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Abstract. This article offers a general introduction to the
role played by molecular biology as applied to medical
research, in our understanding of cancer. In particular, 1
review recent work carvied out by miy research group, as
well as by other groups around the world, bearing on the
relationship between the alterations in certain cellnlar genes
and the phenomenon of cancer, and the role played by
certain viruses in the development of buman cancers.

1. Biomedicina molecular

la biomedicina molecular, que emplea las herra-
mientas de la biologia molecular, es una nueva
interdisciplina bien establecida, cada vez mis ne-
cesaria para la solucion de problemas médicos de
interés actual.

En este momento, las diversas dreas de la medi-
cina avanzan apoyadas en los logros obtenidos en
la biomedicina molecular, puesto que esta disci-
plina ayuda a entender, diagnosticar y tratar en-
fermedades tan distintas como las cardiovascula-
res, hepaticas, renales, hereditarias, etcétera. El
cancer en general y las neoplasias genitales en
particular, no escapan a las bondades y esperanzas
que ofrecen la biologia molecular y la ingenieria
genética, tanto a pacientes como a médicos.

En Meéxico, el cancer ocupa el segundo lugar
como causa de muerte de la poblacion en general
y representa un serio problema de salud; el cancer
cervicouterino (CaCu) en mujeres y las leucemias
en nifios y jovenes son frecuentes. Con base en lo
anterior, resulta importante tratar de entender las
bases moleculates de esta enfermedad, disefiar
sondas para el diagnostico y elaborar estrategias
para su prevencion y terapia.
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Los avances de la biologia molecular y de la in-
genieria genética permiten el aislamiento y carac-
terizacion funcional de oncogenes y antioncoge-
nes, los cuales estan involucrados en el desarro-
llo de las distintas neoplasias. También los avan-
ces de la virologia molecular han ayudado a en-
tender cdnceres, tales como el CaCu, en los que
intervienen virus tumorales. De esta forma, los
descubrimientos recientes en el campo de la bio-
medicina molecular, y en particular de la oncolo-
gia molecular, han permitido que médicos, clini-
cos, virdlogos, bioquimicos y bidlogos de todo ti-
po se integren y hablen un lenguaje comun res-
pecto al cancer humano.

Nuestro laboratorio ha trabajado con virus tu-
morales y con la estructura y expresion de onco-
genes, tanto virales como celulares. Estos estudios
nos han llevado al desarrollo de métodos preven-
tivos y de diagnostico molecular. Asimismo, he-
mos tratado de entender algunas de las propieda-
des de los antioncogenes (genes supresores de
tumores) y de sus respectivas proteinas antionco-
génicas. En lo siguiente se explicaran brevemente
las bases de estos estudios y los logros alcanzados
hasta el momento.

II. Virus tumorales como modelo de cancer

El material genético de una célula de mamifero es
complejo y posee mis de 100 mil genes; sin em-
bargo, el Virus del Simio 40 (SV40) es un exce-
lente modelo para estudiar transcripcion, replica-
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cion y transformacion en células eucaridnticas, tanto, debe usar toda la maquinaria enzimitica
esto se debe a que posee un pequefio genoma celular para transcribirse y replicarse.
que codifica sélo cinco proteinas y, por lo La proteina mis importante codificada por

SV40 es el antigeno T, responsable de varias acti-

oE MUESTRA LN MINICROMOSOMADE SVADAGTIVG EN vidades: estimula la proliferacion celular, induce
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ROTEINAS ESTRUCTURALES DE SV40 (V1| VP2! VP3) YILOS TRANSCRITOS TEMFRANOS GUE células primarias, transforma células e induce tu-
SIRVENPARA LA SINTESIS DELOS ANTIGENSS T PEQUENO YT GRANDE.

mores en ammales (figura 1). El antigeno T es
fundamental en la replicacion viral porque se une
ala ADN polimerasa-primasa y a otras proteinas
celulares importantes, tales como los productos
de los genes supresores de tumores p33 y retino-
RNAm blastoma. También regula la transcripcion de ge-
nes celulares y virales.

El SV40, ademis de poseer un reducido geno-
RNA Polimerosa ma, durante la infeccién litica de una célula pro-

Nucleosoma

duce medio millén de copias practicamente 1dén-
ticas (minicromosomas de SV40). Descubrimos
que solo 1% de los muinicromosomas es activo en
transcripcion y demostramos, en forma paralela,
que estos genomas virales activos tienen la misma
estructura que el resto de la cromatina viral o ce-
lular (Garigho ef af, 1979); es decir, contrario a lo
que se pensaba, las histonas no son mhibrdores
transcripcionales v pueden compactar en una es-
tructura nucleosomal a genes  transcripcional-
mente activos (figura 2).

El Dr. Alejandro Garcia Carranca (profesor del
Instituto de Investigaciones Biomédicas de la
UNAM), durante su trabajo de maestria en nues-
tro laboratorio uso el modelo de SV40 para de-

terminar que la subespecie altamente fosforilada
de la ARN polimerasa 1I es la que transcribe
ARN mensajero (Garcia e/ al., 1986). Respecto a

esto, es necesario mencionar que existen tres sub-
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especies de ARN polimerasa 11, conocidas como
I10, 1A y 11B. La diferencia entre éstas reside en
el extremo carboxiterminal de la subumdad de
mayor peso molecular. Dicho extremo estd alta-
mente fosforilado en la subespecie 110, hipofos-
forilado en IIA y ausente en IIB. En los municro-
mosomas de SV40 activos en transcripcion, de-
terminamos que la subespecie 110 predomina,
aungue existe una pequenia cantidad de ARN po-
limerasa I1A (/bid). Estos estudios concuerdan
con observaciones recientes (Dahmus, 1995) que
indican que la sub-especie IIA es la que reco-
noce la region promotora y la 11O es la que
transcribe, es decir, la polimerasa IIA debe fos-
forilarse para iniciar el alargamiento de las ca-
denas de ARN (figura 3).

Por otro lado, hemos podido purificar los mini-
cromosomas activos en replicacion, los cuales re-
presentan 5% del total de los minicromosomas de
SV40 (Miranda ef al., 1992); esto nos ha permitido
el estudio directo de proteinas celulares (antigeno
nuclear de proliferacion celular, topoisomerasas,
ADN polimerasas) y virales (antigeno T) asocia-
das a los complejos de SV40 activos en replicacion.

En paralelo con estos estudios, determinamos!
que el poliomavirus (perteneciente a la familia de
los papovavirus, al igual que SV40 y los papilo-
mavirus) usa estrategias para evitar la expresion
de genes tardios y favorecer aquella de sus onco-
genes durante la induccién de tumores (Talmage
et al., 1992).

Empleamos diversos mutantes  del  virus
polioma para entender el mecanismo molecular
por el cual este virus causa cancer en roedores; en
este sentido, nuestro proyecto en colaboracion
con el Dr. Thomas Benjamin se encamina a en-
tender la cooperacion entre los oncogenes virales
y celulares en el desarrollo de neoplasias murinas.

II1. Estructura y expresion de
protooncogenes y oncogenes

Los conocimientos y tecnologia adquiridos en
sistemas modelo de cincer se han aplicado
en forma paralela en humanos, con el fin de en-
tender las bases moleculares de esta enfermedad.
El descubrimiento  de los protooncogenes
(genes normales) y de los oncogenes en la década
pasada, ha permitido explicar el cancer a nivel
molecular debido a que los oncogenes represen-
tan formas mutadas de genes celulares normales,
y ellos indican claramente los blancos genéticos
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que se alteran por agentes cancerigenos. Cuando
los protooncogenes se alteran molecularmente, se
transforman en oncogenes activados; entre las al-
teraciones mds frecuentes tenemos: mutacion, rea-
rreglo génico y amplificacion. Los protooncoge-
nes desempefian funciones importantes para el
crecimiento celular, debido a que codifican para
factores de crecimiento, receptores a dichos facto-
res, transductores de sefiales y proteinas nucleares
que actian como factores de replicacion o de
transcripcion, al activar genes impottantes en el
crecimiento normal de la célula. Por ejemplo, la
proteina myc se localiza en el nicleo v participa
tanto en la replicacion del genoma celular como
en la regulacion de la transcripcion genética; la
proteina ras se asocia a la membrana citoplasmdti-
ca y envia sefales mitogémicas al interior de la
célula, es decir, actia como transductor de sefa-
les; los productos de los protooncogenes jun y fos
también se localizan en el nucleo celular y forman
el heterodimero jun-fos conocido como AP-1, el
cual es un factor de transcripcion importante.
Respecto a productos de protooncogenes que
actian como factores de crecimiento, podemos
mencionar a la proteina c-sis, que es homodloga a
la cadena B del factor de crecimiento secretado
por las plaquetas (0 PDGF por su siglas en in-
glés). El producto del protooncogen nex es un re-
ceptor de factores de crecimiento, que posee acti-
vidad de cinasa especifica de tirosinas. Se ha de-

1. En colaboracion con Thomas L. Benjamin (Harvard Medical School, Boston,

MA), Mauricio Salcedo y Luz Maria Rangel,
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terminado que una amplificacion del gen nen
(lamado también c-erb B-2) en cdncer mamario, se
correlaciona con tumores mMads agresivos.

IV. El gen ¢c-myc

El gen cmyc se encuentra frecuentemente alterado
en cincer humano. Este protooncogen consta de
tres exones, separados por dos intrones largos y
ademds posee dos regiones promotoras (P1 y P2)
y dos sitios CAP de iniciacién de la transcripcion.
El tamafio de los ARN mensajeros (ARNm), co-
dificados por ey, es de 2,030 y 2,200 bases, sin
tomar en cuenta la region poli-A. Los exones 2 y
3 del ARNm de myc, codifican para una proteina
de 439 aminodcidos.

Por otra parte, en la region amino terminal de
las proteinas myc (N-myc, c-myc y L-myc), exis-
ten dominios importantes: un dominio de activi-
dad transcripcional (aminodcidos 1 al 143), una
regién de inhibicién de la diferenciacion y una re-
gién que determina la union a la proteina codifi-
cada por el gen retinoblastoma (proteina Rb), del
aminodcido 41 al 178.

2. Varios investigadores de nuestro grupo estudian la estructura y expresion de
oncogenes y antioncogenes, en tumores cervicales y en lineas celulares
derivadas de ellos, obtenidas en el laboratorio del doctor Beny Weiss (ENEP,

Zarngoza).
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Las interacciones entre proteinas oncogenicas
(myc) y antioncogénicas (pRb) deben tener im-
portancia en el control transcripcional de genes
relacionados con la proliferacion celular. Nuestro
grupo ha determinado, en CaCu, la ncidencia de
mutaciones en la region de ey, que define Ia
unién a pRb. La region carboxiterminal presen-
ta una region bdsica, seguida de una region con
estructura helicoidal (del aa 369 al 410) y una
cremallera o cierre (zipper) de leucinas (del aa 411
al 439), estas regiones son fundamentales en la
unién de la proteina myc al ADN y en la dimen-
zacion con otra proteina celular. También encon-
tramos que la proteina myc forma heterodimeros
con la proteina max, los cuales se unen a secuen-
cias CACGTG, presente en regiones promotoras,
asi como que una sobreexpresion de myc lleva al
cambio de los homodimeros max-max a hetero-
dimeros myc-max, y cambia una represion génica
en una activacion (figura 4).

Asimismo, para que myc induzca apoptosts
(muerte celular programada) requiere de la nte-
raccion con max. En ese sentido, la proteina mad
también interactia Cofl max, pero no con myc,
mad y myc compiten por la unién a max, por lo que
el complejo mad-max es un represor transcrpcional.
Mad podria ser una proteina ANHONCOZENIC, PUucsto
que se opone a la funcion proliferativa de myc.

La expresion de cmyc depende de factores de
crecimiento y aumenta con la entrada de las célu-
las al ciclo celular, lo que sugiere que la expresion
de este gen puede ser un componente de la proli-
feracion celular normal. Se ha visto que la protei-
na myc participa en la replicacién del ADN y en
la transcripcién de genes que controlan el creci-
miento celular. Ademds, recientemente se ha de-
terminado que c-myc induce apoptosis en fibro-
blastos derivados de suero o en otras células que
estan bloqueadas en proliferacion por drogas o
citosinas antiproliferativas.

Hace varios afios determinamos que los onco-
genes celulares (por ejemplo, ¢-zyq) juegan un pa-
pel importante en el desarrollo de CaCu (Gariglio
et al, 1987 y Ocadiz et o/, 1987). En aproxima-
damente 80% de los tumores cervicales mvasores,
el gen c-mye estd amplificado y/o rearreglado; sin
embargo, estas alteraciones comienzan en etapas
preinvasoras del cincer de cérvix. Es posible que
en algunos tumores cervicales las alteraciones ob-
servadas en nuestro laboratorio tengan algo que
ver con una disminucién de apoptosis y, por lo

tanto, con el desarrollo del rumor.>
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V. El gen ras

Otro oncogen muy importante en el desarrollo del
cancer humano es rar. La familia de genes ras esta
formada por tres muy relacionados: Ha-ras, Ki-ras
y N-ras, los cuales se han caracterizado como
potencralmente transformadores que codifican
proteinas p21 ras (de 189 aa). Estos tres adquie-
ren el potencial transformante cuando, a causa de
una mutacion puntual, se altera un aminodcido
de la proteina en una posicion critica (aa 12, 13,
59, 61 o 63). En muchos tumores humanos y li-
neas celulares derivadas de ellos, se han encontra-
do genes rus activados que presentan mutaciones
frecuentes en la posicion 12 de p21 ras (tabla 1).
Desde hace varios ailos se sabe que rar actia co-
mo transductor de sefiales del exterior al interior
de la célula. La activacion de receptores con acti-
vidad de tirosina cinasa —tales como aquellos para
el factor de crecimiento epidermal (EGF), el fac-
tor de crecimiento derivado de plaquetas PDGF),
la nsulina o el factor de crecimiento neural
(NGF)—, transforma el complejo inactivo de
GDP-ras en el complejo activo GTP-ras (figura
5). Esta activacion es precedida de la autofosfori-
laci6n del receptor y de la asociacion del receptor
fosforilado con proteinas del citoplasma (proteina
adaptadora Gtb2 y el factor de intercambio de
nucleotidos Sos). Estos datos definen una via por
la cual algunas tirosina cinasas actuan a través de
ras, para controlar el crecimiento y la diferencia-
cion celular, y probablemente llevarin a entender
mejor la transformacién neoplasica. Los descu-
brimientos relacionados con oncogenes celulares
(por ejemplo new, myc y ras) permitiran, ademds, el
desarrollo de formas nuevas y racionales de tra-
tamuento del cincer humano.

VL. Presencia de papilomavirus humano
(PVH) y expresion de oncogenes virales

Algunos virus pueden contribuir al desarrollo de
tumores humanos al usar diferentes mecanismos
que van desde la estimulacién de la proliferacion
celular hasta la inmunosupresién (Gariglio y Ran-
gel, 1992). El virus del Epstein-Barr, de la hepati-
ts B, varios tipos de PVH y el virus de la leuce-
mia humana de células T, se asocian consistente-
mente a canceres especificos; sin embargo, la in-
feccién con estos virus no es suficiente para indu-
cir neoplasia. Los periodos largos de latencia
(varias décadas) entre la infeccion y el desarrollo
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ONCOGEN  ORIGEN CODON AFECTADO  CAMEIO DE BASE
Ha-ras CANCER DE VEJIGA 12 G-T
CANCER Mamario 12 G-A
CANCER DE PULMON 51 A-T
N-Ras NEUROBLASTOMA 61 C-A
CANCER DE PULMON 61 A-G
Ki-RAS CANCER DE PULMON 12 G-T
CANCER DE COLON 12 G-T

CAMBIO DE Aa

Gry-VaL
GLY-AsP
GLN-LEU
GLN-LYS
GLN-ARG
GLy-Cvs
GLy-VaL

de un carcinoma, asi como el bajo numero de in-
dividuos infectados que desarrollan cancer, su-
gieren que se necesitan otros factores para que
se origine un tumor maligno después de la in-
feccion viral.

Algunos tipos de PVH son considerados como
factores de riesgo en cancer genital. Con base en
su asociacion con CaCu, los PVH genitales se
pueden clasificar en grupos de bajo riesgo (tipos 6
y 11), riesgo intermedio (31, 33 y 35) o alto riesgo
(16 y 18). Los PVH tienen ADN de cadena doble,
circular y formado por alrededor de 7,900 pares
de bases; su genoma es organizado de una forma

FIGURA 5. 'i"RANSDUCCIQN DESENALES ' PROVENIENTES DE

IRECGERTORES A FAGTORES, DE \CRECGIMIENTQ, MEBIADA POR LA™
(NERGTEINAT FRETOGHEDEENIGAR RAS AN AGTIVAZIGNE DE I DICHOS |
IREGERTORESLLEVATA S AUTOFOSFORILAGIGN! L GUAL PERMITE LAT

| ASOGIAGIONIDE L'AS PROTEINASIGRB2 Y, SO, Y, A FORMAGIONIDEL
COMPLEID GTP-RAS ACTIVADO, MEDIANTE UNA CASEADAIDE CINASAS
SE TRANSMITEN SENALES AL [NUGLEO CELULAR, DONDE SE AGTIVAN
GENES NECESARIOS ENVEL CRECIMIENTO Y PROLIFERAGION DE ILA
CELULAL

\/ RECEPTORES
INACTIVDS RAS INACTIVO
1
Ros
GDP
AGTIVACION

DE RECEPTORES

ﬁ RAS ACTIVO

ENZIMAS CASCADA
ADAPTADORAS DE CINASAS
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similar, con genes de expresion temprana (E) y
otros de expresion tardia (L) (figura 6), codifica-
dos por la misma cadena de DNA (es decir,
transcritos en un solo sentido). La region que pre-
cede a los genes tempranos se llama region larga
de control (RLC o LCR) y contiene secuencias
promotoras y aumentadoras de la transcripcion,
asi como secuencias que controlan el micio de la

EIGURA (6. MAPA GENETICO DEL PAFILOMAVIRUS HUMANG TiPo

N6 (HPVA 6} SUIGENGIMAGONTIENEARROXIMABAMENTEBKE| DOBLEN
1 CADENA) PERCICONTIENE TODA LA INFORMACION 'GENE.TiGA' ENUNA
CADENA LY ESTA DIVIDIDO EN GENES TEM_PRANOS (E); FARDIOS (L) Y
| UNAREGION LARGA'DE CONTROL {LER). PA; SENAL DE POUADES
NlLAé_l'eN;.-B; BAMIEI RN ECO RIF K KNV ECOIRV SONISITIOSIDE
'RESTRIGCION |DE HPVA6. PO7 Es EL |PROMOTOR TEMPRANG, SE |
INDICA LA INTERRUPGION DEL GENOMA \VIRAL AL INTEGRARSE AL
(GENOMA GELULAR| GON EL CONSIGUIENTE BUOQUED.EN|LA SINTESIS
| DE (AT PRGTEINANEZ (TIRANSREGUIADOR! NEGATIVEEDE LANTRANS=
S ERIPCIGNPEIOSIONCAGENES EB YIEZ.oF Lo [PV GENITALES): |

INTEGRACION AL
GENOMA CELULAR

E2 AUSENTE

¢ B, MUY AcTIVO

AUMENTA
EXPRESION
DEEG Y E7

L

replicacion. La region temprana codifica para
proteinas que se necesitan en la replicacion del
genoma vital (E1, E2) y una proteina (E2) que
puede actuar como activador o represor de la
transcripcion de los oncogenes virales (E6, E7).

Entre las evidencias de que algunos PVH estin
involucrados causalmente en CaCu, tenemos: 1) ¢l
ADN viral se encuentra entre 80 y 90% de dichos
tumores; 2) el ADN de PVH se integra al genoma
celular, con la consecuente mnactivacion del gen
E2 que favorece la expresion de los oncogenes vi-
rales E6 y E7; 3) en tumores y lineas celulares de-
nvadas de carcinomas cervicales, se encuentra
ARNm y proteina de los oncogenes E6, E7; 4) se
ha demostrado que E6 y E7 (provenientes de los
PVH 16 o 18) son capaces de inmortalizar culti-
vos primarios de queratinocitos humanos y de
transformarlos en cooperacion con el oncogen ras
activado. Ademds, al cultivar durante largos tiem-
pos las células inmortalizadas por B6 y 7, éstas
dan origen a clonas malignas, lo que sugiere que
un gen celular (posiblemente myc o ras, o tal vez
p53) se modifica en dichos cultivos.

En cuanto a la integracion del genoma vical al
ADN celular, cuando la lesion progresa de pre-
cancerosa a cancerosa, vale la pena destacar que la
integracion en el genoma celular es al azar, aun-
que en algunos casos nuestro grupo ha encontra-
do que ocurre dentro o muy cerca del gen ez, lo
cual sugiere que tanto PVI como oncogenes ce-
lulares activados (c-myd) participan en  CaCu
(Gariglio et al,, 1987 y Oacadiz e al, 1987); por otra
parte, el ADN viral se rompe en la region E1-E2,
con lo cual se inhibe la sintesis de la proteina E2 v
se estimula la expresion de los oncogenes virales.

En un trabajo reciente® encontramos que esta
proteina actia como inhibidor de la transcripcion
de los oncogenes virales de los PVH genitales de
alto riesgo, pero activa aquella de los papilomavi-
rus cutaneos (Guido ez /., 1992). Es decir, la inte-
gracion del genoma viral con la consecuente -
bicion de la expresion de E2, favorece la expre-
sion de los oncogenes de PVH genitales y por
consiguiente el desarrollo de un carcinoma. En
este estudio nos dimos cuenta que la distancia
entre la caja TATA y el sitio de unién proximal de
la proteina E2 al ADN juega un papel importante
en la inhibicion de la expresion de los oncogenes
virales 6 y E7. Al usar técnicas de ingenierfa ge-
nética, hemos terminado un estudio sobre el me-
canismo fino de interaccion entre E2 y TFIID
(factor transcripcional que se une a la caja TA-
TA). Con base en lo anterior, podemos concluir
que la integracion del genoma viral al DNA celu-
lar es un paso importante del desarrollo de CaCu.

3. Con la participacion del doctor Efrain Garrido y Rocio Zamorano, y en y se apoya asi la hipétesis del desarrollo del can-

colaboracién con el grupo del doctor Alejandro Garcia C, cer en etapas mul tiplES‘
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Nuestro grupo* ha analizado (mediante mu-
ragénesis dirigida, retardamiento de oligonu-
cleonidos y ensayos de actividad CAT) la im-
portancia de los sitios NF-1 presentes en la re-
ai6n LCR de los PVH, sobre la expresién de
los oncogenes virales.

VII. Participacién de antioncogenes en cdn-
cer humano

(Cuando se fusionan células normales y tumorales,
frecuentemente la célula hibrida pierde el cardcter
rumoral, e indica que a la célula neoplasica le falta
un gen regulador negativo del crecimiento y que
es posible recuperar dicho control al fusionarla
con una célula normal. Estos genes de regulacion
negativa del crecimiento se llaman genes supreso-
res de tumor o antioncogenes, uno de los mas
estudiados es el gen retinoblastoma (R4). La pér-
dida o mnactivacion de Rb predispone al desarrollo
de retinoblastomas y osteosarcomas.

La proteina retinoblastoma (p105-Rb) es uno de
los blancos celulares de proteinas oncogénicas vi-
rales. Asi, se han encontrado complejos formados
entre pl105-Rb y el antigeno T grande de SV40, o
bien, entre p105-Rb y el producto del oncogen E7
de los PVH tipo 16 o tipo 18. En todos los casos,
las oncoproteinas virales mactivan a pl05-Rb, lo
cual favorece el crecimiento descontrolado de las
células. La interaccion de proteinas oncogénicas
virales con una proteina celular comun, sugirio la
existencia de un complejo entre myc y pl05-Rb,
¢l cual se reporto recientemente (ver apartado IV).

Otro antioncogen importante es p53. Estudios
epidemiologicos han indicado que entre 50 y 60%
de los tumores malignos poseen mutaciones en
P33, es decir, éste es el gen que se encuentra mis
frecuentemente mutado en cancer humano
(Hollstein ez af, 1991) (figura 7). Las mutaciones
en el gen p33 se reflejan en una proteina con vida
media larga; después de su sintesis, la proteina
P53 mutada no se degrada rapidamente, como
ocurre con p33 silvestre y se acumula en las célu-
las. La proteina p53 mutada inactiva a la p53 sil-
vestre, al formar complejos multiméricos con ella.
Al parecer, la forma fosforilada de p53 es la que
mhibe el ciclo celular (figura 8), es decir, la
que detiene el crecimiento de la célula (forma an-
noncogenica); esta modificacion postranscripcio-
nal ocurre en la fase G1 del ciclo celular y estd
mediada por la cinasa p34 cde2 (Ullrich e al,
1992a y 1992b).
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La proteina oncogénica E6 de los PVH de alto
riesgo forma un complejo con p53 y destruye ra-
pidamente  a  esta proteina  antioncogénica
(Scheffner e al, 1990); es posible que el efecto
oncogénico de los PVH resulte, en parte, de este
tipo de interacciones. Al parecer las funciones
normales de p53 y pRb se bloquean durante el
desarrollo del CaCu, ya sea por mutaciones en di-
chos antioncogenes o por interaccion de las pro-
teinas antioncogénicas con las proteinas E6 y E7
de los PVH de alto riesgo, respectivamente.

VIII. Carcinogénesis en etapas multiples

Estudios con virus tumorales indican que los on-
cogenes participan en las diferentes etapas del
desarrollo de un tumor maligno; algunos de estos
virus poseen dos oncogenes que cooperan para
inducic un fenotipo completamente tumorigénico.
Hemos visto que los PVH poseen dos oncogenes

4. En coluboracion con F. Thicery y M. Yaniv del Instituto Pasteur dé Paris y
con la participacion de la doctora Esther Lopez B,

5. En colaboracién con los doctores Joseph DiPaclo (NIH, Bethesda, MD),
Luis Alvarez S. y la maestra Araceli Velizquez, terminamos un estudio sobre
Ia regulacion transcripcional negativa de los oncogenes E6 y E7 de PVH por
p53. En un estudio similar, con la pacticipacion de Efrain Garrido,
encontramos  que la region de PVH posee un sitio E2F (factor de
transcripeion) y que pRb es capaz de bloquear dicha region al inhibir la
expresion de los oncogenes virales. Es conocido que pRb pude unirse o
inactivar el factor E2F; por lo tanto, planteamos que Rb inhibe la expresion

de los oncogenes E6 y E7 de PVH por la inactivacion de E2F.
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y que las proteinas oncogénicas virales inactivan a
proteinas antioncogénicas celulares, lo que sugiere
que cada oncogen se especializa para inducir una
parte del fenotipo requerido en la transformacion
maligna total. Este concepto fue extendido a un
buen nimero de los oncogenes de origen celular.
Asi, ni los oncogénes ras 0 zzy¢, por separado, son
capaces de nducir una transformacion completa,
en tanto que los dos oncogenes juntos pueden al-
canzar dicho resultado (figura 9). El descubn-
miento de la colaboracién entre oncogenes, ayuda
a entender el mecanismo de la carcinogénesis en
etapas multiples.

Con base en lo anterior, debemos pensar que
cada paso en el proceso de tumorigénesis refleja
una mutacion que lleva a la activacion de uno u
otro oncogen celular. Por lo tanto, pretendemos
determinar el mecanismo por el que los oncoge-
nes virales (E6 y E7 de los papilomavirus huma-
nos) cooperan con el oncogen rus para transfor-
mar cultivos celulares primarios de queratinocitos;
también estudiamos la participacion de mye y ras
en el desarrollo del CaCu. Es posible que en hu-
manos deban alterarse 5 o 6 genes durante el de-
sarrollo de un tumor maligno. Ademis de onco-

genes y antioncogenes, durante el desarrollo de un
tumor se alteran varios genes involucrados en ¢l
temible proceso de metistasis, pero el cincer no
seria un enemigo tan potente si pudiésemos con-
trolar la metistasis, es decir, la nugracion de cé-
lulas tumorales al sistema linfatico v sanguineo,
que frecuentemente origina tumores en distintos
lugares del orgamismo. Esto constituye el principal
problema clinico en cincer, pues la remocion del
tumor pramario es, en la mayoria de los casos,
perfectamente factible. Junto con los doctores
Mauricio Salcedo y Luis Benitez Bribiesca, se es-
tudia el papel que ¢l gen #m23 puede tener en
metdstasss, originada de un CaCu. El producto de
este gen se ha relacionado con la supresion
de metdstasis en varios carcinomas (por ejemplo
en cancer mamario).

IX. Diagnoéstico molecular y vacunas en cancer

El diagndstico de las alteraciones genéticas
{oncogenes, antioncogenes y genes nvolucrados
en la metistasis) es de gran importancia clinica y
permite un prondstico acertado y el disefio de
nuevos métodos terapéuticos en cancer humano.
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BIOMEDICINA MOLECULAR, ONCOGENES Y CANCER HUMANO

Por ejemplo, es sabido que las células leucémi-
cas que expresan oncoproteinas hibridas, tales
como E2A-PbX1 o ber-abl, son de muy mal pro-
nostico. Afortunadamente, las alteraciones mole-
culares de estas leucemias son especificas y es po-
sible usar técnicas moleculares relativamente sim-
ples para detectar genes hibridos o sus productos
aberrantes. Esto permite un diagnéstico temprano
v un tratamuento apropiado en subtipos agresivos
de la enfermedad.

Con la participacion de Enrique Miranda y Ma-
no Gutiérrez (doctores del Hospital General de
México) hemos detectado, mediante el uso de la
tecnologia de PCR, alteraciones frecuentes del -
po E2A-pBX1 y del tipo ber-abl en nifios leucé-
micos; estas alteraciones no siempre cotresponden
con la translocacion cromosémica esperada. Por
ejemplo, el rearreglo E2A-PbX1 se ha observado
ncluso en ausencia de la translocacion t (1; 19)
(q23; p13), que afecta el brazo largo del cromo-
soma (en q23) y el brazo corto del cromosoma 19
{en p13); o bien el rearreglo ber-abl (figura 10)
que se observa algunas veces en ausencia de t (9,
22) (q34; q11). Debido a que los métodos mole-
culares son mas sensibles y precisos que los cito-
genéticos, es indudable que nos encontramos
en el 1nicio de una nueva era en el diagndstico
de las leucemias,

Respecto a la deteccion de PVH vy el diagndsti-
co de tipo viral en lesiones premalignas y malig-
nas del cérvix, hemos realizado varios estudios de
epidemiologia molecular, tanto en la ciudad
de México como en Monterrey (Gariglio e af,
1987 y Gonzilez es al, 1992). El estudio mas re-
ciente® de este tipo involucra poblaciones con
bajo y alto riesgo de cancer cervical.

Dado el componente viral en CaCu, no parece
lejano el momento de desarrollar una vacuna.
Respecto a esta posibilidad, es necesario recordar
que el sistema inmune es capaz de reconocer y
reaccionar contra las células cancerosas. Cuando
una célula normal se transforma en cancerosa,
frecuentemente esta reaccion es inespecifica y esta
mediada por células NK. Sin embargo, cuando
una célula normal se transforma en cancerosa, ella
expone en su supertficie marcadores alterados que
son reconocidos por el sistema inmune como ex-
trafios al organismo. Es necesario tener en cuenta
que algunos cinceres que se presentan en indivi-
duos inmunodeficientes son aquellos que se aso-
cian con virus tumorales, y sugieren que una res-
puesta inmune normal es de particular importan-
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cia para combatir tumores inducidos por virus.
Sin embargo, los tumores mids frecuentes en indi-
viduos inmunodeficientes son leucémicas y lin-
fomas, que estin asociados con el uso de terapias
nmunosupresivas pero no lo estin con virus tu-

6. En este trabajo empleamos PCR para la deteccién de los distintos tipos de
PVH y participaron Mauricio Hernindez, Eduardo Lazcano, Luz Maria
Rangel y Violeta Ibarra,
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molares. Varios ejemplos en animales indican qué
proteinas virales son capaces de invocar una res-
puesta inmune que puede prevenir la aparicién de
un tumor, o bien, inducir 1a regresion de tumores.
La administracion de virus saccna recombinante
que expresa proteinas de PVH16 (tales como E6
y E7) puede provocar una respuesta inmune en
ratas, contra células tumorales transplantadas
(células cotransformadas por PVH16 y ras). Tam-
bién se encontrd que ratones inyectados con virus
vaceina, modificado para producir la proteina E7
de PVHI16, rechazan células que expresan E7 al
ser transplantadas a la picl de dichos roedores.
Por otro lado, ganado vacuno inyectado con la
proteina E7 del papilomavitus bovino es capaz de
combatir tumores inducidos por este vitus; el
tratamiento con la proteina E7 estimulé fuerte-
mente la respuesta inmune celular. Hemos visto,
en colaboracién con el doctor Lutz Gissmann
(Loyola University, Chicago), que la respuesta
inmune humoral contra oncoproteinas celulares
(ras) y contra oncoproteinas virales (E7) se en-
cuentra estimulada en lesiones precancerosas y
cancerosas, respectivamente. Con base en estos
estudios, es interesante la idea de iniciar protoco-
los de vacunacién (vacuna terapéutica) en pa-
cientes con cancer cervical avanzado, cuyo diag-
nostico ha demostrado que la lesidn contiene
PVH de alto riesgo; en dichos protocolos, se po-
drian emplear péptidos de E7 con epitopes fuer-
tes O Virus vacina que expresan proteinas tempra-
nas de PVH tipo 16y 18.

Pensamos que con los avances recientes en el
estudio de los oncogenes, los antioncogenes,
los virus tumorales y del sistema inmune, se
abren nuevas posibilidades respecto al diag-
ndstico y vacunas, tanto preventivas como te-
rapéuticas en CaCu. g

fw

Alvarez, L; Velazquez, A. y Lopez, E.; Woodworth, C,; Ga-
mmido, E; Garglio, P. y DiPaolo, ]. (en prensa).
“Transcriptional Repression in Normal Human Kerati-
nocytes by Wild-type and Mutant p53”, en Cancer Letters.

Dahamus, M. (1995). “Phosphorilation of the C-terminal
Domain of RNA Polymerase I, en Biochemica et Biophyst.
ca Acta, 1262: 171-182.

Garcia, A.; Gariglio, P. y Dahmus, M. (1986). “Structure of
Monkey Kidney Cell RNA Polymerase II. Characteri-

192 ciencia ErRGO SUM

zation of RNA Polymerase Associated With SV40
Latetranscriptional Complexes”, en Arh Biochem Bio-
Physics, 251: 232-238.

Gariglio, P.

Liopis, R.; Qudet, P. y Chamnbon, P. (1979). “The

Template of the Isolated Native SV40 Transcriptional
Complexes is a Minichromosome”, cn J Mol Bio/, 131.
75-105.

Ocadiz, R. y Sauceda, R. (1987). “Human Papilo-

mavirus DNA Sequences and c-mye Oncogene Altera-

tions in Uterine-cervix Carcinoma”, en Cancer Cells, 5:

343-348.

y Rangel, L. (1992). “Virus y cincer”, en Saiud Pub.
Méx, 308-317.

Gonzilez, M.; Barrera, H.; Avilés, L.; Alvarez, L. y Gariglio,

P. (1992). “Prevalence in Two Mexican Cites of Human
Papillomavirus DNA Sequences in Cervical Cancer”, en
Rev Inv Clin, 44: 491-499,

Guido, M.; Zamorano, R.; Garrido, E.; Gn:igﬁo, P. y Garcia,
A. (1992). “Early Promoters of Genital and Cutancous
Human Papillomaviruses are Differentially Regulated by
the Bovine Papillomavirus Type 1 E2 Gene Product”, en
The Journal of General Virelagy, T3: 1395-1400.

Hollstein, M.; Sidransky, D.; Vogelstein, B. y Harris, C.
(1991). “p53 Mutations in Human Cancer”, en Seenee,
252: 49-53.

Miranda, E.; Garrido, E.; Garcia, A. y Gariglio, P. (1992).
“Inmunopresipitation of SV40 Replicating Minichromo-
somes Complexed with Bacteriophage T4 Gene 32 Pro-
tein”, en Nuwdleic Acids Research, 20: 903-907,

Ocadiz, R.; Sauceda, R.; Cruz, M.; Graef, A. y Gariglio, P.
(1987). “High Correlation Between Molecular Alterations
of the e-my Oncogene and Uterine-cervix Carcicoma”, en
Cancer Res, 47: 4173-4177.

Scheffner, M.; Wemess, B.; Huibregtse, ]J.; Levine, A. ¥
Howlley, P. (1990). “The E6 Oncoprotein Encoded by
Human Papillomavirus Types 16 and 18 Promotes the
Degradation of p53”, en Ce/, 63: 1129-1136.

Talmage, D.; Freund, R.; Dudensky, T,; Salcedo, M.; Gari-
glio, P.; Rangel, L; Dawe, C. y Benjamin, T. (1992).
“Heterogeneity in State and Expression of Viral DNA in
Polyoma Virus Induced Tumors of the Mouse”, en -
rology, 187: 734-747.

Ullrich S.

— Anderson, C.; Mercer, W. y Appella, E. (1992a).
“The p53 Tumor Suppressor Protein, a Modulator of
Cell Proliferation”, en J. Béal. Chem., 15259-15262.

_____ Mercer, W. y Appella, E. (1992b). Oncogene, 7:
1635-1643.

Vou 4 Numemo Dos Juuso 1587



