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Resumen

RESUMEN

El objctivo principal del cstudlo rcallzado en o prcscmc trabajo ﬁxc la dclcccnon v upnﬁcacxon del’

wrus dcl paplloma humano (HP\’) n las difercnte ctapas dcl canccr ccmco “uterino (CaCU) e

dctccto cl tlpo dc HPV 18



Resumen

La deteccion de sccuencias nucleotidicas del HPV tanto cn _mucstra de bxopsm y: mspados
cervical, permitio estudiar la- mfcccxon por. cl wrus HPV mvolucrado cn cl dcsarrollo del: CaCU
La ldcnuﬁcacxon del gcnoma vlral a ucmpos tcmpranos dc la mfcccnon pucdc conduc:r a un

dlagnosuco y pronosuco chmco accnado



Introduccion

1. INTRODUCCION

1.1. El cancer cérvico-ul"er‘ino, como un problema de salud publica

A mvel mundlal se estlma q 'el c;’mcer cérvico uterino (CaCU) ocupa el sc;,undo

anuoncogenes (p53 Rb) y 4) el eslado 1nmunolog,wo del huesped 19 IG-ISJ




Introduccion

1.2. Papilomavirus humano y CaCU

1.2.1. Caracteristicas moleculares de los papilomavirs. -

(HPV-6, 1
oral (HPV-1 )

inducen en

mvolucrados en




Introduccion

(HPV-]G) y ]8 (HPV 18) Se ha demostrado que no.todos los pacncmes mfeclados
con HPV necesarlameme desarrollan un carcmoma 112 -15, 25]

Figura 1.- - MAPA GENETICO DEL PAPIL()\IA\IRUS TH‘O 16 llll‘\ 16).
El g de los rus'es de DNA de doble cadena de
aproximadamente 8 Kb y se ha dividido en tres regiones: la temprany
(E), la 1ardia (L) y la regidn larga de conurol {LCR). En este diugrama
se muestran ademds los sitios de poliadenilacién (pA) y ulgunos de
restriccion: B, Bam HI: R, EcoR1: K, Kpn I; V, Eco RV. Py1,
promoior.

Tabla 1. GENES Y PROTEINAS DEL HPV-16

GEN: |7 Funeién o )05 - Nuclegtido” - ) peso Molecu]ar

“E6
CET
EL
TE2 : Transcripcion’
B4
"

L

‘Referencias; ’Sccdorf y cols., 1987, 'Sousa y col :1990; 2°Shah y cols:; 1992, 5
®Smotkin'y cols.; 1986: *'Chou-chi y cols,’1988; % )lllncr) cols., 1990 n/\ndroph)
y cols.; 1987 ’*Lccchandchau Y cols, 1992 ‘Kandd) co]s 1992, %0




Introduccion

Los HPVs de alto riesgo se han deteclado hasta en un-80 % de pacnemes con
carcinoma cerwcal 126-31] Estudlos prevxos en nuestro laboratono Gan[,ho ¥ col

118] mostraron la )




Introduccion

1.2.3 Mélddos de delecci(in de Hl_’V

El dlag,nostlco dek \HPV se’ ha' reahzado usando_ una ampha varlcdad dc

CltO]Oj,lCO ya q'
molecular




Introduccion

anormales en un frotls (Pap) aparecen sobre todo en mu)ev es Jovenes mlentras quc

de esle v1rus prmcnpalmentef los; e alto"nesg,o :Dichos:meca lsmos\moieculares‘

tienen que ser. detectados- conjuntamente yia tlempo para poder establecer un‘.‘."
metodo de dlagnostlco efcaz para combatlr la enfermedad

1.3. nOncogenes Y antidncogenes en CaCkU. '




Introduccion

encuentran frecuentemente- mutados en el codén 12"en muchos carcinomas |18, 55,
En México se
(rﬁé_madd{ cé

cancer HPV posmvo 0 a través de mutaciones de los } genes p53 Rb en:10s ‘casos e

de cancer negatlvos para HPV.

1.4. ;;Eliéstadb inmunolégico del hospedero o T :7 o _ ’




_ Antroduccion

de 5 kol‘ya upo-
i mun celular [716 23]'"Solo hasta hace pocos afos;.el uso de
metodolognas émpleadas n: Ingenieri Geneuca “han’hecho posible-aislar;: clonar y

vida, asi como. generar reactlvos apropnados para el estudl

espemt' ica'y respue

del DNA blanc' 3 El PCR, ermite la. amplif'cacxon in vitro de secuencnas‘de DNA por

un factor de 10, ‘o mas ‘en poc S horas y por lo tamo es potencnalmeme muy sens:ble

125, 27, 57], ver Dlagrama 1



Introcduccion

PCR

R S “blarico: :
: : ciclo 1

acion
tan

desnattural
¢ hibridac

sintests

ciclo 2

- .desnaturalizacién
e hibridacidn

sintesis

: : jciélq,‘ﬁ 25 :

= 10° veces éfnblificgdo el: DNA blanco




Introduccion

Tedricamente, en condiciones Optimas el nivel de amplif'cacién‘del DNA enel PCR
aumenta en forma exponencial por cada ciclo, sin embarg,o enla pracuca despues de

determmado nimero de cnclo

la amphfcacnon se deuene gradualmente Entra :




2. OBJETIVOS

21 VOBJETIVO GENERAL

Dk wuzox L AR UN METODO DE PCR PARA [ FI‘RMINAR m PRESENCIA
HPVs: 1N POBLACION

DISTINTOS *

l H’OS

DE"SE cm NCIAS i
i ClINlCAk'Nl '
: —/\VAN/,ADAS D

mé
NES | PRECANCEROSAS ¥

22, OBJETIVOS ESPECIFICOS -

lANl)AIll/ACION DE UN METODO DI PCR
ZCVCI‘ON‘;, Dli IIPV INV()LUCRADOS‘ N LESIONES

2.2.1; DESARROLLO" Y. )
PARA " LA * DE
GENITALES.

222, MI‘DIANTI EL MI IODO J)L PCR l)l p RMIN/\R l.A I’RI SJ.N(.IA Y.

. 'III’O DEHPVENL E.SIONI S I’Rl (,AN(.LROS/\S Y. AVAN/.AD/\S 1Dl CANCER
CCE RVICO—U I'l RINO

Objetivos



3. ESTRATEGIA EXPERIMENTAL

ESTANDARIZACION
DE PCR PARA HPV

DNA de plasmidos
» pHPV16

» pHPV11
DNA de HPV-18

Lineas celulares
» HeLa (HPV-18)
» SiHa (HPV-16)
» CasKi (HPV-16)

MUESTRAS Y TRATAMIENTOS

T

-

Biopsias

» Lesion
premaligna y
céncer

]

Tratamiento
» Extraccmn
fendlica -

Opumlzaclon de Ia A

reaccion :
» concentrac.ién o

minima de DNA . 7~
p ciclos de reaccion’
» unidades de enzima:

» concentracion de
magnesio

Raspados cervicales

» Normales

» Lesion premaligna y
cancer

Tratam:ento
; Ebulhcnon

: ' >Extraccwn con buffer K‘

Anslisis en gel

12

i Tlplﬁcacuon de HPV con
: enznmas de restnccmn

(de Ddel Acd)




Material y Métodos
4. MATERIAL Y METODOS
4.1, Muestras biologicas.

Para llevar acabo la deteccion y tipificacion del virus del’p'épilbma humano se
trabajaron con dos tipos de muestras blologlcas blOpsnas y raspados cerwcales .‘

ambas provementes de la Cd de Mexxco




o Material v Afétodos

muestra aleatoria de viviendas en las 16 delegaciones politicas de la Cd. de Méxi_co '
(Datos proporcionados por el Dr. Eduardo Lazcano, del I.N.S.P). '
4.2, Lineas celulares y plismidos.

Las lineas celulares que se utilizaron como control posmvo fueron HeLa SlHa y
CasKi ‘derivadas de un cincer cervicouterino mvasor ”ﬂcuales contlenen al

papilomavirus humano integrado en su DNA ;,enomlco H

aproxlmadamente

4.3. Tratamiento de las muestras.
4.3.1. Biopsias.

El tratamiento de estas muestras fué realizado’ por el grupo de trabajo del Dr.

Berumen (40 biopsias) y por el M. en C. Juan M Alcocer del CISEI LN. S P (18 :
biopsias), quienes nos proporcxonaron el DNA ya emraldo de las’ muestras para la
deteccwn y txplf‘camon.del HPV. : LT o7

Se utilizaroﬁv~;difer 5 1 etodologlas,para el tratamnemo de estas muestras prevxas a
as mu tras.de"’ aspados cervncales se resuspendxeron en buffer’
NazHPO4 2H20 8 mM KzHP04 1.5mM, a

20 C para su conservacxon

la reaccion de P




Material y Métodos

4.3.2.1. Extraccion de DNA por " Ebullicion en agua !

Es uno de los procedxmlemos mas utlhzados por su{facnhdad y' ' omodldad para Ia.

descmo



Material v Métodos

Raspados cervicales‘ Para este caso se tomaron 500 pl de- las - muestras

(resuspendxdas en PBS l)\) y.se pasaron»a tubos eppe dc ‘f'“'rse ,cent' f‘ug,aron a

muesfras
canndad

a 30 ul para el ensayo d‘ PCR



Material v Métdos

4.4. Deteccion y tipificacion de HPVs mediante 1a técnica de Reaccion en
Cadena de la Polimerasa (PCR).

4.4.1. Deteccion.

Para determinar la presencia de secuencias dc,papllomawrus humano en las mucstras G

estudiadas se realiza la reaccion de PCR' u"'l los ohg,onucleondos conscnso e

dlsenados por Yoshlkawa y col 135]

3, 33, .42,
pb para; 0
neg,auvos

control " p
oligonuclet
1993) obtemendo un pr

trabajadas

ucto del tamano esperado de 268 pb en todas las muestras‘



Material v AMétodos

4.4.2. Tipificacion de papilomayiru.s'.

La upxﬁcacxon de los prod ctos amphf‘cados unhzando los ohg,onucleotxdos LlCl y :

LIC2 se reahzo en’base’a:los’ pohmorﬁsmos en la longnud de Jos’ f‘rag,mentos

obtemdos con dlferente enznmas de’ restriccion (RFLPS) ‘esperados,(pb)kentre los

dlgestlon con']a enzima Ddel.;Los productos de la digestion se anahzan en un gel de
pohacn]amlda a] 8% el Cual se tifie con bromuro de etidio para observar las bandas
esperadas de cada eacc

N (%)
LIC)  5-CGTAAACGTTTTCCCTATTITITIT-3

HPV 6 sevesvscssAeecscsaTAvecses 87
HPVI secsssesssfesecesTArvesnse 214
HPV16 secesssssssosfecscsnnee 91

HPVIB tessevsesGrecsncassscanss 95
HPV31 83
HPV33 sevecssevecsescflensnsecee 95

LIC2 3-GTTATGTCTCATAAATCCCAT-5'
CONS. S-CAATACAGAGTATTTAGGGTA-3
HPV 6 ssvesensGosesnespAeesG 86

HPV] svessTeevso(Goeonsspoese 86
HPV1E 86
HPVIB 90
HPV 3] seseeToeGocosncsssoneT 86
HPV33 sseesTee(GooToesvssaoe( 81

Figura 2. Sccucncia nucleotidica dc los oligonucleotidos
sintetizados (L1C1-L1C2) a partir dc diversos tipos dc HPV.
CONS, sccuencia consenso: Los nucleétidos' homalogos estan
representadas por puntos "cﬁtrc‘ los distintos HPVs.



Aaterial v Mbtodos

Tabla 2. ENZIMAS DI RESTRICCION UTILIZADAS
LONGITUD DI LOS FRAGMENTOS ESPERADOS (pl

Enzima . HPV-6'. HPV.

Rsal.

Ddel.". 970790

F50-7200, 40

Xbal - S
Acel- . B
Pl G . )
Kpnl e 208, - -

* no existe sitio de restriccion ch la sceucncia del [PV o5 0o
Referencia: Yoshikawa, y col. (1991 )i ing. S (Ii{llccr Res. 82: 524-531.

19



Resultados y discusiones

5. RESULTADOS Y DISCUSION

5.1.- ESTANDARIZACION -

5.2.- DETECCION Y TIPIFICACION DE HPV. EN BIOPSIAS |

5.3.- DETECCION Y TIPIFICACION DE HPV EN RASPADOS
CERVICALES ' . 5 T

5.4 INHIBICION EN LA REACCION DE PCR

21



Resultados v discusiones

5. RESULTADOS Y DISCUSION

5.1. Estandarizacion de la técnica de Reaccién\'}__en' Cadena de la Polimerasa (PCR).
Para este trabajo primeramente se utilizo elf‘DNA del plasmido pHPVI6, para
estandarizar los parametros re,querirdvos"en' la PCRy después se emplearon con el de

lineas celulares Hel.a, SiHa y CasKi (ver

5.1.1. DNA blanco

La PCR es. tan ‘sensibleque. en teona la amphfcacuon puede hacerse a pamr de una sola'

mo]ecula de'DNA: 7Por.lo g eral se ﬁsan de "70‘ a ]06 coplas de DNA blanco‘ es. dec1r

en2 fg del DNA s€. encuentran aproxlmadamente 200 ‘moléculas del plasmido.

22



Resultados v discusiones

Mediante la técnica de PCR en conjunto con dlSllntOS metodos de blologla molecular la
sensnbxhdad de la deteccion varia entre ngy pg de];DNA : cc 4 |51) :
reponaron una sensxblhdad del fg del DNA d H V:16!

PCR y Dot blo‘ >Por lo antenor podemos decxr -que la sensibilidad que’se log,ro ob!yener: -

uhzando,f -

en este ensayo es alta y comparable a la repoﬂada po! otrosvf,rupos de trabajo

A)

o
R

e
a
-
£
Z
ef
£
~

~

[ R
Sin DNA
Ing
INA
2ug (pUCy,)
10pe
2 nyg (sin oligos)
"

2pg

1353 __
872 —»
603 —p
271 —p»
134 253 ph
72—»

Figura 3. Optimizacion dec PCR para la amplificacion dc HPV-16

A).- Determinacion de la concentracién minima de DNA de pHPVI6
mediante la amplificacion de la region L1. Los cxperimentos sc
realizaron usando diferentes cantidades dc DNA plasmidico desde 2.pg -
a 2 ng. Varios controles fucron mcluldos para certificar la cspccxf c1dad

de amphﬁcacxon de HPV. Plasmldo 10, 686 pb: P.M. ¢Xl74/ Haelll

23



Resultados v discusiones

5.1.2. Enzima Taq DNA Polimerasa y mimero de ciclos

Aalmente uuhzadas para la PCR Ia

De las enznmas DN A-poli ,
) (GIBCO RL' ‘es la mas

Taq DNA Pollmerasat(peso ‘molecular. aproximado;a:

que manejando una concentracion entre 1 y 2 U de enzima y aproxlmadamente 35 cnclos

de reaccion ]a amphﬁcacnon se puede llevar a cabo de manera exitosa.

ciclous
B = 35 40 45 50
) - ) = 0 5
s e WD D L D D DD L L D D
=~ G -~ e A d - ~ ~r - g — ~ -
ph
1353 —»
8§72 Ld
60} ——p
MO ——p
271 <« 253pb
23—

3-B).- Amplificacién por PCR dcl DNA dc pHPV16 usando
diversas concentraciones de cnzima Tag DNA pol (U) y diferentes
ciclos de amplificacién (C). Sc utilizaron 2 pg de DNA y 1.5 mM dc
MgCl: para la amplificacion. P.M. ¢X174/Hacelll

24



Resultados y discusiones

5.1.3. Concentracion de Magnesio

Usando 6 mM aparentememe ‘dlsmmuye el producto lo cual comcnde con,]o reportado

enla hteratura para esta reaccnon

conventracion (mM) de My Cl;
= 0
b ] u !
ple £ < 2 0% 5 %M 3 2 3 =

15— @
71— IR

Y ——p

Mo —p
m—»

-——-u-—‘--
>

waph

3-C).- Amplificacion por PCR dcl DNA de pHPV 16 usando diversas
concentraciones dc MgCl; en la reaccion. Para la reaccién sc
utilizaron 2 pg dc DNA, 2 U dc Tag DNA pol v 35 ciclos dc
reaccion. P.M. $X174/Haelll

25



Resultados y discusiones

Como conclusion general de la estandanzacnon de la reaccnon de PCR de acuerdo a los

resuitados obtemdos con relacxon a la concentracnon de DNA enzima, niimero de cxclos B

entre 14, OOO y 70 OOO copxas,del virus.

26



Resultados y discusiones

A) Hela SiHa CasKi
[ <l <! [ <
Lo ¥ z [ ¥ 5 u ¥ %
c
s & £ = & & s §& £
pb
1353 —»
872 —»
603 —p
310—p»
2.7‘-:_’ 4— 2533pb
72—

(I &

HinLge
I ——.

sin DN
sin DNy
sin vy

[3%Y

o g

- «— b
Ll «— 1000

rY «— Rph

Figura 4. A).- Amplificacion dc HPV-16 o HPV-18 por PCR cn DNAs cxtraidos de lincas
cclularcs. Para los experimentos sc utilizaron 50 y 200 ng de DNA (aproximadamente 7x10%y
28x10° células) obtenido de HeLa (HPV-18), SiHa v CasKi (HPV-16).

B).- Amplificacion dc HPV-18 por PCR dc DNA cxtraido de células HeLa cmpleando dwcrsas
concentraciones de DNA. La cantidad mas baja (10 ng) cquivalc a 1.4x10° células. - i
C).- Tipificacion por analisis de restriccion del producto de PCR (fragmento de 253 . pb) dcl
HPV-16 amplificado de células SiHa. La enzima Ddel corta al HPV-16 ¢cn dos fragmcmos dec 84
y 169 pb y corta’a la vez a HPV-18'¢n 37 y216 pb

P.M. ¢X174/Haelll

27



Resultaclos v discusiones

\ila reaccxon de PCR (ver materlales y

ca: que las muestras neg,atlvas para H no ontlenen :

secuencxas vnrales De los estudlos de deteccnon se‘ encontro que el 62 o‘de las muestras '

fueron | posmvas para HPV .

28



Resultados y discusiones

A)

I
= =
. E z
Z E = s £ . = = 75 o T g =
2V B o ®m o2 =2 & & ;o &= & 7
pb
622 —9
537 —»
04 —p
307 —»
a2 <— 253ph
N7 —p
) =
‘ﬁ
Z e e 2L 2R 2K N8R
Loz o2 o2 o2 o2 oo o oo i

ph

L33-—p
812>

603 —»

an-——»
FREE 3

«—— 253pb

Figura 5. Amplificacion por PCR del DNA de HPV a partir de DNAs extraidos de
biopsias con lesion cervical

A) y B).- Amplificacién por PCR con oligonucledtidos para L1 de HPV, Para ¢l +
PCR sc utilizaron 100 ng dc DNA cxtraido dc las biopsias, sc incluyd un controlv :
(+) con 50 ng de DNA de células HeLa y un control (-) sin DNA en Ia rcacc:on
P.M.: pBR322/Mspl (A) y $X1 74/HaeIII (B) S




Resultados p discusiones

Iy

C) : <
H &
Eg—nnvwszﬁszzsn
T T B - -

622
14

307 —»)
242 —»|

147

5-C).- Amplificacion por PCR del gen B-globina a partir de DNA de
biopsias positivas v ncgativas a HPV. Para ¢l PCR sc utilizaron 100
ng del DNA dc biopsias y 100 ng del DNA dc células HeLa como
control positivo, y un control ncgativo sin DNA. Las biopsias BI,
B18, B22 y B23 fucron ncgativas para HPV (parlc Ay B dc csta
fgura) P.M. pBR322/MApI :

HPV por PCR:: Por otra parte en’ la.Tabla 3. 1 se presentant los resultados amesb

mencnonados

S 30



Resultados y discusiones

Tabla 3. DETECCION DE HPV EN EL DNA DE BIOPSIAS (HOSPITAL MlLlTAR)
MEDIANTE LA TECNICA DE PCR : s

No. Estadio clinico Tipo histologico™

Bl NIC 111 ND::

B2 NIC 11 - ND*

B3 Displasia (Co.) i ND:

B4 Cancer avanzado Adenocarcinomia’

BS ‘Displasia (Co.) : a

Dﬂ)lasm (Co)-"

# Cancer avanzado®

Displasia (Co.)%

Cédncer avanzado’

Displasia'(Co:

Cancer avanzado®

Displasia (Co.

Displasia (Co.

isplasia (Co

icil

HENIC:1E

:Displasia (Co.

%NIC]

Displasia (Co:

Displasia (Co.

(+ -) presencia o ausencia de HPY dclcmnnado por PCR:*;

1+ débil -:2+: moderado y 3+ fuerie..

ND: No dclcrmmndo por cl palologo Co Condlloma NlC Ncoplasm mlmcpllchal ccr\'lcnl




Resultados y discusiones

Tabla 3.1. Analisis de resultados de la determinacién de HPV,
en muestras de biopsias proporcionadas por el Hospital
Militar.

No. de
Muestras

Citologia

HPV
(+) (=)

%
(+)

13

Displasia

8 5

615 ..

21

NICs

6

<o Total: 40 -

oligonuclestidos tipo especifico para los papilomavirus. tipos 16 'y 18 (Tabla 4, Tipo -

32
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Hrv-16 B B2 B3 B4
o : L ~ e ~ —~ 2
B EEEEEEEEEEE
s 3 xdx %35 38 EE
pb
1353 —»
872 _p
603 —»
27
Iy <« 253 b
24—y
194 —» <— 169 pb
118 —»
<4— 84 pb
72 —»

Figura 6. Tipificacion de HPV por analisis de restriccién con
las enzimas Ddel y Xbal en biopsias de CaCU. La cnzima
Ddel, corta al HPV-16 y 18 cn dos fragmentos 84-169 y 37-216 -
pb respectivamente y la enzima Xbal corta ¢l HPV-18 cn dos - . -
fragmentos 107 y 146 pb, pero no corta ¢l DNA dc HPV-167 .
P.M. ¢X174/Haclll. L

Comparando la deteccion realizada con:los oligos

HPYV, los resultados son semejantes con respecto

solamente '3

agresiﬁ&éd;

avanzado:”

33



Resultados v discusiones

Tabla 4. RESULTADOS DE DETECCION Y TIPIFICACION DE HPV EN DNA DE BIOPSIAS Y SU
CORRELACION CON LA PRESENCIA DE ANTICUERPOS CONTRA PROTEINAS DE HPV. Y.RAS

PCR HIPN-L) - |

No. Estadio clinico Tipo histologico Tipo HPV Anlicuerpos .
16 18 ak7  alid (ras sy =y}
131 NIC 111 NI . 2. - - - — ey I B
B2 NIC 1 ND 3 - - ‘ . -
|3X] Displasia (Co.) ND 24+ - - .-
B4 Cancer a d Ad cinoma < |7 3« - — K
135 Displasia (Co.) ND 2 . e
B6 Displasia (Co.) NI Aa3ees -
n7 NIC 11 L34
PRI : . Cancer avanzado 3k
19. - Displasia (Co.)
B10: NIC 111
Bl NIC 111
1312 .Cancer & d
BI13. NIC 151~
B4 Displasia (Co.) -
815 = NIC 11
B16 «| - Cincer avanzado =
SBI7:¢ = Displasia (Co.) =+
BIg- - Cancer avanzado
1319 -
B20 "
132):
H22
B23
024
1325:5

i \l) g

832 - Displasia (Co.) - ND
1333 |52~ Céncer d Ad cinomy <
B34 :NIC 11 ND
1335 ‘ Displasia (Co.) ND
1336 g Displasia (Co.) T NP
B37 7} - Displasia (Co.) ND.
13381 - NIC) y
1339 --NIC 111

B40 Displasia (Co.)

B4 NIC 111

1342 Displasia (Co.)

B3 Displasia (Co.)

1344 NIC 111

1345 “NIC 111

B46 -NIC 111

de anllt:ucrpos

a:la deteccion
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Resultados y discusiones

Por otro lado se determmo la presencna de antlcuerpos en las mismas mueslras La

es posxble que.u alto porcentaje de: lospac:entes nfectados con HPV ]6 pudleran ‘

desarrollar antlcuerpos contra la oncoprotema E7 del papllomawrus
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5.2.2 Muevlras pmvemenres de Ia c/zmca 4 "( astela 0A ya/a

En otro grupo de muestras penenecnentes a 18 'pa entes uon lesnones cervncales de upo

Resultados v discusiones

NIC III y cancer avanzado,(adenoescamoso Y. epldermonde) se’ determmo a presencxa y

tipificacion de_'este bloque de muestras se resumen en la Tabla 5.1.

Tabla 5. Deteccién y tipificacion’ de HPV en DNA de
biopsias (clinica 4 “Castelazo Ayala”).

No. Estadio clinico Tipo histolégico PCR_HPY
(+.-) Tipo

1 VB Adenoescamoso B -
2 mn Adenoescamoso - -
3 mn Epidermoide - -
4 ns Epidermoide 4 16-;
5 Ca, n\'mzat!n 2 -
6 mn:
7

°8

9 s

E y deel (corw al HPV-]G yi

al IIPV-]R) ;

Lique nmphﬁcn los upos lﬂ’V 6,511,
dc IIPV se dctcrmmo mcdmnlc, -

(*): El'tipo }ustologlco no fdc claslf’ cado por cl palologo en ldS mucqtmq

: ,511y13 18
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Resultados y discusiones

Tabla 5.1. Determinacion de la presencia y tipificacion de
HPYV en DNA de biopsias (clinica 4 “Castelazo Ayala”)

No. de HPYV Tipificacién
Muestras (+) (-) HPV-16 HPV-18
18 15 3 15/15 0

(83 %) (17 %)

(+, - ) presencia o ausencia de HPV. Las biopsias positivas y negativas para
HPV son positivas para [3-plobina (PCR). . Como conirol. positivo para L
deteceion v tipificacion de HPV se wtilizd el l)N/\ de cclulas lh.l 2 (HPV-
18), Silla v CasKi (HPV-16). ; g i

Al 1gual que en los estudios reahzado" en la seccio se détehnmé la"prese"ncia de

secuencnas del gen’vde B‘g]oblna como’ un-c

trol “interna para la reaccnon de PCR

dando resultados positivos‘en todos los'caso

menor graq‘o _el,tlpo-]S asxycomo tamblen la presencxa de 2 o mas pc virales'en Livha L

misma muestra,

37



Resultados v discusiones

Tabla 6. Resumen de los resultados obtenidos en la determinacién
de HPV por PCR y tipificacién en muestras de DNA de biopsias.

No. de Citologia HPV Tipificacién
Muestras (+) (-) HPV-16 HPV-18

13 Displasia 8 5 171 0

23 NIGs | 14 | 9 474 0

Total: 58
; Mucﬂms prove i
(+2) prcscn

*HeLa (1TPV-
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Resultados p discusiones

A) AGUA _ BUFFER K
{ o
g

Sin DNA

-
=
~

1000

0
100
1000
S000,

0
100

pb

1353 —»
82—p

603 —p

30 —p <«— 253 pb

234—»

B)

RC-S RC-15 R(-42

il
10 Hela

AL
Sin DNA
1040
s
104

5

10
s

pb

622 —p
527 —»

404 —p

307 —p

242 <4— 253 pb

147 —»

Figura 7. A).- Amplificacién de HPV a partir de 20, 100, 1000 y 5000 c¢lulas
HcLa que corresponden a 142 pg, 710 pg, 7.1 ng y 35.5 ng respectivamentc,
mediante ¢l tratamiento de "Ebullicion cn agua” y "Buffer K".

P.M. $X174/ Haclll. .
B).- Auscncia de amplificaciéon de HPV en mucstras dc células de raspados
cervicales (RC) tratadas con "Buffer K", RC-5, 15 'y 42 corrcsponden:a.
muestras que no prescntaron amplificacion para HPV-L1 ni para B-globma En -
la reaccion sc utlhzaron 5.y 10" pl iniciales. que corrcspondcn a 500 V. 1000,
cclulas rcspectlvamcntc PM pBR322/Mspl i T :
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" Resultados y discusiones

Cabe senalar que a el mlsmo g,rupo de muestras se les reahzo my Inﬂcacnon para B- .

de HPV'y’ de B' globma
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Resultados y discusiones

C)
RC-15 + C.Hela «
2 a 23
S2¢l3sizs oz
IS )
3 U:EEE"’IA_IA_— =
2:&3_:1++++++=.g_5
& S w 8 8 v o= & v o= w =
pb
622 —»
527 —»
404 —>
307 —+ < - 253 pb
242 —»
147 —»

7-C).- Inhibicién de la amplificacion de HPV de células Hela por
combinacién con la muestra RC-135 tratada con "Buffer K". Para ¢l
PCR sc colocaron cn la mezcla de reaccion 10. 5 v 1 ul dec células
HcLa (correspondientes a 1000 y 500 células). P.M. pBR322/Msp |

de inhibicion vaL’m con.el manejo de DNA pgriﬁcad‘o,t‘arhbieﬁ, se

estra-biologica, lo ci

(extraccién;féyno)x_ca),’ se procedid a;

cervicales previo a la reaccion de PCR:
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Resultados v discusiones

+ M pg Hela

1641 g RE » %Ml ng Hela
Mpg RC » e Hela

=
.
o
=
-
<

Miing Rt

7-D).- Inhibicion dc la amplificacion de HPV cn DNA cxtraido de células
HcLa producida por la combinacion con ¢l DNA extraido de la mucstra RC-
15. Para los cexpcrimentos de inhibicion sc utilizaron 10, 160 v 320 ng dcl
DNA dc la mucstra RC-135 contra 100 y 300 ng dcl DNA de HeLa. :
PM. pBR.sZZ/M\/JI .

En la Flgura 8-A se presenta un eJemplo de muestras de. raspados cervnca]es d‘onde se :

mcluyendo una sene de contro)

34,7, 8, 16, 47y55)

Y



A)

B)

Resultados y discusiones

; - hd 8
258228 2%, %oy 3
%8 U U U U U U U U U vou =
;mzzzx.:z:c::ggzéu

ph

622 —p

527 —p

44 —»

307 —» <
22—

147 —b

- . ]

23 faw i agaeyazi

AU Y YYD L [ IRV

ix=xzxz2zz 22838204

pb

622 —p

527 —»

404 —p

N7 —p

242—p 4= 2685ph

H7 —p»

Figura 8. Amplificaciéon por PCR de HPV y del gen de la -globina en
muestras de raspados cervicales (RC).

A).- Para cl PCR sc utilizaron oligos dc la region L1 y 300 ng dc DNA de
mucstras dec RC. .

B).- Amplificacion de B-globina con 500 ng del DNA de mucstras de RC.

* Mucstras que inhiben una reaccion de PCR (ver figura 7B y 7C).

P.M. pBR322/Mspl
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Resultados y discusiones

A)
pb
6022 —p
217
S —» ph
0
7 —p -
247 —3 « 283
AR DX
7 —»
9w _y
61 —»
4 ——- 0
B) Nba 1
- - 5 . - < ~ 7,
=z ¢ ¢ ¢ ORI
ph
4—— 146
 — 147

Figura 9. Tipificacion de HPV por analisis de restriccion en muestras de
raspado cervical

A).- El producto dc PCR dc varias mucstras fuc digerido con la cnzima de
restriccion Aecl (corta HPV-16 y gencra dos fragmentos de 193 y 60, pb no corla g
HPV-18 ni HPV-11). :
B).- El producto de PCR de HPV dc varias mucstras fuc dlgcndo con la cnzun:p
de restriccion Xbal (corta a HPV- Iy 18 gcncrando dos fmgmcntos dc 143-101
¥ 146-107 pb rcspccuvamcmc y.nocorta HPV 16) : e :
‘HPV 16 sm cortar P M pBR322/AIApl =

KPS



Resultados v discusiones

Se analizo la presencxa de secuencias del v1rus del paplloma humano enun total dc 108 o

(33/78) f'ue n negallva D_ as ,‘5 muestras posmvas ‘solamentc: 26 fueron lxpnﬁcadas"

presemando en su totahdad el upo‘ 16 y de estas 7 presenlaron a la vcz el HP\’ llpO 18
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Resultados v discusiones

Tabla 7. AMPLIFICACION POR PCR DE HP\’ L] A PARTIR DE DNA DE MUESTRAS DE

RASPADOS CER\’lCALES
No. | No.de Citologia
folio [ =i il
RC-1 500 - Control
RC-2 761 Ca.avanzad
RC3 1090 ‘= Control
RC-3 nw i: Control
RC-§ 1196 i st
RCG 2350 - i Control ©-
RC-T FEERS :Control -
RC- 2750 - Control
RCD 2776 Control
RC-10 3098 . Displasia (Co.)
RC-11 3010 Ci. avanzado
RC-12 762 Displasia (Co.)
RC-13 763 Ca. avanzado
RCAS s01 Control
RCA18 3008 Ca. avanzado
RC-16 3102 Displasia (Co.)
RCA17 T2 Control
RC-18 760 Control
RC-19 1091 Control
RC20 [BE Control
RC2Y [ Ca. avanzado
Reaa 768 Control
RE23 1003 Conlrol
RC 3100 Control
Re2s 1195 Ca. avanzado
RC-20 3000 Cit. avanzado -
RC.27 3005 Ca. avanzado
RC-28 3024 in siti
RE-29 1166 Ca. avanzado
K30 2720 Conitrol
RE-31 3001 Ci. avanzado
RC33 2728 Control = =
RC-33 1199 Control
RC-3 2286 Control
RC-38 287 Control
HPV.LLE: deteceion de HIPV usando ullg,onucluuudm c%pccmcm del gcn
(')‘ -): prcs;‘nu.l o ausencia de HPV;.

con ¢i




Resultados v discusiones

Tubla 7. CONTINUACION:

No. No dc itolo, |- PCR-HPV lobi | 4 Tipificacion
Lfotio | s a (=) D JIPVE6 0 TIPVAE R

RC-36 3027 ol Caravanzado @
RCAT 392 Control
RC-3 | 77257, Coritrol-:
RC-39 367 Control -
RC. 40 373 > Control
RC-31 557 .1 i Control
RC-42 - 1018 ~Displasiu -
RCA3 1138 Ca. avanzado
RC-H IE avanzado
RCA5 S8 ) Caavanzado
RC-6 M - Control
RCAT | 2303 Control
RC-8 30 i site
RC-49 in sifu
RC-50 Control
RE-51 Ci. avanzado
RC-52 Control
RC-53 in situ
RO-54 Ci. avanzado
ROS8 Control
RC-56 Control
RC.A7 Control

Control

Ci. avanzado

Control

in situ
RC-62 Control
RC-63 $5% Control
RC-64 1016 Ca. avanzado
RC-65 27 Control
RC-66 208% Control
RC-67 4020 Control
RC-68 315K Control
RC-60 022 Control
RC-70 3015 Control
RC-TN ) Control
RC.72 3215 in situ

HPV-LI: deteccion de HPV usando oligonucledtidas especilicos del gen
(- ) (-) : pn.wncm o auscnc:;\ de HPV, NT: no (ipiﬁcad 5 5 =
con citologia normal. Las muestras en ncglll rcprcscn(nn mucslrns que se lr.\luj.lmn enlos
experimentos para comprobar la ausencia de amphﬁcamon en la rcac::on dc I‘(_R tanto p;\m HPY como p‘ a fi-globina,
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Resultados vy discusiones

Tabla 7. CONTINUACION

No. No» de Citologia - |- ... Tipificacion
O gt TPNA1G 7 HIPVIR,
RC-T3 9991 iz i Control © d
4012 . =Control =&
(320250 U Chavanzado:
3284 20y Control &
2331 :
20K
3200 )iy situ
19385 )2 Control T
VST | Displasiad
kD Control ..
132 in situ
127 Displusia
530 Control
a77 Ca. avanzado
589 Control
675 Control
536 Control
569 Control
508 Control
680 Displasia
S11 Control
RC.93 532 Control
RC.95 538 Control
RC-06 665 Ci. avanzado
RC-07 576 Control
RC-0% 256 Control
RC-09 87 Contral
REA00 S04 Contro!
RC-101 <91 Control +~
Re-102 G- insine:
RCA03 662 . avanzado®
RC-104 556 Comtrol -
RO 105 676 Control -
RC-106 BN Control
RC-107 3237 Cit. avanzado
RC-108 508 Control

HPV-L1: deteccion de HPV usando oligonucledtidos especificos del gen viral LI RC: raspado cervical; - .- -
() {=) : presencia o ausencia de HPV, NT: no tipificado, Ca: cincer; Co. : condiloma: . Control: rpucslrns
diagnosticadas clini con citologiu normal. [.as muestras en negrillas representan muesiras que se trabajaron en
los experimentos para comprobar la ausencia de amplificacion en la seaccion de PCR. tanto para 1PV come para fi-
globina, :
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Resultados v discusiones

Los resultados de los controles obtemdos para este estudlo provemenles dc 53 mUJCI'CS

90% |46 -52; 6(l|

Tabla 7, 1 Anahs:s global de la det
7 .globma en_muestras de rasp

- No. de: Muestras
: totales v

“(+, =y presencia’ 0 ausencia del en'de B=plobing, 50
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Resultados y diseusiones

.
s W
g‘b‘g\:\ B \h B\%L

Tabla 7.2. Resultades obtenidos en la determinacion de
presencia de HPV y tipificacion en muestras de raspados

cervicales.
* No. de HPV" . | ... Tipificacién
muestras (+) (-)--| HPV-16 HPV-18
78 45 26026 726

(+.-)presencia o ausencia de HP'V
Las muestras HPV (+ ) v (- )snn pos I'LR) para [l-glnhmn
* Se excluyen las mucslmq quc prcscnldron problcmdq de ‘inhibicion cn la
reaceion de PCR : . .

i~

Tabla 7.3 Determinacién de la prcsencla de HPV por PCR y tipificacion en
muestras de raspados ccrv:cales

No. de Citologia | ..::H. HPV ). Tipificacién

Muestras HPV-16 HPV-18
53 19/19 6/19

11
0

- Totak:.78 Rk T Y S 7

; (+ ) presencia o ausencia dqll_lW CaCU: cineer cervico-uterino. * Las muestras HPV (- )y
(+),. ﬁu.rd positivas * (PCR) para li-globma -Como. control . positivo. para la deteccion y
uplluncmn de HPV se utilizé DNA de células Hela. (HPV-18), Silla y CasKi (HPV-16). Las~

“muesiras conlrol dc ruspudos cervicales (RC) fucron diagnosticadas clinicamente sin lesion

‘cervical:
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Resultados v discusiones

5.4. Inhibicion en la rcacclon de PCR

Los problemas referentes a la ampllf'cacxon de secuencras v1rales en algunas mueslras de

raspados cervicales estan asoc1ados aparememenle a la presencna dc mhlbldores que’

interfieren con la reaccnon‘de PCR los cuales qu1zas actuan directamente sobre la'enﬂma

DNApohmeras" evienen-el alir I mers”. Estudios referel esaeslcz
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Resultados v discusiones

gen conocndo como B globma

[DNA]HcLa  [DNA]RC-50

células Hela
] el | 1<
r4
= ggrigriies
- =
AR B RN L RN
pb
622—»
527—»
404 —»
307__,
242—» <~ 268 ph
147 —»

Figura 10. Efecto del tratamicento por Chelex-100 (ver materiales y
métodos) cn la amplificacion de $-globina por PCR cn células HeLa
(10-5000 células), cn DNA purificado de HeLa v en una mucstra de
raspado cervical (RC-50) positivos para HPV. P.M. pBR322/Mspi
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Conclusiones

6.- CONCLUSIONES

1.- Se estandarizaron las condncxones de. reaccion’ de PCR para la detecmon dc

secuencnas de DNA de papllomavnrus humano
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Conclusiones

9.- Respecto.a los problemas de mhlbxcnon enla reaccnon‘de PCR estudlos prehmmares :

en este traba_;o mdlcan quee uso‘de la resina Chelex-100 es un posible candidato parak
reducnr los problemas ‘deinhibicion’

puede prevenir este problema. .
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