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RESUMEN

La presencia de secuencias de Fapilomavirus Humano (FVH)
asociadas a tumores cervicales ha sugerido un posible papel
de &stos virus en oncogénesis genital. PVH tipo 18, se ha
detectado de wun 10 a 20 % de las muestras analizadas en
varias partes del mundo. En nuestro pals por medio de Ila
elaboracidn de &ste trabajd se detectd en un 7 % de las
muestras analizadas empleando la técnica de transferencia de

ADN Southern. El ADN de FVH-18, se encontrd en forma

integrada en el genoma celuiar, por lo gue se planted un
modelo de integracidn, en donde se supone gque se encuentran
los marcos de lectura abierta Eg, inicio de E7,. fin de L1 y

el LCR & regibn control completa.



ABREVIATURAS

ADN = Acido 2' Desoxirribonucléico
ARNm = Acido Ribonucldkico mensajero
BSA = AlbUumina Sé&rica Bovina

C41 = C&lulas Cervicales Humanas con FPVH1S

CacCU = Cancer CérvicoUterino

CO0S = Cé&lulas de rirdn de mdno transformadas con SV40.
dNTP = 2' Deoxinucledtido5’triFosfato

EDTA = Etildiaminotetracetato diSddico

HeLa = Cé&lulas de Carcinoma Cervical Humano con PVH18.
LCR = Regidn control (Long Control Region) de PV.

MLA = Marco de Lectura abierta.

PV = Papilomavirus

PVB1= Papilomavirus Bovino tipo 1

FVH = Papilomavirus Humano
TE = TrisEDTA
SDS = Dodecil Sulfato de Saodio

SSC = Solucidn Salina Citrato

SSPE = Solucidn Salina Fosfato EDTA.

SW13.1= C&lulas de Adenocarcinoma adrenccortical humano.
SW756 = Células Cervicales Humanas con PVH18

TBE = TrisBoratosgEDTA



INTRODUCCION

El cAncer es una enfermedad que afecta a organismos
multicelulares, se caracteriza por la proliferacidn vy

dispersidn de formas celulares anormales.

Tedricamente en organismos superiores, el nivel de
cAdncer puede resultar por una falla en la organizacibn,
gendmica 4 un defecto en la forma en la que los organismos

mantienen su estructura a pesar de varias agresiones me

ambientales. (E.J. Ambrose, 1975)

Las c&lulas neoplasicas difieren en muchos sentidos de
las normales, esta transformacidn puede definirse como un

cambio heredable en los caracteres y las propiedades de una

célula, que se manifiesta por pérdida del control

regulatorioc del potencial de crecimiento, pérdida de
inhibicidn por contacto, movimientos celulares en cultivo,
cambios en morfologla, estructura antigénica, bioquimica vy

por lo regular cariotipica, ademds de otros atributos que
entrafian la capacidad para invadir y dar metdstasis. (Robbins

y Angell, 1873).

zurHausen (1977) ha sugerido desde hace mas de 10 afios
el posible papel de los papilomavirus en la induccibdn de
cancer cervical. Los papilomavirus (PVH} son un grupo de
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virus pequerios de doble cadena circular cerrada y pertenecen

a la familia PAPOVAVIRIDAE, al lgual que polioma y SV 40.

Estos virus se les encuentra asociados «con lesiones
epiteliales benignas ccmo son wverrugas, condilomas ¥
papilomas, asi! comoc tambiin con tumores de tejido del mismo

origen que se presentan en algunos vertebrados superlores

(Baker, 1987).

El Papllomavirus bovlné tipo 1 (PVB1) ha servido como
modelo para el entendimiento de la genética molecular del
grupo papilomavirus (Howley et al. 1986). Su genoma, tiene un
tamafio molecular de aproximadamente 8 Kb y presenta wvarios
marcos de lectura abierta (MLA), B de los cuales corresponden
a la gxpresibn temprana (E) y dos a la expresidn tardla (L).
Asl mismo, presentan una regidn no codificadora (LCR) en la
que residen varios promotores, elementos de control
transcripcional y el origen de replicacidn. Las regiones Eil a
Es8, a excepcidn de Es4, probablemente codifiquen para
proteinas asociadas con las funciones de replicacidn wviral,
transgsformacidn y mantenimiento de la forma circular &
plasmidica. (Doaobar, 1986; Howley, 1986). El marco de lectura
abierta E2 coditica dos funciones opuestas; la
transactivacidn y la represidn del LCR por medio de 2
protelnas separadas (Chow-Chi H, 1987). Mientras gque los MLA

LLi ¥y L2 codifican para las protelnas estructurales de la



capside (Pfister,1887).

Existen mas de 40 tipos de PVH, entre los que se pueden
mencionar los tipos 6,11,16,18,31,33,42 y 45 que estan
asociados con una variedad de lesiones anogenitales benignas
y malignas. El ADN de PVH tipos 16,18, 31 ,33,39,42 y 45 han
sido detectados predominantemente en displasias cervicales,
as! como en carcinomas cervicales invasivos y metastasicos.
(Baker, 1986; Beaudenon, 1987; Cole y Danos, 1887; Zohreh,
1987).

Las 1investigaciones que se han realizado en los dGltimos
afios acumulan evidencias sobre el papel que Jjuegan los
papilomavirus tipo 16 y 18 en el cancer cervical humano, ya
que se han encontrado hasta en un 90 % de las muestras
analizadas. (Durst, 1883). El genoma de PVH se ha detectado
en numerosas investigaciones por medio del anllisis de
transferencia Southern. (Gissmann, 1984. Schwartz, 1985)
Obteniéndose un alto porcentaje de FPVH-16 reducié&ndose
notoriamente en el porcentaje encontrado para PVH-18 en
muestras de Cancer Cérvico-Uterino CaCU. (Durst, 1983.

Gissmann y Schwarz, 1986).

ESTADO FISICO DEL ADN VIRAL

El estado flsico del ADN detectado en las muestras de

tumor se relaciona generalmente al estadio de invasividad de



las muestras analizadas, de tal forma que en neoplasias
benignas se encuentra el genoma viral en su forma c¢circular,
mientras gque en estadios avanzados de CaCl, se detecta
generalmente integrado en el genoma celular hospedero.
(Durst, 1985). El ndmero de copias del ADN viral es wvariable,
as! hay tumores que contienen una sola copia del genoma viral
por célula, otros mltiples copias en uno o varios sitios de
integracidn. (FPfiste:, Ll9a7.

Durst, Schwarz y Gissman.en 1985, analizaron biopsias de
carcinoma cervical, encontrando predominantemente el genoma
de PVH- 16 y 18 integrado en varios sitios del ADN celular,
detectando 1inclusive moléculas oligoméricas episomales del
ADN viral.

Se han realizado numerosos trabajos para estudiar la
forma de integracidn de los PVH en llneas celulares derivadas

de cancer cervical. He La, C4-1 y SW756 son cé&lulas que

tienen integraciones de PVH-18. El genoma completo del
virus, se ha detectado en las células SW756, con la regidn
temprana interrumpida en dos porciones en cada copia

integrada. En las c&lulas He La y C4-1 se encuentran ausentes
segmentos de PVH de 2 a 3 Kb correspondientes a la regiédn de
E2 a L2; sin embargo, los anAlisis de hibridacibdn muestran
que las tres llneas celulares contienen la regidn control &
LCR y EE- E7 (Durst, 1885, FPater y Pater, 1885. Schwarz, et

al, 1985. Schwarz,1986; Lazo, 1987).



La integracidn viral puede jugar un papel muy importante
en el proceso de tumorigénesis, ya que &sta somete al genoma
viral a wuna nueva situacidn regulatoria. Asl pues el ADN
viral integrado puede quedar bajo la regulacién de elementos
celulares alterando su regulacidn normal. En cualquier caso
el genoma viral, particularmente si no estd completo, es
puesto fuera de su ciclo de vida normal y como consecuencila
de &sto varias de sus funciones virales pueden convertirse en

prescindibles. (Lazo, 1887).

CARCINOGENESIS.

El conejo ha resultado de mucha utilidad para el estudio
de las caracterlisticas oncogbnicas de los Papilomavirus, se
menciona que &stos virus por sl solos son débiles oncdgenos y
la carcinogénesis parece depender de una exposicidn adicional
de carcindgenos fisicos y quimicos, <como la luz UV, rayos X,
y clertos componentes especiales de la dieta. (Pfister, 1987)
En humanos, la epidermodisplasia verruciforme representa un
excelente modelo en el estudio de los PVH en la conversibdn
maligna de tumores. (Jablonska, 1972). La predisposicidn
gendtica en pacientes gque desarrcllan lesiones epiteliales
durante su infancia, las cuales son inducidas por PVH, no son

observadas normalmente en la poblacidn (Pfister, 1987),



é&stas lesiones persisten durante toda la vida y gradualmente
se extienden por todo el cuerpo. Existen alrededor de 15
tipos de PVH, caracteristicos de esta enfermedad y el
promedio de personas que desarrollan cAncer después de los 25
anos de persistencia del virus; es de un tercio a un cuarto
de la poblacidn enferma total.

Es bi&n conocido que los carcindgenos inducen
recombinaciédn, mutacidn y amplificacidn del ADN. (Pfister,
1887) y la persistencia &el genoma de los PVH puede
intervenir en este efecto. En suma, los carcinbdgenos pueden
actuar en los genes celulares envueltos en el control del
genoma de los PVH & los que por sl mismos estdn sujetos a las
funciones de los papilomavirus. Finalmente, los carcindgenos
pueden activar genes que complementan o suplementan las

funciones virales.

INCIDENCIA.

El tipo de papilomavirus que estd asociado a lesiones
benignas y malignas, hace pensar en la posibilidad de que el
virus, es un factor importante en la transformacidn maligna.
Asl por ejemplo zur Hausen y colaboradores (1877) encontraron

que PVH 6 y PVH 11 son los m3ds comunmente detectados en



Condiloma Acuminata (Gissmann et al, 1983, y displasias
cervicales, mientras que los PVH 16 y 18 son los mis
frecuentemente encontrados en cancer cervical. (Boshart,
19841). Se ha visto también que la frecuencia y distribucidn
de diterentes tipos de FvA varla de acuerdo con la

localizacibn geogratica. t(Gissmann et al, 1982).

Los FVH 6 ¥y 11 son considerados como oncdgenos no
potenciadores o leves en el clncer de cérvix. En contraste
con la infeccibn de PVH 16 y 18, que resulta generalmente en
una proliferacidn epitelial c¢con una fuerte probabilidad de
desarrollo en el carcinoma escamoso invasivo [

adenocarcinoma.

PVH tipo 16 ha sido detectado en un 40 a 60 %, mientras
que PVH tipo 18 en un 10 a 20 % de cancer cervical, (Durst et

al, 1983; Boshart et al; 1884. Riou et al,1985; Cole, 1987)

En México, la incidencia de cAncer cérvico-uterino es
extremadamente alta ya que corresponde aproximadamente de un
34 % de los tumores malignos en la mujer (Ocaddiz et al,
1987); entre &stos el mas frecuente es el carcinoma
epidermoide escamoso invasivo y en su mayorla, se encuentra
en los estadios Il & IIl de malignidad (Garigiio, 1987)

En nuestro pals, se han realizado estudios a nivel

molecular de muestras de tumores de cadncer cervico-uterino,



en donde se encontraron secuencias de papilomavirus tipo 186
en un 31 % de las muestras analizadas (Gariglio, 1887;
Alvarez, 1988 resul tados no publicados). Sin
embargo, anteriormente no se hablan realizado trabajos en

cancer cérvico -uterino detectando PVH tipo 18.
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OBJETIVOS:

-Detectar secuencias de Papilomavirus Humano tipo 18 en

Cancer Cervico-Uterino.

-Determinar la forma de integracidn de Papilomavirus Humano

tipo 18 en las muestras de Cancer C&rvico Uterino

11



MATERIAL Y METODOS.

El primer paso de la metodologla empleada fué la
obtencidn del ADN de muestras de tumores en diferentes
estadios de malignidad, posteriormente el ADN se digirid con
enzimas de restriccidn que cortan en sitios del genoma de
PVH-18, tver fig 1) asl como tambid&n con enzimas que no
presentaran sitios de corte en el ADN wviral. Como paso
siguiente, las digestiones se sometieron a electroforesis

con sus respectivos controles y marcadores molecuiares.

Después se transfirid el ADN del gel, a un soporte
sylido por medio de la técnica de Southern (1375) para
posteriormente hibridarla contra sondas radiocactivas de

fragmentos de PVH-18 que contienen diferentes regiones de su
genoma (ver figura 1).El papel se expuso a una placa de
radiografia para observar las serales positivas del PVH-18.

(Ver fig 2).

EXTRACCION DE ADN A FARTIR DE TEJIDOS.

Las muestras de tumores obtenidas de pacientes con
diferentes estadios de CaCU se almacenaron a -20 grados

centligrados, y cuando fu& necesario realizar la extraccidn de
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Fig 1. Mapa gendtico de Papilomavirus Humano tipo 18. LCR =

regidn control, E = marcos de lectura abierta tempranos, L =

marcos de lectura abiertos tardlos. pBB = fragmento BamH1l/
BamH1. pRB = fragmento BamHl/EcoRl. pRK =

= fragmento
EcoR1/Kpnl, pKK = fragmento Kpni/Kpnl de PVH-18.
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ADN celular se tomd una porcién, la cual se colocd en un
nomogenlizador (Fotter), que contenla previamente una soluciédn
tampdn TE (tris-HClI 10 mM pH &, EDTA 1mM) fria. Una vez en el
homogenizador, el tejido se disgregd por la accidén mecanica
dejando libres a las células.

Posteriormente se realizaron lavados con solucidn de

(NaCl 10mM, EDTA 10mM) y se sometid la pastilla a un
tratamiento con 14 ml de hidrocloruro de guanidina 6M, 1 ml
de sarkosyl de sodio al 20 %, 1 ml de acetato de amonio 7.5 M
y 150 ul de proteinasa K 10mg/ml; dejando incubar 1 hora a 60
grados centlgrados.
E! hidrocloruro de guanidina permite la lisis celular al ser
un fuerte agente caotrbpico y el sarkosyl de sodio debido a
que es un detergente anidnico, rompe la tensidn superficial
al interactuar con la bicapa lipldica de la membrana celular.
Mientras gue la proteinasa K actda digiriendo las protelnas,
de jando de &sta forma libre el ADN celular.

El ADN se precipitd al anadir 35 ml de etanol absoluto a
temperatura ambiente, se recogieron las fibras de ADN con una
micropipeta con punta recortada y se dejd resuspender en 1iml

de solucidn tampdn TE (Jeanpierre, 1987. Bowtell, 1987).

EXRACCION DEL ADN PLASMIDICO.

Se dejé crecer una colonia de la bacteria que contenla

15



el plasmido (fragmentos de PVH-18), en Sml de medio luria
toda la noche a 37 grados centlgrados en agitacidn constante
(200 rpm). El cultivo se agregd a 1 litro de medio luria vy
posteriormente se le adiciond cloranfenicol a una
concentracidn final de 170ug/ml y se dejd incubar 14 horas a
37 grados centlgrados a 20U rpm. El clorantenicol inhibe la
sintesis de protelnas y é&stc provoca que la replicacidn del
plasmido continte y se amplifigue, mientras que la

replicacidn del ADN cromoscomal cesa (Maniatis, 198C2).

Fosteriormente se centrifugd el cultivo 10 min. a 10000
rpm en un rotor sorvall 5534 a 4 grados centigrados; la
pastilla obtenida se resuspendid en 40 ml de sol 1 (50 mM de
glucosa, 10 mM de EDTA, 25 mM de tris-HCl pH 8), ma&s 5 mg/ml
de concentracidn final de lisozima; la cual va a provocar la
lisis bacteriana al hidrolizar los enlaces B (1-24)
glucosldicos del esqueleto polisacArido del peptidoglucanc de
la pared celular. tLehninger, 1984). Como siguiente paso se

ariadid 80 ml de sol 2 (0.2ZM de Na OH, 1 % de SDS), y se agitd

suavemente; se incubd 5 min. hasta que la solucidn se tornd
clara. Para realizar la separacidn del ADN plasmidico, se
adiciond wun Alcali ligero como es el acetato de sodio (80
ml, S M, ph 4.5), el cual junto con el SDS y el hidréxido de

sodio ocasionan la ruptura de la mayorla de los puentes de
hidrbgeno del ADN celular. Entonces se agitd suavemente y se
incubbd en hielo 15 min.
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Fosteriormente se centritugd 10 min.

centlgrados, se decantd el

de gasa y se desechd la pastil

medio de alcohol

centrifugd 10 min.

precipitar el ADMN.

pastilla, eliminando el

en 3ml de sol. TE. {(Maniatis,

PURIFICACION DEL ALDN

Para purificar el ADN del

a centrifigacidn isoplcnica de
de cesio, el cual
sal
idn cesio,

a la gran masa del

redistribucidn de

ADN plasmidico
bromuro de etidio al entrar
(Bryan, 1981 y Maniatis, 1882).

A 3 ml de ADN disuelto en
ClCs y se disolvid en tubos de
le agregd 400 ul de bromuro de
40 horas

b i

absoluto frio al
a 10000 rpm a 4 grados centigrados,

Como paso siguiente se

produce un gradiente de concentracidn de

las moléculas vy

se puede visualizar por efecto del

a 20 grados centlgrados a 40000 rpm

a 10000 rpm a 4 grados

sobrenadante através de un filtro

-
“

la. Se anadid vollumenes y

sobrenadante filtrado; Se
para
la

dejd secar

sobrenadante para despuds resuspender

1982,.

PLASMIDICO POR GRADIENTES DE ClICs.

plasmido se somete la muestra

equilibric utilizando cloruro

la

¥y por tanto un gradiente de densidad que se forma debido

de &sta forma se organiza la

la banda gue corresponde al
colorante

en contacto con la iuz UV.

TE pH 8 se le ariadid 3 gr. de

polialbmero. Posteriormente se

etidio 10mg/ml y se centrifugd

en un rotor



Beckman SW50.1 sin freno. Al té&rmino de la corrida se separd
la banda correspondiente al ADN utilizando luz UV ¥y la
ayuda de una jeringa, se colectd la muestra y se agregd un
volumen de Butanol saturado con TE y se rescatd la fase
acuosa con la muestra. Este paso se puede repetir hasta gue
pierda el colorante. Posteriormente se separd la muestra vy
se dializd contra TE toda la noche para posteriormente
cuantificar la cantidad de ADN en un espectrofotdmetro.
Finalmente, se precipita el ADN con 2 vollUmenes y medio de
etanol absoluto y medio vollmen de acetato de amonio 7.5M pH
7.5. Para después resuspender en solucidn TE (Maniatis,

1982).

ELECTROFORESIS EN GELES DE AGAROSA.

La separacidn de moldculas atravdés de un soporte inerte
como la agarosa, se realiza al someterla a un campo eléctrico
en donde la migracidn va a depender, de la masa y la carga de
la molécula misma. EI! corrimiento de la muestra se puede
visualizar en el gel de agarosa, empleando un colorante como
es el bromuro de etidio al colocarlo en una fuente de luz
ultravioleta.

El ADN se puede fragmentar previamente al corrimiento
electroforético empleando enzimas de restriccidn las cuales
van a interactuar con un sitio o secuencia especifico.
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Se pesaron 2 gramos de agarosa tipo 11 (Sigma), y se le
agregd 250 ml de sol TBE (Tris-HCl 90mM; Acido Bbrico 90mM;
EDTA 2ZmM., posteriormente se disolvid en una fuente de

calor dejandose gelificar en un carro para electroforesis con

su respectivo peine. EI| gel fud colocado en una camara de
electroforesis que contenla previamente 1000 ml de sol. TBE
con .05 ug/ml de bromuro de etidio. Se colocaron cada una de
las muestras con colorantes indicadores de corrida (azul de

bromofenol 0.02 %, wilencianal 0.02 % y glicerol al 50 %).
Entonces se dejaron correr las muestras del gel a 50 wvolts
toda la noche, y visualizar posteriormente las bandas en la

luz ultravioleta.

PURIFICACION DE FRAGMENTOS DE ADN A PARTIR DE GELES.

Como paso inicial se realizd la digestidn del ADN
utilizando las enzimas correspondientes para separar el

fragmento de interés, del vector. Después se corrid el gel

con l|la muestra (electrotoresis en geles de agarosa), se
visualizd la banda y se realizd un corte justo enfrente de
ella . Previamente se dejd remojar tiras de papel Whatman DE
81, en sol de NaCl 2.5 M 3 horas y se almacend en sol 1M de

EDTA a 4 grados centlgrados; para colocar justo en la
incisiédn realizada, una tira de papel Whatman tratada. Como
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pasc posterior se reanudd la corrida hasta que las bandas
ingresaron al papel, se recuperd &ste y Tud lavado caon agua
bidestilada y despuds se dejd secar al ambiente. Entonces
se colocaron las tiras de papel en un tubo eppendorf de 0.5
ml ¥ se le arnadid 300 ul de tris-HCl 20 mM pH 7.5; EDTA 1imM,
NacCl 1.5 mH., para posteriormente agitar con la ayuda de un
vortex y dejar incubar 2 hrs a 37 grados centigrados con
aglitacidn ocasional. Al habep transcurrido &ste tiempo se le
realizdé wun orificio en el fondo del tuboc eppendorf y se
colocd dentro de otro tubo eppendorf de 1.5 ml sin tapa; es
entonces cuando se centrifugd 10 min. a 10O K rpm. El llquido
obtenido se sometid a tratamiento con butanol saturado con TE
y despuds se precipitd el ADN con etanol absoluto frlo.

(Dretzen et al, 1981).

METODO DE TRANSFERENCIA DE ADN (SOUTHERN BLOT)

El método consiste en transferir el ADN que ha sido
fragmentado por electroforesis a un soporte sdlido como es el

papel de nitrocelulosa (Southern, 1975).

El gel con la muestra de interés se sumergid en una
solucidn de HClI .25 N durante 15 minutos, para que
posteriormente se sometiera a un iratamiento desnaturalizante
(NaOH 0.5M; NaCl 1.5 M), durante 30 minutos en dos ocasiones.
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lo cual permite ia separacidn de las dos cadenas componentes
del ADN celular. Fosteriormente se lavd en dos ocasiones
durante 30 min. con una solucitn de t(Tris-HCl 1M pHS, NaCl
15 M9 para neutralizar y dar las condiciones adecuadas al
ADM para la transferencia. Como paso siguiente se colocd el
gel encima de una larga pieza de papel Whatman 3 MM, que
estaba en contacto con una solucidn SSC 10X (NacCl 1.5 M,

citrato de sodio 0.15 M pH 7) ¥ que sirve como puente entre

el gel y la solucién . Luego, se colocd el papel de
nitrocelulosa sobre el gel y encima de é&ste, 2 papeles
Whatman 1MM. Como siguiente paso se puso una cantidad
considerable de papel absorvente sobre todo el dispositivo

anterior y sobre todo el montaje un peso de alrededor de 500
gr. se dejd transferir de 16 a 24 hrs. Este dispositivo
permite que por capllaridad, asl como por la accidn de la
alta tuerza ionica, el ADN celular fragmentado sea
transferido al soporte s&lido (Southern, 1975). Como Ultimo
paso al término de la transferencia , el papel se enjuagd en
S5C 2X y se horned al vaclo a 80 grados centligrados durante 2

horas.

MARCAJE DEL ADN. (METODO DE NICK- TRANSLATION)

El m&todo de nick-Translation se basa en el empleo de
dos enzimas, la ADNasa | y la ADN polimerasa |I. La enzima
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ADNasa Il wa a ocasionar la ruptura del ADN en pequefios

espacios (Nicks) y con su actividad exonucleasa 5' - 3° la
ADN polimerasa | wva desplazando los nucledtideos en les
extremos 5' en los espacios creados. Al mismo tiempo en

presencia de desoxinucledtidos marcados con fésforo 32 se
realiza la incorporacidn de é&stos nucledtidos por la
actividad 5'-- 3' polimerasa de la enzima. De é&sta manera el
espacio abierto por la ADNasa | se va despiazando por toda la
secuencia incorpordndose el nucledtido marcado. (Wain-Hobson,

1983)

Se contd con kits comerciales (BRL o Amersham), y el
método consistid en lo siguiente: A 1 ug de ADN en 5 a 10 ul
de voltimen se le agregd 20 ul del regulador que contenia los

nucledtidos (dATP, dGTP y dTTP) y <cofactores enzim3dticos

(Cloruro de magnesio, tris-Hel pH 7.9 , NaCl) para
posteriormente anadir las enzimas ADAsa | y ADN polimerasa
I, junto con el dCTP fosforo 32 (Amersham) llevando a un
voltmen final de 100 wul utilizando agua bidestilada para
completar. Fud entonces cuando se dejd incubar a 17 grados
centlgrados durante 2 hrs. La mezcla de reaccidn se paséd

através de una columna cromatogrdfica de sephadex G S0 para
realizar la separacidn de el nucledtido marcado y la porcidn
no incorporada. La actividad especifica del ADN marcado
usualmente es de 50 a 200 millones de cpm/ ug de ADN.
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HIBRIDACION DEL ADN CELULAR.

La hibridacidn se realiza una vez que la transferencia
del ADN se ha |levado a cabo. El filtro de nitrocelulosa se
prenibrida con anterioridad para bloquear los sitiocs no
ocupados por el ADN. Se anadid 20 ml de sol. prehibridadora a
un papel de 19 X 14 cm; la solucidn contiene: formamida al 50
%, sol. Denhart 5 X ( Polivinilpirrolidona 0.02%, BSA 0.02%,
ficoll 400 0.02 %), SSPE 6X (Solucibn salina Fosfato EDTA!,
SDS final 0.1 %, ADN de esperma de salmdn { mg /ml, agua
bidestilada cbp 20 ml. Una vez el papel sellado en su bolsa y
con la sol. prehibridadora, se dejd incubar de 24 a 72 horas
a 42 grados centlgrados, con agitacidn ocasional.
FPosteriormente, a 11 ml de la sol. anterior se afiadid la
sonda marcada radiocactivamente y se incubd alrededor de 24
horas a 42 grados centlgrados. Como filtimo paso se sometid el
papel a lavados a baja astringencia primeramente ( 2 lavados
de 15 min, con wuna sol. SSC 2X, SDS 0.1 % a 55 grados
centigrados.), y despuds a lavados a alta astringencia para
evitar uniones no especificas y encontrar secuencias
altamente homélogas, bajo las siguientes condiciones ( 2
lavados de 15 min. con sol. SSC 0.1 X , SDS 0.1 % a 65 grados

centlgrados).



RESULTADOS

Se sondearon 14 muestras de cancer cervical en
diferentes estadios de malignidad, asl como ADN de tejidos
cervicales normales. En la fig 3a, se observa el corrimiento

electroforético de diferentes muestras de ADN (6 ug/carril).

Se realizaron digestiones totales con la enzima EcoRl, que
corta una sola vez el genoma de FPVH-18, la hibridaci&n del
papel resultante de la transferencia se realiz$ empleindose

como sonda el fragmento purificado pRE de HPV-18, el cual
contiene el MLA E6, E7 y casl la totalidad de E1 (ver fig 1)
Se detectaron sefnales positivas de alto peso molecular, en
los carriles con el ADN tumoral sin digerir, y también bandas
bien definidas en los estadios |1IB-E; 2 bandas gque comigran
de 6.0 pKb y otra de 4 pKb, sin embargo se distinguen bandas
claras en los estadios Inv-E y IVB-E de 6.0 pkb (ver fig 3b).
Es importante mencionar que no se obtuvo seral alguna en los
carriles de controles negativos (ADN de tejido mnormal
cervical y ADN de PVH-16).

En la figura 3 ¢ se observan las bandas que
permanecieron en condiciones de lavado de baja astringencia
panel A y alta astringencia panel B, correspondientes a los
estadios I1IB-E.

Posteriormente, 3 de las muestras positivas del papel
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Fig 3. (a) Electroforesis en gel de agarosa al 1 % de ADN
de muestras de tumores de diferentes estadios de malignidad
sin digerir y cortados con EcoRl. (b) Hibridacidn de ADN
tumoral sin digerir y cortade con EcoRl. contra el
fragmento pRB de PVH-18, en condiciones de baja
astringencia. (¢) Hibridacidn de ADN de 2 muestras de
tumor estadio IIIB en condicicnes de baja astringencia A, ¥
alta astringencia B contra el fragmento pRBE de FVH-18.
HindlI1l = marcador de peso molecular, N = ADN de tejido de
cervix normal, Inv = estadio invasivo, I11B, IITB ¥ IVB son
diferentes estadios de malignidad de CaClU.
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anterior t(Inv., 11IB y IVE) se cortaron con la enzima HindlII
(no tiene sitio de corte en el genoma de FVH-18) para
estudiarlas mas a fondo y se hibridaron con el tfragmento pBB
de PVH-18 que contiene la regidn control mads el final del
MLA L1 e inicio de E6 y con el fragmento pKK que contiene MLA
L2 y L1 (ver fig 1), no observindose sefial alguna para

ninguno de los dos fragmentos de PVH-18 (Datos no mostrados).

Los MLA mas conservados entre los diferentes
papilomavirus son: E!l,E2 y L1i; mientras que los menos
conservados son: LCR, E4,E5 y L2 (Chow, 1887; Pfister, 1887).
Tomando en cuenta lo anterior podemos decir que utilizando la
sonda de pRB hay mas probabilidad de encontrar sefiales
cruzadas con otros papilomavirus asociados a PVH-18 como son
PVH-10, 32 vy 45 (Pfister, 1987; Zohreh et al, 1987); debido a
que pRBE tiene la regidn del E1 que es muy comln entre los
PVH. Sin embargo el fragmento pBB al tener la regidn del LCR
siendo é&sta la zona en la que difieren mds los distintos
tipos de PVH (Lazo, 1987), se espera que la senales dadas en
la hibridacidn empleando &ste fragmento sean auténticamente
sefiales de PVH-18. Asl pues, las muestras utilizadas en el
experimento anterior no corresponden a PVH-18, sino algdn
tipo de papilomavirus relacionado con &ste.

En la fig 4 a, se observa ADN de diversos tumores, asli
como tejido de cé&rvix aparentemente normal y cé&lulas COS
(Células de rifidn de mono transtormadas con SV40). Las

27



Fig 4. (a) Electroforesis en gel de agarcsa al 1 % de ADN de
muestras de tumor sin digerir y cortado con EcoR1 (b))
Hibridacidn de ADN de tumor de diferentes estadios de
malignidad contra el fragmento pRB de PVH-18, en condiciones

de baja astringencia. Hind 1Il = marcador de peso molecular,
E = digestidn con Ecokl, COS = ADN de celulas de rifidn de
mono transformadas con SV40 AN = ADN de muestra de tejido
cervical aparentemente normal ; ! 1B, I111B = diferentes

estadios de malignidad de CaCU.
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digestiones reallzadas con EcoR! fueron completas y la
cantidad de ADN en cada pozo fué de 6 ug. En la fig 4 b, se
observa la hibridacidn de las muestras con el frag;ento pRB
de PVH-18 en condiciones de baja astringencia, en donde se
encuentran sefiales de alto peso molecular en los carriles de

ADN sin digerir, asl como el ADN de celulas COS y en wuna

muestra de tumor estadio II1IB digeride con EcoR1 de
aproximadamente 4.0 pKb. Sin embargo cuando se somete el
papel a lavados a alta astrfngencia se pierde completamente
la sefial. Posteriormente &ste mismo papel se hibridd con PVH-

16 encontrandose algunas sefiales positivas alin en los lavados
de alta astringencia, por lo gque podemos deducir que no
existe PVH-1B en las muestras andilzadas y que las bandas
que se observaron al hibridar con pRB a baja astringencia
fueron seflales cruzadas de otro tipo de papilomaf pues no

permanecieron en los lavados a alta astringencia.

En Ia fig 5a, se observan ADN de diferentes tumores asl
comao de cklulas SWi3.1 (Células de adenocarcinoma
adrenocortical humano), ADN de tejido de c&rvix normal y ADN

de células HeLa con PVH-18 integrado; tambi&n se aprecian las
digestiones completas de ADN con la enzima EcoR1, la cantidad
de ADN es de 6 ug/ carril. En la figura 5b, se observa la
hibridacidn de las muestras anteriores, con el fragmento pBB
de PVH-18 en condiciones de lavado de baja astringencia; en
donde se detectd una senal difusa positiva en la muestra de
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Fig B5. (a) Electroforesis en gel de agarosa al 1.5 % de ADN
de tumores en diferentes estadios de malignidad. (bl
Hibridacidn de ADN de tumores contra el fragmentoc pBR de PVH-
18 en condiciones de baja astringencia (S5SC 2X,S5DS 0.1 %, 55

ci. te) Hibridacibn de ADN de tumores contra el fragmento

pBB de PVH-18 en condiciones de alta astringencia (S5C 0.1
X,5DS 0.1 %, 65 C). Hindlll = marcador de peso molecular., E
= EcoRl1, SWi1i3.1 ADN de células de adenocarcinoma
adrenocortical humano, HeLa = ADN de células de carcinoma
cervical humano con PVH-18 integrado; N = cdélulas de tejidao
cervical normal, 1B,111B,1V, IVB, son diferentes estadios de
malignidad de las muestras de ADN tumoral. 16 = ADN de PVH-
16



b)

® "
91
91
EREIE
3-8AL [
& - a4 A1
v @ S i iG]
| .w\ 3R
a EE=RI
a1
a1
€-018H % - e
3-8A1 . -
mHﬂsz. e 3-N
3-A1 3-€1MS
- [ TIX |
| ey & _L
d=aill £ 9 M% o il
8- II
3-8]
8-1 v
3-N
3-¢1MS ¥ [ =
T T ¢
|1 |
= 9 ,_u/.« ~ n_,
0 o ow s P



tumor estadio IVB sin digerir. En el digerido con EcoRi, se
aprecia una senal bastante fuerte de aproximadamente 3.8
pKb,que permanece atn con los lavados a alta astringencia
(fig 5 c¢), al igual que permanece la sefial del ADN de celulas
HeLa (control positivo).Para estudiar mas a fondo su patrdn
de restriccidn; la muestra IVB que did sefal positiva y las
ctlulas HelLa, se cortaron con otras enzimas como Hindlll,
la cual no tiene sitio de corte en el PVH-18, doble digestidn
con Hindlll-EcoRl1 y por tltimo con BamHl que tine 2 sitios
de corte para PVH-18. (Ver fig 1 y 6); encontrAndose que eﬁ
la hibridacidn con el fragmento pBB el ADN de cé&lulas HelLa
digerido con EcoRl di& una banda de 16.7 pKb, IVB digerida
can Eco R1, wuna banda de 3.8 pKb; HeLa Hindlll una banda de
6.1 pKb, [IVB digerida con HindlIl una banda de 3.8 pKb; HelLa
digerida con EcoR1i/HindIll una banda de 5.4 y otra de 7.6
PKb, IVB digerida con EcoR1/Hindll]l una banda de 1.5 pKb,
HeLa digerida con BamHi di una banda de 6.1 pKb y IVB BamH1
una banda de 1.1 pkKb. EI| patrén de corte del ADN de celulas
HeLa y la muestra de tumor IVB son diferentes y las sefiales
persisten alin con los lavados de alta astringencia (ver fig
6). Asl las bandas identificadas corresponden a ADN integrado

del PVH-18.

En la tabla 1 se puede observar en una forma resumida
los resultados de hibridacidn con los fragmentos pRB y pBE de
PVH-18 contra las muestras de ADN tumoral, encontrandose que
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Fig 6. Hibridacidn de ADN de tumor estadio IVB y cel HelLa
contra el fragmento pBB de PVH-18 en condiciones de alta
astringencia. Hinlll = marcador de peso molecular, E =
EcoRl, H = Hindlll, B = BamHlI, SW13.1 = ADN de cé&lulas de
adencocarcinoma adrenocortical humano, HeLa = ADN de cé&lulas
carcinoma cervical humano con PVH-18 integrado.
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Estadio I 11 11 v INV TOTAL
Astringencia
pRB 0/4 0/1 3/5 1/3 171 5/14
Baja
pBB Or4 0r1 Qs5 1/3 0/1 1/14
pRB 0/s4 0s1 2/5 0s3 0/1 2/14
Alta
pEB Gra 0/1 ors5 1/3 0s1 1/14

Tabla 1. Senales positivas a baja y alta astringencia
utilizando sondas de fragmentos de PVH-18 en diferentes
estadios de malignidad de ciAncer cérvico uterino.
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con el fragmento pRB, 2 de 14 muestras analizadas dieron
senales positivas, siendo &stas algln tipo de PVH relacionado
a PVH-18 y solamente 1 muestra de ADN de 14 analizadas
hibridd con el fragmento pBB de PVH-18 atin con los lavados a
alta astringencia, lo que sugiere que en realidad se trata de
PVH-18. Al analizar el patrdn de restriccidn e hibridacidn
de &sta muestra, se encontrd que el PVH-18 estaba integrado
en el ADN celular por lo gue se elabord un posible modelo de
integracidbn, (ver fig 7) en ?i cual se supone se encuentran
las secuencias pertenecientes a toda la regidn control (LCR),

el MLA E6 y parte del MLA E7.
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135 Kb

11 Kb

Fig 7. Modelo de integracidn del PVH-18 en el ADN del tumor

estadio [VB. E = sitio EcoR1, B = sitio BamH1, H = sitioe
Hindl11.
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DISCUSION

En la tabla 1 se representa que el 7 % de las muestras
estudiadas contienen ADN del PVH-18. Para determinar el

estado flsico del ADN wiral se realizarcn andlisis mas

profundos wutilizando diferentes enzimas de restriccidn. Al
hidrolizar la muestra de tumor IVB con la enzima BamHI vy
sondear con el fragmento pEB de PVH-1B el cual presenta el
LCR, iniclio de E6 y fin de L1 «ver rfig 1), se detecta una
banda que cosrresponde al tamapo de la sonda utilizada (ver
fig 6 ); por lo que se puede supcner se encuentran presentes
las secuencias del fragmento pBB de PVH-18. Por otra parte al
cortar con la enzima Hindlll (la cual no tiene sitio de corte

en el genoma de PVH-18) y también con Eco Rl (gque tiense

sitio de corte al final de El1 de PVH-18), se detecta una
banda del mismo peso molecular en ambos casos, por lo que se
supone, se encuentran £ sitios de corte para Hindlll en el

genoma celular adyacente a la integracidn. Uno muy cercano al
inicio de las =secuenclas integradas de PVH-18 y el otic a 2.7
pKb de el extremo opuesto a la integracidn. As! mismo los
sitios EcoRl en el genoma celular deben guardar un patrdn
similar al descritoc para Hindlll, pero en sentlido inverso; de
tal forma que un sitfic Hindlll se encontraria muy cerca de un

extremo de las secuencias virales y un sitio EcoRi muy
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cercano al extremo opuesto.

Al realizar la doble digestidn del ADN tumoral con
EcoR1/Hindlll, se detectd una banda de bajo peso malecular
correspondiente a las secuencias virales integradas, es decir
el LCR, E6, inicioc de E7 y fin de LI.

Se ha observado que cuando el PVH-18 se encuentra
integrado en el genoma celular ocurre un rompimiento del ADN
viral a nivel del MLA EZ2, el cual codifica wun factor
transregulador que se une a un potenciador localizado en la
regidn control y actta activando ] reprimiendo la
transcripcidn (Schwarz, 1986). De tal forma que la p&rdida de
la funcidn de EZ podrla conducir a la transformacidn y
malignidad (Chou-Chi, 1988). 0 bi&dn al perder el efecto
regulatorio que ejercla el MLA E2, se colocaria el PVH-18 en
una nueva situaclidn regulatoria en donde el efecto de laos
productos celulares & el nuevo ADN humano flanqueante

pudieran jugar un papel importante en la carcinogénesis.

La integracidn del ADN viral en el genoma celular puede
resultar en una variedad de situaciones por las cuales la
expresidn gendtica puede modificarse. Los efectos pueden ser
a dos niveles: E| efecto de las secuencias humanas en los
genes virales y el efecto de las secuencias virales en el ADN
humane (Lazo, 1987). Si afiadimos a esto la interaccidn de
otros agentes & factores oncogénicos como por ejemplo el
cigarrillo o la radiacidn, PVH-16 y 18 posiblemente actden
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como iniciadores del proceso tumoral y el cigarrillo ¥ la
radiacidn promuevan el desarrolilo de un tumor. Un posible
papel de cofactores en la induccién de malignidad de los PVH,
puede ser la activacidn de oncogenes transformantes <]

inmortalizantes (Laimins, Ll9a7).

El oncogene c¢c-myc, se ha encontrado en muestras de
Cancer Cérvico-Uterino, en un sitio cercano al PVH-16, de tal
forma que se podria pensar que factores celulares
transactivaran a los promotcres de el PVH, de &sta manera se
darla wuna mayor transcripcidn de c-myc por lo que hay una
sobreproduccidn de RNAm de c-myc, wuna mayor promocidn de la
replicacidn y por lo tanto se da el proceso de
transformacidn. O bi&n puede suceder que por cis-activacidn
de myc a PVH, promueva mayor transcripcidn de 1los MLA
virales, mayor produccién de RNAm de los MLA virales y como
consecuencia de é&sto, mAs producciédn de protelnas wvirales
transformantes y por lo tanto el procesoc de transformacidn
(Alvarez, 1988).

La presencia de los MLA E6 y E7 integrados en el genoma
celular, junto con la desregulacidn transcripcional del ADN
viral ocasionada por la pérdida & interrupcidn del MLA E2 vy
por la accidbn de los factores celulares en la regidn control
del PVH-18, podrian ser los responsables de la transformacidn
maligna celular. Puesto que, segln estudios realizados con
fibroblastos de ratdn, los MLA E6 y E7 de los PVH-16 y 18
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participan directamente en procesos de transformaclidn celular
({Inagaki, 1988; Schwarz, 1885; Watanabe, 1988,.
La integracién de la regidn control & LCR viral en el

genoma celular es de importancia ya que esta contiene el

origen de replicacibn, secuencias que regulan la
transcripcidn, promotores tejido especlficos y elementos
potenciadores -] enhancer, ademds de secuencias que

interacttian con factores celulares trans-activadores que
probablemente modulan 1la actividad transcripecional wviral
(Giri and Dancs. 1986; Thierry, et al.1887; Lazo. 1988).
Las secuencias virales integradas pertenencientes a los
MLA E6 y E7 de PVH-18 en ausencia de E2 probablemente puedan

funcionar como un gene tempranoc transcripclonalmente activo.
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CONCLUSIONES

El ADN de Paiiomavirus Humano tipo 18, se detectd en
un 7 % de las muestras analizadas encontridndose su genoma
incompleto integrado en el ADN celular. La regidn detectada
corresponde a los MLA E6, inicio de E7 y fin de L1; asl como
la regidn control completa. Se piensa que el PVH-18 juegua un
papel inmportante en la progresién maligna ya que los MLA E6 y
E7 tienen actividad transformante y capacidad de cooperar con
oncogenes activados imyc, ras). Los promotores de estos MLA
transformantes se encuentran en la regidn control & LCR que
posee secuencias planco de factores celulares de regulacibn
transcripcional. DLe esta forma la expresidn de E6 y E7 puede
ser promovida en ausencia de los transreguladores

transcripcionales virales como el MLA E2.
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GLOSARIO

ADN desnaturalizado. ADN que ha pasado de la forma de
doble filamanto a la de tilamento sencillo por la ruptura de
los puentes de hidrdgeno que unen a los dos filamentos
complementarios.

ADN polimerasa. enzima responsable de la sintesis del ADN
a partir de trifosfato de desoxirribonucledsido bajo la
direccidn de un filamento molde de ADN.

Astringencia. Fuerza 1iénica y temperatura en la que
se permite la hibridacidn del ADN.

Cisactivacidn. Activacidn transcripcional de genes en la
misma secuencia de ADN que los elementos de control.

Endonucleasa. Enzima que hidroliza enlaces fosfodiéster
internos en un polinuciebtido.

Enzima de restriccidn. Endonucleasa que reconoce
secuencias de nucledtidos especlficas en el DNA.

Fenotipo. Las caracterlsticas observables de un
individuo, resultantes de la interaccidn entre el genotipo y
el ambiente en el que ocurre el desarrollo.

Genoma. Contenido genético de una célula o virus.

Hibridacidn. Enlace de cadenas complementarias de ADN.

Marco de Lectura Abierta. Kegidn comprendida entre un
codbn de iniciacidn y un coddn de terminacidn.
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Nucledtido. Unidad basica de la estructura del ADN,
consta de tres partes, aztcar, base nitrogenada y un grupo
fosfato.

Oncogene. Versidn alterada de un protooncogene.

Plasmido. Molécula de ADN circular situado dentro de |Ila
cédlula huésped, que se replica independiente,mente de Ilos
cromosomas del huésped.

Protooncogene. Genes normales, los cuales codifican para
proteinas que desempenan funciones de gran importancia para
las células.

FPromotor. Lugar del ADN en donde se inicia la
transcripcidn.

Potenciador. Secuencia de ADN que aumenta la transcripcién
de un promotor determinado.

Represor. Proteina que se wune a una secuencia de la
regidn control en el DNA y que por consiguiente, inhibe la
transcripcidn de los genes adyacentes

Transactivacidn. Regulacidn transcripcional de genes
ubicados en secuencias de ADN distintas a los elementos de
control.

Transcripcidn. La transferencia de la informacidn
gendtica codificada en la secuencia de nuclebdtidos del ADN a

una secuencia de nucledtidos de una molédcula de ARN.
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APENDICE

ADN sonicado de esperma de salmdn 10 mgr/ml.

Colocar la cantidad deseada de ADN en agua bidestilada en
ebullicidn, y agitar de 2 a 4 horas. Pasar varias veces por
una aguja de jeringa calibre 18 y almacenar a 20 grados
centlgrados.

Bromuro de etidio 10mg/ml.
FPesar 1 gr. de Bromuro de etidio y ahadir 100ml de agua dd. ¥y
agitar varias horas. Guardar en frasco ambar a 4 C.

EDTA 0.5 M

Pesar 168.1 gr. de EDTA dibAsico, agregar 800 ml de agua dd.
y ajustar el pH a 8 con NaGH. Aforar a 1 1t. Esterilizar en
autoclave.

Solucidn Denharts 50 X.
5 gr de Ficol 400, 5Sgr Polivinilpirrolidona, 5 gr. de
Albtimina Sérica bovina; Disolver en 500 ml de agua dd.
Esterilizar por filtracidn. Almacenar a 20 C.

Solucidn Salina Citrato 20 X (SSC»
175 gr de Cloruro de sodio, 898.2 gr de citrato de seodio,
Disolver en 300ml de agua dd, y ajustar a pH 7, aforar a 1 It
y esterilizar por autoclave.

Solucidn TrisBoratosgEDTA. 10 X (TBE)

108 gr. de Trizma base, , 55gr de Acido Bérico vy 6.72 gr de
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EDTA, agregar 800m! de agua dd, y ajustar pH 8 y aforar a 1

lt. Esterilizar por autoclave.

Solucidn Salina Fosrato EDTA (SSPE 20X)

Pesar 210.38 gr de Nall, Z7.6 gr Fosfdto de Sodio monobdsico
y monohidratado, Z./2 ygr de EDIA. Agregar U0 ml de agua dd.;
ajustar pH 7.4 con NauUh. Aforar a 1 1t 4 esterilizar por
autoclave.

TrisEDTA 10X (TE).
50ml de Tris pH 8 1M, 20 ml de EDTA 0,25 M, 430 ml de agua

dd.
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