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Introducciéon. Se ha demostrado en numerosos trabajos clinicos que las Nucleasas (Ribonucleasas y
Desoxiribonucleasas) tienen potente efecto antiviral™?! y tumoricida®®. De acuerdo a su forma de accion se
clasifican en: a) Nucleasas Dirigidas, cuando actuan especificamente contra el ADN o el ARN viral dentro de la
célula; b) Nucleasas Colocalizadas, cuando destruyen ADN y ARN gendmico celular y del virus presente dentro de
la célula o la progenie viral; ¢) Nucleasas Citotdxicas, cuando tienen toxicidad selectiva sobre células lesionadas,
viejas, infectadas por un virus y transformadas o cancerosas. Este efecto de las nucleasas se ha considerado muy
relevante, lo que ha llevado a incluirlas en los métodos terapéuticos, antivirales y antineoplasicos!®. En el Servicio
de Gineco-Obstetricia del Centro Médico Nacional “20 de Noviembre” del ISSSTE, se estan aplicando en pacientes
infectadas con el Virus del Papiloma Humano (VPH). El mecanismo de accion de las Nucleasas se conoce
parcialmente!”! y como la administracion es sistémica y local, se requiere informacion sobre su destino en el interior

del organismo para tratar de esclarecer si corresponden a las Nucleasas dirigidas, colocalizadas o citotdxicas.

Objetivo. Realizar el seguimiento de la Ribonucleasa L (RNasa L) en células de Cérvix Uterino (CU) de pacientes

sin infeccion e infectadas con el VPH para demostrar su presencia, ubicacion, distribucion y mecanismo de accion.

Metodologia. Las muestras se obtuvieron de pacientes voluntarias del Servicio de Gineco-Obstetricia del Centro
Médico Nacional “20 de Noviembre” del ISSSTE. Se tomaron biopsias de una persona con CU normal (control
negativo), de una paciente con CU infectado con VPH sin tratamiento de Nucleasas y de una paciente con CU
infectado con VPH con tratamiento de Nucleasas ("*RIDASA) durante tres meses y que de acuerdo con los estudios
clinicos se mostraba en remisiéon en ese momento. Las biopsias se procesaron para Microscopia Electrénica
convencional y para Inmunolocalizacion ultraestructural de la RNasa L. Las muestras dirigidas a ultraestructura se
incluyeron en resina epdxica y los cortes se contrastaron con la técnica convencional uranilo-plomo. Para la

inmunolocalizacién las muestras se incluyeron en lowicryl (KM4) &

y como anticuerpo primario se utilizo anti-
RNasa L (Monoclonal Anti-RNase-L mouse Ig, SIGMA) y como anticuerpo secundario IgG de asno, anti-raton
acoplado con particulas de oro coloidal de 12 nm (12 nm colloidal Gold-affini pure donkey anti-mouse IgG H+L,

Jackson L.R.L.L.), posteriormente se realizo contraste con uranilo-plomo.
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Resultados. Por Microscopia Optica se observa la coilocitosis en la paciente infectada con el VPH sin tratamiento,
mientras que en la paciente con CU normal y la tratada con Nucleasas no se observan alteraciones. A nivel de
Microscopia Electronica se observa que la ultraestructura del CU de la paciente control no presenta alteraciones,
mientras que la paciente infectada sin tratamiento presenta desmosomas en gran cantidad, grandes acimulos de
queratina, las células no presentan organelos y en el nticleo y el citoplasma se encuentran numerosas particulas
virales; en cuanto a la paciente infectada y con tratamiento de Nucleasas se observa que las células del CU conservan
la integridad de sus organelos y mayor cantidad de desmosomas en comparaciéon con la paciente normal pero en
menor cantidad en relacion con la paciente infectada sin tratamiento, lo mismo se observa con respecto a la
queratina; en cuanto a las particulas virales se observa su presencia pero con modificaciones ultraestructurales, ya

que carecen del halo que las caracteriza.

Los resultados de la inmunolocalizacion indican que las células del CU de todas las pacientes contienen RNasa L en
sus compartimentos nuclear y citoplasmatico, con distribucion heterogénea, predominando en el nucleo, en donde
hay una mayor proporcién en la eucromatina, lo que coincide con la literatura’. Al comparar la marca entre las
células del CU de las distintas pacientes se encontr6é una cantidad similar en las células normales y en las infectadas,
en cambio si hubo una mayor proporcion de granos de oro en las células de la paciente que habia recibido el

tratamiento a base de M*RIDASA.

Discusién y Conclusiones. La presencia de particulas virales en las células de la paciente tratada con Nucleasas,
demuestra que ain en presencia de las enzimas hay supervivencia de los virus, por lo que se puede pensar que, al
menos en las concentraciones aplicadas, los virus no fueron destruidos pero si inactivados ya que hay modificaciones
ultraestructurales del virus y no se observa el efecto citopatico en el CU. Igualmente se puede decir que no ejercen su
efecto de manera dirigida, colocalizada ni citotdxica ya que los virus contintan dentro de las células y las células
siguen conservandose. La posible explicacién de la remision de la paciente tratada con Nucleasas podria ser que
éstas estan ejerciendo su efecto a través de los oligonucléotidos via interferones, mecanismo que ha sido demostrado

en diversos modelos clinicos!*°!.
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