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Resumen

En México a partir del 2006 el cancer de mama es la primera causa de muerte por
neoplasias en mujeres, los datos de incidencia se reportan en 38 por 100,000
habitantes. Se han identificado la mayoria de los factores de riesgo, sin embargo,
la etiologia aun es desconocida. Los factores identificados incluyen: a) Factores
genéticos: historia familiar con céncer, principalmente mutaciones en los genes
BRCA-1 y/o BRCA-2, b) Factores endocrinos: larga exposicion a estrégenos,
nuliparidad, menarca temprana y menopausia tardia y c) Factores exdgenos:
Dieta, consumo de alcohol, cigarrillos, agentes quimicos, radiaciones ionizantes,
etc. Recientemente diversos grupos de trabajo han sugerido la posibilidad de que
un retrovirus (el Virus del Tumor Mamario Murino o MMTV) pudiera ser el agente
etiolégico de algunos canceres de mama. El objetivo del presente trabajo es
identificar un fragmento de 250 pb. del gen env del MMTV en adenocarcinomas
mamarios en mujeres mexicanas y evaluar los sitios de insercion del retrovirus
mediante PCR splinkerette. Se analizaron 56 muestras de adenocarcinoma
mamarios y tejidos no afectados. Las muestras fueron procesadas y el DNA
extraido. La extraccion del DNA se realiz6 mediante el equipo QIAcube siguiendo
las indicaciones del fabricante. Se verifico la integridad y se cuantifico para una
posterior PCR anidada, para la cual se utilizaron los oligonucle6tidos propuestos
por Wang y col. en 1995. Se utiliz6 una construccién hecha con el gen env del
MMTYV cepa C3H sobre un plasmido pBR322 y propagado en E.coli HB101 como
control positivo de reaccién, asi mismo se amplifico un fragmento de 500pb del
gen GAPDH para verificar la utilidad de los DNAs. Una vez identificados los
productos de PCR positivos para env estos fueron secuenciados y las secuencias
alineadas con BLAST 2.2.24. Una vez detectadas las muestras positivas para
MMTV éstas fueron evaluadas mediante PCR splinkerette para detectar los
posibles sitios de insercion del retrovirus. Se detecto la presencia de secuencias
parecidas al gen env del MMTV en 16 (40%) de las muestras analizadas y en
ninguno de los tejidos no afectados. Los alineamientos hechos a las secuencias
amplificadas arrojaron una similitud del 96- 98% entre las secuencias amplificadas
y el gen env del MMTV. Los andlisis hechos mediante PCR splinkerette arrojaron
diversos sitios de amplificacién, se pudieron detectar 12 secuencias (genes y
regiones intergénicas) entre ellas: proteina nucleoral 4, Factor de iniciacion 5,
proteina de ensamble a nucleosoma 1, Factor 6 de crecimiento, proteina. Es
posible detectar secuencias del MMTV en adenocarcinomas mamarios de mujeres
mexicanas. Las secuencias obtenidas de los amplificados detectados en los
adenocarcinomas mamarios corresponden hasta en un 98% de homologia al gen
env del MMTV depositado en el NCBI. Algunos de los genes detectados estan
involucrados en procesos diferenciacié y crecimiento celular.
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Abstract

In Mexico from 2006 breast cancer is the leading cause of death from malignancy
in women, incidence data are reported at 38 per 100,000 habitants. Have identified
most of the risk factors, however, the etiology is unknown. The factors identified
include: a) Genetic factors: family history of cancer, especially mutations in the
BRCA-1 and / or BRCA-2 genes, b) Endocrine factors: long exposure to estrogen,
nulliparity, early menarche and late menopause c) Factors Exogenous: diet,
alcohol, cigarettes, chemicals, radiation, etc.. Recently, several working groups
have suggested the possibility that a retrovirus (the murine mammary tumor virus
or MMTV) may be the causative agent of some breast cancers. The aim of this
study is to identify a fragment of 250 bp. MMTV env gene in mammary
adenocarcinomas in Mexican women and evaluate the retrovirus insertion sites by
PCR splinkerette. We analyzed 56 samples of breast adenocarcinoma and
uninvolved tissue. Samples were processed and DNA extracted. DNA extraction
was performed using the computer QIAcube following manufacturer's instructions.
Integrity was verified and quantified for subsequent nested PCR, for which we used
oligonucleotide proposed by Wang et al. in 1995. We used a construction made by
the env gene of MMTV C3H strain on a plasmid pBR322 and propagated in E.coli
HB101 as a positive control reaction, so it was amplified a 500pb fragment of the
gene GAPDH to verify the usefulness of the DNAs. Having identified the positive
PCR products were sequenced and env these sequences aligned with BLAST
2.2.24. Having detected these MMTV-positive samples were tested by PCR to
detect possible splinkerette insertion sites of retrovirus. Detected the presence of
sequences similar to MMTV env gene in 16 (40%) of the samples and the tissues
unaffected. The alignments made to the amplified sequences showed a similarity
of 96 - 98% between the amplified sequences and the MMTV env gene. The
analysis made by PCR yielded different sites splinkerette amplification could be
detected 12 sequences (genes and intergenic regions) including: protein nucleoral
4, initiation factor 5, a nucleosome assembly protein 1, Factor 6, growth, protein.
Sequences can be detected MMTV in mammary adenocarcinomas of Mexican
women. The sequences obtained from amplicons detected in breast
adenocarcinomas are up to 98% homology to MMTV env gene deposited in the
NCBI. Some of the genes identified are involved in cell growth and differentiation
processes.
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1. Introduccion

1.1 Cancer

La teoria del “dafo multiple” para explicar el origen del cancer sugiere que, las
células acumulan dafio aleatorio en sus genes (mutaciones). Por accidente, algo
del dafio ocurre en genes criticos que normalmente controlan de forma rigurosa
los procesos de proliferacion y apoptosis en las células (oncogenes, genes
supresores de tumor o genes de reparacion del DNA). El cancer ha sido llamada
‘la enfermedad de los genes”, debido a que se ven afectados un sin numero de
genes en el desarrollo de esta enfermedad, los cuales estan implicados en
procesos distintos tales como la multiplicacion, especializacién y/o muerte celular.
Se conocen algunos genes involucrados en diversos procesos del desarrollo
neoplasico, por ejemplo: PCNA en proliferacion, los oncogenes FOS, RAS, MYC,
supresores de tumor como P53, RB, BRCAL, BRCA2, WT1, WT2, FOXP3, ATM,
EGF en crecimiento celular, y en apoptosis BAX, BAD, BID, BCL-2, MCL-1 y FAS
(Adams Jy Cory S., 2007, Amit | y col., 2007, Osin y Lakhani, 1999) (ver figura 1).

Si alguna célula acumula suficientes dafios, multiples mutaciones (de cinco a
diez), la célula se transforma en un fenotipo maligno con pérdida en el control de

la proliferacion y la muerte celular, es decir una neoplasia (Kesteloot H y Zhang J,
20086).

Los tumores pueden originarse en cualquier célula del organismo, pero es raro
observar tumores a partir de células cuyo indice mitético es bajo o nulo. Algunos
proceden de una Unica estirpe celular, pero, el pleiomorfismo y la variabilidad son
las propiedades mas comunes a las células cancerosas. El cancer ha sido definido
como un crecimiento neoplasico que tiene la capacidad de invadir los tejidos

circundantes y diseminarse por la corriente sanguinea y/o linfatica.

Existen cuatro caracteristicas que describen la forma en que las células
cancerosas actluan de modo distinto a las células normales, dichas caracteristicas

son las siguientes:
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a. Proliferacion: el cancer se origina de una Unica célula progenitora que se
divide y da lugar a células malignas.

b. Autonomia: el crecimiento no es regulado de forma adecuada por las
influencias bioquimicas y fisicas normales del ambiente.

c. Anaplasia: existe una ausencia de diferenciacion celular normal y
coordinada.

d. Metastasis: las células cancerosas tienen la capacidad de crecer y

diseminarse a otras partes del cuerpo (Isselbacher y col. 1994).

Inhibidores Inhibidores de ciclinas
de EGFR dependientes de ci

Inhibid de i Mantenimiento en las Evasién de supresores P
4 ores e sefiales de proliferacién de crecimiento o mung

glucélisis aerébia anti-CTLA4 mAb

RN K

Evitar la destruccion
en la energética inmune

Miembros R‘I’Si::e"::: Inmortalidad Inhibidores de la
Proapoptoticos BH3 - oaelu::' replicativa Telomerasa

Promocién de la

Inestabilidad % 3%
genémica y inflamacién del tumor
mutacion
Inhibidores S | I6n por farm
de PARP Induccién de Actnva?ton, antl-Inflamatorios
angiogénesis invasién y
metastasis

Inhibidores en la Inhibidores de la
sefiallzaclén de VEGF HGF/c-Met

Figura 1. Procesos que interfieren en cada una de las capacidades adquiridas y necesarias para el

crecimiento y la progresion tumoral. Las capacidades adquiridas por la célula cancerosa incluyen procesos
muy diversos y complejos, tales como; reprogramacion del metabolismo energético y activacion de
mecanismos inmunolégicos, asi como inhibicion de la Telomerasa, entre otros (Modificado de Hallmarks of

Cancer: The next generation, Weinberg R y Hanahan D, 2011).
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Estas propiedades pueden ser expresadas por las células normales no malignas
durante épocas adecuadas, por ejemplo durante la embriogénesis. No obstante en
las células cancerosas, estas caracteristicas tienen un grado inapropiado o
excesivo. Los tumores benignos son clonales y tienen un cierto grado de
autonomia, pero permanecen diferenciados y no realizan metéstasis. El proceso
mediante el que una célula normal se convierte en una célula maligna que
presenta estas caracteristicas se denomina transformacién maligna (Isselbacher y

col. 1994).

Al igual que todas las células del cuerpo, una célula cancerosa es descendiente
directa a través de un linaje de divisiones celulares mitéticas, de un ovulo
fertilizado y por lo tanto lleva una copia de su genoma diploide. Sin embargo, la
secuencia de DNA del genoma de una célula cancerosa, y de hecho la mayoria de
los genomas de células normales, han adquirido un conjunto de diferencias
respecto a su progenitor évulo fertilizado (ver figura 2). Estas son denominadas
colectivamente mutaciones somaticas para distinguirlas de las mutaciones en la

linea germinal que se heredan de los padres y se transmiten a la descendencia.

Las mutaciones sométicas en el genoma de una célula de cancer pueden abarcar
diversos tipos de alteraciones para cambiar la secuencia de DNA. Estas incluyen
sustituciones de una base por otra; inserciones o eliminaciones de pequefios 0
grandes segmentos de DNA; reordenamientos, en la cual un fragmento de DNA se
ha roto y luego se reincorpora a un segmento de DNA en otras partes del genoma,
aumento en el niamero de copias (de las dos copias en la genoma diploide normal)
hasta algunas veces varios cientos de copias (proceso conocido como
amplificacion de un gen) y reducciones en el numero de copias que pueden dar
lugar a la ausencia total de una secuencia de DNA en el genoma de una célula de

cancer (Stratton M, Campbell P, Futreal A., 2009)

16
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Figura 2. Divisiones mitoticas de un ovulo fecundado hasta una sola célula cancerosa. Las mutaciones
pueden ser adquiridas, mientras el linaje de la célula es fenotipicamente normal, solo refleja tanto las
mutaciones intrinsecas adquiridas durante la divisiéon celular normal y los efectos de los mutagenos exdgenos.
Durante el desarrollo de la los procesos de todo tipo de cancer, por ejemplo, defectos de reparacion del DNA,
contribuyen a la carga mutacional. Las mutaciones pasajeras no tienen ningun efecto sobre la células
cancerosas, pero las mutaciones permanentes (en genes implicados en procesos de desarrollo celular)
causara una expansion clonal. La recaida después de la quimioterapia puede estar asociada a mutaciones de
resistencia que a menudo son anteriores a la iniciacion del tratamiento (Stratton M, Campbell P, Futreal A., 2009)

En adiccidn, la célula cancerosa puedo haber adquirido, desde fuentes exdgenas,
secuencias completas de DNA nuevo, particularmente de virus tales como; el virus
del papiloma humano, virus de Epstein Barr, virus de la hepatitis B, Virus
linfotrépico de células T y el Virus del herpes humano ocho, cada uno de ellos se
sabe que puede contribuir a la génesis de uno o mas tipos de cancer (Talbot Sy
col., 2004.). En comparacion con del ovulo fertilizado, el genoma de un cancer
también ha adquirido cambios epigenéticos que alteran la estructura de la
cromatina y la expresion de genes y que se manifiestan a nivel de secuencias de
DNA por cambios en el estado de metilacion de algunos residuos de citosina. Los

cambios epigenéticos suelen estar sujetos a la misma presién de seleccion.

No hay que olvidar que existe otro genoma que se alberga dentro de la célula
cancerosa. Las miles de mitocondrias presentes suelen llevar un genoma circular

de aproximadamente 17 kilobases. Diversas mutaciones somaticas en genomas
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mitocondriales han sido reportados en muchos canceres humanos, aunque su

papel en el desarrollo de la enfermedad no est4 aun claro (Chatterjee Ay col., 2006).

La mayoria de los cancer de mama son considerados neoplasias epiteliales, es
decir carcinomas, y se suelen originar en la unidad ducto-lobulillar. Al proceder de
una glandula se denominan mas adecuadamente adenocarcinomas. Las
neoplasias que se presenta con mayor frecuencia son los tumores de estirpe
epitelial (en el epitelio ductal en un 70-80% de los casos y en el lobulillar en un 10-

20%), aunque cualquiera de los tejidos que componen la mama puede originar un

cancer (Ruiz E, 1993).

1.2 El cancer de mama en México

En México un pais con una poblacion un poco mayor de 105 millones de
habitantes, el cancer de mama es hoy en dia uno de los desafios mas importantes

para el sector salud (Lozano Ry col. 2008).

Las tasas de mortalidad por cancer de mama en México muestran un aumento
notorio en las dltimas cinco décadas. Entre 1955 y 1960, a partir de la disposicion
de los primeros datos confiables, la tasa era alrededor de dos a cuatro muertes
por cada 100,000 mujeres, luego se elevd de manera sostenida en las mujeres
adultas de todas las edades hasta alcanzar una cifra cercana a 9 por cada
100,000 mujeres para la mitad de la década de 1990. Para el afio 2005, el cancer
de mama se habia convertido en la segunda causa de muerte mas comun en
México entre las mujeres de entre 30 a 54 afios y la tercera mas frecuente entre el
grupo de 30 a 59 afios (después de la diabetes y las cardiopatias). Tan solo en el
2006 murieron 4,451 mujeres mexicanas, lo cual implica un fallecimiento cada 2
horas. La tasa de mortalidad por cancer mamario se incrementd 2.5 veces de
1992 a 2006, de tal forma que a partir de ese afio la tasa de mortalidad de cancer

de mama es superior a la de cancer cérvico uterino (Lozano Ry col. 2008).

A principios de 2006, el cancer de mama se ubicé como la primera causa de

mortalidad por tumores malignos entre las mujeres en algunos estados de la
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republica, tales como Jalisco; donde desde 1997 ocupa el primer lugar, con una
tasa de mortalidad de 15.82% por 100,000 mujeres y la frecuencia de cancer de
mama es ya casi similar (17.9% vs. 18.8%) a la del cancer cérvicouterino. Esta
tendencia parece mantenerse en la mayoria de los estados, lo que permite estimar
que en muy poco tiempo sera ya la primera causa de muerte por cancer en todo

el pais (Lozano Ry col. 2008).

1.3 Factores de Riesgo

El 80% de los canceres de mama no tienen una causa conocida, aunque
aparentemente el cancer de mama depende de una conjuncion de varios factores.
Por un lado estan los factores hormonales (los estrogenos, la menarca temprana y
nuliparidad) y por otro, se encuentran los factores ambientales (la dieta, la edad, el
sedentarismo, etc.), que van a influir en el riesgo de padecer cancer de mama a
través de las modificaciones que ejercen en el organismo de cada persona. La
edad y el sexo son los factores de riesgo mas importantes, ya que el riesgo de
cancer de mama aumenta conforme va aumentando la edad, y el 99% de los

canceres de mama aparecen en mujeres (Zamora P y col. 2001).

Otro factor importante es el factor genético y familiar, ya que representa alrededor
del 10-20 % de estos tipos de cancer, sin embargo, pudieran ayudar a comprender
algunos mecanismos del desarrollo tumoral. Las alteraciones genéticas, a su vez,
pueden ser heredadas como mutaciones de la linea germinal o como mutaciones
somaticas adquiridas. Estas Ultimas podrian ocurrir como resultado de la
exposicibn a carcinbgenos ambientales, ya sean fisicos (ej. Radiaciones
ionizantes excesivas), quimicos (ej. hidrocarbonos policiclicos, nitrosoureas) y/o

bioldgicos (g). virus) (Martinez J, 1995; Russo J y Russo |, 2000).

1.4 El cancer de mama y su posible origen viral

Se estima que un poco mas del 15 por ciento de todos los tipos de cancer en
humanos pueden atribuirse a una infeccion viral, lo que representaria una porcién

significativa del numero total de casos que se presentan anualmente (1.5 millones
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de casos al afo). Se ha demostrado que tanto los virus de DNA como los de RNA
son capaces de causar cancer en humanos. El virus de Epstein-Barr, el Virus del
papiloma humano, el Virus de la hepatitis B y el Herpes virus humano 8 son los
cuatro virus de DNA que se sabe son capaces de causar cancer en humanos. El
Virus linfotrépico de células T humanas y el Virus de la hepatitis C son los dos
virus de RNA que estan asociados a algunos canceres en humanos (ver tabla 1) (Zur

Hausen H, 1991).

A pesar de que los virus oncogénicos humanos pertenecen a diferentes familias
de virus y suelen utilizar diversas estrategias para contribuir al desarrollo del
cancer, comparten muchas caracteristicas comunes. Una caracteristica
fundamental es su capacidad para infectar, pero no matar, su célula huésped. A
diferencia de muchos otros virus que causan enfermedades, los virus oncogénicos
tienen la tendencia a establecer infecciones persistentes a largo plazo. En
consecuencia, han desarrollado estrategias para evadir la respuesta inmune del
hospedero. A pesar de la etiologia viral de varios tipos de cancer, parece que los
virus a menudo pueden contribuir, pero solos no son suficientes para iniciar el
proceso de carcinogénesis, de hecho, la mayoria de las personas infectadas por
algun virus del tumor no desarrollan cancer, es decir, al parecer es necesario un

conjunto de eventos para iniciar el proceso de carcinogénesis (Cohen S y Parsonnet
J., 1999).

Los virus pueden contribuir al desarrollo de tumores por diferentes mecanismos:
indirectamente, mediante la induccion de inmunosupresibn o mediante la
modificacion del genoma del hospedero sin la persistencia del DNA viral y
directamente induciendo oncoproteinas o mediante la alteracion de la expresion
de las proteinas del huésped en el lugar de la integracion del DNA viral

(mutagénesis insercional) (Minami M y col., 2005).
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Tabla 1. Virus asociados a distintos tipos de cancer en humanos (Modificado de Human tumor-associated viruses and new insights into the molecular
mechanisms of cancer, Martin D y Gutkind J., 2009).

Funcion del

Virus Familia Tipo de cancer | Casos/afio Mecanismo Oncogenes , Referencia
oncogén
Desregulacion del .
Virus de la Carcinoma Inflamacion Proteina X sefialamiento Ganem y Prince, 2004;
. Hepadnaviridae 3400 000 - Guidotti y Chisari, 200¢
Hepatitis B (HBV) P Hepatocelular cronica CREB, ATF molecular i

N Kao y Chen, 2002
Inhibicién de p53

Colombo y col.,

Virus de la L Carcinoma Inflamacion
. Flaviviridae 195 000 , . - - 1989; Thomas y col.,
Hepatitis C (HCV) hepatocelular crénica 2000
Linfoma de Desregulacion del
Burkitt sefialamiento Arvanitakis y col.,
Virus de Epstein- . Linfoma de . molecular 1995; Brown y col.
Herpesviridae ) 113 400 Oncogénico LMP-1 . o '
Barr (EBV) P Hodgkin J Activacion de NF- 2001; Mosialos y col.,
Carcinoma kB 1995)
nasofaringeo Linfoproliferacion
. . Inhibicion de
Cancer cérvico 53 v Rb
Virus del Cancer anal Desrz ul\;cién en lB:;gfi;non y C0||-,
Papiloma Papilomaviridae Cancer de pene 561 180 Oncogénico E6/E7 & . . ysony col.
. los mecanismos 1989b; Scheffnery col.,
humano (HPV) Carcinoma de -, 1990
de adhesién
cabezay cuello
celular
. . .. Desregulacion del
Virus linfotrépico . Ng .
de células T Leucemia de sefialamiento Matsuoka and
humanas (HTLV- Retroviridae células T en 3330 Oncogénico Tax molecular Jeang, 2007; Poiesz y
adultos Activacién de NF- col., 1980
1)
kB
Herpes virus Sarcoma de s Arvanitaki I
. . Multiples eventos rvanitakis y col.,
asociado al Kaposi VGPCR, VIL6, L 1997; Bais y col.
. de desregulacién ’ ’
sarcoma de Linfoma de vBcl2,vMIPs, del ciclo celular 1998; Cesarman
Kaposi Herpesviridae efusion Pleural 102 300 Oncogénico vFlip,vCyclin, Inhibicion de la y col., 1995; Changy col.
(Herpes virus Enfermedad LANA, apoDtosis 1994; Ganem,
humano 8) Multicentrica de Kaposin B Evasli:)énpinmune 2006; Montaner y col,
(KSHV) (HHV8) Castleman 2003; Yang y col., 2000
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El interés sobre el MMTV (Mouse Mammary Tumor Virus) como agente
cancerigeno fue generado varias décadas atras, cuando Bitther demostré en 1939
que un factor extra cromosOmico en los ratones contribuia a la incidencia del
cancer de mama. En sus experimentos, utilizd una linea de ratones con alta tasa
de incidencia tumoral (>80%), éstos ratones fueron amamantados por ratones
hembras con una incidencia baja a tumores mamarios. Los ratones amamantados
y Su progenie vivian mucho mas tiempo y tenian una incidencia de tumores de
sélo el 7,4%. Con este y otros experimentos similares, llegd a la conclusion de que
un agente de la leche influia en la desarrollo de los tumores de mama (Bittner J.,
1939).

En 1945, Andorvent describe este agente de la leche como un virus (Gross L.,
1970), y poco a poco, se hizo ampliamente conocido como el 'Virus de Bittner”
actualmente conocido como MMTYV. Se ha demostrado que éste virus se transmite
por via enddgena y exdgena. En el primer caso se transmite a través de la linea
germinal y todas las células heredan la secuencia viral. Para el caso de la via
exdgena el virus es trasmitido a través de la leche materna. El virus responde a un
estimulo estrogénico aumentando su expresion durante la lactancia de tal manera
que las particulas virales en la leche son capaces de infectar a la progenie,
trasmitiéndose en forma exdégena (Choi Y y col., 2004, Brandat-Carlson C y col.,
1993).

Actualmente se ha sugerido que el raton doméstico pudiera ser una fuente de
transmision para contraer el cancer mamario en humanos (Stewart T., 2000). En el
afio 2004, un grupo de investigadores inform6 que habia hallado DNA similar al
del MMTV en los tumores de mama y en linfomas no-Hodgkin en pacientes que
sufrian ambas enfermedades (Etkind P., 2004). Mediante analisis de similitud
entre las secuencias identificadas en los tumores mamarios se encontro alta
similitud entre las secuencias del retrovirus humano con el MMTV (90-95%) y una
menor con los HERV’'s (57%). Adicionalmente, diversos grupos de trabajo han

demostrado que secuencias parecidas al gen env del virus del tumor mamario del
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ratbn estan presentes en tumores mamarios humanos (Indik S y col., 2005,
Etkinnd P y col., 2000, Ford C y col., 2004, Pogo B y col., 1997, Wang Y y col.
1995).

Se reconocen tres clases de evidencia que sustentan esta fuerte asociacion entre

el MMTV y el cancer de mama:

1. La evidencia fisica de que ciertos tumores de mama humanos, lineas
celulares y leche materna humana contienen DNA idéntico al DNA del
MMTV
Las respuestas inmunoldgicas al MMTV

3. Estudios moleculares que demuestran que las secuencias virales de DNA o
RNA similar al MMTV puede hallarse en mas de un tercio de los canceres

de mama humanos pero no se hallan en el tejido de mama normal (Melana
S., 2007).

1.5 Los retrovirus enddégenos humanos o HERVs

Cerca del 10% del genoma humano esta compuesto por secuencias de origen
retroviral muy diferentes entre si, pero englobadas bajo la denominacién genérica
de retrovirus enddgenos humanos o HERVs (de sus siglas en inglés). La
existencia de miles de secuencias de las distintas familias de HERVs en el
genoma humano que presentan similitud parcial y capacidad de retrotransposicién

es una fuente enorme de variabilidad y plasticidad gendmica (Bock M y Stoye J., 2000).

La estructura de los HERVs es la caracteristica de los retrovirus exdgenos (RVSs)
en su forma de provirus, contienen dos repeticiones terminales largas en los
extremos (LTRs) y los genes gag, pol y env, que codifican las proteinas
necesarias para la formacibn de nuevas particulas virales incluyendo la
Transcriptasa reversa (RT) la cual permite la transcripcién de un molde de RNA en
DNA (retrotranscripcion) y es parte esencial del ciclo vital de los retrovirus (ver figura
3). Las LTRs se generan durante el proceso de retrotranscripcion y son necesarias

para la integracion viral en el DNA gendmico. Ademas, presentan elementos

23



necesarios para regular la expresion de sus genes, incluyendo las secuencias a
las que se unen factores de transcripcibn y hormonas, y las sefiales de
poliadenilacion para el correcto procesamiento de los RNA virales. Gracias a sus
regiones con similitud de secuencias promueven la recombinacion no homologa
en distintas regiones del genoma, promoviendo en general reorganizaciones
gendmicas y en algunos casos concretos, duplicaciones génicas, tanto de si

mismas, como de cualquier gen que esté flanqueado por las regiones de similitud
(Léwer Ry col., 1996)

Los retrovirus enddgenos se encuentran integrados en el genoma del hospedero,
los HERVs se transmiten de modo vertical (mendeliano) a la descendencia, y no
tienen la capacidad de producir particulas virales, mientras que los RVs se
transmiten de modo horizontal (infectivo) entre los individuos de una poblacién. La
integracion de HERVs produce ademas diversidad alélica en las poblaciones,
como se ha demostrado en la region del Complejo Mayor de Histocompatibilidad
(MHC) (Tassabehji y col., 1994; Dawkins y col., 1999; Kulski y col., 1999) y puede producir
respuestas individuales diferenciales ante determinadas enfermedades, sobre todo

contra las infecciones virales exdgenas (Dangel et al., 1994; Schneider et al., 2001)

RNA VIRAL

[U3‘R‘U5 Sligagiiiiiiiiipokiiiiiienviii] —[US\R\US]
LTR v v { LTR
Proteinas Enzimas Proteinas de
estructurales cubierta

DNA (PROVIRUS INTEGRADO)

Figura 3. Organizacion gendmica un retrovirus en su forma libre como RNA y la integracion en el
genoma como provirus. Los retrovirus incluyen en su genoma los genes env, pol y gag necesarios para la
integracion posterior a las células hospederas. Esta estructura y sus variantes defectivas son las que
corresponden a los HERVSs.
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1.6 Estructura general de los retrovirus

La envoltura externa de los retrovirus proviene de la membrana plasmatica de la
célula huésped. Las proteinas de envoltura (antigenos de superficie) son
codificadas por el gen env. Dentro de la envoltura hay una capside icosaédrica
que contiene proteinas codificadas por el gen gag (Antigeno grupo-especifico),
dichas proteinas también cubren el RNA gendmico. El gen pol codifica para varias
proteinas (igual como sucede con los genes gag y env, una poliproteina Unica es

sintetizada y luego dividida (ver figura 4)

Los productos del gen pol son:

a) Transcriptasa inversa (RT) (una polimerasa que copia RNA en DNA)

b) Integrasa (IN) (integra el genoma viral al genoma de la célula huésped)

c) RNasa H (divide el RNA a medida que el DNA es transcrito de modo que
la transcriptasa inversa pueda sintetizar la segunda cadena
complementaria de DNA)

d) Proteasas (PR) (dividen las poliproteinas traducidas de los mRNA de los
genes gag y pol). Nota: esta es una proteina codificada también en los
virus exdgenos y es blanco de una nueva generacion de drogas

antivirales.

= * w
- o i =
SP FP ISD TMD
| 1l |
| 1 I
Proteinas de superficie Proteinas transmembranales

Figura 4. Organizacion gendmica de los retrovirus exégenos. Los retrovirus incluyen en su genoma dos
regiones LTR en sus extremos 5y 3" y los genes env, pol y gag necesarios para la integracion posterior a las
células hospederas. El gen env codifica para la proteinas de membrana y las proteinas superficiales. El gen

pol codifica para las enzimas retrotranscriptasa, integrasa, proteasa y RNasa H.
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2. Antecedentes

En la actualidad, se ha demostrado que el MMTV causa tumores de mama en
ratones de laboratorio. Diversos trabajos se han realizado para identificar un
posible analogo humano del MMTV que pudiera causar cancer en humanos. La
mayor parte de los datos disponibles y su conclusién sugiere indicar la presencia

de este tipo de analogia entre el cAncer de mama humano y los tumores murinos.

Uno de los estudios mas ampliamente utilizado consiste en la identificacion de las
proteinas de la envoltura del MMTV en cancer de mama humano mediante el uso
de anticuerpos. En uno de estos trabajos, las reacciones positivas se observaron
en 51 de 131 (39%) de los adenocarcinomas mamarios con resultados negativos
en todas los tejidos normales de mama (Mesa-Tejada et al, 1978). Sin embargo, el uso
de éstos anticuerpos contra la proteina de envoltura del MMTV ha sido motivo de
disputa y dio lugar a la incertidumbre sobre la validez de estos resultados

(Hareuveni y Torno, 1990).

Una de las principales dificultades surgidas en ese momento fue la identificacién
de los retrovirus endégenos humanos (HERVS) en el genoma humano. La gran
similitud entre los HERVs y el MMTV ha hecho extremadamente dificil diferenciar
entre los dos. Como consecuencia de ello, a principio los resultados fueron
cuestionados con demandas que la identificacién del MMTV en realidad puede ser
un HERV.

Este problema, fue superado cuando Wang Y y colaboradores en 1995 aislaron
una secuencia de 660 pb en adenocarcinomas mamarios, donde reportaban la
deteccion de secuencias parecidas al gen env del MMTV en 121 (38.5%) de 314
muestras de cancer de mama, en cultivos de lineas celulares MCF-7 y ED (2 de
10 lineas celulares mamarias), en 2(6.9%) de 29 fiboroadenomas mamarios y en 2
(1.8%) de 107 muestras provenientes de reduccion de mamoplastias (Wang y col.,
1995). Estas secuencias resultaron con una similitud del 98% a la del gen env del

MMTV y muy baja con secuencias HERVSs. Diversos trabajos han sido publicados
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en los cuales se ha empleado la estrategia de detectar secuencias de DNA o RNA
del MMTV en tumores mamarios y tejido mamario no afectado de diversas
poblaciones.

Etkind y colaboradores utilizaron en el afio 2000 un enfoque similar y analizaron la
presencia del MMTV mediante la amplificacion de secuencias del gen env en los
tumores de mama. La estrategia consistia en la amplificaciéon de un fragmento de
DNA de 250bp utilizando una PCR anidada. La secuencia se encontr6 en el 37%
de las 73 muestras de los adenocarcinomas mamarios y en ninguno de los tejidos
normales de mama analizados. La secuenciacion de los amplificados confirmé que
estas secuencias eran entre 99-100% similares a las secuencias del gen env de
MMTV. Curiosamente, también identificaron estas secuencias en 3 de 19 linfomas

no-Hodgkin (Etkind y col., 2000).

En un estudio posterior Wang Y y colaboradores en 1998 determinaron la
expresion del gen env del MMTV en muestras con secuencias provirales positivas
(muestras env positivas) y detectaron la amplificacion de una secuencia de 660pb
y la de una secuencia interna (250 pb) en 66% y 100% de las muestras
analizadas, respectivamente. Estos resultados indican que el virus detectado en
las muestras de adenocarcinomas tiene la capacidad de integrarse y expresarse

en el tejido mamario humano (Wang y col, 1998).

Posteriormente en en 2001, Liu B y colaboradores detectaron la estructura
proviral completa en dos tumores de mama humanos env positivos utilizando una
estrategia de amplificacion por PCR sobrelapada de segmentos LTR-gag, gag-pol,
and pol-env. El provirus LTR-gag-pol-env-LTR de 9.9 kb manifesté una homologia
del 95% al MMTV y del 57% a los retrovirus endégenos de humanos (HERVS) en
los genes gag y pol. Se analiz6 la secuencia amplificada de 660 pb del gen env y
se encontr6 una homologia del 90 al 98% con el gen env de MMTV. Estos
resultados demuestran una vez mas que el retrovirus MMTV es capaz de infectar
células humanas y lograr la integracion de su genoma completo en el genoma

humano. La técnica empleada (caminata cromosémica) demostré ser eficaz al
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lograr la amplificacion completa del fragmento de 9.9 kb. El analisis realizado a
las secuencias provirales demostré que contaban con las regiones reguladoras
para lograr expresarse y replicarse. La region LTR amplificada contenia todos los
elementos reguladores tales como la region enhancer y la region del promotor,
caracteristicas de una replicaciéon competente del MMTV asi como los elementos
de respuesta a glucocorticoides y las secuencias codificantes para el

superantigeno (gag).

Al mismo tiempo Melana y colaboradores en 2001, trataron de establecer como
una fuente exdgena la infeccion por MMTV mediante el andlisis de una secuencia
de 250 pb en tumores mamarios y los respectivos tejidos normales del mismo
paciente. En las muestras pareadas de mama (normal y cancer) de 106 pacientes
encontraron que el 30% de los 106 canceres de mama humanos y sélo 1 de 106
tejidos mamarios normales resultaron env positivos . Estos resultados indicaban
que el tejido mamario no afectado de los pacientes con cancer env positivos no
contiene dicha secuencia y llevé a los autores a concluir que estas secuencias son
de origen exdgeno. Sin embargo, ellos no podian explicar el hallazgo de esta
secuencia en el tejido mamario normal de un individuo. El correspondiente tejido
mamario afectado de este paciente resultd ser env negativo. Después de varias
pruebas, concluyeron que esto puede haberse debido a la posible contaminacion

con tejido mamario o con DNA tumoral (Melana y col., 2001).

En otro estudio, Ford y colaboradores en 2003, determinaron la presencia de
secuencias env en solo una de 120 muestras y en cero de 40 tejidos de
adenocarcinomas mamarios a partir de la biopsias de mujeres viethamitas y
australianas, respectivamente. El mismo estudio mostré la secuencia en 19 de 45
canceres de mama de las mujeres caucasicas (Ford y col., 2003). Anteriormente,
esta secuencia se detectdé en 37,7% de 70 bloques embebidos en parafina de

adenocarcinomas mamarios de mujeres italianas (Pogo y col., 1999).

Ford y colaboradores en 2004, encontraron una relacién entre el grado de

malignidad del cancer de mama y el porcentaje de secuencias relacionadas con
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MMTV. Ellos detectaron 43 de 136 (32%) tumores con secuencias de MMTV de
éstos tumores estudiados el 23, 34 y 38% se observaron en carcinoma ductal
infiltrante de primer, segundo y tercer grado, respectivamente. Estos resultados
suponen una relacion de las secuencias de MMTV con la manifestacion de

tumores de mama y una asociacion con el incremento de gravedad del cancer.

Un estudio posterior, realizado por Zapata P y colaboradores determind la
presencia de secuencias env en cinco de 119 (4,2%) de biopsias de cancer de
mama de mujeres mexicanas. Ellos también reportaron que en la linea celular
MCF-7 (que estaba reportada como control positivo) no se obtuvo amplificacion de

las secuencias env del MMTV (Zapata P y col., 2007).

Los rangos de deteccién son variables aunque es claro que hay una diferencia
significativa en los porcentajes de deteccion entre el tejido neoplésico y el tejido
mamario no afectado (30-60% en neoplasia mamaria, 1-4% en tejido mamario no
afectado). Con estos estudios se ha demostrado que secuencias del retrovirus
MMTV estan presentes en la poblacion mexicana, sin embargo no han

determinaron los posibles sitios de insercion de estas.
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3. Planteamiento del problema

Desde hace algunos afios diversos estudios han demostrado que el MMTV puede
infectar a las células mamarias humanas y se ha propuesto como una de las
causas del cancer de mama en humanos, pudiendo estar asociado a este

retrovirus o algun homologo (HMTV).

La existencia de secuencias HERVs en el genoma humano que contienen similitud
parcial y capacidad de retrotransposicion es una fuente enorme de variabilidad y
plasticidad gendmica, ya que afectan la expresion de genes cercanos debido a sus
secuencias reguladoras (las LTRs); también se ha encontrado respuesta
inmunologica contra el virus del MMTV, asi como secuencias virales en neoplasias
mamarias. Algunos investigadores han reportado asociacion entre la etapa tumoral
y el numero de secuencias relacionadas con el MMTV. Por lo anterior
consideramos necesario determinar la presencia de secuencias tipo env en
muestras de adenocarcinomas mamarios, determinar cuales son los posibles sitios
de insercion de éstas secuencias retrovirales y evaluar la participacion de los

genes localizados en estas.
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4. Justificacion

El cancer mamario es un problema de salud muy importante en nuestro pais ya
gue ocupa el primer lugar como causa de muerte en mujeres mayores de 35 afios.
El estudio de las neoplasias se ha dificultado debido a la gran heterogeneidad
histoldgica y clinica que presentan. Aungque se conocen algunos genes y proteinas
asociados al origen del cancer, la identificacion y el entendimiento de los genes
involucrados en estas patologias, sus interacciones geénicas, las alteraciones
bioquimicas y genéticas resultan de trascendental importancia. Por lo que el
conocimiento en el ambito molecular de los cambios necesarios para el avance del
cancer es una de las areas de mayor desarrollo en la investigacion biomédica
actual. La amplia diversidad de tumores, aun los que derivan del mismo tejido,
presenta un reto para un diagnéstico temprano y acertado. Debido a que los
retrovirus pueden ocasionar re-arreglos gendémicos que pudieran modificar la
expresion de diversos genes, es importante averiguar si el MMTV/HMMT o algun
homologo estan relacionados con el desarrollo de cancer de mama en humanos

debido a la insercion y posible mutagénesis insercional.
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5. Objetivos

Objetivo general: Determinar si el retrovirus MMTV o algin homologo humano
estan relacionados con el desarrollo de cancer de mama en humanos debido al

fendbmeno de mutagénesis insercional.

Objetivos particulares:

¢ l|dentificar y determinar secuencias tipo env del retrovirus HMTV/MMTV en
muestras tumorales mamarias.

e Identificar secuencias LTRs del retrovirus HMTV/MMTV en muestras
tumorales mamarias mediante el método de la PCR splinkerette.

o Identificar posibles efectos biol6gicos de la mutagénesis insercional de las
LTRs y la participacion de los genes del retrovirus HMTV / MMTV en el
desarrollo y avance de la neoplasia.

e Identificar mediante una busqueda informatica secuencias env en el
genoma humano y correlacionar con la presencia de secuencias en las
muestras tumorales MMTV/HMTV.
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6. Materiales y métodos

6.1 Obtencion de las muestras de adenocarcinomas

Se obtuvieron muestras de adenocarcinomas mamarios de mujeres mexicanas
referidas del hospital de Oncologia, Centro Médico Nacional S-XXI, IMSS. Los
tejidos fueron transportados al laboratorio en un contenedor con nitrégeno liquido.
Las muestras se almacenaron a -70°C hasta antes de usarlas.

6.2 Obtencion de DNA a partir de las muestras obtenidas

Para la extraccion de DNA a partir de tumor, se pesaron aproximadamente 100mg
de cada muestra, se secciondé en pequefias piezas, con ayuda de un bisturi, el
tejido congelado en presencia de nitrégeno liquido fue pulverizado sobre un
mortero, posteriormente el tejido pulverizado fue recuperado, utilizando proteinasa
K y el paquete comercial QlIAamp DNA Mini Kit (Quiagen) y siguiendo las
especificaciones del fabricante, se llevo a cabo la extraccion del material genético
en un sistema automatizado de purificacibn de &acidos nucleicos QIlAcube
(Quiagen), para asegurar concentraciones y pureza similar entre las muestras. Se
verific6 la concentracion e integridad del DNA de las muestras mediante
espectrofotometria (nanodrop technologies) y electroforesis en geles de agarosa.

Las muestras de DNA se almacenaron a —70°C, hasta su uso.

6.3 PCR anidada para la amplificacién del gen env

La deteccion de las secuencias MMTV/HMTV se realizaron de acuerdo a los
métodos reportados por Zapata-Benavides y col, 2007, la amplificacién con
oligonucledtidos especificos se realizo flanqueando las secuencias del gen env del
MMTV. La amplificacion se realizo en un termociclador PalmCycler (tiempo final).
Todas las reacciones se realizaron por duplicado y se incluyeron controles

negativos sin molde y positivos de reaccion.
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La estrategia de amplificacion fue la siguiente: se utilizaron los primers 1y 4
(CCTCACTGCCAGATC, GAATCGCTTGGCTCG) para amplificar un fragmento
del gen env de 685 pb. (56 °C para la alineacion, 35 ciclos), posteriormente
usando el producto de la reaccibn como molde se utilizaron los primers 2 y 3
(TACATCTGCCTGTGTGTTAC, ATCTGTGGCATACCT) para amplificar un
producto de 250 pb. (ver figura 5).

Estrategia de amplificacion del gen env del MMTV

1 LTR I GG I POL 1 =0 I LTR I

Pl P4

Figura 5. Estrategia de amplificacién del gen env del MMTV. Se amplific6 un producto de 686 pb.
Utilizando los oligonucledtidos P1 y P4 (sobre las bases 685 y 1371 del gen env respectivamente),
posteriormente se utilizaron los oligonucleétidos P2 y P3 (sobre las bases 1098 y 1350 del gen env

respectivamente) para obtener un producto de 252 pb.

Para ambas amplificaciones se utilizé la siguiente mezcla de reaccion:

Mezcla de reaccién y programa de ciclado Componente Concentracion Final
ler Paso 94 °C 10 min Buffer de reaccién 10X 1X
MgCl, 50mM 1.5mM
2do Paso 94 °C 1.5 min dNTP’s  10mM 2 mM
35 ciclos 56 °C 1.5 m!n Iniciador F 20 pmol 20 pmol
72°C 1.5min Iniciador R 20 pmol 20 pmol
3er Paso 72°C 8 min Tagpol  (5u/ut) v
DNA 200 ng 200ng
Agua X
Almacenara 4 °C
Volumen de reaccion 30 uL
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Como control positivo de reaccion se utilizé la construccion hecha con el gen env
del MMTV cepa C3H sobre el plasmido pBR322 y propagado en E.coli HB101
(ATCC 45006), asi mismo se amplificé un fragmento de 500pb del gen GAPDH

para verificar la utilidad de los DNAs.

6.4 PCR splinkerette para amplificar las secuencias flanquedas por las
LTRs virales

Para detectar e identificar los sitios de insercion del MMTV/HMTYV flanqueados por
las secuencias LTR se utilizé el método de PCR splinkerette reportado por

Thedorou V y col. en el 2007, el cual se describe a continuacion:

A partir de 1 mg de DNA tumoral se realiz6 una digestion con la enzima Xholl (6
hrs a 37 °C, 5 U) cuya secuencia de reconocimiento es 5°...CATCGAG...3".
Posteriormente se ligaron 300 ng del DNA digerido con Xholl con el “splinkerette
linker” en una proporcion molar de 1:15 con con 2 unidades de T4 DNA ligasa
durante 5 hrs a 37 °C . El adaptador (splinkerette linker) fue generado utilizando
dos oligonucleétidos (ver figura 6), HMSpA y HMSpBD cuyas secuencias son las

siguientes:

HMSpA CGAAGAGTAACCGTTGCTAGGAGAGACCGTGGCTGAATGAGACTGGTGTCGACATCGATGG

HMSpBD GATCCCATCGATGTCGACACCAGTCTCTAATTTTTTTTTTCAAAAAAA

&Ezf

GGTGﬁTCﬁChGC'"GTGG TCFLG FH.GT AAGTCOGTGOCAGAGAGGATCOGT TGLCCAATGAGANG

Estructura del splinkerette generado
‘GAT CCCA CTAG TGTi.T GJ‘-‘.C Fl.{.' c hGT G'I'(.‘*;

Figura 6. Estructura generada para el adaptador (splinkerette linker). El adaptador fue generado apartir
de los oligonucleotidos HMSpA y HMSpBD. La estructura generada brinda una mayor espeficidad en la

reaccion de amplificacion debido a la estructura formada en el extremo 3"del oligonucleotido HMSpBD.
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El adaptador fue generado utilizando 150 pmol de cada oligonucleétido e
incubando la mezcla a 94 °C durante 3 minutos. Posteriormente se llevd a
temperatura ambiente a una tasa de 1 C por 15 segundos. Una vez realizada la
reaccion de ligacion las muestras fueron digeridas con la enzima Dral (2 hr. De
incubacion 37 °C, 5 U). Después se realizé6 la purificacion del producto de
digestion en una columna Microcon YM-30 (Amicon BioSeparations) de acuerdo al
manual de usuario. Se utilizé el DNA ligado para la amplificacion utilizando los
oligonucletidos LTR-beg2 (que se alinea a la LTR viral) y 4HMSpla (que se alinea
al enlazador splinkerette) (68 °C de alineacion, 35 ciclos) cuya secuencias se

muestran en seguida:

LTR-beg2+6: GTCTTTGTCTGATGGGCTCATCCGTTTGTG
LTR-beg4-C3H+1: CCCTAGGTGTAGGACACTCTCG
4HMSP-1a: AGAGTAACCGTTGCTAGGAGAG

Posteriormente se reamplificaron los productos de PCR con el oligonucleotido
LTR-beg4-C3H+1 y 4HMSpla (11 ciclos de alineacién a 68 °C seguido de 11
ciclos de 67 °C y 13 ciclos en 66 °C). Después de la electroforesis, los productos
fueron purificados y reamplificados para ser enviados al servicio de secuenciacion

de la FES-UNAM lIztacala a cargo del M en C Alejandro Monzalvo (ver figura 6).

Para ambas amplificaciones se utiliz6 la siguiente mezcla de reaccion:

Mezcla de reaccién y programa de ciclado Componente Concentracidn Final
ler P 4 ° 1 i
2S12220 94 ¢ 0 min Buffer de reaccién 10X 1X
MgCl, 50mM 1.5mM
2do Paso 94 °C 30seg dNTP’s 10mM 2 mM
30 cicl 68°C  30seg Iniciador F 20 pmol 20 pmol
CICIoS 1 72 °C  30seg
Iniciador R 20 pmol 20 pmol
3er Paso 72°C 8 min Tag pol  (5u/pL) 1U
DNA 200 ng 200ng
A X
Almacenara 4 °C gua
Volumen de reaccion 30 uL
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DNA con una insercion viral

Xho ll

o\ PRCOZERY
S/ 5 A
LTRMSA[ g |2
PC
priumer  primer '
P—y
et

-

Ligacion del splinkerette

GATC
CTAG

splinkerette

—GATC

/—( TAG

PCR |
=W primer 2

Purificacion, secuenciacion y analisis
mediane Blast

Figura 7. Esquema del método de PCR splinkerette. El método consisten en digerir con la enzima Xho Il el
DNA asociado a la LTR viral del MMTYV, posteriormente se genera un adaptador llamado “Splinkerette” que
es ligado al DNA digerido previamente con Xho Il, después de ser purificado y desalado el DNA ligado al

adaptador es amplificado con primers especificos tanto para el adaptador como para la LTR viral.

6.5BUsqueda Bioinformatica

Para identificar posibles sitios de insercion del retrovirus MMTV/HMTV en el
genoma humano se realiz6 una busqueda bioinformatica en la base de datos del
NCBI y del EMBL-EBI de acuerdo en la siguiente estrategia:

1. Se descarg6 la secuencia completa del gen env del MMTV y las secuencias
LTR 5"y 3" del MMTYV de las paginas del NCBI y del EMBL-EBI.

2. El nimero de acceso para la secuencia completa del MMTV fue
NC_001503 (NCBI)
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3. Posteriormente, cuando las secuencias fueron descargadas se procedi6 a

realizar una busqueda de similitud de secuencias mediante la herramienta
Blast (programa nucleotide Blast, algoritmo Blastn, base de datos Human
genomic plus transcript), para cada una de las secuencias descargadas.

Los parametros de busqueda fueron los siguientes:

Numero maximo de secuencias: 10 000
Valor de corte (Expect threshold): 10

Tamafio de palabra (Word size): 11
Puntaje Match/Mismatch: 2,-3
Puntaje gaps (gaps costs): inicio 5, extensién 2
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7. Resultados
7.10btencién de las muestras de adencarcionamas

Se obtuvieron 56 muestras de adenocarcinomas mamarios y tejidos no afectados
de mujeres mexicanas referidas al hospital de Oncologia, Centro Médico Nacional
S-XXI del IMSS. Los porcentajes de los tejidos obtenidos fueron de la siguiente
manera: 40 tejidos neoplasicos (71%), 2 fibroadenomas (4%) y 16 tejidos
mamarios no afectados (25%) (ver figura 8).

Muestras de tejidos mamarios obtenidos

4%
Fibroadenomas

71%

Tejidos Neopldsicos
25%

Tejidos No afectados

Figura 8. Muestras de tejidos mamarios obtenidos (adenocarcinomas y tejidos mamarios no
afectados). Se obtuvieron 56 muestras de tejido mamario. El 71% de las muestras obtenidas corresponde a
40 tejidos neoplasicos, el 4% a 2 fibroadenomas y el 25% a tejidos mamarios no afectados.

7.20btencion del DNA a partir de las muestras obtenidas

Para la extraccion de DNA a partir de cada muestra, se pesaron aproximadamente
100mg de cada muestra y se procesaron de acuerdo a los descrito en los
métodos, se asignd una clave de identificacion a cada muestra. En la tabla 2 y 2A,
se pueden observar los datos pertenecientes a cada muestra asi como las claves

asignadas.
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Tabla 2. Relacién de las muestras obtenidas. En la tabla se muestran los datos relacionados con las
muestras obtenidas, concentracion y cociente 260/280. Dx= diagnostico, CDI= Carcinoma Ductal Infiltrante,
CLI= Carcinoma Lobulillar infiltrante, CSC= Carcinoma sin clasificar, TNA = Tejido no afectado, FBA=
fiboroadenoma

Muestra | Dx Concentracion Cociente | muestra | Dx Concentracion Cociente
(ng/ul) 260/280 (ng/ul) 260/280
001CM | CDI 345.54 1.67 016CM | CDI 432.13 1.88
002CM | CDI 453.54 1.84 017CM | CDI 984.23 1.89
003CM | CDI 314.41 1.78 018CM | CDI 431.31 1.80
004CM | CDI 434.31 1.98 019CM | TNA 654.14 1.93
005CM | TNA 414.63 1.85 020CM | FBA 354.75 1.98
006CM | TNA 435.13 1.67 021CM | CDI 564.13 1.85
007CM | CDI 764.89 1.90 022CM | CDI 765.34 1.67
008CM | TNA 967.65 1.84 023CM | CDI 345.13 1.90
009CM | CLI 673.65 1.82 024CM | CDI 876.34 1.84
010CM | CDI 865.33 1.88 025CM | TNA 344.33 1.67
011CM | TNA 978.56 1.89 026CM | CDI 431.34 1.90
012CM | CDI 537.46 1.80 027CM | CDI 765.34 1.84
013CM | CDI 387.36 1.93 028CM | CDI 982.34 1.82
014CM | CDI 845.64 1.92 029CM | TNA 650.78 1.83
015CM | CSC 532.76 1.90 030CM | TNA 433.14 1.88
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Tabla 2A. Continuacién

Muestra | Dx Concentracion Cociente | Myestra | Dx | Concentracion(ng/pl) Coctente
(ng/ul) 260/280 260/280
031CM | CDI 865.34 1.68 046CM | TNA 563.78 1.90
032CM | CDI 525.80 1.84 047CM | CDI 764.65 1.84
033CM | TNA 452.00 1.78 048CM | CDI 674.52 1.78
034CM | CLI 553.00 1.98 049CM | TNA 845.31 1.90
035CM | CLI 230.00 1.85 050CM | CDI 665.23 1.85
036CM | CDI 748.23 1.67 051CM | CDI 765.23 1.67
037CM | CDI 423.64 1.72 052CM | CLI 643.34 1.84
038CM | CDI 242.95 1.82 053CM | CDI 454.62 1.88
039CM | CDI 562.33 1.67 054CM | TNA 122.63 1.90
040CM | CDI 456.63 1.90 055CM | CDI 754.24 1.81
041CM | FBA 765.34 1.84 056CM | CDI 143.75 1.77
042CM | CDI 876.24 1.82
043CM | CDI 145.65 1.88
044CM | TNA 546.87 1.96
045CM | TNA 254.86 1.78

Una vez extraidos los DNA de cada muestra fueron etiquetados y guardados a

-30 °C hasta la su utilizacion.

7.3 PCR anidada para la amplificacion del gen env

La PCR anidada para la deteccién de secuencias env del MMTV en las muestras

obtenidas fue realizada de acuerdo a los métodos reportados por Zapata-

Benavides y col, en 2007. A partir de 200 ng de DNA se realizo la primer PCR
utilizando los oligonucleotidos CCTCACTGCCAGATC y GAATCGCTTGGCTCG
para amplificar un fragmento del gen env de 685 pb. de acuerdo a los métodos

descritos anteriormente. Una vez realizada la PCR los productos de amplificaciéon
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fueron separados en geles de agarosa al 1.2% tefiidos con SYBER green. En las
figuras 9-13 se pueden observar los electroferogramas de las muestras 001CM-
029CM. En la figura 9 es posible observar el marcador de escalera de 100 pb
(carril M), el control positivo de reaccion que corresponde al producto de PCR con
el DNA del plasmido hecho con la construccion del gen env del MMTV C3H (carril
+) y los amplificados de las muestras 001CM-006CM. En la figura es posible
observar un amplificado en el carril (+) correspondiente al fragmento de
aproximadamente 685 pb del gen env del MMTV y amplificados en las muestras
001CM-004CM

T {— n—‘); (| e | S| |y} 1

500 pb

Figura 9. Electroforesis en gel de agarosa al 1.2 % para los amplificados de las muestras 001CM al
006CM del gen env del MMTV. En la figura se muestran los amplificados de las muestras 001CM al 006CM,
M= escalera de peso molecular de 100pb, el control positivo de reaccién (+) corresponde al amplificado de la
construccién hecha con el gen env del MMTV C3H y los amplificados para las muestras 001CM-006CM.
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500 pb

Figura 10. Electroforesis en gel de agarosa al 1.2 % para los amplificados de las muestras 007CM-
012CM del gen env del MMTV. En la figura se muestran los amplificados las muestras 007CM al 012CM, M=
escalera de peso molecular de 100pb, el control positivo de reaccion (+) corresponde al amplificado de la
construccion hecha con el gen env del MMTV C3H y los amplificados para las muestras 007CM-012CM.

500 pb

Figura 11. Electroforesis en gel de agarosa al 1.2 % para los amplificados de las muestras 013CM-
018CM del gen env del MMTV. En la figura se muestran los amplificados las muestras 013CM al 018CM, M=
escalera de peso molecular de 100pb, el control positivo de reacciéon (+) corresponde al amplificado de la
construccion hecha con el gen env del MMTV C3H y los amplificados para las muestras 013CM-018CM.
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500 pb

Figura 12. Electroforesis en gel de agarosa al 1.2 % para los amplificados de las muestras 019CM-
024CM del gen env del MMTV. En la figura se muestran los amplificados las muestras 019CM al 024CM, M=
escalera de peso molecular de 100pb, el control positivo de reaccion (+) corresponde al amplificado de la
construccion hecha con el gen env del MMTV C3H y los amplificados para las muestras 019CM-024CM.

500 pb

Figura 13. Electroforesis en gel de agarosa al 1.2 % para los amplificados de las muestras 025CM-
028CMdel gen env del MMTV. En la figura se muestran los amplificados las muestras 025CM al 029CM, M=
escalera de peso molecular de 100pb, el control positivo de reaccién (+) corresponde al amplificado de la
construccion hecha con el gen env del MMTV C3H y los amplificados para las muestras 025CM-029CM.
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Una vez que las muestras fueron amplificadas se procedié a realizar la segunda
PCR con los oligonucleotidos (TACATCTGCCTGTGTGTTAC y
ATCTGTGGCATACCT) para amplificar un producto de 250 pb la reaccién se

realizd de acuerdo a los métodos descritos anteriormente.

En las figuras 14-17 se pueden observar los electroferogramas de las muestras
001CM-029CM para el amplificado de 250pb. Los correspondientes geles de

agarosa fueron realizados al 1.2% y tefiidos con Syber green.

En la figura 14 es posible observar un marcador de escalera de 100 pb (carril M),
el control positivo de reaccion que corresponde al producto de la primer PCR con
el DNA del plasmido hecho con la construccion del gen env del MMTV C3H (carril
+) y los amplificados de las muestras 001CM-011CM. Se observan amplificados
en el carril (+) correspondiente al fragmento de aproximadamente 250 pb del gen
env del MMTV C3H y amplificados en las muestras 002CM, 003CM, 004CM,
007CM y 010CM de aproximadamente 250 pb.

001 002 003 004 005 006 007 008 009 010 011

mmw
m

Figura 14. Electroforesis en gel de agarosa al 1.2 % para los amplificados de las muestras 001CM-
011CM del gen env del MMTV. En la figura se muestran los amplificados las muestras 001CM al 011CM, M=
a marcador de Peso molecular de 100pb, el control positivo de reaccion(+) corresponde al amplificado de la
construccion hecha con el gen env del MMTV C3H. Se observan amplificados de las muestras 002CM,
003CM, 004CM, 007CM y 010CM.
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Figura 15. Electroforesis en gel de agarosa al 1.2 % para los amplificados de las muestras 012CM-
023CM del gen env del MMTV. En la figura se muestran los amplificados las muestras 012CM al 023CM, M=
a marcador de Peso molecular de 100pb. Es posible observar amplificados en las muestras 012CM, 016CM,
017CM, 018CM.

500 pb

250 pb

Figura 16. Electroforesis en gel de agarosa al 1.2 % para los amplificados de las muestras 024CM-
030CM del gen env del MMTV. En la figura se muestran los amplificados las muestras 024CM al 030CM, M=
a marcador de Peso molecular de 100pb. Es posible observar amplificados en las muestras 024CM, 026CM,
027CM, 028CM.
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Figura 17. Electroforesis en gel de agarosa al 1.2 % para los amplificados de las muestras 031CM-037M
del gen env del MMTV. En la figura se muestran los amplificados las muestras 031CM al 037CM, M= a
marcador de Peso molecular de 100pb. Es posible observar amplificados en las muestras 031CM, 032CM,
035CM, 037CM.

Al mismo tiempo fueron realizadas las reacciones de amplificacion para un
fragmento de 500 pb del gen GAPDH mediante la metodologia descrita
anteriormente. Posteriormente los amplificados fueron separados en geles de

agarosa al 1.2% tefiidos con Syber green.

Como se puede observar en las figuras 18-22 se observan amplificados de
aproximadamente 500pb en las muestras empleadas en el estudio. En la figura 18
es posible observar los amplificados de las muestras 001CM-012CM de
aproximadamente 500 pb. demostrando la utilidad de los DNAs extraidos tanto
para los tejidos tumorales (muestras 001CM-004CM, 007CM, 010CM, 012CM) y
los tejidos no afectados (006CM, 008CM, 011CM)
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Figura 18. Electroforesis en gel de agarosa al 1.2% para los amplificados de las muestras 001CM-
012CM del gen GAPDH. En la figura se muestran los amplificados las muestras 001CM al 012CM de
aproximadamente 500pb , M= escalera de peso molecular de 100pb

Figura 19. Electroforesis en gel de agarosa al 1.2% para los amplificados de las muestras 013CM-
019CM del gen GAPDH. En la figura se muestran los amplificados las muestras 013CM al 019CM de
aproximadamente 500pb , M= escalera de peso molecular de 100pb
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Figura 20. Electroforesis en gel de agarosa al 1.2% para los amplificados de las muestras 020CM-
023CM del gen GAPDH. En la figura se muestran los amplificados las muestras 020CM al 023CM de
aproximadamente 500pb , M= escalera de peso molecular de 100pb

Figura 21. Electroforesis en gel de agarosa al 1.2% para los amplificados de las muestras 024CM-
030CM del gen GAPDH. En la figura se muestran los amplificados las muestras 024CM al 030CM de
aproximadamente 500pb , M= escalera de peso molecular de 100pb
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Figura 22. Electroforesis en gel de agarosa al 1.2% para los amplificados de las muestras 031CM-

049CM del gen GAPDH. En la figura se muestran los amplificados las muestras 031CM al 049CM de
aproximadamente 500pb , M= escalera de peso molecular de 100pb

Figura 23. Electroforesis en gel de agarosa al 1.2% para los amplificados de las muestras 049CM-
056CM del gen GAPDH. En las figuras A) y B) se muestran los amplificados las muestras 049CM-056CM de
aproximadamente 500pb , M= escalera de peso molecular de 100pb. En la figura B) se pueden observar los
carriles 054 y 054a que corresponden a la misma muestra (muestra 54CM)
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Como se puede observar en las figuras 13-16 se detecté un amplificado de 250 pb
del gen env del MMTV en 16 muestras de adenocarcinomas mamarios (muestras
002CM, 003CM, 004CM, 007CM, 010CM, 012CM, 016CM, 017CM, 018CM,
024CM, 026CM, 027CM, 028CM, 031CM, 032CM, 035CM) lo que representa el
40% de los 40 adenocarcinomas mamarios estudiados, asi mismo no fue posible
detectar el amplificado en los 2 fiboroadenomas muestreados ni en los 14 tejidos no
afectados. Las 56 muestras analizadas en el presente estudio amplificaron un
fragmento de 500 pb del gen GAPDH.

7.4 Purificacion y andlisis de las secuencias obtenidas a partir de los
amplificados para el gen env

Posteriormente, los amplificados de las muestras analizadas fueron purificados,
tanto para el gen env del MMTV (muestras 002CM, 004CM, 007CM, 027CM,
031CM 032CM) como el control positivo (amplificado del plasmido del MMTV C3H)
y el control de reaccién (fragmento de 500pb de gen GAPDH de las muestras
001CM y 002CM), los amplificados fueron enviados al servicio de secuenciacion
de la FES-UNAM lztacala a cargo del M en C Alejandro Monzalvo. Una vez
realizadas las reacciones de secuenciacion las secuencias obtenidas se pueden

observar en las figuras 24 y 25.

En la figura 24 se pueden obervar las secuencias obtenidas de los amplificados de
las muestras de adenocarcinomas 002CM, 004CM, 007CM y 027CM asi como del
control positivo (plasmido con el gen env de MMTV C3H). La secuencia que se
obtuvo para el control positivo mostro un tamafo de 291 pb mientras que las
muestras 002CM y 004CM resultaron de 286 y 254pb respectivamente. La
secuencia obtenida para la muestras 007CM fue de 242pb mientras que la

secuencia de la muestra 027CM fue de 318 pb.
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>Plasmido MMTV (291 pb)
CTCCTTGGGGCAAATTATTAGGATTACCTCAGCTATAGATATAGAGAAAG
AGGATCTACTTTTCATATTTCCTGTTCTTCTTGTAGATTGACTAATTGTT
TAGATTCTTCTGCCTACGACTATGCAGCGATCATAGTCAAGAGGCCGCCA
TACGTGCTGCTACCTGTAGATATTGGTGATGAACCATGGTTTGATGATTC
TGCCATTCAAACCTTTAGGTATGCCACAGATATAATTCGAGCCAAGCGAT
TCAGGCCTCACTGCCAGATCAATTAAGGAAAGGAAGAGGGAA

S>MMTV-002CM (286 pb)
TCCTTTAAACCAAATTTATTAAGGATTACCTCAGCTATAGATCTAGAGAA
AAGAGGATCTACTTTTCATATTTCCTGTTCTTCTTGTAGATTGACTAATT
GTTTAGATTCTTCTGCCTACGACTATGCAGCGATCATAGTCAAGAGGCCG
CCATACGTGCTGCTACCTGTAGATATTGGTGATGAACCATGGTTTGATGA
TTCTGCCATTCAACCTTTAGGTATGCCACAGATATAATTCGAGCCAAGCG
ATTCAGCCTCCTGCAGACCCAAAAAAAACAGGGGAT

>MMTV-004CM (235 pb)
GGCCCTTTTGGCCAAATTTTAAGGATTACCTCAGCTATAGATATAAGAGA
AAAGAGGATCTACTTTTCATATTTCCTGTTCTTCTTGTAGATTGACTAAT
TGTTTAGATTCTTCTGCCTACGACTATGCAGCGATCATAGTCAAGAGGCC
GCCATACGTGCTGCTACCTGTAGATATTGGTGATGAACCATGGTTTGATG
ATTCTGCCATTCAAACCTTTAGGTATGCCACAGAT

>MMTV-007CM (242)

GGAGCAGACTCGTCTCCCTCCCAGAAGGCGTCCTTCTTAAAGGCGATCTG
GCAGTGAGGACCTGAAATCGCTTGACTCGAATTAAATGTGTGGCAGTGAA
AAGCTTGGGTCTGGTGTAATGATCAGCCCTGCTTCCCTCTCGATATGTCT
AAAAAGATGAGCCGTCTTGCTCTCCTTCTTAATTCATACTGCAGAATAAT
CTGAAAGGTGAAAATCTTTATCCCTTCAGAAAGGCACAAAAA

>MMTV-027 (318)
GATGATGGCCGAATCATCAGCCATGGTTCATCACCAATATCTACAGGTAG
CAGCACGTATGGCGGCCTCTTGACTATGATCGCTGCATAGTCGTAGGCAG
AAGAATCTAAACAATTAGTCAATCTACAAGAAGAACAGGAAATATGAAAA
GTAGATCCTCTTTTCTCTATATCTATTAGCTGAGGTAATCCTAATAATAT
GGCATAAGGGTAAGTAACACAGGCCGATGTATAAAATTCGAGCCAAGCGA
TTCAGGTCCTCCCTGCCAGATCCACCTAGCCAGGGCGTCACCGCCAAACC
AGAGGAGTGGAGGCGGGG

Figura 24 Secuencias obtenidas de los amplificados de las muestras de adenocarcinomas 002CM,
004CM, 007CM y 027CM asi como para el control positivo. En la figura se pueden observar las secuencias

obtenidas apartir del amplificado detectado para en el gen env del MMTV.
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SMMTV-31 (292 pb)
GCGCTTGAGGGAAAATTATTAGGATTACCTCAGCTAATAGATATAAGAGA
AAAGAGGATCTACTTTTCATATTTCCTGTTCTTCTTGTAGATTGACTAAT
TGTTTAGATTCTTCTGCCTACGACTATGCAGCGATCATAGTCAAGAGGCC
GCCATACGTGCTGCTACCTGTAGATATTGGTGATGAACCATGGTTTGATG
ATTCTGCCATTCAAACCTTTAGGTATGCCACAGAT

SMMTV-32 (292 pb)
TTTTTCCCCAAATTATTAAGAATTACCTCAGCTAATAGATATAGAGAAAA
GAGGATCTACTTTTCATATTTCCTGTTCTTCTTGTAGATTGACTAATTGT
TTAGATTCTTCTGCCTACGACTATGCAGCGATCATAGTCAAGAGGCCGCC
ATACGTGCTGCTACCTGTAGATATTGGTGATGAACCATGGTTTGATGATT
CTGCCATTCAAACCTTTAGGTATGCCACAGATA

>GAPDHOO1CM
AGAATGGGGAAGAAAAACCAAGGGCCTTCATCGTGATGGTAGTGCAACTG
ACGGCATGATGTTTAAAAATCGGTAAAAATGCCCACCTCCATATTTTGAG
GAAAATGAACTGAATGTGTCGGTGACTTATTTCCATCATCGTCCTTAGGG
AACTTGGGTAGGGGCAGGCGTGTACTGGGACCTAGTCCACCCCTGGCTCT
GCCCTGAACGGCTCAGTGCTTTGGGCAGTTACTCCCCGGCCTCACTTTGC
AGTGTGCTTACCTATGAACAAAATACATACCTCAACGGCACCCTGAACCC
CACATTTGGGAGGCCCGGTGGTGTATCCACC

>GAPDHO02CM
AAAGTTGTTGTGGGGGTAACCAGGGTCCTTCCATCGTGCCGAAAGGGGTA
AGGACTATATGTGTTTAAAAATCGGTAAAAATGCCCACCTCGCATAGTTT
TGAGGAAGATGAACTGAGATGTGTCAGGGTGACTTATTTCCATCATCGTC
CTTAGGGGAACTTGGGTAGGGGCAAGGCGTGTAGCTGGGACCTAGTCCAG
ACCCCTGGCTCTGCCACTGAACGGCTCATTGCTTTGGGCAGTTACTCCCG
GGCCTCACTTTGCACGTGTGCTTACCTATGGAGACAAAAGTACATACCTC
GTAGAGCGCGCACCCTGTAACCCCACCCTTTGGGAGGCAAGGTGGGTGAT
CACCTG

Figura 25. Secuencias obtenidas a partir de los amplificados de las muestras de adenocarcinomas
031CM, 032CM para el gen env y de las muestras 001CM y 002CM un fragmento del gen GAPDH. En la
figura se pueden observar las secuencias obtenidas a partir de los amplificados detectados para en el gen env
del MMTV en las muestras 031CM y 032CM, asi como para los amplificados del gen GAPDH en las muestras
001CMy 002CM
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Posteriormente, las secuencias fueron analizadas mediante la herramienta
bioinformatica BLAST 2.2., se realizd6 un Blast en el recurso electronico de la
pagina del NCBI para las secuencias obtenidas de los amplificados del gen env
del MMTV y para el amplificado del gen GAPDH. Se obtuvieron las siguientes

homologias:

Para el amplificado del gen GAPDH (muestra GAPDH 001CM) se obtuvo un hit a
733 pb del extremo 5" del gen gliceraldehido-3fosfato deshidrogensa con una
identidad de 97% (312/324) y un valor e de 2 x 10 ™ (ver figura 26).

Features flanking this part of subject =sequence:
743 bp at 5" =side: glyceraldehyde—3—phosphate dehydrogenase

ce—14E
107324 [32%)

Scor= = 5Z32 bit= ([(ZB3) . Expect
Identitims = 312324 [S7&] ., Gap=
Ftrand=Flu=/Plu=

Suery 23 AAGG-GETAAGEACTATAT-GICITTARARATOCECTARRRATEOOCAOCTOGCATACGTTT 100
e rrrrerenrereer  rrerrrrrrrrrrrrrrrrrrerrrrrnrrrrnerenn
Jbjct E58807% AAGECGEIAAGEACTIATATAATGITTARARATOGETARRRATEOOCACCTOGECATAGITT 2 E58B8128
Guery 101 TCEAGEARCATGARCTGACGATGICICAGEEFIGACITATTTICCATCATOCI CCITAGEEGAE 160
frrrrerrrererrrrrerrrererrrrrrrrrrrrrrrrrrerrrrrrrrrreerennn
Sbjct E588135% TEAGCAAGATGARCTGAGATCIGICAGEEIGACITATTITCOCATCATCSTOCITAZEEEAR E508156
Query 1E1 I EECTACEEECARCEOEICTAGCTIGEEACTTAG-TOCAGRCOOCTEECICTEOCACTE . 218
dbjet E5B815% CITGEEEIAGEEECAAGECOCIGTAGCIGEEACCIAGETICCAGROOOCTEECICIROCACTE  E5AB2ZSE
query 220 AR CA- TG ITIGEECACITACT COCEEECCICACTITTECACCTGIGTITACCTE 278

Sbjet E5BE25S AACEECICAGITGECITIGEECAGITACTOCCEEEOCTCACTITECACETICIECITACCIRE E58B218

Query Z75 -TEEAGACARAAGTACATACCT OG- TAGRAERCEOFCACOCIGTARCCCCACCCITIGEE 334
ferrrrrerrrerenrrrrerrr reerrrrrrrrr o rerrrrerrrrr orornrennn

Sbjct E58831% GIGFAGACARRRCTACATACCICECIAGAGCEOFCACCOCICTAACCOCAGCACTITIEEE E588378

Suery 335 AEEC-ARCETEEEIGC-ATCACITE 35&

e rerrrrenrr reerennn
Jbjct E58837% AGERCCARGETIGEFIGTATCACCTIE E588402

Figura 26. Alineamiento obtenido del amplificado de la muestra 001CM del gen GAPDH. En la figura se
muestra en alineamiento obtenido de la muestra 001CM GAPDH con un hit en el gen de la gliceraldehido 3-
fosfato deshidrogenasa de humano.

Para los amplificados de gen env del MMTV (muestra MMTV OO1CM y 002CM)
se obtuvieron 56 hits en secuencias depositadas de aislados del gen env del

MMTYV con identidad de hasta el 99% de las secuencias y valores de e de 1 x 10
107 (ver figuras 27, 28y 29).
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Distribution of 56 Blast Hits on the Query Sequence &

| Mouse-over to show defline and scores, click to show alignments |

Color key for alignment scores

<40 40-50 80-200 +=200

Queryl | | | | |
1 40 20 120 160 200

Figura 27. Alineamiento obtenido de la secuencia amplificada del gen env del MMTV de una muestra de
adenocarcinoma mamario (Muestra 002CM). En la figura se muestras los 56 hits obtenidos con scores
mayores de 50 -80 puntos, 80-200 puntos y mayores de 200 (50 hits obtenidos).

Las secuencias obtenidas para cada alineamiento en contrado con la secuencia
de la muestra 002CM, asi como los valores de score y los valores de e se
muestran en la tabla 3.
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Tabla 3. Alineamientos obtenidos para la blusqueda realizada con la secuencia de la muestra 002CM.

Las secuencias encontradas arrojaron valores de e de 1 x 10 %

del MMTV

Sequences producing significant alignments:

gb|AY702717.1| Mouse mammary tumor virus isolate 5 envelope p...
gb|AY152721.1| Mouse mammary tumor virus strain C3H/C envelop...
gb|AF228552.1|AF228552 Exogenous mouse mammary tumor virus C3...

gb|K00556.1|MMTENV mouse mammary tumor virus env mrna

gb|AY702718.1| Mouse mammary tumor virus isolate 6 envelope p...
gb|AY702716.1| Mouse mammary tumor virus isolate 4 envelope p...
emb|X01811.1| Mouse mammary tumor virus env gene for envelope...
gb|AF513921.1| Human betaretrovirus isolate Esl77-3 env and s...
gb|AY326252.1| Human betaretrovirus isolate Es238-86 envelope...
gb|AC122322.4| Mus musculus BAC clone RP23-321G20 from chromo...
gb|AC140374.3|] Mus musculus BAC clone RP24-76K4 from 6, compl...
gb|M22028.1 |MMTENVD Endogenous mouse mammary tumor virus (loc...
gb|M11024.1 |MUSERMMTR Mouse endogenous mammary tumor virus (M...
gb|AF033807.1|AF033807 Mouse mammary tumor virus complete pro...
gb|M15122.1|MMTPROCG Mouse mammary tumor virus complete provi...
emb |AL683884.26| Mouse DNA sequence from clone RP23-117B19 on...
gb|AY152722.1| Mouse mammary tumor virus strain 40412 envelop...
gb|DQ767968.1| Mouse mammary tumor virus envelope glycoprotei...
gb|BC003207.1| Mus musculus cDNA clone IMAGE:3587523, partial...

dbj |AK085738.1] Mus musculus 10 days lactation, adult female
gb|BC018102.1] Mus musculus, clone IMAGE:3495376, mRNA

gb|AF228550.1|AF228550 Endogenous mouse mammary tumor virus M...
gb|AF071010.1|AF071010 Mouse mammary tumor virus putative int...

gb|AF263910.1|AF263910 Mus musculus endogenous mouse mammary

gb|AF228551.1|AF228551 Exogenous mouse mammary tumor virus He...
gb|AF346816.1| Human mammary tumor virus envelope protein gen...
gb|AY702714.1| Mouse mammary tumor virus isolate 2 envelope p...
gb|AY702713.1| Mouse mammary tumor virus isolate 1 envelope p...
gb|AF243039.1| Human mammary tumor virus SAG pseudogene, comp...

gb|EF495356.1| Human mammary tumor virus isolate 11 envelope

gb|AY702715.1| Mouse mammary tumor virus isolate 3 envelope p...
gb|AC140344.3| Mus musculus BAC clone RP23-237M10 from chromo...
dbj |AK033592.1|] Mus musculus adult male cecum cDNA, RIKEN ful...
gb|AF043688.1|AF043688 Mus musculus Mouse mammary tumor virus...
gb|AY659980.1| Mouse mammary tumor virus from Homo sapiens cl...

gb|EF495355.1| Human mammary tumor virus isolate 12 envelope

gb|AY659983.1| Mouse mammary tumor virus from Homo sapiens cl...
gb|AY659981.1| Mouse mammary tumor virus from Homo sapiens cl...

dbj|D16249.1|MMTPROVR Mouse mammary tumor virus proviral DNA

gb|AY659984.1| Mouse mammary tumor virus from Homo sapiens cl...
gb|AY659982.1| Mouse mammary tumor virus from Homo sapiens cl...
dbj |AK145024.1| Mus musculus mammary gland RCB-0526 Jyg-MC(A) ...
gb|AY659985.1| Mouse mammary tumor virus from Homo sapiens cl...
dbj |AK145002.1|] Mus musculus mammary gland RCB-0526 Jyg-MC(A)...
gb|AF239172.1|AF239172 Homo sapiens Env-like protein gene, pa...
gb|AF043689.1|AF043689 Mus musculus Mouse mammary tumor virus...
gb|HM636471.1| Mouse mammary tumor virus isolate mmtvl10l enve...

gb|GU252129.1| Human mammary tumor virus nonfunctional envelo...
gb|HM636470.1| Mouse mammary tumor virus isolate MMTV14hz non...
gb|DQ925473.1| Human mammary tumor virus envelope protein (en...

gb|DQ910867.1| Human mammary tumor virus env/LTR fragment gen...
gb|AC242833.4| Rattus norvegicus Y Chr BAC RNAEX-235F02 (Ampl...

Score
(Bits)

401
401
401
401
398
398
398
401
392
392
392
392
387
383
383
381
379
378
378
378
378
378
378
372
372
370
369
369
365
363
363
361
361
361
358
356
354
354
352
349
349
347
345
343
313
288
224
221
215
206
159
80.6

para las secuencias depositadas del gen env

E

Value

1le-108
le-108
le-108
le-108
le-107
le-107
le-107
1le-108
6e-106
6e-106
6e-106
6e-106
2e-104
3e-103
3e-103
le-102
4e-102
le-101
le-101
le-101
le-101
le-101
le-101
5e-100
5e-100
2e-99
7e-99
7e-99
8e-98
3e-97
3e-97
le-96
le-96
le-96
le-95
4e-95
le-94
le-94
5e-94
6e-93
6e-93
2e-92
8e-92
3e-91
4e-82
2e-74
2e-55
2e-54
9e-53
5e-50
6e-36
5e-12
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gb|AC242860.2| Rattus norvegicus Y Chr BAC RNAEX-132E23 (Ampl... 80.6 5e-12
gb|AC241951.4| Rattus norvegicus Y Chr BAC RNECO-297N16 (Ampl... 80.6 S5e-12

> gb|K00556.1 | MMTENY mousSe MamMmary tumor virus env mrna
Length=3513

4e-107
1/221 (0%)

Score = 396 bits (214), Expect
Identities = 219/221 (99%), CGaps
Strand=Plus/Plus

Query 12 ATTATTAAGAATTACCTCAGCTARTAGATATAGAGARANGAGEGATCTACTTTTCATATTT 71

sbjct 1421 ATT-AGGATTACCTCAGCTAATAGATATAGAGAAMAGAGGATCTACTTTTCAT 1479

Query 72  CCTGTTCTTCTTGTAGATTGACTAATTGTTTAGATTCTTCTGCCTACGACTATGCAGCGA 131
_ ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||

sbjct 1480 TTCTTCTTGTAGATTGACTAATTGTTTAGATTCTTCTGCCTACGACTATGCAGCGA 1539

Query 132 TCATAGTCAAGARGGCCGCCATACGTGCTGCTACCTEGTAGATATTGETGATGAACCATGET 191

Sbjoct 1540 CATAGTCAAGACECCGCCATACGTEC TECTACCTETAGATATTGETGR 1599

Query 192 TTGATGATTCTGCCATTCARACCTTTAGGTATGCCACAGAT 232

Sbjeot 1600 ATTCTGCCATTCAAACCTTTAGGTATGCCACAGAT 1640

Figura 28. Alineamiento de la secuencia obtenida del gen env del MMTV de una muestra de
adenocarcinoma mamario (muestra 002CM). En la figura se muestra un alineamiento con un hit en el gen
env del MMTYV en la posicion 1421 hasta la posicion 1640, el porcentaje de identidad en dichas secuencias fue
de 99% (219/221), el valor e obtenido fue de 4 x 10™%".

> Jgb|EF495356.1 Human mammary tumor virus isclate 11 envelope protein (enwv) gene,
partial seguence
Length=255
Score = 392 bits (212), Expect = 5e-106
Identities = 221/235 (98%), Gaps = 1/225 (0%)
Strand=Plus/Plus
Query 8 TTATTAAGRATTACCTCAGCTAATAGATATAGAGAARNGACGCGATCTACTTTTCH 67
|I| [ILTT] ] I|I|I|II|I|II|I|II|I|I|II|I|II|I|II|I|I|II|I|I
Sbjot 32 CCATATTATT-AGGATTACCTCAGCTANTAGATATAGAGARAAGAGCGATCTACTTTTCA a0
Query 68 CCTGTTCTTCTTGTAGATTGACTAATTGTTTAGATTCTTCTGCCTACGACTATGCA 127
_ |I|II|I|II|I|II|I|I|II|I|II|I|II|I|I|II|I|II|I|II|I|I|II|I|I
Sbjct 91 CCTGTTCTTCTTGTAGATTGACTAATTGTTTAGATTCTTCTGCCTACGACTATGCA 150
Query 128 GCGATCATAGTCAAGAGGCCGCCATACGTGCTGCTACCTGTAGATATTGETGA 187
COELLEELELELE L] |I|II|I|I|II|I|II|I|II|I|I|II|I|I
Sbjct 151 GCGATCATAGTCAAGAGGCCGCCATATGTGCTGECTACCTGTAGATATTGETGA 210
Query 188 TTCAAMCCTTTAGGTATGCCACAGAT 232
_ |I|II|I|II|I|II|I|I|II|I|II|I|II|I|I|II|I|II|
Sbjct 211 TTCARARCCTTTAGGTATGCCACAGAT

Figura 29. Alineamiento de la secuencia obtenida del gen env del MMTV de una muestra de
adenocarcinoma mamario (muestra 001CM). En la figura se muestra un alineamiento con un hit en la
secuencia EF495356.1 que pertenece a un aislado del gen env del Human mammary tumor virus (HMTV) en
la posicion 32 hasta la posicion 255, el porcentaje de identidad en dichas secuencias fue de 98% (221/225), el
valor e obtenido fue de 5 x 10™%.
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Posteriormente con la ayuda de la herramienta bioinformatica T-coffe (EMBL-EBI)
se alinearon las secuencias obtenidas para los amplificados del gen env del
MMTV de las muestras de adenocarcinomas (002CM, 004CM, 007CM, 027CM,
031CM y 032CM), el amplificado del control positivo (gen env del MMTV C3H) y la

secuencia depositada en la base de datos del NCBI para el

(MMTV_NCO001503.1) se obtuvo el siguiente alineamiento:

MMTV002CM
MMTV004CM
MMTVO007CM
MMTV027CM
MMTV031CM
MMTV032CM

MMTVNC 001503
PlasmidoMMTV

MMTV002CM
MMTV004CM
MMTV007CM
MMTV027CM
MMTV031CM
MMTV032CM

MMTVNC 001503
PlasmidoMMTV

MMTV002CM
MMTV004CM
MMTVO07CM
MMTV027CM
MMTV031CM
MMTV032CM

MMTVNC_ 001503
PlasmidoMMTV

MMTV002CM
MMTV004CM
MMTVO07CM
MMTV027CM
MMTV031CM
MMTV032CM

MMTVNC_ 001503
PlasmidoMMTV

MMTV002CM
MMTV004CM
MMTVO07CM
MMTV027CM
MMTV031CM
MMTV032CM

MMTVNC 001503
PlasmidoMMTV

,,,,,,,,,,,, ATAGATCTA----G-AGAA---AAGAGGATCTA-CTTT
____________ ATAGATATAA---G-AGAA---AAGAGGATCTA-CTTT
,,,,,,,,,,,, AAGGCGATC----T-GGCA---GTGAGGACCTGAAATC
____________ ATATCTACAGGTAGCAGCACGTATGGCGGC----CTCT
777777777777 ATAGATATAA---G-AGAA---AAGAGGATCTA-CTTT
____________ ATAGATATA----G-AGAA---AAGAGGATCTA-CTTT
TTACCTCAGTTAATAGATAT-A---G-AGAA---AAGAGGATCTA-CTTT
____________ ATAGATATA----G-AGA----AAGAGGATCTA-CTTT
* * * *

TCA---TATTTCCTGTTCTTCTTGTAG-ATTGACTAAT-T--GTTTAG--
TCA---TATTTCCTGTTCTTCTTGTAG-ATTGACTAAT-T--GTTTAG--
GCT---TGACTCGAATTAAATGTGTGGCAGTGAAAAGCTTGGGTCTGGTG
TGACTATGATCGCTGCA-TAGTCGTAG-GCAGAAGAAT-C--TAAACA--
TCA---TATTTCCTGTTCTTCTTGTAG-ATTGACTAAT-T--GTTTAG--
TCA---TATTTCCTGTTCTTCTTGTAG-ATTGACTAAT-T--GTTTAG-—
TCA---TATTTCCTGTTCTTCTTGTAG-ATTGACTAAT-T--GTTTAG--
TCA---TATTTCCTGTTCTTCTTGTAG-ATTGACTAAT-T--GTTTAG-—

* * kK * K *

-ATTCTTCTGCC-TACGACTAT-GCAGCGATCATAGTCAAGAGGCCGCCA
—ATTCTTCTGCC-TACGACTAT-GCAGCGATCATAGTCAAGAGGCCGCCA
TAATGATCAGCCCTGCTTCCCT---CTCGAT-ATGTCTAAAAAGAT--GA
-ATTAGTCAATC-TACAAGAAGAACAGGAAATATG---AAAAGT----- A
-ATTCTTCTGCC-TACGACTAT-GCAGCGATCATAGTCAAGAGGCCGCCA
-ATTCTTCTGCC-TACGACTAT-GCAGCGATCATAGTCAAGAGGCCGCCA
—ACTCTTCTGCC-TACGACTAT-GCAGCGATCATAGTCAAGAGGCCGCCA
—ATTCTTCTGCC-TACGACTAT-GCAGCGATCATAGTCAAGAGGCCGCCA

* K * K * Kk Kk * * K * Kk Kk *

TACGTGCTGCTACCTGTAGATATTGGTGATGAACCATGGTTTGATGA-TT
TACGTGCTGCTACCTGTAGATATTGGTGATGAACCATGGTTTGATGA-TT
GCCGTCTTGCTCTCCTTCTTAATTCATACTGCAGAATAATCTGAAAGGTG
GATCCTCTTTTCTCTATATCTATTAG--CTGAGGTAA-TCCTAATAA-T-
TACGTGCTGCTACCTGTAGATATTGGTGATGAACCATGGTTTGATGA-TT
TACGTGCTGCTACCTGTAGATATTGGTGATGAACCATGGTTTGATGA-TT
TATGTGCTGCTACCTGTAGATATTGGTGATGAACCATGGTTTGATGA-TT
TACGTGCTGCTACCTGTAGATATTGGTGATGAACCATGGTTTGATGA-TT

* * * * * kK * x * * K *

CTGCCATTCA-ACC-TTTAGGTATGCC-ACAGATATAATTCGAGCCAAGC
CTGCCATTCAAACC-TTTAGGTATGCC-AC-—=—————————————————
AAAATCTTTATCCC-TTCAGAA-———————————————————————————
ATGGCATAAGGGTAAGTAACACAGGCCGATGTATAAAATTCGAGCCAAGC
CTGCCATTCAAACC-TTTAGGTATGCC-ACA-——————————————————
CTGCCATTCAAACC-TTTAGGTATGCC-ACA-——————————————————
CTGCCATTCAAACC-TTTAGGTATGCC-ACAGATTTAATTCGAGCTAAGC
CTGCCATTCAAACC-TTTAGGTATGCC-ACAGATATAATTCGAGCCAAGC

* * K

MMTV
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MMTV002CM GATTC----- AGmmmm e
MMTVOOQ4ACM = e e e e e e e e e e
MMTVOOQ7CM e
MMTV027CM GATTC----- AGGT —
MMTVO31ICM e e
MMTVO32CM = e e e e e e e e e e
MMTVNC 001503 GATTCGTCGCAGCCATTATCCTGGGCATATCTGCTTTGATTGCTATTATT
PlasmidoMMTV GATTC----- AGG——m

Con las secuencias alineadas se realizé un arbol filogénetico con la finalidad de
evaluar las distancias entre cada secuencia asi como verificar homologia entre las
secuencias obtenidas y la secuencia depositada en el NCBI para el MMTV. Las
distancias obtenidas mediante la opcién filogenia con Clustal W2 fueron las

siguientes:

(
(

(
MMTVO02CM:0.02063,

MMTV004CM:0.00937)
:0.00625,
(

(
MMTVOO07CM:0.15000,

MMTV027CM:0.13000)
:0.06500,

MMTVNC 001503:-0.03500)
:0.05125)

:0.00313,
MMTV031CM:0.01312,

(

MMTV032CM:0.01312,
PlasmidoMMTV:0.01688)
:0.00187) ;

Con dichas distancias obtenidas se construyé un arbol filogenético en cual se
puede observar en la figura 30. En dicha figura se observan las secuencias
ordenadas en tres principales ramas incluyendo la secuencia depositada en el
NCBI para el MMTV
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MMTVOD2CM

MMTVOD4CM
, MMTVODZCM
' MMTV027CM
MMTVNC_D01503
MMTVO3I1CM
MMTVD3Z2CM
PlasmidoMMTY

Figura 30. Arbol filogenético construido con las distancias calculadas a partir del alineamiento realizado mediante T-coffee. En la figura se
puede observar la distribucidn de las secuencias en base a las distancias calculadas mediante la herramienta bioinformdatica T-coffee del EMBL-
EBI (Modelo de distancias Tamura-Nei, parametros de construccion Neighbor-Joining, 1000 réplicas).
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7.5PCR splinkerette para amplificar las secuencias flanqueadas por las
LTRs virales

Una vez obtenidas las muestras MMTV positivas y las secuencias verificadas
mediante secuenciacion, se realizé el procedimiento de PCR splinkerette de
acuerdo al método reportado por Thedorou V y col.,, 2007, se seleccionaron 14
muestras env positivas para llevar a cabo el procedimiento. Las muestras
seleccionadas fueron las siguientes: 002CM, 003CM, 004CM, 007CM, 010CM,
012CM, 016CM, 017CM, 018CM, 024CM, 026CM, 027CM, 028CM, 031CM.

Se realiz6 la digestiéon con Xholl para cada una de las muestras seleccionadas y
se verifico la reaccidn separando los productos en un gel de agarosa al 2%. En la
figura 31 se pude observar un marcador de peso molecular lambda/hindll (carril M)
un control positivo reaccion para verificar que la digestion se llevaba a cabo (DNA
del fago lambda) (carril +) la muestra 002CM sin digerir y la muestra 002CM
digerida (carril 002D)

_+ 002 002D 003

— p——

003D
— — “&E
= b

IER=
I

Figura 31. Electroforesis en gel de agarosa al 2% para los productos de restriccion con la enzima Xho
Il. En la figura se observa en el carril 1 un marcador de peso Fago lambda, carril nimero 2 el fago lambda
digerido con Xho Il utilizado como control de la reaccién de restriccion, carril 3 la muestra de DNA 002 sin
digerir, carril 4 muestra 002 digerido con Xho I, carril 5 muestra 003 sin digerir y carril 6 muestra 003 digerida
con Xho Il
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Posteriormente se llevaron a cabo las ligaciones del adaptador a las muestras
digeridas con Xholl y se llevo acabo el procedimiento completo de PCR
splinkerette. Se amplificaron las muestras con los oligonucleotidos LTR-beg2 (que
se alinea a la LTR viral) y 4HMSpla (que se alinea al enlazador splinkerette) (68
°C de alineacién, 35 ciclos). Se reamplificaran los productos de PCR con un
cebador LTR y un primer 4HMSp1la (11 ciclos de alineacion a 68 °C seguido de 11
ciclos de 67 °C y 13 ciclos en 66 °C). Y se obtuvieron los amplificados

correspondientes (ver figuras 31, 32 y 33).

En la figura 31 se pueden observar los amplificados obtenidos mediante PCR
splinkerette de las muestras MMTV+ 002CM, 003CM, 004CM, 007CM, 010CM,
012CM. Asi mismo se pueden observar los diversos tamafos en los amplificados
obtenidos en la muestra 010CM (carril 6) los cuales van desde 80 pb hasta los 350

pb aproximadamente.
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Figura 31. Electroforesis en gel de agarosa al 4% para los productos de PCR splinkerette. En la figura
se observa en el carril 1 un marcador de peso molecular en escalera de 100pb., carril 2 el producto de PCR
splinkerette de la muestra 002 CM (1 amplificado), carril 3 producto de PCR splinkerette de la muestra 003CM
(2 amplificados aprox 100 pb), carril 4 producto de PCR splinkerette de la muestra 004CM (3 amplificados),
carril 5 producto de PCR splinkerette de la muestra 007CM (4 amplificados), carril 6 producto de PCR
splinkerette de la muestra 010CM (6 amplificados), carril 7 producto de PCR splinkerette de la muestra
012CM.

62



En la figura 32 es posible observar los amplificados obtenidos mediante PCR
splinkerette de las muestras MMTV+ 016CM, 017CM, 018CM, 024CM. Asi mismo
se pueden observar los diversos tamafios en los amplificados obtenidos en las
muestra 018CM y 024CM (carril 4 y 5). En el carril uno se observa una escalera
de peso molecuar de 100 pb de bases, en el carrii dos se observan dos
amplificados productos de la muestra 0016CM (aprox. 120 y 160pb), en el carril 3
los productos de la PCR splinkerette de la muestra 017CM (4 amplificados aprox
100,110, 130, 170 pb), en el carril 4 los productos de la PCR splinkerette de la
muestra 0018CM (8 amplificados) y en el carril 5 los productos de la PCR
splinkerette de la muestra 024CM (8 amplificados).
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Figura 32. Electroforesis en gel de agarosa al 4% para los productos de PCR splinkerette. En la figura
se observa en el carril 1 un marcador de peso molecular en escalera de 100pb., carril 2 el producto de PCR
splinkerette de la muestra 0016 CM (2 amplificado aprox. 120 y 160pb), carril 3 producto de PCR splinkerette
de la muestra 0017CM (4 amplificados aprox 100,110, 130, 170 pb), carril 4 producto de PCR splinkerette de

la muestra 0018CM (8 amplificados), carril 5 producto de PCR splinkerette de la muestra 024CM (8
amplificados).
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En la figura 33 es posible observar los amplificados obtenidos mediante PCR
splinkerette de las muestras MMTV+ 026CM, 027CM, 028CM, 031CM. Asi mismo
es posible observar los diversos tamafios en los amplificados obtenidos en la
muestra 026CM (carril 2). En el carril uno se observa una escalera de peso
molecular de 100 pb de bases, en el carril dos se observan seis amplificados
productos de la muestra 0026CM (aprox. 120 y 160pb carril 3 producto de PCR
splinkerette de la muestra 0027CM (3 amplificados aprox 100,110, 130 pb), carril 4
producto de PCR splinkerette de la muestra 028CM (4 amplificados), carril 5
producto de PCR splinkerette de la muestra 031CM (3 amplificados). Como se
observa en los carriles 3 y 4 (muestras 027CM y 031CM) se observan tres
amplificados en ambos carriles de aproximadamente 90, 110 y 130 pb en ambos

carriles.

Figura 33. Electroforesis en gel de agarosa al 4% para los productos de PCR splinkerette. En la figura
se observa en el carril 1 un marcador de peso molecular en escalera de 100pb., carril 2 el producto de PCR
splinkerette de la muestra 026 CM (6 amplificado aprox. 90 y 220pb), carril 3 producto de PCR splinkerette de
la muestra 0027CM (3 amplificados aprox 90,110, 130 pb), carril 4 producto de PCR splinkerette de la muestra
028CM (4 amplificados), carril 5 producto de PCR splinkerette de la muestra 031CM (3 amplificados).
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Los amplificados obtenidos mediante la PCR splinkerette fueron seleccionados y
reamplificados, posteriormente fueron purificados y enviados al servicio de
secuenciacion de la FES-UNAM lztacala a cargo del M en C Alejandro Monzalvo
con la finalidad de conocer cuales son los genes asociados a LTRs virales del
MMTV.

En la tabla 4 se pueden observar los amplificados que fueron seleccionados y
reamplificados para ser enviados al servicio de secuenciacion. Los amplificados
fueron seleccionados de acuerdo la disposicion del volumen de cada producto asi
como de su concentracion en los geles de agarosa. En la tabla se muestra el
tamafio de los amplificados obtenidos asi como la muestra de la cual fueron
amplificados. Adicionalmente fueron asignadas claves de localizacion a cada

amplificado con la finalidad de ubicarlos con mayor facilidad.

Tabla 4. Relaciéon de las muestras de PCR splinkerette que fueron seleccionadas para ser enviadas al
servicio de secuenciacion. La tabla muestra el tamafio de los amplificados obtenidos mediante PCR
Splinkerrete asi como las claves asigandas a casa amlificado

Muestra MMTV + Tamafio aprox. Clave Figura
002CM 100 pb 02al 30
003CM 100 pb 03al 30
007CM 150 pb 07al 30
012CM 120 pb 12al 30
017CM 130 pb 17al 31
018CM 200 pb 18al 31
026CM 100 pb 26al 32
026CM 150 pb 26a2 32
027CM 100 pb 27al 32
028CM 100 pb 28al 32

Los amplificados fueron enviados al servicio de secuenciacion de la FES-UNAM
Iztacala a cargo del M en C Alejandro Monzalvo. Las secuencias obtenidas se

pueden observar en las figuras 34 y 35.
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En la figura 34 se pueden observar las secuencias obtenidas a los amplificados

02al, 03al, 07aly 12al asi como sus respectivos tamafnos.

>02al
GATGATGGCCGAATCATCAGCCATGGTTCATCACCAATATCTAC
AGGTAGCAGCACGTATGGCGGCCTCTTGACTATGATCGCTGCAT
AGGTCTGGTAGATCAGAATTTCCTGGGCACGCCCACCTCACACC
CTGCAATTCGTTCCCACATTGCTGTAATTATAAAAAGCCACTTA
ATAGACTCTCGCTCTCCGTGTGAAAAGCACAGGCTCTTCTATAC
ACAGAGAGATCTAAAATTCGAGCCAAGCGATTCAGGTCCTCCCT
GCCAGATCCACCTAGCCAGGGCGTCACCGCCAAACCAGAGGAGT
GGAGGCGGGG

>03al
GATCCATGTGACGACAGTGGAGGTATTTAGGGACAAATGACAT
TTAGGGGACCACTCTGTCTTGAGTCCAGGTCCCAGACATTCCC
CTGAGGTCTTCCATAATATGTGCCTTCGGGCAGAGGGACAGAT
GTAATTTGATGGTCACTGACATGTTCTCCACACAGTTGTCCTG
GGTCTCAGGACCAAGGTGTCCAGGCTGCTGGCAGATGTCATGG
GTCCTCCCAGGATGTAA

>07al
GGATGATGTGCGTGCTCAGCAGCCTCTTCCGTTCAAAGGGCAG
AGTCCAGACTCTGACATCGTGGCTGGTCCTCTCTTGGGGGATT
CAGGGCTTCATGTTTCAGTAGGTCTGCTGCTTTGGGGCGGTGG
TTGGGGTTCCTCTCCAGGGCAGCTTCTATCAGCTCCCTCATGC
CTGGACTGCAGTCACCAGCGATGTCTTCCAGGGGAGGTGCCTG
CTTGTGCAGATGTATAAATTCGAGCCAAGCGATTCAGGTCCTC
ACTGCCAAATCCAGCCAAGGAGCCCACTCCCGCCGTTCAGAGG
GGGCGGTCAACGG

>12al

GATGATGTGAAGTTAGGATCTGGGGTTACTATTGAGGCTTCCT
TGATGAGGGTGCTGGAGCCCTAAGCTAGACCACAGCGGGAGGG
CTCTTTCTGAGTCCCCCACCTCTGGAGTAGGGAAAAGGCAGCC
CAAGAGCTCCTTCCCATTTAGGGGAAGAAGGCCAAACCATGTA
TAACTTCTGAGATGGGCCAGCACTGCTCAGTAACTTCTACCCT
ACTCCAGAACCCAGGATCCGAGCCAAGCGATTCAGGCCTCCCT
GCCAGATCGGGAAGGGAGGTCGGCTTCACGGCGATTTGCGAGG
GGCGA

Figura 34. Secuencias obtenidas de los amplificados de PCR splinkerette. En la figura se pueden
observar las secuencias obtenidas a partir de adenocarcinomas mamarios MMTV + 02CM, 03CM, 07CM y
012CM. Las secuencias obtenidas corresponden a los amplificados 02al, 03al, 07aly 12al.
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>18al
GATGATGGCAGATCATCAACCATGGTTCATCACCAATATCTACA
GGTAGCAGCACGTATGGCGGCCTCTTGACTATGATCGCTGCATA
GTCGTAGGCAGAAGAATCTAAACAATTAGTCAATCTACAAGAAG
AACAGGAAATATGAAAAGTAGATCCTCTTTTCTCTATATCTATT
AGCTGAGGTAATCCTAATAATATGGCATAAGGGTAAGTAACACA
GGCAGATGTAAAAATCATGTCATGTTCTTGAAATCCTGGCCTTT
TGAGAATAAGATATCTTGAGGCTGCAACTAAGCGAAACAATTCT
GTATGGGGAACTAGAGCAGTAAAATCTCTATCATTGGGATCCTT
AGGAGAATTTTCCCAGAACCATGTAGGTTCTACCCATCCTGCTT
CATACCATCGATGAACCTCTTTATTGACAGGGGGAGTATAATTT
CCAAATAGATCCTTTTTGCTTTTAATCTGATCTGACTGATCTAC
ACTAGGCGAGGGAAGGGAGAAATCCCAAAGTAACCCAAGGGCCC
CTTTTGGAGAAAAACTCACCCCCTGGTCAGGGAAGGCGCAAGGC
AACCACCGTGGAGGAGCAGACTCGTCTCCCTCCCAGAAGGCGTC
CTTCTTAAAGGCGATCTGGCAGTGAGGACCTGAAATCGCTTGAC
TCGAATTAAATGTGTGGCAGTGAAAAGCTTGGGTCTGGTGTAAT
GATCAGCCCTGCTTCCCTCTCGATATGTCTAAAAAGATGAGCCG
TCTTGCTCTCCTTCTTAATTCATACTGCAGAATAATCTGAAAGG
TGAAAATCTTTATCCCTTCAGAAAGGCACAAAAA

>26a2
GATCGATGGCAGAATCATCAACCATGGTTCATCACCAATATCT
ACAGGTAGCAGCACGTATGGCGGCCTCTTGACTATGATCGCTG
CATAGTCGTAGGCAGAAGAATCTAAACAATTAGTCAATCTACA
AGAAGAACAGGAAATATGAAAAGTAGATCCTCTTTTCTCTATA
TCTATTAGCTGAGGTAATCCTAATAATATGGCATAAGGGTAAG
TAACACAGGCAGATGTAAAAATCATGTCATGTTCTTGAAATCC
TGGCCTTTTGAGAATAAGATATCTTGAGGCTGCAACTAAGCGA
AACAATTCTGTATGGGGAACTAGAGCAGTAAAATCTCTATCAT
TGGGATCCTTAGGAGAATTTTCCCAGAACCATGTAGGTTCTAC
CCATCCTGCTTCATACCATCGATGAACCTCTTTATTGACAGGG
GGAGTATAATTTCCAAATAGATCCTTTTTGCTTTTAATCTGAT
CTGACTGATCTACACTAGGCGAGGGAAGGGAGAAATCCCAAAG
TAACCCAAGGGCCCCTTTTGGAGAAAAACTCACCCCCTGGTCA
GGGAAGGCGCAAGGCAACCACCGTGGAGGAGCAGACTCGTCTC
CCTCCCAGAAGGCGTCCTTCTTAAAGGCGATCTGGGCAGTGAG
GACCTGAATCGCTTGGGCTCGATTTGAATGTGTGGCAGTGAAG
AACTTGTCTTTGGTAGAATTATCAGGACTACGTTTCATTTATA
AAAATATAAAAAGAAAAAGGACTACCTTGCGATATTTCTTGTT
AAGAGATGATGATTAGCT

>28al

GAAGATGTCCGAATCTTCAACATGGTTCATCACCTATATCTAC
AGGTAGCAGCACGTATGGCGGCCTCTTGAGTATGATCGCTGCA
TAGTCGTAGGCTGAAGAATCTAAACAATTAGTCAATCTACAAG
AAGAACAGGAAATATGAAAAGTAGATCCTCTTTTCTCTATATC
TATTAGCTGAGGTAATCCTAATAATATGGCATAAGGGTAAGTA
ACACAGGCCGATGTATAAAATTCGAGCCAAGCGATTCAGGTCC
TCACTGCCAGATCCACCCCGCCAGTTCAGATTCACGGCCGGAG

Figura 35. Secuencias obtenidas de los amplificados de PCR splinkerette. En la figura se pueden
observar las secuencias obtenidas a partir de adenocarcinomas mamarios MMTV + 02CM, 03CM, 07CM y
012CM. Las secuencias obtenidas corresponden a los amplificados 02al, 03al, 07aly 12al.
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Las secuencias obtenidas fueron analizadas y posteriormente se realizd una
bldsqueda de secuencias mediante la herramienta en linea Blastn del NCBI con los
pardmetros descritos anteriormente, las regiones encontradas y los genes
asociados a dichas secuencias amplificadas se muestran en la siguiente tabla 5.

Tabla 5. Genes encontrados a partir de las secuencias obtenidas de los amplificados de PCR

splinkerette. La tabla muestra los fragmentos amplificados, el largo de las secuencias obtenidas y las
regiones encontradas mediante Blast

Secuencia Tamafio (pb) Region encontrada Num. Registro

Stromal interaction
02al 318 molecule 2, transcript NT_006316.16
variant 1

Fibroblast growth factor 8

03al 232 isoform E precursor NT_030059.13
MAP3K8 mitogen-activated

07al 314 protein kinase NM_005204.2

12a1 306 Proto-oncogen WNT-1 NT_029419.12

Ubiquitin-like modifier-
18al 826 activating enzyme 6 NT_022778.16

Gonadotropin-releasing
26a2 792 hormone receptor NM_001012763.1

Peroxisomal NADH
26al 309 pyrophosphatase NUDT12 | NT_034772.6

7.6 Busqueda Bioinformatica

Para identificar posibles sitios de insercion del retrovirus MMTV/HMTV en el
genoma humano se realiz6 una busqueda bioinformatica en la base de datos del

NCBI y del EMBL-EBI de acuerdo en la siguiente estrategia:

1. Se descarg6 la secuencia completa del gen env del MMTV vy las
secuencias LTR 5" y 3" del MMTV de las paginas del NCBI y del EMBL-
EBI.
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2. El nimero de acceso para la secuencia completa del MMTV fue

NC_001503 (NCBI)

3. Las secuencias descargadas para las regiones LTRs fueron las

siguientes:

5 LTR (176 pb) Numero de acceso M10761.1 (EMBL-EBI)
AGAGACGCTCAACCTCAATTGAAGAGCAGGTGCAAGGAAGTTAAGTTTGTGGTTACAAACTGTTCTTAAA
ACAAGGATGTGAGACTAGAGAGACGCTCAACCTCAATTGAAGAGCAGGTGCAAGGAAGTTAAGTTTATGG
TTACAAACTGTTCTTAAAACGAGGATGTGAGACAAG

3" LTR (245 pb) Numero de acceso S75270.1 (NCBI)
TAACCTTTATGAGCCCAACCTTGCGGTTCCCAGGGTTCAAATAAGTTCTTGGTCACAAACTGTTCTTAAA
ACAAAGATGTGAGACAAGTGGTTTCCTGACTTGGTTTGGTATCAAATGTTTTGATCTAAGCTCTGAGTGT
TCTATTCTCCTATGTTCTTTTAGAACTTATCCAAGTCTTATGTAAATGCTTATGTAAACCATGATATAAA
AGAGTGCTGATTTTTTGAGTAAACTTGCAACAGTC

4. La secuencia descargada para el gen env fue la siguiente:

Gen env del MMTV (2066 pb) NC_001503 (NCBI)

ATGCCGAAACACCAATCTGGGTCCCCGACCGATTCATCCGACCTTTTACTGAGCGGAAAGAAGCAACGCC
CACACCTGGCACTGCGGAGAAAACGCCGCCGCGAGATGAGAAAGATCAACAGGAAAGTCCCAAGAATGAA
TCTAGTCCCCATCAAAGAGAAGACGGCTTGGCAACATCTGCAGGCGTTGATCTCCGAAGCGGAGGAGGTC
CTTAAAACCTCACAAACTCCCCAAACCTCTTTGACCTTATTTCTTGCTTTGTTGTCTGTCCTCGGCCCCC
CGCCTGTGACAGGGGAGAGTTATTGGGCCTACCTACCTAAACCACCTATTCTCCATCCCGTGGGATGGGG
AAGTACAGACCCCATTAGAGTTCTGACAAATCAAACCATGTATTTGGGTGGTTCGCCTGACTTTCATGGG
TTCAGAAATATGTCTGGTAATGTACATTTTGAGGGGAAGTCTGATACGCTCCCCATTTGCCTTTCCTTCT
CCTTTTCTACCCCCACGGGCTGCTTTCAAGTAGACAAGCAAGTATTTCTTTCTGATACACCCACGGTTGA
TAATAATAAACCTGGGGGAAAGGGTGATAAAAGGCGTATGTGGGAACTTTGGTTGACTACCTTGGGGAAC
TCAGGGGCCAATACAAAACTGGTCCCTATAAAAAAGAAGTTGCCCCCCAAATATCCTCACTGCCAGATCG
CCTTTAAGAAGGACGCCTTCTGGGAGGGAGACGAGTCTGCTCCTCCACGGTGGTTGCCTTGCGCCTTCCC
TGACCAGGGGGTGAGTTTTTCTCCAAAAGGGGCCCTTGGGTTACTTTGGGATTTCTCCCTTCCCTCGCCT
AGTGTAGATCAGTCAGATCAGATTAAAAGCAAAAAGAATCTATTTGGAAATTATACTCCCCCTGTCAATA
AAGAGGTTCATCGATGGTATGAAGCAGGATGGGTAGAACCTACTTGGTTCTGGGAAAATTCTCCTAAGGA
TCCCAATGATAGAGATTTCACTGCACTAGTCCCCCATACAGAATTGTTTCGCTTAGTCGCAGCCTCAAGA
CATCTTATTCTCAAAAGGCCAGGATTTCAAGAACATGAGATGATTCCTACATCTGCCTGTGTTACTTACC
CTTATGCCATATTATTAGGATTACCTCAGTTAATAGATATAGAGAAAAGAGGATCTACTTTTCATATTTC
CTGTTCTTCTTGTAGATTGACTAATTGTTTAGACTCTTCTGCCTACGACTATGCAGCGATCATAGTCAAG
AGGCCGCCATATGTGCTGCTACCTGTAGATATTGGTGATGAACCATGGTTTGATGATTCTGCCATTCAAA
CCTTTAGGTATGCCACAGATTTAATTCGAGCTAAGCGATTCGTCGCAGCCATTATCCTGGGCATATCTGC
TTTGATTGCTATTATTACTTCCTTTGCTGTAGCTACTACTGCCTTAGTTAAGGAGATGCAAACTGCTACG
TTTGTTAATAATCTTCATAGGAATGTTACATTAGCCTTATCTGAACAACGGATAATAGATTTAAAATTAG
AAGCTAGACTTAATGCTTTAGAAGAAGTAGTTTTAGAGTTGGGACAAGATGTGGCCAATTTAAAGACCAG
AATGTCCACTAGGTGTCATGCAAATTATGACTTTATCTGCGTTACACCTTTACCCTATAATGCTACTGAG
AACTGGGAAAGAACCAGGGCTCATTTATTGGGCATTTGGAATGATAATGAGATTTCATATAACATACAGG
AGTTAACCAACCTGATTAGTGATATGAGCAAACAACATATTGATGCAGTGGACCTTAGTGGCTTGGCTCA
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GTCTTTTGCCAATGGAGTGAAGGCTTTAAATCCATTAGATTGGACACAATATTTCATTTTTATAGGTGTT
GGAGCCCTGCTTTTAGTCATTGTACTTATGATTTTCCCCATTGTTTTCCAGTGCCTTGCGAAGAGCCTTG

ACCAAGTGCAGTCAGATCTTAACGTGCTTCTTTTAAAAAAGAAAAAAGGGGGAAATGCCGCGCCTGCAGC
AGAAATGGTTGAACTCCCGAGAGTGTCCTACACTTAG

5. Posteriormente, cuando las secuencias fueron descargadas se procedi6 a
realizar una busqueda de similitud de secuencias mediante la herramienta
Blast (programa nucleotide Blast, algoritmo Blastn, base de datos Human

genomic plus transcript), para cada una de las secuencias descargadas.

Los parametros de busqueda fueron los siguientes:

NUumero maximo de secuencias: 10 000
Valor de corte (Expect threshold): 10
Tamafio de palabra (Word size): 11
Puntaje Match/Mismatch: 2,-3

Puntaje gaps (gaps costs): inicio 5, extensién 2

6. Para la region 5° LTR del MMTV se encontraron 26 hits como se puede

observar en la siguiente figura:

Distribution of 26 Blast Hits on the Query Sequence &

| Mouse over to see the defling, click to show alignments

Color kKey for alighment scores

<40 40-50 20-200 *=200
Query ?
1 30 &0 90 120

150

Figura 36. Distribucidon de los 26 hits encontrados mediante Blastn para la secuencia 5° LTR del
MMTV. En la figura se observan 26 scores relacionados con los alineamientos encontrados mediante Blastn,
los scores para cada alineamientos se encuntran entre los valores de 42.8 y 37.4.
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La distribucion gendmica de los alineamientos encontrados en la busqueda
realizada con la region 5'LTR se muestra en la siguiente figura:

] ——
e —— )
11
PORD I ——
11
FIRD T ——
—_
o o ——
" 1]
" ——
—
[ ——
—
| —

=] ——
| |
FORD 100 ——
11
FORD D i ——

Hit GIs: 2
Hit=: 2
] ) [I
IR
14 15 1& 17 i 12 2@ 2l 22 A ¥ HMT rnot placed
Hit GIs: 2 2 1 1
Hits=s: 4 2 1 1

Figura 37. Distribucién genomica de los 26 hits encontrados mediante Blastn parala secuencia5 LTR
del MMTV. En la figura se observan 25 hits relacionados con los alineamientos encontrados en cada uno de
los cromosomas y un alineamiento no encontrodo (NW_001842097.1). Cada cromosoma humano se
encuentra representado mediante barras y el nimero esta indicado en color azul, asi mismo el nimero de hits
encontrados en cada cromosoma esta indicado en color rojo.

Los alineamientos encontrados se muestran en la siguiente figura donde es
posible observar los valores del score asignado a cada alineamiento, porcentaje
de similitud en la basqueda, valor e y porcentaje de identidad entre las secuencias.
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Sequences producing significant alignments:
Accession | Description Max score Total score | Query coverage |_-\E value Max ident Links
Genomic Sequences

NT 011362.10 Homo sapiens chromosome 20 genomic contig, GRCh37.p2 r 42.8 42.8 16% 0.11 93%
MW 001838666.1 Homo sapiens chromosome 20 genomic contig, alternate as: 42.8 42.8 16% 0.11 93%
NT _025028.14 Homo sapiens chromosome 18 genomic contig, GRCh37.p2 r 41.0 78.3 28% 0.40 96%
MW 001838468.1 Homo sapiens chromosome 18 genomic contig, alternate as: 41.0 78.3 28% 0.40 96%
NT_008046.16 Homo sapiens chromosome 8 genomic contig, GRCh37.p2 re 49.2 39.2 16% 1.4 89%
NT 025289.11 Homo sapiens chromosome 5 genomic contig, GRCh37.p2 re 39.2 35.2 14% 1.4 92%
NT _005403.17 Homo sapiens chromosome 2 genomic contig, GRCh37.p2 re 39.2 35.2 1B8% 1.4 87%
NW _001839136.1 Homo sapiens chromosome 8 genomic contig, alternate asse 39.2 39.2 16% 1.4 89%
MW 001838553.2 Homo sapiens chromosome 5 genomic contig, alternate asse 39.2 39.2 14% 1.4 92%
NT 011512.11 Homo sapiens chromosome 21 genomic contig, GRCh37.p2 r 37.4 37.4 11% 4.8 100%
NT 1671590.1 Homo sapiens chromosome 11 genomic contig, GRCh37.p2 r 37.4 37.4 13% 4.8 95%
NT 035014.4 Homo sapiens chromosome 9 genomic contig, GRCh37.p2 re 37.4 374 14% 4.8 92%
NT 025741.15 Homo sapiens chromosome 6 genomic contig, GRCh37.p2 re 37.4 374 14% 4.8 92%
NT 022135.16 Homo sapiens chromosome 2 genomic contig, GRCh37.p2 re 37.4 37.4 15% 4.8 859%
NT 022184.15 Homo sapiens chromosome 2 genomic contig, GRCh37.p2 re 37.4 37.4 15% 4.8 85%
NT_167186.1 Homo sapiens chromosome 1 genomic contig, GRCh37.p2 re 37.4 374 22% 4.8 82%
NT_004487.15 Homo sapiens chromosome 1 genomic contig, GRCh37.p2 re 37.4 37.4 22% 4.8 80%
W 001842057.1 Homo sapiens unplaced genomic contig, alternate assembly 374 37.4 15% 4.8 89%

Nw _001838028.2 Homo sapiens chromosome 11 genomic contig, alternate ass 37.4 37.4 13% 4.8 95% ﬂ
NW 001839240.1 Homo sapiens chromosome 9 genomic contig, alternate asse 374 374 14% 4.8 92%
NW_00183B950.2 Homo sapiens chromosome 6 genomic contig, alternate asse 37.4 374 14% 4.8 92%
MW 001838543.2 Homo sapiens chromosome 1 genomic contig, alternate asse 37.4 374 22% 4.8 82%
NW 00183B533.2 Homo sapiens chromosome 1 genomic contig, alternate asse 374 374 22% 4.8 80%
NW 001838573.1 Homo sapiens chromosome 1 genomic contig, alternate asse 374 37.4 19% 4.8 82%

Figura 38. En la figura se muestran los alineamientos encontrados mediante Blastn para la secuencia 5" LTR del MMTV. En la figura se observan los
valores del score asignados a cada alineamiento, porcentaje de similitud en la blsqueda, valor e, porcentaje de identidad entre las secuencias el numero de
acceso para cada secuencia. Asimismo se resalto el alineamiento NW_001842097.1 el cual se encontrd en una regién cromosomica sin datos disponibles.
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Las secuencias encontradas en cada alinemiento fueron las siguientes:

NT 011362.10 Score = 42.8 bits (46), Expect = 0.11
Identities = 28/30 (93%), Gaps = 1/30 (3%)
Strand=Plus/Plus

Regiones encontradas: 30417 bp at 5' side: zinc finger protein 334
isoform b
6181 bp at 3' side: transmembrane protein
C200rfl23

NW_001838666.1 Score = 42.8 bits (46), Expect = 0.11
Identities = 28/30 (93%), Gaps = 1/30 (3%)
Strand=Plus/Plus

Regiones encontradas: 30385 bp at 5' side: zinc finger protein 334
isoform b
6181 bp at 3' side: transmembrane protein
C200rfl23

NT 025028.14 Score = 41.0 bits (44), Expect = 0.40
Identities = 24/25 (96%), Gaps = 0/25 (0%)
Strand=Plus/Plus

Regiones encontradas: 668426 bp at 5' side: serpin B8 isoform a
1107117 bp at 3' side: cadherin-7 preproprotein
preproprotein

NW_001838469.1 Score = 41.0 bits (44), Expect = 0.40

Identities = 24/25 (96%), Gaps = 0/25 (0%)
Strand=Plus/Plus

Regiones encontradas: 670957 bp at 5' side: serpin B8 isoform b
1107344 bp at 3' side: cadherin-7 preproprotein
preproprotein
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7. Paralaregion 3" LTR se encontraron 55 hits como se puede observar en la

siguienete figura:

Distribution of 55 Blast Hits on the Query Sequence &

| Mouse over to see the defline, click to show alignments |

Color key for alighment scores

<40 40-50 20-200 ~=200

G u e ry | —
| | | | | |

1 40 a0 120 160 200 240

Figura 39. Distribucion de los 55 hits encontrados mediante Blastn para la secuencia 3" LTR del
MMTV. En la figura se observan 26 scores relacionados con los alineamientos encontrados mediante Blastn,

los scores para cada alineamientos se encuntran entre los valores de 37.4y 113.0
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La distribucion gendémica de los alineamientos encontrados en

realizada con la region 3" LTR se muestra en la siguiente figura:
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Figura 40. Distribucién genomica de los 26 hits encontrados mediante Blastn parala secuencia 3" LTR
del MMTV. En la figura se observan 55 hits relacionados con los alineamientos encontrados en cada uno de
los cromosomas. Cada cromosoma humano se encuentra representado mediante barras y el nimero esta
indicado en color azul, asi mismo el nUmero de hits encontrados en cada cromosoma esta indicado en color

rojo.

Los alineamientos encontrados fueron los siguientes:

ref|NT 008183.19
ref|NT_004487.19
ref|NW 001839132
ref |NW_ 001838531
ref|NM 015094.2]|
ref|NT _011520.12
ref |NW 001838744
ref|NT_011786.16
ref|NT 016354.19
ref|NT_005612.16
ref|NT 167186.1]|
ref |NW_001842409
ref|NW 001838921
ref |[NW 001838881
ref|NW_ 001838880
ref |[NW 001838537
ref|NM 001166052
ref|NM 001166051
ref|NM 001166054
ref|NM 001166053
ref|NM 001166050
ref |[NM 004307.1]

|  Homo sapiens chromosome 8 genomic contig, G...
|  Homo sapiens chromosome 1 genomic contig, G...

L1
L2

| Homo sapiens chromosome 22 genomic contig,

L1

Homo sapiens chromosome 8 genomic contig, ...
Homo sapiens chromosome 1 genomic contig, ...
Homo sapiens hypermethylated in cancer 2 (HI...

Homo sapiens chromosome 22 genomic contig...

|  Homo sapiens chromosome X genomic contig, G...
|  Homo sapiens chromosome 4 genomic contig, G...
|  Homo sapiens chromosome 3 genomic contig, G...

Homo sapiens chromosome 1 genomic contig,

.1 Homo
1 Homo
.2| Homo
.2 Homo
.2| Homo
L1 Homo
1 Homo
L1 Homo
1 Homo
1 Homo

Homo sapiens amyloid beta

sapiens
sapiens
sapiens
sapiens
sapiens
sapiens
sapiens
sapiens
sapiens
sapiens

chromosome X
chromosome
chromosome
chromosome
chromosome
amyloid beta
amyloid beta
amyloid beta
amyloid beta
amyloid beta

4
3
3
1

(A4d)

genomic
genomic
genomic
genomic
genomic
(A4) precursor
precursor
) precursor
precursor
) precursor

GR...
contig, ...
contig, ...
contig, ...
contig, ...
contig, ...

precursor pro...

42.
42.
42.
42.
41.
41.
41.
39.
39.
39.
39.
39.
39.
39.
39.
39.
37.
37.
37.
37.
37.
37.

Score
(Bits)

BSOS DD NDNDNODNNDNNDNNNDDNDO OO WO o

Value

B N N U ANNE R VEVENENE VA VE VN eoNeoNoNoNoNe Nel

PFRPPEPRPRPPRPRPOOOOOOOO

O Ul U1 U= R
O W W JJJJ

75



ref|NM 173075.
ref [NT 011512.
ref[NT 010966.
ref [NT 010799.
ref [NT 009755.
ref [NT 030059.
ref [NT 007819.
ref |NT_006238.
ref |[NT 022517.18]|
ref [NT 005403.17|
ref [NT 032977.9]
ref |[NW 001838753
ref |NW_001838706
ref |[NW 001838467
ref |NW_ 001838430
ref |[NW 001838064
ref |NW_ 001837991
ref |[NW 001839003
ref|NW_ 001838903
ref |[NW 001838877
ref|NW_001838863
ref|NW 001838533
ref |NW_001838579

41

11|
14|
15]
19]
13]
17|
11|

L1
L1
L2
L2
L2
L2
L1
L1
.2
.1
L2
L2

Homo sapiens amyloid beta
sapiens
sapiens
sapiens
sapiens
sapiens
sapiens
sapiens
sapiens
sapiens

Homo
Homo
Homo
Homo
Homo
Homo
Homo
Homo
Homo

Homo sapiens chromosome 1 genomic contig,

Homo
Homo
Homo
Homo
Homo
Homo
Homo
Homo
Homo
Homo
Homo
Homo

chromosome
chromosome
chromosome
chromosome
chromosome
chromosome
chromosome
chromosome
chromosome

(A4)
genomic
genomic
genomic
genomic
genomic
7 genomic contig,
4 genomic contig,
3 genomic contig,
2 genomic contig,

21
18
17
12
10

sapiens
sapiens
sapiens
sapiens
sapiens
sapiens
sapiens
sapiens
sapiens
sapiens
sapiens
sapiens

chromosome
chromosome
chromosome
chromosome
chromosome
chromosome
chromosome
chromosome
chromosome
chromosome
chromosome
chromosome

22
21
18
17
12
10
7

PPN WD

precur
c
c
c
c
c

genomic
genomic
genomic
genomic
genomic
genomic
genomic
genomic
genomic
genomic
genomic
genomic

SOr pro...

ontig,
ontig,
ontig,
ontig,
ontig,

G...
G...
G...
G...

GR...
contig...
contig...
contig...
contig...
contig...
contig...

contig, ...

contig, ...
contig, ...
contig, ...
contig, ...
contig, ...

37.
37.
37.
37.
37.
37.
37.
37.
37.
37.

37.
37.
37.
37.
37.
37.
37.
37.
37.
37.
37.
37.
37.
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Las secuencias encontradas en cada alineamiento fueron las siguientes:

NT 008183.19

Regiones encontradas:

NT_004487.19

Regiones encontradas:

NW_001839132.1

Regiones encontradas:

NW_001838531.2

Regiones encontradas:

NM _015094.2

Score

Identities

42.8 Dbits
33/3

Strand=Plus/Plus

(46),

8

(87%),

Gaps

Expect = 0.17

1/38

(3

o
]

)

B N B N B B B B N B S e N e N o o e Y

PR RRPRRPPRERPRERRRERRRRRRRRRRR

potassium voltage-gated channel subfamily B member

2
Score = 42.8 bits
Identities = 25/2

Strand=Plus/Plus

(46),

6

(96%),

Expect

Gaps

0.17
0/26

cell adhesion molecule 3 isoform 1
cell adhesion molecule 3 isoform 2

Score

Identities

42.8 bits
33/3

Strand=Plus/Plus

(46),

8

(87%),

Expect

Gaps

0.17
1/38

(0

(3

%

o
]

)

)

potassium voltage-gated channel subfamily B member

2

Score

42.8 bits

(46),

Identities = 25/26
Strand=Plus/Minus

(96%),

Expect

Gaps

0.17
0/26

cell adhesion molecule 3 isoform 1
cell adhesion molecule 3 isoform 2

Score

Identities

41.0 bits
27/3

(44),

0

(90%),

Expect

Gaps

0.59
0/30

(0

(0

%

o
]

)

)
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Regiones encontradas:

NT 011520.12

Regiones encontradas:

Query

Sbijct

NW_001838744.1

Regiones encontradas:

Strand=Plus/Minus

Homo sapiens hypermethylated in cancer 2 (HIC2),
mRNA

Query 181 TGTAAATGCTTATGTAAACCATGATATAAA 210

FEETEE Tt rrrr et rerer rrrnd
Sbjct 4898 TGTAAAAGCTTATGTAAACAATGAGATAAA 4869

Score = 41.0 bits (44), Expect = 0.59
Identities = 27/30 (90%), Gaps = 0/30 (0%)
Strand=Plus/Minus

2791 bp at 5' side: hypermethylated in cancer 2
protein

18242 bp at 3' side: hypothetical protein
LOC100507089

181 TGTAAATGCTTATGTAAACCATGATATAAA 210

CEEEEr trrrrrrrrerr rerr rrrr
1194421 TGTAAAAGCTTATGTAAACAATGAGATAAA 1194392

Score = 41.0 bits (44), Expect = 0.59
Identities = 27/30 (90%), Gaps = 0/30 (0%)
Strand=Plus/Minus

Homo sapiens chromosome 22 genomic contig,
alternate assembly HuRef SCAF 1103279180195, whole
env genome shotgun sequence

Query 181 TGTAAATGCTTATGTAAACCATGATATAAA 210

PEEEEE rrrrrrrrrrrr e rernd
Sbjct 7331 TGTAAAAGCTTATGTAAACAATGAGATAAA 7302

8. La busqueda bioinformética con la secuencia del gen env del MMTV se

realiz6 de acuerdo a la siguiente estrategia:

e Una vez descargada la secuencia, se dividi6 la secuencia en

fragmentos de 300 pb de acuerdo a la figura 41 y posteriormente se

realizaron las busquedas en la base de datos del NCBI para cada

fragmento resultante bajo las condiciones antes mencionadas.
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Gen env del MMTV
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Figura 41. Estrategia de busqueda del gen env del MMTV. La secuencia completa del gen env del MMTV
fue dividida en fragmentos de 300 pb y posteriormente las busquedas fueron realizadas.

Los fragmentos generados fueron los siguientes:

Fragmento 1 (1 — 300pb):

Fragmento 2 (300-600):

Fragmento 3 (600-900):

Fragmento 4 (900 -1200):

ATGCCGAAACACCAATCTGGGTCCCCGACCGATTCATCC
GACCTTTTACTGAGCGGAAAGAAGCAACGCCCACACCTG
GCACTGCGGAGAAAACGCCGCCGCGAGATGAGAAAGATC
AACAGGAAAGTCCCAAGAATGAATCTAGTCCCCATCAAA
GAGAAGACGGCTTGGCAACATCTGCAGGCGTTGATCTCC
GAAGCGGAGGAGGTCCTTAAAACCTCACAAACTCCCCAA
ACCTCTTTGACCTTATTTCTTGCTTTGTTGTCTGTCCTC
GGCCCCCCGCCTGTGACAGGGGAGAGTT

TATTGGGCCTACCTACCTAAACCACCTATTCTCCATCCC
GTGGGATGGGGAAGTACAGACCCCATTAGAGTTCTGACA
AATCAAACCATGTATTTGGGTGGTTCGCCTGACTTTCAT
GGGTTCAGAAATATGTCTGGTAATGTACATTTTGAGGGG
AAGTCTGATACGCTCCCCATTTGCCTTTCCTTCTCCTTT
TCTACCCCCACGGGCTGCTTTCAAGTAGACAAGCAAGTA
TTTCTTTCTGATACACCCACGGTTGATAATAATAAACCT
GGGGGAAAGGGTGATAAAAGGCGTATGT

TGGGAACTTTGGTTGACTACCTTGGGGAACTCAGGGGCC
AATACAAAACTGGTCCCTATAAAAAAGAAGTTGCCCCCC
AAATATCCTCACTGCCAGATCGCCTTTAAGAAGGACGCC
TTCTGGGAGGGAGACGAGTCTGCTCCTCCACGGTGGTTG
CCTTGCGCCTTCCCTGACCAGGGGGTGAGTTTTTCTCCA
AAAGGGGCCCTTGGGTTACTTTGGGATTTCTCCCTTCCC
TCGCCTAGTGTAGATCAGTCAGATCAGATTAAAAGCAAA
AAGAATCTATTTGGAAATTATACTCCCC

CCTGTCAATAAAGAGGTTCATCGATGGTATGAAGCAGGA
TGGGTAGAACCTACTTGGTTCTGGGAAAATTCTCCTAAG
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Fragmento 5 (1200 -1500):

Fragmento 6 (1500 -1800):

Fragmento 7 (1800 -2066):

GATCCCAATGATAGAGATTTCACTGCACTAGTCCCCCAT
ACAGAATTGTTTCGCTTAGTCGCAGCCTCAAGACATCTT
ATTCTCAAAAGGCCAGGATTTCAAGAACATGAGATGATT
CCTACATCTGCCTGTGTTACTTACCCTTATGCCATATTA
TTAGGATTACCTCAGTTAATAGATATAGAGAAAAGAGGA
TCTACTTTTCATATTTCCTGTTCTTCTT

TGTAGATTGACTAATTGTTTAGACTCTTCTGCCTACGAC
TATGCAGCGATCATAGTCAAGAGGCCGCCATATGTGCTG
CTACCTGTAGATATTGGTGATGAACCATGGTTTGATGAT
TCTGCCATTCAAACCTTTAGGTATGCCACAGATTTAATT
CGAGCTAAGCGATTCGTCGCAGCCATTATCCTGGGCATA
TCTGCTTTGATTGCTATTATTACTTCCTTTGCTGTAGCT
ACTACTGCCTTAGTTAAGGAGATGCAAACTGCTACGTTT
GTTAATAATCTTCATAGGAATGTTACAT

TTAGCCTTATCTGAACAACGGATAATAGATTTAAAATTA
GAAGCTAGACTTAATGCTTTAGAAGAAGTAGTTTTAGAG
TTGGGACAAGATGTGGCCAATTTAAAGACCAGAATGTCC
ACTAGGTGTCATGCAAATTATGACTTTATCTGCGTTACA
CCTTTACCCTATAATGCTACTGAGAACTGGGAAAGAACC
AGGGCTCATTTATTGGGCATTTGGAATGATAATGAGATT
TCATATAACATACAGGAGTTAACCAACCTGATTAGTGAT
ATGAGCAAACAACATATTGATGCAGTGG

GACCTTAGTGGCTTGGCTCAGTCTTTTGCCAATGGAGTG
AAGGCTTTAAATCCATTAGATTGGACACAATATTTCATT
TTTATAGGTGTTGGAGCCCTGCTTTTAGTCATTGTACTT
ATGATTTTCCCCATTGTTTTCCAGTGCCTTGCGAAGAGC
CTTGACCAAGTGCAGTCAGATCTTAACGTGCTTCTTTTA
AAAAAGAAAAAAGGGGGAAATGCCGCGCCTGCAGCAGAA
ATGGTTGAACTCCCGAGAGTGTCCTACACTTAG
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Para el fragmento 1 del gen env del MMTV se encontraron 30 hits como se puede

observar en la siguiente figura:

Distribution of 30 Blast Hits on the Query Sequence &

[Mouse over to see the defline, click to show alignments

Color key for alignment scores

<40 40-50 B0-200 *=200
G ue ry | —
| | | | | |
1 &0 120 130 240
I I I I

Figura 42. Distribucion de los 30 hits encontrados mediante Blastn para la secuencia obtenida de la
fragmentacion de la secuencias del gen env del MMTV para el fragmento 1. En la figura se observan 26
scores relacionados con los alineamientos encontrados mediante Blastn, los scores para cada alineamientos

se encuntran entre los valores de 37.4y 41.0

La distribucion gendmica de los alineamientos encontrados en la busqueda
realizada con el fragmento 1 del gen env del MMTV se muestra en la siguiente

figura:
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Figura 43. Distribucion genomica de los 30 hits encontrados mediante Blastn para el fragmento 1 del
gen env del MMTV. En la figura se observan 30 hits relacionados con los alineamientos encontrados en cada
uno de los cromosomas. Cada cromosoma humano se encuentra representado mediante barras y el niUmero
esta indicado en color azul, asi mismo el nimero de hits encontrados en cada cromosoma esta indicado en

color rojo.

Los alineamientos encontrados fueron los siguientes:

Sequences producing significant alignments:

ref|NT _010966.14 |
ref|NT_029419.12]

ref|NT_007592.15]

ref|NW_001838467.2
ref|NW _001838060.2 |
ref|NW_001838974.1
ref|NT 033899.8]

ref|NT_007933.15]
ref|NT_007819.17|
ref|NW_001838044.1|
ref|NW_001839072.1
ref|NW 001838998.1|
ref|NM_018193.2]
ref|NM _001113378.1|

ref\NT:010274.17| Homo sapiens
ref |NT 026437.12| Homo sapiens
ref |[NT 009714.17| Homo sapiens
ref |[NT 008470.19]| Homo sapiens
ref|NT _007299.13| Homo sapiens

Sequences producing significant
ref |NT 022517.18| Homo sapiens
ref [NT 032977.9] 3Homo sapiens
ref|NW _001838222.1|
ref|NW 001838115.2|
ref |NW _001838052.1|

chromosome
chromosome
chromosome
chromosome
chromosome

alignments:

chromosome
chromosome

Homo sapiens chromosome
Homo sapiens chromosome
Homo sapiens chromosome

Homo sapiens chromosome 18 genomic contig,
Homo sapiens chromosome 12 genomic contig,
Homo sapiens chromosome 6
Homo sapiens chromosome
Homo sapiens chromosome
Homo sapiens chromosome
Homo sapiens chromosome 11
Homo sapiens chromosome 7
Homo sapiens chromosome 7
Homo sapiens chromosome
Homo sapiens chromosome
Homo sapiens chromosome
Homo sapiens Fanconi anemia,
Homo sapiens Fanconi anemia,

genomic contig, G...
18 genomic contig...
12 genomic contig...
6 genomic contig, ...
genomic contig, G...
genomic contig, G...
genomic contig, G...
11 genomic contig...
7 genomic contig, ...
7 genomic contig, ...
complementation...
complementat...
15 genomic contig,
14 genomic contig,
12 genomic contig,
9 genomic contig,

6 genomic contig,

G...
G...

3 genomic contig, G...
1 genomic contig, GR...
15 genomic contig...
14 genomic contig...
12 genomic contig...

(Bits)

41.
41.
41.
41.
41.
41.
39.
39.
39.
39.
39.
39.
37.
37.
37.
37.
37.
37.
37.4
(Bits)
37.4
37.4
37.4
37.4
37.4
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ref |[NW 001839236.2|
ref |[NW 001839221.1|
ref [NW 001838987.1|
ref |[NW 001838877.2|
ref |[NW 001838577.2|

Homo
Homo
Homo
Homo
Homo

sapiens chromosome 9 genomic contig,... 37.4 9.0
sapiens chromosome 9 genomic contig,... 37.4 9.0
sapiens chromosome 6 genomic contig,... 37.4 9.0
sapiens chromosome 3 genomic contig,... 37.4 9.0
sapiens chromosome 1 genomic contig,... 37.4 9.0

Las secuencias encontradas en cada alinemiento fueron las siguientes:

NT_010966.14

Regiones encontradas:

NT 029419.12

Regiones encontradas:

Query

33

Sbjct 22283218

NT_007592.15

Regiones encontradas:

Query 35

Sbjct 25319862

NW_001838467.2

Regiones encontradas:

Query

247

Score = 41.0 bits (44), Expect
Identities = 22/22 (100%), Gaps
Strand=Plus/Minus

0.74
0/22 (0%)

4529 bp at 5' side: nucleolar protein 4
528174 bp at 3' side: dystrobrevin alpha isoform 9

Query 247 TTATTTCTTGCTTTGTTGTCTG 268

FETEEETTErrr e
Sbjct 13296869 TTATTTCTTGCTTTGTTGTCTG 13296848

Score = 41.0 bits (44), Expect = 0.74

Identities = 30/35 (86%), Gaps = 0/35 (0%)
Strand=Plus/Minus

monocarboxylate transporter 2

TTCATCCGACCTTTTACTGAGCGGAAAGAAGCAAC 67

FEEEEEEErrrr e Lot
TTCATCCGACCTTTTACTGGACACAAAGAAGTAAC 22283184

Score = 41.0 bits (44), Expect = 0.74
Identities = 32/37 (86%), Gaps = 1/37 (3%)
Strand=Plus/Minus

leucine-rich repeat-containing protein 16A isoform
1
leucine-rich repeat-containing protein 16A isoform
2

CATCCGACCTTTTACTGAGCGGAAAGAAGCAACGCCC 71

FEErr reerrrrt rer o rrrrrrrr et reld
CATCC-ACCTTTTAGTGATCAGAAAGAAGCAAAGCCC 25319827

0.74
0/22 (0%)

Score = 41.0 bits (44), Expect
Identities = 22/22 (100%), Gaps
Strand=Plus/Plus

527834 bp at 5' side: dystrobrevin alpha isoform 9
4529 bp at 3' side: nucleolar protein 4

TTATTTCTTGCTTTGTTGTCTG 268
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FEEELEEErr et
Sbijct 12733902 TTATTTCTTGCTTTGTTGTCTG 1273392
NW_001838060.2 Score = 41.0 bits (44), Expect = 0.74
Identities = 30/35 (86%), Gaps = 0/35 (0%)
Strand=Plus/Plus

Regiones encontradas: monocarboxylate transporter 2

Query 33 TTCATCCGACCTTTTACTGAGCGGAAAGAAGCAAC 67

Frrrerrrrerrrrrrerr 0 rrrrrrt el
Sbjct 16378202 TTCATCCGACCTTITTACTGGACACAAAGAAGTAAC 16378236

NwW_001838974.1 Score = 41.0 bits (44), Expect = 0.74
Identities = 32/37 (86%), Gaps = 1/37 (3%)
Strand=Plus/Minus

Regiones encontradas: leucine-rich repeat-containing protein 16A isoform
2
leucine-rich repeat-containing protein 16A isoform
1
Query 35 CATCCGACCTTTTACTGAGCGGAAAGAAGCAACGCCC 71

FEErr reeerrrt rer o rrrrrrrr et red
Sbjct 1333804 CATCC-ACCTTTTAGTGATCAGAAAGAAGCAAAGCCC 1333769
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Para el fragmento 2 del gen env del MMTV se encontraron 70 hits como se puede
observar en la siguiente figura

Distribution of 70 Blast Hits on the Query Sequence &

|I'u'|ouse over to see the defline, click to show alignments |

Color Key for alighment scores

<40 40-50 20-200 >=200

G ure oy |
|

| | | |
1 &0 120 150 240 300

Figura 41. Distribucion de los 70 hits encontrados mediante Blastn para la secuencia obtenida de la
fragmentacion de la secuencias del gen env del MMTV para el fragmento 2. En la figura se observan 70
scores relacionados con los alineamientos encontrados mediante Blastn, los scores para cada alineamientos
se encuntran entre los valores de 37.4y 115.0
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La distribucion gendémica de los alineamientos encontrados en la busqueda

realizada con el fragmento 2 del gen env del MMTV se muestra en la siguiente

figura:
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Figura 45. Distribucion genomica de los 70 hits encontrados mediante Blastn para el fragmento 2 del
gen env del MMTV. En la figura se observan 70 hits relacionados con los alineamientos encontrados en cada
uno de los cromosomas. Cada cromosoma humano se encuentra representado mediante barras y el nUmero
esta indicado en color azul, asi mismo el nimero de hits encontrados en cada cromosoma esta indicado en

color rojo.

Los alineamientos encontrados fueron los siguientes:

Sequences producing significant alignments:

ref |NT 011896.
ref |NT_011512.
ref |[NT 026437.
ref [NT_008705.
ref [NT _008046.
ref [NT_023133.
ref |[NT 015926.
ref [NT_004487.
ref [NT_032977.
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11
12|
16|
16|
13]
15]
19]
9]

ref |[NW 001842427.1|
ref |[NW 001838706.1 |
ref |[NW 001838110.1|
ref |[NW 001839136.1|
ref |[NW 001838954.2|
ref |[NW 001838767.2|
ref |[NW 001838533.2|
ref |[NW 001838590.2|

Homo
Homo
Homo
Homo
Homo
Homo
Homo

sapiens
sapiens
sapiens
sapiens
sapiens
sapiens
sapiens

chromosome
chromosome
chromosome
chromosome
chromosome
chromosome
chromosome

Homo
Homo
Homo
Homo
Homo
Homo
Homo
Homo

sapiens
sapiens
sapiens
sapiens
sapiens
sapiens
sapiens
sapiens

chromosome
chromosome
chromosome
chromosome
chromosome
chromosome
chromosome
chromosome

Homo sapiens chromosome Y genomic contig,

21 genomic contig,
14 genomic contig,
10 genomic contig,

8 genomic contig, G...
5 genomic contig, G...
2 genomic contig, G...
1 genomic contig, G...
GR. ..

8

5
2
1
1

Homo sapiens chromosome 1 genomic contig,
Y genomic contig,...
21 genomic contig...
14 genomic contig...
contig, ...
contig, ...
contig, ...
contig, ...
contig, ...

genomic
genomic
genomic
genomic
genomic

GR...

39.
39.
39.
39.
39.
39.
39.
39.
39.
39.
39.
39.
39.
39.
39.
39.
39.

Score
(Bits)

NN NDNDNNDNONNDNDNDNDNDNDNDNDNDNDN

E

Value

NN NDNNDNONNDNDNDNDNDNDNDNDNDNDN

O OY OY O)Y O)Y OY O)Y O)Y O) O)Y O)Y O)Y O)Y O)Y O)Y OY O
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ref|NM 152505.
ref|NM 183004.
ref|NM 001969.
ref [NT 011669.
ref |[NT 011362.
ref|[NT 011109.
ref |[NT 010393.
ref [NT 009775.
ref [NT 029419.
ref [NT 033899.
ref [NT 030059.
ref [NT 030772.
ref [NT 031847.
ref |[NT 035014.
ref |[NT 008183.
ref [NT 025741.
ref [NT 007592.
ref [NT 006576.
ref[NT 016354.
ref [NT 005612.
ref [NT 022135.
ref INT 022171.

31

31

31

17]
10
16|
16|
17]
12
81

13]
10
81

41

19]
15]
15]
16|
19]
16|
16|
15]

Homo sapiens Leber congenital amaurosis 5-1i...
Homo sapiens eukaryotic translation initiati...
Homo sapiens eukaryotic translation initiati...
chromosome X genomic contig, G...

Homo
Homo
Homo
Homo
Homo
Homo

Homo sapiens chromosome 11 genomic contig, G...

sapiens
sapiens
sapiens
sapiens
sapiens
sapiens

chromosome 20
chromosome 19
chromosome 16
chromosome 12
chromosome 12

genomic
genomic
genomic
genomic
genomic

contig,
contig,
contig,
contig,
contig,

Homo sapiens chromosome 10 genomic contig,
Homo sapiens chromosome 10 genomic contig,

Homo sapiens chromosome 10 genomic contig, G...
Homo sapiens chromosome 9 genomic contig, GR...

Homo
Homo
Homo
Homo
Homo
Homo
Homo
Homo

sapiens
sapiens
sapiens
sapiens
sapiens
sapiens
sapiens
sapiens

chromosome
chromosome
chromosome
chromosome
chromosome
chromosome
chromosome
chromosome

NN W U1 oy o) O

genomic c
genomic c
genomic c
genomic c
genomic c
genomic c
genomic c
genomic c

ontig,
ontig,
ontig,
ontig,
ontig,
ontig,
ontig,

ontig, G...

[RONONAN NN

ref |[NW 001842375.2|
ref |[NW 001838709.2|
ref |[NW 001838664.2|
ref |[NW 001838491.1|
ref [NW 001838342.1|
ref |[NW 001838115.2|
ref [NW 001838063.1|
ref |[NW 001838061.2|
ref |[NW 001838045.1|
ref |[NW 001838005.2|
ref |[NW 001837986.1|
ref |[NW 001837962.1|
ref |[NW 001839241.2|
ref |[NW 001839132.1|
ref |[NW 001838990.2|
ref |[NW 001838981.2|
ref |[NW 001838928.2|
ref |[NW 001838921.1|
ref |[NW 001838884.2|
ref |[NW 001838881.2|
ref |[NW 001838850.1|
ref |[NW 001838822.1|

Homo
Homo
Homo
Homo
Homo
Homo
Homo
Homo
Homo
Homo
Homo
Homo
Homo
Homo
Homo
Homo
Homo
Homo
Homo
Homo
Homo
Homo

sapiens
sapiens
sapiens
sapiens
sapiens
sapiens
sapiens
sapiens
sapiens
sapiens
sapiens
sapiens
sapiens
sapiens
sapiens
sapiens
sapiens
sapiens
sapiens
sapiens
sapiens
sapiens

chromosome
chromosome
chromosome
chromosome
chromosome
chromosome
chromosome
chromosome
chromosome
chromosome
chromosome
chromosome
chromosome
chromosome
chromosome
chromosome
chromosome
chromosome
chromosome
chromosome
chromosome
chromosome

X genomic contig, ...
contig...
contig...
contig...
contig...
contig...
contig...
contig...
contig...
contig...
contig...
contig...

contig, ...

contig, ...
contig, ...
contig, ...
contig, ...
contig, ...
contig, ...
contig, ...
contig, ...
contig, ...

21 genomic
20 genomic
19 genomic
16 genomic
14 genomic
12 genomic
12 genomic
11 genomic
10 genomic
10 genomic
10 genomic
genomic
genomic
genomic
genomic
genomic
genomic
genomic
genomic
genomic
genomic

Nej

NN WWS 0oy o) O

37.
37.
37.
37.
37.
37.
37.
37.
37.
37.
37.
37.
37.
37.
37.
37.
37.
37.
37.
37.
37.
37.
37.
37.
37.
37.
37.
37.
37.
37.
37.
37.
37.
37.
37.
37.
37.
37.
37.
37.
37.
37.
37.
37.

No fue posible encontrar alineamientos con un Valor de e menor a 1.0

L T ST S S e S I S S T e S e T T ST S S e T T T St Y St S e e e e e N L

W W W W WWIWWWOWWYWWLWLWOWWYWOLWOWLOLWWOOLOWOWOUOOWOOOOLOoWWOWOwWoooowouowoo

cNoNoNoNoNoNoNoNoNoNoNoNoNolNoNoNoNololNoNoNoNoNeoNeoNoNolNoloNoNoloNoNeoNoNoloNolNoNeo oo lNolNo]
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Para el fragmento 3 del gen env del MMTV se encontraron 65

hits como se puede
observar en la siguiente figura

Distribution of 65 Blast Hits on the Query Sequence &

| Mouse-over to show defline and scores, click to show alignments

Color key for alignment scores

<40 40-50 20-200 *=200

Gu e ry | —

| |
1 60 120 130

Pl
n—
=
Ll
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Figura 46. Distribucion de los 65 hits encontrados mediante Blastn para la secuencia obtenida de la
fragmentacién de la secuencias del gen env del MMTV para el fragmento 3. En la figura se observan 65

scores relacionados con los alineamientos encontrados mediante Blastn, los scores para cada alineamientos
se encuntran entre los valores de 37.4y 115.0
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La distribucion gendémica de los alineamientos encontrados en la busqueda

realizada con el fragmento 3 del gen env del MMTV se muestra en la siguiente

figura:
|I | 1 7T
- - -
= |
1 2 2 4 5 & 7 g
Hit GIs: 4 2 4 11 2 2 &
Hits: 4 2 =1 11 3 2 &
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Figura 47. Distribucion de los 70 hits encontrados mediante Blastn para la secuencia obtenida de la
fragmentacion de la secuencias del gen env del MMTV para el fragmento 3. En la figura se observan 70
scores relacionados con los alineamientos encontrados mediante Blastn, los scores para cada alineamientos

se encuntran entre los valores de 44.6 y 37.4

Los alineamientos encontrados fueron los siguientes:

Sequences producing significant alignments:

ref|NM 001012763.1| Homo sapiens gonadotropin-releasing hormo...
ref|[NM 000406.2| Homo sapiens gonadotropin-releasing hormone
ref|NT 011630.14|] Homo sapiens chromosome X genomic contig,

ref [NT 022778.16| Homo sapiens chromosome 4 genomic contig,
ref|NW 001842371.1| Homo sapiens chromosome X genomic contig, ...
ref [NW 001838914.1| Homo sapiens chromosome 4 genomic contig, ...
ref|NT 016354.19| Homo sapiens chromosome 4 genomic contig,

ref [NW 001838915.1| Homo sapiens chromosome 4 genomic contig, ...
ref|NT 010393.16| Homo sapiens chromosome 16 genomic contig,
ref|NT 010194.17| Homo sapiens chromosome 15 genomic contig,

ref |[NT 026437.12| Homo sapiens chromosome 14 genomic contig,

ref [NT 009952.14| Homo sapiens chromosome 13 genomic contig,

ref [NT 024524.14| Homo sapiens chromosome 13 genomic contig,

ref |[NT 030059.13| Homo sapiens chromosome 10 genomic contig,

ref |[NT 008470.19| Homo sapiens chromosome 9 genomic contig,

ref [NT 007914.15| Homo sapiens chromosome 7 genomic contig,
ref|NT 023133.13| Homo sapiens chromosome 5 genomic contig,

ref [NT 005612.16| Homo sapiens chromosome 3 genomic contig,
ref|NT 022184.15| Homo sapiens chromosome 2 genomic contig,

G...
G...

G...

[ NNNN!

Score

(Bits)

44,
44 .
44,
44,
44,
44.
41.
41.
39.
39.
39.
39.
39.
39.
39.
39.
39.
39.
39.

NN NNDNNDNNODNDNDNNDNNDDNDDNOOOO OO YO

DNDNNNDNODNNODNNNNNNODNNDMNNOOOOOO OO

Y OY OY O)Y O) O)Y OY OY OY O

Value

.061
.061
.061
.061
.061
.061

[ NENEEN|
EE
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ref|NW 001838339.
ref|NW _001838218.
ref|NW_001838111.
ref|NW _001838084.
ref|NW 001838074.
ref|NW_001838006.
ref|NW 001839237.
ref|NW _001839088.
ref|NW 001838954.
ref|NW 001838903.
ref|NW _001838881.
ref|NW 001838769.

ref [NM 015107.2]

ref |NM_001184897.
ref |NM_001184896.

ref [NT 079573.4]
ref|NT_011109.16]
ref|NT 011295.11|
ref |NT_010783.15]
ref [NT 010498.15]
ref |NT _033899.8]
ref [NT 008705.16]
ref [NT_007933.15]
ref [NT 007819.17]
ref [NT_007592.15]
ref [NT 022517.18]
ref [NT 032977.9]
ref INT 004610.19]|

ref |NW_001842370.
ref |NW _001842361.
ref |NW_001838501.
ref |NW _001838484.
ref |NW_001838454.
ref |NW_001838290.
ref |NW_001838081.
ref |NW_001838044.
ref |NW_001837931.
ref |NW_001839064.
ref |NW_001838998.
ref |NW_001838980.
ref |NW_001838951.
ref |NW_001838877.
ref |NW_001838589.
ref |NW_001838573.

2| Homo sapiens chromosome 16 genomic contig... 39.
2| Homo sapiens chromosome 15 genomic contig... 39.
1] Homo sapiens chromosome 14 genomic contig... 39.
2| Homo sapiens chromosome 13 genomic contig... 39.
1] Homo sapiens chromosome 13 genomic contig... 39.
2| Homo sapiens chromosome 10 genomic contig... 39.
2| Homo sapiens chromosome 9 genomic contig,... 39.
2| Homo sapiens chromosome 7 genomic contig,... 39.
2| Homo sapiens chromosome 5 genomic contig,... 39.
1] Homo sapiens chromosome 4 genomic contig,... 39.
2| Homo sapiens chromosome 3 genomic contig,... 39.
1] Homo sapiens chromosome 2 genomic contig,... 39.
Homo sapiens PHD finger protein 8 (PHF8), tr... 37.
1| Homo sapiens PHD finger protein 8 (PHF8),... 37.
1] Homo sapiens PHD finger protein 8 (PHFS8),... 37.
Homo sapiens chromosome X genomic contig, GR... 37.

Homo sapiens chromosome 19 genomic contig, 37.

Homo sapiens chromosome 19 genomic contig, 37.

Homo sapiens chromosome 17 genomic contig, 37.

Homo sapiens chromosome 16 genomic contig,

Homo sapiens chromosome 11 genomic contig, G... 37.
Homo sapiens chromosome 10 genomic contig, 37.
Homo sapiens chromosome 7 genomic contig, G... 37.
Homo sapiens chromosome 7 genomic contig, G... 37.
Homo sapiens chromosome 6 genomic contig, G... 37.
Homo sapiens chromosome 3 genomic contig, G... 37.

Homo sapiens chromosome 1 genomic contig, GR... 37.
Homo sapiens chromosome 1 genomic contig, G... 37.

2| Homo sapiens chromosome X genomic contig,... 37.
2| Homo sapiens chromosome X genomic contig,... 37.
2| Homo sapiens chromosome 19 genomic contig... 37.
1] Homo sapiens chromosome 19 genomic contig... 37.
2| Homo sapiens chromosome 17 genomic contig... 37.
1| Homo sapiens chromosome 16 genomic contig... 37.
1] Homo sapiens chromosome 13 genomic contig... 37.
1] Homo sapiens chromosome 11 genomic contig... 37.
2| Homo sapiens chromosome 10 genomic contig... 37.
2| Homo sapiens chromosome 7 genomic contig,... 37.
1| Homo sapiens chromosome 7 genomic contig,... 37.
1] Homo sapiens chromosome 6 genomic contig,... 37.
1| Homo sapiens chromosome 5 genomic contig,... 37.
2| Homo sapiens chromosome 3 genomic contig,... 37.
2| Homo sapiens chromosome 1 genomic contig,... 37.
1] Homo sapiens chromosome 1 genomic contig,... 37.

37.

SO R D D D D R D D D D D D D D D D D D D D D D D DS DD DS DN NN NDNDNDNDNDDNDDND

Las secuencias encontradas en cada alinemiento fueron las siguientes:

NM 001012763.1

Regiones encontradas:

0.061
0/24

Score = 44.6 bits
Identities = 24/24
Strand=Plus/Plus

(48), Expect =
(100%), Gaps

(0%)

Homo sapiens gonadotropin-releasing hormone

receptor (GNRHR), transcript variant 2, mRNA
Length=5715
Query 180 GGTGAGTTTTTCTCCAAAAGGGGC 203

O W W W IW W IWLWWIWWIWWWWWWOWWYWWOWOOWOWWOWOUOOOO0WOYUOUOUOUNNDNDNDNDNDNDNDDNDNDDNDDN
cNoNoNoNoNoNoNoNoloNoNoNoNolNoNoNoNololNoNoNoNoNoNeoNoNolNolNolNoNelNolNo e e lNe Neo o lNe) o) o) M) B o) M)
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Sbjct 3002 GGTGAGTTTTTCTCCAAAAGGGGC 3025

NM 000406.2 Score = 44.6 bits (48), Expect = 0.061
Identities = 24/24 (100%), Gaps = 0/24 (0%)
Strand=Plus/Plus

Regiones encontradas: Homo sapiens gonadotropin-releasing hormone
receptor (GNRHR),
transcript variant 1, mRNA
Length=5843

Query 180 GGTGAGTTTTTCTCCAAAAGGGGC 203

FEEEEEEr et
Sbjct 3130 GGTGAGTTTTTCTCCAAAAGGGGC 3153

NT 011630.14 Homo sapiens chromosome X genomic contig,
GRCh37.p2 reference
primary assembly
Length=6136098

Regiones encontradas: 398504 bp at 5' side: zinc finger X-linked protein
ZXDA

Score = 44.6 bits (48), Expect = 0.061
Identities = 29/32 (91%), Gaps = 0/32 (0%)
Strand=Plus/Plus

Query 259 CAGATTAAAAGCAAAAAGAATCTATTTGGAAA 290

FEErr rrrrrrrrrrrrrt rrrrrer 11
Sbjct 5889444 CAGATAAAAAGCAAAAAGAAGCTATTTGTAAA 5889475

NT 022778.16 Score = 44.6 bits (48), Expect = 0.061
Identities = 24/24 (100%), Gaps 0/24 (0%)
Strand=Plus/Minus

Regiones encontradas: 38946 bp at 5' side: ubiquitin-like modifier-
activating enzyme 6
392 bp at 3' side: gonadotropin-releasing hormone
receptor isoform 1

Query 180 GGTGAGTTTTTCTCCAAAAGGGGC 203

FEEEEEEr et
Sbjct 8816473 GGTGAGTITTTTCTCCAAAAGGGGC 8816450

NW_001842371.1 Score = 44.6 bits (48), Expect = 0.061
Identities = 29/32 (91%), Gaps = 0/32 (0%)
Strand=Plus/Plus

Regiones encontradas: 395819 bp at 5' side: zinc finger X-linked protein
ZXDA
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Query 259 CAGATTAAAAGCAAAAAGAATCTATTTGGAAA 290
FEEEE Pt rrrerter i
Sbjct 607889 CAGATAAAAAGCAAAAAGAAGCTATTTGTAAA 607920
NW_001838914.1 Score = 44.6 bits (48), Expect = 0.061
Identities = 24/24 (100%), Gaps = 0/24 (0%)
Strand=Plus/Minus

Regiones encontradas: 38911 bp at 5' side: ubiquitin-like modifier-
activating enzyme 6
392 bp at 3' side: gonadotropin-releasing hormone
receptor isoform 1

Query 180 GGTGAGTTTTTCTCCAAAAGGGGC 203

PEEEEEEEEErr e
Sbjct 8820705 GGTGAGITTTTCTCCAAAAGGGGC 8820682

NT 016354.19 Score = 41.0 bits (44), Expect = 0.74
Identities = 44/56 (79%), Gaps = 2/56 (4%)
Strand=Plus/Plus

Regiones encontradas: pituitary homeobox 2 isoform a

pituitary homeobox 2 isoform b

Query 245 TAGATCAGTCAGATCAGATTAAAAGCAAAAAGA-ATCTATTTGGAAAT-TATACTC 298
T e e e A O A O O A

Sbict TAGATAATTCAGATTAAAGTAAAAGCAAAACCATATCTATTTGTATATATATATTC
36094786 36094841
NW_001838915.1 Score = 41.0 bits (44), Expect = 0.74

Identities = 44/56 (79%), Gaps = 2/56 (4%)
Strand=Plus/Plus

Regiones encontradas: pituitary homeobox 2 isoform a
pituitary homeobox 2 isoform b

Query 245 TAGATCAGTCAGATCAGATTAAAAGCAAAAAGA-ATCTATTTGGAAAT-TATACTC 298

N e e R R
Sbjct TAGATAATTCAGATTAAAGTAAAAGCAAAACCATATCTATTTGTATATATATATTC

36040154 36040209
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Para el fragmento 4 del gen env del MMTV se encontraron 65 hits como se puede

observar en la siguiente figura

Distribution of 47 Blast Hits on the Query Sequence &

| Mouse over to see the defling, click to show alignments |

Color key for alignment scores
<40 40-50 80-200 >=200
Qrue v |
| | | | | |
1 &0 120 180 240 3200

Figura 48. Distribucién de los 47 hits encontrados mediante Blastn para la secuencia obtenida de la
fragmentacion de la secuencia del gen env del MMTV para el fragmento 4. En la figura se observan 70
scores relacionados con los alineamientos encontrados mediante Blastn, los scores para cada alineamientos
se encuentran entre los valores de 37.4y 42.8
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La distribucion gendémica de los alineamientos encontrados en la busqueda
realizada con el fragmento 4 del gen env del MMTV se muestra en la siguiente

figura:
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Figura 49. Distribucidon genomica de los 47 hits encontrados mediante Blastn para el fragmento 4 del
gen env del MMTV. En la figura se observan 47 hits relacionados con los alineamientos encontrados en cada
uno de los cromosomas. Cada cromosoma humano se encuentra representado mediante barras y el nUmero
esta indicado en color azul, asi mismo el nimero de hits encontrados en cada cromosoma esta indicado en

color rojo.

Los alineamientos encontrados fueron los siguientes:

Sequences producing significant alignments:

ref [NT 034772.

ref |[NW 001838952.2|

ref [NT_005612.

ref |[NW 001838884.2|

ref|XR _113353.
ref|XR_112067.
ref|[XR 110507.
ref |NT_011520.
ref [NT _005403.
ref [NT_032977.

ref |[NW 001838745.1|
ref |[NW 001838863.1|
ref |[NW 001838578.2|

ref |[NT 011651.
ref |NT_010783.
ref [NT 026437.
ref [NT 009952.
ref |[NT 029419.
ref [NT 009714.
ref [NT_009759.
ref [NT 033899.
ref |NT 167190.

6
16|

1]
1]
1]
12
17|
9]

17|
15]
12]
14|
12|
17|
16|
8

1]

Homo sapiens chromosome 5 genomic contig,
Homo sapiens chromosome 5 genomic contig, ...
G...

Homo sapiens chromosome 3 genomic contig,

Homo sapiens chromosome 22 genomic contig,
Homo sapiens chromosome 2 genomic contig,

Homo sapiens chromosome 1 genomic contig,
Homo sapiens chromosome 22 genomic contig...
Homo sapiens chromosome 2 genomic contig, ...
Homo sapiens chromosome 1 genomic contig, ...
G...

Homo
Homo
Homo
Homo
Homo
Homo
Homo

sapiens
sapiens
sapiens
sapiens
sapiens
sapiens
sapiens

chromosome
chromosome
chromosome
chromosome
chromosome
chromosome
chromosome

X genomic contig,

17
14
13
12
12
12

genomic
genomic
genomic
genomic
genomic
genomic

contig,
contig,
contig,
contig,
contig,
contig,

Homo sapiens chromosome 11 genomic contig,
Homo sapiens chromosome 11 genomic contig,

GR...

Homo sapiens chromosome 3 genomic contig, ...
PREDICTED: Homo sapiens hypothetical LOC1005...
PREDICTED: Homo sapiens hypothetical LOC1005...
PREDICTED: Homo sapiens hypothetical LOC1005...
G...
GR...

G...
G...

Score
(Bits)

42.
42.
41.
41.
39.
39.
39.
39.
39.
39.
39.
39.
39.
37.
37.
37.
37.
37.
37.
37.
37.
37.

BSOS DN DNDNNDNDNDNDNDDNDNDO O o

E
Value

O W WWOWWOWWOWWOWWOWWONNNDNNNDNNNDNNNDNDNDOOOO

O OO OO O OO O) O Oy O)Y O

.21
.21
.74
.74

[e)}
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ref|NT 009237.18| Homo sapiens chromosome 11 genomic contig, ... 37.4
ref [NT 030059.13| Homo sapiens chromosome 10 genomic contig, ... 37.4
ref|NT 008183.19| Homo sapiens chromosome 8 genomic contig, G... 37.4
ref|[NT 167187.1| Homo sapiens chromosome 8 genomic contig, GR... 37.4
ref|NT 007933.15| Homo sapiens chromosome 7 genomic contig, G... 37.4
ref|NT 023133.13| Homo sapiens chromosome 5 genomic contig, G... 37.4
ref [NW 001842391.1| Homo sapiens chromosome X genomic contig,... 37.4
ref |[NW 001838454.2| Homo sapiens chromosome 17 genomic contig... 37.4
ref|[NW 001838113.2| Homo sapiens chromosome 14 genomic contig... 37.4
ref [NW 001838084.2| Homo sapiens chromosome 13 genomic contig... 37.4
ref [NW 001838059.1| Homo sapiens chromosome 12 genomic contig... 37.4
ref |[NW 001838052.1| Homo sapiens chromosome 12 genomic contig... 37.4
ref [NW 001838050.1| Homo sapiens chromosome 12 genomic contig... 37.4
ref [NW 001838042.2| Homo sapiens chromosome 11 genomic contig... 37.4
ref [NW 001838029.2| Homo sapiens chromosome 11 genomic contig... 37.4
ref [NW 001838023.1| Homo sapiens chromosome 11 genomic contig... 37.4
ref [NW 001838022.2| Homo sapiens chromosome 11 genomic contig... 37.4
ref [NW 001838006.2| Homo sapiens chromosome 10 genomic contig... 37.4
ref [NW 001839132.1| Homo sapiens chromosome 8 genomic contig,... 37.4
ref |NW 001839126.2| Homo sapiens chromosome 8 genomic contig,... 37.4
ref [NW 001839063.1| Homo sapiens chromosome 7 genomic contig,... 37.4
ref |NW 001838954.2| Homo sapiens chromosome 5 genomic contig,... 37.4

Las secuencias encontradas en cada alinemiento fueron las siguientes:

NT 034772.6 Score = 42.8 bits (46), Expect = 0.21
Identities = 32/38 (84%), Gaps = 0/38 (0%)
Strand=Plus/Minus

Regiones encontradas: 2831172 bp at 5' side: peroxisomal NADH
pyrophosphatase NUDT12
989798 bp at 3' side: ephrin-A5 precursor

Query 263 AGAAAAGAGGATCTACTTTTCATATTTCCTGTTCTTCT 300

FErrrrerrrer reeeeeerr reeer ot el
Sbjct 14041030 AGAAAAGAGGATATACTTTTCAGTTTTCCAATTGTTCT 14040993

NW_001838952.2 Score = 42.8 bits (46), Expect = 0.21
Identities = 32/38 (84%), Gaps = 0/38 (0%)
Strand=Plus/Plus

Regiones encontradas: 986597 bp at 5' side: ephrin-A5 precursor
2825679 bp at 3' side: peroxisomal NADH
pyrophosphatase NUDT12

Query 263 AGAAAAGAGGATCTACTTTTCATATTTCCTGTTCTTCT 300

Frrrerrrerer rererrrer rrrrr et
Sbjct 33073441 AGAAAAGAGGATATACTTTTCAGTTTTCCAATTGTTCT 33073478

NT 005612.16 Score = 41.0 bits (44), Expect = 0.74
Identities = 27/29 (93%), Gaps = 1/29 (3%)
Strand=Plus/Minus

W W W W WWWYWWOWWWWLWWWYOLOLWOLOLWOoooo
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Regiones encontradas:

255168 bp at 5' side: lipoma-preferred partner
isoform a

77711 bp at 3' side: tumor protein p63-regulated
gene 1 protein

Query 246 TCAGTTAATAGATATAGAGAAAA-GAGGA 273

FEEEEErrer et rertd
Sbjct 95342609 TCAGTTAATAAATATAGAGAAAATGAGGA 95342581

NW_001838884.2

Regiones encontradas:

Query

Sbict

Score = 41.0 bits (44), Expect = 0.74
Identities = 27/29 (93%), Gaps = 1/29 (3%)
Strand=Plus/Plus

77908 bp at 5' side: tumor protein p63-regulated
gene 1 protein

254913 bp at 3' side: lipoma-preferred partner
isoform b

246 TCAGTTAATAGATATAGAGAAAA-GAGGA 273

PEEEEErrrr ettt
5177400 TCAGTTAATAAATATAGAGAAAATGAGGA 5177428

Para el fragmento 5 del gen env del MMTV se encontraron 23 hits como se puede

observar en la siguiente figura

Distribution of 23 Blast Hits on the Query Sequence &

| Mouse over to see the defline, click to show alignments

<40

Color key for alignment scores

40-50 80-200 *>=200

Figura 50. Distribucién de los 23 hits encontrados mediante Blastn para la secuencia obtenida de la
fragmentacién de la secuencia del gen env del MMTV para el fragmento 5. En la figura se observan 23
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scores relacionados con los alineamientos encontrados mediante Blastn, los scores para cada alineamientos

se encuntran entre los valores de 37.4y 42.8

La distribucion gendmica de los alineamientos encontrados en la busqueda

realizada con el fragmento 5 del gen env del MMTV se muestra en la siguiente

figura:
:N =N I -N -“ ﬂ ﬂ -ﬁ- -ﬂ- ﬂ ﬂ ﬁ ﬂ
iz = 4 3 & I 8 2 1w 11 12 13
Hit GI=: 4 4 1 2 2 2 2 2
Hit=s: 4 4 1 2 2 2 4 2
| | | [I
IR
| 5 0 0 | |
14 15 1 17 1 12 @ 21 2 A ¥ NI
Hit GI=: 2
Hit=s: 2

Figura 51. Distribucion genomica de los 23 hits encontrados mediante Blastn para el fragmento 5 del
gen env del MMTV. En la figura se observan 23 hits relacionados con los alineamientos encontrados en cada
uno de los cromosomas. Cada cromosoma humano se encuentra representado mediante barras y el nUmero
esta indicado en color azul, asi mismo el niumero de hits encontrados en cada cromosoma esta indicado en

color rojo.

Los alineamientos encontrados fueron los siguientes

Sequences producing significant alignments:

ref[NT 167187.1| Homo sapiens chromosome 8 genomic contig, GR...
ref|NW 001839126.2| Homo sapiens chromosome 8 genomic contig, ...
ref[NT 006713.15| Homo sapiens chromosome 5 genomic contig, G...
ref|NT 005612.16| Homo sapiens chromosome 3 genomic contig, G...
ref|NT 022184.15| Homo sapiens chromosome 2 genomic contig, G...
ref |[NW 001838934.1| Homo sapiens chromosome 5 genomic contig, ...
ref |[NW 001838768.1| Homo sapiens chromosome 2 genomic contig, ...
ref[NT 010718.16| Homo sapiens chromosome 17 genomic contig,
ref|NT 008413.18| Homo sapiens chromosome 9 genomic contig,

ref [NT 007592.15| Homo sapiens chromosome
ref [NT_022778.16| Homo sapiens chromosome

genomic contig,
genomic contig,

ref |[NT 004487.19| Homo sapiens chromosome
ref|NT 004610.19| Homo sapiens chromosome

genomic contig,

G
6 G
4 G...
ref|NT 022135.16| Homo sapiens chromosome 2 genomic contig, G...
1 G
1 G

genomic contig,

ref |[NW 001838403.1| Homo sapiens chromosome 17 genomic contig...

42.
42.
39.
39.
39.
39.
39.
37.
37.
37.
37.
37.
37.
37.
37.

Score
(Bits)

SO DD DD DD NN DN DN o

E

Value

W WYWWWOWWOWWWOWWOUNNNDNDNDDNDOO

O OO OO OO OO O

.21
.21

o))
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ref |NW 001839151.
ref |[NW_001838980.
ref |NW 001838914.
ref |[NW_001838848.
ref |NW 001838532.
ref [NW_001838573.

2| Homo
1] Homo
1] Homo
1] Homo
2 Homo

1] Homo

sapiens chromosome 9 genomic contig,... 37.4 9.0
sapiens chromosome 6 genomic contig,... 37.4 9.0
sapiens chromosome 4 genomic contig,... 37.4 9.0
sapiens chromosome 2 genomic contig,... 37.4 9.0
sapiens chromosome 1 genomic contig,... 37.4 9.0
sapiens chromosome 1 genomic contig,... 37.4 9.0

Las secuencias encontradas en cada alineamiento fueron las siguientes:

NT 167187.1

Regiones encontradas:

Query 192
Sbjct 3816670

NW 001839126.2

Score = 42.8 bits (46), Expect = 0.21
Identities = 35/43 (81%), Gaps = 0/43 (0%)
Strand=Plus/Plus

343206 bp at 5' side: tumor suppressor candidate 3
isoform a

9028 bp at 3' side: macrophage scavenger receptor
types I and II isoform type 1

CATATCTGCTTTGATTGCTATTATTACTTCCTTTGCTGTAGCT 234

I T I e e O O B O N I O e A I e B e R A
CATATCTGCTCTAATTGCTATTATTTCTTTCCTTCCGCTAGCT 3816712

Regiones encontradas:

Query 192

Sbjct 5663757

Score = 42.8 bits (46), Expect = 0.21
Identities = 35/43 (81%), Gaps = 0/43 (0%)
Strand=Plus/Minus

39952 bp at 5' side: macrophage scavenger receptor
types I and II isoform type 2

337036 bp at 3' side: tumor suppressor candidate 3
isoform b

CATATCTGCTTTGATTGCTATTATTACTTCCTTTGCTGTAGCT 234

T 1 e O e e R O R M R
CATATCTGCTCTAATTGCTATTATTTCTTTCCTTCCGCTAGCT 5663715
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Para el fragmento 6 del gen env del MMTV se encontraron 55 hits como se puede
observar en la siguiente figura

Distribution of 55 Blast Hits on the Query Sequence &

|I'-.-'Ious&-mler to show defling and scores, click to show alignments

Color key for alignment scores
40-50

Figura 52. Distribucién de los 55 hits encontrados mediante Blastn para la secuencia obtenida de la
fragmentacién de la secuencia del gen env del MMTV para el fragmento 6. En la figura se observan 23

scores relacionados con los alineamientos encontrados mediante Blastn, los scores para cada alineamientos
se encuntran entre los valores de 37.4y 41.0
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La distribucion gendémica de los alineamientos encontrados en la busqueda

realizada con el fragmento 6 del gen env del MMTV se muestra en la siguiente

figura:
] . I - I
u - = -

L 2 2 4 5 & 7 g N : B § R bR -
Hit GIs: 3 2 & 3 2 4 4 3 4 2
Hit=: 3 2 & 3 2 & L) 4 & 2

2 y

IEEEEEE

4 1S 16 1T 18 13 oz 2 2 ¥ ¥ ML not placed
Hit GI=: 2 4 2 2 2 1
Hits=: 4 & z 2 z 1

Figura 53. Distribucion genomica de los 55 hits encontrados mediante Blastn para el fragmento 6 del
gen env del MMTV. En la figura se observan 55 hits relacionados con los alineamientos encontrados en cada
uno de los cromosomas. Cada cromosoma humano se encuentra representado mediante barras y el niUmero
esta indicado en color azul, asi mismo el nimero de hits encontrados en cada cromosoma esta indicado en
color rojo.

Los alineamientos encontrados fueron los siguientes:

Score E
Sequences producing significant alignments: (Bits) Value
ref[NT 007933.15| Homo sapiens chromosome 7 genomic contig, G... 41.0 0.74
ref|NT 006316.16| Homo sapiens chromosome 4 genomic contig, G... 41.0 0.74
ref [NW 001839071.2| Homo sapiens chromosome 7 genomic contig,... 41.0 0.74
ref|NW 001838900.1| Homo sapiens chromosome 4 genomic contig,... 41.0 0.74
ref|NT 010498.15| Homo sapiens chromosome 16 genomic contig, ... 39.2 2.6
ref|NT 010194.17| Homo sapiens chromosome 15 genomic contig, ... 39.2 2.6
ref|[NT 009237.18| Homo sapiens chromosome 11 genomic contig, ... 39.2 2.6
ref |[NT 004487.19| Homo sapiens chromosome 1 genomic contig, G... 39.2 2.6
ref |[NW 001838328.2| Homo sapiens chromosome 16 genomic contig... 39.2 2.6
ref |[NW 001838214.2| Homo sapiens chromosome 15 genomic contig... 39.2 2.6
ref |[NW 001838022.2| Homo sapiens chromosome 11 genomic contig... 39.2 2.6
ref [NW 001838921.1| Homo sapiens chromosome 4 genomic contig,... 39.2 2.6
ref[NT 079573.4| Homo sapiens chromosome X genomic contig, GR... 37.4 9.0
ref [NT 011515.12| Homo sapiens chromosome 21 genomic contig, ... 37.4 9.0
ref|NT 010274.17| Homo sapiens chromosome 15 genomic contig, ... 37.4 9.0
ref [NT 026437.12| Homo sapiens chromosome 14 genomic contig, ... 37.4 9.0
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ref [NT 024524.
ref|[NT 167190.
ref [NT 030059.
ref [NT_008183.19]
ref |[NT 167187.1]
ref [NT_007914.15]
ref [NT 007299.13]|
ref [NT_006576.16]
ref|NT 016354.19]|
ref [NT 022778.16|
ref |NT_022459.15]
ref [NT 032977.9]
ref |NW 001842362
ref |[NW 001839914

14|
1
13]

ref [NW 001838224
ref [NW 001838111
ref [NW 001838081

ref |NW 001839127
ref|NW 001839078
ref|NW_001838987

ref |[NW 001838928
ref |[NW 001838920
ref |[NW 001838878

L1
L1
ref |[NW 001838716.1|
L2
L1
L1
ref |[NW 001838023.1|
ref |[NW 001838006.2 |
ref |[NW 001837986.1|
ref|NW 001839133.2|
L1
L1
L1
ref |[NW 001838953.2|
L2
L1
L1
ref |[NW 001838589.2|

Homo sapiens chromosome 13 genomic contig,

Homo sapiens chromosome 11 genomic contig, G...

Homo sapiens chromosome 10 genomic contig,

Homo sapiens chromosome 8 genomic contig, G...
Homo sapiens chromosome 8 genomic contig,
sapiens
sapiens
sapiens
sapiens
sapiens
sapiens
Homo sapiens chromosome 1 genomic contig,
chromosome X genomic contig, ...
unplaced genomic contig,
chromosome
chromosome
chromosome
chromosome
chromosome
chromosome
chromosome
chromosome
chromosome
chromosome
chromosome
chromosome
chromosome
chromosome
chromosome
chromosome

Homo
Homo
Homo
Homo
Homo
Homo

Homo
Homo
Homo
Homo
Homo
Homo
Homo
Homo
Homo
Homo
Homo
Homo
Homo
Homo
Homo
Homo
Homo
Homo

chromosome
chromosome
chromosome
chromosome
chromosome
chromosome

sapiens
sapiens
sapiens
sapiens
sapiens
sapiens
sapiens
sapiens
sapiens
sapiens
sapiens
sapiens
sapiens
sapiens
sapiens
sapiens
sapiens
sapiens

genomic
genomic
genomic
genomic
genomic
genomic

W DU oy

21
15
14
13
11
10
10

genomic
genomic
genomic
genomic
genomic
genomic
genomic
genomic
genomic
genomic
genomic
genomic
genomic
genomic
genomic

[ee]

= W 0101 oy o

genomic c

contig, G
contig, G
contig, G...
contig, G...
contig, G
contig, G

GR. ..

GR. ..

alt...
contig...
contig...
contig...
contig...
contig...
contig...
contig...
contig, ...
contig, ...
contig, ...
contig, ...
contig, ...
contig, ...
contig, ...
contig, ...
ontig, ...

37.
37.
37.
37.
37.
37.
37.
37.
37.
37.
37.
37.
37.
37.
37.
37.
37.
37.
37.
37.
37.
37.
37.
37.
37.
37.
37.
37.
37.
37.

S DS DS D D D D D D D D D D D D D D D DD D D D D D D D D

Las secuencias encontradas en cada alineamiento fueron las siguientes:

NT 007933.15

Regiones encontradas:

Query

Sbjct

NT 006316.16

20

Regiones encontradas:

1734545 bp at 3' side: protocadherin-7 isoform c
precursor
Query 47 GACTTAATGCTTTAGAAGAAGTAGTTTTAG 76
CEEEE rr rrrrrr et et et
Sbjct 20170268 GACTTTATTCTTTAGAAGAAGTTGTTTTAG 20170297

61498981

Score =
Identities =

41.0 bits
26/27

(44),
(96%),

Strand=Plus/Plus

77350 bp at 5

side:

syndrome protein

42165 bp at 3!

side:

GGATAATAGATTTAAAATTAGAAGCTA

Score =
Identities =

41.0 bits
27/30

(44),
(90%),

Strand=Plus/Plus

1965812 bp at 5°'

side:

FEEEEEEEErr el
GGATAA-AGATTTAAAATTAGAAGCTA

Expect =
Gaps =

molecule 2 isoform 3 precursor

Expect = 0.74
Gaps =

1/27 (4%)

neural Wiskott-Aldrich

hyaluronidase-4

46

61499006

0.74

0/30 (0%)

stromal interaction

W W W W WWWWWWOWWWLWWWYWOWOLOLWOWOLOOWOOOOowooooo

cNoNoNeoNoNoNoNoNoNoNoloNoNoNoloNoNeoNoNoRoNoloNoNoNolNolNolNoNol
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NW_001839071.2 Score = 41.0 bits (44), Expect = 0.74
Identities = 26/27 (96%), Gaps = 1/27 (4%)
Strand=Plus/Minus

Regiones encontradas: 42167 bp at 5' side: hyaluronidase-4
77485 bp at 3' side: neural Wiskott-Aldrich

syndrome protein

Query 20 GGATAATAGATTTAAAATTAGAAGCTA 46

PEEEEE trrrr e
Sbjct 7825045 GGATAA-AGATTTAAAATTAGAAGCTA 7825020

NW_001838900.1 Score = 41.0 bits (44), Expect = 0.74
Identities = 27/30 (90%), Gaps = 0/30 (0%)
Strand=Plus/Plus

Regiones encontradas: 1966024 bp at 5' side: stromal interaction
molecule 2 isoform 3 precursor

1740141 bp at 3' side: protocadherin-7 isoform c
precursor

Query 47 GACTTAATGCTTTAGAAGAAGTAGTTTTAG 76

FEErr tr rrrrr et trrrrtd
Sbjct 19605778 GACTTTATTCTTTAGAAGAAGITGTTTTAG 19605807

Para el fragmento 7 del gen env del MMTV se encontraron 50 hits como se puede

observar en la siguiente figura
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Distribution of 50 Blast Hits on the Query Sequence &

| Mouse over to see the defling, click to show alignments

Color key for alignment scores
<40 40-50 80-200 *=200
aue ry I ———
| | | | | |
1 50 100 150 200 250
] I
] I

Figura 54. Distribucién de los 50 hits encontrados mediante Blastn para la secuencia obtenida de la
fragmentacion de la secuencia del gen env del MMTV para el fragmento 7. En la figura se observan 50
scores relacionados con los alineamientos encontrados mediante Blastn, los scores para cada alineamientos

se encuntran entre los valores de 37.4y 42.8

La distribucion gendémica de los alineamientos encontrados en la busqueda

realizada con el fragmento 7 del gen env del MMTV se muestra en la siguiente

figura:
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Figura 55. Distribuciéon genomica de los 50 hits encontrados mediante Blastn para el fragmento 7 del
gen env del MMTV. En la figura se observan 50 hits relacionados con los alineamientos encontrados en cada
uno de los cromosomas. Cada cromosoma humano se encuentra representado mediante barras y el niUmero
esta indicado en color azul, asi mismo el nimero de hits encontrados en cada cromosoma esta indicado en

color rojo.

Los alineamientos encontrados fueron los siguientes:

Sequences producing significant alignments:

ref |[NM 030755.4]
ref [NT 026437.12]

ref|NW 001838111.1]
Homo sapiens chromosome X genomic contig,
Homo sapiens chromosome X genomic contig, ...
Homo sapiens methyltransferase 10 domain con...
transcr...
transcr...

ref [NT 167197.1]

ref |[NW 001842360.1|

ref |NM_024086.3|
ref |NM_198902.2|
ref |NM_005724.5|

Homo sapiens thioredoxin-related transmembra...

Homo sapiens chromosome 14 genomic contig,

Homo sapiens tetraspanin 3
Homo sapiens tetraspanin 3

ref |NT 011669.
ref |NT_011512.
ref [NT 010718.
ref |NT _010194.
ref [NT 024524.

17|
11
16|
17|
14|

Homo
Homo
Homo
Homo
Homo

sapiens
sapiens
sapiens
sapiens
sapiens

chromosome
chromosome
chromosome
chromosome
chromosome

ref|NT_025741.
ref |NT 006576.16]
ref|NT_016297.16]
ref |NT 032977.9]

15]

ref |NW _001838403.1|
ref|NW 001838219.1|
ref|NW 001838115.2|
ref |[NW 001838082.1|
ref|NW _001838990.2|
ref |[NW 001838951.1|
ref|NW 001838932.2|
ref |[NW 001838901.1|
ref|NW _001838877.2|
ref |[NW 001838579.2|
Homo sapiens chromosome X genomic contig,

ref |NT _079573.4|
ref|NT 011109.16]

Homo
Homo
Homo

Homo
Homo
Homo
Homo
Homo
Homo
Homo
Homo
Homo
Homo

sapiens
sapiens
sapiens

sapiens
sapiens
sapiens
sapiens
sapiens
sapiens
sapiens
sapiens
sapiens
sapiens

chromosome
chromosome
chromosome
Homo sapiens chromosome 1 genomic contig,
17 genomic contig...
15 genomic contig...
14 genomic contig...
13 genomic contig...
contig, ...
contig, ...
contig, ...
contig, ...
contig, ...
contig, ...
GR. ..

chromosome
chromosome
chromosome
chromosome
chromosome
chromosome
chromosome
chromosome
chromosome
chromosome

Homo sapiens chromosome 14 genomic contig...
GR. ..

(TSPAN3),
(TSPAN3),

X genomic contig, G...
21 genomic contig,
17 genomic contig,
15 genomic contig,
13 genomic contig,
6 genomic contig, G...
5 genomic contig, G...
4 genomic contig, G...
GR...

6 genomic
5 genomic
5 genomic
4 genomic
3 genomic
1 genomic

Homo sapiens chromosome 19 genomic contig,

Score
(Bits)

42.
42.
42.
41.
41.
39.
39.
39.
39.
39.
39.
39.
39.
39.
39.
39.
39.
39.
39.
39.
39.
39.
39.
39.
39.
39.
39.
37.
37.

BB D NODNDNNODNNDNNDNONNDNNODNNDNDNNNNDNNODNNNNDNNNNDNNNDNDDNDO OO

E
Value

N I N NN NONNDNNDNONNDNNNNDNNNDNNNNDNONNDMNNDNNNNDNNNDNDNO OO OO

O WWWWWWWWWWWWWWWWwWwwWwwWwwww

.19
.19
.19
.65
.65

w
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ref |[NT 011295.
ref [NT 008470.
ref [NT 008413.
ref [NT 007592.
ref|[NT 016354.
ref |[NT 022184.

ref |NW_001842
ref |NW_001838
ref |NW 001838

11
19]
18]
15]
19]
15]
362.1]
706.1]|
501.2]|

ref [NW 001838218.2|

ref |NW_001838

113.2]|

ref [NW 001839221.1|

ref [NW_001839
ref |NW 001838
ref |NW_001838
ref |NW_ 001838

149.2|
983.1]
920.1]
769.1|

Homo sapiens chromosome 19 genomic contig, ... 37.4 7.9
Homo sapiens chromosome 9 genomic contig, G... 37.4 7.9
Homo sapiens chromosome 9 genomic contig, G... 37.4 7.9
Homo sapiens chromosome 6 genomic contig, G 37.4 7.9
Homo sapiens chromosome 4 genomic contig, G 37.4 7.9
Homo sapiens chromosome 2 genomic contig, G... 37.4 7.9
Homo sapiens chromosome X genomic contig,... 37.4 7.9
Homo sapiens chromosome 21 genomic contig... 37.4 7.9
Homo sapiens chromosome 19 genomic contig... 37.4 7.9
Homo sapiens chromosome 15 genomic contig... 37.4 7.9
Homo sapiens chromosome 14 genomic contig... 37.4 7.9
Homo sapiens chromosome 9 genomic contig,... 37.4 7.9
Homo sapiens chromosome 9 genomic contig,... 37.4 7.9
Homo sapiens chromosome 6 genomic contig,... 37.4 7.9
Homo sapiens chromosome 4 genomic contig,... 37.4 7.9
Homo sapiens chromosome 2 genomic contig,... 37.4 7.9

Las secuencias encontradas en cada alineamiento fueron las siguientes:

NM 030755.4

Regiones encontradas:

NT 026437.12

Query

Sbjct

Regiones encontradas:

NW_001838111

Query

Sbjct

.1

107

Score = 42.8 bits (46), Expect = 0.19
Identities = 28/31 (90%), Gaps = 0/31 (0%)
Strand=Plus/Minus

Homo sapiens thioredoxin-related transmembrane
protein 1 (TMX1),

mRNA

Length=4119

107 TCATTGTACTTATGATTTTCCCCATTGTTTT 137

PEEEEErE trrrrrrrrrr et i
2263 TCATTGTATTTATGATTTTCCCCCTTCTTTT 2233

Score = 42.8 bits (46), Expect = 0.19
Identities = 28/31 (90%), Gaps = 0/31 (0%)
Strand=Plus/Minus

1265 bp at 5' side: thioredoxin-related
transmembrane protein 1 precursor

395420 bp at 3' side: putative uncharacterized
protein Cl4orf82

TCATTGTACTTATGATTTTCCCCATTGTTTT 137
FEEErrrr rrrrrrrrrrrrrt rr et

32722532 TCATTGTATTTATGATTTTCCCCCTTCTTTT 32722502

Regiones encontradas:

Score = 42.8 bits (46), Expect = 0.19
Identities = 28/31 (90%), Gaps = 0/31 (0%)
Strand=Plus/Minus

1260 bp at 5' side: thioredoxin-related
transmembrane protein 1 precursor

395943 bp at 3' side: putative uncharacterized
protein Cl4orf82
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Query 107 TCATTGTACTTATGATTTTCCCCATTGTTTT 137

FEEEErrr rrrrrrrrrrrrrr rr et
Sbjct 10583539 TCATTGTATTTATGATTTTCCCCCTTCTTTT 10583509

NT 167197.1 Score = 41.0 bits (44), Expect = 0.65
Identities = 22/22 (100%), Gaps = 0/22 (0
Strand=Plus/Plus

o\

)

Regiones encontradas: dystrophin Dp260-2 isoform
dystrophin Dp260-1 isoform

Query 184 GTGCTTCTTTTaaaaaagaaaa 205

FETTEETTErrr e
Sbjct 29786730 GTGCTTCTTTTAAAAAAGAAAA 29786751

NW_001842360.1 Score = 41.0 bits (44), Expect = 0.65
Identities = 22/22 (100%), Gaps = 0/22 (0%)
Strand=Plus/Plus

Regiones encontradas: dystrophin Dp260-2 isoform
dystrophin Dp260-1 isoform

Query 184 GTGCTTCTTTTaaaaaagaaaa 205

FEEEEEErrrrr el
Sbjct 23433345 GTGCTTCTTTTAAAAAAGAAAA 23433366
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8. Discusion

Los primeros reportes en los cuales se evidenciaba la presencia de secuencias
virales parecidas a las secuencias del gen env del MMTV en adenocarcinomas
mamarios de humanos aparecieron hace poco mas de 15 afios en los reportes
publicados por Wang Y y colaboradores (Wang Y y col, 1995). A partir de ahi
diversos trabajos han sido publicados evidenciando la presencia de secuencias de

DNA del MMTV en muestras de adenocarcinomas mamarios en humanos (Etkind P

y col., 2000, Melana S y col., 2001, Lui B y col., 2001, Melana y col., 2002, Ford C y col., 2003,
Mant C y col., 2004, Levine P y col., 2004, Luo T y col., 2006, Brinda A y col., 2007, Zapata-

Benavides y col., 2007). La gran mayoria de éstos estudios se enfocan en la
amplificacion de una secuencia de 685 pb del gen env del MMTV y una secuencia
interna de 250pb empleando una PCR anidada. La principal ventaja de realizar
una PCR anidada es aumentar la especificidad de la reaccion y lograr detectar
cantidades muy pequefias del genoma del retrovirus (probablemente hasta 10°
células). Estas secuencias amplificadas contienen muy baja similitud con regiones
de retrovirus enddgenos conocidos y se han utilizado para detectar DNA proviral y

secuencias de expresion del retrovirus MMTV.

En México, los datos de incidencia reportados por Zapata Benavides y
colaboradores en 2007 con relacion a la deteccion de las secuencias parecidas al
gen env del MMTV suponen una relacion mucho menor a otros estudios
reportados incluyendo el nuestro, ellos reportan haber encontrado secuencias
parecidas al gen env del MMTV en 5 de 119 (4.2%) tumores de mama y en
ninguno de los tejidos no afectados estudiados. Nuestros datos encontrados en
16 (40% de las 40 muestras de adenocarcinomas estudiados), cero muestras
positivas en los 14 tejidos no afectados y cero muestras positivas en los 2
fiboroadenomas mamarios mantienen la tendencia de los datos reportados por
Wang Y en Estados unidos en 1998 (36% de muestras env positivas), Melana S
en argentina en 2002 (31% de muestras positivas), Levine H en lItalia en 2004

(38% muestras env positivas).
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Nosotros consideramos que esta diferencia en los porcentajes reportados entre los
dos estudios realizados en México radica principalmente en el origen de las
muestras empleadas, la poblacion de estudio en el trabajo publicado por Zapata
Benavides pertenece a la regién noreste del pais (una region geolocalizada, un
solo tipo de poblacion) mientras que las muestras empleadas en nuestro estudio
provienen de una clinica de referencia, sin una poblacion definida (las muestras
provienen de personas de diversos estados de la republica mexicana)
probablemente esta diferencia entre el origen de las muestras de estudio haya
incrementado los porcentajes de deteccion de las secuencias env positivas en

nuestro estudio.

Como se puede observar en las figuras 14 -17, los amplificados correspondientes
a cada una de las muestras de adenocarcinomas mamarios tienen un tamafo
aproximado de 250pb de igual forma que el control positivo (muestra amplificada
del plasmido construido con el gen env del MMTV C3H) de acuerdo al disefio de
realizado con los oligonucleétidos sin embargo, es notorio que la concentracion de
los amplificados no es la misma como se puede observar en los amplificados de
las muestras 007CM y 004CM (figura 14). Esto también es notorio en las muestras
031CM y 032CM (figura 17). Estos datos sugieren una mayor concentracion del
amplificado en las muestras 007 y 032, al cargar en cada pozo el mismo volumen
de reaccion. Este comportamiento no se observa para los amplificados del gen
GAPDH de las muestras 007 y 004 (figura 18). Esta relacion implicaria que las
secuencias MMTYV integradas en el genoma humano no son integradas en la
misma cantidad en cada una de las muestras mamarias (es necesario utilizar otra
metodologia para corroborar dichos datos, q°PCR). Ford C y col., en el 2004
sugirieron la idea de que existe una relacion entre el grado de malignidad del
adenocarcinoma de mama y el porcentaje de secuencias relacionadas con el
MMTV sin embargo, estos datos no pudieron ser verificados en el presente

estudio.

Los andlisis realizados a las secuencias amplificadas del gen env del MMTV en los

adenocarcinomas mamarios muestran una similitud de hasta un 99% con respecto
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a la secuencia depositada en el NCBI para el gen env del MMTV ver figuras 26 y
28. Estos porcentajes de similitud entre las secuencias encontradas a partir de los
amplificados de los adenocarcinomas mamarios estudiados y las secuencias
depositadas en el NCBI para el MMTV se encuentran en el mismo rango que los
datos publicados por Wang y col., en 1995, Melana S y col., 2001, Lui B y col.,
2001, Melana y col., 2002, Ford C y col., 2003, , Levine P y col., 2004 con datos

entre 95 — 98% de similitud entre secuencias.

Adicionalmente, nosotros encontramos un amplificado cuya secuencia
correspondia con un 99% de similitud con respecto al gen env del HMTV
(EF495356.1) ver figura 28. Esta similitud cercana al 100% entre las secuencias
obtenidas nos llevd a preguntarnos si existe homologia entre dichas secuencias.
El arbol filogenético construido a partir de las distancias calculadas por el
alineamiento hecho con las secuencias amplificadas de los adenocarcinomas
muestra claramente tres principales ramas en las que son organizadas las
secuencias, una de ellas contiene a la secuencia depositada en el NCBI para el
MMTV (MMTV NC 001503.1) y las secuencias obtenida a partir de las muestras
tumorales 027CM y 007CM (ambas muestras con un diagnostico de Carcinoma
ductal infiltrante), y en otra rama se ven organizadas las secuencias obtenidas de
los adenocarcinomas mamarios 032CM, 031CM vy la secuencia del control positivo
(construccién hecha con el gen env del MMTVC3H) con una distancia muy
parecida entre ellas, lo cual indicaria una distancia evolutiva mas cercana entre
ellas con respecto a las secuencia MMTV_ NC001503.1. Estos datos confirman
los datos publicados anteriormente, las secuencias amplificadas son similares
pero no iguales al MMTV y manifiestan homologia. Este hecho sustentaria la idea
de un homdlogo humano para el MMTV el cual ha sido denominado con
anterioridad Virus del tumor mamario en humanos (HMTV de sus siglas en inglés
Human Mammary Tumor Virus). Estos hechos podrian tener implicaciones mucho
mas serias al sugerir un evento evolutivo conjunto entre los genomas del MMTV y
el HMTV mediante un ancestro comun y como resultado la aparicion de genes

ortélogos para el gen env del MMTV y el HMTV.
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Aunque existe la misma tendencia de encontrar tumores mamarios con
secuencias de alta homologia (98%-99% de similitud entre secuencias)
relacionadas al gen env del MMTYV los porcentajes de deteccion son heterogeneos
como se puede observar en los datos de incidencia publicados por Zapata P en
2006, en dicho trabajo es posible analizar desde una perspectiva geografica los
datos reportados por Wang y col. en 1988, Melana y col. en el 2002, Mant y col. en
el 2004, Levine y col. en el 2004 y Ford y col. en el 2003. Los porcentajes de
incidencia son bastante heterogeneos desde un 74% reportado en Tunez hasta un
0% reportado en Reino unido y un 4.2% reportado en México en un primer trabajo
por el grupo de Zapata-Benavides y col. Estos datos demuestran que los

porcentajes de incidencia son heterogeneos y no presentan aparentemente

Los reportes anteriores destacan los porcentajes de deteccion de las secuencias
env en los tejidos de mama no afectados (1-4% de las muestras analizadas).
Nuestros datos encontrados en la deteccion de secuencias env del MMTV siguen
esta misma tendencia (0% de muestras env positivas en los tejidos no afectados
estudiados). Estos datos sugieren fuertemente una posible asociacion entre la
presencia de las secuencias env en los tumores mamarios y no en los tejidos no
afectados del mismo paciente, lo que conllevaria una infeccién por el retrovirus
MMTYV al no encontrarse dicha secuencia en los tejidos no afectados del mismo
paciente. Sugerentemente la secuencia permanece de forma exogena tal y como

lo habia indicado Melana S y col. en 2001.

Analizando esta aparente asociacion geografica Steward T y colaboradores en el
afio 2000, encontrd6 que la mayor tasa de incidencia de cancer de mama en
humanos se localizaba en lugares donde Mus domesticus era un residente comun
con los humanos. Notando que en el 50% de los ratones Mus domesticus,
provenientes del sur California (USA), eran detectables regiones MMTV exégenas.
Stewart y colaboradores sugirieron que una alta concentracion de Mus domesticus
en la poblacion humana puede estar relacionado con una mayor incidencia del
MMTYV en los tumores mamarios de humanos. Lo que colocaria necesariamente a

Mus domesticus como agente infeccioso del MMTV en humanos.
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Sin embargo, aun es necesario aclarar los mecanismos por los cuales el MMTV
puediera estar infectando células humanas. Las principales dudas sobre esta
asociacion entre la infeccion con MMTV y los adenocarcinomas mamarios radican
en:

e El tumor murino debido al MMTV como modelo para los carcinomas de
mama humanos esta lejos de ser ideal, ya que la histopatologia de estas
lesiones es diferente: el primero se asemeja mas una hiperplasia que a
un carinoma ductal infiltrante (el tipo de cancer mamario mas comun en
humanos).

e En segundo lugar, si el virus humano MMTV(HMTYV) tiene un ciclo de
vida similar al MMTV, se esperaria que la transmision a través de la
leche materna deberia ocurrir (como ocurre de la forma endogena en los
ratones infectados con MMTV). Titus-Ernstoff L en 1998 demostrd en un
amplio estudio de casos y controles en 8 300 mujeres con cancer de
mama que la lactancia materna por sus madres no fue un factor de
riesgo en ellas, sin embargo particulas virales del MMTV han sido
descritas en la leche materna humana (Titus-Ernstoff L y col., 1998, Johal
Hy col., 2010) .

Los efectos mutagénicos del MMTV dependen del sitio de integracién del DNA
proviral en el genoma humano, lo que da como resultado multiples mutaciones y la
desregulacion de WNT(una familia de genes que codifican factores de
sefalizacion extracelular y participan en la regulacién del crecimiento de las
células embrionarias y en procesos de diferenciacién). En las células humanas el
DNA del MMTYV se integra en multiples sitios en el genoma: en los cromosomas 1,
2, 3,6, 7,10,11, 12, 17 y 22. Resulta de particular interés una region en el
cromosoma 17, donde ocurren dos sitios de integraciéon (WNT15 y WNT3), estos
sitios de insercion flanquean estrechamente un gen de susceptibilidad a cancer
mamario BRCA-1. Esta pequefa region en 17¢g21 también contiene varios
oncogenes, incluyendo dos que se asocian con cancer de mama: HER-2/neu [v-
erb-b2 aviar eritroblasticos leucemia homélogo del oncogén viral 2 y RAB5C (un

miembro de la familia de oncoproteinas RAS), quienes conjuntamente con el factor
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de crecimiento de fibroblastos 3 (FGF3) resultan fundamentales para la induccién

de tumores mamarios murinos.

Recientemente en 2007 el grupo de trabajo de Theodorou V, reportaron 33 sitios
de insercion comunes los cuales fueron identificados mediante un “screninng

masivo” en tumores mamarios inducidos por MMTV (Theodurou V y col, 1997).

Los genes encontrados en las busquedas bioinforméticas realizadas y que
posiblemente estén involucrados en inserciones virales del MMTV sugieren
diversos procesos celulares y distintas rutas metabolicas involucradas. Los genes
precursores de Caderina 7 (cadherin-7 NW_00183469.1) fueron encontrados 4
veces (Valor e = 0.40) situados sobre el cromosoma 18 y que al igual que el
transcrito NT_004487.19 (Molecula de adhesion celular isoformas 1y 2, valor e =
0.17) estan implicados en los procesos de adhesion celular, mecanismo implicado
fuertemente en el desarrollo del cancer y metastasis como consecuencia de la
pérdida del sefialamiento celular y la inflamacion. Otra region encontrada fue la
correspondiente al gen de la proteina Serpin B8 isoformas a y b (serin proteinase
inhibitors, valor e = 0.40) las cuales corresponde a un grupo de proteinas que
regulan un conjunto de procesos intra y extracelulares tales como la fibrinolisis,
coagulacion, diferenciacion celular, supresion celular, apoptosis y migraciéon
celular. Tambien fueron encontradas las regiones correspondientes al gen HIC2
(Homo sapiens hypermethylated in cancer 2, valor de e = 0.59). De acuerdo a los
datos reportados por Theodorou V y col. en 2007 ellos reportan 33 sitios comunes
de insercion y genes de las familias FGT, RSPO3, WNT, ASTN2, ATP2bl
suceptibles de inserciones por MMTV. Nosotros logramos amplficar una region
correspondiente al proto-oncogen WNT-1 (NT_029419.12 ver secuencia seq012)
y el FGF (NT_030059.13, secuencia seq003) lo cual corresponde a los sitios

reportados anteriormente como sitios susceptibles de una insercion por MMTV.

Los genes encontrados mediante PCR splinkerette en los adenocarcinomas
mamarios env positivos (NM_001012763.1 y NT_034772.6 correspondientes al

receptor de la hormona liberadora de gonadotropina (GNRHR) y a la Pirofosfatasa
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peroxisomal de NADH (NUDT12) implicada en el metabolismo energético) también
fueron encontrados mediante las busquedas informéticas realizadas, lo cual
corrobora los datos obtenidos en los adenocarcinomas y sugiere la posibilidad de

complementar el protocolo de PCR splinkerette y la basqueda bioinformatica.

Otra region amplificada en los adenocarcinomas mamarios corresponde a la
NM_005204.2 correspondiente a la MAP3K8 (mitogen-activated protein kinase) la
cual pertence a la familia de las proteincinasas que se activan en respuesta a
estimulos extracelulares (mitogenos, estrés osmotico, calor y citosinas pro-
inflamatorias) y regulan de manera rigurosa diversas mecanismos celulares tales

como diferenciacion celular, proliferacion y apoptosis.

Finalmente, el conjunto de datos obtenidos correspondientes a las busquedas
informaticas empleando las secuencias LTRs y la secuencia del gen env del
MMTV nos han arrojado datos interesantes que corroboran los estudios
publicados anteriormente y confirman la participaciéon del MMTV en el proceso de
carcinogenesis debido a la mutagenesis insercional que provoca. La mutagénesis
insercional provocada por el MMTV en el genoma humano pudiera estar
participando conjuntamente con los factores de riesgo conocidos, confirmando la
teoria del dafio multiple y coadyuvando con el diagndstico de una enfermedad
multifactorial. Nosotros coincidimos que aun es necesario responder diversas
preguntas relacionadas con la forma en que la infeccion por MMTV se lleva a cabo
en los humanos para sugerir una etiologia viral del cancer de mama, sin embargo
también aportamos evidencia clara de que secuencias con similitud cercana al
99% con respecto al gen env del MMTV estan presente y pueden ser amplificadas
mediante PCR en tumores mamarios humanos y no en tejidos no afectados de
pacientes con cancer mamario. En adicion, los genes encontrados mediante PCR
splinkerette en las muestras tumorales, se ha documentado anteriormente que
participan en diversos procesos relacionados en la iniciacion y mantenimiento de
los tumores mamarios en humanos. Esta evidencia acumulada en los ultimos 15
afios indica esa fuerte asociacion entre una infeccion viral por MMTV y la

manifestacion de cancer de mama en humanos.
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. Conclusiones

Las secuencias env del MMTV son posibles detectarlas en muestras de
pacientes mexicanas con cancer de mama.

Los porcentajes de similitud entre las secuencias amplificadas de las
muestras de adenocarcinomas mamarios de mujeres mexicanas y las
secuencias depositadas en el NCBI son muy parecidos a los porcentajes
reportados con anterioridad (98 y 99% de similitud).

Es posible detectar regiones de similitud de secuencias entre el gen env,
las LTRs del MMTV y el genoma humano mediante busquedas
bioinformaticas.

Los genes o regiones detectadas como posibles sitios de insercion del
MMTYV en el genoma humano son genes de las familias WTN, FGT.

Los genes encontrados participan estrechamente en inicio y el
mantenimiento de la carcinogénesis mamaria asi como en procesos de
diferenciacion y apoptosis.

Los datos encontrados mediante PCR splinkerette corroboran los genes

encontrados en las busquedas bioinformaticas.
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