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Resumen

Los retinoblastomas (Rb) son tumores intraoculares malignos que se
producen en niflos pequenos, durante la infancia temprana. Existen dos tipos
de retinoblastoma: la forma “familiar” o hereditaria que depende claramente de
la transmision de un gen de padres a hijos y constituyen aproximadamente el
40% de los casos, y la forma “esporadica” 6 unilateral que constituye el 60 %
de los casos. Sin embargo, alrededor del 15% de los pacientes con
retinoblastoma unilateral tienen el tipo hereditario. Uno de los principales
sintomas de esta enfermedad es la leucocoria que se caracteriza por presentar
una pupila blanca en uno o ambos ojos, también es conocido como reflejo ojo
de gato, mas del 75% de los nifilos con retinoblastoma acuden a consulta
médica por presentar este sintoma.

La enucleacion que es la extirpacién quirdrgica del globo ocular

afectado, constituye el tratamiento mas comun para el paciente y aunque
dréstico, incrementa sus probabilidades de curacién y sobrevivencia.
Los antecedentes inmediatos al presente trabajo, se derivaron de un estudio
epidemioldgico de casos y controles, teniendo como objetivo principal explorar
las exposiciones ambientales durante el periodo gestacional y perinatal en
pacientes afectados por retinoblastoma. En ese trabajo se identificaron factores
de riesgo asociados al retinoblastoma y a la pobreza materna durante el
embarazo, varios de estos factores se sobrelapan con los factores de riesgo
asociados al cancer cérvico uterino generado por el Virus del Papiloma
Humano (VPH). Esta observacion condujo a la busqueda de DNA de este virus
en un grupo de retinoblastomas, encontrandose estas secuencias por Reaccion
de la Polimerasa en Cadena (PCR) en DNA de tejido tumoral en un 36 % de
los 50 casos estudiados inicialmente. El presente trabajo constituye la
ampliacién y la continuacién de esa investigacién en otra poblacion pediatrica
hospitalaria.

Se realiz6 la extraccibn de DNA de 102 retinoblastomas primarios
congelados y obtenidos post enucleacidén, como parte del tratamiento que estos
nifos recibieron en el hospital de Pediatria del CMN SXXI del IMSS, o en el
Hospital Infantil de México Dr. Federico Gémez de la Secretaria de Salud en la
ciudad de México.



Debido a que la identificacion del DNA del virus estd basada en una
reaccién de amplificacién enzimatica, se tomaron las siguientes medidas para
evitar la contaminacién del DNA entre los tumores o con DNA proveniente de
otras fuentes: todo el material quirdrgico para la diseccidén y obtencién del tejido
tumoral, asi como los contenedores para transportar las piezas quirurgicas, se
trataron con una solucién de hipoclorito al 5% y posteriormente con una
solucién de hidréxido de sodio (NaOH) 5N. Para un manejo éptimo de las
muestras se dividieron en tres: grupo |, grupo Il y grupo lll. Las reacciones
enzimaticas se limitaron a la prueba de 6 tumores por turno en el termociclador.

El DNA tumoral, de controles positivos y negativos fueron los ultimos
reactivos anadidos a los tubos de reaccion de PCR. Se emplearon puntas
desechables con filtros para evitar el acarreo molecular por aerosol entre tubos.

A través un andlisis espectrofotométrico y electroforético se determindé la
cantidad de DNA extraido por cada muestra y se observé la integridad de las
muestras en geles de agarosa al 0.8 %. Para probar que el DNA extraido
puede ser amplificado por PCR se utilizaron los iniciadores de PC04 y GH20
que amplifican una region del gene B-globina. Para detectar el DNA del virus
del papiloma humano, se emplearon tres pares de iniciadores: MY09 y MY11
(Manos), GPs (GP5+ Y GP6+) y LCs (L1C1 y L2C2) de una regidn conservada
del gene L1 del genoma de HPV. De un total de 102 muestras, fue posible
detectar por PCR en un 65% de las muestras el fragmento del tamarno
esperado, mientras que el 30% de las muestras son negativas y un 4.8 %
fueron muestras no informativas.

Para identificar el tipo de virus de papiloma humano que fue amplificado, un
grupo limitado de fragmentos amplificados se clonaron molecularmente, y se
secuenciaron. Las secuencias obtenidas son atipicas, se trata de secuencias
humanas flanqueadas por pequenas secuencias virales principalmente

correspondientes principalmente al hvp 18 de alto riesgo.



1. Introduccién y antecedentes

1.1 Cancer.

El cancer es la segunda causa de muerte en los adultos en el mundo
occidental y es la principal causa de muerte por enfermedad en nifios de 1 a 14
anos (De Vita, 2000). El cancer engloba un conjunto de enfermedades
malignas (Friend, 1987) y puede originarse a partir de cualquier tipo de célula
de los diferentes tejidos del organismo. Sus principales caracteristicas son:
crecimiento descontrolado de células anormales, que invaden y destruyen los
tejidos vecinos y que generan metastasis, es decir la capacidad de crecer y
diseminarse a otras partes del cuerpo (Murray, 2001). El cancer es una
enfermedad clonal donde todas las células de un tumor surgen de una sola
célula en la que los mecanismos que regulan la proliferacion celular se han
danado (De Vita, 2000).

Casi todos los canceres forman masas de tejido que reciben el
nombre de tumores, pero no todos los tumores son cancerosos o malignos; la
mayor parte son benignos, es decir no ponen en peligro la vida. Los tumores
benignos se caracterizan por un crecimiento localizado y suelen estar
separados de los tejidos vecinos por una capsula, tienen un crecimiento lento y
una estructura semejante al tejido del que proceden.

La caracteristica principal de los tumores malignos es su capacidad de
diseminacion fuera del lugar de origen. La invasion de los tejidos vecinos puede
producirse por extension o infiltracidén, o a distancia produciendo crecimientos
secundarios conocidos como metastasis. Existen numerosos tipos de
canceres, entre los que destacan 4 grupos principales. Primeramente los
sarcomas, que proceden del tejido conjuntivo presente en los huesos,
cartilagos, vasos sanguineos, musculos y tejido adiposo. Un segundo tipo son
los carcinomas, que surgen en los tejidos epiteliales como la piel o las
mucosas que tapizan las cavidades y érganos corporales como el sistema
respiratorio o digestivo, 0 en los tejidos glandulares de la mama y la prostata.
En el tercer subtipo se encuentran las leucemias y los linfomas, que incluyen

los canceres que se originan en los tejidos formadores de las células



sanguineas y un cuarto grupo en donde se agrupan los tumores del sistema
nervioso (De Vita, 2000; Pizzo, 2002).

El cancer es, en esencia, un proceso genético, y en adultos es el
resultado de la acumulacion durante la vida de cambios genéticos (mutaciones)
en las células que lo forman. Es por esto que la mayoria de los casos de
cancer ocurren en adultos mayores (Menéndez, 2002). Estas mutaciones
modifican los genes promotores y supresores del crecimiento y diferenciacién
celular. Las mutaciones se pueden producir por azar durante la sintesis de
DNA vy la replicacién celular, asi como consecuencia de la exposicion a
carcinbgenos ambientales (mutagenos quimicos como rayos ultravioleta,
radiacién ionizante o virus oncogénicos) o se pueden heredar como mutaciones
de lineas germinales, como es el caso de varios tumores malignos de la
infancia, o ciertos tumores que ocurren consistentemente en ciertas familias
(Klein & Klein, 1985).

La predisposicion del cancer hereditario se atribuye a mutaciones de
las células germinales en genes supresores de tumores. Este concepto se
derivé del estudio del retinoblastoma y de la identificacién del gen de

susceptibilidad al retinoblastoma (Klein, 1987).

1.2 Retinoblastoma

Los retinoblastomas (Rb) son tumores intraoculares malignos que se
producen durante la infancia temprana (Weinberg, 1988; Brena, 1992; Pizzo,
2002; Aerts, 2006). Existen dos tipos de retinoblastoma y se consideran
manifestaciones distintas de la misma enfermedad. La forma “familiar’ o
hereditaria depende claramente de la transmision de un gen de padres a hijos
y constituyen aproximadamente el 40% de los casos (Weinberg, 1988; Brena,
1992; Pizzo, 2002). En los pacientes que padecen la forma familiar del
retinoblastoma, se producen tumores multiples cominmente en ambos 0jos, se
diagnostica generalmente en nifios y nifas menores de dos afos e incluso los
tumores estan presentes al momento del nacimiento. En ocasiones estos nifios
vienen de familias, en las que el retinoblastoma se segrega como rasgo
autosémico dominante, es decir tienen un progenitor afectado, aunque es

comun que estos nifios no tengan padres afectados por la enfermedad, y en



€s0s casos se considera que los eventos mutacionales ocurrieron de novo en
los pacientes afectados. Esta forma de la enfermedad ha sido considerada
como modelo de estudio de la predisposicidn genética a padecer cancer, ya
que el riesgo de tener un hijo(a) afectado por retinoblastoma en una persona
afectada por la forma bilateral del retinoblastoma es del 50% (Weinberg, 1988;
De Vita, 2000, Murray, 2001). Ademas las personas afectadas por esta forma
del retinoblastoma tienen un riesgo aumentado de desarrollar otros tipos de
tumores malignos como sarcomas, melanomas, cancer de cerebro y cavidades
nasales (Fletcher, 2004; Mantela, 2005; Sage, 2005).

En contraste, la forma “esporadica” é unilateral constituye el 60 % de los
casos, y aproximadamente el 15 % de los pacientes con retinoblastoma
unilateral tienen el tipo hereditario. El retinoblastoma unilateral esporadico se
produce en un solo ojo y la edad al momento del diagndstico es entre los tres y
seis afnos. Estos nifios no tienen un riesgo aumentado de desarrollar otros
tumores malignos (Pizzo, 2002), y si llegan a la vida adulta y procrean, el
riesgo que sus hijos desarrollen retinoblastoma es casi igual al de la poblacion
general.

El retinoblastoma se origina en los retinoblastos que son los precursores
de las células de la retina, la capa fotosensible situada en la parte posterior del
ojo. Debido a que estos retinoblastos son los precursores de la retina y
desaparecen normalmente alrededor de los 7 anos, es probable que los
retinoblastomas se desarrollen a partir de eventos moleculares ocurridos en los
retinoblastos. Cuando los retinoblastos se han diferenciado y se han
transformado en células especializadas de la retina, cesan sus divisiones, no
se detectan mas y se piensa que por esto dejan de constituir el blanco celular
para la formacion de tumores. Todos estos eventos de diferenciacién y
maduracion de la retina ocurren alrededor de los 7 afnos, edad a partir de la
cual deja de ocurrir el retinoblastoma (Klein, 1987; Weinberg, 1988).

1.3 Manifestaciones clinicas.

Mas del 75% de los niflos con retinoblastoma acuden a consulta médica
por la presencia del reflejo llamado ojo de gato que se caracteriza por presentar
una pupila blanca en uno o ambos ojos, este sintoma se conoce como

leucocoria. ElI estrabismo, la disminucion de la agudeza visual, fotofobia y



cefalea son sintomas iniciales menos frecuentes (Brantley, 2001; Pizzo, 2002;
Aerts, 2006). En imagenes tomografias se observan calcificaciones y aumento
en la densidad de tejidos blandos a nivel orbitario (Brena, 1992).

1.4 Etiologia y estudios moleculares del Rb

En 1971, Alfred C. Knudson, propuso una explicaciébn genética,
basandose principalmente en las caracteristicas clinicas y epidemiolégicas del
retinoblastoma, como la edad al momento del diagnéstico, nimero de tumores,
tendencia a desarrollar otros tumores malignos etc. Con estos datos elaboré la
hipétesis de los dos impactos genéticos y que ha sido muy util para
comprender el papel que los genes supresores de tumores tienen en el
desarrollo de los tumores malignos (Knudson, 1971). Su hipétesis explica que
los nifios con retinoblastoma hereditario, han heredado un “primer impacto”
genético trasmitido germinalmente, es decir han heredado un alelo mutado y
por lo tanto esta mutacion se encuentra en todas las células del cuerpo,
incluidas las células de la retina. Knudson propuso que el gen mutado confiere
a estos pacientes la predisposicion a desarrollar el retinoblastoma vy
posteriormente otros tumores malignos. Su hipétesis propone que este gen
procede de un progenitor afectado por la enfermedad o de algun accidente
genético, ocurrido durante la formacion del espermatozoide o del 6vulo en los
progenitores. Su hipo6tesis propone también la existencia de un “segundo
impacto” genético, que se produce posteriormente como una mutacién
somatica, es decir localmente en los retinoblastos, que ya portaban la mutacion
adquirida congénitamente. Knudson concluy6 y propuso que las células de los
retinoblastomas no portan un gen mutante, sino dos por lo menos (Weinberg,
1988; De Vita, 2000, Murray, 2001; Menéndez, 2002; Pizzo, 2002).

En 1978, Yunis y Ramsey en un estudio citogenético de células
derivadas de la forma bilateral del retinoblastoma, identificaron que el brazo
largo q del cromosoma 13 muestra con frecuencia una pérdida total o parcial.
Propusieron que esta falta de material genético podria provocar la pérdida de
uno o varios genes en ese locus y por tanto la pérdida de una funcion celular
crucial. De estas observaciones se derivo el término gen supresor de tumores

(Weinberg, 1988; Pizzo, 2002), y asi el gen de susceptibilidad al retinoblastoma



originalmente propuesto por Knudson, dio origen al concepto de gen supresor
de tumores (Klein, 1987).

El aislamiento e identificacion por clonacibn molecular del gen de
susceptibilidad al retinoblastoma se publicé en 1983. Con técnicas clasicas de
clonacién se aislé un fragmento de DNA complementario (cDNA) de 4,7 Kb a
partir de células retinianas. Este cDNA corresponde al gen RB1 que se
encuentra en el cromosoma 13 la banda q 14.2 (Friend, 1987; Nelson, 1997;
Fletcher, 2004; Knudsen, 2006), consta de 27 exones y codifica una
fosfoproteina nuclear (pRB) con una movilidad relativa (Mr) de 105 kD. El
andlisis molecular de este gene en varias lineas celulares y en el DNA de
pacientes afectados por retinoblastoma bilateral, confirm6é la hipo6tesis del
“doble impacto” de Knudson. Con herramientas moleculares, ha sido posible
comprobar que en el DNA de varios retinoblastomas, existe pérdida de uno de
los alelos del gene RB1, fendbmeno conocido como pérdida de heterozigocidad,
y que el alelo correspondiente restante, se encuentra inactivado por
mutaciones puntuales (Brantley, 2001; Rodriguez, 2005; Knudsen, 2006).

1.5 Proteina RB (pRb)

La clonacién del gen RB permitié estudiar la funcién bioldgica de este
componente genético. Ahora se sabe, que la proteina pRb codificada por el
gen RB1 desempefia una funcién importante en la regulacién del ciclo celular.
Esta proteina tiene la capacidad de unirse e interaccionar con una variedad de
proteinas celulares y esta funcibn es determinada por su estado de
fosforilacion (Brantley, 2001; Sage, 2006; Vietri, 2006). Existe evidencia
bioguimica de que la forma no fosforilada de pRb es responsable de la
interrupcion de la proliferacién celular (Rodriguez, 2005; De Gregory, 2006;
Donovan, 2006; Williams, 2006). Cuando pRb se encuentra hipofosforilada
tiene alta afinidad por factores de transcripcibn maestros como la familia
E2F/DP. Los complejos proteicos Rb-E2F inhiben la transcripcion de los genes
requeridos para atravesar el punto G1/S del ciclo celular (Nelson, 1997;
Brantley, 2001; Aerts, 2006, Donovan, 2006). Su funcion inhibitoria se anula
cuando pRb sufre fosforilacibn mediada por los complejos CDK-ciclina. La
proteina pRb permanece fosforilada durante las fases S, G2 y M y la remocion



de estos fosfatos es efectuada por un complejo de fosfatasas después de
completarse la mitosis. Esta desfosforilacion restituye pRb a su estado de alta
afinidad por los factores de transcripcion mencionados y relacionados con la
detencion de la proliferacion celular (Lodish, 2002, Collins, 2005; Donovan,
2006; Foijer, 2006, Williams, 2006). La proteina pRb también modula la
actividad transcripcional de otras proteinas reguladoras, como son las enzimas
que modifican la cromatina contribuyendo con su compleja participacion en la
proliferacién de células eucariontes (Kleinermam, 2005; De Gregory, 2006;
Sage, 2006). La proteina pRb constituye un nodo regulatorio donde confluyen y
se integran sefales intra y extracelulares relacionadas con la proliferacion y
con la diferenciacién de la célula. El descubrimiento de este gen y sus
funciones biolégicas han permitido identificar muchas otras proteinas que
interaccionan con la proteina pRb, y ha permitido definir la ruta de
sefialamiento conocida como la ruta Rb. Esta ruta de sefializacion, tiene gran
relevancia ya que existen alteraciones en diversos componentes de la ruta en
practicamente todos los tumores malignos de adultos (Weinberg, 1988; De
Vita, 2000; Brantley, 2001; Pizzo, 2002). El impacto y la importancia que el
estudio del retinoblastoma ha tenido, abarca tanto campos médicos como de la
biologia ya que su estudio ha aportado avances importantes en el campo de la
genética, de la oncologia pediatrica y de la oncologia de adultos, asi como en
el campo de la proliferacidén y antiproliferacion celular. Los estudios derivados
de este tumor, han aportado informaciéon importante sobre las bases

moleculares del fendmeno del cadncer en general.

1.6 Diagnéstico y tratamiento.

Hasta la mitad del siglo XIX, la aparicion del retinoblastoma anunciaba
el curso irremediable de una enfermedad fatal. El cerebro sufria una rapida
invasion tumoral y el nifio moria. Cuando en 1850 Hermann von Helmholtz
inventé el oftalmoscopio, con el cual se podia observar el interior del globo
ocular y detectar el tumor mucho antes de que se expandiese e invadiera los
tejidos adyacentes (Weinberg, 1988), se pudo implementar un diagnéstico mas
oportuno y junto con los avances anestésicos, se posibilitd la curacién por

extraccion quirdrgica (enucleacion) del globo ocular afectado.



Las indicaciones para la enucleacion de un ojo afectado por
retinoblastoma se establecen cuando: no existe posibilidad de preservar una
vision  Otil si el tumor es destruido con quimioterapia, si existe glaucoma
doloroso con pérdida de la visién, cuando el tumor ocupa completamente el
globo ocular, o ha dafado la retina, si hay invasién del nervio éptico o si
existen metéstasis (Martin, 2001).

La evidencia microscopica de extension tumoral al nervio éptico y sobre
el limite quirdrgico de esta estructura anatomica, es indicativo que el tumor se
ha expandido fuera del ojo e indica la necesidad de aplicar radioterapia y/o
quimioterapia suplementarias. La crioterapia y fotocoagulacién con laser
pueden emplearse en tumores pequerios o tumores que aparecen después de
la radioterapia (Brena, 1992; Pizzo, 2002). Los estudios histopatolégicos de
estadios iniciales muestran que cuando no hay invasion al nervio optico, la
sobrevivencia puede ser de 100%, y esto puede salvar la vida de muchos
nifos. Si hay invasién a la lamina cribosa la sobrevida disminuye a 85-90 %, sin
embargo, cuando la invasion se extiende mas alla de ésta desciende hasta el
40%. El pronéstico es reservado cuando existe invasién a la 6rbita, SNC o

metastasis al momento del diagnéstico (Brena, 1992).

Cornea

Macula

Iris

Coroides -

Esclera

Figura 1.- Esquema del ojo humano.



2 Antecedentes

Aunque los factores de riesgo que se conocen, corresponden a la forma
bilateral o hereditaria del retinoblastoma, las causas o factores de riesgo para
la forma unilateral son poco entendidos. Los hallazgos o alteraciones
moleculares como la pérdida de heterocigosidad o mutaciones identificables
que se han reportado, no siempre se encuentran en las formas unilaterales. Por
otra parte la incidencia del retinoblastoma, particularmente la forma unilateral,
no esta distribuida uniformemente en los distintos paises y es mas alta en
paises menos favorecidos econdmicamente, lo que sugiere que pueden existir

agentes ambientales que estén involucrados en el desarrollo de este tumor.

Los antecedentes inmediatos al presente trabajo, se derivan de un
estudio piloto epidemiolégico de casos y controles, que se realizd en
colaboracion con el Instituto Nacional de Pediatria (INP) y la Universidad de
Columbia en Estados Unidos. Los estudios de casos y controles permiten
definir factores riesgo y el objetivo principal de ese estudio fue explorar las
exposiciones ambientales durante el periodo gestacional y perinatal en
pacientes afectados por retinoblastoma y atendidos en el INP.

En ese estudio, se identificaron algunos factores asociados al
retinoblastoma, y relacionados con la pobreza materna durante el embarazo
incluyendo: falta de cuidado prenatal, parto en casa, bajo nivel de educacién
materna y disminucion en la ingesta de alimentos ricos en acido félico en
relacidon a las madres controles, haber padecido infecciones genitales y no
emplear métodos anticonceptivos de barrera como los condones.

Debido a que algunos de estos factores encontrados se sobrelapan con
los factores de riesgo asociado al cancer cérvico uterino, se considerd que este
sobrelape podria indicar un probable involucramiento del Virus del Papiloma
Humano (VPH). Para probar esto, se buscaron secuencias de DNA de este
virus en tejido tumoral usando PCR e hibridacion tipo Southernblot. Se
encontraron las secuencias de VPH en un 36 % de los 50 casos estudiados y
estos hallazgos fueron publicados (Orjuela y Ponce, 2000).

El presente trabajo constituye la ampliacion y la continuacion de esa

investigacion.



Justificacion
Probar la posibilidad de hacer extensivos estos hallazgos moleculares en
tejidos tumorales en otra poblacién hospitalaria.

2.1 Virus del papiloma humano

Los papilomavirus se encuentran en muchas especies de vertebrados,
desde las aves hasta el hombre, son muy especificos de cada especie e
inducen tumores epiteliales y fibroepiteliales de células escamosas en sus
hospederos naturales. Estos virus tienen un genoma circular de DNA con
aproximadamente 8000 pares de bases, y las particulas del virion tienen una
capside de 55nm (De Vita, 2000). Se han descrito mas de 77 tipos diferentes
de VPH. En humanos, se clasifican como virus de bajo o de alto riesgo. Los de
bajo riesgo se han encontrado en lesiones benignas como verrugas vulgares, y
los de alto riesgo se asocian a lesiones ano-genitales malignas (Collins, 2005;
Farhardi, 2005).

El genoma del VPH se divide en dos regiones: una region temprana E (del
inglés “Early”) que codifica las proteinas del virus implicadas en la replicacion
del DNA viral, la regulacion de la transcripcion vy la transformacion celular; y
una regién tardia L (del inglés “Late”) que codifica las proteinas de la capside
viral. Los genes situados en la region temprana se designan como E1, E2, E4,

E5, E6y E7 y los genes situados en la regién tardia se designan L1y L2.

ORF
Funciones de los genes de HPV 16

L1 |Proteina L1, proteina principal de la capside

L2 |Proteina L2, proteina secundaria de la capside

E1 |Iniciacién de la replicacién del DNA virico, helicasa, ATPasa

E2 |Proteina reguladora de la transcripcién, papel auxiliar en la replicacion del DNA

virico; se une a E1

E4 | Proteina tardia; altera las citoqueratinas

E5 | Proteina transformadora de membrana; interactia con los receptores del factor de

crecimiento (BPV1)

E6 |Proteina transformadora de VPH; regula la degradacion de p53; activa a la

telomerasa

E7 | Proteina transformadora de VPH; se une a la proteina pRb
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Figura 2.- Genoma del Virus del papiloma humano y los genes que lo
conforman.
Actualmente se utiliza la secuencia de DNA de una region del gene L1 para
identificar por reaccion de polimerasa en cadena la presencia del DNA del virus
(Jacobs, 1995; Jacobs, 1997; Rodriguez, 2005).
Para detectar el DNA del virus del papiloma humano, se emplearon tres pares
de iniciadores en una regidn conservada del gene L1 que amplifican los
segmentos mostrados en la figura 3.

GENOMA DE HPV

M
LC 244 ob | GP 150 pb

MY 450 pb

Figura 3. Regién conservada del gen L1, y los productos amplificados de cada

iniciador.



3 Objetivos Generales.

3.1

3.2

3.3

Purificar DNA gendmico a partir de 102 muestras de retinoblastomas
primarios congelados.

Purificar DNA gendmico a partir de leucocitos periféricos
correspondientes a cada paciente y de sus padres.

Determinar por la Reaccién de Polimerasa en cadena usando los
iniciadores de Manos MYQ9 y MY 11, si esta presente el DNA del virus

de papiloma humano en los tejidos tumorales.

4 Objetivos Particulares.

4.1

4.2

4.3

Determinar concentracion y calidad de cada muestra de DNA por
criterios  espectrofotométricos.

Llevar a cabo la reaccién de Polimerasa en Cadena en cada muestra
de tejido tumoral.

Secuenciar fragmentos amplificados, para determinar el tipo de virus

involucrado.



5 Material y Métodos.

5.1 Tejidos tumorales.

Los tejidos tumorales provinieron de pacientes diagnosticados con
retinoblastoma enucleados quirdrgicamente como parte de su tratamiento y
que fueron atendidos en los siguientes hospitales:

El hospital de Pediatria del Centro Médico Nacional SXXI del IMSS y el

Hospital Infantil de México Dr. Federico Gomez.



Con la finalidad de evitar la contaminacién de los tumores quirargicos con DNA

de otros agentes bioldgicos se tomaron medidas de contencién como:

El material quirargico empleado durante la diseccidn, se traté con una solucién
de detergente (dextran) mas una solucion de hipoclorito al 5%, posteriormente
se mantuvo en NaOH 5N por al menos 20 minutos: la pieza quirdrgica se
transporté desde el quiréfano en un contenedor de vidrio estéril, hasta el
laboratorio de patologia, donde el especialista realizé un corte sagital en el
globo ocular para acceder al tumor. Empleando una espatula de acero estéril y
dependiendo del tamafo del tumor, se toma una porcién del tumor que se
dividié en dos. Una parte se almaceno en un tubo de criopreservacion y otra se

mantuvo en una solucion estéril de PBS para cultivo celular Figura 4.

Espécimen Quirdrgico

Una parte de tumor
se congeloa-70 °C

Una parte de tejido tumoral se cultivo

Figura 4. Obtencién y manejo de la muestra bioldgica antes de la extracciéon de
DNA.



5.2 Extraccion de DNA de tejido tumoral.

A partir de los tumores congelados, se utilizd un método de extraccion
no organico, basado en protedlisis con proteinasa K y lisis alcalina suave,
seguido de una precipitacién por saturacion de sal y etanol absoluto (Figura 5).
Se descongelaron las muestras y se resuspendié el tejido tumoral con 3 ml de
amortiguador Tris HCI 10 mM, 400 mM NaCl, 2 mM EDTA, afadiendo SDS a
una concentracién final del 2.5%; agregamos Proteinasa K a una
concentracion final de 20 mg/ml y dejamos incubando toda la noche a 37 °C.
Continuando la extraccion agregamos 1 ml de agente precipitante y
mezclamos invirtiendo el tubo; separamos el material precipitado centrifugando
a 2000 rpm durante 15 minutos a temperatura ambiente, recuperamos el
sobrenadante en un tubo nuevo y precipitamos el DNA agregando dos
volumenes de etanol absoluto, centrifugando a 1500 rpm durante 5 minutos a
temperatura ambiente; decantamos y la pastilla se lava con 5 ml de etanol al
75%, centrifugando a 1500 rpm durante 5 minutos a temperatura ambiente,
decantamos y dejamos secar brevemente la pastillay la solubilizamos en 200
ul de amortiguador Tris 10 Mm, EDTA 1 mM. Una alicuota se separo para
hacer un andlisis espectrofotométrico de absorbancia, y otra alicuota para un
analisis electroforético en gel de agarosa.

1) 3)
Resuspension Precipitacion Precipitaci?n Se IIDNA
y digestion de Proteinas on etanol absoluto
g‘g del tejido 1500 rpm x 5 min
ko

Solubilizacién
Lavado de DNA de ADN
tanol 75 % l

1500 rpm x 5 min
Analisis espectrofotométrico y
analisis electroforético

Figura 5. Extraccion de DNA a partir de tejido congelado.



5.3 Analisis espectrofotométrico del DNA.

Se preparo una dilucién 1:250 del DNA solubilizado, la muestra se leyd a una
longitud de onda 260 y de 280 nm y se determino la concentracién de DNA en
microgramos por mililitro, en base a la siguiente férmula:
(A260) (Factor de dilucion) = pug / ul

20

5.4 Andlisis electroforético de las muestras de DNA.

Una alicuota de cada muestra de DNA se sometié a electroforesis en gel de
agarosa 1%, a 60 V y los geles se tifieron con Bromuro de Etidio. Se

registraron las imagenes con un sistema de fotodocumentacién digital.

5.5 Amplificacién con iniciadores para Betaglobina, PCO4 y GH20

Para verificar la presencia de DNA adecuado para amplificar por PCR
blancos virales de HPV y discriminar aquellas muestras falsas negativas,
primeramente se llevaron a cabo reacciones con los iniciadores PCO4 y GH20
para amplificar una regién del gene Betaglobina, que es considerado un gene
de mantenimiento domeéstico (Bauer, 1991; Evans, 2005).
Se usaron dos mezclas maestras por separado, la mezcla maestra | (MMI) de
desoxinucleétidos (dNTP'S 200uM), 1mM de cada uno de los iniciadores
(oligonucleétidos) especificos, 2 a 2.5mM de iones de MgCl, y HO mq; la
mezcla maestra Il (MMIl) con DNA de tejido tumoral a una concentracion de
500 ng, 0.2 U de Taq polimerasa y solucidon amortiguadora de reaccion (Buffer
1x), se combinaron ambas mezclas teniendo un volumen final de 25 pl de
reaccion de PCR. Estas condiciones fueron las mismas para los tres pares de
iniciadores que se utilizaron en este trabajo. Unicamente las condiciones de
amplificacion para cada par de iniciadores fueron diferentes.
* El volumen de DNA gendémico dependié de la concentracidén del stock y en

algunos casos se realizaron alicuotas de 100 ng/ pl.



Las condiciones de amplificacion para los iniciadores de

emplearon fueron las siguientes:

betaglobina que se

Desnaturalizacién

94 °C 2.30 minutos
40 ciclos

94 °C 40 segundos
55 °C 2 minutos
72 °C 1.30 minutos
Polimerizacion final.

72 °C 7 minutos

En espera 4 °C

Tamario del producto amplificado: 268 pares de bases (pb)

5.6 Amplificacion con iniciadores de Manos MY09 y MY 11

Las condiciones de amplificacién empleadas fueron las siguientes

Desnaturalizacién

94 °C 2.30 minutos
40 ciclos

94 °C 40 segundos
55 °C 2 minutos
72 °C 1.30 minutos
Polimerizacion final.

72 °C 7 minutos

En espera 4 °C

Producto amplificado 450 pb

5.7 Amplificacion con iniciadores GP5+y GP6+

Las condiciones de amplificacién empleadas fueron las siguientes:



Desnaturalizacién

94 °C 2.30 minutos
40 ciclos

94 °C 50 segundos
40 °C 1.15 minutos
72 °C 45 segundos

Polimerizacion final.

72 °C

10 minutos

En espera 4 °C

Producto amplificado: 150 pb

5.8 Amplificacion con iniciadores LC1y LC2

Las condiciones de amplificacién empleadas fueron las siguientes:

Desnaturalizacién

94 °C 2.30 minutos
40 ciclos

94 °C 40 segundos
48 °C 45 segundos
72 °C 45 segundos
Polimerizacion final.

72 °C 7 minutos

En espera 4 °C

Producto amplificado: 244 pb

Iniciadores Secuencias Producto
especificos amplificado
Betaglogina PCO4 5’ caacttcatccacgttcacc 3
(PC04,GH20) GH20 5’ gaa gag cca agg acaggtac3’ 268 pb
Manos MYO09 5°cgtccmarrggawactgatc 3’
( MY09, MY11) | MY11 5°gcm cag ggw cat aay aat gg 3 450 pb




GP’'S GP5+ 57ttt gtt act gtg gta gat acy ac 3°
(GP5+, GP6+) | GP6+ 5’gaa aaataa act gta aat cat aytc 3° 150 pb

LC'S L1C1 5 ‘cgt aaa cgt kiw ccm tat tit ttt 3’
(LC1yLC2) L2C2 5’ yac ccy aaa tac tct rta ttg 3’ 244 pb

Cuadro 2. Iniciadores utilizados para la amplificacion de DNA de hpv por PCR.

5.9 Para identificar el tipo de virus de papiloma humano identificado en un
subgrupo de tumores, fue necesario clonar el fragmento amplificado para
secuenciarlos.

A continuaciéon se explica la estrategia general empleada para clonar los
fragmentos amplificados por PCR.

a) Purificacion del fragmento de DNA amplificado.

Se empleé el Kit QIAEX |l de QIAGEN, que se basa en el empleo de particulas
de silica en gel en la presencia de sal en alta concentracion, para unir DNA y
purificarlo a partir de geles de agarosa.

Primeramente se corto la banda de interés, se peso6 y se agregd el equivalente
a tres volumenes del buffer QX1 que solubiliza la agarosa, se afadié 10 ul de
resina (particulas de silica), y se incubo a 50°C por 10 min, resuspendimos la
muestra cada 2 min. Centrifugamos 13 000 rpm por 30 seg y desechamos el
sobrenadante. Lavamos la muestra por tres ocasiones, agregando buffer PE.
Después del tercer lavado, dejamos secar la pastilla entre 10 y 15 minutos a
temperatura ambiente. Eluyimos el DNA agregando 15 pl de buffer Low TE
(1mM TrisHCI pH7, 0.05mM EDTA), centrifugando por 30 seg. Recuperamos
el sobrenadante que contiene el DNA vy se tomaron 2 ul de muestra para su
analisis y cuantificacion en un gel de agarosa, empleando marcadores de

masa molecular.

b) Los fragmentos recuperados se clonaron en el vector pGEM, usando el Kit
pGEM® - T Easy Vector de Promega, medio de seleccion LB con ampicilina
25 pg/ ml, y células competentes DH5a.

Con los fragmentos amplificados y recuperados de los geles de agarosa, se

prepararon reacciones de ligacién para cada muestra a clonar, usando:



5 ul Buffer de ligacién rapida 2x, T4 DNA ligasa, agregamos 1 pl del vector
pGEM easy vector (50 ng), adicionamos 3 ul de producto de PCR (DNA
purificado que fue positivo a Manos), y agregamos 1 pl de enzima ligasa;
dejamos incubar 1 hora a temperatura ambiente. Finalmente para propagar el
fragmento ligado al vector, utilizamos 2 pl de la reaccion de ligacién para

transformar células competentes DH5a, usando el siguiente protocolo.

c) Protocolo de transformacion.

Incubamos 50 yl de células competentes DH5a, con 2 ul de la reaccion
de ligacién por 20 min en hielo. Se sometieron a un choque térmico a 42
°C por 45 seg. y se pasaron a hielo por 2 min, agregamos 950 ul de
medio LBy se incubaron 1.5 horas con agitacion a 150 rpm a 37°C. Se
centrifugo a 3300 rpm por 10 min, decantamos y resuspendimos la pastilla en
300 pl de medio LB. Se inoculan 50 y 100 yl en medio selectivo con
ampicilina por una noche a

372 C. Se analizaron las colonias recombinante con minipreparaciones de
DNA.

d) Minipreparaciones de DNA.

Se inocularon 2 ml de medio LB liquido con antibiéticos, con una colonia
individual, dejamos incubar toda la noche con agitacion a 37° C. Centrifugamos
las bacterias y la pastilla se resuspendié con 200 pl de 50mM Tris pH7.5, 10
mM EDTA, 0.1 mg/ ml de RNAsa. Anradimos 200 pl de 0.2 M NaOH, 1%
SDS y 200 pl de 1.3 M Acetato de Potasio pH 5.2 Invertimos el tubo
lentamente y centrifugamos a 14000 rpm durante 15 minutos, recuperamos
el sobrenadante y precipitamos con 500 yl de isopropanol, centrifugamos vy
decantamos, la pastilla se lavd con 1 ml de etanol 75%, dejamos secar y el
DNA se solubiliza en 40 pl de 1mM Tris HCI pH 7, 0.05mM EDTA.

e) Digestién Enzimatica con EcoR1.

Con el DNA obtenido se realizé una digestidon enzimatica que comprobd que el
vector tenia el fragmento de interés; realizamos dos digestiones enzimaticas
por muestra una con enzima EcoR1 y otra sin enzima, ambas con solucion
amortiguadora de reaccion (Buffer 10x), H.O y DNA de las minipreparaciones.
Las dos muestras se corrieron en geles de agarosa con marcadores de peso

molecular.



RESULTADOS

6.1  Se procesaron 102 muestras de Retinoblastomas primarios congelados,
de acuerdo al protocolo de extraccidbn mencionado en material y métodos, a
continuacién se muestra el andlisis espectrofotométrico del DNA obtenido.

6.2 Se determiné la concentracién y la calidad de cada muestra de DNA por
criterios espectrofotomeétricos y electroforéticos. Las muestras se dividieron en
3 grupos para su procesamiento, grupo |, grupo Il y grupo lll. Las lecturas se
llevaron a cabo empleando una dilucién de 1:250 usando un espectrofotometro
Jenway modelo Genova.

Cuadro 1. Lecturas de absorbancia y concentracién de las muestras del Grupo
l.

A 260 nm/ A | Concentracion
# Muestra | A260 nm | A 280 nm | 280 nm ug/ |l
1 0.171 0.1 1.7 1.76
2 0.02 0.012 1.6 04
3 0.037 0.025 1.48 0.74
4 0.09 0.052 1.75 1.82
5 0.188 0.108 1.7 3.7
6 0.081 0.051 1.7 1.76
7 0.027 0.015 1.8 0.54
8 0.135 0.076 1.7 2.7
9 0.076 0.048 1.5 1.52
10 0.154 0.092 1.6 3.08
11 0.234 0.135 1.7 4.58
12 0.11 0.064 1.7 2.2
13 0.134 0.077 1.7 2.68
14 0.001 0.005 2 0.1
15 0.126 0.077 1.5 1.51
16 0.08 0.049 1.5 1
17 0.046 0.025 1.6 1.15
18 0.032 0.021 1.8 0.925
19 0.008 0.005 1.6 0.2
20 0.042 0.023 1.6 1.05




21 0.059 0.036 1.6 1.47
22 0.062 0.038 1.6 1.5
23 0.148 0.094 1.5 3.7
24 0.103 0.063 1.6 2.5
25 0.084 0.052 1.6 2.1
26 0.049 0.052 2.1 1.3
27 0.052 0.023 2.4 14
28 0.028 0.021 3.1 0.9
29 0.064 0.009 2 1.8
30 0.06 0.031 1.9 1.7
31 0.029 0.031 2.9 0.9
32 0.087 0.01 2 2.3
33 0.065 0.043 2.2 1.8
34 0.065 0.029 14 0.9
35 0.106 0.046 14 1.8
36 0.061 0.071 1.3 0.9
37 0.103 0.068 1.5 14
38 0.085 0.051 1.65 2.1
39 0.062 0.037 1.66 1.5
40 0.103 0.062 1.66 2.5
41 0.072 0.042 1.69 1.8
42 0.022 0.012 1.79 0.5
43 0.018 0.011 1.61 0.45
44 0.076 0.045 1.7 1.9
45 0.147 0.095 1.55 3.6
46 0.117 0.07 1.66 2.9
47 0.098 0.058 1.68 2.4
48 0.066 0.038 1.72 1.6
49 0.112 0.066 1.69 2.8
50 0.013 0.006 2 0.3
51 0.03 0.018 1.72 0.75
52 0.016 0.011 1.52 0.4
53 0.031 0.018 1.7 0.7
54 0.052 0.033 1.58 1.3
55 0.05 0.03 1.65 1.2
56 0.079 0.048 1.64 1.9
57 0.083 0.049 1.72 2




Cuadro 2. Lecturas de absorbancia y concentracion de las muestras del Grupo |l

A 260 nm/| Concentracion
# Muestra | A 260 nm | A 280 nm | A 280 nm ng/ ul
1 0.032 0.01 3.2 04
2 .0.147 0.08 1.8 1.8
3 0.099 0.054 1.8 1.2
4 0.077 0.039 1.9 0.9
5 0.171 0.096 1.7 2.1
6 0.165 0.095 1.7 2
7 0.11 0.066 1.6 1.3
8 0.183 0.096 1.9 22
9 0.061 0.028 21 0.7
10 0.035 0.013 2.6 0.4
11 0.114 0.058 1.9 1.4
12 0.047 0.019 24 0.58
13 0.039 0.017 2.2 0.48
14 0.061 0.03 2 0.7
15 0.272 0.149 1.8 34
16 0.132 0.068 1.9 1.6
17 0.115 0.06 1.9 1.4
18 0.068 0.036 1.8 0.8
19 0.113 0.058 1.9 1.4
20 0.116 0.067 1.7 1.4
21 0.078 0.043 1.8 0.9
22 0.136 0.073 1.8 1.7
23 0.087 0.045 1.9 1
24 0.029 0.011 2.6 0.3
25 0.055 0.024 2.2 0.68
26 0.068 0.034 1.9 0.8
27 0.078 0.043 1.8 0.9




Cuadro 3. Lecturas de absorbancia y concentracién de las muestras del Grupo
1.

A 260 nm/ Concentracion
# Muestra | A260nm | A280 nm | A 280 nm ng/ ul
1 0.338 0.198 1.71 4.2
2 0.248 0.152 1.64 3.1
3 0.122 0.072 1.7 1.5
4 0.22 0.152 1.4 2.7
5 0.007 0.004 2 0.08
6 0.243 0.146 1.6 3
7 0.79 0.053 1.48 1.2
8 0.074 0.044 1.7 0.9
9 0.203 0.119 1.7 25
10 0.167 0.095 1.7
11 0.478 0.267 1.7
12 0.467 0.279 1.6
13 0.008 0.002 4.7 0.1
14 0.48 0.272 1.7 6
15 0.215 0.146 1.47 2.6
16 0.369 0.208 1.7 4.6
17 0.199 0.112 1.7 24
18 0.047 0.025 1.8 0.58
19 0.378 0.226 1.67 4.7

Analisis electroforético del DNA. Una vez solubilizado el DNA, se tomaron 4 pul de
cada muestra para someterlas a electroforesis en geles de agarosa.
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Figura 6: Gel de agarosa al 1% tefido con bromuro de etidio, las flechas
indican la masa en ng de la quinta banda obtenida por digestion del genoma

del virus A con la enzima Hd Il y empleada como marcador de masa.
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Figura 7: Muestras de DNA gendmico extraidos del grupo Il de los
retinoblastomas primarios estudiados. El barrido observado corresponde a RNA
co-purifcado con el DNA, las muestras fueron posteriormente tratadas con
RNAsa.

6.3 Reacciéon en cadena de la polimerasa utilizando los iniciadores de
Betaglobina PCO4 y GH20, Manos MY09 y MY11, GP5+ y GP6+ y LCH1,
LC2.

Para determinar si las muestras de DNA son amplificables enzimaticamente, se
llevé a cabo la reaccion de PCR para amplificar un fragmento del gene de
Betaglobina de 268 pb empleando los iniciadores PCO4 y GH20. Para detectar
el DNA del virus de papiloma humano se emplearon los iniciadores de Manos
MY09 y MY11, GP5+y GP6+y LC1, LC2 como se indica en la figura 8.

G ——
LC 244 nb GP 150 pb
MY 450 pb

Figura 8. Esquema de la localizacion de los tres pares de iniciadores utilizados
para amplificar la region del gen L1 altamente conservada del genoma de hpv,
los iniciadores MY, los iniciadores GP y los iniciadores LC.



Deteccidén de DNA del virus del papiloma humano por PCR, en las muestras
de retinoblastomas primarios congelados del grupo 1.

1 *2 3 4

PM
10000 pb < __ —

500 pb = Cmm— = =4 =
-_— -— — —-—
100 pb
B My Gp Lc B MyGpLc B MyGp Lc B My Gp Lc

1000 pb € —

= = — . - ¢ 'V 450 pb

S00pb 4 - — - ........ » 268 pb
— e TR T - D e

100 pb > 150pb

Figura 9: Ejemplos de productos de amplificacion. B = Betaglobina, My =
fragmento Manos, Gp = fragmento GP, y Lc = fragmento LC, como control
negativo (C-) se utiliz6 DNA de leucocitos y como control positivo (C+) DNA de
células Hela. La muestra 2 marcada con * es considerada positiva por

amplificar un fragmento de 450 pb que correspondiente al de Manos.

PM *
10000 pb ¢ — 23 === 26 =~ 27 — —28
500 pb = Cr— —% = =
— — — -— —
200 pb . & P o

B My Gp B My Gp B My Gp B My Gp
10000 pb — =

ol 0 s 4N S I » 450 pb
500 pb - e
C— - @ e T ... » 268 pb
200pb - ey S >

29 *30 C+ C-

Figura 10. Productos de amplificacién en donde las muestras * 26 y * 30 son
positivas. Como parte de una estrategia para probar la posibilidad del acarreo
de reactivos entre los tubos, durante la preparacion de las muestras, se invirtio
el orden de los controles, Las flechas punteadas sefalan los fragmentos
amplificados de los controles.



PM
10000 pb g

500 pb
200pb

10000 Pb g

500 pb
- -
200 pb

Figura 11. Muestras *44, *45, *46, *47, *48 y *50 son positivas.

Deteccidén de DNA del virus del papiloma humano por PCR, en las muestras
de retinoblastomas primarios congelados del grupo Il.

- *1 *2 3 *4 *5
10000 pb

500 pb
200 pb

10000 pb

— ' - : 3 56660000000000m000 PRTEE » 450 pb
500 pb L& " B - e » 268 pb
200 pb P — ‘ " seessssesssessssesee » 150 pb

*6 *7 *8 C+ C-

Figura 12. Ejemplos de los productos de amplificacion. Las muestras marcadas

con * son positivas.



Deteccidén de DNA del virus del papiloma humano por PCR, en las muestras
de retinoblastomas primarios congelados del grupo lil.

PM

10000 pb

500 pb

200 pb

10000 pp ¢ =

©vvee+¥ 450 pb
500 pb <eeP 268 pb
200 pb oooooooooooo ’150pb

Figura 13. Ejemplos de los productos de amplificacién de este grupo. La
muestra 7 se considera no informativa por no amplificar Beta globina.

PM *17 18 19 C+ C-

10000 pb

500 pb

200 pb
100 pb

Figura 14. Productos de PCR de las muestras 17- 19, donde la muestra 17 es
positiva a Manos, como C+ se utilizo DNA de Hela y C- DNA de placenta

humana |. Las flechas punteadas sefalan los productos amplificados.



Con la finalidad de probar las muestras en las que no se obtuvieron productos
de amplificacion viral, se decidié utilizar un nuevo par de iniciadores LC1 y

LC2 y GPs.

Grupo | " 6 *10 *20 21 23 24 25 C+
10000 Pb g

500 PD g
200 pb g
10000 pb g

500 pb

200 pb ¢

31 32 33 *52 C1+ C2+ C3+ C-

Figura 15. Productos de amplificacién empleando nuevo grupo de iniciadores

LC y GPs de las muestras del grupo | en donde no fue posible detectar
productos de origen viral. Las muestras *10 y *52 son positivas por presentar la
banda correspondiente a los iniciadores GPs, la muestra *20 es positiva por

presentar la banda correspondiente a los iniciadores LCs.

Grupo Il
PO “17 18 *19 *20 ‘21 22 23 C+2_
10000 pb _—T T T
500 pb
200 pb
10000 pb » 244pb

.
.’
.
.
.
)

— "]
500 pb ' l

-
24 25 26 27 C1+ C2+ C3+ C-

Figura 16. Productos de amplificacién empleando nuevo grupo de iniciadores

> 150 pb

LC y GPs de las muestras del grupo Il en donde no fue posible detectar
productos de origen viral. Las muestras *17, *19, *20, *21, *23 y *27 son
positivas con los iniciadores GPs y solamente la muestra *18 es positiva con

los iniciadores LC.



PM 1 2 3 4

*5 C1+ C2+ C3+ C-

10000 pb

o®
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Figura 17. Productos de amplificacibn empleando nuevo grupo de iniciadores
LC y GPs de las muestras del grupo Ill en donde no fue posible detectar

productos de origen viral. Solamente en la muestra *5 marcada se aprecia el

t '*p c Gp I;poLc%

Gp Lc Gp Lc Gp Lc GpLc

LcGpLc GplLc

fragmento correspondiente al amplificado con los iniciadores GPs de 150 pb.

6.4 Tumores HPV positivos. Resumen de la deteccion de DNA de origen viral

por PCR en los retinoblastomas estudiados.

GRUPOS DE # Muestras Positivas Negativas No
TUMORES HPV HPV informativas
GRUPO | 56 33 (58%) 20 (35%) 3 (7%)
GRUPO I 27 19 (70%) 8 (29%) -
GRUPO 1l 19 13 (69%) 5 (26%) 1 (5%)
TOTAL 102

Tabla 4: Los Retinoblastomas estudiados se dividieron en tres grupos: el grupo
| con 56 muestras de las cuales el 58% (33 muestras) fueron positivas a status
HPV, el 35 % (20 muestras) fueron negativas y un 7 % (4 muestras) no son

informativas.

65 % 30 % 4.8 %




El grupo Il con 27 muestras de las cuales el 70 % (19 muestras) fueron
positivas a status HPV, el 29 % (8 muestras) fueron negativas y el grupo Ill con
19 muestras de las cuales el 69 % (13 muestras) fueron positivas por PCR a
status HPV, el 26 % (5 muestras) fueron negativas y un 5% (1 muestra) no es
informativa. En total se procesaron 102 muestras de las cuales 65 % son
positivas por PCR a status HPV, 30% son negativas a HPV y el 4.8 % no son

informativas. 4.8 %

‘ O HPv+

i HPV -

|:| No informativos

Figura 18. Distribucion total de las muestras de retinoblastomas primarios
congelados, en la deteccion de DNA del virus del papiloma humano por PCR.

6.5 Clonacion de 7 fragmentos amplificados con iniciadores de Manos.

Para identificar el tipo de virus de papiloma humano al que pertenece el DNA

amplificado con los iniciadores de Manos de 7 muestras, se clonaron

molecularmente, y se secuenciaron.

a) Como estrategia empleada se corté la banda de 450 pb del producto
amplificado por los iniciadores de Manos en la PCR empleando el Kit
QIAEX Il de QIAGEN para la extraccion y purificacion de DNA a partir de

geles de agarosa.



PM

500 pb Banda de 450

500 pb
Banda de 450 pb

Figura 19. Los rectangulos indican las bandas del producto amplificado de
aproximadamente 450 pb con los iniciador de Manos, extraidas del gel de
agarosa empleando el kit QIAEXII.

b) Los productos recuperados del gel se ligaron al vector pGEM, y se
introdujeron en células competentes E.coli DH5a en medio de seleccién LB
con antibiético (ampicilina 25 pg/ ml).

c) Se obtuvieron colonias de bacterias que incorporaron el vector y se purifico
DNA del plasmido recombinante correspondiente.

d) Se obtuvieron minipreparaciones de DNA, comprobando Ila integridad y

cantidad de los plasmidos en un analisis electroforético.

A Hd S5pul1op1 2 3 4 5 6 7
M

— Hh-_ - L

45
24 281——"= EE ] [ [, Plasmidos

obtenidos para
21 ng clonacion.
4—

Figura 20. DNA plasmidico, probablemente superembobinado a partir de

minipreparaciones de colonias recombinantes.



e) Digestion Enzimatica con EcoR1 de DNA plasmidico. Los fragmentos
clonados estan flanqueados por dos sitios EcoRI unicos, por lo que se empled

esta enzima para liberar el inserto clonado contenido en el plasmido.

PM 1 * 9
10000 pb -
- —
—
—
- —
500 pb ¢— -—
-
e
C S C S

Figura 21: Digestion enzimatica de dos plasmidos con EcoR1. C = con enzima
y S = sin enzima. La digestidén del plasmido * 2 liber6 un fragmento del tamano

esperado, aproximadamente 450 pb.

Los fragmentos de DNA de origen viral amplificados y clonados se

secuenciaron en el Instituto de Fisiologia Celular de la UNAM.

Empleando el texto de las secuencias obtenidas, se identificaron los sitios de
reconocimiento de la enzima EcoRI que flanquean los insertos clonados. Las
secuencias centrales entre los dos sitios EcoRIl (Figura 22) se analizaron
usando el programa BLAST del Centro Nacional de Informacion Biotecnoldgica
(http://www.ncbi.nim.nih.gov/BLAST.cqi), para comparar la similitud de esta

secuencias contra las secuencias de hpv.

>p16a_T7 (F74)
CAATTGGGCCGACGTCGCATGCTCCCGGCCGCCATGGCGGCCGCGGGAATTCGATTCGT
CCCAAAGGAAACTGATCTGACCCAAGCAGAAGACATTGCTGGGTGGGTTGGATGGGATG
AAATTGTGGAAGGTCTCATAAGGGTAAGAATGAGACTCGGTATACTAGCTTGCTATGGCT
GTTGTAAAAATTGCCATTAACTCAGTGGCTTAAAACAACAAAAGTTGATTACCTTAAACTT
CTGGAAGTCAGAAGGTAGAAATGAGTCTCACTGGGCTAAGATCAAGGTGTTGGCCAGAC
GGTGTTCCTTTCTGGAGACTGTAGGTGAGAACCATTTTCTGATCTTTTCCAGCTTTTTAGA
GGCTGCCCTTATTCCTTGGCTCACGACCCTCTTCCAGCTTCAAAACCAGCAAGGGCTGGT




TGAGTCTTCTTTACATCCCTATACTATCACACTTTCTTCTGCCTCCCTCTTTCACTTTTAAA
GACCATTGTTATGTCCCTGTGCAATCACTAGTGAATTCGCGGCCGCCTGCAGGTCGAC

Figura 22. Secuencia obtenida de un plasmido representativo, en gris se

sefalan los sitios EcoRI que flanquean el inserto clonado.

La comparacién de estas secuencias mostrd similitud con diversos virus
de papiloma incluyendo hpv 18 y 58 considerados de alto riesgo pero
solamente en pequefios segmentos entre 35 y 50 pb en los flancos de la
secuencias, lo cual constituye solo el 5 % del DNA clonado. En la figura 23

estas secuencias corresponden a las barras de color azul.
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Figura 23. Un andlisis mas detallado mostré que las secuencias de origen viral

que flanquean el fragmento clonado, son secuencias palindromicas pequenas.

La comparacion posterior de las secuencias internas contra diversas bases de
datos revelé que esta region corresponde a DNA humano con una homologia
del 100%. Esta comparacion demostr6 que la mayoria de las secuencias

clonada y secuenciadas corresponde a DNA de origen humano (Figura 25).
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En la figura 25 estas secuencias con homologia a secuencias humanas

corresponden a las barras de color rojo.



Las secuencias humanas identificadas, permitieron ubicarlas dentro del
genoma humano completo y se encuentran en los siguientes cromosomas
(Figura 26).
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Figura 26.- Las secuencias clonadas y secuenciadas corresponden a DNA de

origen humano y se encuentran en los Cromosomas 4 y 8.
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7 Discusion de los Resultados

Para la deteccién del DNA de HPV se utilizan 2 pares de iniciadores los de
Manos (My09, My11) y los iniciadores generales (GP5+, GP6+), que amplifican
fragmentos de aproximadamente 450 y 150 pb respectivamente, de la region
del gen L1. Esta regién esta altamente conservada en el genoma de HPV, lo
que incrementa la identificacion de un amplio espectro de genotipos de HPV y
por lo tanto permite la determinacion del status HPV  (Schiffman,
1991;Jacobs, 1995; Kalsen, 1996; Jacobs, 1997; Qu, 1997; Evans 2005; Ortiz,
2006).

El par de iniciadores de Manos (My09, My11) son sintetizados con varios
nucleétidos degenerados por cada hebra y por esta razén se incrementa la
capacidad de amplificar un amplio rango de tipos de HPV (Manos, 1989).

En nuestros resultados se puede observar que la mayoria de nuestras
muestras, amplificaron una banda doble, una de ellas de aproximadamente
450 pb, el mismo tamafo amplificado en nuestro control positivo (DNA Hela),
de esta manera se determinaron como positivas, todas aquella muestras que
amplificaron un producto del tamafio esperado, como se observa en cada una
de las figuras 9 — 14. En estos mismos geles se observa claramente aquellas
muestras que no amplificaron con los iniciadores de Manos por lo tanto las
consideramos como muestras HPV negativas.

El uso de un nuevo par de iniciadores LC1 y LC2, permitié la identificacidén de
HPV en algunas muestras de los tres grupos, que no amplificaron productos
con los iniciadores de Manos, tal y como se observa en las figuras 15-17.

El porcentaje final de los tumores con retinoblastoma positivos a hpv, es del
65% lo que implica un incremento en comparacion con el 36% de casos

positivos del estudio piloto que antecede a este trabajo.

Los resultados de la clonacion molecular y secuenciacién de los productos
amplificados con los iniciadores de Manos, inesperadamente muestran que las
secuencias amplificadas corresponden principalmente a secuencias genémicas
humanas de los cromosomas 3, 4 y 8, flanqueadas por secuencias
palindrémicas virales de hpv de alto riesgo 18 o 58. Aunque el numero de



fragmentos amplificados es limitado y se planea una estrategia de clonacion
molecular exhaustiva, es dificil explicar el significado de estos hallazgos. Sin
embargo es posible especular que probablemente se trate de sitios de
integracion del virus en el DNA gendmico humano.



Conclusién.

Nuestros resultados demuestran que el método no organico de
extraccion de DNA gendmico empleado, permite obtener DNA a partir de tejido
congelado de buena calidad y en buena concentracién. EI DNA obtenido es
susceptible de ser amplificado en la gran mayoria de los casos, y fue posible
amplificar fragmentos relacionados con HPV en el 65 % de los casos
analizados. La clonacién molecular de un numero limitado de fragmentos
amplificados, inesperadamente mostré que no se trata de secuencias virales
tipicas sino de una fusién de secuencias genémicas humanas correspondientes
a locus en los cromosomas 3, 4 y 8 flanqueadas por secuencias virales,

probablemente derivadas de los iniciadores de Manos.
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Glosario

Carcinogenos. Cualquier agente fisico, bioldégico é quimico capaz de producir

cancer cuando las células u organismos se exponen a ellos.
Carcinoma. Tumor maligno derivado de células epiteliales.

Cebador (iniciador, primer, oligonucleétido). Corta secuencia de acido nucléico
que contiene un grupo hidroxilo en el extremo 3", que forma pares de bases
con una hebra patron complementaria y actia como punto de inicio para la

adicion de nucleotidos, con la finalidad de copiar la hebra patrén.
Célula germinativa. Cualquier célula precursora capaz de dar origen a gametos.

Célula Hela. Linea de células epiteliales derivada de un carcinoma humano,
que crecen con facilidad en medios de cultivo y contiene entre 20 y 40 copias

del Virus de Papiloma Humano 18.

Célula somatica. Cualquier célula animal o vegetal diferente de la célula

germinativa o sus precursores.

Ciclo celular. Secuencia ordenada de procesos en los cuales una célula duplica
sus cromosomas. La mayoria de los ciclos celulares eucariontes se pueden
dividir en 4 fases: la fase G1 antes de la sintesis de DNA, la fase S cuando se
replica el DNA, fase G2 después de la sintesis de DNA y fase M cuando

tiene lugar la mitosis dando origen a dos células hijas.

Alelo. Una de dos o mas formas alternativas de un gen localizado en el sitio
correspondiente (locus) sobre cromosomas homélogos,

DNA. (Acido desoxirribonucléico). Largo polimero lineal compuesto por cuatro
tipos de de nucledtidos de desoxirribosa que contiene la informacién genética.



El DNA es una hélice doble compuesta por dos hebras antiparalelas unidas

por enlaces de hidroégeno entre bases puricas y pirimidicas.

DNA gendmico. Todas las secuencias de DNA que componen el genoma de

una célula u organismo.

Electroforesis. Cualquiera de varias técnicas para la separacidon de
macromoléculas, basadas en la migracion dentro de un gel u otro medio

sometido a un fuerte campo eléctrico.

Exdn. Segmentos de un gen que llega al citoplasma como parte de una
molécula de RNAm, RNAr, o RNAt.

Gen. Unidad fisica y funcional de la herencia que transporta informacién de una

generacion a la proxima.

Gen supresor de tumor. Cualquier gen cuya proteina codificada inhibe en forma
directa o indirecta la progresién a través del ciclo celular; y sobre el cual una

mutacion puede inducir pérdida de su funcion.

Intron. Parte de un transcrito primario (o0 el DNA que lo codifica) que se elimina
por empalme durante el procesamiento de RNA y no se incluye en los RNAm,
RNAr, RNAt funcionales maduros.

Leucemia. Cancer de los glébulos blancos de la sangre y sus precursores.

Maligno. Se refiere a un tumor o células tumorales capaces de invadir el tejido

normal circundante o sembrar metastasis, o ambas cosas.

Metastasis. Diseminacion de células tumorales desde el sitio de origen, y la

formacién de zonas de proliferacion secundaria.



Mutacion. Una modificacion hereditaria permanente de la secuencia de
nucleétidos de un cromosoma, suele producir un cambio o la pérdida de la
funcion normal del producto genético.

Oncogen. Gen cuyo producto interviene en la transformacién de células en un
cultivo o en la induccién de cancer en animales. La mayoria de los oncogenes
son formas mutantes de genes normales (protooncogenes) que participan del
control de la proliferacidén o la divisién de la célula. En contraste con los genes
supresores de tumores, la adquisicion de una mutaciéon en un encogen, implica

la adquisicion de nuevas funciones.

Tumor Benigno. Masa de tejido que contiene células muy semejantes a las
normales. Los tumores benignos permanecen delimitados en el tejido que les

dio origen.
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