Final

SSC 20x 2x
Sol. Denhart 50x ax
SDS 10% 0.2%
DNA de esperma de arengue 100 ug/mi
Agua cbp

40%

Formamida

NaPO, 2M pH 6.5
El DNA de esperma de salmdn se disvelve en 1 m! de agua estéril tratada con DEPC y se
cglienta o 108°C S minutos. S¢ coloca en hielo 5 minutos y después se agrega o la

mezcla.
1O minutos a 50-60"C. Enfriar husta 377,

Calentar la mezcla
16. Colocar ! Luffer en un fubo rotatono y colocar dentro la membrano, evilar que se

formen burbujas y aseqgurar que el buifer cubra todao la membrana.

17. Prehibridar 6h a 37°C en los tubos rotatorios
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18. Marcor la sonda con fur - P} dCTP por el mélodo de Raadom Primers. Para lo cual

se preparo Jo siguiente mezcia:

» DNA de la sonda 100ng
* Mezclo de inicadores aleatorios 150t

e dATP 2u) .

. dGTP 2ul

. dYTP 2ut

e [ - PP]ACTP Aut

e Fragmento Kienow tul

e Agua c.b.p.50ul

100°C 5 minutos.

19. Se mezcla el DNA de lo sonda con eof agua y se colienta o

Posteriormente se coloca en hielo
20. Agreqgar la mezclo de iniciodores aleatorios, después se adaden los nucleotidos

trifosfato y se mezcia bien.
21. Arodir Sul de lo sonda marcada radicactivamente. £sta operacidn se lleva o cobo
enlo campana con protecadn a traves de una pantalle de acrilico
22. Agregar el fragmento Hlenow y maesclor. Incubar en un bano de agua a 427C por

media hora.
23. Mientras se prepara una columno de Sephadex G-50. 52 improviso la columna con

una jeringa de insubna Se elimina la agujo v se topa ef fondo con fibra de vidrio.
Anodir el sephodes. Centdifugar o colomno o 3000 rpm 1 minuio para rebrar el
liguido.

colocar la mezclo dentro de la columno de Sepbadex, y

24. Al finalizar la media horwg,
esto 0 su ver dentro de un tubo eppendorf donde se recbird la sondo purificada.

Centrifugar la columna a 3000 rpm 1 minuto. Comprobar con el contador que o

sonda queds marcada
minulos y anadiria al buffer de hibridocion que contiene:

Hervir la sonda 5

Dextron sulfato 5014 2.0ml
S5C 20x 2x
Sol. Denhort 50x 4x
SDS 10% 0.2%
DNA de esperma de arengue 100 ug/mi
Agua c.b.p.
XS
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Formamida 40%
NaPO, 2M pH 6.5

25. Detener la prehibridacién se elimina el buffer de prehibridocién vy se le agrega el

buffer de hibridacion.
26. Hibridar 1toda la noche a 42°C.
27. Eliminar el buffer de manero adecuada y sacar la membrana.
28. Lavar la membrana en SSC 2x por 30 minutos. Eliminar el exceso de ogua

29. Lavar la membrana en SSC 2x nuevo por otros 30 minutos.
30. Lavar la membrana en uno solucidn con SSC O.1x + SDS 0.1% con agitocién
moderada g 60°C. durante 30 minutos.

31. Socar la membrona y verificar si la

inespecifica es decir por todo la membrana. Si es asi repetir los lavodos.

radiactividad estd presente de manera

32. Se coloca loa membrano en una bolsa de pléstico.
33. Exponer lg membrana en pelicula X-AR a -20°C dentro de un cassette con pantalias

intensificadoras. Envolver en una bolsa negro para evitar que la luz vele lo placo.

34. Revelar la placo después de 72 h.
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t. CARACTERIZACION DFE LA LINFA CELULAR VIPA

DETECCION DEL VIRUS DE PAPILOMA HUMANO
Con el objeto de conocer i la linea VIPA contiene el Virus de Papiloma (VPH),
efectuagron experimentos uthzandao ef DMNA aislado de la linea . Se amplifico por PCR,
con oligonucléatidos especificas ol gen de la regidn 11 que codifica para una proteina
conservada entre los VPH: [a ampliicacidn de esta proteina se ubliza para detector la
presencia del VPH on biopsias (Allson P Cullen, 199 1)
Los datos de o exprendn de U an lus diferentes lineas 5o encuentran en fo Figura
5 AL

e una comunicacion persona (18 Or
: 150 p.b. ta linea

En INBL y

Ulear apemimede de

. Las lineas CALO o INBL son confremacion:
10> e
33 como contral pegativo

Gareia Carrancd) Lo bonda tene un pe
celular Hela se utilizd coma control poat

CALO se confirmo la presencia de oute virg

o g

Deteccidn de la Banda del gen de L1 del Virus de Papiloma en la linea

a

Marcador

Blanco
VIPA

FIG. 1
VIPA.

Como se observa en la figura la linea celular VIPA presenta la regidn que

codifica para L1, por lo tanto contiene ef VPH.
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TIPIFICACION DEL VIRUS DE PAPILOMA ENCONTRADO EN LA LINEA VIPA

Con el propdsito de determinar que tipo de VPH contiene la linea celular VIPA, se
llevatron a cabo otros experimentos de amplificacién, con oligonucleotidos especificos
para detercatar, por un lado al VPH 16 y por otro al VPH 18. No hubo amplificacién con
los oligonucleotidos para VPH 16. La amplificacidn para ¢l VPH 18 da como resultado
una banda de 360pb. Aproximadament:. Los resultadas se muestran en la Figura 2. Lo
linea celular Hela se utilizé como control positive. En INBL y CALO se confirmé la

presencia de este tipo de virus

360 p.b. >

FIG.2 Tipificacidn de Virus de Papiloma Humano.

Como se observa en lo figura 2, la linea celular VIPA presenta el Virus de
Papiloma Humano tipo 18.
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H. EVALUACION DE A ACTIVIDAD BIOIOGICA DE 1LOS NUEVOS COMPUESTOS
La segunda parte de este estudio consistid en probar lo actividnd bicldgica de 5

nuevos compuestos disenados como antivirales. Para eollo se cultvaron las células, se

anadid el compuesto a las O, 21, 48, y 72 h

Se matienen en observac:én y se detectan las posibles cambios morfolégicos.
Estos 5 compunstos ya habian wido evaluados como agentes antiprolilerativos
{QFB J. Solano) por medio de [a ttcrmica det PATT Ectos compuestos no inhibieron la
proliferacion de manera significativa.
Sin embargo, los compuestos fueron duenados como antimirales, por lo que se

decidid probar su posible adividod broldgica a nivel molecular
Hay que considerar que las lineas celulares estdn constituidas en su mayorio por

células con VPH, pero hay una fraccion que puede carecer del virus, ya que las células no

fueron clonadas

OBSERVACIONES MICROSCOPICAS DE LAS LINEAS CELULARES DURANTE
TIEMPO DE EXPOSICION A L OS NUEVOS COMPUESTOS

UNEA CELULAR CALO

Los células de esta lineca crecen pegaodas a la superiicie plastica de la caja de
cultivo, son aclargadas en cuctro extremns.  Forman grupos de 12 a 18 células, Con un
crecimiento de 24 h parece que s fusionan unas con otras y parecen Como pequenas

neuronos que se alargan, con el tiempo, picrden esto forma, adquiriendo  un

agrupamiento mas delineado. 5in embargo parece que a comparacion de la linea celular

VIPA esta linea tardo mas para crecer en confluencia.

o0
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. CONTROL DE DISOLVENTE (DMSO) <5%V/V
o Entre fas 24 y 48 e obsenvd que las células comenzaban a formor grupos pequenos

’de hasta 8 células. Se alcanzd una confluencia maxima de 40%
e Entre las 72 y 96 h no se observaron cilulas vacuohradas
son muy grandes, pero se encuentran bion definidos

los grupos celulares no

Se presentaron algunas células

mayortamane
COMPUESTO 1 {F1) Conc. 2uM ]

e Entre los 24 y 48 h adquirieron su forma, se adhieren a la superficie y lograron una
confluencia entre el 45 y 5 Se observéd su interior un poco Mmés oscuro de la normal
Se observs un numero elevado der muertas
e Entre las 72 y 96 h las células se
compactados. No se obiervd aumento de confluencia esta permanecid practicamente en

alargadas de

Y.

ya no estédn

alargaron mucho, los grupos

ue existian reziduos internos muy oscuros vacuohzados.

50%. Se observed

COMPUESTO 2 (F2} Conc. 2uM

e Entre lgs 24 vy 48 h tus ciélulas se adhirieron a o superficie de la caja, vy lograron una
confluencia entre 50 y 60% S embargo wn este cgso se observe el intenor celular ol
recer vacuolizado y mas os
e Entre las 72 y 96 h e obs
se tornaron muy irregulares y olargados
se obluvo una confluencia de 55 o 6025,

T )
s celulares, los cua

wrn camiiino cons
Los grupos formados,

5
¥

Yor
estaban poso definidos

COMPUESTO 3 (F3) Cone. 20M

e Entre las 24 y 48 b lus celulas lograron vna confloencia dal 50% con intecior colulur’
oscuro, 5in exceder al presentado en las cilulas tratadas con e compuesto il
e Entre las 72 y 96 h se intensificaron las vacuolas internas la confluencia permonecids

constante y se encontraron

celulas redondas e

COMPUESTO 4 (F4) Cone. 2uM I

grandes que en las

e Entre las 24 y 48 h se encontroron grupos celulares mucho maés

otras cajos o ol contre:l Lo gleanro wna confluencia del 50%. Sin embargo aparecioron

muchaos muertas a lgw 48 h e

e Entre las 72 y 96 h la conflunnzis permanecid constante

grandes de fo normal. 1o se obiservaron clorameante los limites celulares y parecen formar
Tambien se encontraron celulas alargodas formando arupos poco

una masa celular.
definidos.

Se encontraron celulas mas

Dy
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COMPUESTO 5. (F5) Conc. 2u0M TR I
%. Se notd que habio un poco

[

e Entre las 24 vy 48 h  se alcanzd wna confluencio del 50
mdés de células muertas que  con respecto al control. Se observaron grupos de células

grandes y mas alargadas
Entre las 72 y 96 h los celulas se alargaron mucho, los grupos de extendicron. la
Ser hicieron notar las células con citoplasma

-
confluencia no varid se mantuvo on 50%
oscurecido, al parecer también vacuolizadas

LINEA CELULAR VIPA:

Las células en condiciones normoles son esféricas y ovales alargadas af
observarias en el microscopio parece que lIa membrana (su limite con »! medio de
cultive) no estd bien definidn on todos sus puntos y do lc impresiédn de que esta abierta.
Estos bordes se adaptan o lo: bordes de las demds ceélulas farmando grupos cuya

forma es compacta y variada Crocen adhendas al plastico de la cojo de cultivo

En general en lineo se agrupa en conjuntos de 2 o 12 células aproximadamente

hasta que llegan a confluencia. En cuanto o su morfologia crecen como delgadas

agujos adheridas a la base de la caja de cultivo, tienen bordes poco definidos que se

adaptan a les limutes de las ootras celulas del conjunto. Sino ae les cambia el medio las
s cuales el cultivo

g de casi e 100% o las Pé&h, despuds de
aumenta considerablemente

célulos alcanzan conflue

comicnza a enveecer pues ¢l ndamero de celulas muenas

CONTROL DE DISOLVENTE ‘(DIMETIL—_SULFOXIDO DMSO}) «5%

Entrc lgs 24 y 48 h aumentan poco en numero y se encuentran formoando grupos de 8 a

-
[12 células. Sus bordes nstan poco definidos. e
e Alas 72 h cumento consideroblemaente el nimero de células, la confluencia llega o ser

‘de hastg el 8L Hay pocas eslulas muertos en el medio.
%. Los célulcﬂ

A las 26 h la cajn tienen una confluencic de aproximadamente 0%
conserven su morfologia original y hay pocas muertas
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COMPUESTO 1 (F1) Conc. 2uM

e Entre las 24 y 48 h aumentaron casi al doble en nimero. Conservan su morfologia
respecto al control y hay algunas muertas. . . e

e Alas 72 h aumentan on ndmero, exste una conflunncia wntre o] 75 y 80%
su forma.
« Alas 96 h ol crecimiento e det
de muertas es mayor la confluencia se mantuvo igual que a la: 72 h Su morfologia o5 la

misma respeclo ol cont

Conservan

uvo y hay menor con!dud que en ol control El numero

COMPUESTO 2 (F2) Conc. 2uM

- Enlrc !cz: 24y 48 h k:"c('fulra: sumentaron en nomero al doble. La morfologin es la

e Alas 72 h aumento poco el Crocnmiento la confluencia es del 70% maxama  (Censervan
su morfologia. Parece que hay c#lulas por nacer. R

e Alas 96 h qumentd considarablemente ¢ numero de ctlulos muertas. Pere glcanse una
{confluencia parvcida a fa del control, del 85-90% -

COMPUESTQO 3 (F3) Conc. 2uM

e Entre lus 24 y 48 b las celvlos aumentaron en ndmero ol doble. La mordologia es fa

misma y se encuenfran pocas rpuertas

e Alas 7?2 h el crecimiento respecto “al dic antornor ¢ n‘luy pobr

por nacer. 3
e A las 96 h auments drasticamente ol nomero de lnucnm, poro sumants ol crocimento

aun maés gue en el control. Hasta llegar a una confluencia de 25%

cer hay cétulas

COMPUESTO 4 (F4) Conc. 2uM

ulas aumentaron en nimero al doble la morfologia es la

e Entre las 24 y 48 h las cé

misma y se encuentran pocas muertas. Las células son mas grandes quv (s normales A
les 48h las caluias e srenciadas, hobia muy pocas celuins esféricas que son
ia formo que adoptan nicial
o Alos 72 h aumantd, considerablemente ol cocimiento hasta llr-qrn G una confluencia del
90%. Comirnzan o moar . e 3 .
e A las 96 h gumentd el ndmero de muertas y el crecimiento Hlega hasta el 20% de
Leonfluencia. Conservan su tnorfologia

: O cuando ya m

o3
FACUL TAD DE QUINICA, UNAM.




RESUH TADOS

COMPUESTO 5 (F5) Conc. 2uM

Entre las 24 y 48 h los células aumentaron en nomero ol doble. La morfologia e
Aproximadamente o] 20% de las células presentan

s la

-
misma y se encueniran pocas muertas.
material interno de color mas oscuro.

e A las 72 h hubo poco crecimiento con
confluencia det 60-70%. Algunas comienzan a morir,
* Alas 96 h el nimero de células muertas fue bojo, llegaron a una confluencia del 90%

respecto al dio anterior. Ulegaron o wna

LINEA CELULAR INBL

Esta linea celular crece en condiciones normales en formas geométricas,
alcanzon una confluencia del 100 a las 94 h. incluso antes. Despues de tas 96 h

comienzan a morir drdsticamenta o no se les cambia ef medio de cultive

CONTROL DE DISOLVENTE DMSO (<5% V/V)

Entre las 24 y 48 h aumentan porn en nimero y se encuentran formondo grupos de 8 o

-
12 célulos. Sus bordes estan poco definidos

e Alas 72 h aumento conniderablomante ol numero die cotulas,
de hasta el 85%. Hay pocas celule ! medio

16 nmere o

e Alas 96 b la confluencia es del 85-9
clargaron. Algunas consarvan su ferma geom

trica

COMPUESTO 1 (Fl1) Conc. 2um J

Consenvan su moarfologia

Enfrn lus 24 y 48 h cumantaron casi ol doble en numero

Con er»cnr su forma.

Gumen nasta el 70%. £n
la mayoria son redondas yl

unaue I co

o !v\ut’r?:)

- A lc, 9 h hny bacmn‘
reactidad hay pocas colulas con ww forma ongina! geometrnica,
s tenen enaterial intorno oscuro

elargadas. fluchas aate

4
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COMPUESTO 2 (F2) Conc. 2uM

e Entre las 24 y 48 h las células aumentaron en nomero al doble la merfologio ez la
misma y se encuentran pocas muerias.

e Alas 72 h aumento poco el crocimionto g conllunncio ez dol 70% maximo. Conseman
su morfologia. Parece que hay células por nacer.
* Alas 96 h pru:('nlun ‘orrnu' geométricas, pnnopo)mum- lnur\r)ulon

ot

»isten muchas

cia e

COMPUESTO 3 (F3) Cone. 2uM

e Entre las 24 y 48 h las células aumentaron en numero al doble la morfologia es lo
Hran pocas moertas.
* Alas 72 h el crec

ento es covnud ] ublv

e Alas 26 h Lo confluencia ea del 60- 70%, axsten algunas cslulas muertasg §
maltratadas de forma irregular y oscuras

COMPUESTO 4 (F4) Conc. 2uM

e Entre las 24 y 48 h io, celolas aumentaron en aomers b doble o modologia es ta
mismQq y se encuentan poaoas muertos

s Alas 72 h aumentd o crecimiento hasta llegar o una € Godluene e e
morir.

e Alas 96 h aumentd ¢l nimero de muertas y el crecomento |
confluencia. Algunas eitdn muy alargadas con bordes indehimdos

COMPUESTO S (F5) Conc. 2uM

s Entre las 24 v 48 h las células aumentaron en nomero ol doble La morfologia es fo
misma y se encuentran pocas muertas. Algunas células presenton material interno de color
maés oscuro e
e Alas 72 h hubo poco cre
alqunas muertas fl — ;
e Alas 96 h ol nomoro do células maermas aomento, |
(Presentan el ins:

ron a una confluencg d

O%. Aparecen

irmiento. L

jaron o une confiuenca del 859

O MAL LCure

£n qeneral el 270

e s colylas descritay antenonmente presentoron
vacuolizacién interne oscureciendo el catoplasma. Y solo en muy pocos casos VIPAL

De forma global VIPA tuve mayor confluencia que INBL

FACUL TAD DE QUINMICA, LUNAS.



RESUL TADCOS

r en las tres tablas de resuvitados las lineas celulares

Como podemas analiz

CALO, INBL y VIPA tiencn comportamicentos diferentes entre si cuando son expuestas a
:n a una linea con otra. Sin

los farmaocos, no hay simiitudes contundentes que seman
tos fArmacos 3 4y 5 lus lineas

embrago podemos destacar que en general para
celulares VIPA ¢ INBL mostroron una detencion del crecumienta a las 48h que ze
reanudaba posteriormente para alcansar e mismo porcentae de confluencia que ef

control, hacia las 96h
Podemos seaalar tambiren que en fos casos de lus lineas INBL y CALO a partir de

las 48h se obsenvaban manchasz oscuras en el internior celular en las celulos tratadas con

los farmocos mientras que ol control permanecia normal Fua interesante notar que estas
{BL, mientras que VIPA no

maoanchaos se obzervaron principaelmente en las lineas CALO) o

Tambien se obaerva calulas aveces se

que las

presentd esta otscuridad intracelular
alejaban de su morfologia normal, sobretodo despuds de las 72 A En ef coso de o
linea celuler CALO lag confluencia masima aicanzada fue del 60.70% on las celulcs
tratadas, para esto tambien se obsersd en lo coa control, <on fo gue descartamos la

S5iNG gue en este caso

crecimmento,

% farrmacos estén afectando so

posibilidad de que fos &
pueden considerarse condiciones ce mantenimiento ko gue afecto gue llegoran o una

confluencia tan pobre a las 96 h

EVALUACION DE LA POSIBLE ACTIVIDAD OF 1 OS NUEVOS
COMPUESTOS SOBRE LA REPLICACION VIRAL. DE LA REGION L1

Esto se lloeva a coabo espomiendo las células © los iarmoces, seguido de la
de la regidn L1 del virus pare determinar

racin
wr ia rephicacion o cual serio detectado por la

ampiificacian. CTon el

extraccidn de DHA y la postenor amplif

i los farmacos podion doaommanr o oat
disminucion de I intensidad o desaparncidn de las bandas ge
propésito de tenor una dea cuanttativa de cuanto haba sido fa disminucidn de la
replicacién se Hevs a cabo una amplificacidn prelimicar con diferentes cantidodes de

DNA gendmico celular en orden decreciente, para poder comporar el orden de
o6
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disminucidn © aumento, de la presencia del gen virol amplificado después  del
tratamiento. En estos experimentos se utilizd como control negativo, es decir que no
presenta VPH lo linea celulor tumoral de cancer de cérax C33. Como control positiva se
utilizé la linea celular tumoral de cancer de cirvix Hela fa cual tene integrado en su
genoma ol VPH 18 (ATTC, 1970)

S5i los f&rmacos benen un efecto negatvo (inbubucidng sobre lo replicacidn de esta

regién viral, habrd menor cantidact de A del gen que codidica para L1 en los mizmaos

200ng agreqgados a la mercla de reazaon es decir habra vna dducion del genoma virol,
a9 greg g

por lo cual si existe algin efocto inhibtono obaervaremos menor amplificacién de ia

region L1 con respecto al control £5t0 sera indwcodo por una menor intensidod de la

banda, por el contrario i el efecto o positivo sobre la reobocacidn observaremos mayor

intensidad de lag banda amphificada con reap

Los resultados de la aotividad biclor. sien virgl se obsenvan en

las figuras 5, 6 y 7 para las lineas celulares (ALY Vs respecticmente.

FIG.3 Amnlifi~=_ .60 de la Regidn L1 colocando diferentes cantidades de DNA
en orden rogresivo

Observacidn de gumento de la Intensidad de lo 8anda conforme aumento lo
cantidad de DNA afadido. Esto tiene lo finalidad de mostrar que la técnica de PCR
puede ser cuantitativa.

27
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EFECTO DE LOS COMPUESLTIDNL SOOBRE LA RE PLICACION VIRAL:
LINEA CEHUTAR CALO

FIG.4 Amplificacién de lag Regidn Ll de la linea celvlar CALO tratads con los
nuevos compuestos

Podemos observar que en la finca celular CALO las bondas correspondientes al
campuesto 3 (F-3}se observa una expresion de lo regién L1 disminuida, hasta menos de
30ng, es decir mas de & veces que en el control (comparar con la Fig. 4).
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EFECTO DE LOS COMPUESTOL LIOOBRE LA PEPLICACION VIRAL:
EINEA CLLUILAR VIPA

~ ™M =
[5 N N ¥
—— A A

450pb.

FIG.5 Amplificacion de lo Regién L1 de la

tinea celular VIPA tratada con los
Nuevos Compuestos

En esta figura observamos que los

compuestos parecen no tener efecto
significativo sobre la replicacién de la regidn L1 del virus,

en esto linea celular pues
todas las bandas estén presentes en intensidad homogénea.
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EFECTO DE LOS COMPUESTOS SOBRE LA REPLICACION VIRAL:
LINEA CELULAR: INBL

450pb. >

FIG.6 Amplificacién de fa Regidn L1 de la linea celular INBL tratado con los nuevos
compuestos.

En este caso podemos observar que las bandas que corresponden ol tratamiento
con el compuesto 5 (F5) se ven disminuidas hasto aproximadamente 30ng, es decir que
la replicacién parece esta inhibida hasta 6 veces.
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Como se observa en las figuras 5,6 y 7 los farmocos no tienen influencia
significativa en lo replicacidén de o regién L1 viral y no hay datos relevantes, por un
lodo en lo linea VIPA la amplificacion se observa homogénea., mientiras que en la
linea CALO se detecta una ligera disminucidn en la replicacién son el compuesto 3,
pero que para la linca INBL se observa una disminucion de la  amplificacién con el
compuesto 5. En genecral no habia datos contundentes, Por lo tanto el estudio

siguiente se enfoca a la evaluacidn de la posible actividod de los farmacos en la

transcripcidn de esta misma regidn viral.

EVALUACION DE LA POSIBLE ACTIVIDAD DE LOS NUEVOS
COMPUESTOS SOBRE LA TRAMSCRIPCION VIRAL DE LA REGION L1

Con el propésito de esclarecer la actividod de los nuevos compuestos sabre la
transcripeion se llevd a cobo una Hibridacidn por Northern Blot lo cual se realizéd
tratando ¢ las células nuevamente con los compuestos, seguido de la extraccidon de
RNA y posterior hibndaciéon de RINAM de la reqgidn Llide células tratadas con unao
sonda marcada radiactivamente complementana para la regién L1 con el objeto de
detectar si los fdrmacos afectan la cantdad de RNAmM de L trosncrito con respecto al
control.

Los RNAs extraidos después del tratamiento, se muestran en lo Fig. 7. los

resultados de la Hibridacién MNorthern blot se muestran en la Fig. 8.
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FIG.7 REA Y e s 1
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FIG.9 Raodiografia de la IHibribridacién MNorhern Blot de las fineas celulares CALO,
INBL y VIPA, despuds del tratgmiento con los nuevos compuestos

En esta figura observamos que lu el RINAmM transcrito para la proteina L1 estd en
diferentes proporciones segun el fdrmoco y segun la linea celular
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IX. DISCUSION

Durante el cultive de cada linea celular, observamos comportamientos diferentes
para cada una de ellas incluso cuando todas las lineas en estudio eran lineas tumorales
derivados de cdéncer cérvico-uterino. Por un lado las lineas tumorales HNBL y CALO
fueron relativamente faciles de cultivar y resistieron cambios de CO?2, y periodos fuera
de la incubadora. Miecntras que la linea celular VIPA fue mas dificil de conservar, esta
linea era muy sensible a cambios de temperatura y humedad  Sin embargo para su
menos compleo que el medio de

crecimiento le fue suficiente el medio RPMI que s
las lineas celulares IHBL y CALO.

cultivo D-MEM, el cual se utilizé para el cultivo de
Después de muchos intentos se consiguid cultivar la linea VIPA y maontenerla en las
condiciones de! luboratorio.

Las curvas de crecimionto de ostas lineas habian sido previamente realizadas en
el laboratorio, y generaimente alcanzaban ¢l crecimanto logoritmico entre 3y 4 dias.
Esta fase de crecimiento se eligid para anadir los farmacos, con el fin de conocer si los
ancdidos y no del

danos cousados a la linea celular son efecto de fos campuestas

deterioro de vida de la celula por haber miciado ol ratamiento coando su aelo de vida
yo estaba en decadencia.

También can este estudio pudimos comprobar 1o utivdad y versatlidod de lo
g polunerasa. (PCR), la

técnica de amplificacion de DNA por la reaccan en cc
cual ademas de peormititnos identificar la presencia o expresén de regiones especificas

del genoma, su versatilidad nos permite Hevar a cobo estudios cuenttativos.

Por otro lado et desarrollo de la técnica de hibridocidn por torthern blot, da la
oportunidad de trabajar de manera muy selectiva en la expresion de genes especificos.

My amportante pues  ef RAmM buscado  puede

s

En este caso la sensibilidad s
encontrarse eon cantdades muy pequenas, después del tratmiento con compuestos Cuya

respuesta No conoaaemaos
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si loz nuevos compuesios

Los experimentos que se realizaron para determinar

afectan la replicacién viral, se Nevaron a cabo por duplicado con el fin de demostror la

reproducibilidad del estudio

EXPRESION DE LA REGION L1 B CALO, VIPA ¢ INBL
De la amplificacién por PCR de la reqiéon L1 qgue codifica para la principal

proteina de capside del virus, de las lineas celulares: CALO, INBL, VIPA, Hela y C33,

fue para determinar si alguno de los virus de Papiloma humano estoba presente en la

linea celular de cancer cérvica-uterino VIPA.  Cabe resaltor que Jo amplificacidn por

PCR con oligonucitotidos especificos para asta regidn (MYO9 y MY 1T, Manos Michele,
1990) son los que se utlizan con resultados satisfactorios para identificar la presencia
de VPH en biopsias o incluso on andliss clinicos especiales (Richart Ralph #4., 1295)

! pesa molecular de nsta proteing puede vanar ligeramente para fas diferentes

cepas del virus de Papilomea, estags diferencias pueden ser visualizados cuondo los

productos de amplidicacion de {1 se separan por cleckroforesis en gel de acrilamida

En un gel de agoresa, donde la separacédn oz menos fna. no

(Manos Michele, 1990}
se observan practicamente diferencias Sin emborge para fos fines perseguidos es

suficientes como experimaento preliminar, saber que o gen cste © no presente en la linec

VIPA, como fue el cnso
Los resultados encontrados en da fug. 1 en el carnl correspondiente a la
amplificacion del genoma de finea celular VIPA estd presente la bonda que representa

a la regién L1 del Virus de Papilloma tumaone con un peso de 450 pbh. como esta

descrito en la literatura (Manos Michele, 19290). Lo que indica que esta linea celular
contiene a Virus de Papiloma tHHumano tal como e supuso en la hipotess
Para las lineas celulares de cancer de cémax [NBL y CTALO este experimento fue

de confirmarcidn pues e sabla de antemans por comuomeacion verbal que presentan

VPH (insttuto de Investigaciones Biomedicas, Dr. Angel Garcia Carranca)
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TIPIFICACION DEL VIRUS DE PAPILOMA
Se llevd @ cabo la amplificacion de secuencias especificas para lu fipificaciéon del
VPH encontrado. Por un lodo se amplificd con ohgonucleotidos especificos de la regiéon
URR {de las siglas en inglés Upstream Regulatory Region) paro el VPH tipo 16, en este

caso no se encontd amplificacdn alguna, con la cual descartamas la posibilidad de

que los VPH encontrados, fueran tpo 16 Par esta cardn, se realizd otra
amplificacién pero en esta ocasidbn con oligonucleotidas eopecificos de la region URR
del VPH 18. Se observa en la fig. 2 que la linea celular VIPA presenta una bando que
corresponde al peso esperado de 360pb de esta regrédn. Con esto determinamos que
el VPH, que presenta la linea tumoral cervical VIPA, o5 del tipo 18 Las lineas CALO e
INBL presentaron también amplificacidn con o cual confirmamos los resullados de
estudios previamente reahzados por Angel Garcia CLy col (comuncacidn verbal)
Se utilizaron en primera instancia los oligonucleatdos para estos dos tipos virales
(16 y 18), debido a que san los dos tipns mas frecuentes deseo del grupo de alto
riesgo oncogénico causantes de cancer de corax
El resultado de la presencia del VP en o linea celulor en estudio, VIPA, estaba
considerado dentro de la hipdtesis ya que of cdncer de cervix s encuentra agsociodo
al VPH hasta en un 9575 de tos cnwos Horald rur Hauvsen VY #96), aungue existen
reportes en la literatura acerca de tumaores de canser de ofrvies gue no contienen virus
de papiloma (Hans lhenberg, 192925) Tambuen pucde e, comn se menciond en los

resultados, que no necesariomente todas las celulas det temor de cérvix estén

infectodas con el virus de papiloma, puesto gue no provienen de vna clona

Como se maenciond antonormeaenta, fos  6pos  mas  repeesentativos  asociados
etioldgicamente can la enfermedad son el 16 ¢y el 18 Siendo ol VPH tipo 16, dos
veces mas frecuente que ¢l 18 Cabe resaltar que el VPH 18 osta presente en el 10.
25% de todos los casos de céncer do cénax, Sin embargo, se sospecha que este
porcentaje pueda ser menor debido a que se han detectodo nuevos tipos de VPH muy
relacionados genéticamente con ¢l VPH 18, to que ha llevado a creer que fal vez

parte de los virus identfcados como VPH tpo 18, encontrados en biopsias, son falsos
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positivos y son otras tipos de VPH los que en realidad estéan imphcados {(Harald zur

Hausen 1996)

EVALUACION DE A ACTIVIDAD BIOLOTCICA DE LOS rIUEVOS COMPUESTOS
La segunda parte de este trabaio fue ol estudio de cinco compuestos de sintesis

vciente. Estos compurstos ya babuan sido probados como agentes antiproliferativos en

lineas celulares tumorales mediante la tecnica del PATT (E Diagz, A Quintero. } Solano

1997), sin mostiar resvltados significativos

Evaluacidn de la posible actvidad sobre la replicacion viral

Estos compuestos fueron en realidad disenados como agentes antivirales, por lo
que se estudid su potencial actividad sobre mecanizmos de reproduccion viral, se llevd
a cabo la determinacian del pouable ofedto sobire la replicacién, se supuso que estos

compuestos podrian dizminur o nhibir o replicacidn lo cual seria detectado por la

sapancrdn de las bandas de amphificacién,

disminucion de la intenaidad o de

Evaluacidn de la Posible Actividad sobre La Transcrippcebn Viral

Como se obierva en ios figuras 5,6 y 7 los nuevos compuestos no  henen
infloencia significativa en la replicaaon de la regiéon |1 viral y los resultadeos no
nno Que el expenmento subsecuente se

proporcionan mucha informacian | ue por

wvidad de los compuestos sobsre la franscripcion

enfoca a lo evaluociém de fa posit:te o

(tomondo en cuenta que compuestos sintetizados con patencial actividad antiviral,

pueden actuar por diferentes srecansmos, como precuraores de daidos nuclecos,

inhibicién del ensamblaje de los mizmos, interaccién directa con matenal genético, o
bien en procesos para ejercer sus funcianes de replicacién, tfranscnpadn y sintesis

proteica. Compuestos con patanaal actividad antiviral pueden  interaccionar con

material genético de diversas formas, pueden: formar enlaces covalentes, intercalarse

entre las bases nitrogenadas, forrpar uniones en el surco de DNA o formar complejos

esfobles y na funcionales con RILA o [DINA.
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Fuera de lo esperado, observando la Fig. 9. todo parece indicar a primera vista
que los compuestos lejos de inhibir la

transcripcion de esta reqidon viral, parecen
estimularla, pues se observa cluramente que existe mayor cantidad de RMAm tronscrito
en los todos los casos tratados de las células ratadas con los diferentes compuestos, en
relacién con las células sin tratamiento  En los regiones correspondientes o las células
control, apenas 5 apreciable la cantidad de RHMAM, eo decir, en condiciones normales

la cantidad necesaria de ¢

ta proteino s poca comparada a lo que se transcribe
cuvando se exponen a los compuestos

Sin embargo. en contacto con las nuevas moléculas, todas las lineoas celulares
presentan ¢l transcrito en mayor cantidad, sobre todo en el caso de los compuesios 1, 3
v 5; ademas es notorio que o tendencia e3 lo misma en las tres lineos, aungue paro el

caso de VIPA la expresién de este transcnto es mucho mas intenso. Esto Oltimo resclia
que existe variabilidad biolégico entre diferente

lincas celulares de un mismo tejido,
incluso infectadas con el mismo tipo de VPH

Lo actividad de estas moléculas sobre la transcripcion del YPH en estas lineas

celulares, estructurolmente

sugiere que 13tos  compuestos  ejercen  uno  actividad
biocldgica, sobre ol mecanismo de transcripaidn. A pesar de que este efecto no fue el
descado, es5 importante resaltar, que ostas moléculos estan interaccionando con o
maquinaria que utliza el virus para transcribirse, por 1o que es posible que o través de

pequenas modilicaciones estructurales a estos compuestos se puedo dirigir su actividad
contra el mecanismo viral, de la manera buscada

Las explicaciones a este compornamento no esperado, pueden variar, podemos

decir que estos compuestos definidos como posibles antivirales, podrian estar actuando
de varias formas, segun su estructura.

Sclomente como una posible sugerencic o hipdlesis para explicar el
comportamiento observado podemos proponer ciertas situaciones que podrian estar

ocurriendo a nivel celular, con los compuestos en estudio:

En este coso, intentando elucidar una posible explicacién, podriamos suponer
que estos compuestos estan interaccionando con el RNA durante el proceso de
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ya sea mediante la formacidon de enlaces covalentes, formacidn de

intercalacion entre bases nitrogenadas (se supone lo

tronscripcion,
puenfes de hidrégeno o par

el fundamento de que farmacos antwirales siguen

anterior con la mayoria de los
alguno de estos mecanismos), obiervando las moléculas podrmos asumir que lo més

factible os que estén formando puentes de hidrdgeno con el matenal  genédtico,
r por la formacion de un

originando finalmente ua RHAM no funcional, pudera

complejo [Compuesto- REAlestable, o que provoca que of RIS no leve o cabo sus

funciones, y lg célula rezponde sintetizando mas RNAm, que es ks cantidad aumentado

3}

observada en la radiografia (Fig
calula este transenbiendo, REA normalmente, pero el

Otra posibilidad es gue la
RINAmM que interacciona con los compuestos forme un complejo dificit de metabolizar
nu tiempo de vida medic en el internior celular y se

por la célula, el cual cumenta
o obierva en o Fig8, una maoyor cantdad de RNAM

acurnula, esto podria ser 1o que

acumulado por dismnuc.n de su metabolismeo
e3 solo un intento para sugernr

Hay que resaltar que fo meacionado ontenormente

te soocnendo con la transcnpeidn del RINAm.

lo que posiblemente «

De estos experimentos encontramos que los compuestos en estudio na tienen
1e

actividad antiviral

Para elucidar los mecanismos moleculares que estdn ocurriendo en los resultados
aqui expuestos podrinmos continuar experimentas como: a) Marcar los compuestos
radiactivamente y medir su incorporacién a diferentes compartimentos celulores, como
nucleo o directamente o DMNA, RINA o enzimas encargadas de lo sintess de estos

Realizar un Southern blot con el fin de determinar diectamente g

moléculas b)
después de la exposiadn o los compuestos. ¢

presencia y cantidad del gen de L1
También seric de interés detector fa presencia y funcionalidod de la proteina 1L}, lo

primero puede llevarse o cabo con anticuerpos monoclonales y lo funcionalidud puede
determinares sometiendo o la proteina L1 de células tratadas a mostrar su capacidad de

formocién de particulas semejantes a virus (VPL s}

oy
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X. CONCLUSIONES

Del presente estudio podemos concluir que:

1.

.

Lo tinea celular de céncer cérvico-uterino: VIPA, presenta el Virus de Papiloma
Este tipo de VPH gbarca en todo

Humano (VPHY}, el cual resultd ser del tipo 18
el mundo del 10 al 25% de todos los casos de céncer de cérvix infectados con

virus de papiloma.

Corroboramos que la técnica de amplificacidn por Reaccidn en Codeno de la

Polimerasa (PCR) es un método sensible, wipecifico y rapido por lo cual es de
F F

potencial uso en la clinica como complemaento de la prueba del Popnicolau, con

el fin de detectar posibles infoccionas can VP on tropsics sospechosas, y osi

poder disminuir con anticipacin ol grado de rnesgo de una paciente parg
desarrollar cancer cérvico termo s se detecta el VPH esto resulta de importancia,

debido @ que en México como en ofros paises en vias de desarrollo el cdncer de

cérvix es un grave problema de salud
Con respecto al estudio de los nuevos compuestos dermostramos que no inhiben

fo replicaciédn, ni la transcripcién viral, por el contrario parecen estimular lo
transcripcion del RINA m que codifica para la proteina L1, con lo que concluimos

que ninguno de los compuestos aqui astudiados, presentan actividad antiviral
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ABREVIATURAS
- 2AP 2-Amino purina (Antimetabolito)
. ATCC American Type Culture Collection (Catélogo)
- BrdUsd 5-.-Bromodesoxiuridina
. BVP Virus de Papiloma Bovino
. CIN Neoplasia Intracpielial Cervical
. c.b.p. Cantidad bastante para
. DNA Acido desoxirmibonucleico
. DHFR Dibidrofolatoreductasa {enzima del metabeolismo de dcidos nucleicos)
. dUmMP Desoxiuriding monofosfato

- Fdump 5.Florodesoxiuridina
. HEPES Acido 14 2-hidroxiettpiperazin-N 7 - 2. etansulfénico

. HGPRT Hipoxantina guanina fosforribosil transferasa

- IMP inositol Monofosfato (precursor de dcidos nucleicos)

. MTT Bromuro de 3.4, 5dimetitiazoi?il-2,5 . difeniltetrazolio

. ORF HMarco Abserto de Lectura del inglés Open Reoading Frame
. pb. Pares de bases

. PCR Reaccidn en Cadena de la Polimerasa

. RNAmM Acido ribonucleico mensajero

. rp.m. revoluciones por minuto

- SIL Lesidn Intraepitelial Escamosa

- Sscp Palimorhismo Conformacional de una Sola Cadena de DNA
. TE Buffer de Tris . EDTA

. TBE Buffer de Tris-Cli, Borotos y EDTA

- ul Microlitros

. VP Virus de Popiloma

- RVV Porcentaje volumen:volumen

o
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GLOSARIO

. ADENOCARGINOMA: Tipo de cdncer que imvolucra a los glandulas dol tojido que osta
afectando.

«  APOPTOSIS: Se define como muerte celular programaoda. la celula utiliza este recurzo
cuando su genoma hene muchas alteraciones y ya no es capaz de repararo.

-«  CROMATINA: Complejos de DA y proteing

«  CARCINOMAS: Forma: mos comunes de cancer, onginodos en celulas epielioles que
delimitan cavidades corporeas y forman capas externas de la prel

. GLIOBLASTOMA: Tipo de cancer que alecta ol cnmbre
. GUOMA: Tipo de cancer que afecta of corebro

+ NORTHERM BLOT: Hibndacion de KA con la wecuenca complementanc de DIHA.

. ONCOGEN: Proto oncogen mutado que sobreespreia proteinas paro prohferacion celular.

PROTO-OMNCOGEH: Gen que coddica para proteings encargadas de la prolferocion
celulor.

e TROPISMO: Caractenztica de un argansmoe para mfectar y cabrevivir zcloamente un tendo en
espocifico.

. TELOMERO: Parte hineal en los cromosomas aue permiten la rephcacion.

«  VIRUS DE PAPILOMA BOVINO: Virus de Papiloma que sslo infocta a los bovinos. Comparte

similitudes eztructurales con ol VPH, pero no comparten muchos eventos: moleculares

- VIRUS LIKE PARTICLES (PARTICULAS SEMEJAMTES A VIRUS): Se lez llama asi o tas particulas
que son producto de sintaciz humano y se asemejan a la estructura externa de un Virus de
papiloma, pero carecen de DEHA

+  SUPRESORES TUMORALES: 5on proteinas que genemlimente tenen una funcién como
reguladoro: del ciclo celular y extan encargadas de emitr senales o actuar directomente para
impedir o darminuir la proliferccion celular.

- BASES NITROGENADAS: Se les Homa osi por su coracter basico debido al nomero de
Gtomos de Mitrégeno que presentan, aunque cobe resaltar que crertas partes de fo molécula
pueden ser hgeramente caida: por lo prezencia de grupos carbonido.  Son constituyentes
pnmordiales de los nucleotdos formadores de DNA y RIJA|
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FE DE ERRATAS

En la pagina 72, en el parrafo IV, rengléon 2, debe dacir
solamente: Estos nuevos compueastos fueron disenados como
potenciales agentes untiviralaes.

En la pagina 8ldebe decir 1 luevos Compuestos an lugar de
Farmacos

En la pagina 63 en lugar de andalogos de bases en lo linea
punteada debe decar antnroplusicos y antviroles.

A partir del capitulo de NUEVAS AIOLECULAS la palabra

farmaco se refiere o los Huevos Compuestos.
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