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RESUMEN.

El cancer cervicouterino (CaCU) egs una de las enfermedades
responsables del mayor nimero de muertes de mujeres adultas en el
mundo. En México la incidencia de esta enfermedad es muy alta.
Trabajos epidemiclégicos han demostrado su corigen venéreo sera-
lando al Virus del Paplloma Humano tipo 16 (HPV-16) como uno de
los princlpales agentes causales. En el presente trabajo estudia-
mos el DNA extraido de muestras de pacientes con CaCU y con otros
trastornos ginecologlicos. De las 30 muestras cervicales estudia-
das, 20 fueron de CaCU, seis de pacientes sanas sin signes cito-
légicas de anormalidad, una de displasia marcada (NIC I1l), una
de carcinoma wvulvar, otra de una mujer sometida a histerectomia
radical por cervicitis inespecifica y finalmente una de una mujer
con carcinoma wvaginal. Nuestro estudio consisti6 en analizar la
presencla del genoma del virus del papiloma humano en el DNA de
estas muestras cervicales.

Dividimos nuestro trabajo en tres fases. Durante la primera
producimos una sonda con el DNA de HPV-16. Esta etapa comprendlé
la caracterizacion del! plasmido con endonucieasas de restriccion,
su aislamiento a gran escala y su marcaje tanto radliactivo como
con blotina. Durante la segunda fase seleccionamos un método efi-
ciente para obtener leucocitos a partir de sangre periférica y
establecimos las condiciones necesarias para aislar y digerir con
endonucleasas de restriccion DNA gendbmlico de células humanas. En
la tercera etapa adaptamos los métodos para detectar geness pri-
meramente contrastamos la gsensibilidad de dos métodos cromogé-
nicos ¥ de un método radiactivo para detectar secuencias génicas
y finalmente, detectamos el DNA de HPV tanto por un métodeo rapido
("Dot blot") como por el analisis con la técnica de Southern.

Utilizando el método rapido encontramos secuencias especifi-
cags de HFV-16 en ocho muestras de CaCl, en una muestra de DNA
extraida de leucocitos ¥ en dos muestras de CaClU que no reunian

nuestros criterios de integridad y pureza. Cuando recurrimos a



la técnica de Southern, detectamos secuencias de HPV en 11 de las
veinte muestras de CaCU (54 %). De estas muestras positivas, seis
dieraon seRal especifica para HPV-16. En las dlez muestras restan-
tes, de las 30 analizadas, detectamos DNA de HFV en la muestra de
NIC T1l, logramos observar seRal especifica para HPV-16 en una de
las muestras de mujeres sanas y en la sangre periférica de una
paciente con expansion de la enfermedad,

Cuando agrupamos las muestras de acuerdo con el grado de
severidad de la entermedad en cuatro estadios clinicos, encontra-
mos una mayor frecuencia de HPV en los estadios tempranos, sin
embargo no encontramos correlacion entre el namero de copias de
HPV por célula y el grado de severidad de la enfermedad.

Finalmente el analisis con endeonucleasas de restriccién de
las muestras positivas nos indican que en algunas muestras, e
ONA de  HPV puede estar integrado en el genoma de las células in-
fectadas.

Al finalizar este trabajo logramos cumplir satisfactoriamen-

te con los objetivos propuestos al inicio del mismo. Detectamos
secuenclas de HPV en el 54 % de los casos de CaCU, por medio de
la implementacion, en nuestro laboratorio, de métodos que perml-

ten detectar secuencias génicas en el DNA humano. E! poder detec-
tar genes individuales o agentes infecciosos en el DNA de células
humanas, abre a su vez una enorme variedad de posibilidades entre
las que se encuentra el poder plantear y resolver nuevas {incégni-
tae zobre el papel del virus del papiloma humano en el cancer

cervicouterino.



INTRODUCCION,

El cancer cervicouterino (CaCU) se encuentra entre una de
las neoplasias responsables de la mayor cantidad de muertes entre
las mujeres del hemisferio occidental ¥y en algunos Paises consti-
tuye la principal causa de muertes de mujeres adultas (1).

La incidencia mundlal de CaClU durante el afa de 1975 fué de
aproximadamente 500,000 mujeres, mientras que un poco mas de me-
dio millon de mujeres desarrollaron céncer de mama. La distribu-
cibn geografica de ambos es muy diferente y en algunos Palses el
CaCU e&s enmascarado por otras neoplasias y por otras causas de
muerte. Por ejemplo, en E.U. durante el afo de 1985, el cancer
de pulmon y 2] cancer de mama fueron, cada unb de ellos, respon-
sable de la muerte de mAs mujeres que el CaClU, aunque mundialmen-
te =l Cacl induce mas muertes femeninas que cualquier otro tipo
de cancer (2) observar tabla # 1.

Existen fuertes variaciones geograticas en la frecuencia de
CaClU, como en el Suroeste de Inglaterra, en Israel y en Escandli-
navia en donde la incidencia es baja, mientras que en Sudameérica
es muy alta (3). Se han observado también variaciones entre di-
ferentes Zrupos étnicos como en E. U., en la ciudad de Nuewva
York, en donde la incidencia para mujeres: judias es de 3.6 por
100,000; blancas es de 13.5 por 100,000; negras es de 47.8 por
100,000 v de 97.6 por 100,000 en inmigrantes de Puerto Rico (4),
AdemAs existen wvariaciones conspicuas en la frecuencia de CaCU
dentro de una misma pobliaci6tn, dependiendo de la clase social a
la que pertenecen como se observa en la tabla # 2 en donde se
encontr6 una frecuencia cuatro veces mayor de muerte por CaClU
entre las esposas de desempleados, comparadas con las esposas de
profesionistas (2).

En E.U. un grupo de alto riesgo lo constituyen las mujeres
latinas (4), por ejemplo en Los Angeles, California la incidencia
de CaCU es tres veces mas alta entre mujeres blancas con apellido

espanol, que entre otras mujeres blancas y las emigrantes nacldas



TABLA # 1. COMPARACION DE LA INCIDENCIA DE
EN LA MUJER DE DIVERSOS PAISES.

CANCER

MILES DE HUJERES EN LAS QUE
QUE SE DETECTO CANCER DE:
(DURANTE 1975)
TODOS LOS
CERVIX HMARA TiPOS DE
CANCER
PAISES DESARROLLADUS
AMERICA DEL NORTE Y 17 111 404
AUSTRALIA (4,2%) (27%)
NORTE, SUR Y OESTE 3a 142 560
DE EUROPA (6%) (25%)
ESTE DE EUROPA Y a4 51 347
URSS (13%) (15%)
JAPON : 10 12 98
(10%) (12%)
SUBTOTAL 105 36 1409
PORCENTAJE (7%) (22%) L100%)
PAISES EN VIAS DE DESARROLLO
CHINA (TAJIWAN, 139 59 597
HOMNG KONG Y MONGOLIA) (23%) (10%)
INDYA ¥ EL RESTO 135 91 501
DE ASIA (27%) (18%)
CENTRO ¥ SUDAMERICA 44 49 222
(20%) (22%)
AFRICA a7 27 173
(Z1%) (16%) ~
SUBTOTAL 35a 225 1493
PORCENTAJE (2ax%) (15%) (100%)
TOTAL 459 541 2902
PORCENTAJE (16%) 119%) (}00%)

DE: PETO R. (198G).



TABLA # 2. DIFERENCIA EN LA MORTALIDAD POR CANCER CERVICOUTERINO
ENTRE LAS MUJERES DE DIFERENTES CLASES SOCIALES EN INGLATERRA.

CLASE SOCIAL PROPORCION NORMALIZADA
EN BASE A LA DE MORTALIDAD EN MUJERES
OCUPACION DE 15 A 64 ARDOS. *

DEL ESFOS0

I PROFESIONAL

1 |

II1I (NO MANUAL)
IIT (MANUAL)

IV

V DESEMPLEADOS

# BASADA EN LOS CERTIFICADOS DE DEFUNCION DE 1970 A 1972.

DE: PETO R. (1986).



en Sur o Centro América tienen un aumento de 7.5 veces en la in-
cidencia de CaCU en comparacid6n con las nacidas en E.U. (5.

En México, el CaCU e=2 uno de los problemas mas grandes de
salud piblica, representando del 25 al 50% de las consultas onco-
légicas en algunos cantrps hospitalarios del Pais. La tasa de
mortalidad anual por este tipo de neoplasias en la ciudad de Mé-

xlco &8 de 10.9 por cada 100,000 mujeres. Se calcula una tasa de

incidencia anual de 63.2 por cada 100,000 mujeres o sea el equi-
valente a 3,364 nueves casosg anuales (6). En el Noroeste del
Pais el CaCU constituye el 34% de las neoplasias, la frecuencila

mas alta en ese medilo (7).

fe ha sugerido que transcurren mas de 10 anos desde que aparece

la neoplasia intraepitelial cervical {NICY> hasta que Invade el
tejlido conectivo cercano. S51i tomamos en cuenta a las primeras
alteracitnes microscopicas, posiblemente transcurran mas de 15

anos hasta que se desarrolle CaClU invasor (4), por lo gque se con-
sidera facilmente contrelable cuando es diagnosticado en estadios
tempranos, ademas es lo suficientemente localizada como para ser
tratada en forma eficaz por cirugia o radioterapia cuando es de-
tectada en los primeros estadios (2). El método citolbégico mas
comianmente utilizado en la deteccitn de NIC y CaClU es el Papani-
colao, gracias al cual se ha logrado disminuir la frecuencia de
CaCU en algunas partes del mundo como en Toledo Ohiec, en donde en
un lapso de 20 anos (1855-1974) la frecuencia diminuydé en un 66%
(de 33.5 a 15.7 por cada 100,000 mujeres), mientras que los NIC
se duplicaron (4. Asi mismo se ha observado una disminucién en
la mortalidad por este tipo de neoplasia en una gran cantidad de
paises desarrollados. Observar tabla # 3.

Lamentablemente, aplicar el examen de Papanicolao en la to-
talidad de la poblacion femenina en forma rutinaria requiere de
una gran cantidad de microscopistas expertos, lo gque se traduce
en costos muy altes que son dificiles de subsidiar por Paises
desarrollados'y casl imposible por aquellos en vias de desarrollo

(2).



TABLA # 3. DISMINUCION EN LA MORTALIDAD POR CANCER CERVICOUTERINO
EN VARIDOS PAISES DE 1950 A 192460.

CAMBIO FPORCENTUAL
i FARIS EN LA TASA DE MORTA-
LIDAD POR CACU

ALEMANIA ORIENTAL -40
JAFON =33
ISRAEL —-32
IRLANDA DEL NORTE —-28
hUSQ —28
CARADA =26
SUDAFKRICA =20
AUSTRIA -12
NUEVA ZELANDA —-18
AUSTRALIA —-16
NORUEGA -146
CHILE -14
INGLATERRA =12
IRLANDA DEL SUR -11
ESCOSIA -b

SUlzaA —5
ITALIA =2
FRARMNCIA -2
DINAMARCA +10
it

DE: FETO R. (1984).



Por mas de 150 afos se ha reconocido la existencia de una
estrecha relacléfn entre el comportamiento sexual y el CaCU. Ob-
servaclones clinicas han demostrado que mujeres virgenes tienen
un bajo riesgo de presentar CaCU, mientras que las mujeres con-
slderadas de alto riesgo presentan ciertas caracteristicas en
comn como son: edad temprana del primer coito, edad temprana del
primer embarazo, mialtiples parejas sexuales, historia de taba-
quismo, inestabilidad marital y padecimiento de enfermedades vé-
nereas (3, 8).

Trahajes retrospectivos han detectade incidencias muy altas
de CaCU en las segundas esposas de hombres en los que sus prime-
ras desarrollaron CaCU, en parejas de: hombres caon cancer de pe-
ne, comerciantes que viajan, marineraos, hombres con varias pare-
jas sexuales (9). |

Por otra parte exlste un riesgo reducido de desarrollar CaCu
en mujeres que usan diafragma, en las esposas de hombres que usan
preservativos y en las - de agquellos ¢ircuncidados, lo que indica
que el papel masculino es importante en esta enfermedad (10).

Los datos anteriores seralan la existencia de posibles fac-
tores oncogénicos transmisibles en forma venérea entre los que se
ha sugerido: el esmegma, los espermatozoides y agentes virales
(3). Hasta la fecha no existen datos experimentales que nos de-
muestren que el esmegma sea un carcinbégeno. La sugerencia que
los espermatozoides sean agentes carcinfigenos se basa en que du-
rante el proceso fisiolb6gico de metaplasia, el cervix fagocita y
envuelve espermatozoides, sin embargo experimentos in vitro, con
espermatoczoides o con extractos de proteinas basicas de ellos, en
cultivos de <células de origen cervical, s6lo han producido cam-
bios temporaies en las células (3). Los agentes virales que han
gido involucrados son: el virus del Herpes Simplex tipo 2 (HSV-2)
y el virusg del papiloma humano (HPV).

VVirus del] Herpes Simplex tipo 2

El H5V-2 es transmitido en forma venérea, las muieres que

han tenido infecclones con este virus tienen un riesgo aumentado
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de cinco 2a nueve veces de desarrollar CaCU comparandolas con mu-

jeres sin infeccién previas con HSV-2 (11).

Evidencias adicionales provienen de:

a).- Estudios seroepidemiolbgicos, los cuales han encontrado una
alta correlacién entre 1la incidencia de CaClU y la ocurrencia
de anticuerpos contra HS5V-2 (11-13).

b).- Deteccion de antigenos virales en tejido cervical (11,13).

c).- Detecciétn de RNA viral y algunos fragmentaos del DNA del vi-
Tus, Ein embargo, losa resultados han sido inconsistentes,
ademas algunos segmentos virales presentan homologia con
gecuenclas del DNA humano, de hamster y de ratéon, por los
que se utilizan solo algunos fragmentos del genoma de este
virug como rastreadores moleculares (11-15),.

d).- De la induccitén de tumores cervicale=z en ratas con el HS5SV-2
inactivado y de la tranaformacién de células de ratotn en
cultivo con el virus inactlivado o con segmentos de su DNA
(11,13 ¥ 167, aunque algunos autores no han podido inducir

CaCU en ratones, aun en condiciones de exposicién prolongada
(173,

Virus del Papililoma humano.

Los papilomavirus son un grupo altamente heterogéneo de vi-
rus de DNA que inducen tumores epiteliales escamosos (verrugas y
papilomas) en una amplia gama de aves y mamiferos, incluyendo a
el hombre (18, 19).

En los humanos la naturaleza infecciosa y la etiologia viral
de las verrugas vulgares se confirm6 desde 1907 (1, 20), encon-
trandose asociado al papiloma virus humano (HPV), con una gran
diversidad de verrugas de diversas apariencias, tanto morfoléglica
como histeolégicamente (21), Las técnicas normales de virologia
no se pueden aplicar a su estudio ya que no hay sistemas de cul-
tivo de tejidos para su propagacién in vitro. Debido a ia ausen-
cla de tales sistemas de cultive, no es posible obtener antige-

nos ni producir anticuerpos, volviendose las técnicas de biologia



molecular la 4nica forma de estudiar las caracteristicas del HPV
(18, 20). La clonaclén molecular del DNA de HPFV (en plasmidos o
en &1 bacteridfago lamda) y la hibridizacién molecular han permi-
tido identificar a mas de 40 diferentes tipos de papllomavirus
(20, 227, Un papiloma virus es considerado como un nuevo tipo
cuando difiere en el 50% de sus secuencias nucleotidicas con res-
pecto a Ioa otros tipos de HPV y se ha encontrado a uno o mas de
ellos en una lesiéon particular (20).

e una verruga genital conoclda como condiloma acuminado, se clo-
nd el HPV tipo 6, el cual se encontré6 consistentemente relacio-
nado con esta verruga (23).

Existe una lesidn laringeal conocida como condilomatosis
laringeal que se presenta muy frecuentemente en nirnrcs reclién na-
gidns, cuvas madres presentan condilomas acuminados, lo que in-
dica que esta lesiédn se puede produclir por contaminacion durante
gl momento del parto. Basandose en esto sSe logrd aislar a un nue-
vo tipo de papilomavirus de un paplloma laringeal (el HPV-11), el
aual s5& encontrd en un porcentalje alto de condilomas acuminados
(24).

DPiversas observaciones eclinicas han relacionado el condiloma acu-
minado con lesiones precancerosas tanto cervicales como vulvares
(2, 251, motivando a diversos grupos a tratar de localizar el

virus de! papiloma en este tipo de lesiones.

El virusg del papiloma humano en la mujer.

El primer informe de un papilomavirus en carcinoma cervicou-
terino fué el de Green en 1982 quién encontré a un virus relaci-
onado con el HPV-EV (aiszlado de un paciente con epidermodiodis-
plasia verruciformis) en el 6.5% de las muestras de CaCU y en el
20% de los carcinomas wvulvares, asi como en otras lesiones geni-
tales (26,

Zachow, en el ml=mo afo, detectd secuencias homdlbgas a HPV-EV en
varias lesiones precancerosas y cancerosas de localizacion geni-

tal (2713, Fosteriormente el grupo de Zur Hausen en 1983, logro

detectar secuencias de HPV homé6logas a HPV-6 o a HPV-11i en el 20%
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de los CadclU invasores de mujeres alemanas (28), Jlogrando clonar y
caracterizar al papilomavirus denominado HPV-1i6 (Z23).

Aungue no =2e& han i{identificado particulas virales asociadas con el
DNA de HPV-16, su origen viral se confirmé por medlo del analisisa
de la secuencia de la totalidad de su genoma y la comparacién con
otros tipos de papiiomavirus (30) ver flgura 1,

A partir de entonces se han aislado otros papilomavirus de
CaCU, como el HPV-18 de una muestra de €CaCU de wuna mujer brasi-
lerna (31), el HPV-31 de una muestra de CaCU de una mujer estado-
unidense y el HPV-35 de un adenocarcinoma cervical de una mujer
estadounidense (32 y 33).

El papitoma virus humano tipo 16 ha sido encontrado constantemen-
te en biopsias de CaCl escamoso proveniente de mujeres de variasg
regiones geograficas con porcentajes que varian entre el 25 y el
67%, como se aprecia en la tabla # 4 (33-485).

Se ha detectado a HPV-16 en lesioﬁes precancerosas, ver tabla # 5
(33-39, 47-53), en el 17% de las inflamaciones cervicales inespe-
cificas (54) y en porcentajes que varian del 2 % al 34 %

de algunas mujeres con cervix normales (37, 50, 52z, 54, 55).

Evidencias directas de infecciones de neonatos por HPV-16
fueron aportadas al detectar secuencias de HFV en el 4% de 70
prgpucios de nihnos recien nacidos (representando el tipo 16 el
67%) ¥y en el 11.1 % de 234 raspados wvaginales de mujeres con ci-
tologia normal que se encontraban en el primer trimestre de emba-
razo (51, 56).

Un gErupo de investigadores realiz6 examen colposcbHpico de
los 6rganos genitales de pacientes con NIC localizando lesiones
subclinicas que normalmente pasan desapercibidas durante las re-
visiones ginecolbdgicas, denominadas microverrugas Yy lesiones in-
traepiteliales de localizaci6tn wvulwvar, vaginal y perianal. Al
tomar biopsias de ellas se detectd la presencia de HPV-16 en el
TO0% de tas neoplasias intraepiteliales vulvares y en el 50% de
las microverrugas, concluyendo gue este tipo de lesiones pueden
ser recservorios naturales para HPV-165, pudiendo jugar un papel

importante en la infeccidn inicial y en la reinfeccién de

11



Figura % 1. MAPN DE RESTRICCION DEL PAPILOMA VIRUS HUMANO TIPO 16.
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TABLA # 4.

PORCENTAJE DE PAPILOMAVIRUS TIPO 16
ENCONTRADO EN CARCINOMA CERVICOUTERINGO
ESCAMOSO E INDIFERENCIADO.

Fais (reterencia)|f Porcentaje nimero de casos
de HFV-16 analizados
Alemania (33) 61.17% 18 "
Alemania (41) &7% b
subtotal &2.5% 24
Italia (49) 46.15% 13 h
= S = i
Inglaterra (3&) 437 11
Inglaterra (27) 33% 3
Inglaterra (40) 87.5% 8 !
Subtotal 27U%L 22 ﬁ
— = l
E.U. (42) I3ZL 27
E.U. (Z29) 25% 12 {
E.U. (23 36%L 9 |
E.U. (Z4) 407 b=
Subtotal IX.7% | 83
#Japﬁn (Z9) SO% &
Japéon (43) I6%L SC i
Japon (44) 40% S
Japon (48) S5 I ?
Subtotal " 40%L 70 J
México D.F. (44) 3174 " 16
Fanama (47) &60%L “ 20 r
kenya y Brasil
(325) 34 .8% 23
Brasil (45) 42% " 19
et — . JL 4__,_..__-_.—-—————-——--—-—-——"—‘——"—‘ 3
Total 42. 4% Jl 290
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TABLA # 35, PORCENTAJE DE PAPILOMAVIRUS TIPO t6
ENCONTRADO EN LESIONES PRENEOPLASICAS

CERVICALES.
ESTADIO
FAlIS (Refarencia)l I 1711 Il 11,111 II1L SE
Alemania (I5) 14%
29
Alemania (50} 40% S58%
145y {22y
Italia (49 T5%
{4)
Inglaterra (37) a8y
{146)
Inglaterra (1é) 0/3 100% 1 O0%
1) (1)
E.U. lndiana (52) ° 8.3% S50% 61%
112y {12) (18>
E.U. Texas {34) 1004 100%
i1) (1)
E.U. Nueva York {(353) 68%
N (19)
E.U. Minesota (3%} &O% So% /0%
- {5} (23 (5)
E.U. HWashington (33)* 18% S0% 1 00%
ti14) {10} 2)
E.u. Indiana (51} 25% or2
(16}
Japon (483 ¢ 55% 7L 447%,
12) {15} (I2)
Jagon (Z8) 274 3I2% S7%
t13) (23) (I5)
Panama (47) 25%
i2)
Total 25% 0% 354 JOUL 52% 334
(72) {453} (6&6) {20) | {116) ) (60

St = Sin bEspucificar,

1 Co outilizd una mezcla de HFV—-146 y HREV-1E8.
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paclentes (57).

Exiaten otros tipos de lezsioneas de origen venéreo en la mujer,
entre las gque se ha encontrado a HPV-16 en porcentajes altos: la
enfermedad de Bowen y la papulosis bowenocide con una frecuencia

del 60 y 80% respectivamente) (58).

Una fuente de infeccitn de HPV recientemente detectada fue-
ron los espejos vaginales que solamente son lavados y desinfecta-
dos con "Savol"™ (chlorhexidine/cetrimide) después de ser utiliza-
dos con pacientes que presentan NIC o CaCU. Encontrando secuen-

cias de HPV en el 11% de los 45 espejos analizados (59-61).

El virus del paplloma humano en el hombre.

Con la aceptacion del CaCU como una enfermedad venérea surge
la necesidad de conocer el tipo de lesiones portadoras del virus
en €l hombre (62). El ca&ncer de pene es una enfermedad relati-
vamente rara en la mayor parte de los paises, pero en algunos
como Brasil la frecuencia es considerablemente alita. Al buscar a
HPV-16 en tales carcinomas se le encontré en el 49% de 53 mues-
tras analizadas (63), sin embargo en otros estudios donde se ana-
lizaron 18 casos no se pudo detectar a HPV-16, pero si se encon-
tr6 en cambio a HPV-18 en el 38% de estas muestras (64), Debido
a la baja frecuencia de esta enfermedad se ha buscado a HPV-16 en
otro tipo de lesiones peneales mas frecuentes como: papulosis
bowenoide, detectando a HPV-16 en el 85 % de las 20 lesiones ana-
lizadas, en el 60% de las enfermedades de Bowen, en el 40% de las
enfermedades extragenital de Bowen y en el 66% de los Ca verruco-
so de pene. Estos resultados permitieron concluir que este tipo
de lesiones son reservorios naturales para HPV-16 (62},

Otra enfermedad comin en el hombre es el condiloma acuminado
peneal, en este caso se estudiaron las parejas femeninas de 25
hombres con esta enfermedad, 19 mujeres presentaron condilomas
acuminados, nueve presentaron citologia antmala en la cérvix y de
estas el 77% present6 a HPV-16. Al analizar molecularmente los
condilomas acuminados de 10s nueve esposos de estas mujeres se

encontrgé a HPV-16 en el 66%, considerando que la presencia de
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condl lomas acuminados en el hombre gson un factor predisponente
para CaCU y una posible fuente de diseminacién para HPV-16 (57).
Se ha informado la deteccldon de secuencias de HPV en el 5.8% de
530 raspados peneales de hombres sanos sin signos de lesiones

genitales (865).

El papel del! virus del papiloma humano en el CaCU.

Hasta aqui hemos menclonado wuna serile de trabajos encami-
nados a detectar secuencias de HPV-16, sin embargo con estos tra-
bajos no se descarta la posibilidad de que HPV-16 sea un pasajero
inocuo de ceélulasg cancerosas, por lo que a continuacidn enlista-
mos una serie de trabajos epidemiolbégicos encaminados ha demos-
trayr que la presencia de este tipo de virus es importante en el

desarrollo de la enfermedad.

1. El estadioco mas temprano de la lesitn precancerosa NIC |
(también conocido como displasia leve) frecuentemente re-
vierte o permanece g2in camblio por muchos anos. Dentro de

este tipo de lesién se distinguen algunas denominadas kollo-
citicas o condlilomas atipicos, los cuales tienen un alto
porcentaje de progresion. Al analizar molecularmente estas
lesiones gse detecté a HPV-16 en el 70%, mientras que s6lo el
7% de los condilomas planos con figuras mitb6ticas normales
presentar6én a HPV-16, concluyendo que las lesiones denomina-
das condilomas atipicos son portadoras de HPV-16 y presentan
un alto riesgo de progresar (66).

2. Al investigar a 50 parejas (21 hombres con papulosis Bowe-
noide o condilomas acuminados ¥y 29 mujeres con NIC o con
necplasias intraepiteliales wvulvares) el 50% presento se-
cuencias de HPV en la lesion de sé6leo un consorte, 19 parejas
presentaron el mismo tipo de papilomavirus, de las cuales el
62% fué del tipo 16, el 21% presentd una mezcla de los tipos
11, 16 ¥y 18, y en el 17% se observd a HPV-6/11 (62).

3. En 1981 se inicio un estudio con un grupo de 418 mujeres
finlandesas con citologia an6mala por un lapso de 20 meses;

24% de las lesiones sufrieron regresién, 55% permanecieron y
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2i% progresaron. De este grupo de mujeres, gse anallzaron
por hibridizaciétn molecular las biopsias cervicales de 103,
detectando secuenciag de HPV en 55; de las cuales el 15% fué
del tipo 16. A 28 mujeres se les reallzé una segunda blop-
sia, observando gue durante la Iinfeccitén el tipo de HPV pue-
de cambiar a algun otro, en un caso de HPV-6 a HPV-11, en
dos mue=stras de HPV-11 a HPV-16 y en otra de HPV-11 a HPV-
18. En algunos casos el DNA de HPV no fué detectado en la
segunda bilopsia, esto se correlaciont con reversidn de la
lesién, por el contrario cuando la primera biopsia fueé ne-
gativa vy la segunda fué positiva siempre se observd progre-
si6tn de la lesién. Se observt progresitn en s6lo una peque-
fa fraccion del O al 13% de las lesiones con HPV-6 6 11 y en
el 45% de las lesiones con HPV-16. Con ésto se aportaron
evidencias directas de que una lesién infectada con HPV-16 6
18 tiene el potencial para progresar de NIC a carcinoma in
s{itu (CIS) y a cancer 1nvasor, ademas se demostro gque esta
progresitn es mas frecuente y mas raplida que las producidas
por otros tipos de HPV (67).

4, Sugerencias importantes de la infectividad tipo especifica
de HPV-16 se obtuvieron al detectar a este tipo de wvirus en
la papula bowenoide de un hombre de 20 a®hos y en el ClS de
su pareja femenina de 22 anos. Dos meses después de la re-
gresion espontdnea de la lesi6tn en el hombre y un mes des-
pués de la conizacién en la mujer surgieron condilomas acu-
minados en los 6rganos genitales de ambos, los cuales fueron

inducidos por HPV-6/11 (683).

El genoma del virus del papiloma humano en CaCU.

Por otro lado, el hecho de encontrar informacitn genética de
HPV-16 y de HFV-18 en lineas celulares obtenidas de tumores cer-
vicales (68-69), que han sido mantenidas por décadas sugiere que
la presencia de este wvirus es critica al menos para el manteni-
miento del estado neoplésico. Al analizar el estado fisico de

HPV~16 (por medio de geles de agarosa bidimensionales y centrifu-
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gacion en gradientesa de densidad) en lesiones cervicales benignas
como condilomas, papulosis Bowenoldes y digplasias leves gse le
encontrd s6lo en forma eplisomal. Por lo que respecta a leéiones
malignas (CaCU), el DNA de HPV-16 se encontrd en forma integrada
en mialtiples sitios (70). Muchos autores han detectado el genoma
de HPV-16 en forma integrada en lesiones cancerosas y en forma no
integrada en lesiones precancerosas. Esto se ha hecho por medios
indirectos observando el cambio en el patrén de corte de endonu-
cleasaa de resgstricclon sobre el DNA del virus presente en e! DNA
genétmico (38, 36, 45, 41, 35, 37). Cinco fragmentos de DNA geno-
mico humano, gque flanquean el sitio de integracién del wvirus fue-
ron clonados y utilizados como sondas (secuenclas de DNA marcadas
radiactivamente) para observar el estado fisico de estas regiones
en el DNA del tumor del que se clonaron y en varios otros tumores
cervicalesa (gue presentan a HPV-16 en forma integradal). Se con-
cluyd que el DNA de HFV-16 se integra en forma inespecifica sin
tener preferencia por . alguna reglion o gen especifico, llevandose
a cabo frecuentemente en el DNA humano. Por otro lado se ha ob-
servado que la integracid6n siempre altera la region temprana El1-
E2 del wvirus (figura # 1). E1l hecho de gque el DNA de HPV-16 se
encuentre en forma libre en lesiones benignas y en forma inte-
grada en lesiones malignas Indica que la integracién del DNA de
HFV-16 puede ser un prerequisito para su conversién maligna (70-
71).

Lehn et al. no encontré actividad transcripcional de HPV en
tres de cuatro cultivos primarios de CaClU analizados, los cuales
presentaban HPV-16 integrado en su genoma (72), pero en algunas
lineas celulares derivadas de tumores cervicales, en donde HPV-18
g2 encuentra integrado, se encontré que la transcripcidn del mis-
mo esta limitada a la regién EGB-E7-El (figura # 1), Mediante
Bndlisis de secuencia se han encontrado cuatro tipos diferentes
de RNAs generados por diferentes procesamientos de las reglones
EG-E7-El los cualegs pobablemente dirigen la sintesis de las pro-

teinas E68 y E7 (73). Este hallazgo es sumamente importante pueato
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que estas regiones en el genocma de papilomavirus bevino han sido

relacionadas con potencial oncogénico, por su capacidad de trans-

tormar cultivos de células de ratdn (74).

Factores predisponentes del CaCl.
El rlesgo de CaClU aumenta 100 veces si HPV-16 6 18 es iden-

tiflcado en células de la mucosa. Experienclias epidemiolagicas
suglieren que un aumento de ese orden de magnitud refleja una
relaciodn causa-esfecto. Sin embargo, las caracteristicas etiolb-
glcas de la enfermedad nos Iindican que ademas de HPV existen o-
tros factores predisponentes; ya gue existe un intervalo aproxi-
mado de 20 afios entre la edad de |la incidencia maxima de la in-
feccidn venérea viral y la del cancer 1invasor. Como éxp{icaciﬁn
a ésto, s& ha sugerido la particlipacién de cofactores como defi-
ciencias en la.dieta de Vitamina A, beta-caroteno, vitamina C,
Falacina, infecclones con HSV-2, 1inmunosupresiétn, el tabaco y el

uso de algunos anticonceptivos orales (8, 9, 10, 46, 75).
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HIPOTESIS DE TRABAJO.

enfermedad venérea posiblemente causada por
Uno de elloas,

El CaCU es una
algunos agentes transmitidos via contacto gexual.
virug tipo 16, ha sido encontrado en porcentajes al-
geograficas, por lo que

gl papiloma
tos de casos de CaCU en varias regiones
DNA de este virus se encuentra presente en tu-
Hogpital Universita-

postulamos que el

mores de pacientes con CaClU, que asisten al
rio "José Eleuterio Gonzalez" de la Facultad de Medicina, U.A.-

N.L.

OBJETIVOS.

A. GENERAL.
Detectar la presencia del genoma del virus HPV tipo 16, asi

como de otros tipos afines a éste, en carcinomas cervicouterinos

de pacientes del Hospital Univers{tario "Dr. José Eleuterio Gon-

zalez™,

B. PARTICULARES.
1. Preparar una sonda con el DNA del plasmido pHPV-16.

2y Adaptar las condiciones necesarias para obtener y ana-

lizar DNA genbémico.
3. Detectar la presencia del genoma de HPV-16 en tejidos

cervicales.
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MATERIALES.

A. ORIGEN DE LOS REACTIVOS.

Adquirimos de: Sigwma Chemical C0O. ST. Louis, MO. U. S. A.

Loz sigulientes reactivos: Trizma base, Acido etilen diamino te-
tra aceéetico (EDTA), dicloro dimetil silano, gsephadex G-50 fino,

dodecil sulfato de sodio (SDS), cloruro de sodio (NaCl), azul de
bromofenol, xylene ciancl, glicerol, bromuro de etidio, hidroéxido
de sodio (NaOH), nonidet P-40 (NP40), cloruro de amonio (NH,Cl),
glucosa, dextran, citrato de sodio, acetato de amonlo, dextran
suffato, fosfato de sodio dibasico (Na;HPO,), fosfato de scodio
monobasico (NaH; PO, , amberlita MB-1, albumina sérica bovina
tBSA), alcohol ispamilico, ficoll tipo 400, polyvinil pilorrido-
na, proteinasa K, acetato de sodio, cloruro de magnesio (MgCl.),
RNAsa libre de DNAsas, bicarbonato de sodio (NaHCO;), ampicilina,
ADN de esperma de salmén, triton X-100, cloruro de calciao

{CaCla), sulfato de magnesio hepta anhidro (MgS0.-7H:0), fosfato

monobAsico de potasio (KH2PO0.), formamida, 2Z2-mercaptoetanol, 8-
Hidroxiquinoieina, floruro de fenll-metil-sulfonilo (PMSF),
acetato de magnesio, cloruro de potasio (KCl1), acetato de

potasio, sacarosa, tiamina (vitamina B1l).

de: Merk de México, S. A. Alcohol etilico, 2-5 difeniloxazol
(PPD), 2-2-p fenil bis (5-feniloxazol) (POPOP), cloroformo, to-
lueno, acido acético glacial y Acide sulfarice concentrado.

de: Reactivos Monterrey S.A. Dicromato de potasio (Kz;Cr:0,),
per6xido de hidrégeno (H:0:), Fenol y &cido clorhidrico (HCL).
de: Amersham International Bucking Hamshire England.

El sistema para "Nick translation”™ Code No. 5000 Batch 36 y el
fosforo 32 radicoactivo Code PB 10165 <a-32 P>dCTP.

de: Pharmacia Fine Chemicals Uppsala Sweden. El Ficoll-Paque.
de: ENZO Biochem New York U.S.A. El sistema para "Nick
translation”™ cat No. EBP-8B03-8 Lote No. €61-T22 y Detek I-hpr
Signal Generating System. Cat. No. EBP-820-1 Lote No.7A-S512.

de: Bethesda Research Laboratories (BRL) Gajithersburg, Maryland
U.S.A. Blue Gene Cat. No. B279SA. y las siguientes endonucles-
sas de recstricecién: Bam HI, Hind 111, Kpn 1, Hine Il y Msp 1|.
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de: Schleicher and Schuell U, S, A. La membrana de nitrocelulosa
de 0.45 pm.

det Mievofiltration Products division., U.S.A. La membrana de ny-
lon Zeta Bind.

det Bolsas y Materias Primas Moreno Las bolsas de plastico.

det American Scientitic Products (atraves de Instrumentos y
Equipos Faleon 5. A. Méxiocn.). Papel watmann 3MM, Membranas de
dialisis, papel watmann G F/C, fibra de vidrio y filtros de Nal-
gene 0.45 u.

de: Farmacias Benavides Monterrey N. L. México. Las jeringas de
pladstico de 1 a 20 ml.

de: DIFCO Laboratories Detroit U.S.A. Triptona y Casaaminoadcidos.
y por Gltimo del Centro de Investigacién sobre Ingenieria
Genética y Biotecnologia U.N.A.M.. Cuernavaca. Morelos.

Las endonucleasas de restriccittin Eco RI y Pst 1.

B. MATERIAL BIOLOGICO.

Obtuvimos placentas producto de embarazos normales a término
inmediatamente después de los alumbramientos. Las transladamos en
hielo, las fraccionamos, las lavamos en soluciétn salina (NaC! 150
mM y EDTA 25 mM pH 8) las congelamos en hielo seco y las
almacenamos a -70°C.

Ubtuvimos muestras de sangre tanto de pacientes como de
voluntarios por medio de wuna Jeringa nueva de 20 ml, las
colocamos en un tubo falcon estéril que contenia 200 ul de EDTA
500 mM, agitamos vigorosamente y las transportamos a 4°C hasta su
procesamiento.

Las muestras cervicales fueron obtenidas de pacientes del Hospi-
tal Universitario, atraves del Dr. Juan Francisco Gonzalez, por
medio de biopsias o por cortes de piezas quirdrgicas inmediata-
mente después de histerectomia radical. Las transladamos en bol-
sag de plastico en hlielo y las prosesamos inmediatamente.

Obtuvimos la bacteria Escherichia coli. cepa HB101l portadora del

plé&amide pHPV-16, donada por el Dr. Seedorf a el Dr. P. Gariglio.
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HETODOS
A, PREPARACIUON DE LA SONDA.

En primer lugar, caracterizamos el plasmido pHPV-16 mediante ana-
lisis con endonucleasas de regtricclén vy lo purificamos a gran
e=cala (figura # 2). Posteriormente, marcamos dicho plasmideo tan-
to radiactivamente como con blotina mediante 1a técnica de trans-
laciébn de la muesca (figura # 3). A continuacién describimos las
técnicas utilizadas en esta etapa. '

1. Caracterizacitn yv purificacién del plasmido pHPV-16.

a. Minipreparaciones de plasmidos (E!I método utilizado ea una
modificacién a la técnica descrita en la referencia 7868).

1w = Sembramos la bacteria con el plasmido de interés en cuatrao
ml de medio LB con 100 wuwg/ml de ampicilina durante 18 h a
37°C en agitacién continua.

2= Servimos (tubo a tubo sin pipeta) 1.5 ml del cultivo a un
tubo de microcentrifuga, centrifugamos durante un min, de-
cantamos y wvolvimos a servir sobre la pastilla otros 1.5 ml
del cultivo, centrifugamos un min, decantamos y congelamos.,
Agregamos al mililitro sobrante un volumen de glicerol esté-
ril al 80% ¥y lo almacenamos a -20°C.

3.- Descongelamos la pastilla y la resuspendimos en 100 ul de
solucion | (2 mg/ml de lisozima, glucosa 50 mM. EDTA 10 mM,
Tris-HClI 25 mM pH 8), agitamos mediante un vortex, e incuba-
mos a 0°C durante 30 min.

4. - Agregamos 200 ul de soluciéon 11 (NaDH 0.2 N, lauril sulfato
de scdio <5DS> al 1%), mezclamos rapidamente por Inversion e
incubamos a OZC por 5 min.

5.- Afadimos 150 wul de solucién 11! (acetato de potasioc 3 M,
adcido acético 2 M), mezclamos rApidamente por inversiéon e
incubames a 0°C por 60 min.

.- Centrifugamos por 5 min, recuperamos el sobrenadante en un
tubo de microcentrifuga (aprox. 400 ul?}.

& o Agregamos 200 ul de fenol saturado, mezclamos, anadimos 200

ul de SEVAG, agitamos, centrifugamos por dos min y colecta-
mos la fase superior.

8.- Agregamos un ml de etanol absoluto, mezclamos bien por in-
versitn y dejamos precipitar por dos min a temperatura am-
biente, centrifugamos por 5 min, decantamos y secamos invir-
tiendo el tubo por algunos min.

9, - kResuspendimos en 200 ul de agua degtilada estéril, aradimos
100 ul de acetato de amonio 7.5 M y 700 ul de Etanol absolu-
to, dejamos reposar por dos min a temperatura ambiente y
centrifugamos por 5 min.

10.~ Decantamos, agregamos 600 ui de etanol al 70% a temperatura
ambiente, mezclamos por inversion por varias ocasiones y

centrifugamos por tres min.
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Figura # 2. Purificacién y caracterizacién del plasmido pHPV-16.
La bacteria transformada con el plasmido pHPV-16 fué crecida en
cuatro mililitros de medio, se purificé el DNA del-plésmido, se
digirio con enzimas de restriccifn y se analizdé en un gel de aga-
Tosa. Una vez confirmada la identidad del mismo se relizéd su

preparacidn a gran escala.



Figura # 2. PURIFICACION Y CARACTERIZACION DEL PLASMIDO pHPV-16.
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Figura # 3. Método de Translacion de la muesca. En A se observa
un segmento de un DNA bicatenario. En B se observa la muesca pro-
ducida por la DNAsa I, la cual actua aleatoriamente. En C y D s
observa la accion de la DNA polimerasa. Apoyandose en el extrems
3'con un grupo OH expuesto en la muesca, esta enzima reemplaz
nucleotidos cercanos a la muesca lo cual se aprovecha'para incor-

porar los nucleotidos marcados con radiactividad o con biotina.
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Figura # 3. HMETODO DE TRANSLACION DE LA MUESCA.
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Nota:

Decantamos vy secamos en la centrifuga desecadora con vacio
({SAVANT), disolvimos la pastilla en 18 ul de TE, aradimos
dos ul de RNAsa (img/ml) e incubamos por 30 min a 37°C.
Corrimos dos ul de la muestra en un gel de agarosa al 1%
junto con 100, 200, 300 y 400 ng de un plasmido cuya concen-
tracion se habia determinado por absorbancia a 260 nm. Me-
diante este procedimiento nos fué posible estimar la calidad
Y la concentracién del plasmido que obtuvimos.
Digerimos 200 ng del plasmido con algunas de las enzimas que
vya conociamos que producen cortes caracteristicos en nuestro
plasmido.

Realizamos todas las centrifugaciones a 15,000 xg a tem-

peratura ambiente.

b.

Electroforesis en geles de agarosa (EI método utilizado es

una modificacidn a la técnica descrita en la referencia 76).

i
zado
7T6).

Agregamos la cantidad necesaria de agarosa para alcanzar la
concentracion deseada a una soluciéon de TAE (Tris-acetato 40
mM y EDTA 2 mM, pH B).

Calentamos hasta ebullicion, la dejemos enfriar, la servimos
en moldes y colocamos el peine adecuado.

Colocamos =i gel, después de que solidifict totalmente, en
una camara de electroforesis con TAE, servimos las muestras
disueltas en amortiguador de corrida 1 X, en los carriles,

conectamos la camara a una fuente de poder y corrimos el gel
a 40 v por el tiempo deseado.

Ternimos el gel en una solucion de bromuro de etidio a dos
ugs/ml por 20 min.

Observamos el gel en el transiluminador de luz UV.

Cinética enzimatica con DNA de plasmidos (El método utili-
es una modificaciotn a la téecnica descrita en la referencia

Colocamos en un tubo de microcentrifuga dos ug de DNA del
plasmido deseado, cuatro ul del amortiguador adecuado 10 X y
agua suficiente para completar un volumen final de 40 ul.
Colocamos 5 ul (250 ng) en cada uno de los 6 tubos previa-
mente enumerados del dos al 7 y 10 ul (500 ngl) en un tubo
etigquetado con el niamero 1.

Colocamos en el tubo ndamero uno la mitad de la cantidad de
enzima maxima a probar por ug (p. ej. cuando iniciamos 1la
cinética con 24 U/ug colocamos 12 U ya que el tubo solo
contenia medio microgramo del DNA de! plAsmido), agitamos el
tubo vy transterimos 5 ul al tubo niumero 2, agitamos y repe-
timos el mismo procedimiento hasta que tuvimos 10 ul en el
tubo numero 6.

Incubamos a la temperatura adecuada por una h.
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d.

Colocamos un ul de amortiguador de corrida 6 X (azul de bro-
mofenol al 0.25%, xylen cianol al 0.25%, glicerol al 20%,
s al 0.6% v EDTA 60 mM) a cada tubo con excepcidn del tubo
numero 6 al gue agregamos dos ul e incubamos por 10 min a
65°C.

Corcimos laa muestras en un gel, siguiendo el mismo orden de
la numeracién, pero usando solo la mitad de la muestra en el
tubo namero 6.

Digestion con enzimas de restriccion de plasmidos (El método

utilizado es una modificaciétn a la técnica descrita en la refe-
rencia 76).

1. -

[

Colocamos en un tubo eppendorf 200 ng de DNA de plasmido,
0.5 ul del amortiguador enzimiAatico adecuado 10 X, agua sufi-
ciente para alcanzar un voliumen final de 5 ul y las unidades
de enzima previamente determinadas por la cinédtica enzimati-
ca, teniendo la precaucion de no agregar mas de 1710 del
volumen final de enzima.

Incubamos en las condiciones de reacclion sugerida por la
casa comercial por lo menos una h.

Colocamos un ul de amortiguador de corrida 6 X e incubamos
por 10 min a 65°C.

Preparacidtdn de plasmidos a gran escala (E]l] método utilizado

es una modificaciétn a la técnica descrita en la referencia 77).

1.-

1G6. -

En un matraz de 100 ml con 50 ml de medio LB y 100 ug/m! de

ampicilina, inoculamos la bacteria de interés a partir de
una colonia aislada y la incubamos durante 18 h a 37°C en
agitacidn continua.

Transferimos a un matraz de dos 1 con un 1 de medio M9 vy 100
ug/ml de ampicilina, (tomamos S ml ¥ los utilizamos como
blanco), agitamos a 230 rpm a 37°C hasta alcanzar una densi-

dad o6ptica a 600 nm de 0.3-0.4.

Anadimos 250 mg de cloranfenicol y continuamos la incubacidn
por 12 h mas.

Centrifugamos a 7,500 xg ror 10 min a 4°C, descartamos el
sobrenadante y congelamos la pastilla a -20°C por 30 min.
Descongelamns la pastilla y la resuspendimos con la ayuda de
una pipeta Pasteur en 5 ml de sacarosa al 25% y Tris-HCI1 25
mM pH B.O0.

Agregamos 250 ul de una sclucidon de 10 mg/ml de lisozima di-
suelta en agua destilada estéril y agitamos en hielo por 5
min.

Aradimos un ml de EDTA 500 mM pH B, agitamos en hielo por
dos min.

Agregamos 8 ml de solucién de triton X-100 (triton X-100 al
0O.1%, EDTA 62.5mM, Tris-HCI 50 mHM pH 8) y agitamos por 15
min, en hielo.

Centrifugamos por 30 min a 94,000 xg y recuperamos el sobre-
nadante en un tubo falcon de 50 ml.
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Aradimos 19 g de Cloruro de Ceslo, aforasmos & 20 ml con TE vy
resuspendimos la soluciétn por agitacidn suave.

Colocamos la solucion en un tubo "Quick seal®, en obscuridad
parcial, agregamos un ml de bromuro de etidio (10 mg/ml) y
acelte mineral hasta llenarlo totalmente.

Lo sellamos mediante calor, centrifugamos &n un rotor VT! S0
a 40,000 rpm por 24 h a 15°C .

Localizamos las bandas mediante una lampara de luz ultravio-
leta ¥y extrajimos la banda de interés por puncion con una
jeringa de 5 ml equipada con una aguja 18 G x 1 1/2,
Trangferimos el liguido extraido a un tubo falcon de 15 ml
cubierto con papel aluminio, agregamos un volumen de alcohol
igoamilico, mezclamos por inversion durante 5 min, centri-
fugamos a 1,500 xg por 10 min, eliminamos el sobrenadante y
repetimos el mismo procedimiento hasta que el bromuro de
etidio (color rojo) fué eliminado totalmente.

Dializsramos el extracto en dos litros de TE por dos h.
Transferimos la solucién a un tubo falcon de 15 ml, aradimos
RNAsa libre de DNasas a una concentracidén final de 20 ug/ml
e incubamos a 37°C por 30 min.

Agregamog laurill sulfato de =sodio (5DS) y proteinasa K a
concentraciones finales de 0.1 % y 100 ug/ml respectivamen-
te. Incubamos por tres h a 37°C.

Aradimos 172 volumen de fenol saturado, mezclamos bien,
agregamos 1/3 de volumen de SEVAG, mezclamos, centrifugamos
por 10 min a 1,500 xg ¥y colectamos el sobrenadante,.
Recuperamos el sobrenadante, le arnadimos un vol de SEVAG vy
centrifugamos a 1,500 xg por 10 min.

Recuperamos el sobrenadante, le agregamos 1/10 de volumen de
acetato de sodio 3 M, mezclamos por inversioén, le aradimos
un vol de isopropanol absoluto, mezclamos, dejamos reposar
unos min en hielo y centrifugamos a 15,000 Xg por 10 min.
Lavamos con etanol al 70% y secamos invirtiendo el tubo por
algunos min.

Resuspendimos en 1.0 ml de agua destilada estéril, agregamos
500 ul de acetato de amonio 7.5 M, ¥ 3.5 ml de etanol ab-
soluto, agitamos, dejamos reposar unos min a temperatura am-
biente, centrifugamos 10 min a 15,000 xg, lavamos con dos ml
de etanoc]l al 70%, secamos en el SAVANT y resuspendimos en
cuatro ml de TE.

Tomamos 10 wul del extracto, los colocamos en una celda de
cuarzo con un mil de agua destilada y medimos la absorbancia
a 230, 260 vy 280 nm, determinamos la concentracién

multipiicando el factor de dilucién (101) por la absorbancia
a 260 nm y por 50 ug/ml (equivalente a la concentracion de
DNA gue absorbe una unidad de densidad é6ptica), determinamos
la razdén de absorbancias 230/260 nm y 260/280.



2. Marcaje del plasmido.

a. Marcaije radiactivo del plasmido (El método utilizado es una

combinaciotn de las técnicas descritas en las referencias 76, 108

y 109,

L, Colocamo=s en un tubo eppendorff un ug del DNA del plasmido a
r, 20 ul de la solucion I, 5 X (dATP 100 uM, dGTP 100

uMl v dTTF, 100 uM en Tris-HCl, Cloruro de Magnesio y Z2-mer-

captoetanol pH 7.8), 10 ul de (a *2P)JCTP (250 picomocles o

un i, 10 ul de solucidén enzimatica 10 X (0.5 Usul de DNA
polimerasa | y 10 pg//ul de DNAasa | en Tris-HCI, cloruro de
magnesio, glicerol y B5A lilbre de nucleasas pH 7.5) y sufi-

ciente agua para alcanzar un volumen final de 100 ul.

P = Incubamos a 14°C por dos h.

Agregamos 10 ul de EDTA 200 mM y SDS al 2% y calentamos a

&5 °C por 10 min.

4.- Elevamous el volumen de& la reaccidtn a 200 ul con amortiguador
de corrida (NaCl 150 mM, EDTA 10 mM, SDS al 0.1% v Tris-HCI
50 mM pH 7.5,

5.= Colocamos un tubo de microcentrifuga nuevo sin tapa en el
Tondo de un tubo falcon de 15 ml e introdujimos la columna
reclen preparada tobservar preparaci6n de reactivos y mate-
riales).

w M
1

6. Colocamos en la columna los 200 ul de la reaccién y centri-
fugamos a 1,500 xg por 10 min.

7= Al terminar la corrida, sacamos el tubo mediante unas pinzas
largas, medimos el volumen, tapamos el tubo y lo almacenamos
a —-20°C.

b. Medicion de la radiactividad (El método utilizado es una

modificacidtn a la técnica descrita en la referencia 76).

1.- De los 200 ul de la solucién de "Nick Translation" tomamos
por triplicado un ul antes y un ul después de pasar por la
columna de sephadex G-50 y los colocamos en el centro de
discos de papel Whatmann GF/C.

P = Secamos los filtros vy los colocamos en viales con 10 mi de
liguido de centelleo (PPO al 0.5% y POPOP al 0.03% en tolue-
nojl.

8. = Analizamos ambos viales, mas un vial con liquido de cente-
lleo solo en un contador de centellec liquido.

4, - En el primer filtro midimos la radiactividad total, mientras

que en el segundo midimos la radiactividad incorporada en
los A&cidos nucléicos.
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C. Marcaje con biotina del DNA del plasmido (El método utili-
zado es una combinacion de las técnicas descritas en las referen-
cias 78, 79, BO).

1= Colocamos en un tubo eppendorff un ug del! DNA del plasmido a
marcar, le agregamos 20 ul de soluciotn I 5 X (dATF 100 uM,
deTr 100 uM y dCTP 100 uM en Tris HC1 25 mM, Cloruro de Mag-
nesio 25 mM, Z-mercaptoetanol 500 uM, FMSF S50uM, acetato éa
Magnesio 2.5 mM y 50 wug/ml de BSA libre de nucleasas pH
7.5), 8 ul de Bio-11 dUTP (300 uM en Tris-HCIl 50 mM pH 7.5).
10 ul de sgsolucion enzimatica 10 X (20 pg/ul de DNasal, 0.6
Usul de DNA polimerasa 1, Tris-HCl 50 mM, 100 ug/ml de BSA
libre de nucleasas, MgCl. 5 mM y glicercl al 50% pH 7.5) ¥y
suficiente agua para alcanzar un volumen final de 100 ul.

- Incubamos a 14°C por dos h.

3.- Arnadimos 10 ul de EDTA 200 mM v SDS al 2%. Calentamaos a
65S?C por 10 min.

4. - Elevamos el volumen de la reaccitn a 200 ul con amortiguador
de corrida.

5.- Colocamos un tubo de microcentrifuga nuevo sin tapa en e
fondo de un tubo falcon de 15 ml e introdujimos una columna
recién preparada.

By = Colocamos en la columna los 200 ul de la reaccion y centri-
fugamos a 1,500 xg por 10 min.

o Al terminar la corrida sacamos el tubo mediante unas pinzas
largas, medimos el volumen, tapamos e! tubo y lo almacenamocs
a -zZ0*C.

B. OCBTENCION DE DNA GENOMICO Y TRATAMIENTO CON ENDONUCLEASAS DE
RESTRICCION.

Durante esta etapa adaptamos los métodos para obtener y ana-
lizar DNA genémicéz Primeramente seleccionamos, en base a los
rendimientos, e! mejor método para purificar leucocites a partir
de sangre reriférica. Una vez realizado ésto establecimos las

condiciones para aislar y digerir con endonucleasas de restric-
citn DNA gendtmico de alto peso molecular a partir de varios te-

Jidos (figura % 4). A continuaci6tn describimos las técnicas uti-
lizadas en esta etapa.

1. Comparaciétn de métodos para la purificacidbédn de leucocitos.

a. Método de Ficoll Hypaque (El método uvtilizado es una modifi-
cacidn a la técnica descrita en la referencia 81).

) Colocamos 4 ml de Ficoll hypaque en un tubo falcon de 1% ml,
gsgregamos 5 ml de sangre (la cual contiene EDTA 5 mM) lenta-
mente sin mezclar las fases, centrifugamos a 400 Xxg por 40
min a 20°C, tomamos la interfase con una Pipeta Pasteur y la
depositamos en un tubo falcon de 15 ml.
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Figura # 4. Evaluacitn de tres métodos para recuperar leucocitos

de szangre periférica requeridos en el aislamiento de DNA gendmi-

CO. Se evaluaron tres métodos para purificar leucocitos: el de
Ficoll Hypaque, el de sedimentacion y el de choque osmético. A
partir de les leucocitos obtenidos aislamos DNA de alto pesa mo-
lecular, al cual se le analizé su perfil electroforético en gel

de afarosa y su espectro de absorbancia a la luz ultravioleta.

b
\
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Figura # 4. EVALUACION DE TRES METODOS PARA RECUPERAR LEUCOCITOS

DE SANGRE PERIFERICA REQUERIDOS EN EL AISLAMIENTO DE
DNA GENDMICO.
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Anadimos tres vol de solucién salina (NacCl 150 mM y EDTA 25
mM pH 8), resuspendimos las células mediante una pipeta Pas-
teur ¥ centrifugamos a S00 xg por 10 min.

Decantamos, resuspendimos en 10 ml de solucioéon hemolitica
(adcido acético al Z% y NHLCl 160 mM) e incubamos en hielo
por 10 min.

Centrifugamos a 500 xg por 10 min, decantamos y resuspendi-
mos en 10 ml de solucitn salina.

Método de sedimentacidon (El método utilizado es una combina-
de las técnicas descritas en las referencias 82-83).

Colocamos 5 ml de sangre (la cual contiene EDTA 5 mM) en un
tubo falcon de 15 ml, agregamos 2.5 ml de soclucién de sedi-
mentacion tdextran al 3%, NaCl 150 mM, EDTA 20 mM y Glucosa
70 mM). Dejamos sedimentar por 15 min en un angulo de 45° y
de Z20-30 min en poesiciotn vertical a temperatura ambiente.

Recogimos el sobrenadante en un tubeo Falcon de 15 ml y lo
centritugamos a 500 xg por 10 min .
Decantamos, resuspendimos en 10 ml de solucidéon hemolitica

(acido acético al 2% y NH.,Cl 160 mM) e incubamos en hielo
por 10 min.

Centrifugamos a 500 xg por 10 min, decantamos y resuspendi-
mos en 10 ml de solucion salina.,.

Método de choque osmotico (El método utilizado es una combi-

ot
nacion de las técnicas descritas en la referencia B2, 841,

lizo

Colocamos 5 ml de sangre (la cual contiene EDTA 5mM) en un
tubo Falcon de 15 m!l, agregamos 7.5 ml de agua destilada ¥
de jamos incubar a temperatura ambiente por 15 min.
Centrifugamos a 500 xg por 10 min .

Decantamos, resuspendimos en 10 ml de soluciotn hemolitica
(Acido acético al 2% y NH,ClI 160 mM) e incubames en hielo
per 10 min.

Centrifugamos a 500 xg por 10 min, decantamos y resuspendi-
mos en 10 ml de soluciftn salina.

Evaluacion de los métodos (E]l] conteo de leucocitos se rea-
de acuerdo a la referencia 85 y el analisis estadistico ba-

sandonos en las tormulas presentadas en la reterencia 386).

M
'

Llenamos la camara de Neubauer y contamos los leucocitos
presentes en cuatro cuadros de 1mm x 1mm x 0.1 mm de grosor

y el valor obtenido lo multiplicamos por 2.5 con lo que ob-
tuvimos ei numero de leucocitos por ul.
Los resultados fueron analizados mediante el analisis de

varianza ANOVA v la comparacién maltiple de Newman-Keuls.



2. Aislamiento de DNA.

a. Homogenizacién de tejidos (FE]l método utilizado es una modi-
ficacitn a la técnica descrita en la referencia 46).

1.- Colocamos el tejido (aproximadamente 0.5 g) en el homogeni-
zador tipo "Elvehjem Poter", agregamos S5 m! de solucitén sa-
lina & hicimos pasar hasta el fondo, el émbolo 10 a 15 ve-
ces.

Ba® Transtferimos a un tubo Falcon de 15 ml y centrifugamos a 500
xg por 10 min. Cuando los tejidos presentartn cantidades

conslderables de sangre resugpendimos en 10 ml de solucion
hemolitica, incubamos en hielo por 10 min, centrifugamos a
£ xg por 10 min y decantamos.

Ha - Lavamos en 10 ml de solucién salina, decantamos y prosegul-
mos con la extraccidn de DNA,

b. Extracciton fendtlica (El método utilizado es una combinaciotn
de las técnicas descritas en las referencias 47, 53, 44).

Lo = Resuspendimos la pastilla celular en 5 ml de solucidtn de
lisis (Tris-HC}I 20 mM, EDTA 25 mM y NaCl 100 mM pH B.O),
agregamos proteinasa K a una concentracion final de 200
ugs/ml, mezclamos bien y anadimos SDS a una concentracion
final de ©0.1%, mezclamos suavemente e incubamos a 50°C por
lo menos por 16 h (en tejidos cervicales, debido a la gran
cantidad de queratina que presentan utilizamos Z-Mercaptoe-
tanol a una concentracian final del 2%).

2= Aumentamos el volumen de cuatro a cinco veces y continuamos
coen la incubacién por dos h.
3.- Agregamos 1/2 wvolumen de fenol saturado (Tris-HC1! 500 mM,

NaCl 100 mM yv EDTA 10 mM pH 8), aglitamos hasta obtener una
buena mezcla de fases, anadimos 1/3 volumen de SEVAG (Clo-

rotormo-Alcohol Isoamilico 24:1) y agitamos suavemente por
aproximadamente dos min.
4. - Centrifugamos 15 min, transferimos cuidadosamente la fase a-

cuosa a un tubo nuevo usando puntas de boca ancha (procu-
rando no traernos la interfase), repetimos el pasos nimero
tres por una o dos ocasiones y centrifugamos por 15 min,

S = Recuperamos el sobrenadante, le agregamos un volumen de
SEVAG, agitamos suavemente por aproximadamente dos min, cen-
trifugamos por 15 min, y repetimos ésta operacidn wuna vez

mas .

6. - Anadimos RNAsa libre de DNAsas a una concentracién final de
100 ug/ml e incubamos a 37°C por dos h.

7.- Repetimos ios pasos tres, cuatro y cinco, agregamos 1/2 vol,

de acetato de amonio 7.5 M, mezclamos suavemente y awradimos
dos volidamenes de etanol absoliuto frio (-20*C), mezclamos
bien y deijamos a -20°C por una h,.

8.- <dCentrifugamos por Ioc menos una h.

9. - Decantamos el sobrenadante y lavamos la pastilla de DNA con
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11.-

a.
(El

etanol al 70%, cuando la pastilla se despegd centrifugamos
de 10 a 15 min.

Arnadimos TE (Tris 10 mM y ELTA imM pH 8.0) a la pastilla de
DNA y mantuvimos el tubo por uno a dos dias a 4 °C. Cuando
después de un par de dias el DNA no se resuspendié colocamos
el tubo a 37°C por una h.

Tomamos 10 ul del extracto, losg colocamos en una celda de
cuarzo con 1000 ul de agua destilada y leimos la absorban-
cia  a 230, 260 vy 2580 nm. Determinamos la concentracion

multiplicando el factor de dilucitn (101) por la absorbancia
a 60 nm y por 50 ugs/ml (eqguivalente a la concentracidén de
DNA gque absorbe una unidad de densidad o6ptica), determinamos
las relaciones de absorbanciasg 230/260 nm y 260/280 .
Tomamos dos ug de la muestra y la corrimos &n un gel,

Todaz las centrifugaciones las realizamos a 1,500 xg.

Digestitn del DNA gendimico con endonucleasas de restriccién.

Cinédtica con endonucleasas de restriccitn de DNA gendmico

meéetodo utilizado es una modificacién a la técnica descrita en

la referencia 76).

1.-

b.

Colecamos en un tubo de microcentrifuga 8 ug de DNA gendmi-
co, 16 ul del amortiguador adecuado 10 X ¥y agua suficiente
para completar un volumen final de 1680 ul y de esta solucion
dividimos en alicuotas de 20 ul (un ug) en cada uno de los &

tubos previamente enumerados del dos al siete y 40 ul (dos
ug) en un tubo etiquetado con el nidmero uno.
Colocamos en el tubo nidmero uno el doble de la cantidad

maxima de enzima de restricciétdn a probar por ug (p. ej.
cuando iniciamos la cinética con 24 U/ug, colocamos 48 U ya

que el primer tubo contenia dos ug del DNA gendmico), agita-
mos el tubo y transferimos 20 ul al tubo niamero dos y repe-
timos el mismo procedimiento hasta haber colocado 40 ul en

el tubo numero 6.

Incubamos a la temperatura adecuada por 12 h.

Colocamos cuatro ul de amortiguador de corrida 6 X a cada
tubo con excepcitn del tubo mimero 6 al que agregamos 8 ul e
incubamos a 65°C por 10 min.

Corrimos las muestras en un gel de agarosa al 0.9% siguiendo
el mismo orden de la numeracién, pero utilizando solo la
mitad de la muestra en el tubo numero G.

Digestion de DNA Genémico (El método utilizado es una modi-

ficacitn a la técnica descrita en la referencia 767.

Lis =

C

olocamos en un tubo de microcentrifuga 11 ug de DNA genémi-
co, 25 ul del amortiguador adecuado 10 X, agua bidestilada
estéril hasta completar un volumen final de 250 ul y las
unidades de enzima requeridas para una digestién total, pre-

viamente determinadas con la cinética enzimatica. Agitamos

34



hasta homogenizar la muestra e incubamos a la temperatura
recomendada para la digestién (generalmente 37°C) por 16 h.

S Tomamos 20 u!l de la reaccién, le agregamos cuatro ul de a-
mortiguador de corrida 6 X e hicimos una electroforesis en
un gel de agarosa. Durante ese tiempo guardamos las muestras
a a4°C,

3.,- Después de verificar la totalidad en la digestién, incubamos
el resto de la reacciéin a 65°C por 20 min.

#t,- Colocamos loa tubos en el SAVANT hasta gque el volumen dismi-
nuy6 a 100 ul, agregamos 220 ul de etanol abgoluto frio y lo
dejamos en hielo por lo menos 10 min y centrifugamos por 10

min,

E.- Decantamos el sobrenadante, lavamos con 0.5 ml de Etanol al
70%, y centrifugamos por 5 min.

G. - Secamos en el SAVANT, arnadimos 20 ul de amortiguador de co-
rrida 1 X e incubamos a 37°C por 12 h.

NOTA : Todas las centrifugaciones las realizamos a 15,000 xg

en una microcentrifuga.
C. HIBRIDIZACIONES DE DNA EN FILTROS.
Durante la tercera etapa detectamos el genoma de HPV-16 en car-

cinomas cervicouterinos humanos.

Para cumplir con este objetivo, contrastamos la sensibilidad de
tres métodos para detectar fragmentos especificos de DNA, el pri-
mero basado en radiactividad ¥y los dos altimos en reacciones cro-

mogénicas (figura # 5). Después establecimos las condiciones
para detectar secuencias génicas, en los DNAs aislados con los
métodos descritos en la seccion antericor, por un método rapido ¥y
finalmente por la técnica de Southern (figuras # 6 y 7). A con-

tinuacion describimos las técnicas utilizadas en esta etapa.

1. Técnica directa.

"Dot blot" en papel nylon (El método utilizado es una combi-
nacion de las técnicas descritas en las referencias 89-91),.

l.- Colocamos la cantidad de DNA problema en un tubo de micro-
centrifuga y le agregamos unvol de solucién desnaturalizante
2 X (NaOH 1 My NaCl 3 M) e incubamos a 37°C por lo menos

una h.

25— Cortamos un fragmento de membrana Zetabind de Nylon del ta-
mano adecuado y lo colocamos en el aparato "vacusystem"
(Amer. Blonetics), aplicamos el vacio, pusimos cada una de

las muestras en el pocito adecuado y dejames que el liquido
fuera totalmente absorbido.

3.~ Desmontamos el aparato, lavamos el filtro en una solucioén
salina de cltratos (SSC) 5 X por 5-10 m y lo horneamos por
dos h a 80°C.
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Figura # 5. Andlisis de varios métodos para detectar secuencias
génicas. La figura superior representa una membrana que ha sido
colocada en una bolsa de plastico, e incubada en presencia de la
sonda marcada con biotina o con radiactividad. La sonda radiac-
tiva se detecta mediante autoradiografia, en cambio la sonda mar-
cada con biotina es detectada medeante una reacclién con estrepts-

vidina acoplada ya sea con peroxidasa o con fosfatasa alcalina.

Vi
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Figura # 5. ANALISIS DE VARIOS METODOS PARA DETECTAR SECUEN-—
CIAS GENICAS.
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Figura # 6. Metodologia utilizada para |a deteccidén de papiloﬁa-
virus en cédnocer cervicouterino. Se muestra el diagrama de flujo
de la metodologia utilizada en la deteccion del DNA del wvirus

papiloma humano en las muestras de carcinoma cervicouterino.

v
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Figura # 6. METODOLOGIA UTILIZADA PARA LA DETECCION DE PAPILOMA—
VIRUS HURMANO EN CANCER CERVICOUTERINO.
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Figura # 7. Aparato utilizado en la técnica de “Dot Blot”.

E| aparato consiste de dos malduras de acrilico horadada. En la
moldura inrferior se encuentra una cavidad conectada a una fuente
'de vacio. Entre ambas 2e coloca un sello de plastico ¥y la mem-
hrana en donde se desea colocar las muestras de DNA. En la figura

inferior se observa esquematicamente como se coloca la muestra.

3
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Figqura & 7. APARATO UTILIZADO EN LA TECNICA DE *DOT BLOT"™.
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a.- intradujimos la membrana a una bolsa de plastico y continua-
mos con el paso numero dos del protocalao para prehibridizar
e hibreidizar membranas de nylon.

2. Transferencia de DNA en el gel a filtros por la técnica de

Southern.

A Exparimanta de ndmern de copias (El método utilizado es una
modificaciétn a la técnica descrita en la referencia 87).

{,- FRigarimos unug del plasmido pHPV-16 con la enzima Bam HI,
para liberar el vector y el inserto, en un volumen de 25 ul,
paramos la reaccidn con 5 ul de amortiguador de corrida
(concentracidédn final de 33 ng/ul)d.

2.~ Mezclamos 10.5 ul de la reaccién y 89,5 wul de amortiguador
de corrida 1 con lo que obtuvimos una concentracion de 3.5
ng/ul, el equivalente a 100 copias de HPV-16 por genoma ha-
ploide en 10 ug de DNA gentmico.'!®

3.~ Hezclamos 100 vl de la solucidn que contiene 100 copias/ul vy
900 ul de amortiguador de corrida 1 X con lo que obtuvimos
250 pgrsul, el equivalente a 10 copias por genoma haploide en
10 ug de DNA genémico.

4.- Mezclamos 10 ul de la solucién que contliene 100 copias/ul vy

990 ul de amortiguador de corrida 1 X c¢on lo que obtuvimos
35 pgrsul de HPV-16, el equlivalente a una copia de HPV-16 por
genoma haploide en 1C ug de DNA gentmico.

.- Mezeclamos 200 wul de DNA de esperma de salm6n 10 ug/ul, 600
ul de agua destilada estéril y 200 ul de amortiguador de
corrida 6 X,

6.- Colocamoa en cada carril la cantidad de copias deseadas, en
los rangos de una a 1000 coplas usando combinaciones de las=s
treas soluciones: una copia/ul, 10 copias/ul y 100 copias/ul,
acompanados de 5 ul de la solucién de DNA de esperma de sal-
mén.

b. Preparacion del gel para transferirse a membrana de nylen
(El método utilizade es una modificacltn a la técnica descrita en
la referencia 90).

1.- Lavamoszs el gel de agarosa (después de haberlo observado en
el transiluminador) dos veces con agua destilada.
2.,- Colocamozg el gel en una soluclién de HCI 0.25 M por 15 min,

con agltacién constante a temperatura amblente,

t Caleculamos el equivalente de copia de la siguiente manera:
asumimos gue el genoma humano haploide tilene 3 x 10° pb por 1o
qHe el genoma de HFV-16 de 7,900 pb constituye 2.6833 x 10-* par-
tes del genoma humano. Por lo tanto, en 10 ug de genoma humano
tendremos 26 pg de HRV-18. Como el ingerto representa el 74.62%
del plasmido pHPV-16, necesitamoa 35 pg del plasmido para tener 1
copia del genoma del virus por genoma haploide humano.
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3.-
4, -

C.

Lavamos el gel dos veces con agua destilads.

Colocamos el gel en soluciotn desnaturalizante 1 X (NaOH O.5M
y NaCl 1.5 M) por 20 min, renavamos la solucidn e incubamos
por otrog 20 min.

Freparacibn de el para transferirse a nitrocelulosa (EI

método utilizado es una combinacidén de las técnicas deacritas en
las referenciazs 92 y 93>,

ll =

a—

3. -

Sa~

6. -

Nota:

d.

Lavamos el gel de agarosa (después de haberlo observado en
el transiluminador) dos veces con agua destilada.
Colocamos el gel en una solucién de HC}I 0.25 M por 15 min.
Lavamos el gel dos veces con agua destilada.
Colocamos el gel en solucion desnaturalizante por 20 min,
renovamos la soluciodtn e incubamos por otros 20 min.
Lavamos el gel dos veces con agua destilada.
Colocamos el gel en solucidtn neutrallzante (NaCl 3M, Tris-
HC1l 1M pH 7.5) por 20 min, renovamos la soluciétn e incubamos
por otros 20 min.
Colocamos el gel en S6SC 20 X (NaCl 3 M ¥y citrato de sodio
300 mM pH 7.0) por 10 min.
Reallzamos todos los lavados a temperatura ambiente con
agitacion suave.

Transferencia a membranas (El método utilizado es una combi-

nacitn de las técnicas descritas en la referencia 76,93).

Lo =

Colocamos el gel sobre un papel Whatmann 3 MM, el cual man-
tiene contacto con la solucidn apropiada (solucion desnatu-
ralizante 1 X para transferir a membranas de nylon o S§SC 20
X para transferir a membranas de nitrocelulosa), eliminamos
las burbujas mediante la rotacién suave de una pipeta de
vidrio sobre el gel.

Colocamos arriba del gel el flltro adecuado (previamente su-
mergido en agua bidestilada por 20 min y en la solucién de
transatferencia correspondiente por otros 20 min) y eliminamos
las burbujas mediante la rotaciétn suave de una pipeta de -
vidrio sobre la membrana.

Colocamos arriba de la membrana una hoja Whatmann 3MM, arri-
ba de lo cual colocamos una pila de servilletas, un wvidrio
plano ¥y un peso de aproximadamente 500 g.

Remplazamos las servilletas cada vez que se humedecieron
abundantemente y dejamos transferir por 16 h,

Removimos las teoallas, el papel Whatmann 3MM y sumergimaos la
membrana en S5C 5 X por 15 min a temperatura ambiente con
aglitacién continua.

Colocamos la membrana entre dos hojas de pape! Whatmann 3MM
Y lo horneamos al vacio (25 lbs de presion?) a B0O°C por Zh.
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3.

a.

Hibridizacidtn molecular.

Prehibridizacidn e hibridizaclién eﬁ filtros de nylon (EI

método utilizado ea una combinacion de las técnicas descritas en
las referencias 890, 92, 94).

b

en

Lavamos el filtro por wuna h en SS5C 0.1 X y SDSE al 0.5% a
65°C.

Introdujimos la membrana a una bolsa de plastico, lo lavamos
con solucitn 8SC 6 X brevemente, la eliminamos y agregamos
200 ul por em? de filtro de la sSolucién de prehibridizacidn
(Tris-HCl1 50 mM, EDTA S mM, NaCl 1 M, formamida desionizada
al E0%, E5DS al 1%, Solucidén Denhardt 10 X -BSA al 0.2%, fi-
coll tipo 400 al 0.2% y polyvinil pilorridona al 0.2%- y 500
ug/ml de DNA de esperma de salmén pH 7.8), previamente her-
vida por 10 min y enfriada directamente en hielo, sellamos
la bolsa procurando eliminar la mayor parte de las burbujas
e incubamos a 42°C por 16 h en un bakho con agitaciétn cons-
tante.

Sustituimos la solucién de prehibridizacién por (100 ul por
cm?® de filtro de la solucion de hibridizacion (Tris-HCIl 50
mM, EDTA 5 mM, NaCl 1 M, formamida desionizada al 44 %, SDS
al 1%, Solucitn Denhardt 10 X, 500 ug/ml de DNA de esperma

de salmén, dextran sultato al 8 ¥ y 10* cpm/ml de sonda ra-
diactival), previamente hervida por 10 min y enfriada direc-
tamente en hielo, sellamos la bolsa procurando eliminar la

mayor parte de las Dburbujas e incubamos a 42°C por 16 h en
un bano con agitacidén constante.

Recuperamos la soclucin de hibridizacién en un tubo Falcon
de 50 ml y la almacenamos a -20°C hasta su reuso.

Colocamos el filtro en wuna charola con soluciétn S5C 2 X vy
SDS al 0.5%,

Prehibridizaclion e hibridizacitn en filtros de nitrocelulosa

(El método utilizade es una combinaclétn de las técnicas descritas
las referencias 76,90,95).

Después de heornear el filtro lo introdujimos en una bolsa de
plastico, 1o humedecimos con solucitén SS5C 6 X.

Eiiminamos la soluciftn anterior y agregamos 200 ul por cm?
de tiltro de soluci6tn de prehibridizacidn (Tris-HCl 50 mM,
NaCl 1M, EDTA 5 mM, formamida desionizada - al 20% para baja
astringencia o al 50% para alta astringencia -, SDS al 0.1%,
solucion Denhardt 5 X y 250 ug/ml de DNA de esperma de sal-
mén pH 7.9) previamente hervida por 10 min y enfriada direc-
tamente en hielo. Sellamos la bolsa procurando eliminar la
mayor parte de las burbujas e incubamos a 42°C por 16 h en
un bano con agitacion constante.

Sustitulmos la solucion de prehibridizacién por 100 ul/em?

de filtro de la solucién de hibridizacion (Tris-HCI 50 mM,
NaCl 1M, EDTA 5 mM, formamida desionizada - al! 20% para baja
astringencia o al 50% para alta astringencia -, SDS al 0.1
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%, zsolucidtn Denhardt 1 X . 100 ug/ml de DNA de esperma de
salmén ¥y 10* cpm/ml de sonda radiactiva o 100 ng/ml de sonda
biotinilada), previamente hervida por 10 min y enfriada di-

rectamente en hielo. Sellamos la bolsa procurando eliminar
la mavor parte de las burbujas e incubamos a 42°C por 15 h
en un bako con agitacifn constante.

4, - Recuperamos la solucién de hibridizaciéotn en un tubo Falcon
de 50 ml y la almacenamos a -20°C hasta su reuso.

5.- Colocamos la membrana en una charola con solucién 55C 2 X vy

SDS ail O.5%.

c. Lavado de los filtros (Ei método utilizado es una combina-
cibtn de las técnicas descritas en las referencias 32, 92, 96).

1.- Lavamos la membrana dos veces a temperatura ambiente, cada
lavado de 30 min, con una solucién de SSC 2 X y SDS al 0.5%
por 30 min.

Za.- Agregamos al filtro una solucion precalentada a 50°C de S5C

2 X y SDS al 0.5 % e incubamos a 50°C por 1 h. Este lavado
es equivalente a una tm -40°C (baja astringencia)l.

2b. - Awnadimos al filtro una solucion precalentada a 50°C de SEC
0.1 X yv 5D3s al 0.5 % e Iincubamos a 60°C por I h. este segun-
do lavado es equivalente a una tm -20°C (alta astringencia).

3.- Eniuvagames |a membrana en una solucitn SSC 2 X a temperatura
ambiente por S5 a 10 min para eliminar el detergente.

4, - Colocamos el filtro en una bolsa de plastico y sellamos la
bolsa.

Nota: Realizamos todos los lavados a la temperatura indicada

con agitacion suave.

d. Preparacioétn del filtro de nylon para rehibridizacion (EI
método utilizado es una modificacion a la técnica descrita en la
referencia 94).

i1.- Después de la autorradiografia, lavamos la membrana de Nylon
con NaOH 0.4 N a 42°C por 30 min.
2.~ Remplazamos la solucidtn anterior por Tris-HC] 25 mM, solu-

cion Denhardt 0.5 X y SDS al 0.5% pH 7.9 e incubamos a
95°C por 680 min.

i~ Lavamos la membrana en agua destilada a 95°*C por 30 min.

4,~ Secamos el filtro levemente, lo introdujimos en una bolsa de
plastico y expusimos una pelicula con é! por uno a dos dias,
para asegurarnos que la sonda anterior fué eliminada.

S.- Continuamos con el paso nimero dos del protocolo para hibri-
dizar membranas de nylon.
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4,

a.

Deteccién _de hibridos.

Autorradiogratia (EI método utllizado es una modificacion a

la técnica descrita en la referencia 76).

i1.-

w
|

S5a.-

Bh. -

Fijamos el filtro (previamente colocado en una bolsa de
plastico) a un chasis de autorradiografia por medioc de cinta
adhesiva,

En un cuarto obscuro pegamos wuna pelicula Kodak de doble
emulsidn arriba del filtro y colocamos una segunda pelicula

arriba de la primera, cerramos el chasis y lo almacenamos a
-70°C por el tiempo necesario.

Revelamos la placa superior en un aparato Kodak automatico y
guardamos el chasis a -70°C hasta revelar la segunda placa,

KReacciones cromogénicas (El método utilizado es una combina-
de las técnicas descritas en las referenciaas 80, B8).

Hibridizamozs el filtro bajo las condiciones anteriormente
descritas excepto por la substituciétn de la sonda radiactiva
por una sonda biotinilada (100 ng/ml de solucién de hibridi-
zacion). Después de lavar la membrana como se indico ante-
rtormente la coclocamos en una soluciétn SSC 2 X por 5 a 10
min para eliminar restos de detergente.

Colocamog el flltro en una bolsa de plastico, le agregamos
200 wul por cm? de filtro de solucién bloqueadora (PBS <NacCl
130 mM; Na;HPOL., 7 mM y NaH:PO,, 3 mM pH 7.0>; BSA al 2 %,
triton X-100 al 0.1%, EDTA 5mM y 100 ug/ml de DNA de esperma
de salmon) e incubamos por una h.

Substituimos la solucién anterior por 50 ul por em?® de fil-
tro de solucidén de diluciétn | (PBS, BSA al 1%, EDTA SmM pH
7.0) ¥y cuatro ul/ml de estreptavidina marcada con peroxidacsa
o por solucién de dilucidén I (Tris-HC! 100 mM, NacCl 150 mM
pH 7.5) y unul/ml de estreptavidina marcada con fosfatasa
alcalina e incubamos por una h.

Lavamos la membrana por 45 min en solucion de lavado (KH:PO.
10 mM, Nacl 500 mM, Triton X-100 al 0.05%, EDTA 1 mM y BSA
al 0.1% pH 6.5),

Para revelar a la peroxidasa, lavamos por 15 min en solucidn
predetectora de peroxidasa (SSC 2 X, BSA al O0.1%, Triton X-
160 al 0.05% yv EDTA imM), colocamos la membrama en una bolsa
de plastico, akadimos 200 ul por cm? de filtro de soclucion
detectora de peroxidasa (acetato de sodio 100mM, H:0: ©.025%
y 400 ug/ml de Amino Etil Carbazcole (AEC) pH 4.5), incubamos
en un lugar obscuro por 30 min y detuvimos la reaccién en
SSC 2 X.

Fara revelar la fosftatasa alcalina, lavames por 15 min en
solucidn predetectora de fosfatasa alcalina (Tris-HCl 100
mM, NaCl 100 mM y MgCl, 50 mM pH 9.5), colocamos la membrama
en una bolsa de plastico, agregamos 200 ul por cm® de filltro
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Nota:

de gsolucian detectora de fostfatasa alcalina (Trig-HCl1 100
mM, NaCl 100 mM y MgCl, 50 mM, 330 ug/ml de Nitro blue te-
trazolium (NBT) y 166 ug/ml de S-bromo 4-cloro 3-Indolylfos-
fato (BCIP) pH 9.5), incubamos en un lugar obscuro de 30 min
a treg h y detuvimos la reaccion en 20 mM Tris-HClI y EDTA
487 mM pH 8.0.

Realizamos todos los lavados a temperatura ambiente con

agitacifin suave.
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RESULTADQOS.

A, MARCAJE DE LA SONDA.

trErimas la bacteria Escherichla coli cepa HB1Ol1 que porta

el plasmido pHPV-16 (donada por el Dr. Seedorf atraves del Dr.
Fateicio Gariglio) de acuerdo con el método descrito para mini-
preparaciones y obtuvimos aproximadamente 4 ug de plasmido. Eate
prlasmido posee el genoma completo de HPV-16 clonado en el sitio
dnico Bam HI de pUC 8. Puesto que este plasmide recombinante
puede encontrarse en dos posibles configuraciones, utilizamos las
endonucleasas de restriccién Eco RI y Hinc 11 para diferenciar

entre eillas (figura # 8), ademas basandonos en su secuencia de

nucledtidos (30), incluimos para hacer las digegstiones del DNA de
este plasmido, otras enzimas diagntsticas como son Pst 1, Hind
11, Kpn | y Bam HI. Digerimaos 200 ng del plasmido, los anallza-

mos por electroforesis en gel y observamos los patrones de migra-
piﬁn (figura # 8). Determinamos gque nuestro plasmido posee la
orientacion B y confirmamos su identidad mediante la comparacién
de los patrones de restriccl6n esperados contra los observados
ttigura # 100, Una vez realizado ésto, crecimos la bacteria a
gran escala, obtgqiendo aproximadamente dos mg del plasmido, el
cual presentbd unamrelaciﬁn de la absorbancia de 260/280 nm > 1.7.
Este DNA fué susceptible de ser cortado con enzimas de restric-
cidn y marcado a una actividad especifica alta por el método de
"Nick Translation™ (fig # 3). Con este método la actividad espe-
cifica s factor dependliente de la pureza del plasmido por 1o que
el haber obtenido valores entre 1 y 4 X 1042 cpm/ug, nos indicéo

una buena calidad del plasmido en cuestioén.
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Flgura # 8. Patrones esperados de las dos posibles configuracio-
nes del plasmido pHPV-16 al ser digeridas con Hinc Il y Eco RI.
lLog diasgramas representan las posibles orientaciones de las se-
cuencias de pUC 8 con respecto a HPV-16 ¥y los sitios de reconcoci-
miento de las endonucleasas de restricciéon Eco RI y Hine 11. En
la parte inferior se cbservan los tamaros en pares de bases de
los fragmentos producidos por estas enzimas para cada una de las

dos posibles configuraciones.
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Figura # B. PATRONES ESPERADOS DE LAS DOS POSIBLES CONFIGU
RACIDNES DEL PLASMIDO pHPV—-16 AL SER DIGERIDAS
CON Hinc I1 Y Eco RI.
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Figura # 9. Andlisis del DNA de pHPV-16 por digestiones con enzi-
wag dae restiriccién y electroforesis en gel de agarosa. Cada una
de losg carriles posee 200 ng de DNA. En el primer carril se en-
cuentra el plasmido pHPV-16 sin digerir; observandose dos bandas,
una inferior que representa al plasmido en su estado superenro-
ltado, una banda superior que incluye princlpalmente a la forma
relajada. De los carriles dos al nueve se encuentra el plasmido
pHPV-16 digerido con varilas endonucleasas de restriccian. Mien-
tras gue en el gegundo se encuentra digerido con una enzima que
lo lineariza, del tercero al quinto ge encuentra digerido con
endonucleasas de regstriccidon que presentan dos sitios de corte.
El sexto, séptimo y noveno corresponden a cortes con enzimas que
poseen maltiples sitios de reconocimiento. En el octavo se pre-
senta una doble digestlién con las endonucleasas Bam HI y Pst I.
En el décimo carril se encuentra el plasmido pHPV-16-E1 digerido
con Ecg RIl, liberando el vector pUC 8 ¥y un inserto de HPV-16 de
600 pb. En el onceavo se observa al el plasmido pUC 18 lineari-
zado con la endonucleasa Pst 1I. Finalmente, en el ltimo carril
se aprecla el DNA del bacteriofago lambda digerido con la endonu-
cleasa de restricciéon Hind I11 (el cual nos sirve como marcador
de peso molecular, mostrandose los pesos moleculares correspon-

dientes en el extremo derecho).
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ANALISIS DEL. DNA DE pHPV—-16 POR DIGESTIONES CON
ENZIMAS DE RESTRICCION Y ELECTROFORESIS EN GEL

DE AGAROSA.

Figura # 9.



Figura # 10. Resumen de los patrones de restriccion del plasmido
pH?V=16‘ En &l diagrama se senalan log sitios de reconocimiento
de varias endonucleasas de restriccidtn y en la parte inferior se
encuentran los tama®os en pares de bases obtenlidos de la secuen-
cia de nucleotidos (patron esperado) y de los observados que se

incluyen en la figura # 9 (patron observado).
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Figura # 10.

RESUMEN DE LOS PATRONES DE RESTRICCION DEL
PLASMIDO pHPV—16.
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B. OBTENCION Y ANALISIS DEL DNA GENOMICO

Lebidao a la gran diversidad de métodos existentes para ais-

lar leucocitos de sangre periférica, decidimos comparar tres de

gllost el de Ficoll Hypaque (205), el de sedimentaci6n (136,251)
y gl de choque osmético (200D, {(Observar la figura # 4). Esta
comparacion la realizamos con 15 ml de sangre provenientes de

tres voluntarios. Dividimos la sangre en tres alicuotas (de 5 ml
c/u) ¥y procedimos a comparar la eficiencia de los tres métodos,
observando los valores presentes en la tabla # 6, comparamos los
resul tados medlante un analisis estadistico ANOVA y la compara-
cién maltiple de Newman-Keuls (Tabla # 7). Seleccionamos el me-
todo de sedimentacién ya que el de ficoll hypaque nos dio un ren-
dimiento muy bajo, en cambio el de choque osmdtico presento ren-
dimientos estadisticamente iguales al de sedimentacién, pero los
leucocitos obtenidos presentaban una cantlidad notable de hemoglo-
bina por lo que l|lo descartamos.

Ningurio de los tres métodos que evaluamos elimind la totali-
dad de los eritrocitos, por lo que utilizamos un lavado selectivo
(con una soluci6tn normalmente utilizada en el conteo de leucoci-
tos en trabajos clinicos), eliminando efectivamente los eritroci-
tos sin afectar a los leucocitos.

Una vez seleccionado el método gque nos dio mejores resulta-
dos en la purificacion de leucocitos procedimos a adaptar el mé-

todo de extraccion fenédlica de DNA, tanto con leucocitos como con

hcomogenizados de diversos tejidos (higado, placenta y cervico
uterino)l. Para evaluar la integridad y el peso molecular prome-
dio de nuestras muestras de DNA, realizamos electroforesis en

geles de agarosa al 0.6 %, comparamos su migracién con el del DNA
del bacteriofago lambda en forma integra (aproximadamente 439 Kpb)
y digerido <con la endonucleasa de restriccién Hind 111, el cual
es utilizado en forma rutinaria en nuestro laboratorio ya que nos
da un patrdn de restriccidén bien conocido. Las extracciones nos

permitieron obtener DNA de alto peso molecular (figura # 11) con

un pertil! de absorbancia como el que se observa en la figura 12.
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TABLA # &. PARAMETRAOS OBTENIDOS AL CONTAR LOS
1 EUCOCITOS OBTENIDOS POR TRES DIFE-
RENTES METODDS Y DE TRES DIFERENTES

INDIVIDUOS.
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TABLA # 7.

EVALUACION DE 1LOS TRES DIFERENTES
METODOS PARA LA PURIFICACION DE

LEUCOCITOS POR ELL ANALISIS DE VA-—
RIANZA Y LA COMPARACION MULTIPLE

DE NEWMAN-KEULS.

4
I Fuente Grados Suma r47Cuadradc
de de de F obs
Variacion Libertad Cuadrados Medio
Total 23 128302946
Tratamiento 2 10797559 5398779.5 55.77
Error 21 2032737 L7797
Fo.om ¢33z canr»™ 35.47
Comparacian Dif. SE q P qe Con. “
i
2 vs 1 1328.75 110 12.08 2 2,95 (Mg =/= M, |
I vs 1 1501, 25 110 13. 64 3 3.57 |[Mx =/= ™M,
3 vs 2 172.5 110 1.57 2 2,95 My === M
o 1)
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i de de de F obs
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Total aB 51030000
Tratamiento 2 40978000 2048900 ?.276
}
Error LT 1O0S2Z2000 218521.7
Fo.om ¢1sems qam®™  T.20
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TABLA # 7.

EVALUACION DE LOS TRES DIFERENTES
METODOS PARA LA PURIFICACION DE
LEUCOCITOS POR EL ANALISIS DE vA—
RIANZA Y LA COMPARACION MULTIPLE
DE NEWMAN-KEULS (CONTINUACION).

+
Fuente Grados Suma Cuadrado "l
oe ce de F obs |
'] Variacién Libertad Cuadradas Medio i
I
Total =4 42310000
Tratamiento 2 38429000 19214500 257.45
!
|
Error 52 881000 T4634. 56
Fo.om <13 ¢=s ¢masr® 3I.18
V4
'ﬂComparac ién “ D1f SE q P qe Con. |
¥ 3
| 2 vs 1 20137 61.8 I2.57 2 2.82 |Ma =/= M,
t
3 vs 1 - 1290. 6 HB8. 3 18.9 X 3.44 [Ny =/= M,
3 ve 2 724.34 &1.8 11.7 2 2.85 [Mx =/= Mz




Figura # 11, Comportamiento #lectroforético de DNAs gentémicos sin
digerir.
En el primer carril se colocé un ug de DNA de el bacteriofago

lambda sin digerir, en el segundo se observa el DNA de lambda

digerido con Hind 1]l como marcador de peso molecuiar. Del ter-
cero al doceavo se colocd wun ug de DNA extraido de diversas
fuentes, la 5 representa DNA extraido de sangre periférica, la A

DNA de tejidos cervicales sanos, la T DNA de tumor cervicouteri-
no, la P DNA de placenta y finalmente la H DNA de higado. En el
extremo izquierde se observan los tama¥os en kilo pares de bases

de los fragmentos del segundo carril.
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Figura # 11. COMPORTAMIENTO ELECTROFORETICD DE DNAs GENOMICOS
SIN DIGERIR.
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Figura # 1Zz. Pertil de absorbancia en el rango de luz ultravio-
letsa de una muestra de DNA. La gréfica'representa el espectro de
‘absorbancia de una muestra de DNA genémico desde 210 a 300 nm de
longitud de onda. Se utilizo un espectrofotémetro Beckman DU-50
con el programa denominado "Peak point™. Ei eje de las absisas

representa las unidades de absorbancia y en gl eje de las ordena-

das la longitud de onda. Los valores en la parte inferior repre-
sentan "Scan Speed", que corresponde a la velocidad en gque ge
realizd la lectura de las muestras. "Peak pick" representa el
pico maximo de absorbancia y el "Point pick" nos da la absorban-

cla a 230, 260 y 280 nm.
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Figura #

12. PERFIL DE ABSORBANCIA EN EL RANGO DE LUZ

ULTRAVIOLETA DE UNA MUESTRA DE DNA.
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Egta figura mnogs indlca que el plco maximo de absorbanclia se en-
cuentra en la regién de 260 nm, lo que significa que nuestra
muestra estad representada en su mayor parte por moléculas de DNA.
Debido a la gran cantidad de gqueratina que presentan las muestras
de cervix, incluimos Z-mercaptoetanocl en las incubaciones con la
proteinasa K, 1o cual nos ayud6 a disgregar el tejldo sin afec-
tarnos las muestras de DNA. Obtuvimos en promedio rendimientos de

d

1.6 ug de DNA por mg de tejido cervico uterino vy de 19.8 ug

DNA por m! de sangre, como se observa en la tabla # 8.

€. DETECCION DE GENES.

1, Evaluacion de métodos para detectar secuencias génicas.

Contrastamos }la sensibilidad de dos métodos cromogénicos y
del método radlactivo para detectar secuencias especificas de DNA
(ver figura # 5). Usamos sondas de biotina y revelamos con es-
treptavidina acoplada ya sea con fosfatasa alcalina o con peroxi-
dasa, este experimento se realizd con dilucicnes del plasmido
pHPV-16 digerido con Bam H] desde el equivalente a 1000 copias de
pHPV-16 por genoma haploide humano hasta 0.28 copias. Cuando
usamos sondas marcadas con radiactividad fuimos capaces de dete-
ctar 5 copias (130 pg) en solo 12 h de exposicitn, al exponerlo
por 24 h detectamos hasta 1 copia, es decir 26 pg de un genoma de
7.9 Kpb (figura # 13).

Cuando utilizamos al pladsmido pHPV-16 marcado con biotina
como sonda y revelamos con peroxidasa detectamos en el fango de
15 copias o sea el equivalente a 380 pg de un genoma de 7.9 Kpb
(figura # 14), En cambio al utilizar fosfatasa alcalina logramos
detectar niveles de 2.5 copia por genoma haploide humano, que
equivale a 65 pg de un genoma de 7.9 Kpb (figura # 15).

2. Presencia del genoma de HPV-16 en CacCu,

Técnica directa, Una vez que purlficamos el DNA de cada una

de las paclientes, por el método descrito en la metodologia, a-
plicamos 10 ug a membranas de nylon por el método de "Dot Blot"
rigura # 7. Frehibridizamos e hibridizamos el DNA que se encuen-

tra adherido a esta membrana de acuerdo con el protocolo descrito
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TABLA # B. RENDIMIENTO EN LA EXTRACCION DE DNA DE
TEJIDO CERVICAL Y SANGRE PERIFERICA DE
LGS PACIENTES ANALIZADOS.

=i — e e e e e e b et e e e = e
Fuente Rango Mamero Media Varianza
Tejido C.6-3.4
cervical (ug/mq) Z0 1.6 O.54
Sangre 10—-40
Venosa (ug/ml) 249 19.80 &8.0
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Figura # 13. Experimento para determinar los niveles inferiores
de deteccidn de la técnica de Southern usando *2P,

Se corrieron en un gel de agarosa diluciones del plasmido pHPV-16
digerido con Bam HI desde 17.5 ng (el equivalente a 500 copias
por cada 10O ug de genoma haploide) hasta 10 pg (0.28 copias) del
mismo plasmido, se utilizé la técnica de "Southern", hibridizan-
dolo con el plasmido pHPV-16 radiactivo, se lavd en 0.1X SS5C a
60°C por wuna hora y se expus6 en una placa por 12 h (fotografia
superior), se observa una banda en el carril # 8 (2.5 copias), el
equivalente a 65 pg de una banda de 7.9 Kpb. En la fotografia
inferior se muestra una exposicidn por 24 h logrando detectar una
banda en el carril # 9 (1 copia) el equivalente a 26 pg de un gen

de 7.9 kpb.
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Figura # 13. EXPERIMENTO PARA DETERMINAR LOS NIVELES INFE—
RIORES DE DETECCION DE LA TECNICA DE SOUTHERN
USANDO ==2p,
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Figura # l14. Experimento para determinar los niveles inferiores
de deteccitn de la técnica de Southern usando peroxidasa.

Se corrieron en un gel de agarosa diluciones del plasmido pHPV-16
digerido con Bam HI desde 35 ng, (el equivalente a 1000 copias
por cada 10 ug de genoma haploide) hasta B7.5 pg (2.5 copias), se
utilizd la técnica de "Southern”™, hibrizandolo con el plasmido
pHFV-16 marcadeo con biotina, se lavé en 0.1X SSC a 60°C por una
hora. Se observan sehnales claras al utilizar estreptavidina mar-
cada con peroxidasa, hasta el nivel de 15 copias o sea el equiva-

lente a 390 pgr de un gen de 7.9 Kpb.
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Figura # 14, EXPERIMENTO PARA DETERMINAR LOS NIVELES INFE—

RIORES DE DETECCION DE LA TECNICA DE SOUTHERN
USANDO FEROXIDASA.
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a2 # 15. Experimento para determinar los niveles inferiores

de detaceion de 1a téenica de Southern usando fosfatasa alcalina.
Se corrieron en un gel de agarcsa diluciones del plasmido pHPV-16
digerido con Bam HI desde 17.5 ng (el eguivalente a 500 copias

por cada 10 ug de genoma haploide) hasta 10 pg (0.28 copias), se
Utilizé la técnica de "Southern™ hibridizandeolo con el plasmido
ﬁHFV—16 marcado con biotina, se lavé en 0.1 X S5C a 60°C por una
hora. Se detectaron sefales claras por medio de estreptavidina
marcada con fosfatasa alcalina hasta el nive!l de 2.5 copias o sea

el equivalente a 65 pg de un gen de 7.9 Kpb.
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Figura # 15. EXPERIMENTO PARA DETERMINAR LOS NIVELES INFE—
RIORES DE DETECCION DE LA TECNICA DE SOUTHERMN
USANDO FOSFATASA ALCAL INA.
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para membranas de nylon y lavamos la membrana en 8SC 2 X a 860°C
por una h. For un defecto en el aparato vutilizade "manlfold®
danhamos la membrana en la reglion que comprende las lineas siete y
ocho, lo que ocasiono atrapamiento inespecifico de radiactividad,
apesar de que en dicha region no colocamos muestras (figura #
16), sin embargo cuandao lavamos la membrana en condiclones muy
eatrictas (65°C en SSC 0.1 X) eliminamos la mayor cantidad de
inespecificidad sin perder la especifica. Detectamos sefales
claramente distinguibles en las muestras TO, Ti, Ts, T7, T8, T1i0,
56, T13, Ti6, T17, NT4 y en una muestra de DNA obtenida de un
cond{ loma acuminado de la region vulvar de una mujer de 27 arRos.

Técnica _de Scuthern. Para poder aplicar la técnica de

Southern (239) a nuestras muestras de DNA, primeramente procedi-
mos a determinar la actividad de las endonucleasas de restriccion
utilizadas. Obtuvimos una digestién total del plasmido pBR322 al
incubar una h con la enzima Eco R! a 6 U por ug de DNA y con Pst
s 3 U/ug (observar figura # 17). Posteriormente probaﬁos la
actividad de ambas enzimas con DNA gendmico por medio de una ci-
neética (Figura 18), observando una digestitn total con 6 U/ug de
Eco Rl ¥ con 3 U/ug de Pst I, al incubar durante 12 h. Para evi-
tar digestiones parciales en las muestras de DNA genbtmico, deci-
dimos utilizar un exceso de enzima/ug de DNA (12 U/ug para Eco RI
y 10 U/ug para Pst ) por un tiempo excesivo (16 h). Puesto que
con esto a su vez se corre el rlesgo de potenciar la actividad de
endonucleasas o exonucleasas contaminantes, cada enzima fué pro-
bada, antes de ser utilizada con el DNA gentmico, con un plésmldo
que presenta un sitio de reconocimiento Gnico para dicha enzima
en cantidad excesiva con incubaciones prolongadas de varios dias.
Al hacer esto, en caso de que la enzima presente contaminacién
por algunas endanuclieasas o exonucleasas observariamos patrones
diferentes al esperado y/o un barrido, correspondiente a degrada-
cién del DNA. Sin embargo, no pudimos detectar este tipo de ac-
tividad contaminante en las enzimas probadas. Seleccionamos

nuestras mejores muestrag en base a la concentracitn obtenida

60



Figura # 16. Analisis de muestras de DNAs genGmicos por la téc-
nica de “Dot Blot™, Se aplicaron 10 ug de DNA en cada uno de los
gitios indicados a continuacion por medioc del aparato mostrado en
la figura # 7. Se hibridiz6 con el plasmido pHPV-16 marcado ra-
diactivamente siguiendo la metodologia descrita en la seccion de
métodos. La fotografia representa la autorradiografia del filltro
después de ser hibridizado y lavado en S5C 2X a 60°C por una ho-
ra.

En los sitios Al a L1, A3 a L3 y A5 a F5 se colocaron las mues-

tras de DNA de los tumores ginecolfgicos TO-T11, Ti12-T23 y TA-TF

respectivamente. En el sitio G5 se coloc6H el DNA de la muestra
cervical de la paciente con cervicitis inespecifica, en los sgi-
tio= HE a K5 el de algunos condilomas acuminados. Finalmente, se
coloco el DNA testigo, extraido de la sangre de cada una de lasg

paclientes, en los sitios A2 a L2, A4 a L4 y AG a L6, cada una
debajo de su muestra problema. Las senales de las lineas inferio-
rea (7 vy 8) daonde no se colocaron muestras, son el resultado de
artefactos producidos al maltratar el papel por la aplicacion
accidental de un exceso de presibtn por el aparato en esa region

del filtro.



Figura # 16.

ANALISIS DE MUESTRAS DE DNAS GENOMICOS POR
TECNICA DE "DOT BLOT".
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Figura # 17. Actividades de las endonucleasas de restriccion Eco
Rl ¥ Pst 1, determinadas por cinéticas enzimaticas. En cada ca-
rril se corrieron 200 ng del plasmido pBR322 que fué incubado con
diferentes U/ug de Eco R! (Figura superior) y Pst 1 (figura infe-

rior) por una h a 37°C.
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Figura # 17.

ACTIVIDADES DE LAS ENDONUCILEASAS DE RES—
TRICCION Eco RI Y Pst I DETERMINADAS FPOR
CINETICAS ENZIMATICAS.
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Filgura # 18. Cinédtica enzimatica con DNA genémico. En cada uno de
los ca

rriles se& colocod un ug de DNA extraido de placenta e incu-
bado en reacciones con diluciones seriadas de la endonucleasa de
restriccion Eco RI (cinco primeros carriles) y Pst | (del carril

siete al doce), por doce h a 37°C.



Figura # 18. CINETICA ENZIMATICA CON DNA GENOMICO.
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(m&ds de 50 ug), a su pureza (relaci6n 260/280 > 1.7) y a su inte-

gridad.
Alslamos DNA en cantidad y calidad aceptable de 30 muestras

cervicales, seis fueron de pacientes gue sufrierdn histerectomia
radical por padecer de relajJaciones pélvicas sin signos citolégi-
cos de anormal idad, tres del estadio |11, cuatro de cada uno de
los estadiosg | y IV, nueve del estadio lI, un caso de Ca epider-
micide de cGpula, uno de cervicitis inespecifica, uno de NIC [1]
y uno de Ca de vulva.

Digerimos 11 ug de cada una de las muestras. Antes de correr las
muestras en el gel de agarosa a transferir, verificamos la tota-
lidad de la digestion por medio del corrimiento de un ug de cada
una de ellas. Las muestras que presentaron digestién parcial
fueron descartadas. En cambio aquel las que fueron totalmente
digeridas se corrieron en un gel de agarosa (figura # 19) y se

transfirieron a membranas de nylon para ser hibridizadas con el

plasmido pHPV-16 marcado radiactivamente. Observamos en todas
los casos un fonde muy alto, repetimos estos experimentos en 4
ocasiones utilizando 5 filtros diferentes. Probamos diferentesg

condiciones de lavado, wvarias sondas con actividades especificas
diferentes pero los altos niveles de fondo no nos permitieron
obtener rTesultados confiables (figura # 20). Por el contrario al
sustituir los filtros de nylon por filtros de nitrocelulosa, ob-
tuvimos ahora sefales muy nitidas, con niveles de fondo muy ba-
jos, aun en condiciones de baja astringencia (figuras 21 a, b, c
y 22).

Los experimentos encaminados a detectar HPV-16 en las mues-
tras cervicales consistieron en transferir de un gel de agarosa a
filtros de nitrocelulosa (por la técnica de "Southern") 10 mues-
tras de DNA (10 wug de cada una) procedentes de tejido cervical,
10 ug de DNA de placenta y 10 ug de DNA de linfocitos (como tes-
tigos negativos) y el equivalente a 1, 10 y 100 coplas x genoma
hapleide del genoma de HPV-16 liberado del vector (como control
positivo y para cuantificar el nGmero de coplas). Los flltros ae

lavaron en dos condiciones diferentes. La primera, 50°C en S§5C
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Figura # 19. Perfil electroforético de los DNAs gentmicos digeri-
dos con Eco RI. Cada uno de los carriles posee 10 ug de DNA di-
geridos con la endonucleasa de restricci6tn Eco RI por 16 h, bajo
las condiciones adecuadas. En la parte superior de cada carril
se identifica el origen del DNA, que fué de tumor (T1 a T1i0), o
de placenta humana (P). La intensidad de las muestras se observa
homogénea y la digestion total se infiere, tanto por este crite-
rio como por la presencia de bandas de DNA repetitivo, laa cuales
no se aprecian en esta fotografia debido al contraste. En la par-
te izquierda se indica la posicion (en kilo pares de bases)

de las bandas obtenidas con el marcador de peso molecular (lambda

Hind I11).
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Figura # 1%9. PERFIL ELECTROFORETICO DE LOS DNAs GENOMICOS
DIGERIDOS CON Eco RI-.
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Figura # 20. Técnica de Southern para |la deteccién de HPV-16
practicads con membranas de nylon. Se incluyen muestras repre-
sentativas de los carriles donde se observd una posible sewal
positiva a! hibridizar el DNA de las muestras en filtros con el
plasmido pHPV-16 marcado radiactivamente. Los lavados se hicieron
en condiciones de baja concentracitn de sales (55C 0.1 X) a 65°C

por un periodo de dos h.
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Figura # 20. TECNICA DE SOUTHERN FARA LA DETECCION DE
HPV—-14 PRACTICADA CON MEMBRANAS DE NYLON.
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Figura # 21. Téenica de Southern para la deteccién de HPV-16 u-
sando membranas de nitrocelulosa y diferentes condiciones de la-
vado. Se analizaron: A.- Diez tumores cervicales (Ti1 a T10), B.-
‘Nueve tumores cervicales (T11-T21) y uno vulvar (TF) y C.- Diez
Imuestras de tejido cervical. La autorradiografia representa DNA
gendmico digerido con Eco Rl, analizado por la técnica de "Sou-
thern" usando una membrana de nitrocelulosa y el plasmido pHPV-16
marcado radiactivamente. En el panel izquierdo se muestra la
autorradiografia obtenida después de hibridizar a 42°C en presen-
cla de tormamida al 20 % por 16 h y lavar por una h en S5C 2 X a
50¢°C. En el panel derecho se observa la autorradiografia obte-
nida después de relavar el mismo filtro por una hora en SSC 0.1 X
a €¢°C, Cada filtro contiene el DNA de diez muestras problema
(10 ug de cada una) en los primeros carriles, las claves gque apa-
recen en la parte superior de cada carril los identifican y apa-
recen en la tabla # 9.

En cada experimento se encuentran ademas diez ug de DNA de: pla-
centa (P) en el onceavo carril, leucocitos (L) en el doceavo ¥y
del carril trece al quince DNA de esperma de saimtn mezclado con
cantidades variables de pHPV-16, el egquivalente a 1, 10 ¥y 100
copias por cada diez ug de DNA gentmico humano (35, 350 y 3,500
pg respectivamente). El pl&asmido fué preparado comoc se indica e

ilustra en las figuras 13 a 15 y sus respectivas leyendas.
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Figura # 21 A. TECNICA DE SOUTHERN FPARA LA DETECCION DE
HPV—16 USANDO MEMBRANAS DE NITROCELULOSA
Y DIFERENTES CONDICIONES DE LAVADO. ANA—
LISIS DE DIEZ TUMORES CERVICALES, T1 A T10.
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Figura # 21 B. TECNICA DE SOUTHERN PARA LA DETECCION DE
HFV—-146 USANDD MEMBRANAS DE NITROCELULOSA
Y DIFERENTES CONDICIONES DE LAVADO. ANA—
LISIS DE NUEVE TUMORES CERVICALES Y UNO
VULVAR.
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Figura # 21 C. TECNICA DE SOUTHERN PARA LA DETECCION DE
HPV—146 USANDO MEMBRANAS DE NITROCELULDSA
Y DIFERENTES CONDICIONES DE LAVADD. ANA—-
LISIS DE DIEZ MUESTRAS DE TEJIDO CERVICAL.
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Figurza # 22. Analisis por la técnica de Southern de los DNAs di-
geridos con Pst | positivos para HPV. Diez ug de ocho de las

muestras gue nos dieron sefal positiva fueron digeridas con la
endonucleasa de restriccidtn Pst | v analizadas por la técnica de
"Southernusando como sonda el DNA del plasmido pHPV—iS marcado
radiactivamente. También se incluye diez ug del DNA digerido con
la misma enzima de las muestras: S6 (la cual dio sewnal positiva
bara HPV-16 por la técnica de "Dot Blot"), DNA de leucocitos
(5S4, DNA de placenta (P); 1, &5, 10 y 50 copias de pHPV-16 por
cada 10 ug de genoma haploide humano. EI plasmido fué digerido
con la endonucleasa de restriccién Pst . LLa hibridizacion se
realizdé a 42°C en presencia de formamida al 20% por i h y el

filtro se lavf por una hora en S5C 2 X a 50°C.
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Figura # 22. ANALISIS POR LA TECNICA DE SOUTHERN DE LDOS DNAs
DIGERIDOS CON Pst I POSITIVOS PARA HPV.
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2X, para localizar secuenclas del DNA de HPV y la segunda{-60°c
en S5C 0.1 X, para detectar solo a HPV-16 (figura 21 a, b y c).
Detectamos secuencias de HPV en 11 de las 20 muestras (55%) al
utilizar condiciones de Thibridizacin ¥y lavado relajadas (tm-
40°Cy. Al relavar el migme flltro en condiciones severas (tm-
20°C) la se®Ral permanecif en seis muestras, 30 % de les 20 casos
de CacCU. Puesto que en estas condiciones de lavade son especifi-
cas para alta similitud consideramos que estas Nltimas serales
provienen unicamente del HPV-16 (tabla # 9).

Cuando analizamos los datos en relacion con el estadio de la
entermedad, encontramos que los tumores del primero presentaron
porcentajes mayores de HPV (3/4) comparados con los otros esta-
dios, aunque solo el 25% fué del tipo 16. Los tumores del segun-
do estadioc presentaron secuencias de HPV en seis de nueve mues-
tras, correspondiendo a el tipo 16, el 44 %, o sea cuatro de los
nueve casos, llegando a ser el estadio gque presentd mayor fre-
cuencia de HPV-16. En el estadio 11! el 33 % presentt secuencias
de HPV diferentes del tipo 16 y en el estadio |V encontramos se-
cuenclas especificas de HPV-16, en el 25% de los casos (figura #
23).

Por otro lado no pudimos detectar secuencias de HPV en el Ca
de vulva, tampoco los casos de Ca de chipula, ni en el de cervici-
tis. S5in embargo, detectamos secuencias de HPV en la biopsia de
NIC 111l y secuencias del tipo 16 en el 17% de las sels muestras

cervicales procedentes de pacientes sanas sin signos citolégicoes

de anormalidad <(ver la tabla # 9). El nimero de copias del wvi-
rus del papiloma varid desde menos de 1 hasta 10 copias x genoma
haploide. No encontramos correiacitn entre el estadio Yy el na-

mero de coplas (Tabla # 9).

De las muestras positivas, seleccionamos nueve, las digeri-
mos con Pst 1, las procesamos por la técnlca de "M"Scuthern®™, hi-
bridizando contera pHPV-16, y lavamos en 55C 2X a 50°C (ver figura
# 21). El tamamo de los fragmentos observados con ambas enzimas
se precenta en la tabla # 10. Observamos ademas en una muestra

de DNA extraida de sangre (56), positiva por el método de la gota
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TAB
MUESTRAS
1.— Tt
2.— T2
I.— T3
4.- Ta
S.- TS
6.— Téb
7.~ T7
8.— T8
9.— T9
10.— T10
11.— T11
12.— T1i2
13.—~ T1S
14.— Tié
15.—- T17
16.- Ti8
17.— T19
18.— T20
19.- T21
20.- TB
21.— TC
22.— TF
23.— NT4
24.— Al
25.— A2
26.— A3
27.- A4
28.— AS
29.- A&
30.— R1

LA # 9.

PACIENTE

MCRS
IEB
LMVT
GCM
MBB
MAGA
MIPR
MLTH
JBP
JARL
APP
MEMR
FLA
MSHM
PHML
JHE
SFR
BBA
EMM
AMM
CRG
MyMM
CRM
MSP
vBEG
OER
MRM
cLHM
MTS
MLZL

RESUMEN DE LAS CARACTERISTICAS DE LAS
MUESTRAS ANALIZADAS Y DE LOS RESULTADOS

OBTENIDOS.
EDAD ESTADIOS
AROS

59 CaCU IIB

34 CaCl cudpula.
60 CaCu IIB

&1 CaCu IB

&5 CaCu IA

15 CaCu 1IIIB
43 CaCu 1I1B

30 CaCu I11B

a3 CaCu IIIiA

= cCaCu 1V

48 CaCu 1IA

33 CaCu 1IB-1I1A
49 CaCu II-111IA
58 CaCuU I1I

54 caCuy IV

47 CaCu 11B

35 NIC I11I

54 CaCu! IIB

36 CaCu I1B

52 CaCu 111B—-1IV
73 CaCu 1V

45 Ca de Vulva.
48 CaCu IIB

53 Narmal.

38 Normal.

44 Normal.

39 Normal.

55 Normal.

43 Normal .

45 Cervicitis

TOTAL
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PAP I1LOMAVIRUS
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Figura # 23. Resumen gratico de los resultados obtenidos en la
deteccitn de HPV en las muestras cervicales. El eje de las orde-

nadas representa el porcentaje de muestras positivas, en el de

las absisas se muestran seis categorias, la primera representa
geig tejidos cervicales sanos. Los nameros romanos del [ al IV
representan los estadios de las muestras de CaCU. Se analizaron
cuatro muestras de los estadios | y IV, tres del estadio T[] ¥
nueve muestras del estadio I1. En la dltima columna se presentan
loa dates obtenidos de las 20 muestras de CaCU analizadas. La

altura total de la columna representa el porcentaje de secuencias
de HPV, la regi6n de rayas inclinadas representa las secuenclas
de HPV-16 y la regi6bn de cuadricula, secuencias de HPV que no

corresponden al tipo 16.
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PORCENTAJE DE CASOS POSITIVOS

Figura # 23. RESUMEN GRAFICO DE LOS RESUWL.TADOS OBTENIDOS EN
LA DETECCION DE HPV EN LAS MUESTRAS CERVICALES.
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geca (tigura # 16), una banda de 4 Kpb al sgser digerida con Pst I
(figura # 22 carril # 9).

En la muestra T1, procesada con la enzima Ecg RIl, observamos
una banda de aproximadamente 8.2 Kpb ¥y al cortarlia con la endonu-
cleasa Fst | observamos cuatro bandas, de las cuales al menos dos
(2.3 ¥y 2.0 Kpb) no concuerdan con el patron esperado. En la
muestra TS5 observamos tres bandas (15.3, 12 Yy 1 Kpbl. Al'dige-
rir esta muestra (T5) con Pst 1 encontramos un patron parecido al
de la muestra T1, mAs una banda de 3.5 Kpb. La muestra T7 es la
gues concuerda mas con el patron esperado para HPV-16 en forma
libre como eplisoma. Ubgervamos dos bandas de bajo peso molecular
(4.2 y 1 Kpb) en la muestra T8 digerida con Eco RIl, ademdas pre-
sentod dos bandags de bajo peso, 3.5 Kpb y 2.2 Kpb cuando fué pro-
cesada con la endonucleasa Pst I, de tales bandas ninguna con-
cuerda con el patron esperado para HPV-16 como episoma. La mues-
tra T 17 digerida con Eco Rl presento, cuatro bandas (16, 8.2, &
vy 1 kEpb) lo cuzl sale totalmente del patron esperado para la for-
ma libre del plasmido. Al ser digerida con Pst |, observamos un
patron de seils bandas con almenos tres diferentes a la esperadas.
Finaimente ia muestra NT4, presenta una sola banda al ser dige-
rida con Eco RI y cuatre bandas al digerirla con Bst | observando

al menos una banda mayor al patron observado (tabla # 10).
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DISCUSI10ON.

A. MARCAJE DE LA SONDA.

La produccion del plaasmido que utilizamos en las detecciones
génicas, fué realizada con una serie de metodos anteriormente
adaptados a nuestro laboratorio, obteniendo una cantidad y una

calidad del plasmido comparables a las rutinariamente obtenidas.

In

eleccionamos la estrategia que implica digestiones enzimaticas
inicas de pHPV-16 con Eco RI y con Hine 11, para verificar su
contfiguracion por gser la més sencilla ya que otras implicaban

dobles digestiones.

B. OBTENCION Y ANALIS1IS DEL DNA GENOMICO.

Encontramos una gran variedad de métodos para extraer leuco-
cltos de gsangre periférica, por lo que decidimos escoger entre
tres de ellos. Para realizap esta comparacién utilizamos la san-
gre proveniente de tres voluntarios. Puesto que ia cantidad de
leucocitos varia entre los individuos dependiendo del sexo, es-
tado de salud, etc., realizamos unicamente comparaciones internas
de los tres métodos en cada individuo, utilizando el analisis de
varianza ANOVA Y de la comparacion mialtiple de Newman-Kewls.

Encontramecs gque los mejJores métodos, en relaciétn al rendimiento,

fueron el de sedimentacidén y el de choque osmbético. El método de
ficoll hypagque nos dio 1 menor rendimiento posiblemente debido a
su selectividad por linfocitos. Con este método encontramos pér-

didas significativas de tres a cuatro veces en comparacidn con
los dos métodos restantes. En cambio, al analizar los rendimien-
tos obtenidos por los otros dos métodos, no encontramos diferen-
clas estadisticamente significativas entre ellos, a diferencia de
lo informado por Gautreau (B2) quien encontré pérdidas del 34%
can la técnica de sedimentacion y del 65% por la técnica de cho-
que osmotico (aungue como solucidon de sedimentacion &1 utilizo
plasmageil en lugar de dextran}. En nuestro analisis no realiza-
mos cuenta de leucocitos antes de iniciar la puriticacioéon, sin

embargo encontramos después de ella, wvalores de 4,000 a 6,000
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leucocitos por ul de sangre, lo que cae dentro del rango normal
que es de 4,500 a 11,000 leucocitos por ul de sangre. UOptamos
por utilizar =] método de gedimentacién ya que la pastilla obte-
nida por el método de choque osmd6tico presenta una cantidad alta
de hemoglobina en comparacion con el primero, la cual puede in-
terferir en las extracclones. Durante las extracciones fendlicas

de DNA decidimoes utilizar un agente reductor como es el 2 mercap-

r+

opetanol cuando procesamos las muestras cervicales ya que la alta
concentracion de gqueratina le contiere una consistencia dura di-
ficil de procesar. Este agente ha sido utilizado eficientemente
para extraer DNA de espermatozoldes (97) y se utiliza para impe-
dir la oxidacién del fenol (768). Su uso facilitd el procesamien-

to de las muestras sin afectarnos la calidad del DNA obtenido.

Debido a la dificultad intrinseca de tomar blopsias, el ta-
mano de las muestrazs varidé mucho por lo que en ocasiones las
muestras llegaron a ser tan pequefas 0 encontrarse con coagulos

de sangre, obligandonos a descartar algunas, asi mismo en algunas
ocasiones no pudimos obtener la cantidad de sangre adecuada, de-
bido tanto a preblemas en el estado del paciente como a problemas
de coagulacién de la sangre en las jeringas. El rendimiento de
DNA obtenido a partir de tejldo cervical fué de 1.6 ug de DN por
mg de tejido (observar tabla # 8), tal rendimiento lo considera-
mos aceptable ya que Davies obtuvo rendimientos de 1 ug de DNA
por mg de vello corionico (84), Iversen obtuvo rendimientos de
2.8 ug de DNA por mg de higado (98) y Seto E. informa haber obte-
"nido de 0.1 a 8 ug de DNA por mg de tejido infiltrado en parafina
(89) ., Nuestros rendimientos obtenidos, durante la extracciones
de DNA apartir de sangre periférica, fueron de 18.8 ug de DNA por
ml de =sangre (ver tabla # B8). Estos valores son inferiores a los
presentados por Gautreau que son de 20-50 ug de DNA por mi de
sangre (B2) y son superiores a las informadas por Gatti que occi-

lan de cuatro a seis ug de DNA por ml de sangre (92).



Cix DETECCION DE GENES.

1, Evaluacion de métodos para detectar secuencias génicas.

Nos propusimos evaluar la sensibilidad de la deteccifn auto-
radiograrica y compararla con dos detecclones cromogénicas.
Al realizar la deteccitin con *2P usando una membrana de nitroce-
lulosa en la que se transfirieron concentraciones decrecientes de
plasmido, pudimos detectar hasta 130 pg en solamente 12 h de ex-
posicion, y hasta 26 pg en 24 h de exposiciodn. Exposiciones pro-
longadas nos permitieron observar niveles inferiores, pero en
este caso el carril con 500 copias ros dio sefales tan fuerte que
causaban el opacamiento de las mas débiles (resultados no mostra-
do=y. Al realizar el mismo experimento con una sonda marcada con
biotina y detectada <con estreptavidina acoplada a peroxidasa,
obsecvamos niveles de 380 pg (figura # 14). En cambio, al utili-
zar estreptavidina marcada con fosfatasa alcalina detectamos ni-
veles de 65 pg (figura # 15), esto seria equivalente a mAds de 12
h de exposicidtn con una soﬁda radiactiva. Estos niveles de sen-
sibilidad 3on bajos si consideramos la informacibtn proporcionada
por la casa comercial. El proveedor indica la posibilidad de de-
tectar de 10 a 20 pg de DNA usando estreptavidina marcada con
peroxidasa (88) y 0.25 pg usando fosfatasa alcalina (80). Leary
en 1983, realizd varias pruebas para determinar la sensibilidad
de un sistema de deteccién usando sondas marcadas con biotina y
revelando ya sea con estreptavidina acoplada con peroxidasa o con
fosfatasa alcalina. Detecttd menos de 100 pg con peroxidasa y de
20 a 30 pg con fosfatasa alcalina, sin embargo al utilizar un
polimero de estreptavidina acoplada a fosfatasa alcalina pudo
detectar niveles de hasta 1 a 2 pg (100). Puesto gque nosotros
utilizamos un conjugado comercial (Blue gene) esperariamos detec-
tar niveles iguales, sin embargo nunca alcanzamos tales niveles
de deteccifn. Por otra parte varios autores han utilizado el DNA
del bacteriofago M13 como vector de c¢lonacidtn, de las secuencias
gue van a ser usadas como sonda, esto les permite marcar la tota-
l1idad del bacteriofago con biotina mientras que la secuencia bus-

cada permanece de cadena sencilla, de esta forma se ha podido
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aumentar la sensibilidad de la prueba, permitiendo detectar genes
de copia sencilla en DNA gentmico (101-102).

Debido a los riesgos que implica trabajar con material radiacti-
vo, su vida media corta (2 semanas), los altos costos, la difi-
spultad paras conseguirla y el equipo costoso necesario para las
mediciones, la wutilizacién de métodos colorimétricos es una muy
buena alternativa. Medliante estos métodos cromogénicos bodriamos
evitar los peligros arriba mencionados, adem&s de poder utilizar
lag s2ondas marcadas con biotina por periodos de un ano (80).

2. Presencia del genoma de HPV-16 en CaCuU.

Técnica directa. Una vez purificadas las muestras decidimos

valuar un método directo como lo es el de "Dogt Blot". Reallza-

W

e
m esta técnica con membranas de Nylon, probamos diferentes con-

jm]
n

diciones de lavado hasta seleccionar el lavado de SS5C 0.1 X y SDS
al 0.5 % a 65°C lo que nos permitio obtener serRales en esta mem-
brana de nylon claramente distinguibles del atrapamiento inespe-
2i1flco de radiactividad. Mediante esta técnica fuimos capaces de
detectar secuencias de HPV-16 en siete muestras. Ademas detecta-
mos secuencias de HPV-16 en tres muestras que presentaban degra-
dacidn parcial (TOC, T13 y C5) lo que nos abre la posibilidad de
detectar secuencias génicas aiin en aquellas muestras gque no pue-
den ser examinadas por una técnica como la de "Southern®. Obser-
vamos una sernal tenue en la muestra T10 unicamente cuando utili-
zamos la técnica de "Dot blot™. Esto puede deherse a niveles de
deteccidédn mayores que los obfenidos por la técnica de "Southern"
como ha sido informado por Amorese (103), aungue no podemos des-
cartar ]la posibilidad de una senal falso-positivo. No fuimos
capaces de detectar secuencias de HPY diferentes a las del tipo
16 debido a que esta membrana de nylon requiere condiciones de
lavado muy severas (58C 0.1 X a 65°C) para poder eliminar la
inespeciticidad y en estag condiciones no ocurren hibridizaciones
ilegitimas que permiten detectar secuenclas relaclionadas con
HFV-16. Sin embargo existe la posibilidad de detectar secuencias
que comparten similitud utilizando membranas de nitrocelulosa por

la técnica de "Dot blot"™ (89).
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Técnlca de Southern. Al realizar las detecclones por la

técnica de Southern con membranas de Nylon obtuvimos altos nive-
les de fondo. Esta Iinespecificidad permanecio aun con bloqueo
exaustivo (con albidmina sérica bovina y DNA de esperma de salmén
a muy altas concentraciones) y condiciones de lavado muy fuertes
(65°C v condiciones de baja concentraciotn de sales, S5C C.1X).
En aigunos trabajos publicados se muestran niveles de fondo muy
altos al utilizar estas membranas (37, 92), sin embhargo las casas
comerciales las conslideran de una calidad superior ya que permi-
ten su reutilizaci6én, debido a que son practicamente indestructi-
bles (104, 105)., Esta cantidad de fondo posibiemente se deba a
las cargas positivas que presentan en comparacidn a otras membra-
nag neutras (nitrocelulosa). Recientemente se publico la utiliza-
citn de leche descremada en polvo en lugar de B5A para bloguear
mas eficientemente la membrana de nylon (105), ademas se pueden
utilizar concentraciones de sonda muy bajas (menores de 10 cpm-
por ml de soluciény, todo esto con el propdsito de disminuir la
seval de fondo. Por otro lado al utilizar membranas de nitroce-
luiosa obtuvimos serales muy nitidas y la sehal de fondo se re-
dujo drasticamente (fig 21 a, b, c y 22).

Letectamos secuencias de HPV en 11 muestras de CaCU, de las

cuales seis corresponden al tipo 16, el 30% de los 20 casos de
CacCu. Estos resultados concuerdan c¢on los presentados en los
trabajos realizados en EU (33, 34, 39, 42) los de la ciudad de

México (46) y los de algunas otras partes como Japon (43-44),
Kenya y Brasil (35) e Inglaterra (37). Asi mismo la incidencia de
HPV en CacClU en los pacientes que estudiamos es relativamente mas
baja que los porcentajes encontrados en estudios realizados en
[talia (49), Inglaterra (36, 409, Panama (47) Yy Brasil (45).
Lebide a que encontramos secuenclas diferentes al tipo i6 en 5 de
las 20 (25 %) muestras de CaCl, no descartamos la pesibilidad de
la existencia de otros tipos de papiloma virus, como serian los

HPV de los tipos 18, 31 y 35.
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El numeroc de coplas del genoma viral detectado varit de me-
nos de 1 hasta 10 copias por genoma haploide. Estos rangos sge
gncusntean dentro de lo informado, aunque el nimero de copias
encontrado fué menor que el detectado por algunos avtores (49,
26, 43) y mayor que el informado por Fukushima (38).

Durante ia deteccion rapida por el métode de "Dot Blot", detecta-
mos una sernal débil en la muestra correspondiente a los leucoci-
tos de la paciente nimero seis, por lo gque decidimos cortar el
DNA proveniente de esta muestra con la endonucleasa Pst [, detec-
tando una banda de aproximadamente 3.9 Kph. Al revisar el esta-
dio de la paciente encontramos que correspondia a un estadio 111
B, lo que indica un estadio muy avanzado con expansitn de la en-
tfermedad.

En la literatura no encontramos trabajos en donde hayan buscado
secuencias de HPV en muestras de sangre de pacientes con CaCl, en
nuestro caso el namero de copias por celula fué relativamente
bajo, lo gque significa que solo algunas células poseen el DNA de
HPV-16 ¥ que solo un pequero fragmento de menos de 4 Kpb esta
involucrado. Hasta la fecha no podemos explicarnos este fenome-
no, aunque consideramos que pueda ser importante.

En el resumen presentado en la tabla # 10 encontramog un patron
de bandas diferentes al esperado para HPV-16, lo que se puede ex-
plicar mediante polimorfismos, integracion en el DNA genbmico ¥
presencia de un tipo diferente de HPV.

La principal demostracidn de que este virus es del tipo 16 fué
aportada al lavar la membrana en S5C 0.1 X a 60°C por una hora,
ya qgue estas condlciones son lo suficientemente estrictas para
permitir que solo aquellas secuencias que estan completamente
apareadas permanezcan mientras que aquellas gque presenten so6lo

complementaridad parcial sean eliminadas. En nuestro caso, al
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lavar las membranas en tales condiciones obtuvimos sefales claras
con las muestras TL1,T5, T7, T8, T17, NT4 vy A3. Descartamos Ia
posibilidad de digestiones parciales en las muestras positivas
para HPV-16 ya que de ser asi ge pregsentarian bandas corraspon-
dientez a lag formas relajadas y superenrolladas. La muestra T7
es la que concuerda mas con el patron esperado para HPV-16 comn
eplesoma . El resto de las muestras presentan bandas de tamaros
diferentes a los esperados para HPV-16 en forma libre lo que nos
hace pensar en la posibilidad de una integracién de HPV-16 en el
genoma de las muestras TS5, T8, T17, NT4 de acuerdo c¢on lo infor-
made por algunos autores (36, 38, 41, 45, 49) y la no integracién
en las muestras Ti1, T7, como es el caso de otros estudios reall-
zados (26, 28, 43, 53) sin embargo, no podemos descartar la exis-

tencia de polimorfismos.
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la culminacion de este trabajlo logramos cumpllr satisfacto-

riamante con los objetivos propuestos al inicio del trabajo.

a3

Implementamos y adaptamos en nuestro laboratorio las metodo-
logiase que permiten detectar la presencia de genes indivi-
duales dentro de los cientos de miles que constituyen el
genoma humano.

Encontramos que la técnica radiactiva, para detectar secuen-
cias génicas, es mas sensible que las coloriméticas. Sin
embargo obtuvimos gsuficiente sensibilidad por medio de son-
das biotiniladas, como para detectar secuenclasg Gnicas en el
genoma humano & costos menores y tiempos mas cortos. El uso
de este tipo de sondas no radiactivas evitard ademdas los
riesgo asociados al manejo de radiolisétopos, lo que permi-
tira que cualqﬁier persona sin mucho adiestramiento realize
22to3s métodos facilmente.

Detectamos secuencias de HPV en 11 de los 20 casos de CaCuU,
en una lesion preneoplasica (NIC [11), en un tejido cervical
sano y en una muestra de sangre de una paciente con CacCU.
Logramos distinguir las sefales especificas para HPV-16 por
medio de lavados selectivos en seis de los casos de CaCU.
Caracterizamos las muestras positivas a HPV-16 mediante cor-
te con las endonucleasas de restriccitn Eco Ri y Pst | en-
contrando una alta heterogeneidad en las bandas observadas.
Estas observaciones nos sugieren la posible integracié6n de
HPV-16 en el DNA gendmico de al menos algunas muestras de

CaCu.



CONTRIBUCIONES Y PERSFECTIVAS.

Los logros mas importantes del presente trabzjo son los si-
guientes:

1. Demostramos nuestra hipétesis de trabajo al detectar la pre-
sencia del genoma del virus del papiloma humano en un buen
namero (54 %) de las muestras de cancer cervicouterino de
los pacientes analizados.

= Aplicamos por primera vez en el Norte del Pais las metodolo-
gias para la deteccitn de genes individuales, presentes va
sea como componentes naturales o como agentes invasores den-
tro de los cientos de miles que constituyen el genoma huma-
1o,

El primero de estos logros repondio a nuestro deseo de cono-
cer mejor el papel real y la importancia que tiene el virus del
papliloma humano como factor predisponente en el desarrollo del
cancer cervicouterino en mujeres de nuestra comunidad.

Ei gsegundo esta relacionado con la c¢constante bisgqueda de
nueves y mas poderosos métodos de laboratorio que permitan diag-
nosticar oportunamente y prevenir enfermedades genéticas e infec-
ciosas,.

Fara asegurar el éxito de los anteriores logros fué necesa-
rio alcanzar una serie de metas, que en conjunto representan sin
lugar a dudas un esfuerzo plionero en el Area del diagnésticec ¥y
prevencion del cancer en el Noreste del Pais,

El poder aislar DNA de células humanas de alto peso molecu-
lar ¥ detectar en este material secuencias génicas correspondien-
tes a genes individuales o a agentes infecciosos, abre a su vez
una enorme variedad de posibilidades.

Nuestro trabajo con el virus del papiloma humano sirve de
pauta para iniciar otros estudios similares, tendientes al diag-
nostico oportune ¥y prevencion de padecimientos asociados a genes
defectuosos (errores innatos del metabolismo v otras enfermedades
hereditarias monogénicas ya sea autosémicas, como es el caso de

la fibrosis quistica (107), o ligadas al sexo como ocurre con la
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distrofia muscular (108)). Asi mismo y de manera analocga a nues-
tro estudio ahora estamos en posibilidad de diagnosticar la pre-
eencla de agentes Infecciosos tales como el virus de la hepatitis
(109), el virus del Herpesg simple, el virus deil sindrome de Ia
Inmunodeficiencia adquirida, micoplasmas, entre otros (110-111).

Estos metodos puede utilizarse ademas como herramienta fo-
rense ya que nos permite detectar patrones geneticos ("finger
print”) gque son caracteristicos para cada individuo de la pobla-
cion o que tlene grandes aplicaciones para aclarar paternidad,
confirmar la identidad de asesinos, verificar parentezco en caso
de inmigracion, etc (112).

Las técnlicas que adaptamos a nuestro laboratorio tiene tam-
bién aplicaciones en la sistematica, ya <que considerando a las
egpecies como poblaciones definidas, es posible encontrar poli-
morfismos gque nos diferencien entre cada una de ellas.

Con este trabajo iniciamos una linea de investigaciétn enca-
minada a estudiar la relacién entre el CaCU y el papiloma virus
humano, abriendonos la posiblidad de detectar portadores de este
virus aian antes de que se presente la enfermedad, lo que tiene
aplicacidon preventiva. Ademas nos permite formular una serie de
preguntas que en un momento dado se tomarian como directrices de
investigaciones futuras & Qué otros tipos de papiloma virus se
encuentran en las muestras analizadas?, ZExisten tipos de papilo-
mavirus que sean endémicos de nuestra raza y poblacidén? <4Qué por-
centaje de pacientes con displasias presentan este tipo de wvirus
y como progresan? {Podria este tipo de and&lisis utilizarse como
examen diagnoéstico?, <¢Qué sectores de la poblacibtn son los mAas

afectados por este wvirus?.
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