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RESUMEN 

 

El cáncer de pulmón es la primer causa de muerte por tumores malignos en México, esta 

enfermedad puede ser causada por una gran variedad de factores, dentro de estos factores se 

pueden ubicar el tabaquismo, factores ambientales, nutricionales, genéticos y otros factores 

biológicos, entre ellos los virus. El Virus del Tumor Mamario Murino (MMTV) es un 

betaretrovirus que se trasmite en los ratones por leche materna y línea germinal provocando 

cáncer de mama en ratones aunque también se ha encontrado asociado con linfoma de timo 

y adenocarcinoma de riñón en ratón. Recientemente se ha asociado el MMTV con 

patologías humanas, como el cáncer de mama, linfoma y cirrosis hepática. Nuestro grupo 

encontró secuencias con una homología del 98 al 99% con MMTV, en muestras de cáncer 

mamario de pacientes mexicanas, en una línea celular proveniente de cáncer primario de 

pulmón (INER-51) y en muestras de cáncer primario pulmonar. En el presente trabajo se  

realizó una caracterización molecular del MMTV en la línea celular de pulmón INER-51 

por medio de secuenciación del genoma y comparación con la secuencia reportada para el 

virus en el GenBank; así como también se realizó el análisis de su expresión y un análisis 

filogenético de secuencias específicas “env” y “LTR” Este estudio confirma la presencia de 

un provirus like-MMTV completo insertado en células de cáncer pulmonar asociado a los 

provirus aislados de tumores mamarios humanos y de ratón según el análisis filogenético de 

su región génica env; pero con variaciones significativas al comparar la secuencia de su 

región reguladora con las secuencias reguladoras de los provirus aislados a partir de cáncer 

de mama humano, linfoma no-Hodgkin y cáncer de mama murino. 

. 
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ABSTRACT 

Lung cancer is the leading cause of death from malignant tumors in Mexico, this disease 

can be caused by a variety of factors, among these factors may place smoking, 

environmental factors, nutritional, genetic and other biological factors, between these the 

viruses. Mouse Mammary Tumor Virus (MMTV) is a betaretrovirus  transmitted in mice 

by germline breast milk, causing breast cancer in mice but has also been found associated 

with thymic lymphoma and adenocarcinoma of mouse kidney. MMTV has recently been 

associated with human pathologies, such as breast cancer, lymphoma and liver cirrhosis. 

Our group found sequences with homology of 98 to 99% with MMTV in breast cancer 

samples of Mexican patients, in a cell line derived from primary lung cancer (INER-51) 

and primary lung cancer samples. This work was carried out molecular characterization of 

MMTV in the lung cancer cell line INER-51 by genome sequencing and comparison with 

the sequence reported for the virus in GenBank, and also performed the analysis of their 

expression and phylogenetic analysis of specific sequences "env" and "LTR". This study 

confirms the presence of a complete MMTV provirus-like inserted in lung cancer cells 

associated with mammary tumors provirus isolated from human and mouse by phylogenetic 

analysis of env gene region, but with significant variations by comparing the sequence of 

their regulatory region with regulatory sequences of the provirus isolated from human 

breast cancer, non-Hodgkin's lymphoma and murine breast cancer. 
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1 

 

 

INTRODUCCIÓN 

 

Con 10,9 millones de casos nuevos y 6,7 millones de muertes al año, el cáncer es 

una enfermedad devastadora, siendo una inmensa carga para las personas afectadas y 

sus familias (Parkin et al, 2005). 

El desarrollo de tratamientos y estrategias de prevención para esta enfermedad 

depende fundamentalmente de la comprensión de las células cancerosas y de los  

mecanismos por los cuales se produce; dicho mecanismo es llamado carcinogénesis  y 

representa un complejo proceso de múltiples pasos (Zur Hausen, 2002). 

Durante los últimos 30 años se ha observado el importante papel que juegan  

varios virus en el desarrollo de algunos tumores humanos, de hecho, aproximadamente 

del 15% al 20% de los cánceres se asocian con infecciones virales (Parkin et al, 2006). 

El virus del tumor mamario murino (MMTV), un retrovirus causante de cáncer 

de mama en ratones se ha asociado con cáncer de mama en humanos (Wang et al, 

1995), varias líneas de investigación se han enfocado en el estudio de MMTV con el 

objetivo de conocer la prevalencia, la vía de transmisión y de entender el proceso de 

carcinogénesis en el tejido mamario humano (Amarante et al, 2009). 

Recientemente nuestro grupo observó la presencia de secuencias específicas de 

la región env de MMTV en una línea celular proveniente de cáncer de pulmón en 

humanos “INER-51” (Zapata-Benavides et al., 2007), y en 3/18 pacientes con: 

adenocarcinoma primario, carcinoma broncogénico e infiltrado inflamatorio agudo de 

pulmón (Trejo-Ávila et al., 2011), así como también la presencia de regiones 

reguladoras del virus “LTR” en las muestras mencionadas anteriormente. En base a 

estos hechos, el presente estudio pretende reunir más evidencias que diluciden el rol que 

juega MMTV en el proceso de carcinogénesis pulmonar, caracterizando el genoma 

completo del virus integrado en INER-51, analizando su expresión, así como también 

realizando un análisis filogenético de la región génica env y la región reguladora LTR 

del virus integrado en INER-51 y en las muestras de patología pulmonar. 
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2 

 

 

JUSTIFICACIÓN 

 

La creciente incidencia del cáncer asociado a factores químicos, físicos y 

biológicos, ha colocado a esta enfermedad como una de las más comunes desde 

mediados del siglo pasado. Aproximadamente el 85% -90% de las muertes por cáncer 

de pulmón en los Estados Unidos son causados por el tabaquismo activo, el restante 

10% a 15% representan entre 17 000 y 26 000 muertes al año; este porcentaje asociado 

a “no fumadores” es de gran importancia, sin embargo, pocas líneas de investigación se 

han enfocado en la búsqueda de las posibles causas de estos carcinomas. 

Se calcula que un 15% a 20% de todos los cánceres humanos tienen un origen 

viral, entre los cuales se encuentra el virus like-MMTV o HMTV. El virus like-MMTV 

se ha asociado a cáncer mamario en humanos, nuestro grupo de trabajo en un estudio 

encontró secuencias que indican la presencia del virus en el 5% de 160 biopsias de 

cáncer mamario de la región noreste del país, y recientemente encontró la presencia de 

secuencias específicas de MMTV en muestras de pacientes con patologías pulmonares y 

en una línea celular procedente de cáncer pulmonar primario “INER-51”, por lo que un 

virus like-MMTV podría también ser un factor importante en la etiología de este tipo de 

cáncer. 

En este trabajo se analizó la secuencia y expresión  del provirus like-MMTV que 

se encuentra insertado en el genoma de la línea celular “INER-51”, así como también se 

realizó un análisis filogenético de secuencias génicas (env) y reguladoras (LTR) del 

virus, encontradas en “INER-51” y en las muestras de pulmón con el provirus, con el 

objetivo de intensificar la investigación en esta línea, que tiene como finalidad 

contribuir en la elucidación de la asociación del virus like-MMTV con patologías en el 

hombre, específicamente con el cáncer de pulmón.  

 

 

 

 

Clic
k t

o b
uy N

OW
!PD

F-XChange Viewer

w
w

w.docu-track.c
om Clic

k t
o b

uy N
OW

!PD

F-XChange Viewer

w
w

w.docu-track.c

om

http://www.pdfxviewer.com/
http://www.pdfxviewer.com/


3 

 

 

ANTECEDENTES 

 

3.1 Generalidades del cáncer  

El cáncer es un crecimiento anormal de células causado por múltiples cambios 

en la expresión de genes que desequilibran la proliferación y muerte celular 

desarrollando una población de células que puede invadir tejidos y dar metástasis en 

sitios distantes (Ruddon, 2007). 

Las células normales se transforman en células tumorales por las modificaciones 

genéticas que resultan de mutaciones en genes específicos: los oncogenes y el 

silenciamiento de los genes supresores o por el reordenamiento de los cromosomas 

(Dingli et Nowak, 2006). 

En los últimos años se ha intensificado el estudio de esta enfermedad debido a  

la creciente mortalidad que ha presentado en diversos países, con el fin de conocer a 

fondo las causas que lo desencadenan y desarrollar u optimizar tratamientos. 

 

3.2 Cáncer de pulmón 

Los carcinomas de pulmón son el resultado de la acumulación gradual de 

anomalías genéticas y epigenéticas, que  transforman el epitelio bronquial benigno en 

tejido neoplásico (Kumar et al.,  2005). 

Los cuatro principales tipos histológicos de cáncer pulmonar son: 

 Carcinoma de células escamosas (30% a 40% de los cánceres de pulmón) 

 Adenocarcinoma (25% a 30%) 

 Carcinoma de células no pequeñas (menos de 10%), y 

 Carcinoma de células pequeñas (15% a 20%). 

Los cánceres de pulmón se pueden clasificar de acuerdo a una variedad de criterios. 

Histológicamente se hace una distinción entre el carcinoma de pulmón de células 

pequeñas y carcinoma de células no pequeñas, debido a las diferencias en su 

comportamiento biológico y las implicaciones de estas diferencias en el tratamiento y el 
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pronóstico. Más del 30% de los cánceres de pulmón tienen elementos de una variedad 

de tipos histológicos (Brambilla et al,  2009). 

El cáncer de pulmón de células no pequeñas (broncogénico). Lesión de mayor 

frecuencia, crece y se disemina con lentitud. Existen tres subtipos: carcinoma de células 

escamosas (también llamado carcinoma epidermoide), adenocarcinoma y carcinoma de 

células grandes.  

El cáncer de pulmón de células pequeñas (microcítico). También llamado cáncer 

de células en avena, crece con mayor rapidez y se disemina fácilmente a otros órganos 

del cuerpo (Rivera RM et Salazar M. 2002; National Cancer Institute, 2002).  

 

3.3 Epidemiología  

Los tumores malignos representan aproximadamente 13% de las defunciones 

mundiales, 7.9 millones de muertes por año, de las cuales más del 72% se registran en 

países de ingresos bajos y medios. La Organización Mundial de la Salud (OMS) prevé 

que entre 2007 y 2030, aumentará 45% la mortalidad por cáncer a nivel mundial, pues 

estima que pasara de 7.9 a 11.5 millones de defunciones por año, resultado del 

crecimiento demográfico y el envejecimiento de la población; además, estima que 

durante el mismo periodo, el número de casos nuevos de cáncer aumentará de 11.3 a 

15.5 millones (OMS, 2011). 

 En nuestro país, la tasa de defunción por tumores tiende a aumentar. De 1998 a 

2008, la tasa de mortalidad por cáncer se incrementó, pasando de 57.7 a 66.6 por cada 

100 mil habitantes; entre las mujeres, el crecimiento fue de 59.6 a 66.7 por cada 100 mil 

habitantes, mientras que entre los hombres, de 55.6 a 66.5 cada 100 mil habitantes. En 

2008, según la tasa de mortalidad observada de tumores malignos para la población de 

60 años y más, los tumores en tráquea, bronquios y pulmón presentan la tasa más alta 

(60.19 por cada 100 mil habitantes), seguidos por los tumores de hígado y de las vías 

biliares intrahepáticas, y los de estómago (44.11 y 42.30 por cada 100 mil habitantes, 

respectivamente). Finalmente, de acuerdo con las defunciones por tumores malignos en 

2008, entre los hombres, el mayor porcentaje de lesiones malignas fue en la próstata 

(8.1%), seguido por los tumores de tráquea, bronquios y pulmón (7.0%), enfermedad 
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asociada al consumo de tabaco; y entre las mujeres, el cáncer de mama (7.6%), seguido 

por los tumores malignos de ovarios (6.4 por ciento). (INEGI 2009). 

 Estos datos señalan la importancia del cáncer de pulmón como problema de 

salud pública en nuestro país. 

 

3.4 Factores de riesgo  

La teoría monoclonal del cáncer nos dice que comienza en una célula. La 

transformación de una célula normal en una tumoral es un proceso que abarca varias 

fases y suele consistir en una progresión de una lesión precancerosa a un tumor 

maligno. Esas modificaciones son resultado de la interacción entre los factores 

genéticos de una persona y tres categorías de agentes exteriores. 

 carcinógenos físicos, como la luz ultravioleta y la radiación ionizante;  

 carcinógenos químicos, como el asbesto y el humo del tabaco, y  

 carcinógenos biológicos, como las infecciones causadas por determinados virus, 

bacterias o parásitos.  

El consumo de tabaco, el consumo de alcohol, la ingesta insuficiente de frutas y 

hortalizas, las infecciones por virus de la hepatitis B, de la hepatitis C y por virus del 

papiloma humano son los principales factores de riesgo de cáncer en los países de 

ingresos bajos y medianos.  

En los países de ingresos elevados, el consumo de tabaco y alcohol, el exceso de 

peso y la obesidad son causas muy importantes de cáncer.  

Clásicamente se consideraba la edad, el sexo, la etnia y el tabaquismo como grandes 

factores predictivos del cáncer pulmonar. En la actualidad es conocida la relación entre 

el cáncer de pulmón y el hábito de fumar, especialmente en los tipos microcítico y 

escamoso. El riesgo de desarrollar cáncer de pulmón es unas 10 veces mayor en los 

fumadores de cigarrillo con respecto a los no fumadores, encontrándose en relación 

directa con la duración y cantidad de cigarrillos consumidos (OMS, 2009) (Abritta, 

2000). 
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Aproximadamente el 85% -90% de las muertes por cáncer de pulmón en los Estados 

Unidos son causados por el tabaquismo activo. El restante 10% a 15% representa entre 

17 000 y 26 000 muertes al año, una cifra que se ubicaría entre el 6º y el 8º lugar de 

mortalidad de cáncer más común en los Estados Unidos, si se considera como una 

categoría separada; siendo el adenocarcinoma el tipo de cáncer de pulmón más común 

asociado a “no fumadores” (Jemal et al., 2005) (Sun et al., 2007). 

Se estima que los hombres no fumadores tienen mayores tasas de mortalidad por 

cáncer de pulmón que las mujeres que nunca fumaron, en promedio, la tasa de 

mortalidad estandarizada por edad por cáncer de pulmón es de aproximadamente 25% 

mayor en hombres que en mujeres que nunca han fumado. La diferencia por sexo se 

debe en parte a una mayor frecuencia de los errores de diagnóstico para las mujeres que 

para los hombres (Risch et al., 2004). 

Las causas conocidas de cáncer de pulmón que no se relacionan con el hábito de 

fumar son el humo de segunda mano, el tabaquismo activo de otros productos de tabaco 

y la exposición a otros carcinógenos como el asbesto, el radón, la terapia de radiación, 

entre otras (Thun et al., 2006). Se considera que los agentes infecciosos desempeñan un 

papel vital  en el desarrollo del cáncer. La mayoría de los cánceres comunes en todo el 

mundo se cree que son debido a infecciones virales, sin embargo, el papel de las 

infecciones virales en el procedo de carcinogénesis  es una cuestión de intenso debate y 

controversia (McNally et  Eden, 2004).  

Desde 1990, el número de publicaciones científicas que se relacionan  con cáncer a  

infecciones virales, bacterianas, parasitarias, y de protozoarios ha aumentado 

significativamente (Braoudaki et Tzortzatou-Stathopoulou,  2011). 

 

3.5 Virus y cáncer 

Las propiedades oncogénicas de numerosos virus han sido bien documentadas 

tanto en animales como en humanos. La primera evidencia de un virus oncogénico 

presente en humanos que fue documentada se encuentra relacionada con el virus de 

Epstein-Barr (EBV) agente causal del Linfoma de Burkitt. Entre otros virus 

oncogénicos se encuentran el virus del papiloma humano (HPV) agente causal 
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importante del cáncer cérvico uterino, y el virus de la hepatitis B y C que se han 

relacionado con carcinoma hepático (McLaughlin et Munger, 2008). 

Quizás uno de los reportes más antiguos sobre la posible asociación de retrovirus 

y enfermedades crónicas y/o cáncer en animales domésticos provengan desde fines del 

siglo XIX, cuando los virus se clasificaron como pequeños agentes infecciosos que, a 

diferencia de las células y las bacterias, pasan a través de filtros de poro fino. Se 

observó que los ovinos domésticos al ser introducidos al África del Sur mostraron una 

gran susceptibilidad a padecer infecciones crónicas asociadas principalmente con 

síndromes respiratorios. En estas descripciones, registradas en correspondencia oficial 

de los inmigrantes europeos, utilizan "enfermedad del jaagsiekte" término africano para 

describir fatiga y dificultad respiratoria en animales sometidos a grandes caminatas 

(Tustin, 1969).  

Posteriormente, en 1911, Peyton Rous demuestra una asociación entre el cáncer 

y los virus, demostrando que los extractos de filtrados de células tumorales podrían ser 

utilizados para propagar los tumores en los pollos. Poco después, sin embargo, el 

estudio del virus del sarcoma de Rous (RSV) se suspendió y el interés para explicar el 

proceso de carcinogénesis fue desplazado a factores físicos y químicos.  

En 1933, Richard Shope y E. Weston Hurst informó que un virus causaba 

verrugas en la piel de conejos cola de algodón. La naturaleza tumorigénica de la 

enfermedad, ahora se entiende que es inducida por el virus del papiloma de conejo de 

rabo blanco; esto se confirmó posteriormente en colaboración con Peyton Rous. 

(McLaughlin et Munger, 2008). 

Hasta la fecha, más de 100 tipos de virus del papiloma humano (VPH) se han 

identificado, varios etiológicamente relacionados con el cáncer humano. El importante 

papel de los virus en el cáncer fue reconocido, finalmente, en la segunda mitad del siglo  

 

pasado después de que varios virus tumorales de roedores, como es el caso de MMTV  

fueron descubiertos. En 1966 el Premio Nobel fue otorgado a Rous, en reconocimiento 

al descubrimiento de que los virus pueden inducir tumores (Javier et al., 2008). 
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En la actualidad, seis virus humanos han sido clasificados por la Agencia 

Internacional para la Investigación del Cáncer (IARC) como "cancerígeno para los seres 

humanos" (Grupo 1): virus de Epstein Barr (VEB), virus de la hepatitis B (VHB), el 

VPH de varios tipos, el virus linfotrópico humano 1 (HTLV-1), virus de la hepatitis C 

(VHC), y el sarcoma de Kaposi asociado a virus del herpes (HVSK), también conocido 

como virus del herpes humano 8 (HHV- 8) (Bouvard et al., 2009). 

Los recientes avances en tecnologías moleculares han llevado al descubrimiento 

de un nuevo virus de la supuesta cáncer humano, poliomavirus de células de Merkel 

(MCPyV), aunque es necesaria más evidencia para establecer su carcinogenicidad. 

(Feng et al, 2008).   

Dado que los virus que causan cáncer en humanos producen tumores en las 

personas infectadas sólo en raras ocasiones, la acumulación de evidencia suficiente para 

establecer una asociación causal entre cualquier virus y el cáncer es un desafío. Por lo 

tanto, es probable que la carga de virus relacionados con cáncer se subestima, 

investigaciones futuras revelarán nuevas asociaciones entre los virus ya conocidos y el 

cáncer humano y / o virus nuevos de cáncer (Martel et al., 2009). 

Los virus oncogénicos u oncovirus se pueden clasificar según su ácido nucléico, 

en dos grupos. En el primer grupo se encuentran los virus con DNA, entre los que se 

incluyen miembros de las familias Poxvirus, Herpervirus, Adenovirus, Papovavirus y 

Hepadnavirus. En el segundo grupo se encontrarían los Retrovirus que poseen RNA 

como material genético. Entre los cuales se encuentran el HTLV-1 causante de la 

leucemia de linfocitos T en humanos. Otro virus con RNA asociado a cáncer es el  virus 

de la Hepatitis C (McLaughlin et Munger, 2008). 

 

3.6 Retrovirus  

Son virus de RNA de polaridad positiva, aproximadamente esféricos, dotados de 

envoltura y con un diámetro comprendido entre 80 y 120 nm. La envoltura contiene 

glucoproteínas víricas y se adquiere por gemación a través de la membrana plasmática. 

En 1970, Baltimore y Temin demostraron que los retrovirus codificaban una polimerasa 

de ácido desoxirribonucleico dependiente de RNA (transcriptasa reversa) y se 

replicaban mediante un intermediario de DNA (Murray et Pfaller, 2006). 
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El genoma de los retrovirus contiene dos copias de RNA monocatenario de 

polaridad positiva. El extremo 5´ del RNA presenta cap y el extremo 3´ esta 

poliadenilado (Haynes et Palker, 1997). 

Todos los retrovirus contienen las siguientes regiones génicas virales: (Figura 1) 

• gag: que codifica proteínas estructurales internas. 

• pol: que codifica la transcriptasa inversa, la proteasa y la integrasa. 

• env: que codifica las proteínas de la envoltura (Murray et Pfaller, 2006). 

A los costados de estas regiones se presentan unas secuencias genéticas 

características denominadas secuencias terminales repetidas largas (long terminal 

repeat, LTR) que median la integración del ácido nucléico viral en los cromosomas de 

las células huésped. Además, regulan la transcripción de los genes de los retrovirus y, 

de este modo, influyen en su virulencia (Soriano, 2003). 

Existen retrovirus complejos, los cuales además de poseer las regiones génicas 

virales anteriormente mencionadas, poseen regiones que codifican para varias proteínas 

potenciadoras de la virulencia que requieren un proceso de transcripción más complejo 

que los retrovirus simples; tal es el caso del HTLV-1 y de los lentivirus (Murray y 

Pfaller, 2006). 

Fig. 1. Genoma de un retrovirus 

Esta familia viral ha sido dividida en tres subfamilias: Oncornavirinae, donde 

todos ellos son virus oncogénicos, que producen leucemias, linfomas, carcinomas y/o 

sarcomas; la segunda, Lentivirinae, comprende el grupo de los virus Visna,  VIH, Virus 

de la inmunodeficiencia bovina y del simio, entre otros;  y la tercera, Spumavirinae, 

comprende los virus “espumantes” los cuales se encuentran en cultivo de células de 

riñón que degeneran de forma espontánea y que provocan la formación de células 

gigantes vacuoladas y multinucleadas, con un aspecto muy característico, en este grupo 

se encuentran los virus espumantes humanos (HFV) y virus espumante del simio SFV 

(Tabla 1) (Senra et al., 2002). 
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Tabla 1. Clasificación de retrovirus. 

 

 

 

 

 

 

J

 Infect Dev Ctries 2011; 5(11):751-758 

 

3.6.1 Oncornavirus 

El aislamiento del oncornavirus linfotrópico de las células T humanas (HTLV-1) 

a partir de un individuo adulto con leucemia de linfocitos T constituyó el primer 

retrovirus aislado y relacionado con una enfermedad en el ser humano (Murray et 

Pfaller, 2006). 

Los oncornavirus se clasifican según la morfología de su centro vírico y su 

cápside como de tipo A que son formas intracitoplasmáticas inmaduras que salen por 

gemación a través de la membrana plasmática para dar lugar a partículas maduras de 

tipo B, C y D;  B con nucleocápside excéntrica dentro de un virión maduro (MMTV), C 

con nucleocápside central dentro de un virión maduro (HTLV-1) o D con nucleocápside 

de forma cilíndrica  (Virus del mono Mason-Pfizer) (Murray et Pfaller, 2006). 

 

3.6.2 Replicación  

La replicación de los retrovirus es iniciada por la unión de las espículas a 

proteínas receptoras específicas de la superficie celular. La presencia de receptores para 

el virus es el determinante inicial del tropismo para tejidos y huéspedes concretos 

(Haynes et Palker, 1997). 

 

Clic
k t

o b
uy N

OW
!PD

F-XChange Viewer

w
w

w.docu-track.c
om Clic

k t
o b

uy N
OW

!PD

F-XChange Viewer

w
w

w.docu-track.c

om

http://www.pdfxviewer.com/
http://www.pdfxviewer.com/


11 

 

El proceso global de replicación del virus se puede resumir en los siguientes 

pasos: 

Penetración en la célula blanco: El ciclo de replicación inicia cuando el virión 

penetra a la célula por medio de la interacción de sus glicoproteínas con  receptores 

específicos de la célula, una vez hecho el contacto con el receptor, se induce una 

endocitosis y es llevado hacia el compartimiento endosomal ácido, en donde ocurre un 

cambio conformacional en las proteínas de envoltura, permitiendo que las membranas 

vírica y celular se fusionen, lo que trae como resultado la liberación de la cápside vírica 

al citoplasma de la célula (Buchschacher, 2003). 

Retrotranscripción. La retrotrancriptasa viral sintetizará DNA  utilizando el 

RNA del virus como base, un tRNA celular es utilizado como primer, el cual se 

incorporará al sitio de unión (primer binding site pbs) localizado en el extremo LTR 5’ 

del virus. La actividad RNAasa H de la transcriptasa reversa degrada la hebra de RNA y 

casi simultáneamente emplea la del cDNA como molde para sintetizar una segunda 

hebra de DNA, convirtiéndolo en bicatenario (Buchschacher, 2003). 

Integración del DNA viral en los cromosomas celulares. La integración del DNA 

bicatenario en los cromosomas de la célula huésped es mediada por la Integrasa viral, el 

proceso se completa con la reparación del DNA mediado por enzimas celulares. Una 

vez integrado el provirus se mantiene en la célula como parte del genoma por un tiempo 

indefinido (Buchschacher, 2003). 

Expresión. Los elementos que regulan la expresión viral se encuentran en las 

regiones LTR. La región U3 ubicada río arriba es la región reguladora de la 

transcripción que es iniciada por una RNA polimerasa de tipo II. La región U3, R y U5 

ubicados río abajo contienen elementos reguladores del procesamiento post-

transcripcional del extremo 3’ (Coffin et al., 1997). 

Una  parte del RNA viral se empaquetara en nuevos viriones y la otra  puede 

traducirse directamente o sufrir procesos de splicing alternativo dando lugar a otros 

mensajeros (Figura 2) y por ende a otras proteínas, sin embargo la mayor parte del 

RNA que se traduce es aquel que no ha pasado por el proceso de splicing (Coffin et al., 

1997). 
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 Fig2. Transcripción y procesamiento del RNA retroviral. A) Provirus con sus regiones LTR 5’ y 3’. Las marcas de 

la flecha horizontal indican el punto de inicio de la transcripción. La flecha vertical indica el sitio final del procesamiento del 

extremo 3' y donde inicia la  poliadenilación. B) Transcrito completo. C) Splicing. TR: Reguladores de la Transcripción, PA: 

Sitio de poliadenilación. SD Y SA. Sitio donador y aceptor de Splicing. 

 

La traducción depende de los ribosomas, tRNAs y de los mecanismos de 

modificación postranscripcionales de la célula. El  IRES (sitio interno de entrada al 

ribosoma) y el reconocimiento del CAP permiten el inicio de la síntesis proteica. Los 

transcritos completos sirven como mRNAs para la síntesis de las proteínas Gag y Gag-

Pro-Pol. El RNA es traducido en poliproteínas las cuales se cortan por la acción de 

proteasas (Coffin et al., 1997). 

Las proteínas Gag de la mayoría de los retrovirus (así como sus proteínas Gag-

Pol-Pro) sufren modificaciones postraduccionales, una de ellas es la adición del 

miristato en el extremo amino terminal; la adición de este ácido graso es requerida para 

la unión de Gag a la membrana plasmática (Coffin et al., 1997). 

 Otra modificación postraduccional es la fosforilación de Gag; la relevancia de 

esta modificación ha sido difícil de determinar, en parte porque los productos de 

degradación de Gag que son fosforilados difieren de virus a virus (Coffin et al., 1997). 

 La proteína Env es producida a partir de RNA que ha sufrido splicing y que ha 

eliminado las regiones gag-pol-pro. Env es sintetizada por la misma maquinaria 

utilizada por la célula para la síntesis de otras proteínas que son secretadas. Cuando la 
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región env se traduce se obtienen las proteínas SU y TM  las cuales son glicosiladas, por 

lo que son conocidas como glicoproteínas (Coffin et al., 1997). 

Ensamblaje. Las proteínas de gag y pol se asocian con el RNA viral formando 

un “core” intracelular que en primera instancia se asemeja, en observaciones hechas 

ante el microscopio electrónico, a estructuras semicirculares que posteriormente 

terminan por cerrarse completamente, mientras que las proteínas de env se insertan en la 

membrana plasmática de la célula. El empaquetamiento del RNA viral es mediado por 

una región localizada al final del extremo LTR5’ la cual se pierde en el proceso de 

splicing, asegurando que solo los transcritos completos se encapsiden y formen nuevos 

viriones  (Buchschacher, 2003). 

Gemación. Tras el ensamblaje, se produce la salida de la célula, durante la cual 

el virus adquiere la doble capa lipídica de su envoltura (Buchschacher, 2003). 

 

 3.7 Oncogénesis viral 

Los retrovirus de la subfamilia Oncornavirinae pueden inducir el estado de 

transformación dentro de las células que infectan por tres mecanismos: transducción de 

oncogenes celulares; mutagénesis insercional; y transactivación por proteínas virales 

accesorias.  Cuando un retrovirus infecta a una célula su genoma de RNA es convertido 

a DNA por la polimerasa codificada en el genoma viral, la polimerasa de DNA 

dependiente de RNA (transcriptasa reversa). El DNA entonces se integra en el genoma 

de la célula del huésped donde puede seguir siendo copiado mientras el genoma del 

huésped se duplica durante el proceso de la división celular. Contenidas en las 

secuencias de los extremos del genoma retroviral se encuentran secuencias promotoras 

poderosas de transcripción del DNA del virus llamadas repeticiones terminales largas 

(LTRs). Los LTRs promueven la transcripción del DNA viral que lleva a la producción 

de nuevas partículas del virus (Coffin et al., 1997). 

Transducción de oncogenes celulares: Con una cierta frecuencia los provirus se 

insertan río arriba de oncogenes celulares donde se pueden unir por medio de 

eliminaciones de las bases que los mantenían separados y dar lugar a transcritos que van 
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desde el extremo LTR5’ del virus hasta el oncogén celular; este proceso se llama 

transducción (Maeda et al., 2008). 

 El virus con este oncogén transducido ha perdido alguna(s) de las regiones virales 

necesarias para replicarse e infectar células sanas; sin embargo podrá ensamblarse 

gracias a la ayuda de un virus “helper” que le proporcionara todos los elementos 

necesarios para ser un virus infectivo; este virus contendrá el híbrido de RNA producto 

de la transducción, confiriendo una ventaja de crecimiento a las células que infecte que 

dará como resultado final una proliferación celular sin restricción y generación de 

tumores (Butel, 2000). 

Los genes transducidos son oncogenes, el gen celular normal en su forma no 

modificada, no-transducida es denominado proto-oncogén puesto que tiene la capacidad 

de transformar células si se altera de cierta manera o si se expresa de una manera 

incontrolada; el primero de ellos fue el src del virus sarcoma de Rous (RSV) (Butel, 

2000). 

La sobreexpresión y/o la expresión inapropiada de estos protoncogenes inducida 

por los retrovirus dan como resultado la formación de tumores en animales en cortos 

períodos de latencia (Butel, 2000). 

Numerosos retrovirus animales con capacidades oncogénicas fueron aislados entres 

1950 y 1960, principalmente de pollos y ratones. Todos los oncogenes cargados por 

estos retrovirus transformantes provinieron de un gen progenitor celular entre los que se 

encuentran quinasas proteicas (abl, fes, fps, src, erbB, fms, kit), factores de crecimiento 

(sis), factores de transcripción(erbA, ets, fos, jun, myb, myc, rel), proteínas adaptadoras 

(ctk), proteínas G (H-ras, Kras), entre otras. Hasta la fecha se han identificado más de 

30 oncogenes transducidos en retrovirus transformantes (Butel, 2000). 

Mutagénesis insercional: Muchos retrovirus que no poseen oncogenes virales 

pueden inducir tumores, por medio de un mecanismo conocido como mutagénesis 

insercional que se basa en la integración cercana del provirus a un proto-oncogén 

celular introduciendo un fuerte promotor y secuencias enhancers, lo que modificará la 

expresión de dichos genes (Tabla 2). 
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Tabla 2. Oncogenes celulares activados por mutagénesis insercional 

 

Un provirus integrado posee 2 regiones LTR, una a cada extremo, el extremo LTR 

5’ actúa como un promotor de la RNA polimerasa II, el LTR 3’ no actúa normalmente 

como un promotor, aunque es exactamente  igual al otro extremo, este último actúa en 

la terminación de la transcripción y poliadenilación.  Cuando la integración del LTR 5’ 

se interrumpe, el extremo LTR 3’ puede actuar como promotor; siendo este hecho la 

base de este mecanismo de oncogénesis retroviral; así la transcripción del extremo LTR 

5' interfiere con la función de LTR 3' de promotor-enhancer (Butel, 2000) (Figura 3). 

Los provirus pueden aumentar la expresión génica por la influencia de las 

secuencias  enhancer dentro de la región U3 del promotor del  proto-oncogén. Los 

enhancers de los retrovirus pueden aumentar la expresión de proto-oncogenes incluso a 

grandes distancias.  

Estos mecanismos de tumorigenesis proporcionan una explicación de la lenta tasa 

de génesis tumoral de los retrovirus no agudos en comparación con agudas retrovirus de 

transformación. Múltiples rondas de infección deben ocurrir en un animal infectado 

antes de que un provirus se inserte en las proximidades de un proto-oncogén celular en 

una configuración apropiada para la activación (Fan, 1997). 
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Fig3. Mecanismo de oncogénesis retroviral: Mutagénesis insercional. 

 

Proteínas transactivadoras: El tercer mecanismo se observa en retrovirus 

complejos, aquellos que poseen una región génica que codifica para proteínas accesorias 

con capacidad oncogénica, tal es el caso  del HTLV-1, donde la proteína Tax, una 

proteína transactivadora, que interactúa con elementos de rutas de señalización celular, 

estimulan la activación de factores de transcripción como el factor nuclear kappa B (NF-

κB) o proteínas de respuesta a unión de AMP cíclico.  Además también actúa inactivando 

los productos de los genes supresores de tumores p53 y p16. Por otra parte, la expresión de 

Tax estimula el ataque por parte de los linfocitos T citotóxicos a las células (Grassmann et 

al., 2005). 

Por lo tanto, Tax participa en la transcripción, la regulación, la progresión del ciclo 

celular, en el mantenimiento de la estabilidad de los cromosomas y en la reparación del 

ADN dañado en células infectadas con HTLV-I de las células infectadas, apoyando la 
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noción de que Tax es una determinante primaria de la génesis tumoral (Matsuoka et al, 

2007). 

 

A pesar de la probable importancia de en la transformación oncogénica por HTLV-

1, es importante mencionar que el LTR 5’ es a menudo eliminado o inactivado en las 

células infectadas. Por otro lado, el LTR 3’ permanece intacto y no se metila en todas 

las fases de desarrollo de la leucemia; lo que sugiere que el LTR 3’ es importante para 

la transformación y que este mecanismo es independiente de Tax (Matsuoka et al, 

2007). 

Hasta hace poco se creía que los mecanismos descritos anteriormente eran los 

únicos relacionados con la carcinogénesis inducida por retrovirus; sin embargo 

recientemente se ha informado que la proteína Env de los virus: virus formador de focos 

esplénicos de Friend (SFFV); virus de Jaagsiekte (JSRV); y virus de tumor mamario 

murino (MMTV), pudiera jugar un rol importante en el desarrollo de este proceso 

(Maeda et al., 2008). 

Como ya es sabido el mecanismo de oncogénesis retroviral de MMTV es el 

proceso de mutagénesis insercional; sin embargo la expresión in vitro de la proteína Env 

en líneas celulares humanas (MCF-10F) y de ratón (NMuMG) produce una 

transformación celular que incrementa la habilidad de formar colonias en matrices de 

colágeno mostrando del mismo modo un fenotipo invasivo; así también al mutar dos 

residuos de tirosina (Y422 e Y432) del motivo ITAM del dominio SU gp52 se redujo la 

eficiencia de la transformación (Figura 4), planteando la posibilidad de que el proceso 

de mutagénesis insercional, aunado a la capacidad transformante de Env interactúen, 

siendo ambos responsables del proceso de carcinogénesis mediada por MMTV (Maeda 

et al., 2008). 
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Fig 4. Mecanismo de oncogénesis retroviral relacionado a Env. 

 

 

3.8 Retrovirus endógenos 

 

Los retrovirus endógenos son secuencias en el genoma celular que se parecen a los 

retrovirus infecciosos que resultan de infecciones exógenas ancestrales retrovirales que 

se incorporaron en la línea germinal de DNA (McLaughlin y  Munger, 2008). 

Se sabe que los retrovirus endógenos humanos (HERVs) representan hasta el 9% 

del genoma humano y que incluyen más de 800 elementos relacionados con 

betaretrovirus (McLaughlin y Munger, 2008). 

Estas secuencias por ser provirus retrovirales deberían contener dos repeticiones 

terminales largas en los extremos (LTR) y las regiones génicas gag, pol y env; sin 

embargo, la inmensa mayoría contienen únicamente LTR’s, habiendo perdido todos los 
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genes estructurales, pero manteniendo su capacidad reguladora (McLaughlin y Munger, 

2008). 

En la actualidad se han distinguido y clasificado los que se encuentran en los 

retrovirus endógenos humanos (HERV). La clase I de HERV se relaciona con los 

retrovirus tipo C de los mamíferos, como el virus de la leucemia felina (FeLV), el virus  

 

de la leucemia en los gibones (GaLV) y el virus linfotrófico de células T humanas 

(HTLV). La clase II de HERV es más similar a los retrovirus tipo B y D de los 

mamíferos, como los virus de la leucosis en aves, el virus del tumor mamario de ratón 

(MMTV), el retrovirus de simio tipo 1 (SRV-1) y el virus del sarcoma de Rous en aves 

(McLaughlin y Munger, 2008). 

 

 

3.9 Virus del tumor mamario murino (MMTV) 

El virus del tumor mamario murino (MMTV) (Figura 5) ha sido utilizado como un modelo 

para el estudio del cáncer de mama desde su descubrimiento en la década de 1920. 

 

 

Fig5. Estructura del virus de tumor mamario murino MMTV 
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Aunque MMTV, fue descubierto por Bittner hace  más de medio siglo  (Bittner 

1936), la biología de este virus no está aún completamente comprendida, principalmente 

debido a las dificultades en la obtención de títulos altos del virus en cultivo celular, su 

pobre capacidad de infección en comparación con otros  retrovirus y la falta de un 

simple y delicado ensayo in vitro que evalúe la  capacidad de infección  y la 

transformación potencial de los virus (Indik et al., 2005). 

 

El genoma de MMTV posee las regiones virales características de un retrovirus 

simple (gag-pol-env), flanqueadas por las regiones reguladoras LTR. La región 

reguladora río abajo codifica a un súper antígeno (Sags) que estimula la respuesta de las 

células T, lo que produce la proliferación de estas células y la susceptibilidad para ser 

infectadas por MMTV (Figura 6) (Held et al., 1994). 

 

 

Fig6. Mapa genético del virus de tumor mamario murino MMTV. El genoma es de alrededor de 10 Kb, se observan los 

diferentes transcritos que se producen a partir del DNA insertado en el genoma, la región gag-pro-pol que da lugar a la 

mayor parte de las proteínas del virus; la región env, de la cual se obtendrán las proteínas SU y TM y los transcritos que 

codifican para el Superantígeno de MMTV. 

 

Al menos cinco transcripciones se generan a partir del genoma MMTV. El RNA 

sin splicing que inicia en la LTR 5 'y termina en la LTR 3' sirve como el genoma viral y 

se empaqueta en viriones. Esta transcripción también funciona como el RNAm para las 
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proteínas gag y pol, así como un dUTPasa (dut) y otras proteínas de función 

desconocida (Ross, 2010). 

La proteína Env, que se encarga de la entrada retroviral, está codificada por un A 

RNAm separado longitudinalmente (Figura 7). Al igual que con otros retrovirus, el env 

de MMTV consta de dos cadenas, generadas por el procesamiento de la  poliproteína 73 

kDa que da como resultado a las proteínas de superficie (SU) de 52 kDa, que se une al 

receptor de entrada, y una proteína transmembranal  de 36 kDa (TM) que es responsable 

de la fusión de membranas (Ross, 2010). 

MMTV utiliza un receptor de la transferrina (TfR1) para la entrada. TfR1 es el 

principal medio por el cual las células captan el hierro, la entrada MMTV requiere un 

pH bajo (<5,2), el TfR1 es altamente expresado en linfocitos activados y células 

epiteliales mamarias en división, lo que probablemente limita infección MMTV a estos 

tipos de células (Wang et al, 2008). 

Una vez libreada la nucleocápside del endosoma, se retrotranscribe el RNA, 

obteniendo DNA que se integra al DNA hospedero, transcribiendo sus mensajeros. Por 

lo menos dos genes accesorios adicionales, son codificados por otros mRNA por medio 

de splicing alternativo. La proteína Sag se traduce de dos transcripciones diferentes, la 

primera inicia en la LTR 5 'y se utiliza el donador de empalme mismo que el mRNA de 

env. La transcripción del segundo utiliza un promotor y donador de empalme en env. 

Ambos transcritos utilizan un aceptor de empalme justo rio arriba del marco de lectura 

abierto en la LTR 3  (Figura 7) (Xu L et al, 1997). 

La proteína reguladora de la exportación de MMTV (Rem) es una proteína que 

está codificada por un mRNA doble empalmado. Al igual que la proteína Rev en el 

virus de la inmunodeficiencia humana (VIH) la proteína Rem se requiere para el 

transporte eficiente del RNA viral (Mullner et al, 2008). 

Como es el caso de  otros betaretrovirus, el ensamblaje se produce en un 

compartimento intracelular y los viriones se exportan a la membrana plasmática para la 

salida. Sin embargo, poco se sabe acerca de los requisitos, ya sea viral o celular para  el 

ensamblaje de MMTV. 
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Fig7. Ciclo de replicación de un retrovirus (MMTV) 

 

3.9.1 MMTV en ratón 

Mus musculus domesticus es considerado hospedero de este virus; en su 

hospedero  MMTV  reacciona al estrógeno durante la lactación con la influencia de las 

hormonas esteroides y aumenta su expresión en las glándulas mamarias, lo que da como 

resultado que se secreten las partículas virales por medio de la leche y se trasmite a la 

progenie en forma exógena (Gallahan et al., 1986). 

MMTV, es la causa más común de cáncer de mama en ratones, y aunque la 

infección por este virus es altamente tejido específico, se han observado secuencias de  

MMTV en linfoma murino de timo y en adenocarcinoma murino de riñón (Rollini et al., 

1992). 

Los virus aislados de los ratones a partir de la leche infectada pueden causar 

tumores en diferentes cepas de ratones y estos tumores se pueden observar en distintos 

grados. Esta susceptibilidad diferencial a la infección por MMTV se debe en gran parte 
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a la inmunidad  intrínseca, innata  y  adaptativa contra el virus que varían entre las cepas 

de ratón (Bentvelzen et al., 1980). 

 

Además de la forma exógena de MMTV, todos los ratones comúnmente poseen 

copias endógenas de MMTV que se cree que han entrado en el genoma del ratón hace 

20 millones de años.  La gran mayoría de MMTVs endógenos no son  infecciosos 

debido a deleciones o mutaciones en el genoma proviral (Baillie et al, 2004). 

La infección por MMTV en ratones infectados está asociada a los linfocitos, ya 

que la infección a estas células es crítica para la propagación del virus en el intestino  y 

por ende la infección del tejido mamario. El virus entra al aparato digestivo de los 

lactantes e infecta a las células B que están en las placas de Peyer (Ross et al, 2008). 

La expresión de superantígenos resulta crítica para el ciclo de vida del MMTV. 

Las primeras fases de la infección afectarían casi exclusivamente a las células B para 

más tarde infectar a los linfocitos T. Como ocurre con otros virus, la infección y 

replicación de MMTV es más eficiente en células en división. Los linfocitos B 

infectados expresan el superantígeno en su superficie, asociado a moléculas de clase II. 

Este complejo Sag/moléculas MHC de clase II estimula a las células T, esta  

 

estimulación  induce la proliferación de las células B infectadas, lo que da lugar a la 

amplificación viral (Held et al., 1994) (Figura 8). 

Al cabo de tres o cuatro semanas del nacimiento de las crías del ratón, la 

infección del virus se eleva y es más fácil que pueda infectar a las glándulas mamarias 

(Gallahan et al., 1986). 
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Fig8. Rol del superantígeno en el ciclo de infección de MMTV. El virus se transmite de forma vertical por medio de la 

leche, infecta a los linfocitos B presentes en las placas de peyer, quienes presentan el superantígeno a los linfocitos T, 

estos en respuesta producen un gran número de citocinas que atraerán a más linfocitos dando como resultado una 

amplificación de la infección. 

 

Mientras que MMTV endógeno posee mutaciones en las regiones que codifican 

para las proteínas del virión, casi todos mantienen intacta la región que codifica para 

Sag (Gallahan et al., 1986). 

La infección por el virus en ratón está restringida por factores intrínsecos 

inmunológicos como la apolipoproteína APOBEC3. Diferentes cepas poseen  

polimorfismos en Apobec3, que afecta a la capacidad de este factor para inhibir la 

infección. Todos los genes del ratón que afectan a la infección de linfocitos por MMTV 

también alteran la incidencia y la inducción de tumor mamario (Takeda et al., 2008). 

MMTV induce tumores mamarios en los ratones por medio de la integración 

proviral, actuando como activador y potenciador de oncogenes celulares cercanos, 

aunque también se ha descrito que por medio de inserciones en la región puede alterar  

el producto del gen. Existen sitios de integración comunes implicados en los tumores 

mamarios inducidos por MMTV, estos sitios de integración se encuentran  

 

principalmente en la cercanía de los oncogenes wnt y fgf. Sin embargo aun no se sabe  si 

la inducción del tumor es el resultado de una sola integración o de un compuesto de 

múltiples integraciones (Callahan et Smith, 2008). 
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3.9.2 MMTV en humanos 

 

Estudios previos han encontrado la presencia de este virus en muestras de tejido 

canceroso de mujeres, el primer hallazgo de secuencias específicas de este virus fue realizado 

por el grupo de investigadores de la Dra. Pogo en Estados Unidos observándose secuencias 

específicas en el 38.5% de 314 muestras de tejido fresco y el 37% de 73 muestras de tejido 

embebido en parafina de las biopsias de cáncer de mama. Al hacer la secuenciación del provirus 

se demostró un 95-99% de homología con MMTV y una homología no significativa de un 50-

60% con los retrovirus endógenos humanos conocidos (Wang  et al. 1995).   

A partir de este suceso se han desarrollado varias líneas de investigación con el 

fin de encontrar la prevalencia de estas secuencias en diferentes países alrededor del 

mundo, los resultados de estas se muestran en la Tabla3.  

Mientras que varios grupos de investigación en diferentes regiones del mundo 

han encontrado secuencias relacionadas a MMTV en tumores, otros no han llegado a los 

mismos resultados tal es el caso de los grupos de Japón, Alemania, Austria, Suiza e 

Inglaterra (Zangen et al. 2002; Witt et al. 2003; Mant et Cason 2004; Bindra et al. 2007; 

Frank et al. 2008; Fukuoka et al. 2008). 

En nuestro país, nuestro grupo de investigación ha logrado encontrar evidencia 

de la presencia de secuencias del gen env de MMTV en el 4.2% de las biopsias de tumor 

mamario procesadas,  observándose una elevada homología, entre el 98 – 99%, con este 

virus (Zapata-Benavides et al. 2007) (Tabla 3). 
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Tabla 3. Presencia de MMTV en cáncer de mama 

  * J Cancer Res Clin Oncol (2009) 

 

Se han encontrado no solo secuencias aisladas del virus, sino el genoma del 

virus completo; Wang et al., (2001), reportaron la secuencia de un provirus completo 

con una homología del 96% con MMTV y del 57% con HERVs, además de la región 

codificante para Sags ubicada en el extremo LTR 3’. En un estudio reciente se logró 

aislar el genoma viral completo de dos muestras de cáncer de mama que habían 

resultado positivas para las secuencias env de MMTV, el producto obtenido de 9.9kb 

resultó poseer un 95% de homología con MMTV y una similitud muy baja con HERV’s 

(Ahmed  et al. 2008). 

 

Sin embargo no solo se han detectado secuencias completas del virus, sino 

también la expresión de proteínas de envoltura en tejido mamario, encontrándose 

presente en tejido mamario canceroso y ausente en tejido mamario normal (Yanget al., 

1978) y recientemente se ha logrado aislar la proteína en un cultivo primario de cáncer 
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de mama MSSM; así como también partículas virales completas con la morfología 

característica de un betaretrovirus (Melana et al. 2007, 2010). 

También se detectó la presencia de secuencias reguladoras LTR en un estudio 

realizado a 3 miembros de la misma familia, padre, madre e hija que desarrollaron un 

tumor maligno mamario; encontrando secuencias con una homología del 98%-99%; 

aunque no se conoce como estas tres personas se infectaron con el virus, existe la 

posibilidad de que la infección sea el resultado de la exposición a ratones (Etkind et al., 

2000).  

En este mismo estudio se construyó un análisis filogenético basado en los 

alineamientos de los fragmentos LTR, observando que estos se relacionaban con las 

secuencias de MMTV presentes en otras patologías (cáncer de mama y linfoma no 

Hodgkin)  así como también con el MMTV murino (Figura 9). 

 

MMTV no solo se ha asociado con cáncer de mama, también se han encontrado 

secuencias génicas env y reguladoras LTR en muestras de linfoma no-Hodgkin humano, 

en este estudio se realizó un análisis filogenético por el método de máxima parsimonia, 

observándose  una estrecha relación de las secuencias LTR asociadas a linfoma no-

Hodgkin y las secuencias LTR de cáncer de mama murino murino (Figura 10) (Etkind, 

2004). 

 

Por otro lado, se han encontrado secuencias de env presentes en diferentes 

enfermedades del hígado, observándose en 53 de 210 muestras (25%) y en el 0% de las 

muestras de hígado sano. En las muestras de las distintas patologías del hígado la 

prevalencia de MMTV no fue significativamente diferente en los desórdenes asociados 

a cirrosis y los no asociados a cirrosis (Harpreet et al. 2009). 
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Fig. 9. Análisis filogenético de las secuencias reguladoras LTR encontradas en madre, padre e hija. Las secuencias 

de la madre se encuentran etiquetadas como D,  las del padre con F y las de la hija con M, todas ellas seguidas del número de 

clona. Las secuencias que inician con AY o AF seguida de una numeración son secuencias encontradas en cáncer de mama 

humano, BR6. C3H, HeJ Mtv1, 6 y 8 son cepas de MMTV de ratón, FM, SW21 y JYG son secuencias de MMTV en ratón 

asiático. 
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Fig. 10. Análisis filogenético de las secuencias reguladoras LTR encontradas en pacientes con linfoma no-Hodgkin 

(Con letra inicial de la A a la D) Las secuencias que inician con AY o AF seguida de una numeración son secuencias de 

cáncer de mama humano, BR6. C3H, HeJ Mtv1, 6 y 8 son cepas de MMTV de ratón, FM, SW21 y JYG son secuencias de 

ratón asiático. 
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3.9.3 Factores de riesgo asociados a la oncogénesis por MMTV en humanos.  

Se ha relacionado la presencia de MMTV con la raza o etnia: en un trabajo 

realizado en Australia se determinó la presencia de secuencias del gen env de MMTV en 

cáncer de mama tanto en poblaciones de mujeres vietnamitas como de australianas, 

obteniéndose como resultado en las mujeres australianas caucásicas una incidencia de 

virus del 42.2% (de un total de 45 casos) mientras que en el caso de las mujeres 

vietnamitas únicamente se encontraba presente en un 0.8% (de 120 casos estudiados); 

sin embargo, en las mujeres australo-vietnamitas no se encontró dicha secuencia viral. 

 

Este estudio plantea la existencia de una posible relación entre los grupos 

humanos y la relación de MMTV con cáncer de mama (Ford et al., 2004), pero además 

de estos atributos también se ha planteado el posible impacto de la geografía y el medio 

ambiente. Se observa que la incidencia de cáncer de mama es mayor en Europa 

Occidental, hábitat común de M. musculus domesticus, que en Europa Oriental, donde 

existe M. musculus musculus. Esta aseveración también se extiende a otras regiones 

previamente enunciadas como Túnez, Australia y Norteamérica con reportes de MMTV 

en cáncer de mama, lugares en donde también existe una alta incidencia en ratones de la 

especie M. musculus domesticus (Figura 11). Mientras que en otras regiones en donde 

esta especie no existe como Vietnam, Suiza y Austria se ha reportado la ausencia de 

secuencias de MMTV en muestras de cáncer de mama (Ahmed  et al. 2008). 
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Fig. 11. Mapa mundial que demuestra la comparación entre el hábitat natural de las especies de ratón Mus musculus 

musculus y Mus musculus domesticus y los casos reportados de MMTV en cáncer de mama. Las muestras positivas para 

MMTV se indican en porcentajes (Zapata-Benavides  et al., 2007) 

 

 

Existen más evidencias que soportan la hipótesis de una posible zoonosis, ya que 

se han encontrado secuencias del virus en animales domésticos como perros y gatos, en 

este estudio se realizó un análisis filogenético del gen env por el método neighbor-

joining, mostrando que MMTV  detectado de diferentes huéspedes (ratón, humano, gato 

y perro)  no se clasificó en diferentes clústers, indicando que MMTV se puede 

transmitir entre estos diferentes huéspedes (Figura 12) (Hsu et al. 2010). 
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Fig. 12. Análisis filogenético de las secuencias env encontradas en ratón(HeJ) , humano(AF228551.1, AY52722.1,     

AF243039, HBC, HBY), gato( CMGT, Cat1 y Cat2),  perro(DMGT y DBT) y HERVK10 (M14123) como raíz del 

árbol. 
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3.10 Virus y cáncer de pulmón 

Estudios previos han relacionado la infección por el  virus del papiloma humano 

(VPH) con la  formación adenocarcinomas pulmonares en humanos; siendo el tipo más 

predominante VPH 16, seguido de VPH 18; ambos tipos se han encontrado presentes en 

cáncer de pulmón de mujeres no fumadoras de Taiwán (Cheng et al., 2001). 

Otros estudios han detectado al virus de Epstein-Barr en adenocarcinomas y 

carcinomas pulmonares; así como también se ha observado la presencia del virus de 

Jaagsiekte; un virus zoonótico, en cáncer de pulmón humano (Kasai et al., 1994) 

(Braoudaki M et Tzortzatou-Stathopoulou. 2011). 

 

3.10.1 MMTV y cáncer de pulmón  

En un estudio previo que tenía como principal objetivo la búsqueda de 

secuencias de la región env en cáncer de mama, nuestro grupo de investigación encontró 

secuencias con una homología del 98-99% con la región env de MMTV en una línea 

celular establecida a partir de cáncer primario de pulmón INER-51 (Zapata-Benavides 

et al., 2007). 

A partir de esta evidencia se inició el estudio de este virus en muestras de tejido 

fresco y lavados bronquioalveolares, de cáncer de pulmón y de otras patologías 

pulmonares, encontrando en 3/18 muestras, un fragmento de la región env de MMTV 

(Trejo-Avila et al., 2011), así como también secuencias de las regiones reguladoras 

“LTR” involucradas en el proceso de carcinogénesis del virus, en 2 / 18 muestras y en la 

línea celular INER-51. 
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HIPÓTESIS 

 

El provirus like-MMTV presente en la línea celular de carcinoma pulmonar primario 

humano “INER-51”tiene un alto porcentaje de identidad con MMTV y está expresando 

su genoma. 
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OBJETIVO GENERAL 

 

Secuenciar el genoma completo del virus like-MMTV integrado en la línea celular de 

adenocarcinoma pulmonar humano “INER-51”, realizar su análisis filogenético y 

analizar la expresión del provirus. 
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OBJETIVOS PARTICULARES 

 

1. Secuenciar las regiones génicas y reguladoras del  provirus de MMTV integrado 

en la línea celular INER-51 derivada de cáncer pulmonar.  

2. Comparar las secuencias obtenidas del provirus con la secuencia reportada para 

MMTV en el GenBank  (GenBank.  Número de acceso M15122.1).  

3. Analizar la expresión de RNA genómico viral.  

4. Construir un análisis filogenético del gen env de MMTV de las secuencias 

reportadas en Genbank y las secuencias provirales; de la línea celular INER-51 y 

de las muestras de cáncer de pulmón positivas.  

5. Construir un análisis filogenético de las regiones reguladoras LTR de MMTV de 

las secuencias reportadas en Genbank y las secuencias provirales; de la línea 

celular INER-51 y de las muestras de cáncer de pulmón positivas.  
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MATERIAL Y MÉTODOS 

 

Fig. 13 Diseño experimental. 
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6.2 Cultivo de Línea celular INER-51.  

La línea celular INER-51 (Células de Adenocarcinoma Primario Pulmonar) fue 

proporcionada por el Instituto Nacional de Enfermedades Respiratorias de la Secretaría 

de Salud. 

Para el cultivo celular primero se realizó la descongelación de las células; para 

esto se colocaron 10 mL de medio DMEM/ F12 suplementado con SFB al 10%  en un 

tubo falcon de 15 mL y  3 mL del mismo medio en una botella para cultivo T25. Se le 

añadieron 500 μL de medio a los criotubos, se resuspendió y se agregó el volumen al 

tubo falcon al que previamente se le añadieron10 mL de medio,  se centrifugó a 2500 

rpm durante 7 minutos y se retiró el medio. La pastilla se resuspendió  con 500μL de 

medio y se agregó a la botella con 3 mL de medio, posteriormente se incubóa 37ºC, 5% 

de CO2 y condiciones de humedad controlada, las células fueron transferidas al alcanzar 

un 90% de confluencia. 

Para obtener los paquetes celulares para la obtención de DNA, se agregó 1mL de 

tripsina a una botella confluente con el objetivo de despegar las células, una vez que 

esto sucedió se colocó el contenido en tubos eppendorf, se centrifugó y se retiró el 

sobrenadante; posteriormente se realizaron lavados del paquete celular con PBS 1X 

estéril, centrifugando a 4,000 rpm por 5 min y descartando el sobrenadante, en dos 

ocasiones. Por último se almacenó en congelación a -30º C hasta la extracción de DNA.  

 

6.3 Extracción de DNA genómico  

La extracción de DNA se realizó a partir del pellet de células previamente 

congelado, al cual se le añadieron 200 μL de Buffer TE 1X (Tris·Cl10 al mM, pH 8.0; 1 

mM EDTA)  estéril.  Posteriormente las células fueron sometidas a un buffer de lisis 

(200 μL Buffer TE 1X estéril, 200 μL de SDS 10% y 2 μL de Proteinasa K (20mg/mL), 

se incubó a 60º C durante toda la noche, al terminar se adicionaron 150 μL de Buffer P3 

(Kit de extracción de DNA de QIAGEN, Hilden, Alemania) (acetato de sodio) y se 

centrifugó a 10,000 rpm por 10 min.  
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Posteriormente se decantó el sobrenadante en otro tubo eppendorf estéril y se 

agregaron 350 μL de isopropanol absoluto (SIGMA, Missouri, EUA), se centrifugó a 

12,000 rpm por 15 min. A la pastilla precipitada se le realizaron 2 lavados con 200 μL 

de etanol al 70% centrifugándose en cada ocasión a 10,000 rpm por 5 min, se eliminó el 

etanol y se agregaron 30 μL de Buffer TE aumentándose la temperatura  a 60ºC por 

espacio de 30 min para resuspender de forma homogénea. 

 

6.4 Cuantificación del DNA genómico  

Para este fin se utilizó un espectrofotómetro (Nanodrop 2000) en el cual se 

introducen 2 μL de la muestra y a partir de la concentración obtenida en  una longitud 

de onda de 260 nm se realizaron diluciones para obtener alícuotas con una 

concentración de DNA idónea para los ensayos de PCR tradicional (200 ng/μL). 

 

6.5 PCR para gen constitutivo G3PDH 

Para la detección del gen constitutivo G3PDH se utilizó la técnica de Reacción 

en Cadena de la Polimerasa tradicional utilizando primers específicos para este gen 

constitutivo celular (SIGMA GENOSYS, Missouri, EUA), que amplifican un fragmento de 

452 pb, siguiendo las condiciones que se muestran en la Tabla 4 y utilizando el 

programa descrito (Tabla 5). 

Las secuencias de los primers para G3PDH son:  

GF: 5’-ACCACAGTCCATGCCATCAC-3’ (SIGMA GENOSYS, Missouri, EUA)  

GR: 5’-TCCACCACCCTGTTGCTGTA-3’ (SIGMA GENOSYS, Missouri, EUA) 

La temperatura de alineamiento para  este gen se  definió realizando una PCR  in 

silico con la ayuda del programa AmplifX (AmplifX versión 1.44 by Nicolas Jullien 

http://ifrjr.nord.univ-mrs.fr/AmplifX-Home-page) (Figura 14). 
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Tabla4. Condiciones para una PCR convencional 

 

 

 

Tabla 5. Programa para amplificación del fragmento G3PDH. 
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Fig. 14. PCR in silico utilizando los primer G3PDHF y G3PDHR 

 

6.6 PCR para detección de secuencias de  MMTV 

Para detección de regiones génicas y reguladoras de MMTV se realizaron PCRs 

punto final y anidadas  utilizando pares de primers tomados de la literatura (Wang et al., 

2001) y primers diseñados (KM4) por medio del programa GENtle © 2004-2008 

(Magnus Manske). 

Todos los primers utilizados se encuentran descritos en la tabla 6 y se observa su 

ubicación en la figura 15,  las temperaturas de alineamiento para todos los genes 

amplificados se definieron realizando una PCR  in silico con la ayuda del programa 

AmplifX (AmplifX version 1.44 by Nicolas Jullien http://ifrjr.nord.univ-

mrs.fr/AmplifX-Home-page) (Figura 16). 

Las PCRs se realizaron bajo las condiciones descritas anteriormente (Tabla 4) y 

utilizando los programas de las Tablas 7 y 8. 

Una vez realizada la PCR con Taq Polimerasa (Invitrogen, California EUA), se 

repitió la reacción utilizando una polimerasa de alta fidelidad Platinum®PCR Super 
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Mix (Invitrogen, California EUA) siguiendo las condiciones descritas en la Tabla 9, con 

el objetivo de secuenciar el producto de PCR. 

Tabla 6. Primers para detección de secuencias de MMTV 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 15.  Localización, en el mapa genético de MMTV, de los productos amplificados con los juegos de pares de primers. 

Morado: LTR5-GAG3. Magenta: LRT5-LTR3. Amarillo: G378f-G1467R, Azul: G1158F-G1987R. Verde: KM4-POLJR. 

Rojo: POL7-POL3. Verde limón: POL5-POL2. Azul marino: POL6-ENV5R. Celeste: POL6-POL9. Rosa pastel: POL3NR-

EPR. Café: ENV1-3N. Gris: 2N-LTR3. Negro ENV/LTR-LTR3.  
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Fig. 16. PCR in silico para amplificar fragmentos de MMTV. Datos proporcionados utilizando el programa Amplifx, los 

círculos de color en los datos corresponden al color del fragmento amplificado. 
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Tabla 7. Programa para amplificación de los fragmentos de MMTV. 

 

El * expresa la temperatura de alineamiento de la PCR la cual es variable dependiendo los primers y se encuentra en la tabla 8. 

 

Tabla 8. Temperatura de alineamiento de los pares de primers  para la  amplificación de los 

fragmentos de MMTV. 
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Tabla 9. Condiciones para una PCR de alta fidelidad utilizando Platinum®PCR Super Mix. 

 

 

 

 

 

6.7 Electroforesis 

Se realizó mediante el empleo de un gel de agarosa preparado al 1.2% y se 

corrió con buffer TE1X.  El gel se corrió en un rango de 100mV a 200mV, en un 

período de 30 a 50 minutos, dependiendo del avance de las bandas. Además se usó 

marcador de peso molecular de 100 pb  (Invitrogen, California EUA) o 1Kb (Promega 

Corporation, Madison Wisconsin EUA) según corresponda y para una mejor resolución 

del tamaño del amplicón obtenido (Figura 17).El resultado se observó bajo una lámpara 

de luz UV y se fotodocumentó. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 17.  Escalera de marcador de pares 100pb (a) y 1Kb (b) en un gel de agarosa a una concentración de 1%. 

a) b) 
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6.8 Purificación del fragmento.  

La purificación de los productos de PCR para su secuenciación, se realizó por 

medio del  kit Illustra GFX PCR DNA and Gel Band Purification, (GE Healthcare Bio-

Sciences Corp. Piscataway, NJ USA), llevando a cabo el siguiente procedimiento. 

Se corrieron en un gel de agarosa al 1.2% 4 reacciones de cada producto de PCR 

(200 µL) a secuenciar, posteriormente se cortaron las bandas de interés con ayuda de 

una navaja y se colocaron en un tubo  tipo eppendorf de 1.6 mL.  Se agregaron 300 µL 

del Buffer de captura tipo 3 y se colocaron en un termoblock a una temperatura de 60ºC,  

hasta disolver completamente la agarosa. Una vez disuelta la agarosa en el buffer se 

colocó el líquido en una columna de purificación acoplada a un tubo tipo eppendorf de 

1.6 mL y se centrifugó a 14 000 rpm por 30 segundos, descartando el líquido 

recuperado en el tubo. Posteriormente se agregaron 500 µL del Buffer de lavado tipo 1 a 

la columna y se centrifugó a 14 000 rpm por 30 segundos, descartando el líquido 

recuperado en el tubo. Al finalizar el lavado se agregaron 50 µL del Buffer de elución 

tipo 3 en el centro de la membrana de la columna y se centrifugó a 14 000 rpm por 1 

minuto, recuperando el producto de la purificación. Por último se cuantificó dicho 

producto en el Nanodrop, leyendo su concentración a 260nm y se obtuvo su índice de 

pureza  a 260/280 nm. 

 

6.9 Comparación de la secuencia de los fragmentos purificados con la 

secuencia de MMTV.  

Los fragmentos purificados se enviaron a secuenciar al Instituto de 

Biotecnología, UNAM (Cuernavaca, Morelos), en una alícuota total de 15 µL que 

contenían 14 µL  de la muestra (10 ng por cada 100pb) y 1 µL del primer utilizado; 

enviando por ende 2 preparaciones por cada producto de PCR. Una vez secuenciados 

los fragmentos se compararon con la secuencia completa del virus  (GenBank.  Número 

de acceso M15122.1) por medio de los programas  Bioedit, CLC Main Workbench 6 y 

por medio del programa BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) del  NCBI 

(National Center for Biotechnology Information). 
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6.10  Estimulación de transcritos con Polybrene y DMSO. 

Basados en la metodología descrita en la literatura (Kawai et Nishizawa, 1984), 

se plaquearon 8x10
5
 células INER-51 en 2 mL de medio (DMEM. SFB al 10%, 1% 

antibiótico) utilizando placas de 60 mm. Se incubó a 37ºC por 18 horas, pasado el 

tiempo de incubación, se retiró el medio y se agregó 1 mL de medio con Polybrene (0, 

10, 20 o 30 µg/µL)  incubándose por 6 horas a 37ºC. Pasadas las 6 horas se retiró el 

medio y se agregaron 2mL de medio con DMSO a diferentes concentraciones (0, 10, 20 

o 30%), incubándose a temperatura ambiente por 4 minutos. Al término del período de 

incubación, se realizó un lavado de las placas con 1mL de medio y se incubó con 2mL 

de medio a 37ºC por 24 horas, al finalizar la incubación se realizó la extracción de RNA 

de cada una de las placas del experimento (Figura18). 

 

 

Fig. 18  Tratamientos con Polybrene y DMSO a células INER-51 para la estimulación de transcritos. 
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6.11 Extracción de RNA  

Para la determinación de transcritos se realizó una extracción de RNA de la línea 

celular utilizando el método de extracción fenólica con TRIZOL (Reagent® Invitrogen 

Life Technologies, California EUA). Este método se basa en el uso de una solución 

monofásica de fenol e isotiocianato de guanidina para la lisis de las células y la 

separación de la muestra en dos fases (acuosa y orgánica). Seguida de la extracción y 

precipitación de RNA total con cloroformo e isopropanol respectivamente a partir de la 

fase acuosa. 

Para la obtención de la muestra se agregaron 300μL de TRIZOL a la caja de 

cultivo, hasta barrer con las células que se encuentran adheridas, posteriormente se 

absorben los 300 μL, se introducen en un tubo eppendorf de 1.5mL al que previamente 

se le  agregaron 700μL de TRIZOL para obtener un volumen total de 1mL. El tubo se 

sometió a centrifugación a 13000rpm por 3minutos, posteriormente se transfirió el 

sobrenadante a un tubo eppendorf de 1.5mL, se le añadió 0.2 volúmenes de cloroformo, 

se dio un spin y se incubó a temperatura ambiente por espacio de 3 minutos; pasado este 

tiempo se centrifugó a 13 000 rpm por 5 minutos y se observaron dos fases, de las 

cuales se recuperó la fase superior en un tubo nuevo y se le adicionó 0.7 volúmenes de 

isopropanol (±350 µL), se mezcló por inversión 10 veces y se centrifugó a 13000 rpm 

por 5 minutos, descartando el sobrenadante. El pellet encontrado en el fondo del tubo se 

lavó con etanol 70% / agua DEPC y se centrifugó a 13000 rpm por 10 minutos, 

posteriormente se eliminó el etanol y se agregaron 30 μL de Agua DEPC aumentándose 

la temperatura  a 60ºC por espacio de 30 min para resuspender de forma homogénea. 

Por último se corrió un gel de agarosa al 1.2% para observar el patrón de bandas 

característico de una extracción de RNA. 
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6.12 Cuantificación del RNA 

Para este fin se utilizó un espectrofotómetro (Nanodrop 2000) en el cual se 

introducen 2 μL de la muestra y a partir de la concentración obtenida a 260 nm y 

tomando en cuenta el índice de pureza 260/280nm, se procede a realizar diluciones para 

obtener la concentración deseada. 

 

6.13 Tratamiento con DNAsa libre de RNAsa 

Se realizó un tratamiento al RNA extraído con el kit RQ1 RNAse-free DNAse 

1Kb (Promega Corporation, Madison Wisconsin EUA), siguiendo el protocolo que se 

describe a continuación. En un tubo tipo eppendorf de 1.6 mL se agregó 1 µg del RNA 

(resuspendido en 8 µl de agua libre de nucleasas), 1 µL de RQ1 RNAse-Free DNAse 

10x Buffer y 1 µL de RQ1 RNAse-Free DNAse para obtener un total de 10 µL. Se 

incubó a 37ºC por 30 minutos, al término de la incubación se agregó 1 µL de RQ1 

DNAse Stop Solution, para detener la actividad de la DNAsa  y se incubó por 10 

minutos a 65ºC, al finalizar la incubación se realizó RT-PCR para sintetizar cDNA. 

 

6.14 Síntesis de cDNA 

El cDNA se sintetizó a partir del RNA total obtenido de la extracción 

previamente realizada y tratada con la DNAsa libre de RNAsa,  por medio de la 

transcripción reversa utilizando el kit High-Capacity cDNA Archive Kit (Applied 

Biosystem , Carlsbad California USA). 

Se preparó una mezcla con 2μlLdel Buffer RT 10X, 0.8 μL de dNTPs mix 

(100mM), 2μl de Random Primers 10x, 1 μL de Multiscribe RT 50 U/μL y 4.2 μL de 

H2O. Se mezclaron 10μL del mix con 10 μL del RNA (100ng/μL) para dar un volumen 

total de 20μL. Se incubó a 25ºC por 10 minutos seguidos de un período de incubación 

de 2 horas a 37ºC. 
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6.15 Búsqueda de transcritos 

Para la búsqueda de transcritos se realizó primeramente un PCR para gen 

constitutivo G3PDH y posteriormente se realizaron PCRs punto final y anidado 

utilizando el cDNA sintetizado. 

 Los pares de primers utilizados fueron 01-03 y 5L-3L para la región env, 

G1158-G1987 para la región gag y POL6-POL9 para la región génica pol. Los 

productos de PCR se observaron en un gel de agarosa bajo las condiciones ya 

mencionadas. 

 

6.15 Análisis filogenético para la región génica env 

El análisis filogenético para la región génica env (554pb) se realizó alineando un 

fragmento de 552 pb de env del MMTV presente en la línea celular INER-51, con 

secuencias de MMTV presentes en pacientes con patologías pulmonares humanas 

(adenoarcinoma pulmonar e infiltrado inflamatorio agudo), secuencias de MMTV de 

GenBank de pacientes con cáncer de mama de 2 regiones geográficas diferentes 

(Australia y Estados Unidos de América) y una secuencia de la región génica env de 

HERVK-10 que fue utilizado como grupo externo y para dar raíz al árbol. El 

alineamiento se realizó por medio de MUSLE utilizado el programa MEGA 5. Posterior 

al alineamiento se realizó un análisis filogenético por el método de Neighbor joining el 

cual nos dice la distancia genética entre una secuencia y la otra, el objetivo fundamental 

de este método es poder identificar individuos cuando se desconoce la especie a la que 

pertenecen. El estudio se relizó con un “Bootsrap” de 1000 repeticiones utilizando el 

programa MEGA 5. El “Bootsrap” se usa para encontrar soporte estadístico de los 

clados mediante un sub-muestreo de los datos obteniendo réplicas de los mismos y 

construyendo árboles para cada una de las réplicas. Esta metodología permite 

determinar qué tan confiables son las relaciones deducidas a partir de los datos; un 

“Bootstrap” de 80% en este caso, indica que al correr 1000 veces el mismo análisis, el 

clado aparece de la misma forma 800 veces, tomando como un buen “Bootstrap” un 

valor por encima de 40%. La edición del árbol se realizó por medio del programa 

FigTree. 
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6.16 Análisis filogenético para la región reguladora LTR 

Para el análisis filogenético de la región reguladora se alineó un fragmento 352 

pb de la región reguladora 5’ del MMTV presente en la línea celular INER-51, con 

secuencias de MMTV presentes en pacientes con patologías pulmonares humanas 

(adenoarcinoma pulmonar e infiltrado inflamatorio agudo), secuencias de MMTV de 

GenBank asociadas a otras patologías en humano (linfoma no Hodgkin y cáncer de 

mama) y con un fragmento LTR de XMRV que fue utilizado como grupo externo. El 

alineamiento se realizó por medio de MUSLE utilizado el programa MEGA 5. Posterior 

al alineamiento se realizó un análisis filogenético por el método de Neighbor joining y 

con un “Bootsrap” de 1000 utilizando el programa MEGA 5. La edición del árbol se 

realizó por medio del programa FigTree. 
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RESULTADOS 

 

7.1 Amplificación de G3PDH en las muestras y en la línea celular INER-51. 

Se realizó una PCR para amplificar el gen constitutivo control, G3PDH, del DNA 

extraído de la línea celular INER-51. La línea celular INER-51 mostró una 

amplificación exitosa de un producto de PCR de 452pb (Ver Figura 19). 

 

 

 

Fig.19 Productos de PCR de la línea celular INER-51 utilizando primers específicos para G3PDH: Carril 1: marcador de 

peso molecular (100pb), carril 2: línea celular INER-51, carril 3: control negativo. 

 

7.2 Amplificación de regiones génicas y reguladoras de MMTV en la línea 

INER-51. 

Se realizó PCR para amplificar las regiones génicas y reguladoras de MMTV en la 

línea celular INER-51. Para la región reguladora 5’ se observaron amplificaciones 

exitosas de los productos esperados (Ver Figura 20). 

 

 

 

 

 

 

Fig. 20. A) Productos de PCR de la línea celular INER-51 utilizando los primers para MMTV “LTR5’” y “GAG3”. Carril 

1: INER-51, carril 2: marcador de peso molecular (1Kb) .B) Productos de la PCR semianidada del producto de LTR5’-

GAG3, utilizando los primers  “LTR5’” y “LTR3’”. Carril 1: marcador de peso molecular (100 pb), carril 2: INER-51. C) 

Ubicación de primers para primer PCR y PCR anidada. 
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Se amplificó la región génica gag con la ayuda de los primers previamente descritos, 

observándose los productos esperados (Ver Figura 21). 

 

 

 

 

 

 

Fig. 21. A) Productos de PCR de la línea celular INER-51 utilizando los primers para MMTV “G378F” y “G1467R”. 

Carril 1: INER-51, carril 2: marcador de peso molecular  (1Kb).  B) Productos de PCR, utilizando los primers  “G1158F’” y 

“G1987R’”. Carril 1: INER-51, carril 2: marcador de peso molecular (1Kb), C) Ubicación de primers para ambos PCRs. 

 

 

La región génica pol se amplificó utilizando 5 juegos de primers, observándose de los 

productos esperados (Ver Figura 22-24). 

 

 

 

 

 

 

Fig. 22. A) Productos de PCR de la línea celular INER-51 utilizando los primers para MMTV “KM4” y “POLJR”. Carril 

1: INER-51, carril 2: marcador de peso molecular  (1Kb).  B) Productos de PCR, utilizando los primers  “POL7’” y “POL3’”. 

Carril 1: INER-51, carril 2: marcador de peso molecular (1Kb), C) Ubicación de primers para ambos PCRs. 
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Fig. 23A) Productos de PCR de la línea celular INER-51 utilizando los primers para MMTV “POL5” y “POL2”. Carril1: 

INER-51, carril 2: marcador de peso molecular  (1Kb).  B) Productos de PCR, utilizando los primers  “POL6’” y “POL9”. 

Carril 1: INER-51, carril 2: marcador de peso molecular (1Kb), C) Ubicación de primers para ambos PCRs 

 

 

 

 

 

 

Fig. 24 A) Productos de PCR de la línea celular INER-51 utilizando los primers para MMTV “POL6” y “ENV5R”. 

Carril1: INER-51, carril 2: marcador de peso molecular  (1Kb).  B) Ubicación de primers para la reacción. 

 

 

 

Para amplificar la región génica env, que codifica para la proteína de envoltura, y la 

región reguladora 3’ se usaron 5 juegos de primers, observándose de los productos 

esperados (Ver Figura 25-27). 
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Fig.25 A) Productos de PCR de la línea celular INER-51 utilizando los primers para MMTV “POL3NR y “EPR”. Carril1: 

INER-51, carril 2: marcador de peso molecular  (1Kb).  B) Productos de PCR, utilizando los primers  “ENV1’” y “3N”. 

Carril1: INER-51, carril 2: marcador de peso molecular  (1kb. C) Ubicación de primers para ambos PCRs. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 26 A) Productos de PCR de la línea celular INER-51 utilizando los primers para MMTV “2N” y “LTR3”. Carril1: 

INER-51, carril 2: marcador de peso molecular  (1Kb).  B) Productos de PCR, utilizando los primers  “ENV/LTR’” y “LTR3 

Carril1: INER-51, carril 2: marcador de peso molecular  (1Kb).  C) Ubicación de primers para ambos PCRs. 
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Fig. 27. A) Productos de la PCR semianidada del producto de ENV/LTR’-LTR3, utilizando los primers  “LTR5’” y 

“LTR3’”. Carril 1: marcador de peso molecular (100 pb), carril 2: INER-51. C) Ubicación de primers para primer PCR y 

PCR anidada. 

 

7.3 Comparación de las secuencias obtenidas del provirus con la secuencia 

reportada para MMTV en el GenBank   

Los fragmentos amplificados y purificados se enviaron al Instituto de Biotecnología 

de Cuernavaca Morelos para su secuenciación. El cromatograma de la secuencia de 

cada uno de los fragmentos se analizó por medio del programa Bioedit, observándose 

una buena señal que no presentaba ruido de fondo.  

Las secuencias analizadas se traslaparon para obtener una secuencia final de  9167 

pb. La secuencia completa (9167pb) fue analizada por medio de los programas Bioedit, 

CLC Main Workbench 6 y por medio del programa BLAST (Basic Local Alignment 

Search Tool) del  NCBI (National Center for Biotechnology Information)  indicando el 

porcentaje de identidad con MMTV (No. de acceso M15122.1) y los nucleótidos 

impares (Figura 28). 
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Fig. 28 (Parte1) Comparación de la secuencia del provirus de MMTV en la línea INER-51 con la secuencia de MMTV 

(GenBank. Número de acceso M15122.1) (1-1317nt). Se observa en color rosa la variación nucleotídica. 
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Fig. 28 (Parte2) Comparación de la secuencia del provirus de MMTV en la línea INER-51 con la secuencia de MMTV 

(GenBank. Número de acceso M15122.1) (1318-2637nt). Se observa en color rosa la variación 

nucleotídica.
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Fig.28 (Parte3)  Comparación de la secuencia del provirus de MMTV en la línea INER-51 con la secuencia de MMTV 

(GenBank. Número de acceso M15122.1) (2638-3957 nt). Se observa en color rosa la variación 

nucleotídica
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Fig. 28 (Parte4)  Comparación de la secuencia del provirus de MMTV en la línea INER-51 con la secuencia de MMTV 

(GenBank. Número de acceso M15122.1) (3958-5277 nt). Se observan en color rosa la variación nucleotídica. 
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Fig. 28 (Parte5)  Comparación de la secuencia del provirus de MMTV en la línea INER-51 con la secuencia de MMTV 

(GenBank. Número de acceso M15122.1) (5278-6537 nt). Se observa en color rosa la variación nucleotídica. 
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Fig.28 (Parte6)  Comparación de la secuencia del provirus de MMTV en la línea INER-51 con la secuencia de MMTV 

(GenBank. Número de acceso M15122.1) (6537-7857 nt). Se observa en color rosa la variación nucleotídica 
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Fig. 28(Parte7)  Comparación de la secuencia del provirus de MMTV en la línea INER-51 con la secuencia de MMTV 

(GenBank. Número de acceso M15122.1) (7857-9168 nt). Se observa en color rosa la variación nucleotídica. 
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El alineamiento por BLAST determinó que la secuencia proviral presente en la línea 

celular INER-51 tiene una identidad del 96% con MMTV (GenBank. Número de acceso 

M15122.1) (Figura 29) y analizando por separado cada una de las regiones génicas se 

determinó que las regiones reguladoras poseen un porcentaje de identidad del 96%, la 

secuencia de MMTV, la región génica gag, pol y env poseen un porcentaje de identidad 

de 97%, 98% y 96%, respectivamente (Figura 30). 

 

 

Fig. 29 Resultados del alineamiento múltiple por BLAST de toda la región viral. 

 

 

 

Fig. 30. Porcentaje de identidad por región. 

 

 

 

7.4 Análisis de la expresión del RNA genómico viral 

Para analizar la expresión del RNA genómico viral se realizó una previa 

estimulación de la transcripción con Polybrene y DMSO (a diferentes concentraciones) 

a la línea celular INER-51 como se describe en material y métodos, posteriormente se 

extrajo el RNA para hacer una transcripción inversa y buscar transcritos virales por 

medio de PCR; sin embargo no se detectó ningún transcrito de las diferentes regiones 

génicas de MMTV, solo se amplificó el  cDNA del transcrito control (G3PDH).  
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7.5 Análisis filogenético de la región génica env. 

Se realizó un alineamiento múltiple utilizando la herramienta MUSCLE de 

MEGA5 (Figura 31)  y en base a este se construyó un análisis filogenético por el 

método de Neighbor joining (Figura 32), mostrando la relación de las secuencias env 

de MMTV encontradas en patologías de pulmón en humano (incluyendo la línea celular 

INER-51) con respecto a las secuencias de MMTV asociadas a cáncer de mama de 

diferentes regiones geográficas; las secuencias de MMTV asociadas a pulmón se 

relacionan con todas las secuencias de  MMTV presentes en cáncer de mama humano 

de otras regiones geográficas y en cáncer de mama murino. La mayoría de los clados 

muestran un “Bootstrap” arriba de un 40%. 
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Fig. 31 (Parte 1)  Alineamiento múltiple por MUSCLE de la región génica env de  muestras de cáncer de pulmón: 

INER 6 (Genbank No. de acceso GU252129), INER101 (HM636471.1), INER-51, infiltrado inflamatorio agudo  de pulmón  

HZ14 (HM63470.1), muestras de cáncer de mama de USA (AF346816, AF239172, AF243039), cáncer de mama de Sydney 

(AY702715, AY702714) y MMTV de ratón (AF071010). 
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 Fig. 31 (Parte 2)  Alineamiento múltiple por MUSCLE de la región génica env de  muestras de cáncer de pulmón: INER 6 

(Genbank No. de acceso GU252129), INER101 (HM636471.1), INER-51, infiltrado inflamatorio agudo  de pulmón  HZ14 

(HM63470.1), muestras de cáncer de mama de USA (AF346816, AF239172, AF243039), cáncer de mama de Sydney 

(AY702715, AY702714) y MMTV de ratón (AF071010). 
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Fig. 32.  Análisis filogenético que muestra la relación de las secuencias env de cáncer de pulmón en humano (INER6 No. 

de acceso 6u25212931, INER101 No. de acceso HM636471.1 e INER51) e infiltrado inflamatorio agudo humano (HZ14, No. 

de acceso HM636470.1)  de México con las secuencias env de cáncer de mama en humano de diferentes regiones geográficas 

(Sydney (No. de acceso AY702715 y AY702714) y Estados Unidos. (No de acceso AF239172, AF243039 y AF346816)) y con la 

secuencia env de MMTV(No de acceso AF071010) y la secuencia env de HERV-K10 como grup externo (JN656291.1 )La 

línea de la parte inferior izquierda indica la medida visual de los cambios de nucleótidos. Bootstrap: 1000 repeticiones. 

 

7.6 Análisis filogenético de la región reguladora LTR. 

Se realizó un alineamiento múltiple utilizando la herramienta MUSCLE de 

MEGA5 (Figura 33)  y en base a este se construyó un análisis filogenético por el 

método de Neighbor joining (Figura 34), el cual muestra la relación de las secuencias 

LTR de MMTV encontradas en patologías de pulmón en humano (incluyendo la línea 

celular INER-51) con respecto a las secuencias de MMTV asociadas a otras patologías 

en humano; las secuencias de MMTV asociadas a pulmón en humano poseen una mayor 

identidad con el MMTV presente en cáncer de mama murino que las secuencias de 

MMTV presentes en otras patologías en humano. Todos los clados muestran un  

“Bootstrap” arriba del 40%. 
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Fig. 33 (Parte1)  Alineamiento múltiple por MUSCLE de la región reguladora  LTR  de  muestras de cáncer de pulmón: 

INER 6, INER-51, infiltrado inflamatorio agudo  de pulmón  HZ14,  secuencias de cáncer de mama de (AY652974.1, 

AY652975.1, AY652973),  secuencias de Linfoma no-Hodgkin (AY652966.1, AY652971.1) y secuencias de  MMTV de ratón 

(M15122.1). 
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Fig. 33 (Parte2) Alineamiento múltiple por MUSCLE de la región reguladora  LTR  de  muestras de cáncer de pulmón: 

INER 6, INER-51, infiltrado inflamatorio agudo  de pulmón  HZ14,  secuencias de cáncer de mama de (AY652974.1, 

AY652975.1, AY652973),  secuencias de Linfoma no-Hodgkin (AY652966.1, AY652971.1) y secuencias de  MMTV de ratón 

(M15122.1). 

 

Fig. 34.  Análisis filogenético que muestra la relación de las secuencias LTR de cáncer de pulmón en humano 

(INER6, INER51) e infiltrado inflamatorio agudo humano (HZ14)  de México con las secuencias LTR de cáncer 

de mama (No. de acceso AY652973.1, AY652974.1 y AY652975.1)  y linfoma no Hodgkin (No. de acceso 

AY652972.1 y AY652966.1)  en humano y con la secuencia env de MMTV en cáncer mamario de ratón (No de 

acceso MI15122.1). Utilizando XMRV como grupo externo (NC_007815.2). Bootstrap: 1000 repeticiones. 
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DISCUSIÓN 

 

Los retrovirus oncogénicos de transformación no aguda, causan la expresión 

desregulada de los oncogenes celulares mediante la integración del provirus en el 

genoma huésped y han sido utilizados para estudiar el desarrollo y progresión  del 

tumor en modelos animales (Coffin et al. 1997). 

MMTV fue el primero caracterizado en la década de 1930 como un agente  

asociado con tumores mamarios en ratones y ha sido utilizado como un modelo in vivo 

para el estudio de cáncer de mama humano (Bittner, 1936)  (Callahan et Smith, 2008). 

Desde el descubrimiento de MMTV, numerosos investigadores han buscado un 

virus similar asociado a cáncer de mama humano, encontrando secuencias con alta 

identidad con MMTV.  

En nuestro país se ha observado la presencia de secuencias génicas env en el 

4.2% de las biopsias de tumor mamario procesadas, observándose un elevado porcentaje 

de identidad (entre el 98 - 99%), con MMTV, así como también la presencia de 

secuencias génicas env y reguladoras LTR  en una línea celular de adenocarcinoma 

pulmonar primario humano y en muestras de pacientes con cáncer pulmonar y otras 

patologías relacionadas, con un porcentaje de identidad con MMTV mayor al  96% 

(Zapata-Benavides et al. 2007) (Trejo-Avila et al., 2011). 

En el presente trabajo se realizó la secuenciación  del genoma completo del virus 

like-MMTV integrado en la línea celular de adenocarcinoma pulmonar humano INER-

51,  se analizó la expresión del provirus y se construyó un análisis filogenético del gen 

env y de las regiones reguladoras LTR de MMTV, de las secuencias reportadas en 

Genbank, de las secuencias provirales de la línea celular INER-51 y de las muestras de 

cáncer de pulmón positivas.  

Al realizar la secuenciación del genoma completo del provirus insertado en la 

línea celular INER-51 y realizar un alineamiento múltiple por BLAST (megablast) 

(Figura 29) se observó que la secuencia tenía un porcentaje de identidad del 96% con el 

MMTV aislado de tumor de mama. Liu et al en el 2001 secuenciaron un provirus 

presente en tumor mamario humano observando una identidad de 95% con MMTV, del 
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mismo modo (Melana et. al, 2008) asilaron la secuencia de un provirus a partir de 

cáncer de mama humano y determinaron que esta secuencia poseía un porcentaje de 

identidad del 97% con el MMTV aislado a partir de cáncer de mama murino. 

El análisis de la expresión del provirus se realizó por medio de RT-PCR, previo 

a esto se realizó una estimulación de la transcripción por medio de Polybrene y DMSO. 

No se observaron transcritos de ninguna región génica del virus, sin embargo no se 

descarta la expresión del mismo, la falta de amplicón del DNA complementario del 

virus puede deberse a la sensibilidad de la técnica; el uso de técnicas más sensibles 

como el Q-PCR puede arrojar resultados más certeros. 

La falta de evidencia de la expresión del provirus no descarta su asociación con 

la carcinogénesis; ya que MMTV transforma la célula por un mecanismo de 

mutagénesis insercional, regulando y potenciando la expresión de protoncogenes 

celulares por medio de sus regiones reguladoras LTRs. 

Al construir un análisis filogenético con las secuencias env de 552pb 

provenientes de los provirus integrados en: INER51; en patologías pulmonares de 

humano; en  muestras de cáncer de mama humano de diferentes regiones geográficas; y 

en cáncer mamario de ratón,  se  observó que la secuencia encontrada en INER-51 no se 

agrupaba con las secuencias de env encontradas en cáncer de pulmón; sino que se 

asociaba indiscriminadamente con las secuencias de env reportadas en cáncer de mama 

humano provenientes de diferentes regiones geográficas y con la secuencia de MMTV 

de ratón. Solo las secuencias encontradas en cáncer pulmonar INER-6 y en infiltrado 

inflamatorio agudo HZ14 se agrupaban en un solo clado, mostrando una distancia 

genética mas cercana entre estas dos secuencias y por lo tanto una alta identidad entre sí 

(Figura 32). 

El hecho de que la secuencia de INER51 se interrelacione con las secuencias 

provenientes de cáncer mamario de otras regiones geográficas y no forme un grupo 

separado confirma el alto porcentaje de identidad que existe entre las secuencias env de 

MMTV provenientes de todas las muestras aisladas de humano antes mencionadas y por 

otra parte que el mismo provirus MMTV está presente en cáncer de mama de ratón y 

humano, así como también en cáncer de pulmón humano. 
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Este análisis filogenético es acorde con el presentado por, (Lawson et al., 2010) 

en  su estudio observaron claramente que las secuencias de env de los provirus like-

MMTV presentes en muestras de cáncer de mama en humanos provenientes de Estados 

Unidos, Italia, México y Argentina no se agrupan como dos especies distintas de 

MMTV.  

 (Hsu et al., 2010) observaron un comportamiento similar al anterior, dónde las 

secuencias env extraídas de tumores de cáncer mamario de ratón, gato, perro y humano 

se interrelacionan indiscriminadamente en los clados, concluyendo que el virus puede 

transmitirse entre estos  diferentes huéspedes (Figura 12).  

 Los genes de envoltura de los provirus son los que presentan mayor 

divergencia, por lo que, con un análisis filogenético de toda la secuencia completa de 

los provirus presentes podría arrojarnos datos concluyentes con respecto a la relación 

entre el virus que infecta el tejido mamario en ratón y el que infecta tejido humano. 

Con respecto al análisis filogenético de las regiones reguladoras LTR de MMTV 

presentes en cáncer de pulmón humano, cáncer de mama humano, linfoma no-Hodgkin 

humano y cáncer mamario murino (Figura 34), se observó que las secuencias de cáncer 

de pulmón humano se agrupaban en un mismo clado. En un estudio realizado por 

(Etkind et al., 2000) en el cual se compararon secuencias LTR presentes en los 

integrantes de una familia con cáncer de mama humano (padre, madre e hija), con las 

secuencias de MMTV de cáncer de mama murino, observaron como las secuencias de la 

madre e hija se agrupaban en un solo clado (Figura 9), pero no fue elemento suficiente 

para determinar que los provirus presentes en los humanos pertenecen a una especie 

distinta al MMTV murino. En otro estudio realizado por el mismo grupo de  (Etkind, et 

al.,  2004) (Figura 10), compararon las secuencias de MMTV presentes en muestras de 

linfoma no-Hodgkin humano, cáncer de mama humano y cáncer de mama en ratón 

observando una estrecha relación de todas las secuencias LTR asociadas a humano y 

murino.  En nuestro estudio, el análisis filogenético de la región LTR tampoco podría 

sugerir la presencia de una especie distinta de MMTV, ya que el análisis filogenético de 

la región env de las mismas muestras nos descarta esta posibilidad.  

Analizando el alineamiento múltiple de las secuencias de la región reguladora 

LTR (Figura 33), se observa el mismo patrón de diferencias, pérdidas o ganancias de 
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nucleótidos, en la mayoría de secuencias analizadas en humano con respecto a la 

secuencia presente en ratón. En especial, llama particularmente la atención la pérdida de 

un triplete localizado en los nucleótidos  246, 247 y 248 en todos los tumores humanos 

analizados (pulmón, mama, linfoma no-Hodgkin), la pérdida de estos nucleótidos 

pudiera quizás conferirle al virus ciertas características que le permitan su adaptación al 

nuevo huésped. 

La presencia de un provirus insertado en una línea celular de pulmón humano 

(INER51) que posee una alta identidad con el provirus MMTV  presente en cáncer de 

mama en ratones, así como también  la relación de las secuencias del provirus presentes 

en la línea celular con: las secuencias aisladas de cáncer de pulmón humano; cáncer de 

mama humano; y cáncer de mama de ratones, son evidencias que apoyan la asociación 

de MMTV con la tumorigénesis en pulmón. 

Es necesario consolidar estas evidencias por una parte analizando el locus de 

inserción del provirus de MMTV y de protoncogenes (familias Fgf y Wnt que son 

comúnmente alteradas en el modelo murino) en la línea celular INER-51;  así como 

también analizar la expresión de estos protoncogenes  y determinar si se encuentran 

sobre expresados diferencialmente en células provenientes de cáncer pulmonar, con y 

sin el virus asociado. Por otra parte será necesario seguir buscando la presencia de este 

retrovirus en un número mayor de pacientes con cáncer pulmonar y buscar su 

asociación con cáncer pulmonar en otros huéspedes.    
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CONCLUSIONES 

1. Se amplificaron y secuenciaron  las regiones génicas y reguladoras del  

provirus de MMTV integrado en la línea celular INER-51 derivada de cáncer pulmonar. 

2. Se compararon las secuencias obtenidas del provirus con la secuencia  

reportada para MMTV en el GenBank  (GenBank.  Número de acceso M15122.1) se 

observó un porcentaje de identidad del 96%. 

3. Se analizó la expresión de RNA genómico viral del provirus insertado en  

la línea celular INER-51 derivada de cáncer pulmonar, sin embargo no se detectó la 

expresión de dicho provirus. 

4. Se construyó un análisis filogenético del gen “env” de MMTV con las  

secuencias reportadas en Genbank (cáncer de mama humano de diferentes regiones 

geográficas y cáncer de mama en ratón) y  las secuencias provirales: de la línea celular 

INER-51 y de las muestras de cáncer de pulmón positivas, observando como éstas se 

agrupaban indiscriminadamente, sin formar un clado en particular, indicando que la 

misma cepa de MMTV está presente en ratón y humano. 

5. Se construyó un análisis filogenético de las regiones reguladoras “LTR”  

de MMTV en las secuencias reportadas en Genbank (cáncer de mama humano, linfoma 

no-Hodgkin y cáncer de mama en ratón) y las secuencias provirales: de la línea celular 

INER-51; y de las muestras de cáncer de pulmón positivas, observando cómo las 

secuencias aisladas a partir de pulmón formaban un solo grupo indicando que el virus 

presente en pulmón presenta variaciones significativas en la región reguladora, al que 

infecta tejido mamario humano y de ratón. En el alineamiento múltiple de las secuencias 

LTR, observamos cambios y pérdidas de nucleótidos con respecto al MMTV murino 

que se conservan entre  las secuencias de MMTV presentes en tejido humano. 

CONCLUSION FINAL -  Este estudio confirma la presencia de un provirus 

like-MMTV completo insertado en células de cáncer pulmonar, asociado a los provirus 

aislados de tumores mamarios humanos y de ratón. 
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