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DETECCION DEL VIRUS DE:. PAP!LOMA HUMANO' EN LAS VIAS
BILIARES DE LOS NINOS CON ATRESIA DE VIAS. BILIARES Y EN EL
CUELLO UTERINO DE SUS MADRES :

MARCO frEcmco:

La Atresia de Vias Biliares Extrahepaucas (AVBEH) una lesuon

destructiva progresiva del arbol biliar que ocurre en el penod pennatal y
es una de las causas mas comunes de colestasis: neon al (1) Se
presenta en 1 de cada 10,000 recién nacidos vivos; es, adema 5
mas frecuente de trasplante hepatico en pediatria (2). En el Hospnal
Infantil de México se realizo la recopilacién de todos los casos de AVBEH "
en el periodo de 1979 a 1987 obteniendo 46 casbs. 30 mujeres y';16 -
hombres (3). Se desconoce la incidencia real de este padecimiento én -
nuestra poblacion. En un estudio realizado en Suecia por Fischler (4), se:

analizaron los factores que causan colestasis en neonatos y se observo
que de 85 pacientes con colestasis, la atresia de vias biliares repre,s’ehrt:c'q‘
32% de los casos, seguida de la deficiencia de alfa-1 antitripsina y de la:_ :
colestasis intrahepatica progresiva, que representaron 11% de los. casos'

cada una por separado.
Desde la descripcion de éste padecumlento se, ha

encontrar las causas que lo expllquen Al parecer ha

AVBEH puede asociarse a malformaclones a otro ‘nnveles (2)

Becerra y colaboradores (6), comprobaron 'que los hlgados de los:
los ‘genes

nifos con AVBEH tienen una act:vacxon ‘coordinada  de

involucrados en la diferenciacion leucocnana: la- sobreexpresion de

osteopontina e interferon gama, asi como las citoquinas Th-1, juegan

algun papel en la patogénesis de la enfermedad.




Existen varios estudios que apoyan el papel importante que tiene el
HLA en la patogenia de la AVBEH. Entre elios, un estudio feaiizado en
Egipto, en donde se investigd la presencia del HLA en biopsias hepaticas
en 18 nifios con diagnodstico de AVBEH, y encontraron a los subtipos B8
y DR 3 con mayor frecuencia que en los pacnentes sanos (83 3% y 94% -
en pacientes con AVBEH, comparado con 6 5% y 14 9% en la poblacnon
general) (7). : :

Asi mismo, en Tokio se compard la expresnon del HLA-DR en los
conductos biliares de 13 nifios con AVBEH con testigos.: y ‘se encontrd en
el 68% de los casos. Los tipos mas cominmente observados fueron.
HLA-A33, B44 y DR 6 (8). - T ’

Silveira (9). en Brasil, realiz6 otro traba;o en el que en 55 mnos .con.
AVBEH con y sin malformaciones congénitas asoc:adas se' nvestngo la :

presencia del HLA, y se encontré una mayor frecuencta K /
(A9-B5, A28-B35) principalmente en pacnentes con malforrnacnones“

congénitas asociadas.
Sin embargo, en otro estudio se busco la presenclarde vanosl

subtipos del HLA, asi como de polimorfismos en algunas cutpcmas Ven,
pacientes con AVBEH, comparados con individuos sano'su”y‘fh‘o_;svev
encontré diferencia entre los dos grupos (10). S

Se ha demostrado la presencia de mutaciones en el gen JAG1A'_
(que también se habia postulado para el sindrome de Alagllle)‘en 9“
pacientes con AVBEH de un grupo de 102 pacientes. Se demostro que :

estas mutaciones fueron esporadicas en siete (78%) casos y famxhares
los pacientes que tenian mulac:ones

en dos (22%) casos, y que
requirieron trasplante en menos de cinco afos (11).
También se ha descrito la presencia de esta entidad en hermanos,

io que apoya la etioclogia genética (12-16).
Otros factores han sido implicados en la patogenia de la AVBEH,

entre ellos las infecciones virales. Se han propuesto dos vias como
edio de transmisiéon de ia infeccion de la madre al producto: ia primera




a través de la placenta (congénita) y la segunda a traves del ca’nalde
parto al momento de! nacimiento (perinatal),” aunado a. otros factores
perinatales como la edad materna avanzada, '

productos de bajo peso al nacimiento (17). )

Dentro de
encuentran: el Citomegalovirus (CMV), Reovirus tupo 3 (Reo-s) Rotawrus

tipo C y el Virus del Papiloma Humano (VPH)..

Lurie (18), en 1987, informd de una serie de cuatro'au(opsias de’

pacientes con infeccion fatal por CMV, en las que encontro en las

biopsias hepaticas diferentes grados de hepatms vy en tres de ellas datos

de patron colestasico con fibrosis ponal y proliferacion de colangnolos

hallazgos que no difieren de los observados en las biopsias de hsgado de

ios pacientes con AVBEH. Asi mnsmo. en 1995, Hart (19), repono un

caso de gemelos con AVEEH en qulenes ‘'se documentd serologlcamentef

la infeccion por CMV. ]
En el Departamento - de Pediatria del

Washington se seleccionaron los pacientes con AVBHE de 1989 a 1993, e
Se obtuvieron en total 23 pacientes, de los cuales 21 se estuﬂdlarqn‘pol}‘:r»’
medio de biopsia hepédtica y serologia para la deteccidn de . CMV. . Se -

encontré este germen en 5 (24%) pacientes (20).

conductos biliares, se tuvieron resultados posmvos en nuev pacuentes.

de ios 18 en los que se realizé.
Jevon (22) en 1999 publicd un trabajo retrospectlvo de 5 afos,’ en

el que en 12 nifios con AVBEH buscé ia’ presencxa del CMV sin ‘embargo
no encentré hallazgos hlstppatqlogncps.(ln_clusmnes virales) y no pudo
demostrar su presencia por medio de hibridacién in sity ni PCR.

También se han visto implicados otros virus como el Reovirus tipo
3 (Reo-3). En 1980, Bangaru (23) realizd un estudio en el que se inoculd

madres mumgestas y

los virus que se han encontrado asocrados se-'
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Reo-3 a ratones transgénicos y con ello se produjeron lesiones

el
lesiones histologicas

obstructivas de las vias biliares similares a las
encontradas en los higados de los nifios con AVBEH. Ademas 2 de 12
pacientes tenian anticuerpos antireovirus demostrados, con 7 testigos
serolégicamente negativos. Se observé que en los ratones la obstruccion
no es definitiva; es decir, revirtié cuando se resolvié la infeccién.

En el 2002, Szaway realizo un estudio (24) en donde se inoculd el

Reo-3 tipo Dearing y tipo Abney en ratones, los cuales fueron

observados durante 10 dias sin encontrar cambios - obstructivos o

atrésicos en sus conductos biliares; sin embargo 60% desarrolld

colestasis y solo el 15% de ellos se recuperé de la enfermedad. Aunque
no se observd atresia comeo tal, se encontrd inflamacién y destruccién
parcial de los conductos biliares en los ratones inoculados con el Reo-3
tipo Abney tnicamente, mientras que los inoculados con el otro tipo no. 8

Estudios por medio de determinaciones serolégicas también
demostraron la presencia del Reo-3. Morecki y Glaser en- 1982 (25),
demostraron por inmunofluorescencia que 17 de 25 pacientes (68%) con
AVBEH tenian anticuerpos contra Reo-3, y en 7 bacientes esos titulos
fueron 4 veces mayores que en sus madres. Solo 8% de los}te‘s‘t’ig‘os

sanos tuvo anticuerpos contra Reo-3 positivos.
En 1983, en la revista Hepatology (26), se repono la apanc on -

espontanea de AVBEH en un mono Rhesus en. el que. se hcueron :

determinaciones serologicas seriadas del Reo-3 y se,encontraron

positivas.
En 1984, Glaser y Balistieri (27) se cuestlonaron sn el Reowrus

también estaba presente en los nifios con colestasvs de otra ehologxa Pp.
hepatitis neonatal (HN)); por lo que reahzaron ‘una mvestugacnon

ej.
seroldgica en 167 pacientes con colestasis que ‘incluia 77 testigos, e
incluso se tomod una muestra de suero en 40 de las madres de estos
pacientes. Se encontré que 21 de 34 (62%) pacientes con AVBEH vy 12
de 23 (52%) con hepatitis neonatal fueron positivos para la determinacién




de anticuerpos contra reovirus en suero. En las madres de los pacientes

con AVBEH se encontrd en 16 de 21(76%). en las madres de los nifios

con HN en 6 de 11(54%). Se propuso que hay una proporcion importante

de los nifios con AVBEH y HN con positividad para reovirus, sin embargo

no se puede establecer una relacion de causalidad ya que no se sabe si

la colestasis por si misma incrementa en estos nifos la susceptibilidad -
para la infeccion por este virus, o si la colestasis se produce en respuesta

a la infeccion. Se observé que hay una baja incidencia de la infeccion por

reovirus tipc 3 en ninos con otro tipo de colestasis.

En 1988, en Colorado, se hicierc_:h determinaciones séricas de
anticuerpos por medio de ELISA contra’ Reo‘-é en 23 pacientes con
AVBEH, 12 con HN, 30 testigos con otras enfermedadés hepaticas y 55
testigos sin hepatopatia. No encontraron dlferenc:as serologxcas entre los

pacientes con hepatopatia y los tesngos en cuanto a la posmv:dad de los
26" el ‘metodo de

‘con HN) y no se
senuna: hnea

anticuerpos y a los titulos de los: mlsmos. Se reah
inmunoperoxidasa en 19 pacnemes (18 con AVBEH

detectaron antigenos de Reo 3, con’ tesllgos posmvo
celular infectada por el virus. Con drchos resultados no . se:apoya’la

asociacion (28).
Otro tipo de estudios como

fueron realizados para la deteccion del’ v:rus En
colaboradores (29) no demostraron la presencna del’ v:
inmunohistoquimica en los remanentes biliares de uri nifio’ con AVBEH

sin embargo, por medio de microscopia electromca se encontraron‘.

mmunohtstoqunm

particulas similares al reovirus en dichos remanentes
En ia Universidad de Oklahoma, en .1995; Steele (30). por medlo

de reaccidn en cadena de la polimerasa (PCR) reversa para la deteccion
de Reo-3, en 50 pacientes archivados (14 con AVBEH, 20 con HN y 16
testigos) solo en uno se encontréy positibidad.

Tyler y Sokol en 1998 (31), publicaron un estudio en el que se
realizdé PCR reversa para la deteccion de reovirus en 23 pacientes con
TRATH "
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AVBEH, 9 con quiste de colédoco (QC) y 33 pacientes con otras

patologias hepatobiliares al momento de la biopsia hepatica''y 17
autopsias de pacientes con enfermedad hepatobiliar. Encontraron RNA

de reovirus en 55% de pacientes con AVBEH, 78% con QC.. Con estos

resultados se concluyd que la prevalencia del RNA de reovxrus fu
en los pacientes con QC y AVBEH que en el resto de pacrentes ’

Se ha observado relacion también con otros: v:rus
se habia: consnderado

rotavirus. El rotavirus del grupo A, omo'
enterotropico estricto y como la causa mas xmportante de d rrea en los‘

nifos; sin embargo, se ha visto que tiene la capac:dad d d:semmarse

hacia el higado produciendo hepatitis en ratones’ (32)
En 1993, se realizd un estudio multlcentnco ene que’ se descnbno

obstruccion biliar extrahepatica en ratones. BALB/ nmunocompetentes

infectados con rotavirus del grupo. A.:Se’ observé ‘que dos - ratones
inoculados por via oral tuvieron rephcaclon vural actlva en las vias biliares
y en el higado 48 horas después de [a moculac:on :7'dias después de la
on mﬂamac:on y edema de los

inoculacién algunos de los ratones most
conductos biliares. En la mitad de los ratones sxntomahcos hubo una
ésta obstruccion fue

obstruccién total de los conductos’ .blllargs;
imreversible en la mitad de los ;casos.:,Los hallazgos histopatolégicos
fueron similares a los encontrados en lo's'paéientes' con AVBEH (33).

En 1997, en Hannover, Alemania, se realizé un estudio en ratones
BALB/c recién nacidos en los que se inoculd rotavirus: 67% de ellos
tuvieron datos de colestasis y retraso en el crecimiento. Ocho se
recuperaron espontaneamente. Se. realizé microscopia - electréonica
seriada en 46 ratones y se encontrd infiltracion celular y edema del
epitelio biliar; diez dias después habia obstruccion completa de las vias
biliares, en algunos casos con una dilatacién preestendtica. En un caso
se observd una dilatacion similar al QC a los 19 dias de vida (34).

En un estudio retrospectivo en 1996, Riepenhoff-Talty y Gouvea
(35), realizaron PCR reversa para la deteccxon de rotavirus tipo C en 32




muestras de pacientes (20 con AVBEH y QC asi como 12 testigos) 10

(50%) pacientes con AVBEH fueron positivos. Seis de ios diez pacierites )

tuvieron mas de una muestra positiva.

Sin embargoe en 1997, Bobo y colaboradores (36) reahzaron un
estudio en el que tomaron 10 pacientes con diagndstico de atresna de
vias biliares 'y 14 testigos con otras patologias hepatoblllares a Ic:s que
les realizaron PCR reversa con resultados negativos. ; 2

Con todo lo anterior, al haber estudios que apoyan Yy otro que

descartan la presencia de varios virus asociados a AVBEH utlllzandO'

practicamente la misma metodologia, no estan claras estas asocnacnones

La primera vez que se reportd asociacion dei Virus del Papﬂoma}
Humano (VPH) con enfermedad hepatobiliar fue en 1996 cuando se‘
detectd por medio de PCR, DNA del VPH en 7/7 casos de pacxemes con'f‘
hepatitis neonatal, a quienes también se les realxzo PRC paré CMV y fue o

negativa (37).

Estos hallazgos motivaron ia real:zacnon de. otro estudao por el

ual se tomaron 18

mismo grupo de investigadores en 1998 (38 ‘en
pacientes con diagnostico de AVBEH de los archlvos de F’atologla del
Hospital de Nifios de La Plata Argenuna y 30 paclemes como testigos y
se les realizé PCR para VPH in situ. Se logro la amphfcacnon del virus en
16 (89%) de los 18 casos. No hubo: dlferem:las histolégicas entre los
pacientes que fueron positivos y los que no. De los casos positivos, diez
(62%) amplificaron VPH tipo 6, cuatro’ (25%) ‘para el tipo 18, y dos
(12.5%) para ambos. Hubo discreta reactnvndad en el nicleo de algunos
hepatocitos en los seis casos en los que’ ‘se realizé hibridacién in situ.




PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Se ha postulado que existe una asociacion entre el VPH y el
desarrollo de neoplasias epiteliales y otros trastornos de la diferenciacion
celular, asi como la produccién de lesiones en el epitelio del tubo
digestivo y del aparato respiratorio. Tan solo en el cancer cervicouterino
en México esta presente con serotipos de alto riesgo hasta en 85% de
los casos (39). Probablemente el dafho de las vias biliares se produce .
durante la vida intrauterina por transmision vertical de la infeccion, ya que -
se ha observados que el virus se encuentra en el liquido amnidtico; o bien
al momento del pasoc del producto por el canal del parto..
realizado estudios que demuestran la presencia del VPH en bnopsms de -
epitelio biliar en nifos Unicamente por un grupo de mvestlgadores (38)
sin embargo. en modelos experimentales en animales gestante a los‘ :
que se les ha inoculado por via intraamnidtica el vnrus no’.,
demostrado dafio biliar en los productos (comumcacnon personal Dr.
Valencia/Dra. Hermandez). Por lo anterior. la asociacion: entre AVBEH y

VPH aun no esta del todo esclarecida.

‘Se han .




JUSTIFICACION:

La AVBEH es un padecimiento con graves repercusiones clinicas;
la asociaciéon con infeccion por VPH no esta. clara,- si.esta lograra
demostrarse tomando en cuenta las teorias en cuanto a la viai de
transmisién de las infecciones virales de la madre al feto,:seria
importante establecer programas de  deteccion opbrtuna“ y. medidas

preventivas para evitar la infeccion.




OBJETIVOS: ) .
Demostrar  la ' presencia . del VPH en biopsias hepaticas y de

conductos biliares en los nifios con AVBEH y en el cervix uterino de sus
madres. .. L & :

Establecer sx
cervux utenno de Ia madre y en las v:as b:hares del paclenle

de estar presente el VPH es’ del mismo tlpo en el»

{ TESIS CCXN
SETT A TV
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HIPOTESIS:

Si el VPH esta présenie en el epitelio biliar de los nifios con AVBEH, el

mismo tipo se encontrara en el cervix uterino de sus madres.

DISENO DEL'ESTUDIO: . ,
Prospectivo, transversal y descriptivo.




MATERIAL Y METODOS:

Se tomaron 13 biopsias de conductos biliares e higado en
pacientes con diagnodstico de AVBEH del HIM, en periodo comprendido
entre agosto de 1999 a julio del 2000, a los que les fue realizada una
portoenteroanastomosis tipo Kassai o alguna de sus variantes. Los
remanentes de conductos biliares y las biopsias de higado, fueron
cortados a la mitad. Una mitad de ellos se congeld a menos 70°C para
PCR y al resto se les realizo el procedimiento habitual para inclusion en
bloques de parafina y se realizé busqueda genérica del virus por medio
de hibridacion in situ (sonda amplio espectro Dako Cat Y 1404, sondas
tipos 6-11 Dako Cat Y 1411, sondas tipos 16-18 Dako Cat Y 1412,
sondas tipos 31-33 Dako Cat Y 1413). Ademas se tomaron muestras de
citologia vaginal, previo consentimiento por escrito en 8 de las madres - de
los pacientes. Una parte de la muestra obtenida se coloco sobre
laminillas para tinciéon con hematoxilina-eosina y la otra se le realizé
hibridacion in situ para VPH. Ademas se realizd reaccién en cadena che"
la bolimerasa para deteccidon del VPH en estas muestras. Como testigos:
se utilizaron biopsias de papilomas laringeos secundarios a infeccion por
VPH, obtenidas del archivo del departamento de Patologia del HIM.




RESULTADCS:

En el periodo de un arin en et Hospital infantil de México se
obtuvieron 12 biopsias de remanentes de los conductos biliares asi como
bicpsias hepaticas de nifios con AVBEH, quienes fueron candidatos a la
realizacién de una portoenteroanastomosis tipo Kassal o alguna de sus
variantes. De los 13 pacientes, 9 (69%) fueron mujeres y 4(31%)
hombrez: o que representd una proporcion 2:1, Las edades de los

macientes oscilaron entre los 40 y los 90 dias con un promedio de 67:

dias.
Distribucion por sexo y edad al momento del diagnéstico
i Sexo Nuamero de pacientes Edad en dias al
! momento de la
;‘ cirugia
| Femenino 9 (69.2%) 53-90 X = 70.5
, fZascuino 2 (30.79%) 40°90 X = 61

Los hallazgos histopatologicos no fueron diferentes a los casos de: .
AVBEH previamente descritos: cinco de los trece pacientes tuvieron
fibrosis moderada y el resto fibrosis grave; en la totalidad de los casos se
encontro tanto proliferacion de colangiolos como tapones de bilis;;o}cﬁd
hepatocelular; once casos - tuvieron:’

casos tuvieron colapso
El diametro de los

transformacién pseudoacinar y gigantocelular.
conductos fue variable; en cuatro casos midieron menos de 50u, en tres
casos midieron entre 50 y 100u, en cinco casos midieron entre 100n y-
150u, y en un solo caso midieron entre 1501 y 200n. (Rigs. 1-6).

Se realizd hibridacidon /n situ (Sig 7-10). en las biopsias de higado y
conductos biliares de todos los pacientes y los resultados fueron
negativos con testigos positivos. Ademas se realizé PCR, con la cual no
se consiguid amplificar el DNA viral en los casos, con testigos positivos

adecuados.




Se realizé toma de citologia vaginal en 8 .de las madres de los
pacientes. el resto no autorizé el estudio. En éstas, no se encontraron
datos citolégicos compatibles con infeccion “por. virus' del papiloma
humano, Unicamente en un caso. se. observé metaplasia ‘escamosa
(hallazgo inespecifico). La hibridacion in situ (Fig. 11) y,la'PCR fueron

negativas en estas muestras.
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DISCUSION:
En éste estudio no se pudo demostrar la presencia del

papiloma humano, a diferencia de lo reportado previamente por un grupo de
investigadores (38). Se utilizaron practicamente las mismas técnicas de
biologia molecular para la deteccién y amplificacion del virus.

Posterior a la realizacion de nuestro trabajo, en Texas, se publicd un

virus del

estudio en el 2000 (40), cuyo proposito era confirmar los reportes de la

asociacion entre VPH y AVBEH o HN; sin embargo, en un total de19

pacientes no se pudo amplificar el virus. También realizaron PCR :para

Citomegalovirus (CMV), virus del Epstein Bamr (VEB), herpesvirus tipo 6 '
(HV6) y parvovirus B19 (PVB19). Dos casos de HN y un caso ‘de,AVBEyH,
fueron positivos para CMV, en 2 pacientes de HN, 2 pat:ientés con
AVBEH y 2 controles se detectd HVE, lo cual no apoya una explxcacnon (-]
asociacion causal. ; e :

Las posibles razones de
pueden ser: 1) la existencia de un factor ambiental en la region de La

Plata (en donde fue realizado el estudio previo) o una mayor mmdencna
de infeccion por VPH en las madres de esos pac:entes que favorezca fa. -
infeccion por VPH en recién nacidos, 2) los especnmenes de " lo

remanentes de conductos biliares no fueron s:gmf‘catrvos (exceso de
3) las copias del. v:rus no fueron

la obtencién de nuestros resultados

fibrosis y pocas células epiteliales),
suficientes (aunque la PCR detecta una sola copia, en ocasmnes hay
falsos negativos), 4) que haya serotipos aun no identificados que no son
detectados por los inciadores comerciales. S :

Si bien es cierto que en nuestro. pais no hay détés dé;
porcentaje - de’ ‘asociacion ‘de

1a

prevalencia de infeccion por VPH, el
serotipos de VPH de alto riesgo con cé‘ncer cervicouterino es hasta de

85% (39), y podemos considerario como un dato indirectc de !a

frecuencia de esta infeccion en nuestro medio. En las citologias

vaginales de las madres no se hallaron cambios histolégicos sugestivos
de infeccion por VPH y con las pruebas moleculares tampoco.




En nuestro grupo de estudio, la proporc:on por genero fue sxmllar a
fo informado en Ia literatura. :

-Es posible que individuos genéticamente predispuestos‘ tuvieran
mayor susceptibilidad para la infeccion por VPH .y otros vnrus pero‘
desconocemos si los agentes virales causan d:rectamente la nfeccnon o
paraddjicamente, se reproducen adecuadamente en ambnentesv

que,

colestasicos.
Aparentemente hay mayor . riesgo de AVBEH “en. productos de

madres de edad avanzada, muitiparas y en productos de bajo peso al-
nacimiento (17). Aunado a ello, hay, ademas, factores de riesgo de tipo

genético [HLA B8 y DR3 (7), A33, B44 y DRS‘ (8) y B12 haplotipos ASBS

Yy A28B35 (9) y mutaciones en el gen JAG1(11)], los cuaies podrian estar

interviniendo conjuntamente en la patogenia de esta enfermedad.

La interaccion entre este tipo de factores genéticos y los agéntes
virales no esta descrita; sin embargo, una alteracion genética podria
incrementar la susceptibilidad de un organismo a la infeccion viral, y con"v
ello a la aparicion de la secuencia de eventos inflamatorios que dan

como resultado la AVBEH.
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Figura 4. Microfotografia de biopsia uestra t;

pseudoacinar de los cordones de los hepatocitos, con tapones de bilis en los
canaliculos (recuadro). y transformacién gigantocelular en algunos
hepatocitos (flecha). (HE x 100)
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Anexo . METODO PARA INCLUSION EN PARAFINA

Se fijaron en formol al 10% amortiguado a pH 7 durante 24 horas,
posteriormente se lavaron en agua destilada y se deshidrataron mediante
el uso de alcoholes graduales en cada uno de los cuales permanecieron
durante 20 minutos, los porcentajes de los alcoholes fueron al 70%. b,groy%
y al 100%. Se aclararon con xilol durante 30 minuios \ ée i:olocaron én‘
parafina a 60°C durante 30 mlnutos finaimente se mcluyeron en bloques
de parafina (41). : e :

Se realizaron cortes a 4. mlcras en- un mlcrotomo marca Leica,

para las técnicas de Hematoxuhna-eosma e Hlbndacuon in s:tu




Anexo 2. TECNICA DE LA TINCION DE HEMATOXILINA-EOSINA:
Después de la obtencibn de los cortes, estos. fueron
desparafinados en una estufa a 60°C durante media hora y colocados en
xilol durante 15 minutos y se hidrataron mediante el uso de alcoholes
graduales a 100%, 95% y B0% y en agua destilada durante 1 minuto en
cada uno y se tiferon posteriormente en una solucién de Hematoxilina de
Harris durante 5 minutos, se lavaron en agua corriente by se colocaron en
una solucidén de eosina floxina durante 5 minutos y se deshidrataron
mediante el uso de alcoholes graduales al 95% y 100% durante 1 minuto
en cada uno de ellos y finaimente en xilol durante 1 minuto. Se montaron
mediante el uso de entellan (Baker), los resultados fueron analizados por ’

un Patdlogo (41).

Tabla 1

SOLUCION MATRIZ DE EOSINA

Eosina Y hidrosolubie 1.0g
Agua destilada 100.0mi
SOLUCION MATRIZ DE FLOXINA

Floxina B 1.09
Agua destilada 100.0m!

SOLUCION DIARIA DE EOSINA-
FLOXINA Combine en un cilindro

de 1000ml

Solucion matriz de eosina 100.0ml
[[Solucibn matriz de floxina 10.0mi
i Etanol al 95% 780.0ml!
]Acido aceético, glacial 4.0ml




Anexo 3. TECNICA DE HIBRIDACION IN SITU:
Se utilizaron cortes a 4 micras los cuales fueron colocados sobre
laminillas cargadas eléctricamente (Fisher Biotech). Los cortes fueron
colocados en una estufa a 60°C durante 30 mindgoé posteriormente se
desparafinaron mediante el uso de ;cilol “por .15 rﬁinutos y se
deshidrataron mediante el uso de alcocholes’ graduales de. 100%, 90%,
70% y agua destilada, durante un rmnuto ‘en . cada uno de ellos y se
dejaron secar al aire y se les hizo una dtgest:on,enz:matlca con pepsina
al 1.25% (SIGMA) durante 5 minutos. Se lavaron'y se deshidrataron
mediante el uso de alcoholes graduales al 70% al 90% y al 100% durante
1 minuto en cada uno de ellos y se dejaron secar al aire. Para la
hibridacion a los cortes se les colocd 20 ul de los cuatro tipos de sondas
(una sonda por laminilla) Una de las sondas era de amplio espectro
(Dako Cat. Y1404) y las restantes eran de los tipos 6-11 (Dako Y 1411),
16-18 (Dako Cat. Y1412) y 31-33 (Dako Cat. Y1413).Los tejidos y la
mezcla de reaccion fueron calentados a 95°C durante 10 mlnutos en una
placa de calor (Thermmoiyne). Al final del tiempo de mcubacuon se
colocaron a 37°C en una camara humeda donde permanecveron durante ;
toda la noche. Se lavaron durante 5 minutos en TBS (Dako Cat : 83001)
lavados astringentes ‘con’ la ‘solucnovn‘ de; 5

posteriormente se hicieron
astringencia (Dako Cat. S3500) a 47°C durante. 30 mmutos Sen avaron: .
con TBS y se les agregd una soluciéon de estreptavudma beroxndasa;
(Dako K1016) en la que permanecieron 30: mmutos. ‘Se lavaron 'y 'se
reveld con una solucion de BCIPNBT (Dako K0598) Se: lavaron
nuevamente y se dejaron secar al aire y fnalmente se montaron con

enteilan para su observacion por un Patélogo (42)
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Anexo 4. TéCNlCA DE LA REACCION EN CADENA DE LA
POLIMERASA:

a. Extraccion del DNA:

Se usaron fragmentos de tejidos de 100mg aproximadamente, se
colocaron en amortiguador TE (Tris 1TOMM:EDTA 1mM;:10mM) con SDS
al 0.5% en ia que se mantuvieron en agitacion a 37°C durante toda la
noche. Posteriormente se les agregd proteinasa K (SIGMA P-2308) hasta
alcanzar una concentracién de 0.05% en la que se mantuvieron de 2 a 3
horas a 5§0°C. Cuando la digestion se completé se inactivo la proteinasa
K a 95°C durante 5 minutos y se les agrego un volumen igual de Fenol y
se mezclé suavemente, se centrifugo durante 5 minutos a 14,000 rpm, el
sobrenadante se transfirid a un tubo limpio y se le agregdé un volumen
igual de Fenol: cloroformo-isoamitalcohol (24:1) y se mezclo suavemente,
se centrifugo nuevamente durante 5 minutos a 14000 rpm y el
sobrenadante se transfirid a un tubo limpio en el que se le agregé: una
solucion de cloroformo-isoamilalcoho! (24:1) y se mezclé suavemente.

Nuevamente se centrifugo durante 5 minutos a . 140 0 rpm v el K
sobrenadante se transfirid a un tubo hmplo donde se le agreg un Vdecumo,

durante toda la noche a 37°C.
La concentracién = del DNA

espectofotometria con luz UV para lo cual'seicolectd una- muestra y ‘se .

diluyo 1:50 hasta obtener: un volumen_de _100 mvcrohtros el'cual fue
colocado en una celda y se leyo az260y 280nm. La concentracién fue

obtenida mediante el uso de ia siguiente formula:




[DNAJfinal=(F)(A260)(Dil)

de donde:
F= 50 correspondiente' a »50microg de DNA por cada valor de

absorbencia a 260nm :
A260= Valor de absorbencua obtemdo a 260nm

Dil= Factor de dilucién de la muestra lelda
Y también se obtuvo la’ concentraczon f'nal de proteinas mediante la

siguiente formula:

[Proteinas] t"ln‘ajl="‘(F’)(A26_‘0)(Dil’) ’

En donde S L
F= Factor 1.200 que corresponde a 1mg de protema por cada 0.8 DO

A260= Valor de absorbencia obtemdo a 260nm
Dil.= Factor de dilucion de.la muestra Ieida (42)

b. Reaccién en cadena de la pollmerasa'
En un tubo de microcentrifuga nuevo y estenl se coloco la slgunente

mezcla de reacciéon

Tabla 2 Reactivos y concentracion para realizar PCR . -
REACTIVOS CONCENTRACION UTILIZADA -

Enzima Taq Polimerasa 1-2.5 Ul : i
DNTP's 200pM I
mgcCiz 1.5mM

Iniciadores 3uM ]
DNA gendémico 500ng B S
Amortiguador 5ul ‘I :

La mezcla de reaccién se cubrid con 20ul. de aceite mineral para
evitar la evaporacion y se colocé en un termociclador en el que se ' le
aplicaron 20 ciclos de amplificacion. Cada ciclo constaba de un paso de




desnaturalizacion a 985°C  por un. minuto, seguido de . un  paso de

InICladOI’eS a 50°C por .2 mmutos Yy un paso de

alineacion de los
Se “afadieron

elongacién - de .cadenas ‘a 72"C por 1 5 mmutos
25picomolas de los mlmadores GPS y . GP6. aS| como la Taq pohmerasa.
y4l'a muestrés se' incubaron por'5
'gel de agarosa con

Se llevaron a cabo 35 nu vos ¢
minutos a 72°C Los produ to sev olocaron ‘sob
bromuro de etidio al 2% para Ia electroforeS|s (42)
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