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RESUMEN 

En este trabajo se analizaron 17 tumores de cerebro humano 

(6 meningioma s, 4 astrocitomas, 3 adenomas, 2 glioblastomas , 1 

craneofaringeoma y un meduloblastoma) , proporci onados por el 

Instituto Nacional de Neurolog ía y Neurocirugía, para el estudio 

de l as posibles alteraciones de l proto-oncogene celular myc 

(c-myc), en este tipo de c &ncer. Se detectó un elevado porcentaje 

de alteraciones moleculare s para los tumore s benignos (7 0%) y de 

un 57 % para los tumores malignos. El mayor g rado de amplificaci¿n 

del gene fue de 40 veces y para el rearreg lo , de tres fragmentos 

adic ionale s a los fragmen t os de i3 y 12 Kpb correspondientes al 

tejido normal. Estos resultados sugieren un importante papel del 

oncogen c-myc en el desarroll o de tumores de cerebro humanos. 



INTRODUCCION 

El 
, 

cancer, en la actualidad, es un verdadero problema social 

para la humanidad, considerandose que anualmente en el mundo 

deben producirse unos seis millones de nue vos pacientes con esta 

enfermedad. 

Las enfermedades neoplásicas constituyen un proceso 

patolÓgico que no solo pertenece a la humanidad del pr e se n t e , 

sino que aJn desde la misma prehistoria ya existia, como ha 

podido ser observado en momias procedentes de 1,500 a 3, 00 0 a no s 

A.C . mediante métodos radiolÓgicos, que han mostrado signos de 

lesiones provocadas por tumores malignos en los hue sos (1). 

También se tienen tratados sobre 
, 

el c a nce r desde los tiempos de 

HipÓc r ates (470-380 A.C.), r e gistro s de Cels o , Galeno, Rhazes de 

Bassora, Andres Vessalio, en t re muchos otros. 

En cuanto a lo s conocimientos te~ricos y morfolÓgicos sobre 

e l ' cancer, el mayor progreso ha sido el descubrimiento de la 

especÍficidad celular cuando Virchow demuestra que todo 
I 

cancer 

está constituido por células que a su vez provienen de unidades 

celulares específicas iguales. Con esto se pudo establecer una 

clasificación de los cánceres en el siglo XIX, y para 1911 en 

Dinamarca, J. Fibiger logra la producción experimental 

sistemática de un cáncer de estómago en una rata al inocularla 

con Spiroptera neoplasticum. 

El primer cáncer experimental por sustancias químicas fue 

obtenido en JapÓn, en 1915, por Yamagiwa e Itchikawa , los cuales 

desarrollaron 
, 

cancer de piel en cone j os, por medio de 
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aplicaciones de alquitrán de hulla. Desde entonces, tanto en el 

campo experimental corno en el terap~utico los trabajos se han 

multiplicado (1). 

Una neoplasia (tumor), en el sentido bio - clÍnico, es una 

neofo r maciÓn tisula r originada a expensas de un grupo celular 

l ocaliza do en un área determinada de tejido, producto de un 

aumento absoluto de las célu l as po r una multiplicación progresiva 

y apa ren t emente autónoma del 

crecimiento del t ej ido (l l . 

control de limi t ac ión del 

Las propie d a des biológicas que parec en ser carac terísticas 

del cancer, no solo e stan relacionada s con l a ir.for mación 

inherente al contenido de las células, 

medio-ambientales. 

sino tamb ién a fa c t ore s 

La incidencia de c~ncer en la pobl a c ión human a va~ i a 

marcadamente en relación a la clase social, medio de v ida y zon~ 

geogr~fica . En la actualidad ocupa uno de los pr imeros 5 l uga res 

corno causa de defunción en países desar r o l l ado s, y e n l os 

subdesarrollados este valor es mayor de l 10 % (2 , 3 ) . En nues tro 

país se ha regis trado un incremento importan t e e n 

de mortalidad, el cual e n la actualidad es 

el 

cerca 

porcen ta J e 

de l 5 %; 

falleciendo uno de cada 20 mexicanos por algún tipo de neoplasia. 

Debido a lo anterior, l as neoplasias ocupan el sexto lugar como 

causa de la mortali da d en M~xico (3). 

En estudios realizados en el Noroeste de México, se enc ontró 

que el carcinoma cervicouterino ocu pa el primer lugar, entre 

1, 7 60 casos de pacientes con cáncer, con un 34% de frecuencia 

seguido por el carcinoma broncógeno y el de mama con un 11% (4). 
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Los estudios epidemiológicos atribuyen múltiples causas a 

los c~nceres humanos, como la exposición a sustancias qu{micas, a 

radiaciones y a virus (5, 6). Estos factores, biolÓgicos, 

qu{micos y f{sicos actJan sobre el genoma celular dando una 

expresión celular inapropiada (Esquema 1). 

Por otro lado, los progresos en el conocimiento de la 

Biolog{a Molecular de los virus cancerígenos, han conducido a la 

identif icaciÓn de genes ' del cancer, cuyo funcionamiento parece 

ser responsable de la transformación de una célula normal en 

celula cancerosa. 

Los descubrimientos modernos en la i nvestigación del cáncer, 

parecen ofrecer una via para el entendimiento de los procesos 

moleculares que desencadenan el crecimiento y multiplicación 

incontrolables de las células malignas (5). 

Muchos de los recientes trabajos en oncolog{a molecular son 

motivados por la propuesta que una célula neoplásica se 

desarrolla a partir de una progenitora normal como una 

consecuencia de cambios celulares (probablemente mJltiples). 

Tales cambios pueden ser epigénicos; pero la creencia común sobre 

el cáncer es que tiene su origen en las mutaciones (7-9) y el 

poder persuasivo de alteraciones indefinidas en la estructura del 

DNA, teniendo enfocada la atención en los eventos genéticos. Los 

genes mutantes conocidos como oncogenes y que corresponden a 

alelos de diferentes tipos son llamados proto-oncogenes (genes 

celulares normales) (10). 

Los miembros del gran grupo de proto-oncogenes han sido 

identificados experimentalmente por la homolog{a de su secuencia 
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nucleotÍdica a oncogenes virales. Los genes celulares homólogos, 

conocidos por conveniencia c orno c-onc (11), s on denominados 

proto-oncogenes porque ello s han servido a parentemente corno 

blancos para la transducción por retrovirus y 
, 

asi ser 

progenitores celulares norma les de oncogenes virales (12-14). 

l os 

En 1908 Ellerrnan y Ban g reportaron que la sangre de pollos 

con leucemia contenía un agente infeccioso infiltrable capaz de 

causar leucÓsis en otros pollos (15) pero no se le diÓ 

importancia porque se creía que solo los tumores sólidos eran 

enfermedades cancerosas verdadera s y no fue s ino hasta que R. 

Rous rnostro en 1910-1911 que los tumores sólidos (s arcomas) en 

pollos son causa dos por virus (15). Inde pendientemente de Rous, 

Fujinarni e Irnarnoto en 1914 descubriero n un virus causante de 

tumores sólidos en pollos (15). Después se descubrió que estos 

virus oncogénicos pertenece n al grupo de virus que contienen RNA, 

ahora llamados retrovirus. Actualmente se sabe que no todos los 

virus de este grupo son oncogénicos (15) . 

Actualmente se conocen mas de 30 virus los cuales tienen 

aproximadamente 20 diferentes oncogenes (Tabla 1). Tarnbi~n s e 

conocen muchas prote{nas oncogénicas de v arios de estos virus. 

Con estos hallazgos, se habian r elacionado los proto-oncogenes 

por su homología con oncogenes r etrovirale s (16) . Sin embargo la 

demostración de que estos elementos genÓrnicos pueden adquirir 

propiedades malignas 

retrovirales 
, 

exogenas 

sin 

fue 

la contribución de secuencia s 

primero obtenida por med io de 

experimentos de transferencia de genes (17). Estos ensayos 

revelan la presencia de genes trans f orrnantes en una fracción 

6 
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Tabla l. ONCOGENES CONOCIDOS ACTUALMENTE Y ALGUNAS CARACTERISTICAS 

VIRUS ORI. DES. DEL PROT.CEL. LOC . CROM. LOC.PROT. 
ONC. HUMANO 

Sarcoma d e 
Rous Pollo src p 60 20 Membrana Celular 
Sa rcoma de 
Felino Gato f es p92 15 Membrana Ce l ular 
Sa rcoma de 
Felino Ga t o fg r 6 Membr a n a Ce lular 
Sarcoma de 
Felino Gato fm s p l70 5 Membr a na Celular 
Sarc oma de 
Yagamuchi Pollo ye s p90 Membra na Celu l ar 
Le ucemia de 
Abelson Ratón abl p l 50 9 Membrana Ce lular 
Sarcoma de 
Kirstein Rata K-ras p 21 12 Membrana Celu : ar 
Sarcoma de 
Harvey Rata H- r as p 21 11 Membra n a Celu l a r 
Sa rcoma de 
Rasheed Rata N-ras p 21 1 Membr a na Celular 
Mielocito-
matósis 
aviar MC29 Pollo my c p53 8 NÚcleo 
Carcinoma 
de pulmón Humano L-myc 1 Núcleo (') 
Neuroblas-
torna Humano N-my c 2 Núcleo (?) 

Mielocito-
rnatósis 
aviar BAl Pollo myb pllO 6 Núcleo 
Eritroblas-
tósis aviar Pollo erb-A 17 Citoplasma 
Eritroblas-
tósis Aviar Pollo erb-B p45 7 Membrana Celular 

Continua en la sig. pag. 



TABLA l. Continuación 

Sarcoma de 
mono Mono sis p56 22 Membrana Celular 
Sarcoma de 
ratón Ratón mos p37 8 Citoplasma 
Osteosarco-
ma de ratón Ratón fos p39 2 Núcleo 
Sarcoma 
Aviar Pollo ski 1 NÚcleo 
Sarcoma de 
ratón Ratón raf p90 3 Citoplasma 
Mielocito-
matósis 
aviar MH2 Pollo mil Citoplasma 

ORI.: Origen del Oncogen Viral; DESC. DEL ONC .: Designación del 
Oncogen; PROT. CEL.: Proteína Celu lar; LOC. CROM. HUMANO: 
Localización Cromosómica en el Humano; LOC. PROT.:Localización de la 
proteína oncogénica en la célula. 
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significativa de cJnceres humanos, 

:amente (18). 

así como en tumores animales 

-oncogenes han sido altamente conservados en el 

uciÓn; así por ejemplo, el proto-oncogene e-ras 

nto en la levadura corno en el hombre (19 , 20), y 

lo encon trarnos tanto en Drosophila corno en todos 

vertebrados ( 21) ; esto sugiere que los 

realizan funciones cruciales en l a célula. 

982 , estudio los niveles de actividad de diversos 

e en embriones de rata tomados en di fe rentes 

u desarrollo (Figura 1) , concluyendo que 

funci6n de estos genes es necesaria en los 

i rios, donde no existe diferenciación (6) 

Ls del origen com~n de los oncogenes es apen a3 

evidente que los productos de muchos oncogenes 

,r -flns, v-raf) no solamente poseen actividad de 

que tales propiedades aparentemente Juegan un 

le tirosina protein-cinasa (22 - 24). 

itudios se ha podido dividir a los oncogenes en 5 

tun no se marcan definitivamente las diferencias. 

La comprenden los oncogenes src, fps/fes, abl, 

•S productos 

25, 26) • 

de estos genes son tirosina 

Comprende los oncogenes de la familia ras / bas: 

Ai-ras , Ha-ras, N-ras y otros (27, 28) .Proteínas que se unen al 

GTP. 

9 
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Familia 3. En esta están los oncogenes myc y myb, los cuales 

tienen productos con propiedades de enlace al DNA (Proteínas 

nucleares) (25). 

Familia 4. Estos oncogenes, fms, erb-B y sis de los vi rus 

aviares AC-Cl3 sus productos son glicoproteínas. Probablemente 

estas proteínas juegan un papel muy importante en la membrana 

celular, y como factores de crecimiento. 

Familia 5. 

codifican para 

hormonal (29). 

En esta se encuentran los oncogenes B-lyrn 

proteínas con funciones regulatorias de 

que 

tipo 

Algunos oncogenes tienen características muy particulares, 

por ejemplo , myc es un oncogene que confiere a l a s célula s la 

habilidad de inmortalizarlas, entretanto ras las lleva a una 

transformación. El pro to-oncogene erb-B 

precurso r del factor de crecimiento epidermal 

factor aparentemente posee propiedades 

(fosforilaciÓn de la tirosina) (Figura 2). 

codifica para un 

(EGF) , ya que este 

de proteina-cinasa 

Recientemente se ha empezado a entender como funcionan las 

proteínas codificadas por algunos proto-oncogenes; estos estudios 

sugieren que dichas proteínas desarrollan un nÚmero limitado de 

funciones (29-31). Podríamos mencionar que algunas de las 

proteínas (yes, fgr, abl, fps, fes y ros) son tirosina-cinasas 

(32); otras, son factores de crecimiento tales como el factor de 

crecimiento derivado de las plaquetas conocido como PDGF (29, 

30). 

El producto de algunos proto-oncogenes actúa en el núcleo 

celular, oncogenes de esta familia que se expresen en forma 

11 
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FIGURA 2. SITIOS DE ACCION DE LOS PRODUCTOS EN LAS CELULAS 

DE ALGUNOS PROTO-ONCOGENES 
(TOMADO DE T. HUNTER, REF. 32) 
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desregulada podrían alterar tal vez la transcripción de muchos 

genes necesarios para un crecimiento y proliferación 
I 

descontrolados de las celulas cancerosas corno para que estas 

lleven a cabo el temible proceso de metástasis. Lo mencionado 

an t e riormente podria expl i car el elevado nÚme r o de alteraciones 

I 
que pre s entan las celulas tumorales; entre e s to s proto-oncogenes 

podernos citar myc, my b , fos , mi l y ski . Se piensa que una función 

de srregulada de myc hace de la replicación del DNA celular un 

proceso continuo e n las células tumorales; la presencia en una 

célula de g randes cantidades de myc podr{a traer como 

con secuencia la inmortalidad de las células y su replicación 

i ndefin i da , contrariamente a lo que sucede en células no rma les , 

l as cuales tienen una capacidad de div isión finita . Lé. 

inmortalizaciÓn por 
, 

Sl. sola no convierte necesariamente un a 

célula ~ormal en tumoral (Figura 3); la ac tivación de un segundo 

oncogen sería un paso necesario para pro vocar las otra s 

respuestas que caracterizan e l estado canceroso ( 33 ) ' se ha 

descrito que ciertos pares de oncogenes (por ejemplo myc y ras, o 

bien el antigeno T de SV40 y ras) pueden cooperar para 

t r ansformar cultivo s primarios de células. 

El proto-oncogene c-myc es tal vez uno de los más estudiados 

actualmente, no s olo porque esta alterado (amplificado, 

translocado y mutado) en diversos tipo s 
, 

de cancer humano, sino 

por sus interesantes características en células normales. Por 

e jemplo, el grupo R. Watt (34) y más recientemente el grupo de D. 

Stehelin (14) determinó l a secuencia del gen c-myc humano normal; 

este gene posee tres 
, 

exones y dos largos intr~nes; tanto el 

13 



COMPLEMENTACION 

(A) Myc (T·og SV40, Py; Ela)/ras(mT,Elb) 
~ 

Nucleos 

myc activado ·----. 

ros activado --

activados {myc --~ ras 

~ 
REF 

Citoplasma 

(-) 

--~-(+) 

Transformación 
a tumorigénesis 

( B ) Retrovirus con dos oncogenes 

LTR m b ets 
' /1 / ., 

erb A erbB 
mil myc 

LTR 

FIGURA 3. TRANSFORMACION DE UNA CELULA NORMAL EN CANCEROSA, POR LA 

COLABORACION DE DOS ONCOGENES . RETROVIRUS PORTANDO DOS ONCOGENES, 

ESTABLECIENDOSE UNA COMPL&"!ENTACION 
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primer exÓn corno otras secuencias adicionales del lado 5' es tan 

altamente conservados entre la rata y el hombre; esta región es 

la rn~s frecuentemente alterada en los linfornas de Burkitt (7). En 

un trabajo reciente ( 35), se analizó la hipersensibilidad a 

DNasa I del extremo 5' del gen c-rnyc encontrandose patrÓnes de 

se nsibilidad que c orrelacionan con el estado de actividad del 

gen , tanto en células normales corno en tumorales (linforna). 

Por otro lado, los grupos de R. Weinberg, G. Cooper, M. 

Wigle r y M. Barbacid , han descubierto en los ~ltirnos 5 años 

oncogenes en diversos tumo res humanos. El DNA de tumores, al ser 

introducido por transfecciÓn e n células normales en c ul tivo es 

capaz de transformarlas en cancerosas. 

Corno se activan los oncogenes? 

l. Activación por medio de mutaciones puntuales. 

Estudiando las l íneas celulares T24, EJ, SK -N-SN, Calu-I, 

HL-60 y otras se encontró que los genes con actividad 

transformante son estructuralemente indiferenciados de los mismos 

genes en células normales (rnapeo con enzimas de restricción) . 

Adem~s el nivel de expresión de estos oncogenes en tumores es 

aproximadamente el mi smo corn~ en las células normales; sin 

embargo, estos genes poseen actividad transformante, mientras sus 

análogos de células normales no la tienen (36, 37) • Una 

determinación de la estructura 
, 

primaria del oncogene de celulas 

normales y tumorales muestran que la diferencia esta solamente en 

una substitución nucleotÍdica , como en el caso de los tumores T24 

15 



y EJ la substitución es un G por T, resultando el cambio de una 

valina por glicina (Tabla 2). 

Recientemente, tres oncogenes ras han sido caracterizados en 

humanos: H-ras, K-ras y N-ras; estos genes codifican para 

prote {nas de 189 aminoácidos. La caracterización molecular de los 

loci K-ras y H-ras indica que ellos han adquirido propiedades 

malignas a causa de una sola mutación puntual , la cual afecta la 

incorporación de los aminoácidos 12 y 61 de la proteína. 

Mutaciones en el codÓn 12 de K-ras alteran secuencias reconocidas 

por enzimas de restricción (Figura 4). Comparativamente con genes 

H-ras transforrnantes, lo s oncogenes K-ras han sido detectados en 

un nfunero mucho más alto de neoplasias humanas (38,39). 

2. Activación por medio de amplificación del oncogene. 

En l{neas celulares HL-60 se encontró un pronunciado 

incremento de la expresión del gen c-rnyc; un aumento de la 

e xpresión del gen c-Ki-ras en l{neas celulares Yl; de c-abl en 

l{neas celulares de CML; y del gen c-rnyb, en un tumor del 

intestino grueso (38-40). Sirnultanaernente fue posible establecer 

que estos oncogenes estaban amplificados en estas lÍneas 

celulares, por ejemplo, si en una línea celular la expr esión del 

gen c-rnyc esta aumentada de 30-40 veces, entonces el número de 

copias de este gen en la célula esta aumentado equivalentemente 

(Tabla 3). 

Corno el gen c-onc es amplificado , 
, 

aun no se conoce 

exactamente, pero este proceso ocurre por medio de una etapa de 

la formación de una doble minuta (es la región del cromosoma que 

16 
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TJl.BLA 2. MUTACIONES PUNTUALES DEL ONCOGEN e-ras HUMANO 

FUENTE DEL ALELO ONCOGEN ras CODONES 
HUMANO 12 59 61 

Normal c-H-rasl GGC GCC CAG 
Gly Ala Gln 

Linea celular de 
vejiga EJ / T24 c-H-rasl GTC GCC CAG 

Val Ala Gln 
Línea celular de 
pu lmÓn HS242 c-H-rasl GGC GCC CTG 

Gl y Al a Leu 

Normal c-K-ras2 GGT GCA CAA 
Gly Ala Gln 

Línea celular de pulmón c-K-ras2 TGT GCA CAA 
Cy s Ala Gln 

Línea celular de 
colon SW480 c-K-ras2 GTT GCA CAA 

Val Ala Gln 
Línea celular de . 
carcinoma de pulmón 
LL-10 CGT 

Arg 
Línea celular de 
vejiga Al698 CGT 

Arg 

Normal N-ras GGT GCT CAA 
Gly Ala Gln 

L!'nea celular de 
neuroblastoma SK-N GGT GCT Jl,AA 

Gly Ala Lys 
LÍnea de carcinoma 
de pulmón SW12 71 GGT GCT CGA 

Gly Ala Arg 
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TABLA 3 . AMPLIFI CACION DE ONCOGENES CELULARES HUMANOS 

ONCOGENES 

c - myc 

c -myc 

c - rnyc 

N- myc 

N- myc 

N-rnyc 

c - abl 

c -my b 

c-my b 

c - erb- B 

c-K-ras2 

N- ras 

TUMOR O LI NEA CELULAR GRADO DE 
AMPLIF I CACION 

Línea celular de leucemia p r o - 20 X 
mielocÍtica , HL- 60 y tumor 
pr i mario. 
Línea celular APUDorna , 40X 
COLO 320 . 
Lí neas celulares de carcinoma 5-3 0X 
de pu lmón en células peque~as. 

Ne uroblastorna primario (esta - 5- lOOOX 
dio III y I V) y líneas ce -
lulares de neuroblas t orna . 
Línea celular de retinoblas - 10 - 200 X 
torna, Y79 y tumores primarios . 
Líneas celulares de c arc inoma 50X 
de pulmón en células pequeñas 
y tumor . 

Líne a celular de leucemia mie - 5- lOX 
loide crónica , K56 2 . 

Líne as ce l ulares de carcinoma lOX 
de colon, COLO 201 / 205. 
Leuce mia mieloide aguda 5-l OX 

Línea celular de carcinoma 30X 
epidermoide A431. 

Carcinoma primario de pulmón, 4- 20X 
colon , vej iga y r ec to . 

Línea de carc inoma de mama . 5-20X 
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carece de un centrÓmero) y termina con la aparición de cromosomas 

con zonas homogeneamente teñidas ( HSR) ( 3 9) . En otras palabras, 

las regiones del DNA amplificadas con la ayuda de los cromosomas 

DM y conteniendo un gene onc insertado entre uno de los 

cromosomas (no necesariamente el mismo cromosoma donde el 

oncogene se encuentra usualmente), resultando de la formación de 

regiones homogeneamente teñidas . La amplificación de los 

oncogenes en ning~n caso es un evento raro y esto juega un papel 

muy importante en la oncogénesis natural (10, 39 -4 2). 

Recientemente se ha determinado que tanto myc como ras están 

amplificados (44). En estos caso el aumento en la concentración 

celular de los mRNA de los oncogenes no se debe probablemente a 

que dichos genes sean altamente transcritos s ino que aumente el 

' numero de genes que pueden ser t ranscritos en ciertos tejidos . 

3. Acti v ación por integración de elementos genéticos móviles, 

cerca de un encogen . 

La 
. ~ 

expresion del gen c -mos ha sido demostrada en 

plasmacitoma XPC-24 de ratón. Aparentemente la activación de este 

gen fue debido a la integración de una partícula A, semejante a 

retrovirus, del lado 5' del exón del gen c-mos proviral (45). 

De hecho la c~lula puede tener muchos elementos mÓviles 

semejando a transposones, capaces de cambiar su posición en el 

genoma (45, 46). 

4. Activación por rearreglos cromosomales. 
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En un estudio del linforra de Blrkitt en el ho~bre y 
. , , 

plasrr-aci torna_ en raton, se · enc:ontz.o que estas E: r:fermeczde~' es:.tán 

Cc· racter:' . ~?.das por re-arreglos crc ·r.iosmr.á.les E: ~' pe: c.ÍficoL<. P<:ra el 

heomlne esta es l~na tran's.locación crorr.osÓmic2 (un segmento de DNA 

cercano a la pu~ia de un crorrosoma p~ sa a formar parte de ctro 

cromosoma), er:tre. el cromosoma 8 y el 14 (raramente al 2 ó 22) 

(Figura 5), mientras que en el ratón es del 15 al 11 (rarame nte 

al 6). También se· encontró que en el cromosoma 8 en el hombre y 

15 en el ratón tienen el gen c-myc, mientras que en los 

cromosomas 2 , 14 y 22 (del hombre), 6 y 11 (del ratÓn) poseen los 

genes de inmunoglobulinas (47); la expresión del gen c-myc se 

, . 
aumenta como resultado ere la translocaciÓn cromosomica, 

probablemente a causa de que esta controlado por nuevos elementos 

regulatorios de la transcripcibn (en el cromosoma al cual se 

transfirió) como si fuera un gen para inmunoglobulinas, los 

cuales son altamente transcritos (48, 49) (Tabla 4). 

En muchos casos, . no se ha encontrado, aumentado el nivel de 

transcripción de c-myc en algunos tumores, pero aparece alterada 

la transcripc ión de RNA (50). Otros estudios muestran 

directamente que la parte terminal del e x Ón 5' se pierde durante 

la translocaciÓn (51). 

Consecuentemente, el potencial oncog~nico del gen c-myc 

puede ser activado durante la translocaciÓn o por otros medios, 

como una intensificación de su transcripci6n o cambios en su 

estructura. 

5. Activación por demetilaciÓn del encogen. 
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8 14 14+ 

FIGURA 5. EN EL LINFOMA DE BURK ITT EXISTE UNA TRANSLOCACION, ENTRE LOS 

CROMOSOMAS 8 Y 14 , EN DON DE EL ONCOGEN c-my c CAMBIA DE POS ICION (8 :14 ) 

TRANSLOCANDOSE AL LOCUS DE LAS CA DENAS PESADAS DE LAS INMUNOGLOBULINAS 
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TABLA 4. ONCOGENES TRANSLOCADOS EN LINEAS CELULARES 

LINEAS CELULARES ONCOGEN CROM.ORI. CROM . TRANS . TRANS . AL 
LOCUS 

Plasmacitoma de 
, 

15 raton c-myc (D2/3) 12 (Fl) IgH 
Inmunocitoma de rata c-myc 7 6 
Linfoma de Burkitt 
(Humano) c-myc 8 (q24) 1 4 (q32) IgH 

2 (pl3) IgK 
22 (qll) Ig ;>.. 

Leucemia mielogénica , 
cronica (Humano) c-abl 9 (q34) 22 (ql 1) ber 
Lin foma y células B 
leucemia (Humano) bd-1 11 (q l3) 14 (q32 ) IgH 

CROM.ORI.= Cromosoma de Origen; CROM.TRANS.= Cromosoma al que se 
Translocó; TRANS. AL LOCUS= Translocado al locus. 



Actualmente se le esta dando también importancia al grado de 

metilaciÓn de los genes en la regulación de 
. . . , 

su transcr1pc1on 

(52). Es posible que la dernetilaciÓn de los proto-oncogenes puede 

resultar en una activaci~n de estos, sin embargo, lo s datos de 

este problema son pocos y solo se tienen como un medio de 

ac tivación hipotética. 

Como se mencion~ anteriormente, es posible 
, 

que mas de un 

oncogen deba ser activado para que se desarrolle un tumor (33) 

(Figura 3). Este tipo de estudios ha venido a confirmar, a un 

nivel molecular, la evidencia clÍnica y los estudios en células y 

tejidos tumorales que postulaban que la carcinog~nesis es un 

proceso de etapas m~ltiples. Esto podría explicar tambi~n el 

hecho de que en general un tumor tarda años en desarro llarse y 

que l os cánceres más comúnes tienen lugar en tejidos de r;pida 

proliferación, corno son: paredes intestinales, pulmón, pie l y 

tejido cervicouterino. 

Es ampliamente conocida la estrecha relación entre la 
, . , 

incidencia de cancer en la poblacion humana y clase soc ial, zona 

geográfica y medio de vida. El cáncer ocurre princ i palmente e n 

personas de edad productiva que va de 30 a 50 años. En Méx ico las 

estadísticas reportan que la mortalidad por neoplasias es de un 

11% (2, 53 ) , donde el cáncer de cerebro ocupan el 2% (54). 

El objetivo central del presente trabajo es el determinar 

las posibles alteraciones del oncogen c-myc y caracterizar su 

comportamiento a nivel molecular en neoplasias intracranea les 

humanas, ya que como se mencion~ en la 
, 

introduccion, esta 

implicado en varios tipos de tumores humanos. Tratar de 
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establecer la posible correlación clínica entre el grado de 

alteración del oncogen c-myc y el tipo histológico. 

Así esperamos encontrar, que si el oncogene c-myc está 

amplificado la banda de 13 y 12 kb (EcoRI e HindIII) va a ser mas 

intensa que las del tejido normal. Cuando aparezcan mas bandas de 

las esperadas en las muestras tumorales con respecto al tejido 

normal entonces sera un rearreglo que pudiera ser translocaciÓn o 

mutación puntual. 

MATERIAL Y METODOS 

La metodología utilizada en e ste trabajo, comprende las 

técnicas 
, 

mas empleadas en Ingeniería Genética y Bio logía 

Molecular, las cuale s estan completamen t e desarrolladas y 

estandarizadas en el Laboratorio del Dr. Patric i o Gariglio de l 

CINVESTAV-IPN. También se cuenta con el plásmido HLM-Xba, el cual 

consta de un fragmento del gene c - myc humano que mide 3.5 kb, y 

que comprende el primer exón,parte del primer intrón (Fig. 6) y 

el plásmido pBR322 de 4.3 kb, con el cual se t ransformó una cepa 

de Escherichia coli Kl2 donada por el Dr. Dominique Stehelin del 

Instituto Pasteur de Francia. En nuestro laboratorio fue aislado, 

purificado y caracterizado (55) con diferentes enz i mas de 

restricción. 

La amplificación, aislamiento y purificación del plásmido 

HLM-Xba es como sigue: 

I). Amplificación del plásmido HLM-Xba. 
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FIGURA 6 . MAPA DE RESTRICCION DEL PLASMIDO HLM- Xba 
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a) Se inocularon 25 ml de medio Luria con ampicilina a una 

concentración de 50 pg/ml. Se incubó a 37ºC, en agitación 

constante (200 rpm) durante 12 a 16 horas. 

b) Con los 25 ml de cultivo anterior (a) se inoculó un 

matraz conteniendo 1 litro de medio de cultivo Luria con 

ampicilina. 

Se incubó a 37°C, en agitación constante durante 2.5 ho ras. 

c) Se agregó cloranfenicol a una concentración final de 17 0 

pg/ml y se incubó a 37°C, con agitación de 12 a 16 horas. 

d) Se determinó el crecimiento midiendo su densidad Óptica a 

600 nm. 

II). Aislamiento del plásmido. LÍsis por alcalÍ. 

a) El cultivo obtenido anteriormente , se centrifugó 10 rnin. 

a 7000 rpm. 

b) Se desechó el sobrenadante. 

c) Se resuspendiÓ el paquete bacteriano en 20 ml de Solución 

I (ver Apéndice de Soluciones) y se agregó lisozima a una 

concentración final de 5 mg / rnl. Esto es para romper la pared 

celular. 

d) Se dejó a temperatura ambiente durante 5 min. 

e) Se añadieron 40 ml de Solución II (Apéndice), recien 

preparada. Se mezcló gentilmente por inversión varias veces. 

Dejandose a 4ºC durante 10 rnin. Con esto se rompen las células. 

f) Se agregó 30 rnl de solución fria de acetato de potasio 

(Apéndice), rnezclandose por inversión y dejandose en hielo 10 

rnin. Con esto se logró precipitar los restos celulares, menos el 

plásrnido. 
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g) Se centrifugó a 8000 rpm por 1.5 horas a 4ºC. 

h) Se transfirió el sobrenadante a tubos Corex de 150 ml. 

i) Se agregaron 0.6 volumenes de isopropanol y se dejaron 15 

min. a temperatura ambiente. Es to es c o n la finalidad de 

precipitar el plásmido. 

j) Se centrifugó durante 30 min.a 7000 rpm a temperatura 

ambiente, porque las sales pueden precipitar a 4ºC. 

k) El sobrenadante se desechó y se lavó con etanol 70 % y se 

secó al vaci¿. 

1) Se resuspendiÓ el plásmido en 5 ml de buffer TE (pH 8.0). 

III) Purificación del plásmido. 

La purificación se hizo por la técnica de gradiente 

isopícnico de cloruro de cesio-bromuro de etÍdio. 

a) Se incubó el plásmido resuspendido en buffer TE (pH 8.0), 

con RNasa a una concentración de 50 pg/ ml, 45 min a 37°C. 

b) Se disolvió 30 g de CsCl en 35 ml de TE. 

c) Se transfirió con una j e ringa estéril la solución de CsCl 

a un tubo de polialomero para rotor VTi 50 de la ultracentrÍfuga 

Beckman L8-55. 

d) Se transfirió el plásmido con jeringa estéril. Este paso 

se hizo con mucho cuidado para evitar romper el DNA. 

e) Se mezcló gentilmente por inversión, eliminando las 

burbujas que se hallan formado. 

f) Se añadió 6 pl de una solución de bromuro de etÍdio. El 

bromuro de etÍdio debe manejarse con guantes. 

Se mezcló gentilmente por inversión, protegiendo los tubos 

de la luz, ya que el bromuro de etÍdio es fotosensible. 
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g) Se eliminaron todas las burbujas, debido a que el tubo se 

puede colapsar al ser centrifugado a alta velocidad. Para evitar 

lo anterior, se agregó al final una capa de aceite mineral. 

h) El tubo se taro a un peso igual al contrapeso. 

i) Una vez equilibrados, se sello por la parte superior y se 

volvió a tarar. 

j) Se centrifugó en rotor VTi5 0 a 45000 rpm, en un rango de 

temperatura de 15 a 25ºC, al vació, durante 16 ho ras. 

k) Después de centrifugar, se recuperaron los tubos y se 

o bservaron en un cuarto obscuro con una lampara de U.V. de onda 

larga para localizar las bandas de DNA (Figura 7 ). 

1) Se recuperaron las bandas por punción, manteniendo el 

bisel de la aguja hacia arriba por abajo de la banda a recuperar 

y se desechó el resto del tubo en un lugar especial. 

m) Se agreg6 un volumen de alcohol isoamÍlico o butano l 

saturado con agua. Se mezclo vigorosamente. Esto se hizo con la 

finalidad de extraer el bromuro de etÍdio de la muestra. 

n) Se centrifugó a 10000 rpm por 5 min. 

o) Se transfirió la fase acuosa a un tubo limpio. 

p) Se repitió varias veces hasta que el color rosa de la 

fase acuosa desapareci6. 

q) Se dializó contra buffer TE (pH 8.0), para eliminar el 

CsCl, haciendo dos cambios del buffer, de 2 litros cada uno. 

r) Despues de 6 horas de diálisis, se le agregaron 2.5 

volurnenes de etanol absoluto frío por cada mililitro de solución, 

y se ajustó a lOOmM de NaCl. 

s) Se dejó a -70 ºC por 40 min o a -20ºC toda la noche. 
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FIGURA 7. GRADIENTE ISOPICNICO DE CLORURO DE CESIO, 
USADO PARA LA PURIFICACION DEL PLASMIDO 
HLM-Xba 

30 



t) Se centrifugó a 10000 rpm por 30 min. 

u) El sobrenadante se recuperó y se secó el precipitado al 
. , 

vac:i.o. 

v) Se resuspendiÓ el paquete en un mínimo de volumen de TE 

(pH 8.0) (p. ej. 100-200 pl). 

w) La concentración del DNA se determinó en un 

espectrofotómetro (260 nm). 

Sobre la caracterización del plásmido con enzimas de 

restricción, ver referencias 24 y 55. 

Marcado del plásmido HLM-Xba 

La DNA polimerasa I de E. coli, añade residuos nucleotÍd icos 

en el extremo 3' el cual es creado cuando una de las dos cadenas 

de la molécula de DNA es abierta. Además la enzima , por medio de 

su actividad exonucleasa, puede remover nucleÓtidos del extremo 

5' de la abertura. La eliminación de nucleÓtidos del extremo 5 ' y 

la adición secuencial de nucleótidos al extremo 3', da como 

resultado el movimiento del rompimiento y la sustitución (Nick 

Translation) a lo largo del DNA. Reemplazando los nucleÓtidos 

preexistentes con nucleÓtidos altamente radiactivos, es posible 

preparar DNA marcado con .3~ con una alta actividad específica 

(56, 57). 

A continuación se da el protocolo estandar para marcajes con 

3'P utilizando DNA polimerasa I de E.coli: 

1) Solución de DNA (plásmido) 

2) Buffer de nucleÓtidos 
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3) dNTP marcado radiactivamente 

4) Agua desionizada estéril 

5) Solución enzimática 

a) Se incubó a 15°C por 3 horas la mezcla de reacción. 

b) Se paso por cromatografía a través de Sephadex G-50 para 

separar el DNA marcado de los nucleÓtidos no incorporados, y se 

colectaron fracciones de lml. 

c) El DNA se excluye en el volumen vació (aproximadamente el 

30% del volumen total de la columna) ~ 

d) Se tomaron alícuotas de lpl de cada fracción y se contó 

la radiactividad incorporada en un contador de centelleo líquido. 

El primer pÍco consiste en la sonda de DNA con los 

. nucleÓtidos incorporados, mientras que el seguna~ ~nnsiste en los 

nucleÓtidos no incorporados (Figura 8) • 

Por otro lado se trabajaron las muestras tumorales y tejido 

normal de cerebro las cuales fueron proporcionadas por el Dr. 

Hector H. Figueroa T. del Departamento de Genética del I.N.N.N. 

de la s.s. Las muestras de tejido fueron congeladas a -70ºC hasta 

el momento de su p~nrp~amiento. A todas las .muestras se les 

practicó un estudio histopatolÓgico el cual fue realizado en el 

mismo Instituto de Neurología. 

Al tejido tumoral y normal se le cJ:tr~)Ó el DNA de acuerdo 

al siguiente protocolo: 

1) Se homogenizÓ el tejido en solución de NaCl al 0.9% 

2) Se lavó tres veces en solución de NaCl al 0.9%, 

centrifugando cada vez a 3000 rpm por 10 minutos. 
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3) El paquete celular se resuspendi6 en buffer de lÍsis, 

0.2% de SOS y 500 pg/ml de Proteinasa K (Ver Apéndice de 

Soluciones). 

4) Se incubó a 37°C de 6 a 12 horas con agitación constante. 

5) Se extrajÓ con fenol saturado con TE, 3 veces, con 

centrifugaciones de 10 minutos a 3000 rpm. Recuperandose siempre 

la fase acuosa. 

6) Se extrajÓ una vez con fenol-cloroformo (1:0.5). 

7) Extraer una vez con cloroformo-alcohol isoamÍlico (24:1). 

8) A la f~se acuosa se agregó etanol absoluto frío, para 

precipitar el DNA celular. 

9) Se incubó a -70ºC por 30 minutos o a -20ºC toda la noche. 

10) Se centrifugó a 6000 rpm por una hora. 

11) La pastilla se secó al vació. 

12) El DNA se resuspendiÓ en TE (pH 7.5) 

13) La concentración se determinó al espectrofotómetro 

(260/280nrn). 

Cuando ya se tuvo el DNA aislado y purificado, se digirió 

con las enzimas de restricción EcoRI e HindIII, las cuales 

originan fragmentos de 13 y 12 Kpb respectivamente y que 

contienen al gen c-myc completo (Figura 9). 

Electroforesis en gel de agarosa. 

Con la digestión anterior se facilita que el DNA celular 

penetre en el gel de agarosa al 0.9% y puedan ser separados los 

fragmentos de 13 y 12 Kpb del resto del genoma. 
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FIGURA 9. MAPA PARCIAL DE RESTRICCION DEL ONCOGEN c-myc HUMANO. LA 
SONDA UTILIZADA (PROBE) ES EL FRAGMENTO HindIII-XbaI, INDICADO CON LA 

BARRA GRUESA . LOS RECTANGULOS CORRESPONDEN A LOS TRES EXONES DEL GEN. 

TAi''1BIEN SE INDICAN ALGUNOS SITIOS DE RESTRICCION 
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1) Se fundió la agarosa al 0.9% en buffer TPE (pH 7.8) 

Apéndice de Soluciones). 

(Ver 

2) Se dejó enfriar a 50ºC y se agregó bromuro de etÍdio a 

una concentración final de 0.5 pg / ml de una solución patrón de 

lOmg/ml. 

3) La cámara de electroforesis se preparó según la Figura 

10. 

4) La agarosa se vertió en la c~mara de electroforesis y se 

dejÓ gelificar. 

5) Se agregó el buffer TPE (de corrida) hasta que sobrepaso 

la superficie del gel. 

6) Las muestras de DNA se agregaron con una micropipeta. 

7) Se inició la electroforesis a 50V durante 16 horas a 

temperatura ambiente. 

8) Se recuperó el gel de agarosa y se observó en un 

transiluminador de luz U.V. para posteriormente tomarle una foto 

utilizando película tipo 57 o 55, ASA 3,000, Polaroid (Figura 

11). 

Transferencia tipo Southern a papel de nitrocelulosa 

1) Se agregó solución desnaturalizadora al gel y se incubó a 

temperatura ambiente con agitación constante por dos horas. 

2) Se desechó la solución desnaturalizadora y se lavó dos 

veces con agua bidestilada. 

3) Se agregó solución neutralizadora, a temperatura ambiente 

con agitación constante por dos horas. 

4) Se lavó tres veces con agua bidestilada. 

36 



Solución Amortu~uodoro 
de corrido 

Gel de AQorosa 

FIGURA 10. CAMARA DE ELECTROFORESIS 

- -- - -- -------
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FIGURA 11. GEL DE AGAROSA (0.9%) DESPUES DE LA 
ELECTROFORESIS TE~IDO CON BROMURO DE 
ETIDIO 
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Después de este punto el DNA se transfirió por capilaridad 

al papel de nitrocelulosa (56, 58). 

5) En un recipiente con buffer de transferencia, SSC lOX 

(ver Apéndice), con una placa de lucita (Figura 12), se colocó un 

papel Whatman 3MM, humedecido en solución SSC lOX, sirviendo como 

puente para el flujo del buffer de transferencia. 

6) Se colocó el gel de agarosa encima del papel Whatman 3MM 

y se eliminaron las burbujas con ayuda de una pipeta. 

7) Se humedeció el filtro de nitrocelulosa (del tamaño del 

gel), en una soluc ión SSC 2X, hasta que estuvo totalmente humedo 

por 2 minutos. 

8) Se colocó el filtro sobre el gel y se eliminaron l as 

burbujas. 

9) Se humedecieron 2 piezas de papel Whatman lMM en solución 

SSC 2X y se colocaron encima del filtro de nitrocelulosa , 

eliminando siempre las burbujas. 

10) Se cortaron toallas de papel absorbente, suficiente para 

alcanzar una altura de 7 a 10 cm, colocandose sobre el papel 

Whatman lMM y sobre estas toallas un peso de aproximadamente 500g 

(Figura 12). 

El objetivo fue el permitir que se forme un flujo de líquido 

del tanque a través del gel y del filtro de nitrocelulosa, de tal 

manera que los fragmentos de DNA fueron eluidos del gel y 

depositados en el filtro de nitrocelulosa. Para esto se dejo la 

transferencia de 12 a 20 horas. 
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11) Se removieron las toallas y los papeles lMM. El filtro 

de nitrocelulosa se sumergió en SSC 6X a temperatura ambiente por 

5 minutos. Se desechó el gel de agarosa. 

12) Se secó el filtro entre dos hojas de papel Whatman lMM y 

se horneo durante dos horas a 80ºC al vació. Se guardo el filtro 

de nitrocelulosa en una bolsa sellada hasta su uso. 

Cuando ya se tuvo el filtro de nitrocelulosa con el DNA 

tumoral y normal por un lado, y por el otro la sonda radiactiva 

se llevo a cabo la prehibidizaciÓn e hibridización (56) según se 

describe a continuación: 

Prehibridización e HibridizaciÓn 

1) Se humedeció el filtro en SSC 6X por dos minutos. 

2) Se colocó el filtro dentro de bolsas sellables y 

resistentes a 50ºC (p.ej. Sears/ Seal-n-Save). 

3) Se agregaron 0.2ml de solución prehibridizadora por cada 

cms del filtro (Ver Apéndice). 

4) Se eliminaron todas las burbujas posibles, se selló la 

bolsa y se incubó en un baño de agua a 42ºC de 12 a 24 horas. 

5) Se desechó la solución de prehibridizaciÓn y se agregaron 

50 pl de solución de hibridizaciÓn por cada cm2. , 480 pl de EDTA 

0.25M y la sonda radiactiva (previamente calentada en un baño 

María a ebullición durante 10 minutos y sumergida inmediatamente 

• en hielo), 1 a 4 X 10 cpm/pg. 

6) Se incubó a 42°C durante 24 horas. 

7) Se recuperó la sonda y se realizaron los siguientes 

lavados al filtro. 
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a) Solución I: SSC 2X; se lavaron 3 veces a 50 º C, durante 15 

minutos cada lavado. 

b) Solución II: SSC O.lX y SOS 0.1%, 2 vec es a 50 º C por 30 

minutos. 

8) Se 
, 

seco el filtro a temperatura ambiente sobre una hoja 

de papel Whatman 3MM. 

Autorradiogra f Ía 

1) Se colo có e l filtro en plástic o especial (p . ej. 

Egapack). 

2) Primero se colocó una placa de rayos X e n el c a ssette 

para autorradiografÍas. Después el filtro y a l Último otra placa 

de rayos X. El cassette ya tiene i nc l uidas las panta l las 

intensificadoras, una a cada lado (Figura 13). 

3) Se expusó el tiempo necesario a - 70 º C, utilizando una 

película Kodak X-Omat AR y se reveló como sigue. 

Revelador 1.5 minutos 

Solución Stop 30 segundos 

Fijador 3 minutos 

Agua 10 minutos 

4) Se secó a temperatura ambiente. 

5) Se leyó la autorradiografÍa en un espectro f otome tro a 

560nm (densitometrÍa). 
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RESULTADOS 

Las muestras de tumores intracraneales (6 meningiomas, 4 

astrocitomas, 3 adenomas, 2 glioblastomas, 1 craneofaringeoma y 1 

meduloblastoma) y tejido normal, proporcionadas por el Opto. de 

Genética del I.N.N.N. se mantuvieron a -70ºC hasta el momento de 

su procesamiento. 

En la figura 14 se pueden apreciar las huellas dejadas por 

la sonda radiactiva al encontrar secuencias homólogas; 

observandose fragmentos de 13 y 12 Kpb del gene c-myc, las cuales 

coinciden con las esperadas para el tejido normal (carril N), 

mientras que para las muestras tumorales T-2, T-5 y T-8 presentan 

bandas mas intensas. En el caso de T-8 se observan fragmentos 

adicionales a los de 13 y 12 Kpb por lo que pensamos que es un 

rearreglo 

detectada 

del 

en 

oncogene c-myc. Sobre 

los tumores T-2 y 

el tipo 

T-5, solo 

de alteración 

se detectó 

amplificaci6n, ya que el tamaño en peso molecular de las bandas 

corresponde a los fragmentos del tejido normal. El grado de 

amplificación va de 4 a 32 veces del oncogene c-myc (determinado 

por densitometría, ver Tabla 5), siendo específicamente de 11 

veces para el T-2, 32 veces para el T-5 y para el T-8 que además 

presento rearreglo, la amplificación es de 4 a 18 veces. Los 

tumores intracraneales T-2 y T-5 son histopatolÓgicamente 

meningiomas (tumor benigno) ambos del sexo femenino con 2 y 4 

años de evolución del tumor respectivamente, mientras que el 

paciente T-8, era del sexo masculino del tipo histopatolÓgico 

astrocitoma (tumor maligno) con 15 días de evoluci6n (Tabla 6). 

La edad de estos tres casos era de 22 años para el T-2, 55 años 
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FIGURA 14. AUTORRADIOGRAFIA DE DNA DE TUMORES DE CEREBRO HUMANO Y 

TEJIDO NORMAL , DIGERIDOS CON EcoRI (E) e HindIII (H) 
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TABLA 5: LECTURAS EN EL ESPECTROFOTOMETRO DE LAS BANDAS DE 
DNA 

TUMOR LECTURA A GRADO DE 
560nm AMPLIFICACI ON 

FIGURA 14 
N 0 . 6 lX 
T- 2 6. 6 llX 
T- 5 19.2 32X 
T- 8 10. 8, 7 .2 18X, 12X 

6. 6 , 2 . 4 llX, 4X 

FIGURA 15 
N 0 .3 lX 
T-10 l. 2, 0.6 4X, 2X 
T-11 0.29 lX 
T- 12 l. 2 4X 
T-13 4. 8, 0.91 16X, 3X 

FIGURA 16 
N 0.76 lX 
T-15 15.2, 30.4, l. 52 20X , 40X, 2X 
T-16 9.12 12X 
T- 18 12.92 17X 
T-19 12.16, 8 . 36 16X , llX 

FIGURA 17 
N 0.33 lX 
T-22 0.34 lX 
T-24 0.32 lX 
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TABLA 6: TUMORES DE CEREBRO HUMANOS ANALIZADOS 

TUMOR SEXO EDAD DX.HISTOPAT. PROCEDENCIA EVOLUCION ONCOGEN c-myc 
A R 

2 
5 
8 

10 
11 
12 
13 
15 

16 
18 
19 

21 
22 
23 

24 
25 
26 

F 
F 
M 

F 
F 
M 
F 
F 

F 
F 
M 

M 
M 
F 

M 
M 
F 

22 
55 
53 

44 
65 
37 
68 
22 

44 
20 
25 

50 
19 
22 

16 
43 
52 

Meningiomab 
Meningioma 
Astrocitomam 

Meningioma 
Meningioma 
Glioblastomam 
Meningioma 
Adenomab 

Astrocitoma 
Astrocitoma 
Craneofarin
geomab 
Meningioma 
Adenoma 
Meduloblas
tomaffi 
Astrocitoma 
Adenoma 
Glioblastoma 

Edo.de Méx. 
D.F. 
Edo.de Méx. 

D.F. 
D.F. 
Oaxaca 
D.F. 
Edo.de Méx. 

Veracruz 
Guerrero 

D.F. 
D.F. 
Edo.de Méx. 

D.F. 
D.F. 
More los 
Hidalgo 

2 años 
4 años 
15 días 

3 años 
3 años 
3 meses 
5 años 
2 años 

l mes 
5 meses 

1.5 años 
2 meses 
6 años 

2 meses 
3 meses 
5 años 
3 meses 

llX 
32X 
18X, 12X 
llX, 4X 

4X, 2X 
l X 
4X 

l 6X, 3X 
20X, 40X 

2X 
12X 
17X 

16X, llX 
lX 
lX 

lX 
lX 
lX 
lX 

DX. HISTOPAT.= Diagnóstico HistopatolÓgico; A= Amplificación; R= 
Rearreglo; F= Femenino; M= Masculino; D.F.= Distrito Federal 
b= Tumor benigno; m= Tumor maligno. 

+ 

+ 
+ 

+ 
+ 

+ 
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para T-5 y 53 años para el T-8, dos provenientes del Edo. de 

México (T-2 y T-8) y uno del Distrito Federal (T-5) (Tabla 6) . 

Para los casos de la Figura 15 se observan ambas 

alteraciones (ampli ficaci ón y rearreglo) para el encogen c-myc. 

Los tres tumores del tipo histopatolÓgico men i ngioma que 

presentaron ambas alteraciones fueron T- 10, T-11 y T-13. 

Con amplificaciones del oncogene c-myc de 2 a 16 veces, además 

del rearreglo para ambos alelos, de 9.3 y 7 . 0 Kpb para el T-10 y 

de 9.3 Kpb para el T-11, mientras que para el T-13 se detecta una 

banda de 13 Kpb con un grado de amplificación de 16 veces (mayor 

a los muestras T-10 , T-11 y T-12) y una banda adicional de 4.3 

Kpb con amplificación de 3 veces para la cual no encontramos 

e xplicac ión. Para la muestra tumoral T-12, que 

histopatolÓgicamente es un glioblastoma (tumor maligno) , 

procedente de Oaxaca, del sexo masculino con una evolución del 

tumor de 3 meses, solamente se detectó amplificación de 4 veces 

del oncogene c -myc (Tabla 6). 

Las alteraciones detectadas con la sonda radiactiva HLM-Xba, 

en la figura 16, fueron amplificación y rearreglo para los 

tumores T-15 y T-19, el primero del Edo. de México y el segundo 

del Distrito Federal, con un promedio de edad de 23 años. El 

grado de amplificación en ambos alelos fue de 2 a 20 veces para 

la muestra T-15 (adenoma; tumor benigno) y de 6 a 16 veces para 

el T-19 (craneofaringeoma; tumor benigno). El rearreglo fue solo 

para un alelo, observandose bandas de aproximadamente 10 Kpb y 

5.5 Kpb para el tumor T-15 y de 9.3 Kpb para el T-19, el cual en 

el carril E se obserban dos bandas a la altura de 13 Kpb, este se 
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FIGURA 15. AUTORRADIOGRAFIA DE DNA TUMORAL Y TEJIDO NORMAL, DIGERIDOS 
CON LA ENZIMA DE RESTRICCION EcoRI 
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FIGURA 16. AUTORRADIOGRAFIA DE DNA DE TIJMORES DE CEREBRO HUMANO Y 
- -· 

TEJIDO NORMAL DIGERIDOS CON LAS ENZIMAS DE RESTRICCION EcoRI (E) E 
HindIII, MOSTRANDO ALTERACION DEL GEN c-myc (AMPLIFICACION Y REARREGLO) 
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debio probablemente a que la enzima EcoRI tuvo una digestión 

parcial. Para las muestras intracraneales T-16 y T-18, ambos del 

tipo histopatolÓgico astrocitoma y del sexo femenino, con 

evolución del tumor de 1 a 5 meses respectivamente, solo 

presentaron amplificación con un grado de 12 veces para el T-16 y 

de 17 veces para el T-18. El carril del t ej ido normal se 

detectaron los fragmentos de 13 y 1 2 Kpb para l a s e nzimas EcoRI e 

HindIII respectivamente . 

Para la s muestras de tumores cerebrale s del T-21 a l T-26 

(representados por los tumores T- 22 y T-24 en la Figura 17) e l 

patrón de bandeo fue similar al presentado por el tejido normal 

(car ril N) no detectandose algún tipo de alteración 

(amplificación y rearreglo) para el oncogene c-myc. En esta 

figura hay dos adenomas, un glioblastoma, un meningioma un 

astrocitoma y un meduloblastoma (tumor maligno) (Tabla 6). 
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FIGURA 17. AUTORRADIOGRAFIA DE DNA DE TEJIDO TUMORAL Y NORMAL DE 
CEREBRO. EcoRI (E), HindIII (H). OBSERVANDOSE QUE LAS MUESTRAS T-22 Y 

T-24, NO PRESENTAN ALTERACION DEL PROTq-üNCOGEN c-myc 
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DISCUSION 

Mediante este trabajo se tiene la evidencia de la alteración 

génica del oncogene celular myc (c-myc) ; se ha detectado 

amplificación, rearreglo o ambas alteraciones del gene en tumores 

sólidos de cerebro humano. 

Este tipo de estudio viene a representar, junto c on otros 

trabajos (24, 59-61), el inició de la Oncologia Molecular en 

México, siendo importante no solo para e l ambito científico de 

nuestro país, sino a los múltiples factores asociados al 

desarrollo del 
, 

cancer ya antes descritos (factores 

socio-económicos, geográficos, etc ... ) (4). 

El cáncer en el sistema nervioso central ocupa un l ugar 

importante entre las enfermedades que afectan a la población 

mexicana en un 2%, por lo que se hace necesario un estudio no 

solo clínico de este padecimiento, de hecho, se busca que los 

datos proporcionados por los estudios a nivel molecular ayuden a 

esclarecer los mecanismos por los cuales una célula normal entra 

en un proceso de transformación. Estos conocimientos junto con 

los proporcionados por la investigación clínica nos llevarán a 

encontrar las causas del 
, 

cancer, 

problabemente la forma de prevenirlo. 

su eficaz tratamiento y 

Este tipo de invest igación se ha enfocado principalmente al 

estudio del estado del oncogen c-myc, inicialmente en tumores 

sólidos; es más confiable utilizar este tipo de material ya que 

en un momento dado, representa fiel¡nente el estado génico de una 

c~lula cancerosa; los cultivos celulares se han relegado a un 
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segundo termino ya que las células al ser cultivadas ocurren 

cambios genéticos, de hecho, existen varios ejemplos en donde se 

muestra que la heterogeneidad encontrada en líneas celulares 

puede no reflejar la situación en el organismo. Por ejemplo, la 

línea celular P3HR1 derivada de linfoma de Burkitt, presenta un 

rearreglo del oncogen c-myc el cual no es detectado en pasa jes 

tempranos de las células (62); por otro lado se ha determinado 

que en sublÍneas de MCF7 (línea celular de carcinoma de pulmón 

humano), seriadamente pasadas en diferentes laboratorios, tienen 

diferentes grados de amplificación del oncogen N-ras (63). 

En este estudio se analizaron 17 muestras de las cuales 

pueden separarse en dos grupos: el primer grupo formado por 

tumores benignos y el segundo de malignos. 

De los 10 casos de tumores benignos analizados, 7 

presentaron algun tipo de alteración (amplificación, rearreglo o 

ambas), lo cual da un 70% de tumores alterados para el oncogen 

c-myc, y un 30% que no presentó ningún tipo de alteración. 

Mientras que en el segundo grupo se detectó alteración del 

oncogen c-myc en el 57 %, ya s ea amplificación, rearreglo o ambas, 

y el 43% no tuvo ninguna alteración. 

Como se puede ver (Tabla 6), al menos para los tumores 

benignos el oncogen c-myc esta rearreglado con mayor frecuencia 

que en los malignos. 

Estos resultados van de acuerdo a los encontrados en otros 

tipos de tumore s estudiados en nuestro laboratorio, como son en 

carcinoma cervico-ute rino, donde se detectaron diferentes grado s 

de amplificación de c-rnyc y rearreglo en un 97 % de las muestras 
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analizadas (59). En 
, 

cancer de mama el porcentaje de alteracion 

del encogen c-rnyc fue del 50% (60). En tumores de cerebro (las 

mismas muestras analizadas para c-rnyc) hemos detectado 

alteraciones para el encogen N-rny=, en un 49%. 

Normalmente el gen c-rnyc esta aparentemente modulado en forma 

rapida dado que el correspondiente rnRNA tiene una v ida media 

corta (62). En casos anormales , la sobreproducción del rnRNA del 

c-rnyc puede ser resultado de la amplificación del gen(lO); 

además, posiblemente el primer exÓn de rnyc juega un papel 

importante en la transcripción (23) o en la degradaci6n 

post-transcripcional (27), por lo tanto, un rearreglo puede 

conducir a la acumulación de transcritos de rnyc y promover la 

t ransfo rrnaci6n de una célula normal e n una cancerosa por los 

mecanismo s antes expuestos (ver Introdu cción) , es por es to que el 

hecho de encontrar a este encogen c-rnyc, ya s ea amp l ificado, 

rearreg lado o ambas sugiere fuertemente que esta implicado en el 

desarro llo de un tumor, además el tamaño de los fragmentos del 

c-rnyc pueden ser alterados por varios mecanismos, tales corno 

mutac iones puntuales, pequeñas deleciones, inserciones o 

rearreglos mayores (translocacione s); los fragmentos rearreglados 

que se observan pueden deberse a estos mecanismos moleculares, 

los cuales pueden llevar a la turnor i génes i s (12). 
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CONCLUSIONES 

Mediante las técnicas actuales de la Biología Molecular, 

podernos detectar alteraciones a nivel de DNA de ge nes 

e s pecíficos, en este caso en particular de un oncogen. Dado que 

este trabajo (junto con otros trabajos de nuestro laboratorio) 

representa el inicio de la Oncología Molecular en México , es de 

gran importancia el hecho de que esta tecnología especia lizada ya 

este dando frutos a solo dos a ños de iniciada. Asimismo e starnos 

concientes de que el análisis de los oncogenes no solo debe 

limitarse a las alteraciones del DNA sino también desarrol lar 

estudios mas finos en los cuales podamo s estudiar tanto l a 

expresión corno la función de los productos de los oncogene :; 

(proteínas). 

El hecho que el oncogen c-myc se haya e ncontrado rearreglado 

y amplificado en el 70% de los tumores benignos y en un 57% en 

los malignos, pero no en el tejido normal, sugiere que las 

alteracione s moleculare s de este gen, pueden ser importantes en 

la génesis o progresión de los tumores intracraneales humanos. 

Para un estudio mas completo, se requiere de un numero mayor 

de muestras y de diversos tipo s histológicos para dar una 

conclusión definitiva sobre la posible correlación existente 

entre las alteraciones de c-myc y los estadios clínicos de los 

tumores intracraneales. 
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Este tipo de estudio esta encaminado a elucidar el posible 

mecanismo molecular por el cual se desarrolla un tumor; de hecho, 

se pretende encontrar el posible origen del cáncer y de esta 

manera en un futuro cada vez mas cercano, llegar a establecer un 

diagnóstico y tratamiento efectivos del c~ncer. 
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APENDICE DE SOLUCIONES 

Acetato de Potasio 5M, pH 4.8 
60 ml de acetato de potasio SM 
ll.5ml de ácido acético glacial 
28.5ml de agua 
Ajustar a pH 4.8 con ácido acético glacial 

Ampicilina 
25mg/ml en agua 
Esterilizar por filtración y almacenar a 
-20ºC 
Concentración de trabajo: 35-50 pg/ml 

Bromuro de etídio (lOmg/ml) 
O.lg de bromuro de etÍdio 
10 ml de agua 
Agitar varias horas 
Envasar en frasco ambar y almacenar a 4ºC 

Buffer (lOX) del marcador lambda-HindIII 
Tris-HCl (pH 8.0) 20rnM 
EDTA lrnM 
NaCl 20rnM 

Buffer Tris-EDTA (TE) 
Tris-HCl lOrnM 
EDTA lrnM 

Buffer Tris-Fosfato-EDTA (TPE) 
Solución de trabajo 
0.08M Tris-fosfato 
0.008M EDTA 
Soluci6n patron concentrada 
Tris base 
Acido fosfórico al 85% 
EDTA 0.5M (pH 8.0) 

Buffer de transferencia (lOX SSC) 
NaCl 
Citrato de sodio 
Agua 

Citrato 
175.3g 

88.2g 
800 ml 

( lOX) 
108g 
15.lml 
40 ml 

de sodio salino 

Ajustar a pH 7.0 con NaOH, esterilizar en 
autoclave 

Cloranfenicol 
34mg/ml en etanol absoluto 
Almacenar a -20ºC 
Concentración de trabajo 170 µg/ml 
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Colorante 6X 
Azul de bromofenol al 0.25% 
Sacarosa en agua (p / v) 40 % 
Almacenar a 4°C 

ONA desnaturalizado de esperma de salmón 
DNA (Sigma Tipo II de la sal de sodio) en 
agua a lOmg/ml. Agitar de 2 a 4 horas a 
temperatura ambiente. Romper el DNA por 
pasaje en jeringa, hervir 10 minutos y 
guardar en alícuotas de lml a -20 º C. Antes 
de usarlo calentarlo por 5 minutos en baño 
María, sumergirlÓ inmediatamente en hielo por 
5 minutos. 

Líquido de centelleo 
5 g PPO (2-5 difeniloxazol) 
0.3 g POPOP p-bis,2-(5-feniloxazolil)-benceno 
Llevar a un litro de tolueno 

Solución de prehibridización 
SSPE 5X 
sos 0.5% 
Sol. Oenhardt 5X (ver más adelante) 
ONA desnaturalizado de esperma de salmón 
(100 µg/ml) 

Solución de HibridizaciÓn 
SSPE 5X 
sos 0.5% 
Sol. Oenhardt 5X 
DNA desnaturalizado de salmón (lOOµg/ml) 
ONA .6.2.p 
EOTA O.OlM 

Solución de Oenhardt 
Ficoll 5g 
Polivinilpirrolidona 5g 
Albumina Sérica Bovina 5g 
Agua a 500 ml 
Esterilizar por filtración. Hacer alícuotas y 
almacenar a -20°C. 

Soluci6n desnaturalizadora 
NaCl 1. 5M 
NaOH 0.5M 

Solución neutralizadora 
Tris-HCl (pH 8.0) lM 
NaCl 1.5M 

Solución I. Para el aislamiento de plásmido 
Glucosa 50mM 
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Tris-HCl 25mM 
EDTA lOmM 
Agregar en el momento de usarse lisozima, a 
una concentración de Smg/ml 

Solución II. Para el aislamiento de plásmido 
NaOH O. 2N 
sos 1% 
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