er

v UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA.DE. MEXICO

FACULTAD DE ClENClAB X AT
.‘.’,lws'..

IDENTIFICACION DE LOS DIFERENTES TIPOS
DEL VIRUS DEL PAPILOMA HUMANO
(HPVs 6, 11, 16 Y 18) Y EXPRESION DE
ONCOGENES EN LESIONES BENIGNAS Y

PRECANCEROSAS DE LA REGION
GENITAL EN UNA MUESTRA DE
LA POBLACION MEXICANA

T E S I S

QUE PARA OPTAR POR EL TITULO DE
B I O L O G O

p R E 8 E N T A N

RAFAEL CAMACHO CARRANZA
TANIA CARREON VALENCIA

Abril de 1988



pr—

%‘g Universidad Nacional
:‘\-A

2%  Auténoma de México
UNAM

UNAM — Direccién General de Bibliotecas Tesis
Digitales Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADOS © PROHIBIDA
SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta
protegido por la Ley Federal del Derecho de
Autor (LFDA) de los Estados Unidos
Mexicanos (México).

El uso de imégenes, fragmentos de videos, y
demas material que sea objeto de proteccion
de los derechos de autor, sera exclusivamente
para fines educativos e informativos y debera
citar la fuente donde la obtuvo mencionando el
autor o autores. Cualquier uso distinto como el
lucro, reproduccién, edicion o modificacion,
sera perseguido y sancionado por el respectivo
titular de los Derechos de Autor.



INDICE

pagina

1) RESUMEN )
2) INTRODUCCION L}
2.1) Origen y wvolucidn del cincer husano ‘ 4
2.2) Desarrollo del chncer cérvico-uterino 10
3) ASPECTOS PARTICULARES ‘ 18
3.1) Aspectos epidemioldgicos 10
3.2) Etiologla de la enfersedad 20
3.3) Aspectos molecul ares 27
3.3.1) Clasificacion del virus del papiloms 2

3.3.2) Estructura del genosa del virus del
papiloma . 31
3.3.3) Interaccidn virus-hospedéro 33
3.3.4) Estructura del oncogen gyg 38
4) 0OBJETIVOS L]
3) MATERIAL Y METODOS 42
5.1) Obtencidn de Blopsus 42
5.2) Transformacién bacteriana , 42

S.2.1) Madio de cultivo . 43



S5.4)

3.9
5.6)
5.7
5.8

3.7

5.2.2) Preparacidn de células competentes
5.2.3) Transformacidn
Purificacion de plasmidos a gran escala

5.3.1) Crecimiento de bacterias y amplificacion
de plasmidos

5.3.2) Extraccibdbn de plasmidos
5.3.3) Gradiente de cloruro de cesio
Extraccidn de Adcidos nucleicos de condilomas

S.4.1) Purificacidn de dcidos nucleicos de las
células de los pacientes

5.4.2) Separacidn de RNA y DNA

Cuantificacidn de dcidos nucleicos
Electroforesis de Acidos nucleicos
Desinsercidn de las sondas a partir del vector
Digestidn con endonucleasas de restriccion
Hibridacién en punto y Southern

5.9.1) Hibridacitn en punto

8.9.2) Hibridacidn tipo Southern

5.9.3) Marcaje de las sondas

S5.9.4) Condiciones de hibridacion

5.9.3) Detecciédn del DNA biotinil ado en
nitrocelulosa

5.9.6) Sintesis del polimero de blotlna—
fosfatasa alcalina

5.9.7) Autorradiografia

6) RESULTADDS

6.1)

Hibridacién en punto con HPVs &, 11, 16 y 1B
6.1.1) Hibridacidn para DNA

6.1.,2) Hibridacidn para RNA

45
44

47

47
48

49

s1
s1
52
52
53
54
54
55
ss

59
59

61
-3
61
69



6.2) Hibridaciétn tipo Southern con HPVs 6, 11, 16
y 16

6.2.1) Southern de filtros con muestras snsayadas
por hibridacidn en punto

6.2.2) Southern con muestras no probadas por
hibridacidn en punto

6.3) Hibridaciédn tipo Southern con el oncogen ayg

6.4) Hibridacidn cruzada con HWPVs 6, 11, 16 y 18

7) DISCUSION

8) APENDICES

8.1) Calculo del Tm

B8.2) Calculo del Cot 1/2

9) BIBLIOGRAFIA

71

72

74
76
76

76

86
a7



1) REBUMEN

El cincer de cuello uterino (CaCu), debido a su alta
incidencia, constituye un problema de salud pablical adesds de
ocupar el segundo lugar en frecuencia de los clnceres que padece

1a sujer sexicana.

Actualeente se considera que el -cnt.:u evoluciona a partir de
lesiones precancerosas -neoplasia intraepitelial cervical (NIC)-
de las células epiteliales del cuello uterino, vy éstas a su vez
del condiloma plano atipico, que en conjunto se consideran una
missa enfermedad que se presenta como una secuencia de cambios
morfoldgicos con diversos estadios. Todas estas lesiones se
pressntan en sujeres que han tenido mGltiples parejas saxuales y
han iniciadoc a teeprana wdad la vida sewual. Esto sugiere
clarasente que algin agente infeccioso esta involucrado en la
stiologia de 1la enferssdad. Maltiples estudios han encontrado
fusrtes wevidencias a favor del virus del papiloms husano (HPV)
como agente causal. Actualeente se conocen unos 42 tipos
diferentes de HPV de acuerdo a su secuancia de nucledtidos, vy
principalmente cuatro se han encontrado asociados a los tusores
de 1a regitn genital. Los tipos 6 y 11 han sido encontrados en
los tusores benignos (condilomas acuminado y planeo, NIC I y NIC
I1), con su DNA en estado episomsl © no integrado al gencea del

hudsped} wmientras que los tipos 16 y 18 en las lesiones ads



avanzadas (condiloma plano atipico, NIC III y CaCu), generalmente
con su DNA integrado al de su hospedero. Actualmsente existe
controversia sobre el porcentaje de condilomas planos que
evolucionan a NIC y CaCuj} aunque en algunos estudios prospectivos
se ha encontrado que las lesiones que presentan los tipos 16 y 18

son las que mis frecuentemente progresan a salignidad.

Por otra parte, en paises desarrollados se han encontrado
variaciones en 108 tipos virales presentes en diferentes regiones
geogrificas del sundo, por lo que no es posible extrapolar estos
hallazgos tan ficilmente a la poblacidn mexicana, que presenta
caracteristicas socioculturales difereantes. En este estudio, se
determind la incidencia de los tipos 6, 11, 16 y 18 del virus del
papi loma humano en !'cnonos benignas y precancerosas de la regidn
genital, en pacientes de dos instituciones hospitalarias de 1a

Ciudad de México.

Para lograr 1o anterior, se realizaron ansayos de
hibridacidn en punto con el DNA de S8 muestras, utilizando sondas
marcadas con biotina o con o -C*{PIJATP. Para determinar 1la
expresidon del virus, se llevaron a cabo ensayos de hibridacidn en
punto, utilizando el RNA extraido de estas suestras. Asisisso, se
realizaron ensayos de hibridacidn tipo Southern para determinar

el estado fisico del DNA viral en la célula hudsped.

Estudios previos han demostrado que ®1 oncogen c-gpyc se
encuentra amplificado en estados avanzados de la enfermedad,

siendo de esperarse no detectar esta amplificacién en lesiones



previas. Asi, se realizaron estudios para determinar la posible

activacion de este oncogen utilizando su DNA como sonda.

Los resultados encontrados demuestran una predominancia de
HPV 6, seguido de HPV 11 y 168, en las suestras estudiadas. Las
incidencias encontradas para los dos priseros tipos concuerdan
ton 1o reportado para otros paises, asientras que el daltiso
presenta una frecuencia elevada, sobre todo en los casos de
hombres. Asimisao, en estos Gltimos se encontrd una wsayor
frecuencia de infeccidn maltiple. La presencia de estos tipos
virales coincide con la deteccidn de actividad viral en la

sayoria de los casos estudiados.

Las muestras snsayadas por Bouthern desmuestran la presencia
del DNA viral en un estado fisico no integrado, 1o que concuerda
con lo reportado para este tipo de lesiones. Adends, se
encontraron modificaciones en la secuencia de nucledtidos del DNA
de los vtru’ encontrados, como 10 demuestra la pérdida de sitios
de restriccidn. Por otra parte, no se encontrd asplificacién del

oncogen C-pyg, detectable por el ansayo utilizado.

Finalmente, se discuten las implicaciones del empleo de estas

técnica, en la deteccidn twrmu del CaCu.



2) INTRODUCCION.

2.1) Origen y evolucitn del cincer huasno.

De acuerdo con Willis (1948), un tusor se puede definir como
una sasa anorsal de tejido con un crecisiento excesivo y poco
coordinado, Yy que persanece de esta sanara, atn despubs de cesar
el estimulo que provocd el cambio. 8in esbargo, estudios
posteriores han perajitido probar qua el cincer, =sds que un
fonteeno de desorganizacidn, en realidad constituye un proceseo
con alto grado de coordinacitn en el que las células adquieren
una serie de capacidades diferentes a las de las células norsales

(Rensberger 1984).

 Los primeros estudios scbre cincer se realizaron durante el
siglo XIX, en que un grupo de investigadores cbservd que el
chncer husano parecia a-ociadoau mposicidn ocupacional a
cospuestos quisicos. Estudios realizados a principios de este
siglo pereitieron la identificecion de algunos compuestos
carcinoginicos. 8in esbargo, 1a naturaleza del cincer husano ee
cosenzd a coﬁrm hasta 1os ahos 208 al inducir tusores per
compuestos quisicos, en la piel de rosdores (Pitot 1982). Estes
estudios peraitioron cosprender que el cincer es un process
sultifactorial, basado en la essrgencia sucesiva de variss

subclonas que sustituysn a su predecesora (Klein y Klein 1908).



Ast, generalmente se reconocen tres etapas wn el desarrollo
de la enfermedads iniciacidn, promocidn y progresidn, a las que

nos referiremos a continuacidn,

La iniciacién es una etapa en que un agente produce dafo
directo al DNA y predisponm a la célula a una transformsacidn
necpl Asica (Rensberger 1964). Se considera que &sta es una etapa
irreversible (Pitot 1982). En este estado inicial, las células
son probablemente atn sensibles a las ssffales hormsohales de
diferenciacidn, por 10 que pusden no desarrollar el ceracter
tumoral {(Rensberger 1984).

En la ssgunda etapa, que es la de promocidbn, otro agente
provoca un daho tal al DNA, que permite la msanifestacitn del
efecto iniciador, con 1la consecuentes diferenciacion celulsr
(Hanaia et al. 1985). Esta etapa, que es esancialsente reversible
se considera afectada por la dieta, horsonas y otros factores

ambientales (Pitot 1982).

La tercera etapa es la denominada por Foulds (1969) como
progresidn. En ésta, algunas chélulas tusorales se internan en los
vasos sanguineos o 1inflticos, tnnlport—lndm a otros tejidoss
esto provoca el desarrollo tumoral en ellos (metdstasis) y

usualeente la muerte del individuo (Nicolson 19682).

La existencia de pasos en la evolucién del céncer, ha sido

confirmada por anAlisis estadisticos de curvas edad-incidenci a,



que sugieren Jla existencia de cambios sucesivos de tipo
mutacional en diferentes tipos de chncer (Klein y Klein 1983).
Adesds, ciertos fendbmenos han sido consistentemente cbservados,
como sont propensién de ciertos individuos a desarrollar cincer
que se sanifiesta como una caracteristica sendeliana (Bishop
19687)} asisisac se ha observado dafio crososdaico en células
cancerosas (Rowley 1984), correlacitn sntre la deficiencia en los
mecanismos de reparacidn del DNA y la propensidn al clncer
(Hanawalt y Sarasin 1986) y la relacidn entre sustancias quimicas
capaces de inferir dafho -u‘tlgln!co con su potencial carcinogbnico
(Ames 1979). 8in esbargo no todos los cinceres son producidos
por compuestos ﬁul-lcm. algunos son el resultado de nmic'wn a
radiaciones (Kohn y Fry 1984)] también se piensa que algunos
tipos de clncer se originan por rearreglos de los genes en los
crososomas (translocaciones) (Yunis y Soreng 19684)) asimsismso
existen evidencias del papel de los virus como causa del cancer

husano (Aaronson 1963).

Todas estas observaciones sugieren una alteracitn a nivel
gendtico, que daria como resultado una pérdida en las seftales de
regulacion de la divisidn y diferenciacidn celular. 8in esbergo,
fue hasta el descubrimiento de los oncogenes que fue posible
unificar estas observaciones, en una teoria capaz de explicer un

mecaniseo eolecular para el origen del cincer y su coaportesiento

-

gendtico.

Se considera que el desarrollo de un cincer es el resultedo



de una activacidn anormal de proto-oncogenes, que Son Qenes
celulares potencialmente transformantes (Willecke y Schafer
1984). Durante el desarrollo normal de una célula, los proto-
oncogenes desempeian papeles clave en su regulacion (Kelly 1986).
Durante las diferentes etapas de] desarrollo de un clncer, pusden
ocurrir alteraciones en varios proto-oncogenes, cuya combinacidn

da como resultado un fenotipo maligno (Bishop 19683a).

El descubrimiento y conocimiento del ciclo de vida de los
retrovirus ha persitido identificar a los genss celulares que
participan en la transformacidn neoplbésica. El1 RNA de una sola
thebra del genoma viral, ‘se transcribe en DNA por la enzima
reverso-transcriptasa. El DNA viral se integra en el DNA
cromosomal y la célula hudsped utiliza su propia maquinaria para
exprasar los geres virales (Bishop 1983b). Aqui, pusden
prnlcngars. dos posibilidades. En primer lugar, dadao que la
integracidn del DNA viral ss potencialmente nmutaghnica, puede
haber dafic directo a los genes celulares, lo que influye sobre su
mpresion, 1levandolos a ser raeguladas por los elementos
regul atorios del genoma viral. La otra posibilidad es que la
recombinacién entre los genomas retroviral y celular, implanten
genas de este Qltimo en el primero, y esta nusva combinacidn sea
oncogbnica (Bishop 1987). Ademhs, ambos fenbémenos han sido

abservados también de manera conjunta (Miles y Robinson 198%).

Actualmente se conocen al menos 19 diferentes oncogenes

retraovirales (tabla I), de los cuales, diez tienen contrapartida



celular (v-abl, v-grbA, v-src, v-fos, v-eos, v-myb, v-myc, v-Ha-
ras, v-Ki-ras y v-sis) y que han sido involucrados en neoplasias

(Willecke y Schafer 1984).

Existen varias formas demostradas de activar oncogenes vy
todas ellas asociadas a modificacion genética. Estas se pueden
rosumir ent wsutaciones puntuales (Tabin et al. 1982)) unién de
promotores fuertes o de “"enhancers” a los proto-oncogenes (Blair
et al. 1981} Chang et al. 1982)) rnf-r.glo: de proto-oncogenes en
el genoma (Cooper et al. 1980)3 translocaciones cromasdmicas
(Yunis y Soreng 19845 Abe et al. 1988)) vy Va.puﬂcacton de

oncogenes (Collins y Groudine 1983} Alitaloc et al. 1983).

De los diez oncogenes celulares con contrapartida virel,
seis se activan mediante inserciones (c-grbA, c-grhb, c-ayg, c-
aps, c-ayb, c-Ha-:gé), y cuatro mediante traslocaciones (c-ghl,
c-myb, c-myc y c-ets). Adcmh. varios proto-oncoganes son

amplificados con su consecuente conversid®n a oncogene (Bishop
1987).

Se ha demostrado que existen varios mscanismos bioquimsicos
por los cuales pueden actuar los productos oncogénicos, y sons
fosforilacidn &o proteinas, siendo sus sustratos los sasinocicidos
tirosina, serina o treonina (Bishop 19871 regulacidn astabdbblice
po;- proteinas que unen guanosina 3°’-trifosfato (6TP) (Hurley et
al. 1984);3 control de la expresidn génica al influir en la
transcripcibn de sRNA (Kingston et al. 1985)8 y participacion en
la replicacion del DNA (Strudznski et al. 1986).



Tabla 1. Oncogenes retrovirales y su proto-oncogen humano correspondiente

Oncogen Tumor de origen Especie Localizacién
retroviral de orfgen cromosomica
del proto-oncogen
v-Src Sarcoma de Rous Pollo 20
v-fps Sarcoma de Fujinami Pollo
v-fes Sarcoma felino de Gato 15q25-q25
Snyder-Theilen
v-yes Sarcoma de Yamaguchi Pollo
V-r0S$ Sarcoma 2 de Rochester Pollo
v-myc Mielocitomatosis, Pollo 8q24
cepa MC29
v-erbA Eritroblastosis de ave Pollo 17
v-erbB Eritroblastosis de ave Pollo
v-myb Mieloblastosis de ave Pollo 6q22-q24
v-rel Reticoendoteliosis, Pavo
cepa T
v-mos Sarcoma de Moloney Ratén 8q22
v-abl Leucemia de Abelson Ratén/gato 3q41
v-fos Osteosarcoma de ratén FBJ Ratén
v-raf Sarcoma de ratén 3611 Ratdn
v-ga-ras Sarcoma de rata de Harvey Rata/ratén "
v-bas
v-Ki-ras Sarcoma de rata de Kirsten Rata 12
v-fms Sarcoma felino SM Gato
v-sis Sarcoma de simio Mono/gato 22q11-iter

Tomado de: Willecke, K. and R. Schafer. Human Genetics (1984)



Se piensa que, durante los pasos de evolucidn del chncer, un
dafo a nivel gendético puede llevar a cambios cualitativos y/o
cuantitativos en el producto génico correspondiente (Willecke vy
Schafer 1984). GSe han dado varias explicaciones de como puede
ocurrir 1o anterior) asi, se piensa que el daho puede provocar
que el oncogen o su producto no pusdan ser regulados, aunque su
nivel de expresidn no es mayor que el maximo usual (Bishop 1987).
Asimismo, la anormalidad puede ser el resultado de una esayor
produccién del producto génico (Tabin y Weinberg 1984). Tasbibén
s® piensa que las mutaciones pueden afectar la manera en la que
actua una protefna (Bishop 1987). Por lo tanto, la transformacidn
por oncogenes es sdlamente el resultado de niveles elevados de

actividades bioquimicas, que en otras condiciones son normales.

2.2) Desarrollo del chncer cérvico-uterino.

El cincer del tracto inferior genital femenino, que
comprende wvulva, vagina y cervix (Peto 1984), es una de las
categorias de enfermedades neoplisicas que por su alta
incidencia, persiste como una de las mds importentes (Parkin et

al. 1984),

Se ha demostrado la existencia de una secuencia de lesiones
que anteceden al cdncer de cuello uterino (CaCu) (Gisssann et al.
1983). El estudio de dichas lesiones resulta de suea iaportancie,

ya que es un hecho comprobado que mientras sis tempranc seen

10



tratadas estas lesiones, desde el punto de vista clinico, el

riengo de progresidn es menor (Hakama 19864).

El cancer de cuello uterino se origina en el epitelio
escamoso (Peto 1984). Durante el proceso de maduracidn normal de
sste epitelio, las capas basales dan origen, entre otros tipos, a
célutas hijas que se diferenclan para expresar diferentes tipos

de filamentos intermedios o queratinas (Burghart 1986).

Durante la serie de sventos que lleva a la transforsacion
maligna, se cree que un error gmntcb. inducido quizd por el
virus del papiloma humano (HPV) o por otros factores hasta ahora
desconocidos, provoca que estas células adquieran la capacidad de
sagQuirse dividiando dentro del spitelio (Koss 1986). La evidencia
de un contenido de DNA alterado on estas células, que w
manifiesta como poliploidia (Reid y Fu 1984), sugiere que esta
capacidad mitdtica recién adquirida, carece de los wsecanismos

regulatorios de]l epitelio normal (Koss 1986)

En la zona de transformacidn del cérvix, el epitelio
colusnar se va sustituyendo, de manera secundaria, por spitelio
eascasoso, dando origen a la metaplasia escamosa (Burghart 1984),
Es en esta zona donde generalsente se inician las lesiones, que
al parecer persanecen confinadas durante la fase intraspitelial

{Nelson et al. 1984).

Koss (1986), propone que de la zona de transformacidn, el

proceso puede sufrir una regresitn, volviendo el epitelio al

1



estado normal} o, debido quizh a las mismas lesiones iniciales y

& otros cofactores, progresar a lesiones cancerosas.

Fenotipicamente, las lesiones precancerosas se caracterizan
por presentar c@lulss indiferenciadas en las que decrece la
produccidn de glucbgeno, alargamiento nuclear, hipercrosatismso,
pleomorfisso celular, pérdida de relieve celular, crosatina
gruesa o burda y figuras mitoticas anormales (Reid et al. 1904))
asimismo, el grosor del epitelio y el recambio celular se ven
incresentados (Nelson et al. 1984). Conforse el diagndstico
histoldgico espeora, se incresentan las anormalidades en el
contenido de DNA nuclear, declinando el nmsero de células
poliploides y aussntando el de las aneuploides (Reid y Fu 1964)
(Fig. 1). Estas lesiones se encusntran sblo en e] epitelio ya que
no han atravesado la sesbrana basalj es por esto que se 1les
agrupa como n.oplali'a intraepitelial cervical (NIC), y se les
asigna un grado, de acuerdo con la proporcidn de células
indi ferenciadas que prnonfan (Richart 1973). Asi, en NIC I
(displasia leve), un tercio del epitelio cervical presenta el
fenotipo malignol en NIC Il (displasia moderada), la lesidn ocups
ocupa dos tercios del epiteliol y en NIC 11l (displasia severa o
carcinoma jo gitu), ya han sido ocupados los tres tercios del

epitelio (Nelson et al. 1984).
Actualeente, existe suficiente svidencia experisental pera
indicar que el virus del papiloma husano (HPV), es el fector

etiolégico mAs isportante en la génesis de las necplasias intra-



epiteliales y del carcinoma cérvico-uterino (Zur Hausen 1987).

Las infecciones del HPV en el cérvix se reconocen por la
presencia de coilocitos (células que presentan ndcleos con
cromatina dispersa y un halo perinuclear grande) y
disqueratocitos (células que muestran queratinizacitn anorsal o
presatura, wsin caracteristicas definitivas de casbio premsaligno)

(Meisels y Fortin 1976).

Fig. 1. Modelos esquemdticos que explican las interrelaciones entre diferen-
tes grados de lesiones precancerosas. a) Division por nomenclatura de acuerdo con
la proporci6n de células que muestran caracteres morfol6gicos de expresibn viral
tardfa (mitad izquierda) o de cambio premaligno (mitad derecha); b) riesgo apro-

ximado de invasi6n para cada categorfa diagnlstica; c) espectro histol6gico, se-
parado de acuerdo a los patrones de ploidfa; d) espectro histolégico, separado de
acuerdo al tipo viral. Tomado de Reid y Fu, 1986.
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Estas caracteristicas de infeccidn viral se presentan muy
frecusntesente en lesiones senores (del 40-350% en NIC I y NIC
I11), disminuysn con los grados progresivos de lesidn presaligna
(3-10% en NIC I1I1) y se encuentran rarasente en carcinoma invasor

(Reid y Fu 1986} Selvaggi 1986) (Fig. 1).

Al ser NIC III una lesitn sis avanzada y agresiva, es ads
probable que avance a carcinoma invasor (Nelson et al. 1984). Se
ha observado, sin embargo, que algunas lesionss regresan o
permanecen preinvasoras, Yy solo un porcentaje pequefio progresa a
CaCu. Asi, para NIC I @] pol;cnntcjo de progresidn es de 7.3%, 1%
para NIC II y 25% para NIC IIl (Reid et al. 1984). El porcentaje
de progresitn de todos los tipos de NIC (34X), resulta aucho
sayor que el 9.4X correspondiente a otras lesiones benignas

{(Syr jinen et al. 1986).

Con respecto al tiespo de evolucibn de estas lesiones; se ha
estimado que es de 20 a 30 ahos de NIC I a NIC IIl y a carcinoss
invasor, siendo la edad prosedio de sujeres con NIC 1 de 23 afios

y de 30 las que pressntan clncer invasor (Hakasa 1986).

Tasbién se ha detectado al HFV en un tipo de lesiones
benignas denceinadas condilosa acuasinado (Oriel y Aleeida 1970).
Estas se caracterizan por presentar una organizacion digitiforae
de' tejido conactivo central, y por que las células epiteliales de
la superficie son coilociticas (Gelvaggl 1986).

Se ha atribuido al condilomsa acusinado un caracter de lesidn

14



previa al NIC y al carcinoma invasor. Este punto de vista estd
apoyado on a1 hecho de que presentan un comportamiento
apidemiolégico similar al de estas lesiones (Meisels et al.
1977), siendo notoria en mujeres jovenes una mayor frecuencia de
condilomas que de cualquier neoplasia intraspitelial (Syrjiinen et
al. 1984). Por otra parte, se ha detectado la presencia del HPV
en @l 90% de los casos de condiloma acuminado (De Villiers et al.
19613 Gissmann et al. 1983). También se ha observado la
cosxistencia de condilomas del cérvix con NIC o CaCu en Areas
adyacentes o distantes del epitelio escamoso o entrecruzados mn
@] mismo sitio (Nelson et al. 19684). Sin embargo, solo existen
reportes aislados de progresion de condiloma acuminado a

neoplasias malignas (Zur Hausen 1977).

En 1976 se describib una variedad de condiloma no detectable
a simple vista, pero que puede cbservarse on forma de manchas
blancas en presencia de una solucién de Acido acético al 3% a
estas lesiones se les denomina condiloma plano (Meisels y Fortin
1976). A pesar de sus diferencias macroscépicas, los tipos
acuminado y subclinico comparten la misma histologia y ambas

formas son infecciosas (Reid y Fu 1986).

Sa ha observado que el condiloma plano presenta un
porcentaje de progresion a CaCu de S-7%, mientras que 40% se

revierten y un 30% permanecen estacionarios (Zur Hausen 1977).

MAs recientemente ss ha encontrado una variedad de condiloma

plano, el condiloma plano atipico, que presenta caracteristicas
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simultaneas de condiloma y NIC (Meisels et al. 1981). Este tipo
de lesidn presenta un Iindice mayor de progresidn a NIC comparado
con e! condiloma plano, siendo de 134 y 6% respectivasente

(Mepisele y Morin 1986) Reid y Fu 19868).

Esto demuestra la axistencia de una secuencia de casbios
morfoldgicas en la evolucidn a CaCu a partir de condiloma:. 8in
smbargo, esto no resulta suficiente para predecir que a partir de

una lesidn benigna se origine un carcinoma invasor.

Se ha sugerido que algunos tipos del virus del papilomsas
humano contituysn el agente etioldgico del condiloma, NIC y CaCu.
8i esto es cierto, el nexo bioldgico en la evolucidn de 1a lesidn

esta dado por este agente.

» Estudios previos' (De Villiers et al. 1981} QGisssann et al.
1982; Gissmann et al. 19833 Beckmann et al. 1988) Gross et al.
19863 Grussendors 1986) d‘mue-trm una alta incidencia de los
tipos 6 y 11 de HPV en condiloma (90%), wmientras que en lesiones
precancerosas (NIC I-IIl), 1la incidencia es de 25%, y en cincer
avanzado z0lo es del 2%. Tambidn se ha encontrado que 90% de CaCu
presenta HPV, estando en una mayor proporcidn loa tipos 16 vy 18
(50-20%) (Crum et al. 19835)., Estos tipos virales se sncuentran en
20~-80% de las lesiones prensoplisicas (Fukushimsa et ). 1903
Crum et al. 19851 Millan at al. 1986). En condiloma plano vy
acuminado, los tipos 16 y 18 han sido encontrados solo en un 9%,

sientras que en condilosa plano atipico, la incidencia de WPV 16
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es de 60% (Crum et al. 19843 Meisels y Morin 1986). Se ha visto
ademAs que los tipos 6 y 11 permanecen en forma episomal mientras
que los 16 y 18 se integran al genoma del huésped en CaCu (DOrst

et al. 19864).
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3) ASPECTOS PARTICULARES

%.1) Aspectos epidemiocldgicos.

El CaCu constituye un importante problema de salud plblica.
A nivel mundial, el CaCu oczupa el quinto lugar en frecuencia de
chnceres, y es el segundo mAs frecuente en mujer deapuds del
cincer de mama (Parkin et al. 1984). Segbn informes de la
Organizacidn Mundial para la Salud (OMS), cada affo se tienen

430,000 casos nuevos de cdncer de cérvix (Broker y Botchan 1986).

La enfermedad presenta, sin embargo, una distribucién

geografica que varta-de pais a pais. En palses dessrrollados,

como Estados Unidos, paises de Europa, la Unidn Sovietica vy

Japdn, el CaCu no es tan comin como otros tipos de cincer, comso

por ejemplo cdncer de mama. Lo contrario ocurre en palises aon vias

de desarrollo como son los de Asia, Centroy Bur Amlrica vy

Africa, en los que la incidencia de CaCu es dos o hasta tres

veces mayor que en Estados Unidos (Parkin et al., 1984).

Asimismo, la distribucidn del padecimiento veria on

diferentes Areas de un mismo pals, como ocurre en Chine, en donde

es diez veces mds comlin en algunos condados que en otros (Peto

19864) ., También se encuentran variaciones entre poblaciones

comprendidas dentro de una misma A&res Qeogrifica, coeo por
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ejemplo en Inglaterra y Gales, donde la incidencia en 1971 fue
cuatro veces mayor entre las esposas de trabajadores de escasa

preparacidn que entre las esposas de profesionistas (Logan 1982).

Aunque en México este padecimiento es tres veces mnds
frecuente que el chncer de mama (De la Loza y Arriaga 1976), los
registros sobre la incidencia del CaCu resultan escasos y los
existentes s® limitan a ser regionales. Entre 1968 y 1973 el CaCu
se detectd en un 10-15% del total de tumores malignos del pais, y
el 13.687 del total en los estados de la frontera norte (Diaz
Perches et al. 1974} Zalce et al. 1975). En Cd. Obregdn, Sonora,
el CaCu ocupd el primer lugar con 347 de frecusncia entre las
pacientes femeninas con clncer (Rodriguez 1983), mientras que en
el Centro Médico Nacional la frecuencia entre 1965 y 1975 fue del
37% (Olper et al. 1979). Al estudiar la incidencia de casos de
céncer genital femenino en el Instituto Nacional de Cancerologia,
se encontrd que un 88.71% correspondian a cAncer de cuello

uterino (Fentanes 1979).

Con respecto a la mortalidad por CaCu, paises desarrollados
como Alemania, Estados Unidos y Austria presentaron una
disminucidn de un 40, 30 y 20% respectivamente, en sus tasas de
mortalidad por este padecimiento entre 1950 y 1960 (Peto 1986).
Esto se debe princlpnlncnfc a la aplicacidtn de caspafias de
deteccidon temprana del CaCu y los avances terapduticos para su
control (Hakama 1986). Pese a esto, la incidencia de NIC en estos

paises ha aumentado (Raymond 1987).

19



En nuestro pais, quizhd debido a la baja cobertura de los
programas de deteccion y tratamiento de la enfermedad, la tasa de
mortalidad muestra una tendencia a aumentar, como se desprende de
los estudios de las estadisticas vitales de certificados de
defuncién de 1973 (De la Loza y Lima 1976). Asimismo, el CaCu
provocd el mayor nimsro de defunciones que las otras causas de

chncer entre 1970 y 1974 (De la Loza y Arriaga 1976).

Estos datos indican la necesidad de tomar medidas de control
tendientes a disminuir la incidencia de CaCu, y para ello un paso
importante consiste en determinar los factores de riesgo

asociados a 1a enfermedad.

3.2) Etiologia de la enfermedad.

Los estudios epidemioldgicos sobre los factores asociados a
CaCu coinciden en seflalar que algunos aspectos del comportamiento
saxual resultan de suma importancia. Entre estos factores se
consideran principalmente el inicio tempranoc de las relaciones
sexuales, existencia de varias parejas sexuales vy hbhbitos
higiénicos deficientes, Existen tambien otros factores a
considerar, como es la posibilidad de contagio por parte de Je
pareja ssxual y hibitos tablquicos, entre otros. A todos estoe

fattores se hard referencia mis adelante.

Uno de 1los factores estudiados primerasente ha sido el



inicio temprano de las relaciones sexuales, aunque todavia existe
controversia a este respecto. Algunos autores (Coppleson y Reid
19683 Rotkin 1981) sugieren que cuando las relaciones sexuales se
inician a edad temprana (17 o menos) existe mayor vulnerabilidad
a agentes oncogénicos. Sin embargo, otros (Klein 19733 La Vecchia
et al. 1985) seNalan que esto quizA se deba a un mayor periodo de

exposicibn a esos agentes,

Por otra parte, gran parte de la evidencia epidemiolégica
apoya el hecho de que conforme el nGmero de parejas sexuales
aumenta, se aprecia un incremento en el riesgo relativo de
padecer la enfermedad (Rotkin 1973). Este riesgo, que se
mani‘iélta de manera lineal, se ve aumentado tres veces en

personas con cinco o mhs parejas sexuales (Brinton 1986).

Por muchos afos, los estudios epidemioldgicos sobre cancer
genital femenino se basaron unicamente en el comportamiento
sexual femenino para explicar su etiologiaj mAs la evidencia
reciente sehfala la i{mportancia del papel que juega 1la pareja
sexual (Brinton 1986&). Algunos estudios (Cartwright y Simpson
19803 McGregor e Innes 19803 Li et al. 1982) demuestran una
asociaciédn geogrdfica entre la incidencia de CaCu y cAncer de
pene. Asimismo, se reporta una mayor incidencia de CaCu en las
esposas de hombres con cAncer de pene (Martinez 19693 Graham et
al. 19793 Smith et al. 1980). Existen otras evidencias que
seffalan la impqrtanc;; de la pareja como la de Kessler (1977) que
reportd en un estudio que las mujeres con mds incidencia de CaCu

tenfan esposos cuya pareja anterior tenta CaCui vy el estudio de
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Bukley et al. (1981) en mujeres con una sola pareja sexual, cuyos
maridos confesaron tener varias parejas, asi como experiencias

sexuales tempranas.

Asimismo, se ha encontrado que el CaCu es mbs frecuente en
prostitutas y excepcional en mujeres virgenes (Brinton 1986}

Kessler 1986).

De estos estudios se desprendid la idea de que deberia
existir un agente etioldgico sexualmente . transmisible. Durante

mucho tiempo se buscd agentes causales en bacterias como

y tambien en protozoarios como Irichomepnas vaginslis (Boyd y Doll
1964). Se ha demostrado que existe una estrecha relacidn entre la
distribucidn geografica, curso temporal de la enfermedad, clase
social vy ocupacién dé las enfermas que presentan estos agentes y
CaCu, lo que confirma una naturaleza venérea de la cnf.;mcdad
(Beral, 1974). Sin embargo, no se han encontrado evidencias
experimentales que apoyen que estos organismos soh agentes
causales, por 1o que se piensa que su relacidn es mds bien

secundaria (Broker y Botchan 1986).

MAs recientemente se han buscado agentes virales como el
virus del herpes simplex 2 (HSV 2) (Kessler 1986) y el virus del

papiloma humano (HPV) (Durst et al. 1983).

La asociacitn del HSV 2 con CaCu chedece a que se hes

reportado que un alto porcentaje de pacientes con CaCu (91%),
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presentan anticuerpos especificos contra antigenos del virus, con
respecto a los controles en los que solo se encontrd en 10-3507%
(Rawls y Adams 1981)) también se ha detectado la presencia de

proteinas AG-4 de HSV 2 en células cancerosas del cérvix
(Aurelian et al. 1981). Asimismo, se ha observado un incresento
en la incidencia de carcinoma jn sjtu paralelo al aumento de
infecciones virales por el HSV 2 (Naib et al. 1969). Ademids, el
HSV 2 es conocido como agente samamente oncogénico, ya que es
capaz de transformar células de roedores ‘Sugden 1984), vy de

provocar lesiones en el DNA (Schlehofer 1986).

Sin embargo, existe suficiente evidencia para descartar esta
posibilidad. En primer lugar, no hay diferencias séricas entre
controles y casos de CaCu, ambos con mis de una pareja sexual,
por lo que puede decirse que la asociacién de este virus es
colateral (Vonka et al. 1984 Rawls et al. 1986). Por otra parte,
solo se han detectado porcentajes bajos de DNA o RNA de HSV 2 (2~
17%) en CaCu (Eglin et al, 1981), ademds de que las mismas
regiones del genoma viral no han sido encontradas de manera

consistente (Rawls et al. 1986).

El virus del papilosa humano habia sido detectado desde 1907
por Ciuffo como @l agente infeccioso de verrugas vulgares
(Pfister 1984). Por otra parte, el virus del papiloma del cone jo
cola blanca (CTPV), fue el primer virus oncogénico de DNA en ser
aislado y caracterizado por Shope y Hurst en 1933 (Pfister 1584),
Pero la imposibilidad de montar un sistema ih vitroy su alta

especificidad para el hospedero frenaron la investigacién y se
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buscaron otros modelos mds accesibles para el estudio del clncer,
como el virus del polioma de ratén y el virus vacuolante de simio

40 (SV40).

€1 motivo por el que el virug del papiloma bhumsano se
mantuviese sin ser descubierto se debid a las técnicas de
deteccidn empleadas, que consistian en pruebas inmunolégicas vy
escrutinio del tejido por microscopla electrdnica. Estas técnicas
no eran capaces de detectar la presencia del HPV atin existiendo
en cantidades significativast la mitad de las veces o wads,
diferian sus resultados de los obtenidos por otros métodos;
principalmente porque en este estado, el virus se encuentra no
productivo (con su DNA integrado al genoma del huésped) (Zur

Hausen 1977).

El virus del papiloma solo ha sido abordado con e}
surgimiento : de nuevas técnicas en biologia molecular que han
permitido su clonacidn y manipulacidn sin tener alin un sistena jp
vitro para su estudio (Broker y Botchan 1986). Los primeros
estudios se llevaron a cabo con preparaciones de cDNA abtenidos &
partir de una verruga plantar (Rowson y Mahy 1967). Los priseros
datos de hibridacidn demostraron que muchos, aunque no todos los
DNAs de las verrugas comunes hibridaban con ls sondas oan
condiciones estrictas. Las particulas virales habian sido vya
detectadas por microscopia electrbnica (Zur Hausen et al. 1974),
Esto sugerla la existencia de tipos virales diferentes, mismos

que fueron identificados posteriormente (Gissmann et al. 1977

Orth et al. 1977). Los ensayos de hibridacidn en condiciones
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relajadas han permitido detectar con mayor frecuencia al virus
del papiloma en las lesiones condilomatosas, displasias y CaCu. A
partir de este momento, se han identificado un gran namero de

tipos y subtipos del HPV, mismo que sigue en aumento (Syr jdnen

1987).

De los virus del papiloma detectados, siete son los
asociados al cdncer genital: HPVs &, 11, 16, 168, 31, 35, 3I7. De
los cuales HPV & y 11 se han encontrado en un 90-100% de las
lesiones benignas y 1los tipos 16 y 18 en un 30-40% de CaCu.
Ademds HPV 16 se ha encontrado en lesiones precancerosas. El
resto se encuentra asociado a lesiones malignas en pequefas

proporciones (Syr jénen 1987).

Pero la sola presencia del HPV no es indicativo de que el
virus sea el factor etioldgico del CaCu. Experimentos recientes
han permitido comprobar experimentalmente la capacidad
transformante del HPYV. En epitelios sanos de cérvix expuestos a
HPY 11 e injertados debajo de la cApsula renal de ratones
atimicos, se obtuvo transformacibn en epitelios neoplasicos
(Kreider et al. 19853 Kreider et al. 1987), AdemAs, mediante
experimentos de transfeccidbn in vitro con HPV 16 se ha logrado

transformacidn maligna de fibroblastos y queratinocitos humanos

(Yasumoto et al. 19865 Yasumoto et al. 19873 Pirisi et al., 1987).

La sola presencia de los HPVs 16 y 18 en CaCu, no parece
suficiente para asequrar el desarrollo de un carcinoma a partir

de una lesién preneopldsica de alto riesgo, puesto que solo un
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bajo porcentaje de @305 casos progresa (Broker y Botchan 1986).
Estudios de fusitn de celulas HeLa (que presentan HPV 18) con
fibroblastos normales, demuestran la supreaidn del fenotipo
malignos sin embargo, la pérdida del cromosoma 1l en el donador
no transformado, revierte este fenotipo (Stanbridge et al. 1982).
Estos datos han llevado a zur Hausen (1987) a postular la
existencia de un control de la expresidn de HPV mediado por genes
celulares. De acuerdo con este autor, 1la inactivacion funcional
d; estos genes es el resultadc de factores externos que modificen
las funciones de control de estos genes, o los sitios de
reconocimiento para el factor supresor. Esto explicaria los
largos pericdos de latepncia existentes entre la infecciobn

primaria del virus y la aparicidn del tumor.

Los factores de crecimiento viral modificados por los genes
celulares no se encuentran bien definidos. Sin embargo, estudios
epidemiolédgicos han puesto de manifiesto la existencia de algunos

de ellos. Entre #stos se han sefMalado los siguientest

1. La posibilidad de que el HSV 2 pueda actuar como
iniciador de 1a transformacidn via una accidn de tipo ‘“pegs vy
corre" (Galloway y McDougall 1983), o mediante la insersidn de

spcuencias similares a "JIS" (McDougall et al., 198s4).
2. Antecedentas de infecciones vendreas por bacterias vy
protozoarios, cuya presencia puede dar como resul tedo

alteraciones en el DNA del HPV y/o0 del hubaped (Franceschi et al.
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1986).

X, También se tiene la observacitn de que mujeres con
hdbitos tabAquicos presentan mds frecuentemente neoplasias
cervicales que las no fumadoras, y la presencia de metabolitos
quimicos del cigarro en el mucus de cérvix sugiere una accidn
directa del compuesto quimico del «cigarro con las ceélulas

infectadas (Paterson-Vessey 1986).

4, Asimismo, en individuos con deficiencias en el sistema
inmunol dgi co, como s0n individuos inmunosuprimidos
farmacolégicamente (p. ej. para trasplantes), con cldncer o SIDA y
en mujeres embarazadas, se observa a menudo la aparicidn de

verrugas debido a infeccidn por HPV (Brinton 1986).

3.3) Aspectos moleculares

El virus del papiloma humano se considera el agente causal
de! cancer de células escamosas. Sin embargo, su mecanismo de
+ accidbn no es del todo conocido, quizA debido a la imposibilidad
de encontrar un sistema de células que permita su propagacién
1{tica y manipulacidn genética. Pese a ello, el virus del
papiloma resulta un interesante modeloc de estudiol esto ha
permitido relacionarlos a un gran niimero de padecimientos, ast
como la def!n!cibq de los genes que fntervienen en su
transformacidn, replicacidn y regulaciédn. Asimismo, constituyen

modelos interesantes para el estudio de latencia viral y control
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de la replicacion del DNA, pudiendo ademds ser utilizados como
vehiculos de expresidn de genes externos en células de mamifero

{Broker y Botchan 1986).

X.3.1) Clasificacidn del virus del papiloma.

El virus del papiloma pertenece al género Papjillomavirus, vy
ha sido agrupado junto con el virus del polioma de ratén, SV40 y
los virus BK y JC de humano, en una misma familia, 1la
Papovaviridae (Matthews 1982). Sin embargo, esta clasificacidn no
toma en cuenta que el virus del papiloma, a pesar de ser de doble
cadena de DNA, tener una cdpside icosah@drica y ser condensado
por nucleosomas al igual que los otros virus de esta misma
familia (Zur Hausen 19773 Pfister 1984), difiere
significativamente de ellos en cuanto a tamafo, que es de 5% nm
contra los 45 nm de los demds, en tener 7900 pb aproximadamente
contra los 5250 de SV40. Ademds, el HPV presenta sus marcos de
lectura abierta en una posicién diferente a la de los demds, y su
informacidn es leida en una sola hebra del DNA mientras que en
los otros virus los marcos de lectura estidn repartidos en asbas
hebras. Otra diferencia importante es que en tanto el SV40 puede
ser propagado in vitro al virus del papiloma no ha sido posible
propagarlo de esta manera, adembs de que este Gltimo presenta una
alta especificidad por determinado tejido (epitelial de mucosa o
cutineo) mientras que SV40 infecta en una gran generalidad de

brqganos y tejido neuronal (el virus del papiloma solo se ha visto
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que infecte otro tejido que no es el epitelio, en borregos vy

cabras y es en fibroblastos dermales) (Broker y Botchan 1986).

Por otra parte, existen virus del papiloma en anfibios,
reptiles, aves y en mamiferos, vy son relativamente diferentes
entre si (Lancaster et al. 1982)., AfGn en el caso del hombre se
han detectado 42 diferentes tipos del virus del papiloma,
definidos por presentar una hibridacidn cruzada inferior del SO0%
en fase liquida. Cada tipo se encuentra asociado a padecimientos

especificos (tabla II).

Tabla II. Tlpos reconocidos de HPV y sus manifestaciones clinicas.

Tipo de HPV Manifestacion clinica

HPV la, b, ¢ Verrugas plantares de tipo minercia

HPY 2a-e Verrugas comunes, verrugas filiformes, verrugas
plantares de tipo mosaico, verrugas palatales.

HPV 3a, b Verrugas planas, verrugas juveniles, formas le-
ves de EV.

HPY 4 Verrugas palmares y plantares de tipo hipergue-
ratotico

" HPV 5a, b Lesiones maculares de EV

HPV 6a-f Condylomata acuminata, NIC I-IIl, NIV I-III, pa
pilomas laringeos

HPY 7 Verrugas comunes en las manos de carniceros

HPY 8 Lesiones maculares de EV

HPY .9 Lesiones maculares y verrugas planas de EV

HPY 10a, b Verrugas planas ’

HPV 1la, b Condylomata acuminata, NIC I-III, papilomas la-

) ringeos, papilomas conjuntivos.
HPY 12 Lesiones maculares y verrugas planas de EV
HPY 13a, b Hiperplasia epitelial focal en boca
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Tabla I1. Continuacidn.

Tipo de HPV Manifestacién clfinica

HPV 14a, b “Lesiones maculares y verrugas planas de EV

HPV 15 Lesiones maculares y verrugas planas de EV

HPY 16 Condylomata acuminata, NIC I-IIT, NIV I-III,
papulosis bowenoide, carcinoma de cérvix y
pene

WPV 17a, b Lesiones maculares y verrugas planas de EV

HPV 18 Condylomata acuminata, NIC I-III, NIV I-III,
papulosis bowenoide, carcinoma de cérvix y
pene

HPV 19-29 Lesiones maculares y verrugas planas de EV

HPY 30 Carcinoma de células escamosas de laringe

HPY 31 NIC I-11I, carcinoma de cérvix ‘

HPV 32 Hiperplasia epitelial focal en boca

HPY 33 Papulosis bowenoide, NIC I-11I, carcinoma de
cérvix

HPY 34 Papulosis bowenoide, enfermedad de Bowen

HPY 35 NIC I-III, carcinoma de cérvix

HPY 36 Queratosis actinica, queratoacantoma |

HPV 37 Queratoacantoma, melanoma maligno

HPY 38 Melanoma maligno

HPY 39 Carcinoma de cérvix

HPY 40 Carcinoma larfngeo

HPY 41 Lesiones miltiples de verrugas planas de la piel

HPY 42 Papilomas genitales, papulosis bowenoide, condi-
lomas panos

Abreviaturas: NIC- neoplasia intraepitelial cervial; NIV= neoplasia intra-
epitelial vulvar; EV= epidermoplasia verruciformis

Tomado de: Syrjanen, K.J. Med. Biol. 65: 21-39 (1987)
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3.3.2) Estructura del genoma del virus del papiloma

Se tienen secuenciados alrededor de 10 virus del papilonma
(Biri et al. 1986), Yy puede apreciarse que no existen grandes
di ferencias en cuanto a la disposicién de los marcos de lectura
abjierta detectados por cémputo. E] tamafo es de alrededor de 8

kpb, 1os marcos de lectura abierta se localizan de un solo lado

de la doble hélice.

El genoma del virus se divide funcionalmente en dos grandes
dominios (Fig. 2), que han sido elegidos por observaciones
realizadas en el virus del papiloma de bovino (BPV) (Syrjdnen
1987)3 por tanto, todas las observaciones que se hagan serdn

referentes a este virus, a menos que se indique lo contrario.

BPV-I
SN T A Pyt
— e ol yl i J— N al 1. _J*e
Open Reoding Fromes
r ) ]
: [ [ I I | u |
3 C—o 1 BB
AATAAA AATAAA

Fig. 2. Organizacifn genétice del virus del papiloma de bovino tipo 1. Se
representa el genoma como una molécula. linear abierta en el nuclebtido 1 (sitio
de restriccion Hpa I). Se sefialan las posiciones de los sitios para varias endo
nucleasas de restricci6n, marcos de lectura abierta y secuencias AATAAA (¢),
predecidas a partir de su secuencia de nucle6tidos. Tomado de Broker y Botchan,
1986.
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El primer dominio, que comprende @1 60X del total, es una
region llamada E y que es capaz por si sola de transformar,
ademds de poseer la informacidn para la replicacidn del virus.
Este dominio tiene unas seis regiones codificadoras (genes) en el
caso de HPV 1, siete en los HPVs &b, 11, Yy 16 y en e}l caso de

HPV 8 solo cinco (Broker y Botchan 1986).

El gen E1 en 3’ esta involucrado en el mantenimiento del
estado de plasmido y su replicacidn (Sarver et al. 1984} Lusky y
Botchan 1985)} el extremo carboxilo terminal de la proteina
codificada presenta homologia con el antigeno T de §V40 que tiene
interaccitn directa con el DNA (Giri y Danos 1986). Este gen EIl
en 5’ codifica un factor que actéa como wmsodulador ‘de la
replicacidon del DNA viral (Lusky y Botchan 19863 Roberts vy
Weintraub 1986).

El gen E2 estd sobrelapado con el gen E4 y presenta en el
extremo carboxilo terminal de la proteina para la que codifica,
cierta semejanza con una porcidn del oncogen pgs (Giri y Danos
1986). Asimismo, se ha demostrado que E2 codifica para un factor
que interactGa con un “enhancer”™ condicional en la regidn grande
de control (LCR) para activar la transcripcidn (Spn‘h'dlz et al.
19835 Yang et al. 1985). Adeads se ha demostrado que la proteina
E2 se une al DNA con sspecificidad para una secuencia "core®t

ACCN GGT (Androphy et al. 1987).

En varias lineas celulares, asi como en carcinomas
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cervicales y uno de pulmén, todos positivos para HPVs 18 & 16, se
ha encontrado que las regiones tempranas El y EZ se abren para
dar lugar a la integracién del virus, como un prerrequisito para

la conversién maligna (Durst et al. 1986).

Se cree que el gen E4 interviene en la maduracidn del virus,
por lo que no se le puede considerar como parte de los genes
tempranos (Bissmann y Zur Hausen 1978). El gen 4 del HPV la
codifica una proteina citoplasmdtica abundante, que parece
expresa.rse coordinadamente con la mayor proteina de la capside

(Doobar et al. 1986).

E5 es un gen que, al sér mutado en HPV | reduce la capacidad
transformante del virus, ademds de que se ha demostrado que
codifica para una proteina transformante (DiMaio et al. 19863
Groff y Lancaster 1986). Se localiza entre los genes E2 y L1 con

cierto sobrelape.

EB y E3 son genes propuestos por anAlisis de secuencia y no

se sabe si tienen algun significado biolégico (Syr jdnen 1987).

Los genes E& y E7 se encuentran involucrados en el
-mantenimiento de un alto namero de copias del plasmido (Lusky vy
Rotchan 19853 Berg et al. 1986). El gen Eé& bajo el control de un
"long terminal repeat" (LTR) es capaz,. por si solo, de
transformar células de ratén (Giri y Danos 19864). Ademds, en

DNA complementario de BPV 1| existe fusién génica de Eé y E7, lo



que puede dar una nueva especificidad a la proteina (Biri y Danos

1986) .

AdemAds de la region E existe la region L. que presenta dos
marcos de lectura abiertat L1 y L2. L1 es el principal compohente
de la cApside (Engel et al. 1983} Pilacinski et al. 19684) y es
muy similar en 1los diferentes tipos virales, ademds de que
inmunolégicamente da reaé:iones cruzadas entre diversos virus del

pnbiloma (Jenson et al. 19803 Woodruff et al., 1980).

El gen L2 de HPV la codifica para un componente menor de la
chpside <(Pilacinski et al. 19843 Komly et al. 1984). Existe
ademds una region identificada en BPV 1 llamada URR que tiene
regiones de "enhancer" para E2 y probablemente para otros 'qenel.
ademds de ser el sitio de origen de 1la replicaciétn en una
secuencia 1lamada PMS {, que a diferencia de SV40, no tiene
repetidos invertidos. Existe otra secuencia llamada PMS 2 que se
encuentra en medio de Elj esta zona PMS | actua en gjg con un

"enhancer" (Broker y Botchan 1986).

Existe ademds, una sola regidn no codificadora que contiene
elementos regulatorios conservados, tales como los promotores de

la RNA polimerasa 1! o sitios de poii;dlnllaclbn (Broker vy
Botchan 1984),
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I.3.3) Interacciodn virus-hospederd.

Se ha propuesto, que la interaccidn virus—-hospederoc se
inicia con 1la infecciédn por el virus de una célula epitelial
queratinocitica basal no diferenciada, ya que son estas células
las que presentan actividad mitdtica, a diferencia de las vya
diferenciadas que no presentan divisién y de las ceélulas
epiteliales superficiales que carecen de ndcleo y que por tanto

no pueden mantener un crecimiento viral (Howley 19833 Gissmann

1984).,

Se ha propuesto un modelo de infeccidn clonal, en el cual
splo una © unas cuantas células poseen el virus, lo cual
permitiria interpretar los resultados negativos, no como ausencia
del virus en células basales, sino como falta de sensibilidad en

la técnica (Taichman et al, 1983).

La célula queratinocitica presenta una serie de cambios
fisioldgicos, a los cuales pudiese responder el virus del
papiloma , activando la expresién de los genes para replicacién
vegetativa o de integraciéon y transformacion (Taichman et al.

1983).

Para comprender por qué el queratinocito estd en contante
cambio fisioldgico, hay que observar la maduracidn del epitelio
de datero y cérvix, donde la célula queratinocitica basal se

divide dando lugar a células que migran hacia la superficie del
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epitelio de manera vertical, y que en el curso de esta migracion,
se van diferenciando. En este proceso, hay activacidn de unos
genes y desactivaciétn de otros, como es el caso de los genes que
codifican para la queratina, que en un momento dado se activan y
que posteriormente se desactivan, para dar lugar a la formacibn
de filamentos caracteristicos del estratum espinosum y del
granulosumj <finalizando el proceso con la formacién de puentes
disulfuro entre las fibras de queratina, que origina una capa
impermeable con células anucleadas en descamacidon. Todo este
proceso se lleva a cabo en un plazo de 10 a 14 dias, durante los
cuales la ceélula queratinocitica ha pasado por estadfos

fisioldgicos diferentes (Franke et al. 1986).

La zona de replicacién vegetativa del virus, as{ como de
transformacidn, estd comprendida entre el epitelio columnar vy
escamoso del cérvix, y es aqui donde aparecen las células
coilociticas, que presentan un halo claro alrededor del nlcleo,
asi como figuras mitdticas anormales en el cano de
transformaciones (Spriggs et al. 19713 Fu et al. 19814 Reid et
al. 1984), y se detectan particulas virales, por 1o que en estas
células ya hay reconocimiento antigénico contra productos

proteicos virales (Croissant et al. 1985] Steinberg 1986).

Es de esperar que el mejoramiento de las técnices de
hibridacidn in situ arrojen mayor ntmero de datos sobre el origen

y evolucidn de ta infeccidn viral.

Por otra parte, una vez que el virus se ha 1ntroducido en la

38



célula, se pueden tener dos formas de presencia fisica del virus:
como plasmido o bien de manera integrada en el genoma del
hospedero (Howley et al. 1986). En los casos de condiloma se han
detectado los virus HPVs &6 y 11, asi como los HPVs 116 vy 18
aunque @&stos en una frecuencia mucho menor, (Wettstein et al.
19827 Gissmann et al., 1982; Lancaster et al. 19875 Durst et al.
1985) siempre en forma extracromosdmica los cuatro. Sin embargo,
en el caso de displasias y CaCu, los HPVs 16 y 1B se encuentran
frecuentemente integrados en el genoma, con lo cual se modi fican
ciertas seffales de regulacidn (Ostrow et al. 1982; Lehn et al.
1984; Lehn et al. 1985; Grussendorf-Conen et al. 1985§ Pater y
Pater 19853 Diluca et al. 19863 Kahn et al. 1986), ya que se da
ia integracidn rompiendo la cadena de DNA en la regidn E2 que
posee varias seffales de requlaciédn del virus (Sarver et al. 19843

Yang et al. 1985; Giri y Danos 1986).

Cuando un HPV se encuentra como episoma, presenta un origen
de replicacitn bidireccional (Lusky y Botchan 19843 Waldek et ai.
19845  Lusky y Botchan 19B6), que permite generar aproximadamente
entre 100 y 200 copias del DNA viral por célula, que
posteriormente se encapsida y sale de ésta a infectar otras
ceélulas. En el caso de darse la integracidn, el DNA viral puede
generar - multicopias consecutivas en el genoma del hospedero que
ho se encapsidan, por lo que el virus se perpettia junto con la
célula transformada (Pater y Pater 19853 Yee et al. 1985; Schwarz

et al. 198%; Durst et al. 1986} Matsukura et al. 1984).
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3.3.4) Estructura del oncogen myc.

El oncogen celular myc (c-my’) posee tres exones, de los
cuales, ¢! orimero presenta seffales de regulacion (Battey et al.
1983; Bernard et al. 1983) como son tres promotores. El promotor
P2 en el inicio del exdn y junto a &1, hacia el extremo S5*, otro
promotor P1, vy junto a éste, mAs hacia el extremo 5°, un tercer
promotor PO (Bentley y Groudine 1986).; este primer extn de 400-
500 pb no presenta codones de inicio pero si de término (Cole

1986) .

Los oncogenes virales myc (v-myc) observados, no presentan
el primer exén, asi como tampoco las sefales de requlacidn en la
zona 5 de este exén, solo presentan alta homologia con el

sequndo y tercer exdn del myc celular (Stanton et al. 1983).

Se ha observado que en varias lesiones cancerosas, C-myc se
encuentra translocado del cromosoma 8 de la banda q24 al
cromosoma 14 en la banda q32 en el gen que codifica la cadena
pesada mu de las inmunoglobulinas (Ig), o Bien al cromosoma 2 en
el gen de la cadena kappa de las lg, o en el cromosoma 22 en 1la
cadena lambda de las Ig. Al darse la translocaciftn se separa el
primer exdn, que no se transloca, mientras que los dos exones

siguientes se translocan con una subsecuente sobre-expresitn del

gen (Kelly 1986).
Myc produce una proteina fosforilada, que se circunscribe al
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ndcleo y que tiene afinidad por el DNA (Persson y Leder 1984}
Eisenman et al. 19853 Donner et al. 1982) y se presupone que es
capaz de activar o incrementar la sintesis de diversos genes
(Feldman y Nevins 1983). Dicha proteina tiene tiene una vida
media de 20 a 30 minutos, Yy se presenta despubs de que el
oncogen fos ha sido activado, 10 minutos despuds de los
estimulos inductores. Estos pueden ser factores de crecimiento
como el factor de crecimiento derivado de plagquetas (PDGF) o el
factor de crecimiento epidermal (EGF) o bien compuestos

sintéticos como el forbol ester (Greenberg et al. 1986).

En el caso de células cancerosas con insercidn de HPV, se ha
reportado al gene myc activo (Durst et al. 1987) y amplificado de
tres a treinta veces en estados avanzados de la enfermedad (Riou

et al. 1984).
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4) OBJETIVOS

La presencia de los HPVs 16 y 1B en estados avanzados del
CaCu sugiere la existencia de una poblacidn con alto riesgo para
esta enfersedad. Esto abre la posibilidad de utilizarlos en
pruebas de deteccién en lesiones preinvasoras tempranas, lo que
permitirfa distinguir a aquellas pacientes que requieren un

tratamiento extenso de las que no lo necesitan.

Ademas, 1los datos' sobre la incidencia de este virus se
limitan a los encontrados en paises desarrollados. Resulta por
tanto, importante conocer si las frecuencias reportadas son
iguales en nuestro pals, vya que el CaCu es muy combn en 1la

poblacibn mexicana.

Tambié&n nos interesa conocer el estado fisico en que se
encuentra el virus en estas lesiones, ya que se han encontrado
los tipos 16 vy 18 integrados al genoma en CaCu, y en forma
episomal en condiloma y algunas NIC, vya que estos datos nos
permi ten comenzar a explorar, en qudé momento se da la integracibn

del virus, con la consecuente modificacidn de la expresidn de sus

Por otra parte, se conoce el papel que juegan los oncogenes

en la qinesis del cincer. Se ha encontrado sctivo vy amplificado
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el oncogen myc en CaCu, por 1o que, conocer si esta activacibdn
se da o no en etapas previas a esta enfemedad, nns ayudaria a

comprender mejor la fisiologta de esta transformacién.

Por lo tanto, para la realizacién del presente trabajo nos

planteamos los siguientes objetivos!

1. Conocer Ja incidencia de los tipos 6, 1!, 16 y 18 del
virus del papiloma humano en lesiones benignas y precancerasas

del tracto genital, en pacientes de dos hospitales capitalinos.

2. Determinar el estado fisico del DNA viral (episomal o

integrado), en distintos tipos de estas lesiones.
3. Detectar activacién del genoma viral.

4. Correlacionar la presencia del virus y el tipo de lesién

con su ubicacidn y el sexo del paciente.

S. Determinar la posible amplificacién del oncogene c~pygc en

diversos tipos de lesiones.
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3) MATERIAL Y METODOS

S.1) Obtencién de biopsias.

Las 4biopsial obteﬁidas de pacientes con diagnéstico clinico
de condiloma o NIC, fueron proporcionadas por el Hospital Central
Militar y e] Hospital Regional "Adolfo L&pez Mateos" del ISSSTE,
de la Ciudad de HOXXco. Las muestras, en su mayor parte de
cérvix, vulva y pene, fueron colectadas Yy colocadas
inmediatamente en hiplo seco para posteriormente ser procesadas
en el laboratorio. Para cada muestra se obtuvieron los siguientes
datost nimero de muestra, fecha, hospital, diagndbstico clinico,
diagnéstico histolégico, nombre del paciente, edad, sexo, cédula
hospitalaria, ocupaciétn, estado socio-cultural y procedenciaj
asimismo se obtuvieron datos de los siguientes antecedentest
tabaguismo, uso de anticonceptivos, inicio de la vida sexual
activa, nimero de parejas sexuales, infecciones genitales
previas, citologlas anormales previas, lesiones genitales en el

conyuge, tratamiento previo y otfos.

%5.2) Transformncibﬁ bacteriana.

Se realizd utilizando e] método de Cohen et al (1982). Ge

utilizaron las cepas C-600, HB-101 y MC-1061 de 1la bacterias
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pHPVII

Fig. 3. Mapas de restriccién de los cuatro tipos de HPV, Las posiciones
de los sustratos para varias endonucleasas de restriccién se semalan en Kpb.
La regi6n marceda con lineas representa al vector pBR322. A. pHPV6b (Giss-
mann et al. 1982; Rando et al. 1986). B. pHPYV 11 (Broker y Chow 1986; Broker
y Botchan 1986). C. pHPV 16 (Dirst et al. 1985; Takebe et al. 1987), D. pHPY 1B
{Broker y Chow 1986; Broker y Botchan 1986).
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Escherichia coli, como recipientes para los plasmidos vectores
de HPVs &4, 11, 16 y 1B (fig. &). asi como para el plasmido con el
inserto v-myc (fig. 4). Los vectores utilizados fueron pBR322 y
pBR313 para los HPVs vy wv-myc respectivamente. Los virus HPVs 6,
11, 16 y 18. fueron donados por el Dr. Lutz Gissmann (Deutsches
Krebsforschungszentrum, Heidelberg, Alemania Federal) al Dr.

Mario CastaMeda, y el oncogene viral se comprd de la coleccidn de

oncogenes y proto-oncogenes de American Type Culture Collection.

S5.2.1) Medio de cultivo.

Se utilizd el medio Luria-Bertrani (LB), preparado a partir
de 10 gr de peptona o triptona de caseina, 06 gr de cloruro de
sodio y S5 gr de extracto de levadura, por litro de agua,
ajustandose el pH a 7.6. Para un medio sblido se agregaron 15 gr
de bacto-agar. El medio se esterilizé en una autoclave a 20 1b.
de presidn durante 20 min. Debido a que el plasmido confiere
resistencia a antibidticos a la bacteria transformada, la
seleccidn de éstas se realizd agregando ampicilina al medio a una

concentracidn de 100 ug/ml (Maniatis et al., 1982).
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Fig. 4. Mapa de restricci6n de pV-myc. Las posiciones de los sustratos para
varias endonucleasas de restriccion se sefalan en Kpb. La regién marcada cen 1f-
neas representa al vector pBR313. (Vennstrom et al. 1981).

85.2.2) Preparacidn de chlulas competentes.

Be tomd una colonia de bacterias de la cepa a utjlizar y se
inoculd en 5 m] de medio LB, dejhndose en agitacibn (200 rpm) a
37'C tada l1a noche. Se tomaron 1.25 sl de este cultivo y se
inocularon en 100 sl de medio nusvo, agitando a 37°'C hasta que
alcanzd una densidad dptica (DO) -de 0.6 a 600 nm de longitud de
onda. Se colocd en hielo por 10 min, y posteriormente se
cantrifugd a 8000 g (rotor G8A, centrtfuga Sorvall) pars cosechar
las bacterias., El bc;tbn fue resuspendido en la mitad de]l volumen

inicial de CaCl 100 mM &n Tris~HC]l a pH 8.0 10 aM y se incubd en
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hielo por 30 min. Se centrifugd a 4000 g por 10 ain y el
precipitada se resuspendid en 1/10 del volumen inicial. Las
células asi obtenidas aon susceptibles de transformacidn durante

6 dias si son almacenadas a 4'C (Mandel y Higa 1970f Dagert vy
Ehrlich 1979).

5.2.3) Transformacibn.

Se colocaron en un tubo 200 jul de células compstentes, ©0.3
Mg de DNA para transformsr (plAsaido con el inserto
correspondiente) y 10 a 20 ul de 6,6,0.2 (NaCl & mM, tris-HCL (pH
7.5) & aM y EDTA 0.2 mM) dejindose iﬁcubando an hielo por 30 ain.
tas bacterias fueron sometidas a shock térmico colocdndolas a.
42°C por 90 seg. Se agregaron 2 ml aedio LB dojlndon‘ on
agitacidn durante 45 min a 37°'C. Se plaquearon en cajas con medio
sslectivo. Tanto las cepas bacterianas solas comso aquellas
conteniendo plasmsidos ur:addrcs, fusron mantenidas en cajas de
Petri con medio LB con agar, vy en caso neacesario, con ampicilina
a la concentracidn seflalada. Las resiembras se realizaron
aproximadasente cada wmes, tomando una colonia de la caje vy
-xpandllndolu en una nueva por el sbtodo de ontrt.ﬂeo tManjatis
et al. 1982). De westa manera se aseguro el tensr colonias
sisladan. Las cajas asi sestradas se mantuvieron a 37°C de 16 a

24’ hrs. y guardadas a 4°C hasta la siguiente resiesbra.
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5.3) Purificacién de plasmidos a gran escala,

Se realizd por e! método de hidrdlisis alcalina de Birnboim
y Doly (i979), modificado por R. HernAndez (comunicacién

personal).

%5.3.1) Creciriento de bacterias y amplificacion de

plasmidos.

Para la amplificacidn de plasmidos se utilizé el método
publicado por Maniatis et al (1982), de acuerdo con el cual, se
tomd una colonia de la cepa recipiente del plasmido a extraer, y
se inoculd en 5 ml. de medio LB con selector de rnsist@ncia, y se
dejd creciendo en agitacién (200 rpm) a 37°’C toda la noche.
Transcurrido este tiempo se tomaron 50 ul. y se inocularon en un
volumen de 12.5 ml. de nedio con ampicilina (100 ug/ml) que se
incubaron hasta alcanzar una densidad optica de 0.6 a 600 nm de
longitud de onda, con el fin de tener una poblacién viable de
1X10 celulas/ml en fase logaritmica. A ios 12.5 ml de cultivo,
se les affadieron 250 ml nmds de medio con ampicilina y se dejaron
creciendo a 37°C hasta alcanzar una D.0. de 0.4 que es el inicio
de la fase logaritmica deil crecimiento. Cuando el cultivo alcanzé
esta fase se le adicionaron 170 ug/ml de cloranfenicol, con el
fin de frenar 1a .replicacidn cromosédmica e incrementar la
replicacidn del plhsmidn, vya que éste no resulta tan ionsiblc al
antibidtico. Se incubd cde 12 a 16 hrs. y se procedid a extraer

los plasmidos.
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5.3.2) Extraccidon de plasmidos.

€l cultivo de bacterias con el plasmido se centrifugd a 8000
g durante 20 min. <(rotor GSA, centrifuga Sorvall). E! botén
celular se resuspendid en 25 ml. de una solucidn de glucosa o
dextrosa S50 mM, EDTA 10 mM, tris-HCl (pH 8.0) 25 mM, vy S0 mg de
lisozima (Sigma). Se incubd una hora en hiolo-aqda. Daspuds de
este tiempo se agregaron 50 ml de una solucidn de hidréxido de
sodio 0.2 N y SDS 1% w/v, vy se dejd en hielo por S amin, Se
afNadieron 37.5 ml de una tercera solucion de acetato de sodio o
potasio IM y Acido acético gQlacial al 11.5% v/v, y se incubd una
hora en un bafNo de hielo-agua. Se centrifugd a 8000 g por 30 min.
a 4°C, se recuperd el sobrenadante y se dejé precipitando por una
hora a =70°C o bien a -20°'C toda la noche en 0.6 voldmenes de
isoprbplnol o en dos voldmenes de etanol. Se centrifugd a 8000 g
por S0 min. a 4°C y el hotdn conteniendo los plismidos fue resus-
pendido en una mezcla de NaCl 6 mM, tris-HCl (pH 7.3) 6 mM y 0.2
mM de EDTA (6,6,0.2). Por @ltimo, el exceso de RNA fue eliminado
con una incubacién de RNAln'(Sigmn)(20 ug/ml) por una hora a
37°C. La digestidn se frend con 0.5 ml de tri--HClr(pH. .3 1IN
y 0.4 ml de sarkosil al 10%, seguido de extracciones con fenol-
agua y con cloroformo-alcohol isoamflico 2431i. Se centrifugd o

8000 g 10 min., recupearindose la fase acuosa.
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%5.3.3) Gradiente de cloruro de cesio.

Para purificar los plasmidos se hizo un gradiente de cloruro
de cesio, siguiendo el metodo descrito por Maniatis et al.
(f982), que se prepard agregando 6.5 gr de cloruro de cesio
(Sigma) por cada 4.5 ml de solucidén de pldsmidos y 0.1 ml de EDTA
0,2 M} se aMadieron 0.62% m]l de tris-HCl (pHM 8.4) vy el mismo
volumen de tris-HCl (pH 9.5), ambos a una concentracidn de I M,
0.25 ml de sarkosil al 20% y 0.4 ml de bromuro dg etidio a una
cencentracidn de 10 mg/ml. Al tubo de la centrifuga (rotor SW 50
de la centrifuga Beckman) se le afadid aceite de parafina,
evitando que quedaran burbujas en el mismo, Yy se centrifugb a
45000 rpm de 24 a 36 horas. La banda conteniendo a los plasmidos
se recolectd por introduccidtn de una aguja hipodérmica en e}
sitio donde &sta se encontraba. Se midid el volumen de la misma,
y se le aNadi®d un volumen de agua y 2.5 voldmenes de etanol. ©Se
dej& precipitar al menos una hora a temperatura ambiente vy
posteriormente se cehtriiugb a 12000 g durante 10 min (rotor HB-
4, centrifuga Sorvall). El botédn se resuspendid en NaCl 6 M,
tris-HCY (pH 7.5) & mM y EDTA 0.2 mM (6,46,0.2) en un volumen
final de 5 ml., se afadieron 0.5 m) de tris-HCl (pH 9.%, 0.5 m!
de cloruro de litio 8 M, 0.2 ml de sarkosil al 10% y se mezclh
suavesente. Se realizaron extracciones con fenol-agua y clorofor-
mo~alcohol isoamilico 24t1 recuperéndose la fase acuosa, la cual
se precipitd con 2.5 ml de etanol al menos una hora a =-20°C.
Despuds de ese tigmpo se centrifugd a 12000 ¢ (rotor HB-4,

centrifuga Sorvall) y el botdn de DNA se resuspendid en 6,6,0.2.
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La muestra se mantuvo a ~20°C hasta el momento de ser utilizada.

5.4) Extraccidn de Acidos nucleicos de condilomas.

Los Acidos nucleicos de los condilomas fueron purificados

de acuerdo con un método modificado de Kieg et al. (1983).

5.4.£) Purificacidtn de Acidos nucleicos de las células

de los pacientes.

Las biopsias fueron colocadas en nitrdgeno liquido o’ en
hielo seco, insediatamente después de ser extrald;l de la
paciente, para fijarlas provocando la menor alteracion posible al
tejido. La extraccidn se realizd mediante una técnica modificada
de Kieg, en la cual la muestra de tejido fue pulverizada en un
mortero con hielo seco agregindose 3 ml de fenol saturado en agua
con hidroxiquinocleina y acetato de potasio 0.3 M a pH 7.5, v S ml
de una segunda solucidn de SDS 0.5%, EDTA 5 M y acetato de
potasio 0.3 M, por cada 0.3 gr de tejidn. Se agregd un volusen de
cloroformo-alcohol isoamflico 24ti, y se centrifugd la muestra,
para ser recolectada la fase acuosal & esta fase se le adiciond
. un volumen de isopropanol para precipitar en frio. La suestra fue
centrifugada de nueva cuenta y el sobrenadante decantado. La

pastilla conteniemdo DNA y RNA, se resuspendid en 200 ul de agua
estéril.



S.4.2) Separacidn de RNA y DNA.

A la muestra de DNA y RNA resuspendida en agua se le adicio—
néd un volumen de cloruro de litio 4 H y se dejo precipitar 2 hrs.
a 4°C. Se centrifugd a 12000 g por 20 min (rotor 55-34, centrifu—
ga Sorvall). La pastilla, que contiene un exceso de RNA, se lavd
con etanol al 70% y se le agregd cloruro de sagnesio S alS. y 29
1g/nl  de DNAsa (Sigma). Despubs de 20 min de incubacidn, se
frend la digestidn con EDTA S et y se adicionaron 2.3 voldsenes
de etanol al 70% para hacer un lavado, y por dltiso, se resuspern—
did en 46,56,0.2. Del sobrenadante de la primera centrifugacidn se
precipitd el DNA con 0.6 vollmsenes de isopropanol o bien 2 de
etanol, misso que se resuspendid en 6,6,0.2. Asbas soluciones 2=

mantuvieron a -20°C hasta @1 sosento de ser utilizadas.

5.3) Cuantificacidon de Acidos nucleicos.

La cuantificacitn se efectud siguiendo los adtodos descritos
por Maniatis et ai t1982). £l prizerc consiste en espectrofotosse—
tria a 260 nm de longitud, en base a la relacidn: 1 DO=S0 jpy/mi
de DNA de doble cadena. La relacién entre las lecturas a 260 y
280 nm a® utilizd para detersinar ispurezas par proteina, consi—
derandose pura una suestra con indice igual o sayor de 1.8 para
DNA y 2.0 para RNA. El segundo sitodo se basa en slectroforesis,
en la que se cospard un volusen conocido de la muwestra de
concentracidn desconocida y con diluciones sucesivas de una

muestra de concentracidn conocida. El1 gel se tifid con brosurc de
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etidin y se expuso en un transiluminador de luz ultravioleta a

260 nm de longitud.

S.4) Electroforesis de dcidos nucleicos.

ta electroforesis de Acidos nucleicos se llevd a cabo en
cimaras horizontales, utilizando geles de agarosa (tipo 1, Sigma)
al O0.8%2. Las suestras se corrieron adiciondndoles 1/5 parte de
amortiguador de suestra (azul de bromofenol 0.25%, xilen-cianol
C.23%, glicerol 30%Z en H 0). Como amortiguador de corrida se
utilizd TBE (tris-borato 0.89 M, EDTA 0.002 M o TAE (trie-
acetato 0.084 M, EDTA 0.001 M). Los corrimisntos se efectuaron
aplicando un voltaje de 80-100 V. La visualizacidn de los dcidos
mucleicos se realizd adicionando bromuro de etidio 1 ug/ml e
fiyrradiando el gel en un transiluminador de luz ultravioleta a 240

mm (Southern 19890).

5.7) Desinsercidn de las sondas a partir del vector.

La desinsercidn se realizd digiriendo con endonucleassas de
restriccion el plisaido con el inssrto en los sitios seflalados en
los mapas (figs. 3 y 4). Se corrid un gel de agarosa sl 0.0X. La
separacitn del DNA del gel de agarosa se realizd de acuerdo con
el metodo de Birvitz et al. (1980) mediante el cual, una vez

localizada l1a banda en el gel, con una lAmpara de luz UV de onda

352



larga (300 nm), se procedid a hacer una incisibn con un bisturtl
exactemente en frente de la banda. En esta abertura se colocaron
un pedazo de papel Whatman 3MM y una pieza de membrana de
didlisis sencilla detras de éste. Una ve: cerrada la abertura se
continud la electroforesis hasta que la banda migré al papel.
Tanto el papel &hatman como la membrana fueron doblados vy
colocados en un tubo de polipropileno de 400 ul con un orificio
en la parte inferior, vy este a su vez dentro de otro tubo de 1.5
ml. Se centrifugaron los tubos tres veces a 12000 g en una
microfuga (Eppendorf) agregando en cada centrifugacidn 100 ul de
un  amortiguador de elucién (NaCl 0.2 M, Tris-HCl pH 7.6 S0 mM,
EDTA 1mM y SDS C.1%) al tubo de 400 upl, recuperando el eluido
después de cada una. Se realizaron extracciones con fenol, fenol-
cloroformo y cloroformo; el DNA se precipitd con etanol a -20°C y

fue resuspendido en 100 ul de H 0 o TE.

5.8) Digestidn con endonucleasas de restriccién.

Se utilizaron las endonucleasas Eco R1, Bam H1, Bgl II, Hind
IIT y Pst I de Bethesda Research Laboratories (BRL, CatAlogo
1987), Se utilizaron dos diferentes amortiguadores de digestion,
cada uno de diferente fuerza idnica. Para las tres primeras
enzimas se utilizd un amortiguador de gran fuerza ibnica (tris-
HCl pH B.0 S0 mM, MgCl 10 mM, NaCl 100 mM), mientras que para
las otras dos se utilizd un amortiguador de fuerza idnica mediana
(tkris-Hel pH 8.0 so‘mn. MgCl 10 mM, NaCl SO mM) (BRL buffer

chart). Se prepar® una mezcla de digestién conteniendo la
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concentracién de DNA a digerir, el amortiguador de digestion
apropiado (1 X) y de 1 a 3 unidades de enzima por ug de DNA. La
incubacidn se llevd a cabo al menos durante 4 hrs. a 37°C para
las primeras cuatro enzimas, y a 30°'C para Pst 1. Las reacciones
fueron detenidas con amortiguador de muestra (i X) (Maniatis et

al. 1982).

5.9) Hibridacidn en punto y Southern.

Los métodos de hibridacién empleados se basan en la
desnaturalizacidtn del DNA, su inmovilizacién en filtros de
nitrocelulosa, e hibridacidn con sondas marcadas (Noyes y Stark
1975). El primero permite detectar la presencia del virus,
mieptras que, por el segundo, se pueden detectar rearreglos
genéticos de &ste en el DNA celular, asi como su estado fisito

(Southern 197%).

5.9.1) Hibridacidn en punto.

El filtro de nitrocelulosa (Schleicher & Schuell BA 85) se
hidratd en acetato de amonio {1 M o bien en SSC 20X (NaCl 3 M,
citrato de sodio 0.3 M), La muestra, previamente desnaturalizada,
fue aplicada al filtro utilizando la camara Bio-dot (Bio-rad). El

filtro se horned a 80°C y a una presién de 20 mm Hg de 2 a 4 hrs.
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5.9.2) Hibridacién tipo Southern.

Las muestras a hibridar se corrieron por electroforesis en
un gel de agarosa (tipo 1) al 0.8% de 0.8 cm de grosor y en
amortiguador de corrida TBE o TAE (1 X) (Southern 1980). La
transferencia del DNA a los filtros de nitrocelulosa se realizé
por el método de Southern (1975). El DNA en el gel se
desnaturalizd sometiéndolo a un tratamiento en HCl 0.25 N durante
1S min., dos veces. Fosteriormente, el gel se lavh en agua
destilada y se puso en presencia de NaOH 0.5 N y NaCl 1M durante
15 min. dos‘ veces. Nuevamente se enjuagd en aqua destilada,
neutralizando la base con un tratamiento en tris-HCl 0.5 M (pH
7.4) y NaCl 3 M, dos veces. La transferencia del gel al filtro se
hizo montando un dispositivo que consiste en poner el gel en
contacto con el filtro y permitir la transferencia por arrastre
de buffer salino (SSC 10 X) de 12 a 24 hrs. El filtro se bhorned

de 2 a 4 bhrs. a una presibn de 20 mm Hg a 8o*C.

5.9.3) Marcaje de las sondas.

El marcaje con nucledtidos radiactivos I Pl o biotinilados se
realizé utilizando los jumgos para “Nick translation” de Bethesda
Research Lahoratories (BRL, Catalogue no. B2398A) y Amersham
(Amersham International, 1984)3 tambi®n se prepard un juego
utilizando nucledtidos frios y enzimas de Sigma. El marcaje se

realizé agregando en un tubo las soluciones contenidas en el
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juego! soluciones A1-AS (dNTPs no marcados 0.2 mM en tris-HC1 300
mM (pH 7.8), MgCl 50 mM, 2-mercaptoetanol y 100 wug/ml de
albamina de suero de bovino (BSA)), 1 ug del DNA a marcar, 0.1 m¥
del nuclebdtido biotinilado o 25 uCi del radiactivo, solucidn C
(0.4 unidades/ul de DNA Polimerasa 1, tris-HCl SO M (pH 7.9,
acetato de magnesio S mM, 2-mercaptoetanol 1 mM,
fenilmetilsulfonil fluoruro (PMSF) 0.1 mM, glicerol 50% y BSA

libre de nucleasas 100 pg/ml. La mezcla se incubd a 15°C por 90

min., y la reacciédn se pard con la solucidn D (EDTA 300 mM pH 8.0)

(Rigby et al, 1977). El dUTP biotinilado se adquirid de BRL y ( -

PIdATP fue comprado a Amersham. Para separar el DNA marcado de
los nucledbtidos 1libres, 1a mezcla se pasd por una columna de
Sephadex G-50 equilibrada con SS€ 1X-SDS 0.17%, preparada en una
jeringa de 1 ml de acuerdo con el método de Maniatis et al.
(1982). La muestra de DNA se aplicd a la columsna y centrifugd a
1,600 g por 4 min (rotor HB-4, centrifuga Sorvall), siendo el DNA
marcado colectado en el eluido, mientras que los nucledtidos no
incorporados permanecen en la columna. Se trabajd con una
radiactividad especifica de 1X10 cpm/ug de DNA, misma que se
determind en un contador de centelleo liquido (Beckman). Todos
los pasos del marcaje con [?2P) se realizaron utilizando un
mandil de plomo y trabajando detrds de una mampara de lucita en

un cuarto destinado para tal efecto.

5.9.4) Condiciones de hibridacibn.

El filtro se colocd en un amortiguador de prehibridacidn (10
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ml/10Q cm2) en una bolsa de polietileno sellada, de 2 a 4 hrs.
Los componentes del amortiguador variaron dependiendo de |as
condiciones de hibridacidn (apéndice 7.1). En condiciones
estrictas (Tm—10) éste se prepard con formamida desionizada al
4%%, SSC 5X, Denhart 99X, fosfato de sodio (pH 6.%) 25 mM y DNA de
arenque (Sigma) 500 pg/ml, siendo la incubacidn a 42°C. En
condiciones relajadas (Tm—-40), la formamida se agregd a una
concentracidn del 10% y la incubacidn se llevd a cabo a 35'C. Una
vez prehibridado el filtro, el amortiguador de prehibridacidn fue
extraldo de la bolsa, y se agregd el amortiguador de hibridacidn,
el cual presenta la misma concentracidn de formamida, SSC,
fosfato de sodio y ONA de arenque que el amortiguador de
prehibridacion, - pero el Denhart se adiciond en una concentracitn
1X, ademas de adiciondrsele dextran sulfato de sodio al 10% y de
100 a 400 ng de la sanda marcada, la cual fue previamente calen-
tada a 95°'C por 5 min. para desnaturalizar, y enfriada a -70°'C en
etanol-hielo seco por S min. Se incubd a 3I5'C en condiciones
relajadas y a 42°'C en condicianes estrictas, por el tiempo
requerido (Apéndice 7.2). Posteriormente se realizaron lavados
del ¢filtro con 250 ml de solucibn de SSC 2X~8DS 0.1%, 8SC 0.2X~
SDS 0.1% ambos a temperatura ambiente, con SSC 0.16X-SDS 0.1% a
&5°'C en condiciones estrictas y a 32°'C en condiciones relajadas,
y finalmente con SSC 2X-8DS 0.1% a temperatura ambiente. Todos
los lavadas se llevaron a cabo por duplicado por 3 min, con
excepcidn de aquél con SBC 0.16X-SDS 0.1% donde cada lavado durd

15 min.
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5.9.5) Deteccibn del DNA biotinilado en nitrocelulosa.

Para la visualizacidn de sondas biotiniladas se siguid el
método desarrollado por Leary et al. (1983). Primeramente se
laveé el filtro en el amortiguador 1 (tris-HC1 0.1 M (pH 7.5),
MgCl 2 mM, ¢tritén X-100 0.05% (v/v)), y se incubd por 20 min. a
42°'C en el amortiguador 2 (albdmina de suero bovino 3% (p/v) en
el amortiguador 1) precalentado. Cuando la hidratacidn no fue
uni forme se le dieron 20 min. mads a 42'C. Se dejo secar a 80'C en
vacio (20 mm Hg) de 10 a 20 min. El filtro se rehidratd en el
amortiguador 2 por 10 min. Para deteccidén, se colocd el filtro en
presencia de avidina o estreptavidina 2 ug/ml! en el amortiguador
1 (I m/7500 cm2 de nitrocelulosa) por 10 min. Se hicieron tres
lavados de 3 min. cada uno en el amortiguador 1, Yy se incub® el
filtro por 10 min. en presencia del polimero de biotina-fosfatasa
alcalina 1 Mg/ml en el amortiguador { (3 ml/100cm2 de
nitrocelulosa). Se realizaron entonces lavados con el
amortiguador {1 y con el amortiguador 3 (tris-HCl O.1 M (pH 9.5),
Nacl 0.1 M, MgC12 50 mM). La visualizacién se llevo a cabo
colocando el filtro en presencia de colorante (2.4 mg nitroazul
de tetrazolio y 1.2 mg de S5~bromo-4-cloro-3-indol fosfato en 7.5
ml  del amortiguador 3 por cada 100 cm2 de nitrocelulosa).
Posteriormente se  lavd el filtro en tris-HCl 20 mM (pH 7.%) y
EDTA 5 mM, dejando secar en vacio (20 mm Hg) a 80'C por { o 2

mip.
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%5.9.6) Sintesis del polimero de siotina-fosfatasa

alcalina,

La sintesis de este polimero se hizo de acuerdo con el
método de Leary et al. (1983)., Todo el procedimiento se llevd a
cabo a 4°'C. Primero se agregaron 5 ul de solucibn de
disuccinimidil suberato (DS} S mg/ml a 1 m] de solucidn de
fosfatasa alcalina (FA&) I mg/ml en NMZT pH 7.6 (NaCl I M, MgCl |
mM, ZnCl 0.1 mM, trietanolamina 30 aM), mezclando suavemente por
1 a 2 min, Se agregaron entonces 5 pl mas de DS y se agitd por 40
min. Se aMadieren 10 ul de cadaverina 0,1 mg/ml en NMIT y se dejd
agitandao 20 min, repitiendo esta operacion tres wveces mds, vy
haciéndolo una cuarta vez, pero agregando 30 ul de cadaverina/ml
de reaccidn, Finalmente se idicionaron 2 ul de cadaverina no
diluida y se agitd un§ hora mas. Se dializd contra NMZY por 2
hre., cuatro veces. Se agregaron 10 ul de solucidn de biotina (20
mg/ml) por cada mg de FA y se dejd agitando por 2 hrs. Se dializé
contra NMZT. Se agregd a:zida de scdio al 0.2% y se transfirid la

soluciébn a un tubo de polipropileno de 1.5 m},
5.9.7) Autorradiografia
Se utilizaron placas para radiografia (Kodak X-Omat AR) que
se expusieron en presencia del filtro de Z a 3 dias. Esto se
realizd colocando ambos en un cassette para placas radiogrificas,

a ~70’C, en un ultracongelador (Revco). Las placas se revelaron
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exponiéndolas 15 min. en revelador Foto Flow (Kodak), % min. en

H Oy 10 min. en fijador (Kodak).
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&) RESULTADOS

6.1) Hibridacién en punto con HFVs &, 11, 16 y 1B,

Se realizaron cuatro ensayos de hibridacidn en punto para
DNA y uno para RNA, Para los primertos tres, vy para el de RNA,
las sondas se marcarcon con biotina, mientras que para el otro con

£32pa,

De 44 pacientes se tomaron un total! de S8 muestras de las
cuales, 44 se ensayaron para DNA y 14 para RNA. Seis muestras

fueron estudiadas en ambos tipos de ensayos.

Del total de muestras, 39 fueron de mujeres, correspondiendo
17 a cébrvix y 22 a vulva, siendo un total de 29 condilomas, dos
NIC 1 vy dos NIC 1Il. De hombres se analizaron nueve muestras de
condilomas, cuatro de pene, tres de meago urinario, una de ano vy

una de glande.

b.1.1) Hibridacidn para DNA.
Las hibridaciones con DNA se realizaron utilizando como
sondas los cuatrp tipos virales, desinsertados del vector

(pBR322), cada una en filtros separados. Tadas las hibridaciones
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fueron en condiciones estrictas [Tm-12], y fueron realizadas
utilizando una sonda a la vez. Por dltimo, se utilizaron todas
las sondas en conjunto pero a Tm—~40 para tener condiciones

relajadas a fin de poder detectar la presencia de algéin otro tipo

viral.
No. muestra  Diagndstico clinico HPVs T
43 NIC 11T de cérvix T R ‘
a1 NIC I de cérvix Py
3 Condiloma acuminado de vulva N ] Q r
34 Condiloma acuminado de glande ,-': ® 9o )
31 Condiloma acuminado de meato ] ® i =
3l Condiloma acuminado de meato ¢ [ ) 4] ;F
1 Condiloma acuminade de cérvix " . “@a ’j
Controles positivos ® . ." “‘l
> .
Controles negativos _ iéy}. . : * 3

Fig. 5. Hibridacioh en punto del filtro no. 1 con HPVs 6, 11, 16 y 18
en condiciones estrictas, y con todos los tipos virales a la ver (T) en
condiciones relajadas. Las sondas se marcaron con biotina. Se pusieron 10 0]
de DNA por punto.
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Como se menciond con anterioridad, los ensayos de
hibridacidbn en punto con DNA se realizaron en cinco filtros
di ferentes., La figura 5 muestra los resultados obtenidos en el
primer filtro. Como puede apreciarse, la mayoria de los casos
resul taron positivos para HPV 6 u 11, siendo todos positivos para
uno u otro HPV, Esto se confirmd ademhs al hibridar con los
cuatros tipos virales a la vez, ya que como puede observarse en
la misma figura, todos resultaron positivos. Los resultados
obtenidos en 105 otros filtros no se muestran. Asimismo, se
observa que en el caso de pacientes con dos biopsias, una de
cérvix y una de vulva, los resultados de presencia y ausencia del

virus, coinciden.

El andlisis de los resultados de los S filtros, para cada
tipo de lesidn, se muestra en la tabla II1. Se observa una
predominancia del HPV & en la totalidad de los casos, seguido de
HPV 11 y HPV 18. Cabe sefalar que, dado el tamafo de algunas de
las muestras (la mayoria de las veces su peso fue inferior a 0.1
gr), la cantidad de DNA que se extrajo de las mismas fue también
muy pequeffa, por lo Quc no se pudieron ensayar todos los casos
para todos los tipos de sondas virales. Esto se debe a que los
filtros en los que se usd sondas marcadas con biotina solo pueden
ser utllizndo; una vez} 10 mismo no ocurrid para las sondas
marcadas con (31P1, vya que los filtros pueden ser lavados vy

reutilizados varias veces.
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Tabla I11. Anflisis de os resultados obtenidos por los ensayos de hibridacidn en punto
con DNA, Las muestras 1-29 corresponden a condilomas acuminado y vegetante; muestras 30-38 a
condilomas acuminado y vegetante de hombre; muestra 39 a condiloma plano de mujer; muestra 40
a8 prurito vulvar; muestras 41 y 42 a neoplasia intraepitelial cervical (NIC) I de mujer y las

muestras 43 y 44 a NIC 111 de mujer.
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En la tabla IV se muestra el porcentaje de casos positivos
para los diferentes tipos virales en condilomas acuminado y
vegetante, condiloma plano y NIC I-IIl. Puede apreciarse que en
el primero vy ﬁlt1m§ tipo de lesiones existe una predominancia del
HPV & (que en NIC I-II1 llega a ser hasta de 100%), seguido de
HPV 11 y, en menor proporcién de HPV 18; mientras que para HPV 16
la incidencia es muy baja o nula. Para el caso del condiloma
plano, dado que solo se conto con un caso, no se puede

generalizar en los resul tados.

Tabla IV. Porcentaje de casos positivos para los HPVs en las diferen-
tes lesiones analizadas por hibridacién en punto (casos positivos / total).

HPVs

Diagndstico 6 11 16 18
Condilomas acuminado 84.2%5 57.5% 4% 33.3%
y vegetante (32/38) (19/33) (1/25) (8724)
Condiloma plano 0% 0% 0% 100%

(o71)  (o/1)  (0/1) (1/1)
Neoplasia intraepitelial 100% 50% 0% 50%
cervical I-I11 (474)  (2/8) (0/4) (2/4)

Como se observa en la tabla ¥V, al comparar los casos de
condilomas tanto para hombre como para mujer, las tendencias
mencionadas anteriormente, sobre los tipos virales presentes, se
mantienen. Para todos ios tipos de HPVs, con excepcidn del HPV
16, se puede apreciar que la incidencia resulta mayor en hombres
que en mujeres; esta diferencia resulta particularmente marcada

para el HPV 18.
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Tabla V. Porcentaje de condilomas acuminado y vegetante positivos pa-
ra HPVs en mujer y hombre (casos positivos / total).

HPVs
6 11 16 1g
Mujer 79.3%  45.8%  5.5% 16.6%
(23729} (11/28) (1/18) (3/18)
Hombre 100%  88.8% 0% 71.4%

(5/9) (8/9)  (0/7) (5/7)

Tabla VI. Porcentaje de condilomas acuminado y vegetante positivos
para HPVs en muestras de cérvix y vulva (casos positivos / total}.

HPVs
6 1 16 1€
Cérvix 80%  42.8%  20% 40%
(8/10) (3/7) {1/%) (2/3)
Vulva 82.%  40%

0% g%
(14/17)  (6/15)  (0/11) (1/11)

Al comparar los casos de condiloma en cérvix y vulva se

observa en la tabla VI que las proporciones de incidencis de los

HPVs se mantienen mAs o menos constantes, quedando el HPV & como

el mAs combn, n-gytdo de los tipos 11, 18y 16 en respectivo

orden de frecuencia.
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En la tabla VII se muestra el nlmero de casos de condilomas,
que resultaron positivos para diversas combinaciones de los HFVs,
observaAndose una mayor tendencia a la infeccidn multiple en
hombres que en mujeres, Asimismo, aunque la infeccidn simultanea
de HPV 6 y HPV 11 es la mds comdn, también se encontraron otras
asociaciones, principalmente entre HFVs 6 y 11 con HPV 18, y con

mayor frecuercia en hombres que en mujeres.

Al comparar el ndmero de casos positivos para infeccidn con
uno o mds tipos virales, como se aprecia en la tabla VIII, se
encontrd en mujeres una predominancia en la infeccidn con uno a
dos virus, mientras que en hombres no se encontré infeccién con
un solo tipo viral, y si se detectd una mayor proporcitn de

infeccibn mbltiple, sobre todo con tres tipos de HPVs

Los casos de NIC estudiados (I y III) y la frecuencia de
aparicibn de los diversos HPVs en los mismos, se muestran en la
tabla 1IX. Al igual que para los caspos de condiloma, se aprecia
una predominancia de HPV 6 seguida de HPVs 11 v 18, Los datos
encontrados en condiloma al respecto de la alta incidencia de HPV
18, son congruentes con lo e;contrado en los casos de NIC I vy
111, donde se observa una predominancia en la incidencia de HPV

18 sobre HPV 16,
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Tabla VII. Porcentajes de casos positivos para diferentes combinaciones de HPVs en mujer
y hombre: (casos positivos / total),

Combinaciones de HPVs

6yl6 6yl8 11 y 16 11y18 16 y 18 6, 11 46, 11
6y1l ¥ Y ¥ y Y ;16 ;18

Mujer 31,8% 6.3% 16,6% 6.2% 6.2% 0¥ 20% 9.1%
(7722  {1/16) (2712) (1/16) (1/16) (0/16) (1/5) (111)

Hombre 88.8% 0% .4 0y 71,44 0% 0% 71,48
(8/9) (0/7) (8/7) {0/7) (8/7) (0/7) (0/7)  (5/7)




Tabla VIII. Porcentaje de casos gositivos para uno o mds tipos vira-
les =r. mujeres y hombres (casos positivos / total).

0 1 2 3 4
Miier 8.7  52.1% 26% 13 0%
{2723} (12/23) ({6/23) (3/23) (0/23)
Fombre 0% 0 28.5..  71.4% 0

(o/7)  {o/7) (2/7) (5/7)  (0/7)

Tzbla IX. Casos de neoplasia intraepitelial cervical (NIC I-I11l) po-
sitivos para los diferentes tipos virales (casos positivos / total).

. HPVs

) 11 16 16
NIC I 2/2 /2 0/2 1/2
NIC Sl 2/2 /2 0/2 1/2

'6.1.2) Hibridacidn de RNA.

La hibdbridacidn con RNA se realizd para los HPVs & y 11,
siendo #stos casos de condiloma y condiloma planoi mientras que

un caso de NIC 1 splo se hibridd para HPV 16.

En la tabla X se muestra el anklisis de los resultados
obtenidos en esta hibridacidn. De trece muestras estudiadas,
todas fueron positivas para HPV 6, mientras que solo tres fueran
positivas para HPV li (23%), aprecidndose una mayor expresién del

primer virus. En tres muestras se obtuvo respuesta positiva para
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HPVs 4 v 113 J1a Unica muestra para HPV 14 resultd positiva.

Tabla X. Andlisis de los resultados obtenidos por el ensayo de hibri-
dacicn en punto con RNA. Las prireras doce muestras corresponden a condi-
lomas acuminado y vegetante; la ruestra 41 a una neoplasia intraepitelial
cervical (NIC I); y la muestra 45 a condiloma plano.

No. muestra 6 11 16 18
3% p + - NE NE
3v + - NE NE
4 cx + + NE NE
5v + - NE NE
6 cx + - NE NE
0v + - NE NE
6 v + - NE NE
a7 v + - NE NE
48 v + - NE NE
49 v + - NE NE
50 v + +  NE NE
51 cx + - NE  KNE
41 cx NE NE + NE
45 v + + NE NE

Abreviaturas: +

positivo; - = negativo; NE = no estudiado; cx = cérvix;
v

vulva; p = pene

La tabla XI muestra una comparacién entre Jlos resultados

obtenidos mediante las hibridaciones con DNA y RNA para las

muestras que se analizaron para ambos casos. De cinco casos de

condiloma paositivos para HPY & con hibridecidn con DNA, todos

fueron positivos para HPV & con hibridacidn con RNA, mientras Que
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uno mAs que fue positivo también para RNA, no lo fue para DNA.
De seis casos estudiados para HPV 11, dos fueron positivos para
DNA y negativos para RNA, mientras que otro fue positivo para

RNA y negativo para DNAj el resto coincidieron en negatividad.

Tabla %1. Comparacidn entre los resultados obtgnidos para los casos
ensayados tanto para DNA como para RNA por hibridacién en punto.

HPY 6 HPV 11
No. muestra DNA RNA DNA RNA
3 + + + -
4 + + - +
5 + + - -
6 - + + -
10 + + - -
36 + + - -

6.2) Hibridacidn tipo Southern con HPVs 6, 11, 16 vy 168.

Se realizaron cinco ensayos tipo Southern de los cuales, los
dos primeros fusron realizados con DNA de muestras previamente
analizadas por hibridacidn en punto (muestras S, 7, 11, 18, 22,
24, v 44), nientras que para los tres restantes se utilizd DNA de
nusvos pacientes, siendo 12 de mujeres y una hombre. Las muastras
de mujer fueront cuatro condilomas de cérvix, cuatro de vulva y
uno de uretraj} tres condilomas planos, uno de vulva, uno de
cebrvix y uno de clitoris} cuatro NIC 111, dos de vejiga , uno de

vulva y uno de cérvix} la muestra de hombre fue un condiloma de
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meato urinario.

Tadas las sondas utilizadas fueron marcadas con

Cx -32p1ATP (1 X 10 cpm/pg DNA).

b6.2.1) Southern de filtros con muestras ensayadas por

hibridacibn en punto.

Se colocaron siete muestras, con 1.2-2.0 ug por carril, cada

una de las cuales se digirid con las endonucleasas Bam Hi, Bgl Il

y Pst 1, ademhs de ponerse una muestra sin digerir,

Estos filtros fueron hibridados con HPV & en condiciones
estrictas {Tm-20). El Gnico caso que did sefal positiva fue el 7,

que en «l1 andlisis previo en punto habla resul tado positivo parae

HPV 6. Como puede apreciarse en la figura 6, la sefial positiva

muestra un estado fisico episdmico o no integrado, dado porque

las bandas obtenidas coinciden con el peso molecular del virus

desinsertado.

La hibridacidn con HPV 11 y HPV 18 en condiciones relajadas

[Tm-40) para estos dos filtros no dieron seflal positiva.
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Fig. 6. Resultados de la hibridacidn tipo Southern con HPV & (Tm-12) y
HPV 16 (TM-40). A. Condiloma de cérvix, muestra no. 7 {2 ug por carril); B.
Vulvitis condilomatosa, muestra no. S (1.2 ua por carril). a, b, ¢ y d: geles
tefiidos con bromuroc de etidio de DNA digerido en el siquiente orden: Bam HI,
Bgl II, Pst 1y sin digerir; a', b', ¢' y d'. autorradiografias correspon-
dientes a cada muestra, de la hibridacion con HPV 6; a", b", ¢" y d". auto-
rradiografias de Ja hibridacién con HPV 16. Se sefialan los pesos moleculares
(en Kpb) de Vos fragmentos de DNA de fago lambda digerido con Eco RI.



Con HPV 16 en condiciones relajadas [Tm-40]1, se obtuvo
positividad en cuatro casos, mismos que por hibridacién en punto
hablan resultado positivos para uno u otro HPV. Los patrones de
bandeo en las sefales positivas resultaron ser diferentes de lo
esperado, migrando a diversas alturas, dependiendo de la enzima
utilizada en su digestidn. En el caso 5, Se obtuvo un bandeo
similar al del caso 7 con HPV 4, mientras que este dltimo caso

‘para HPY 16 mostrd bandeo diferente como se aprecia en la

figura 6.

6.2.2) Southern con muestras no probadas por hibridaciéon en

punto.

Los tres filtros contuvieron 17 muestras de condilomas (10
ug por carril), cada una digerida con Bam H1L y Bgl 11 y sin

digerir.

Los +filtros fueron hibridados con HPV {8 en condiciones
relajadas [Tm—40]. Aunque resultaron positivos los 17 casos, no

s apreciaron bandas definidas en todas las muestras.

En 12 casos, al digerir con Bam Hi, la sefal no se localizd
en la zona de peso molecular correspondiente al virus como
mondmero} pero en todos se detectd a esta altura al utilizar la
enzima Bgl II, como se muestra en la figura 7. En un solo c. o,
la enzima Bam H! digirid el virus y la banda migrd a 1ls .'tura

del marcador viral.
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Fig. 7. Resultados de la hibridacidn tipo Southern con HPV 18 (Tm-40).
A y B. Condilomas de cérvix muestras 45 y 46 respectivamente. a y a'. ge!
tefiido con bromuro de etidio y autorradiograffa del ONA de condiloma digeri
do con Bam HI (10 ug), b y b'. gel y autorradiografia del DNA digeride con
Bgl II (10 wmg), ¢ y ¢'. gel y autorradiograffa de} DNA sin digerir. A la
izquierda se sefialan los pesos moleculares {en Kpb) de los fragmentos de
ONA de fago lambda digerido con Eco RI.



6.3%) Hibridacién tipo Southern con el oncogen v-myg.

Se realizd un ensayo de hibridacibn con v-pyg en los
primeros dos filtros estudiados para HPV. El oncogen viral fus
marcado con biotina, y la hibridacion se llevd a cabo en
condiciones estrictas (Tm—121. Dicha prueba resultd negativa; lo
que es explicable en base a la falta de sensibilidad del ensayo,
ya que en lugar de diez microgramos de DNA, se tenian 2 y 1.5 ug

por carril.

6.4) Hibridacidn cruzada con HPVs &, 11, 16 y 18.

Se realizé un ensayo de hibridacidn cruzada usando como
sondas los diferentes tipos virales marcados con [5ZP] y a ellos

mismos como blanco.

Los tipos 6 y 11 se ensayaron en condiciones relajadas (Tm-
40), obteniéndose resultados positivos sn todos los casos. Los
HPVs 16 y 18 se hibridaron en condiciones tanto estrictas [Tm-10Q)
como relajadas (Tm-40]. Como puede verse en la figura B8, en
condiciones relajadas todos resultaron positivos, mientras que en

condiciones de alta estringencia, s&lamente hibridd el virus

correspondiente.
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A, HPV 6 HPY 11 HPY 1€ HPY 1€

[ Lt c e bt ¢
5 Kb—
4,3 Kb—
2.6 Kb

HPY 6 HPY t: HPV 16 KPV 18

Fig. 8. Resultados de la hibridacién cruzadz con HPV 16 (A) y HPV 18 (B).
a. Gel tefiido con bromuro de etidio (1 pg/ml) v visto con luz UV, del plésmi-
do con el inserto correspondiente a la sonde viral utilizada (digestiones
HPV 6 con Eco R1 y Bam H1, HPV 11 con Bam Hi, HPY 16 con Bam H1 y HPV 18 con
Eco R) (Ver fig. 3). b, Autorradxograf(a en condiciones relajadas {Tm<20). c.
Autorradiograffa en condiciones estrictas (Tm-t2j. Se pusieron 2 ug de DNA por

carril.



7) DISCUSION

En base a nuestras evidencias experimentales podemos decir
que el virus del papiloma humano se encuentra asociado a las
lesiones benignas en <frecuencias definidas, con una alta
predominancia del HPV 4. Esto coincide con lo publicado en otros
patses como Alemania, Kenya vy Brasil (Dlrst et al. 1983;
Gissmann et al. 1983), donde se encontraron incidencias altas de
este tipo viral, que junto con HPV 11, esta presente en

condilomas en un 90.9% de los casos.

Sin embargo para el caso de HPV 18 nuestros resultados
indican una alta incidencia de este virus (33%Z) en comparacién
con la existente en otros palses (5%) (Ddrst et al. 1983). Con el
fin de descartar la posibilidad de que estos datos se debieran a
artefactos de 1la técnica, se realizd una hibridacién cruzade
entre los cuatros tipos de virus del papiloma que utilizamos como
sondas: HPVs 6, 11, 16 y 18, observAndose que en condiciones

astractas no existe hibridacién cruzada.

Por tanto, consideramos que el HPV 18 es un tipo
predominante en nuestra poblac.dn, aunque no puede descartarse la
posibilidad de nrrorven el dignébstico clinico de 1a lesidn al
confundir el condiloma convencional con el condiloma planco

attpico. Por tanto, una confirmacién posterior del diagndstico
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por medios histolbgicos seria lo adecuado. Cabe sehalar que los
resul tados presentes soh congruentes con los encontrados en CaCu
por el M.C. Jaime BPerumen (comunicacién personal), puesto que
detecta un 80% de incidencia de HPV 18 contra un 40% de HPV 16,
siendo que mundialmente se ha encontrado tres veces mds

abundantemente el HPV 16 que el HPV 18 en CaCu.

Laz tendencias observadas en cuanto a las frecuencias de
presencia de los HPVs en las lesiones, son similares en las
mujeres y en los hombres; sin embargo, en estos dltimos se
detectd una frecuencia de apariciédn de HPV 18 mayor que en las
mujeres. Asimismo las lesiones en mujeres tendian a presentar en
general una presencia doble de agentes infecciosos, mientras que
en los hombres la tendencia fue la de presentar hasta tres
agentes infecciosos por lesidn, Esto parece indicar que existe
una mayor susceptibilidad por parte de los hombres para la
infeccidn por uno o mds virusj; por otra parte, es probable que
los individuos estudiados por nosotros presentaran hibitos
higiénicos mis deficientes o conductas sexuales mds promiscuas
que los de las mujeres estudiadas. Esto no puede afirmarse,
debido al desconocimiento de los antecedentes de los casos
estudi ados, por 1o que serifa conveniente ampliar el tamafo de la
muestra, auxiliada de una entrevista aplicada al paciente de
manera mds rigurosa. Es importante sefalar que pese a este
hallazgo de infeccidn miltiple en hombres, el ciAncer de pene s
menos frecuente que el clncer cérvico-uterino (Parkin et al,

1984).
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Debe considerarse asimiseo, que la muestra analizada por
nosotros para hibridacién en punto, proviene del Hospital Central
Militar, en el que es de esperarse la asistencia de indiv‘iduol de
distintas regiones del pals; por tanto, las frecuenci as
detectadas por nosotros no necesariamente pertenecen a una

localidad especifica.

Los ensayos para deteccidn de la actividad viral realizados
con RﬁA coinciden con los ensayos con DNA en 1a mayoria de 1los
casos. Donde se encontrd HPV 6, gensralassnte ss detectd también
su RNA, mientras que para HPV 11 en la mayoria de los casos no se
encontrd DNA en el respectivo ensayo o RNA en l1os casos positivos
para DNA. En el caso donde se detectd RNA de HPV 6 pero no se
encontrd DNA en el ensayo correspondiente, se puede suponer que
el virus no se encuentra en suficiente nimero de copias para ser
detectado por el ensayo, pero que se encuentra transcribiendo
gran cantidad de RNA que si fue posible visualizar., Lo mismo se
pusde decir del caso en que HPV 11 no fue detectado pero st su
RNA. En los dos casos sn que se cbservd el DNA de HPV 11 pero no
su RNA, es posible que @1 virus no est® transcribiendo, que el
transcrito sea de suy baja cantidad o que haya habido degradacién
durante la extraccidn, y que por 110 sea no detectable. No se
pusde descartar la posibilided de hibridaciones cruzadas en RNA,
ya que varios genes de los HPVs pressntan homsologia, comso es el
caso de los genes tardfos L1 y L2 que codifican para la cépside
viral. Es muy posible detectar transcritos de estos genes en las

lesiones condilomatosas (Syrjlnen et al. 198s).
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Con respecto a las hibridaciones tipo Southern de muestras
previamente probadas por hibridacién en punto con HPV 6 en
condiciones estrictas, sélamente se corroboré la presencia del
virus en un caso. El hecho de que esto no ocurriera para los
otros casos en que se habia detectado positividad para este
virus, puede deberse a una falta de sensibilidad del ensayo. Es
bien conocido el hecho de que en hibridaciones tipo Southern con
material radiactivo puede detectarse hasta una copia del virus
cuando se aplican 10 ug de muestra por carril (Maniatis et al.
1982). En nuestro caso esto no ocurrid, ya que solo se pudieron

aplicar de 1.2-2.0 ug de muestra. por carril,

En relaciéon a la falta de sensibilidad, creemos que la
actividad de 1la DNA Polimerasa ! fue baja, ya que en las
condiciones descritas por BRL (Catdlogo 1987) y por Maniatis et
al. (1982), era de esperarse la obtencidn de una actividad
especifica de 1 X 10 cpm/ug de DNA, siendo que la actividad
especifica obtenida en nuestro marcaje oscild de § X 10 cpm a la
mejor marca que fue de 4.7 X 10 cpm. La posibilidad de falla
debido a una baja aétivldad de la DNAsa 1 se descartd al realizar
ensayos de degradaciodtn, en los cuales se mostréd la actividad
adecuada de la enzima. Para alcanzar una alta sensibilidad en la
prugba (hasta una copia del gene), se recomienda tener 1x10
cpm/ml en el buffer de incubacidn para la hibridacidn y 10 ug de
DNA a probar. Nosotros utilizamos de 10 a 15 al de nuestro

amortiquador de reaccidn, dependiendo del tamafio de los filtros

81



(10 ml/100 em segan Maniatis et al. 1982), por lo que la
actividad especifica era diluida unas diez veces quedando en 1x10
cpm/ml. En este trabajo la cantidad de DNA a ensayar quedd
determinada por el tamafio de la biopsia que era procesada. Una
estrategia utilizada por nosotros para aumentar la sensibilidad,
consistid en incrementar el Cot 1/2 de la hibridacién con

periodos de hasta tres dias de incubacidn (ver apéndice 6.2).

Como se aprecia en la figura 7, el virus no se encuentra
inserto en el genoma del hospedero, vya que la sefNal positiva en
los carriles con enzima s mds marcada a la altura del peso del
virus que en el carril de DNA sin digerir, ademds de que solo se
iocaliza una bandaj si el virus estuviera integrado al genoma del
hospederno serfa de esperarse al menos dos bandas mas, que al
desinsertarse liberarfan fragmentos del tamaffo del virus y los
fragmentos de unidn del virus al DNA del hospedero. Por otra
parte; en el carril sin enzima existe mayor cantidad de DNA
producto de degradacién inespecffica a la altura del pess
molecular del marcador viralj si el virus se encontrara integrado
al genoma celular, se esperaria que la sefal de este carril se

extendiera hasta la zona donde existe gran cantidad de DNA.

La presencia del virus en estado episdmico como lo detecte
el ensayo coincide con lo publicado previamente para este tipo de
lesiones (Syr jinen et al. 1986). Se utilizd la enzima Bam H1 que
corta al genoma del virus en un solo sitio (Rando et al. 1986)
por lo que se esperaba, que se detectara una banda a la altura

del marcador viral, como en efecto ocurrid. Por otra parte, 1la
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enzima Bgl Il fue utilizada para corroborar la existencia de un
sitio de corte en el genoma del virusy dicho sitio ha sido
demostrado por ensayn, pero el andlisis de la secuencia de
nucledbtidos no 1o muestra (J. Lagldnez, comunicacidn personal).
Asf, el hecho de que la banda se encontrara a la altura del
marcador de peso, ctorrespondiente a la forma monomérica relajada
del virus detectado por nosotros, dJemuestra la existencia de un
sitio de corte para esta enzima debido quizd a una modificacidn
en su secuencia de nucledtidos. La enzima Pst I se utilize
bugscando polimorfismos en los virus detectados, ya que @l HPV &
presenta tres sitios de corte, por lo que, con la sonda utilizada
por nosotros (clona Amp 21) (ver fig. 3I), era de esperar el
detectar dos bandas de bajo peso moleculir del virus digerido.
Esto se puede explicar ya que uno de estos asitios ostd
comprendido en la zona de DNA clonada en nuestra sondal sin
embargo solo se detectd una banda a la altura del virus completo,
por 1o que suponemos que el virus presente en la muestra perdid
sitios de restriccidn para Pst 1, 1o que ya ha sido reportado

previamente (Gissmann et al. 1983).

El hecho de que no se detectara la presencia del virus en
las hibridaciones en condiciones relajadas con HPVe |1 y 18
obedece quizd a lo mencionado anteriormente a propbsito de la
falta de sensibilidad de l1a prueba. En @l caso de la hibridacién
con HPY 16 realizada en las misesas condiciones, se encontré
positividad en algunos casos. Esto puede explicarse porque 1la
sonda utilizada alcanzéd una actividad especifica mayor (4.7 X 10

cpm/ug de DNA) que la obtenida para las otras sondas, lo que dibd
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una mayor sensibilidad al ensayo.

La presencia de un patrén de bandeo de la muestra 5 obtenido
en este ensayo, sisilar al apreciado en la muestra 7 por
hibridacidn con HPV 6 en condiciones estrictas, sugiere que quizd
se trate del mismo tipo viral. Ademds, esta Aaltima muestra
presenta un bandeo no esperado al hibridar con HPV 16 el misno
filtro, en condiciones relajadas. Esto se debe quizad, a que se

estd detectando la presencia de diversos tipos virales a la vez.

El ensayo de hibridacidn tipo Southern con HPV 18 en
condiciones relajadas, de las musstras no estudiadas previamente
en hibridacidn en punto, demuestra la presencia de uno o varios
HPVs en todos los casos. Las muestras fueron digeridas con Bam Hi
y Bgl 1I, esperandc que se tratara de los virus 6, 11, 16 y/0 18.
Sin embargo, Bam Hi no fue capaz de diQerir en todos los casos al
virus, lo cual se puede wmxplicar porque se trate de virus
diferentes a los esperados o bien que hayan perdido sitios de
restriccidn para esta enzima, como en el caso de los virus

descritos con anterioridad.

Finalaente, en la hibridaci®dn de los filtros con v-gyg no se
detectd la amplificacidn de este oncogene. Estudios previos (Riou
et al. 19684), deauestran que c—-gyc se encuentra amplificado en
estados avanzados de CaCu. Nuestros hallazgos demuestran que, en
lesiones previas no existe una amplificacioén detectable por medio

de nuestro ensayoi} por lo que que es probable que la
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amplificacion de este oncogene se trate de un evento tardio en la
progresiédn al CaCu. Serfa interesante, por tanto, llevar a cabo
un estudio para detectar la actividad del oncagene por medio de
la transcripciéon del mismo, ya que no se requieres que este‘ se
encuentre amplificado para sobre-expresar su informacion; y vya
que se trata de celulas en crecimiento, es de esperar que el

gene myc se encuentre activo (Kelly 1986).

Lbs resul tados obtenidoé en los ensayos con biotina resultan
alentadores, vya que debido a las caracteristicas de los ' mismos
(fa&cil manejo, bajo costo, poco riesgo en su manejo y adecuada
sensibilidad) se abre la posibilidad de su utilizacidn en el
diagnéstico temprano del CaCu. Es bien sabido que mientras mas
oportunamente sean tratadas este tipo de lesiones; la posibilidad
de curacidn es mayor, Actualmente, en nuestro palis no se han
incorporado este tipo de pruebas en clinicas vy centros
hospitalarios, por 1o que consideramos que, junto con otros
estudios que se realicen en el futuro, el presente trabajo
ayudard en la implementacidbn de este tipo de metodologias con

fines diagnésticos.



8) APENDICES

8.1) CAlculo del Tm.

Tm es la temperatura en la que la”mitad de una cantidad de
DNA doplex se desnaturaliza (Lehninger 1983). En el presente
trabajo se establecid Tm-i2 como condiciébn de hibridacién
estricta, mientras que Tm-40 se considerd como condicion

relajada. El1 Tm se determind de la siguiente manera:
Tm = 60.3 + 0,41 (G+C)V -~ 650 / L

donde L es el ndmero de nucledtidos (Marmur and Doty 1962 Wetmer

and Davidson 1948).

El Tm decrece {’C por cada reduccidn en la homologia de

pares de bases en‘lz (Bonner et al. 1983).
Cada incremento de 1% en la concentracién de formamida

reduce el Tm en 0.7'C (McCanaughy et al. 1969; Casey and Davidson

1977).
Para fuerza idnica se hace la siquiente correccibdnt

(Tm)p2 - (Tmpl = 18.5 log 10 m2/ul
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donde: u = fuerza ibnica, p = 1/2 Cjlj
C = gr/lt !en caso de electrolitos monovalentes (1:1) se

expresa en molaridad)

Z = carga valencia del ion

Cuando la concentracibn de cationes monovalentes e

incrementa 10 veces, el Tm disminuye en 16,6’C (Lewin 1980):
Tm = Q.41 (G+C)% + 16.6 log M + B1.5

E! Tm se incrementa en 0.4’'C por cada 1% de aumento en el

porcentaje de G+C (Lewin 198Q).

8.2) CAlculo del Cot (/2.

La reasociaciédn de cualquier DNA puede describirse como un
praduéto‘ de la concentracién de DNA (Co) y el tiempo de
incubacién (t)., A este valor se le conoce simplemente como Cot.
‘'S¢ entiende como Cot 1/2 al valor requerido para que se lleve a

cabo la mitad de la reascciacidn (Lewin 1985).
El tiempo de hibridacidtn fue de 3 x Cot 1/72. El1 ndmero de

horas requeridas para alcanzar el Cot 1/2 +fué determinado

utilizando 1a siguiente ecuacidn (Maniatis et al. 1982):
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Cot 1/2 = K- o ==

1
X S 10

donde: X = el peso de la sonda affadida (en ug)

n

Y su complejidad (para la mayorid de las sondas, la
complejidad es proporcional a 1a longitud de la sonda
en kb)

7 = el volumen de reaccién (en ml).
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