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RESUMEN

El cdncer es unméroceso multifactorial. Entre los diversos
factores involucrados en 1la etiologia de ésta enfermedad se
encuentialr los oncogenes, los génes supresores o antioncogenes y
los virus. En este dltimo caso, el virus del papiloma humano (HPV,
del inglés human papillomavirus), es de gran importaﬂéia en el
cdncer cérvico-uterino. Hasta este momento se han identificado mds
de 60 tipos de HPVs, de los cuales 30 estdn involucrados en el
céncer ano-genital humano. Se ha observado que en lesiones benignas
de estos tejidos, los HPV 6 y 11 se encuentran en un estado libre
o episomal, en tanto en lesiones malignas los HPV 16, 18, 31, 33 y
35 principalmente, se encuentran en forma integrada al genoma.
Diferentes grupos han-encontrado que -principalmente los tipos 16 y
18, se encuentran integrados cerca de 1locus de oncogenes (por
ejemplo c-myc) o de antioncogenes (por ejemplo Rb). Dicha
localizacién fue determinada utilizando la técnica de hibridacién
in situ (HIS) sobre cromosomas. Esta técnica permite localizar el

sitio cromosémico donde se encuentran las secuencias de interés.

con el advenimiento de las técnicas de marcaje de DNA con
moléculas no radioactivas, es posible obtener resultados
comparables a las radioactivas en un tiempo menor. En el presente
trabajo se utilizd la técnicavde hibridacidén in situ fluorescente

(FISH) y el método enzimatico (Peroxidasa), para detectar
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secuencias de DNA de HPV en cromosomas de 1lineas celulares
derivadas de cancer cervical. Sorpresivamente se localizaron
nuevos sitios de integracién para el HPV 16 en células CaSki, en
tanto para SiHa se encontrd un solo sitio. Para el caso de T8 se
observaron mds de diez sitios de integracidn. Este tipo de ensayos
ayudan indudablemente, a localizar los sitios donde HPV puede
integrarse. Estos datos apoyan indirectamente una funcién

transactivadora mediada por HPV en la transformacién celular.



INTRODUCCION

El cancer y los tumores malignos en general constituyen en la
actualidad uno de los principales problemas socioecondémicos y de
salud debido a su elevada frecuencia. E1 cdncer en México, desde
hace varios afos se encuentra. entre las principales causas de
morbilidad y mortalidad. Esto es debido por una parte a un pobre
diagnéstico e informacién, y por otra, al incremento de 1la
.poblacién en riesgo de padecerlo. Por todo ello la importancia del
estudio de su epidemiologia es de primer orden; ademds es-
. importante porque los recursos terapéuticos actuales permiten la
curacién de una proporcién elevada de casos siempre y cuando el

diagnéstico se establezca en forma oportuna (1).

E1l cdncer cérvico-uterino (caCU), es la enfermedad neopldsica
mds frecuente en la poblacién femenina de los paises en desarro-
llo. A nivel mundial el CaCU ocupa el segundo lugar como causa de
muerte por neoplasias, superado solo por el carcinoma mamario
(Tabla I) (2,3). Los porcentajes gue se presentan en la Tabla I,
son los resultados obtenidos a partir de pacientes gque llegan a
consulta y las cuales son confirmadas por estudios de gabinete y
clinicdsZﬂLos datos recabados por el Registro Nacional de Cancer de
la Directidén General de Epidemiologia de la Secretaria de Salud,
demuestran gue ésta neoplasia ocupa el primer lugar en frecuencia

del total de tumores malignos en la mujer que fueron diagnosticados

en Hospitales Publicos y Privados de la Ciudad de México (Tabla II)

(4).



TABLA |

Porcentaje de casos de'cancer en la mujer
en 1980 comparando grupos de paises
con la Ciudad de México

Mundial Paises Paises en Ciudad de
desarrollados  desarrolio México
MAMA 18.4 229 14.2 18.2
29.4
CERVIX 15.0 6.3 23.3
ESTOMAGO 12.6 9.0 7.8 2.5
COLON/ 8.8 - 182 5.4 2.8

RECTO

Aguilar-Lemarroy A. 1993.




TABLA I

Porcentaje de neoplasias malignas en la mujer
registradas por el Instituto Nacional de Cancerologia

1987 1988 1989 ' 1990 1991
% % % % %
CERVIX 34 35 11 32 33
MAMA - 23 23 10 22 22
PIEL 5 4 | 8 4 4
OVARIO 6 5 5 5 4

« Estos datos fueron recopilados solamente de Hospitales
Pablicos y Privados del Distrito Federal. Aguilar-Lemarroy A. 1993.



En los paises desarrollados se han aplicado campaias masivas
de deteccién temprana del CaCU, lo cual aunado a los avances
terapéuticos, ha permitido una notable disminucién en la incidencia

y mortalidad de este padecimiento.

La infeccién en el epitelio cervical por un grupo de virus,
‘conocido como virus del papiloma humano (ﬁPV), puede ser una de las
principales causas del desarrollo del CaCU. La presencia de
secuencias de DNA de los HPV en un nimero elevado de casos de cacCU,
sugiere que este virus juega un papel importante en ésta
enfermedad. La frecuencia y el nimero de relaciones sexuales (uno
de varios factores asociados al CaCU), facilita la infeccidén por

*este agente; ya que se ha observado gue en aquellas personas
célibes, la aparicidon de éste cdancer es extraordinariamente rara

(Para revisién ver ref. 5).

EL VIRUS DEL PAPILOMA HUMANO (HPV)

‘Los viriones del HPV contienen unicamente DNA y proteinas. Su
genoma estd constituido por una doble cadena de DNA circular de
aproximadamente 8,000 pares de bases (pb) denﬁro de capsides
icosaédricas compuestas por 72 capsémeros Y el DNA viral libre se
encuentra compactado con histonas, formando nucleosomas en el

interior del micleo celular.
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Los genomas de los HPV secuenciados hasta la fecha presentan

una estructura bdsica muy similar, con homologia de secuencia entre
ellos que va de moderada (45%) a alta (85%) (2,6). Se han
identificado tres marcos de lectura abierta (ORF) que organizan a
las regiones de expresién temprana (E) y tardia (L). Los primeros
codifican para proteinas relacionadas con la replicacién (E1),
transcripcion (E2), y la transformacioén celular (E6 y E7):; los
segundos codifican para proteinas de la cdpside (L1 y L2). El
genoma contiene una Regién Larga de Control (LCR) de
aproximadamente 1,000 pb en la que se han identificado secuencias
estimuladoras y represoras de la transcripcién viral, asi como el

origen de replicacién (Figura 1).

El blanco natural dé los HPV 1lo constituyen las células
basales indiferenciadas del epitelio (virus epiteliotrépicos); en
éstas, el virus permanece en estado latente o episomal. A medida
que las células epiteliales se diferencian, el DNA viral se replica
én forma auténoma y ya en las células maduras forma viriones
cbmpletos (infeccidén litica). Esto sugiere que algunos cofactores
celulares participan en la regulacioén del ciclo viral durante los
diferentes estadios de 1la diferenciacion de 1las células
epiteliales. Estas células se vuelven mds y mads permisivas para la
replicacion viral a medida que la diferenciacidén progresa. Hay
replicacion viral en las capas suprabasales, miéntras que las
proteinas estructurales y las particulas virales aparecen solo en

las capas superiores.



FIGURA 1

MAPA DE LA ORGANIZACION DEL GENOMA DE LOS VIRUS DEL PAPILOMA
HUMANO (HPV). LAS LETRAS MAYUSCULAS INDICAN SITIOS DE CORTE PARA
LAS ENZIMAS DE RESTRICCION: B = Bam HI, K = KanI, R = Eco RI,
V = Eco R2 Y pA = SITIOS DE POLIADENILACION. E1 — E7 REPRESENTAN
LOS GENES TEMPRANOS, L1 , L2 LOS GENES TARDIOS Y EL LCR LA REGION

LARGA DE CONTROL.
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Hasta este momento se conoce parcialmente el mecanismo de la
transformacion. Gran cantidad de estudios muestran que en las
lesiones benignas y precancerosas, los HPV-6, 11, 16 y 18 se
encuentran en estado episomal (no se encuentran integrados al
genoma celular) y el tipo de infeccidn es productiva, en tanto los
genomas de HPV-16 y 18 o virus de alto riesgo se encuentran
integrados al genoma humano en las células cancerosas Yy
generalmente cada célula infectada contiene de 5 a 200 copias del

DNA viral (7-10).

ONCOGENES

La presencia del genoma de HPV en tejido genital no implica
necesariamente que exista transformacién maligna; nuevos criterios,
con base en experimentos de Biologia Molecular, proponen dque el
elemento crucial para que exista malignidad es que el genoma del
HPV se encuentre expresando los oncogenes virales (E6 y E7). Estas
proteinas oncogénicas virales pueden cooperar con oncogenes
celulares o formar complejos con prdteinas antioncogénicas
inactivandcolas (por ejemplo pl05-Rb) o destruyéndolas (por ejemplo

p53).

Por otro lado se sabe que las células de mamifero contienen
unos 50,000 genes, entre los que podemos incluir a la familia de
los oncogenes y los proto-oncogenes. Los oncogenes son versiones

alteradas de genes normales (proto-oncogenes), los cuales codifican
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para proteinas que desempefian funciones de gran importancia para
las células. Actualmente se conocen mdés de 20 oncogenes, los cuales
estdn involucrados en procesos cancerosos. En la Figura 2 se
esquematizan los cromosomas humanos y algumos 'sitios de interés
involucrados en cdancer; los cromosomas presentan las 400 bandas
obtenidas de la tincion tripsina-giemsa. Se indican también los
lﬁgares en donde se encuentran los oncogenes (-:), otros dgenes
relacionados con cdncer (&) y los sitios .donde comunmente hay

rearreglos en diversos tipos de cancer (<) i{(11).

Los proto-oncogenes han sido altamente conservados en el curso
de la evolucidn; asi por ejemplo, el proto-oncogén ras estd
presente tanto en la levadura como en el hombre y el proto-oncogén
src 1o encontramos tanto en Drosophila como en todos 10s animales
vertebrados, esto sugiere que los proto-oncogenes realizan

funciones cruciales en la célula (12).

Los productos de»algunbs proto-oncogenes actuan en el micleo
celular. Algunos miembros dé esta familia que se expresen en forma
desregulada, podrian alterar tal vez 1la transcripcién de muchos
genes necesarios tanto para el crecimiento, como para 1la
proliferacién desrequlada de las células cancerosas. Lo mencionado
anteriormente podria explicar el elevado mimero de alteraciones
génicas que presentan las células tumorales, entre estos proto-
oncogenes podemos citar myc, myb, mil y ski. Se piensa que una

produccién desreqgulada de myc, hace de la replicacidén del DNA
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celular un proceso continuo en las células transformadas; 1la
presencia en una célula de grandes cantidades de proteina myc,
podria traer como consecuencia la inmortalidad de las células y su
replicacién indefinida, contrariamente a lo que sucede en células
normales, 155 cuales tienen una capacidad de divisién finita. La
inmortalizacién por si sola no convierte necesariamente una célula
normal en tumoral; la activacién de un segundo oncogén seria un
paso necesario para provocar las otras respuestas que caracterizan
el estado canceroso (13). Se ha descrito gque ciertos pares de
oncogenes, por ejemplo: myc y ras pueden cooperar para transformar

cultivos primarios de células.

En general 1lo anfes descrito muestra que en la génesis del
Cancer estén'involucrados genes celulares y virales, y para el caso
en particular del caCU, pueden estar involucrados oncogenes
celulares, antioncogenes o genes supresores del crecimiento, asi
como el HPV. El1 conocimiento de 1los aspectos moleculares
involucrados en estos genés, darda mayor claridad de lo gque sucede

dentro de cada célula transformada.
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ANTECEDENTES

En algunas 1lineas celulares derivadas de carcinomas
genitales, el DNA de HPV se ha encontrado integrado cerca de

oncogenes celulares como nmyc y ras (14).

En 1987, nuestro grupo (Dr. P. Gariglio y cols; CINVESTAV-
IPN), obtuvo evidencia experimental indicando gque en algunos
tunores de CaCU de pacientes mexicanas, las secuencias de HPV-16 se
encuentran integradas muy cerca, o dentro del oncogén c-myc (15);
en estos tumores el oncogén c-myc estd alterado estructuralmente
presentando tanto rearreglo como amplificacién génica (16). Es
posible que la insercién de secuencias virales cerca de algun
proto-oncogén celular, pueda activar a éstos Gltimos en forma cis

(15-17).

Recientes investigaciones han determinado una gfan asociaciodn
de ciertos tipos de HPV con el carcinoma cervical, en particular
los tipos 16 y 18. Se ha sugerido que la integracién de secuencias
de DNA de HPV juegan un papel muy importante en la etiologia del
CaCU (18). Sin embargo, aun no esta clarc el mecanismo por el cual
la integracién del genoma del HPV facilita la transformacién

maligna de las células.
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Secuencias de DNA de algqunos tipos especificos de HPV, han

sido encontradas integradas en el genoma celular en la mayoria de
los carcinomas invasores (19). Los sitios de integracidén del DNA
viral es controversial. Algunos investigadores reportan sitios de
integracion especificos (20) y otros mds reportan que la
integracidén es al azar (21, 22). Lo que si esta clafo es que dicha
integracién ocurre cerca de sitios fragiles, oncogenes y puntos de
ruptura cromosdémicos (21, 23 y 24). Ademds la integracidn de los

HPV promueve cambios cromosdmicos en células cancerosas (25-27).

Se ha determinado 1la localizacién cromosémica de 1la
integracién del HPV-16 y 18 en células de céncer genital por medio
de experimentos de hibridacién in situ. Por ejemplo, se ha
observado que secuencias integradas de HPV en el DNA de células de
tumores de CaCU, se encuentran en el cromosoma 8 en la banda g24.1,
lugar en donde se encuentra el locus del gen c-myc (28). También se
han encontrado en otros tumores de CaCU secuencias de HPV en el
cromosoma 2p24, donde se encuentra el gen N-myc. En el 75% de los
casos, el proto-oncogén localizado cerca &e las secuencias virales
integradas estaba alterado estruéturalmenﬁe y/© scbreexpresado.
Estos datos indican que el genoma de los HPV se integra
preferencialmente cerca de genes de la familia myc en céncer
cervical invasivo y apoya la hipdtesis de que la integracién puede
ser necesaria para la progresidén tumoral y activacién de oncogenes

celulares (28).
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Otros grupos reportan 1la integracién del HPV-18 en el
cromosoma 9 en células Hela o en el cromosoma 12 en la 11ﬁea
celular SW756 derivada de CaCU (29) y otros mds reportan que en las
lineas celulares SiHa y Caski (células derivﬁdas de céncer cervical
gque tienen integrado al HPV-16), hay un dominio comin de
integracién en el cromosoma 13, cerca del locus del antioncogén Rb

(Tabla III) (30).

Mediante la técnica de hibridacién in situ (HIS) (31-35),
varios grupos muestran la presencia del HPV, incluyendo los tipos
de alto potencial oncogénico, en el 45% aproximadamente de las
citologias normales del cérvix (2 , 36). Esta observacién nos
permite ver que el HPV es un virus bastante ubicuo y que es
importante analizar a nivel molecular diferentes poblaciones, va
que la presencia del genoma viral de un tipo de HPV oncogénico
puede ser un factor que predisponga a la paciente a desarrollar un
CacCu.

Ccomo se ha visto, resulta interesante el estudio de la
integracién de los HPVs en el genoma humano. De ésta manera,
implementamos la técnica de HIS sobre los cromosomas, ya que la
localizacion cromosémica de los sitios de integracidén viral, puede
proveer claves para la identificacién de alteraciones moleculares
que se disparan debido a la interaccién de secuencias virales con
genes celulares. » .

Por lo anterior descrito, en el presente trabajo manejamos la

hipétesis y objetivos siguientes:



HIPOTESITIS

En células obtenidas de cdncer cervical, el sitio de
integracién del HPV-16 no necesariamente ocurre en

cromosomas especificos.

i8
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OBJETIVO GENERATY.

lLocalizar el(los) sitio(s) de integracién de secuencias del

HPV en células epiteliales de cédncer cervical.

OBIJETIVOS PARTICUILARES

1.- Obtener las preparaciones cromosémicas de células

epiteliales obtenidas de céncer cervical.

2.~ Localizar mediante la técnica de hibridacién in situ,
el sitio de integracién de los HPV tipos 16 y 18 en

los cromosomas de las células Caski, SiHa y T8.
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MATERIALES Y METODOS

CULTIVO DE CELULAS

En el presente trabajo se emplearon tres lineas celulares de

origen epitelial derivadas de cancer cérvico-uterino:

a) SiHa
b) CaSki

c) T8

Las células SiHa contienen de 1 a 2 copias de HPV-16 integrado
en su genoma y CaSki tiene aproximadamente 500 copias de éste mismo
virus integrado. T8 es una linea celular mexicana obtenida por la
Dra. Julia Urdiales del grupo del Dr. Benny Weiss de la FES
Zaragoza, UNAM, esta linea posee aproximadamente 150 copias del

HPV-18 en forma integrada.

Todas éstas células fueron cultivadas en DMEM (Medio Eagle
Modificado por Dulbeco) suplementado con 10% de suero fetal de
bovino, en cajas de petri pl00 a 37°C en una atmosfera de €O, hasta

obtener una confluencia del 80%.
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También se hicieron cultivos de 1linfocitos como control.
Brevemente, se usé 1 ml de sangre periférica total enAlo ml de
Medio McCoy suplementado con 10% de suero fetal de bovino y se
estimulé el crecimiento de los linfocitos con fitohemaglutinina
(Concentracién final: 8 ug/ml). Los cultivos se dejaron incubando
a 37°C durante 72 hrs en.una camara de CO,. Posteriormente se

trataron para obtener las preparaciones cromosémicas.
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MATERIAL CROMOSOMICO

Las preparaciones cromosémicas se hicieron de acuerdo a los
procedimientos citogenéticos estandard. Los cultivos celulares se
incubaron entre 2 y 24 horas en colchicina (éoncentracién final=
0.001%) a 37°C. La colchicina interfiere con el proceso de
polimerizacién microtubular. Como consecuencia de la disolucién de
la organizacién del Thuso mitético; la segregacién, el
desplazamiento de los cromosomas Yy la duplicacién celular se
detienen en metafase. Esto permite la observacién adecuada de la

morfologia de los cromosomas.

Al término de la incubacidn, se sometieron a un tratamiento
hipoténico (KCl 0.075M) durante 15 minutos y se fijaron con metanol
-Ac. Acético (3:1). El botén de nicleos fue resuspendido en 3 ml
del mismo fijador y fueron depositadas 2 gotas por laminilla.
Algunas de éstas laminillas se incubaron de 7 =~ 15 dias a
temperatura ambiente y se sometieron a un tratamiento con tripsina-
giemsa para la demostracién de bandas, otras m&s sirvieron para la

hibridacion (Figura 3).
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MARCAJE DE SECUENCIAS DE DNA -

Las secuencias de DNA que se utilizaron fueron el HPV-16 y
HPV-18 completos (Figura 1), DNA gendmico total, el centrdmero del
cromosoma humano X (Imagenetics Co. U.S.A.) y el vector pGEM. El
marcaje de las secuencias utilizadas se realizdé por el método de
=Nick Translation=. Este método es el mds frecuentemente utilizado
para el marcaje de secuencias de DNA gue son usadas en 1os procesos
de HIS. E1 DNA que se marca puede ser solamente un fragmento, un
fago, césmido o pldsmido. En ésta reaccién intervienen dos enzimas,
una es la desoxirribonucleasa I del pancreas bovino (DNAsa I) y la
otra es la DNA polimerasa I de Escherichia coli (DNapol 1). Para
llevar a cabo ésta reaccién, se mezclan 1os nucleétidos dATP, dCTP
y dGTP, se agreda el nucledtido marcado con biotina (dUTP~Biotina),

el DNA deseado y finalmente se agregan la DNAsa I y la DNApol I.

La DNAsa I en presencia del ién magnesio ataca a cada una de
las cadenas del DNA realizando cortes (Nicks) al azar a lo largo de
todo el DNA y la enzima DNApol I tiene actividad tanto de
exonucleasa 5’- 3’, como de polimerasa 5’- 3’. De esta manera,
inmediatamente después de que la DNAsa realiza un corte, la DNApol
I empieza su actividad de exonucleasa. Al mismo tiempo su actividad

de polimerasa va incorporando nucleétidos en la misma direccién.



25

El producto de esta reaccién son moléculas de DNA marcadas,

resultado del reemplazamiento de los nucleétidos originales por

nucleétidos biotinilados (Figura 4).

El marcaje de las sondas se llévé a cabo mediante el =Nick

Translation Kit=

protocolo fue el siguiente:

10

Se

ul
ul
ul
ul
@l
ul

DNA

dATP

dCcTP

4GTP
duTP-Biotina

Enzima (DNAsa I - DNApol I)

llevé a un volumen final de 100

No.5500 proveido por

la Conmpahnia Amersham y el

Concentracién
final
1 ug
20 uM
20 uM
20 uM
30 uM
100 pg - 5 U

ul con agua bidestilada.

Se mezclaron e incubaron durante 1:30 hrs. a 15°C. Al término

- de este periodo se precipitdé el DNA con medio volumen de acetato de

amonio 7.5 M y dos volimenes y medio de etanol absoluto a -20°C. Se

centrifugé a 12,000 rpm/ 4°C por 30 minutos, después se desechd el

sobrenadante y la pastilla se resuspendidé en 30 ul de TE 1X.

Se checé la incorporacién de la biotina por el método de

deteccién estreptoavidina-peroxidasa sobre una membrana de nylon

como se mencionard posteriormente.
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HIBRIDACION in situ (HIS)

1) El DNA de las preparaciones cromosémicas (portaobjetos),
fue desnaturalizado incubando éstos en formamida al 70% en SSC 2X
durante tres minutos a 70°C. Después se trataron con series de
etanol absoluto frio al 70%, 90% y 100% por un minuto en cada uno

de ellos.

2) En forma paralela se hirvid la Solucién de Hibridacién por
10 minutos y se pasé inmediatamente al hielo.

La Solucién de Hibridacién estuvo constituida de la siguiente

manera:
- DNA marcado 40 ng
- Formamida 50%
- Dextran Sulfato 10%

— DNA de esperma
de salmén 150 ug
- SSCP 10X 10 ul
~ Se llevo con agua estéril a un volumen final de 100 ul.
)

La formamida es un agente que reduce la estabilidad térmica
del DNA permitiendo la preservacién de 1la morfologia de los
cromosomas con una buena eficiencia para la hibridacién. Se ha
demostrado que el dextran sulfato incrementa el rango de
reasociacién con DNA, y el DNA de esperma de salmén reduce las

uniones no especificas de la sonda marcada.
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3) Se aplicaron 100 ul de la Solucidén de Hibridacién a cada
laminilla, se cubrieron con cubreobjetos y se sellaron con cemento

plastico.

4) Se dejaron incubando toda la noche a 37°C en una camara
himeda con formamida al 50% en SSC 2X. En 1la Figura 5 se

esgquematizan los eventos moleculares de la hibridacién.

LAVADOS

1) Después del tiempo de hibridacién se removieron los
cubreobijetos y se lavaron las laminillas en tres cambios de

formamida al 50% en SSC 2X, a 45°C por 5 minutos cada cambio.

2) Posteriormente se incubaron las laminillas durante 30
minutos en una solucidén blogueadora compuesta - de PBS 1X y leche

descremada al 5% (leche sveltes).
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DETECCION

La biotina es una vitamina del complejo B, también llamada
vitamina H. Esta puede ser detectada por anticuerpos anti-biotina

0 por proteinas como la avidina o la estreptoavidina.

La avidina y la estreptoavidina son proteinas que se unen a la
biotina. La afinidad de unién de éstas es extremadamente alta, casi
el equivalente a un enlace covalente. La avidina es una
glucoproteina presente en 1la yema del huevo, tiene un peso
molecular de 66,000 daltons y un punto isoeléctrico de 10.5. Bajo
éétas condiciones fisioldégicas, sus carbohidratos se pueden unir a
ciertas lectinas y debido a sus propias cargas positivas se pueden
también unir a biomoléculas cargadas negativamente. Estas
propiedades intrinsecas reducen significantemente la especificidad
de la avidina, asi como su utilidad en la deteccién de sondas
biotiniladas. Contrariamente, la estreptoavidina (60,000 daltons)
que es una proteina secretada por Streptomyces avidinii, no tiene
carbohidratos y tiene un punto isoeléctrico neutro; asi, su
especificidad es mucho mayor que la avidina y ésta ha sido

sustituida casi completamente por la estreptoavidina.
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Para la deteccién de las sondas biotiniladas se utilizaron dos

diferentes tipos de moléculas reporteras gque van unidas a la

estreptoavidina:
- Estreptoavidina-peroxidasa (enzima)
~ Estreptoavidina~Rojo Texas - (fluorocromc) (FISH)

* Ejemplos de éstas moleculas reporteras y de los pasos de la

hibridacién y deteccidén los podemos observar en las Figuras 6 y 7.

Cuando la deteccidén se 1llevé a cabo por, medio de 1la
Estreptoavidina~Peroxidasa, se utilizod el Kit para la deteccidén de

la biotina (Detek~Hrp Kit. cat. 43820. ENZO.Co.) :

1) Después de los lavados se le agregaron 100 ul de la
Solucién Stock del complejo Detek-Hrp a cada laminilla. Se
protegieron con cubreobijetos y se incubaron por 30 min. a 37°C en
cdmara humeda. (Sol. Stock: 998 ul de PBS 1X / 2 ul del Detek-

Hrp).

2) Luego las laminillas se enjuagaron por 2 minutos en PBS 1X.
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3) A 10 ml de PBS 1X se le agregaron 100 ul de Perdéxido de
hidrdégeno al 3% y 6 mg del cromégeno diaminobenzidina (DAB). De
ésta solucidén se le agregaron 100 gl a cada laminilla, se cubrieron
con cubreobjetos y se dejaron incubando 30 minutos a temperatura
ambiente. El peréxido de hidrégeno es necesario para llevar a cabo
la reaccién enzimatica y de ésta manera en la reaccién REDOX se

forma un precipitado café obscuro.

4) Después del tiempo de la reaccién enzimdtica, se enjuagaron

rdpidamente en PBS 1X y se contratifieron con Giemsa por 5 minutos.

> 5) Las preparaciones fueron observadas en un ndcroscopio
éptico en campo claro.
* Para el caso de deteccién en membrana {(chequeo de la
sonda), 2ul de la sonda fueron depositados en la membrana de nylon
y los pasos anteriores se siguieron, hasta obtener una mancha

colorida.

Cuando la deteccioén se realizd con Estreptoavidina-Rojo Texas
(SA-5006 VECTOR), se le agregaron 100 ul de ésta a una
concentracién final de 20 ug/mi en PBS 1X. Se incubaron por 30 min.
y se contratifieron con DAPI (cloruro del 4‘6’-diamino-2-fenil-

indol) a una Concentracién final = 5 ug/ml.

Las observaciones fueron en un microscopio de epifluorescencia

utilizando los filtros especificos.
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SOLUCIONES

Amortiguador TE 1X:
10 mM Tris (2-amino-2(-hidroximetil)-1i,3-propanodiol)

1 mM EDTA (Acido Etilendiamino tetracético) pH 7.9

Amortiguadar SSC 20K:
0.15 M Cloruro -de Sodio

D..01%HM :Citrato tristdico pH 7.0

Amortiguador SSCP 10X:
3 M Cloruro de Sodio
0.3 M Citrato trisdédico

0.2 M Fosfato didcido de Sodio PH 7.0

Amortiguador PBS 10X:
8 g/l Cloruro de Sodio
0.2 g/1 Cloruro de Potasio
1.15 g/1 Fosfato dcido de Sodio

0.2 g/1 Fosfato diacido de Potasio pH 7.0

- * Todas las soluciones contenidas en frascos de color &mbar,

fueron esterilizadas y almacenadas a temperatura ambiente.
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RESULTADOS

En el presente trabajo se usé la técnica de hibridacidén in
situ para la deteccidén de secuencias de HPV sobre cromosonas. CoOmo
se inencioné en Materiales y Métodos, se utilizaron las lineas
celulares Caski, SiHa y T8, las cuales contienen secuencias de HPV
de alto riesgo integradas, las caracteristicas de las células CaSki
y SiHa ya han sido descritas previamente (37). En general, todas
las células cultivadas fueron crecidas hasta un 80 % de confluencia
Y su tratamiento con colchicina vario de linea a linea. Asi, como
se observa en la Tabla IV, el tiempo Sptimo de tratamiento de la
colchicina varié desde una hora en linfocitos hasta 24 hrs. en

células CaSki.

Posteriormente, se procedié a realizar el bandeo G en los
cromosomas de las diferentes 1lineas celulares, utilizando 1la
técnica de tripsina~giemsa. Primeramente, lo que se observo fue que
el mimero modal de cromosomas varié significativamente de una linea
a otra, desde 46 a 90 cromosonmas conftendencia a la triploidia
(Tabla IV) y ademds se observaron una gran cantidad de rearreglos
cromosémicos, como son duplicaciones en tandem, pérdida  de
cromosomas y una gran cantidad de cromosomas marcadores. En los
tres casos fueron leidas aproximadamente - 30 metafases. Como
ejemplo, la Figura 8 muestra el cariotipo de las células SiHa de
pasajes avanzados, el cual presenta ganancia y pérdida de

cromosomas. Una de las principales ganancias se observan



TABLA |V

OBTENCION DE CROMOSOMAS EN DIVERSOS

CELULAS

CaSki

SiHa

T8

Linfocitos

TIPOS DE CELULAS

TRATAMIENTO -~ No. MODAL DE »+

C/COLCHICINA CROMOSOMAS
24 hrs. ' 80
16 hrs. 64
12 hrs. 90
1 hr. ' . 46

« El tratamiento con colchicina fue a una concentracién final del 0.001%

++ E| No. de cromosomas se obtuvo del analisis de 50 metafases.
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FIGURA 8

Cariotipo representativo con bandas G de células SiHa, mostrando

las diferentes alteraciones cromosémicas.
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en el cromosoma 3, uno de los cuales contiene duplicaciones en
tandem en 3p25, se observaron trisomias en el 1, 5, 7, 14, 16, 17,
22 y X, monosomia del 11, asi como 7 cromosomas marcadores, en los

cuales no se pudo conocer su origen.

Las sondas utilizadas en las hibridaciones fueron marcadas con
la molécula dUTP-Biotina mediante la Técnica de Nick Translation y
posteriormente se checd la calidad del marcaje. Esta determinacidn
fue realizada con el método de estreptoavidina-peroxidasa sobre una
membrana de nylon. En la Figura 9 se muestra este resultado
indicando que las sondas tuvieron una incorporacién similar vy

aceptable de biotina.

Se utilizaron varios controles de especificidad del sistema.

Uno de ellos fue realizado en preparaciones cromosémicas de

linfocitos provenientes de un vardn (46,XY), las cuales se
hibridaron con una sonda especifica para detectar el centrémero del
cromosoma X humano. De esta manera, el varén por préséntar un solo
cromosoma X, se obtuvo una sola senal por metafase o interfase. En
la Figura 10 A se muestra éste control, el cual fue realizado
utilizando el fluorocromo Rojo-Texas y contratefido con DAPI. En
forma paralela, como control negativo, se utilizo al vector pGEM-
Biotina hibridado contra linfocitos, en los cuales ninguna sefal
fue detectada (Figura 10 B), demostrando que no existe en el DNA

genémico secuencias complementarias al vector.
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FIGURA 9

Incorporacién y deteccién de la biotina en las sondas de HPV y
controles. Una vez marcada la sonda con biotina se procedié ha
depositar una alicuota en una membrana de nylon y posteriormente se
desarrollo el sistema estreptoavidina-peroxidasa, uéando cono
cromégeno 1la diaminobencidina. A: HPV-lé6-biotina; B: HPV-18-
biotina; C: DNA gendmico~biotina; D: pGEM-biotina; E: Centrdémero

del cromosoma X-biotina y F: pGEM.
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FIGURA 10

Controles de hibridacién in situ en interfases y metafases de
linfocitos. Se realizod la técnica de FISH utilizando
estreptoavidina-Rojo Texas. A: Las preparaciones obtenidas de
linfocitos de varén, fueron hibridadas con la sonda del centrdémero
del cromosoma X y contrateifiidas con DAPI. B: Hibridacién con 1la
sonda de PGEM y C: con DNA gendmico. En todos los casos las
fotografias fueron tomadas por doble exposicién, cambiando de

filtros para Rojo Texas o DAPI.
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Otro de nuestros controles fue hibridar con DNA gendmico
marcado, preparaciones cromosémicas de las distintas 1lineas
celulares. Un ejemplo se observa en la Figura 10 C en la cual se
obtuvo senal generalizada en todos los cromosomas.
Cuando las preparaciones cromosémicas de las células CaSki y
SiHa fueron hibridadas con la sonda de HPV-16-Biotina y reveladas
por el sistema enzimdtico de peroxidasa, sehales especificas fueron
detectaéas. En células CaSki existen por lo menos tres sitios
diferentes de integracidon obtenidas en metafases e interfases
{Figura 11 A y B), en tanto que en las células SiHa se détecté solo
uno (Figura 12 A y B). Estos mismos resultados fueron
reproducibles, cuando en la deteccién se usé el sistema
Fluorescente tanto para Caski (Figura 11 C), como para las células

. SiHa (Figuras 12 C y D).

Estudios mas detallados se realizaron en la linea celular
CaSki debido a su gran nimero de copias de HPV-16. En este caso se
identificaron los cromosohas por grupo Yy se observé gque habian dos
diferentes patrones en cuanto a la senal obtenida (sitios. de
inteéracién). En uno de ellos los sitios de integracién se
presentaron en tres'diferentes cromosomas: en el cromosoma 3p25, en
un cromosoma del grupo "C" en el brazo pmed y otro del grupo "E" en
gter que al parecer prodrian ser los cromosomas X y 18,
respectivamente (Figura 13). Al igual que en células SiHa se
observa alta segregacion del cromosoma 3, pérdidas (grupo B) Yy

ganancias (grupos C, E y F) de cromosomas.
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FIGURA 11

Deteccion de secuencias de HPV~16 en preparaciones cromosémicas de
células CaSki. HIS con el sistema enzimiatico en metafase (A) e
interfase (B), contratefiidas con Giemsa. Las flechas negras
. muestran los sitios de integracién del virus. En C se observan dos
de los cromosomas que sSe muestran en A, utilizando la técnica de

FISH, las flechas blancas indican los sitios de integracioén.
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FIGURA 12

Deteccién de secuencias de HPV~-16 en preparaciones cromosémicas de
células SiHa. La hibridacién in situ usando el método eniimatico,
revela un solo sitio de integracién tanto en nmetafase (A), como en
interfase (B). Lo mnismo se observa conh la técnica de FISH
utilizando diferentes filtros para la observacién del fluorocromo
Rojo~Texas (C) y DAPI (D). Las flechas blancas y negras muestran

" las sehales obtenidas.
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FIGURA 13

Cariograma de las células CaSki e HIS con HPV-16. Los cromosomas
después de hibridados, fueron arreglados de acuerdo a su tamafio en
jos diferentes grupos. Las flechas indican los tres sitios de
integracién del virus en uno de ios dos patrones de hibridacién, el
cual se observé en el 80% de las células; revelando que las sefhales
se obtuvieron en un cromosoma del grupo “A"  uno del grupo "C" y

otro del "E".
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En el otro patrdén las sehales de hibridacién también fueron en los
cromosomas mencionados anteriormente del grupo "C" y Y“E", pero
ademds en el cromosoma‘2p24, y en dos cromosomas del grupo “D*, uno

en Dgter y otro en Dpcent (Figura 14).

La hibridacién en las células CaSki y T8 también fue realizada
utilizando como sonda al HPV-18 y haciendc la deteccién con el
sistema enzimético. Como se observa en la Figura 15 a4 y B, las
sefiales de hibridacién s6lo se detectaron en el T8, donde existen
varios lugares de integracién de éste tipo viral. Estos resultados
concuerdan con los obtenidos en nuestro laboratorio por el Biél.
Pedro Chavez, en donde por ensayos de Southern blot se detectzn
varias bandas de hibridacidén, aproximadamente unas 150 copias
(Trabajo en preparacién). El hecho de no detectar ninguna sefial en
las células CaSki (Figura 15 C) nos indica que nuestra técnica es
tan sensible, que a pesar de la gran similitud entre los distintos

tipos de HPV, se pueden detectar secuencias especificas de un solo

tipo.
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FIGURA 14

Cariograma e HIS en células CaSki gue muestra el otro patrén .de
integracidn del HPV-16 que se observa en el 20% de las células
estudiadas. Las flechas indican los cinco sitios de integracién de
las- secuencias virales, las cuales fueron detectadas en un
cromosoma del grupo "A", uno del grupo "C%", dos del "D" y uno del
"EY. Los cromosomas del grupo "C" y ngw corresponden a los mismos

~de la Figura 13.
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FIGURA 15

Maltiples sitios de integracién viral en células T8. Las
preparaciones cromosémicas de las células T8 fueron hibridadas con
1la sonda del HPV-18 y reveladas con el sistema enzimatico, ésto se
muestra tanto en metafases (A), como en interfases {B). En este
ensayo se utilizé como control de especificidad a las células Caski
hibridadas con HPV-18, en la cual no se observé ninguna sefial de

hibridacién.
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DISCUSTION

Diversos estudios muestran que el CaCU es el resultado de la
combinacién de diversos factores etiolégicos, entre los cuales el
mas importante puede ser el virus del papiloma humano. Gran
cantidad de evidencias celulares y moleculares indican gue las
alteraciones genéticas, son las responsables para el desarrollo de
la neoplasia (38). Por coincidencia, dichas alteraciones
corresponden a sitios donde se localizan los proto-oncogenes
celulares. E1 DNA del HPV se ha encontrado en cancer genital humano -
y comunmente difiere en su estado fisico (episomal o integrado).
Esta integracién se ha observado que ocurre en sitios fragiles, asi
COmo en secuencias cercanas a los proto-oncogenes, sugiriendo que
estos dgenes celulares pueden ser activados en forma cis por las

secuencias virales y asi contribuir a la transformacién celular.

Existe gran cantidad de 1ineas celulares derivadas de cancer
cervical, incluyendo la mayoria de los tumores primarios de origen
‘cervical, los cuales contienen copias miltiples de secuencias de
DNA del HPV integradas. Es interesante notar que el phtrén de
integracion revela una marcada especificidad en la modificacién del
DNA viral, dicha integracién lleva regularmente a la insercién del
marco de lectura El1 - E2, rompiendo la organizacién de los qénes

tempranos (39).



Por otro lado, se ha visto que el virus de la Hepatitis B, se
integra en el cromosoma 11 en los tumores de higado (40). En el
caso del virus del polioma en ratén, se ha demostrado gue se
integra en el cromosoma 14 o en el 15, lugar donde se encuentra el

proto~oncogén myc (41).

En forma interesante, en el CaCU se ha encontrado que el HPV
se integra cerca de proto-oncogenes, por ejemplo en el extremo 5/
del gen myc en el cromosoma 8 (Ver Tabla III), lo cual provoca una
expresion elevada de dicho gen (28). Se ha demostrado que en el 10%
de los CaCU estudiados, el HPV-16 se integra junto al proto-oncogén
myc (15). Todos estos resultados sugieren una preferencia en los
sitios de integracién por los virus de DNA, apoyando la idea de gue
genes celulares pueden ser activados por un efecto cis por estas

secuencias virales.

Hasta este momento existe gran controversia en cuanto a la
integracién del HPV, es decir, algunos han encontrado gue esta
integracién es especifica y otros que es al azar (20 - 22). Con la
aplicacion de la técnica de HIS sobre cromosomas, es posible
localizar con gran precisién los sitios de integracién viral.
Deseando conocer si la integracién del HPV en cromosomas es
especifica, wutilizamos dicha técnica, aplicandola en lineas
celulares ya establecidas, ias cuales contienen secuencias de éste
virus integradas, para ello se utilizaron métodos no radiocactivos

(enzimdticos y fluorescentes), teniendo ventaja de los radioactivos
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en tiempo y economfa. En general, los resultados obtenidos muestran

variaciones en los sitios de integracién de las lineas estudiadas.

Para la obtencién de las preparaciones cromosémicas de las
diversas lineas celulares, se encontré quelcada una de ellas debio
ser tratada de manera diferente, es decir, variaciones en el
tratamiento con colchicina. También el numero modal varié entre
dichas células. Esto sugiere que las condiciones para la obtencién
de los cromosomas en diversas lineas celulares epiteliales, debe de

ser diferente.

Al realizar 1los cariotipos correspondientes para dichas
células, se encontré un gran nimero de alteraciones que van desde
deleciones, inversiones, dupliéaciones entre otras, hasta ganéncia
o pérdida de cromosomas. Dichas variaciones en el material genético
confirman gque, en una célula transformada debe ocurrir una
desestabilidad cromosdémica representada esta por todas las
alteraciones observadas. Otra posibilidad es dque dichas
alteraciones vayan gandndose en los pasajes de 1los cultivos
celulares. Nuestros datos asi, concuerdan con lo reportado en la

literatura (37).

Cuando se realizé la HIS con HPV-16 en células CaSki, se
observaron dos patrones de sefial, uno en una proporcioén del 80%
(Figura 13) y el otro en un 20% (Figura 14). Estos resultados

sugieren que aunque se trata de una linea celular, existe una
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heterogeneidad en el genotipo, esto mismo sucede en los tumores
primarios, en donde se sabe que dichas neoplasias son clonales,
pero que se puede encontrar diversidad en los genotipos de dichas
células. Asi, las células CaSki mostraron 6 sitios de integracién.
La intensidad de la sefal obtenida en esos sitios, indica 1la
presencia de miltiples copias de DNA viral. Los sitios de
integracién viral se encontraron en un cromosoma del grupo "C" y
otro del "“E", los cuales pueden ser los cromosomas X y el 18,
respectivamente; en dos cromosomas del grupo "D", en 3p25 y 2p24.
Estos dos dltimos son de gran importancia, debido a qué en ellos se
localizan éecuencias de los proto-oncogenes raf 1 y N-myc,
respectivamente. Este uiltimo resultado concuerda con lo reportado
por Couturier (28). En cuanto al cromosoma del grupo "D", en el
cual la sehal se observé en gmed-qter, en estos sitios se
encuentran los genes Rb, fos y fes (cromosomas 13, 14 y 15,
respectivamente). Con los presentes estudios no podemos precisar el
cromosoma involucrado, pero Menchieva y col. reportan la existencia
de un cromosoma marcador acrocéntrico (perteneciente al grupo "D"),

en células CaSki, que presenta sehal en gmed - gter (37).

Uno de los hallazgos interesantes es el hecho de que cuando la
integracién se localiza en el cromosoma 3, hay un mayor nimero de
éste cromosoma llegando a segregar hasta 9 veces (Figura 13), de
igual manera esto también sucede en el cromosoma 2 (Figura 14},

para tal evento cromosémico no tenemos explicacidn.
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En el caso de las células T8, la sefial de hibridacidén ocurrié

en mads de 10 sitios, sugiriendo dgue el HPV-18 se encuentra
integrado en diferentes cromosomas y en diferente numero de copias.
Estos resultados fueron comprobables por nuestro grupo, donde por
ensayos de Southern blot se obtuvo un patrén heterogénec de

seflales, indicando lo anterior descrito.

Asi, esto parece indicar gue la integracién del genoma del HPV
dentro del DNA de la célula hospedera es un evento no estrictamente
al azar, debido a que en un 49% se han encontrado integraciones en
nds de 19 cromosomas, pero con cierta especificidad en un 51% de
los casos donde las integraciones se han encontrad& en sitios
preferenciales (22). De ésta manera, el papel del HPV en la
transformacién maligna de células epiteliales humanas, ocurre por
un factor viral transactivador mas que por 1la infiuencia de
elementos regulatorios virales sobre genes celulares en cis.
Ademas, en diversas lineas celulares derivadas de cancer genital
positivas para HPV, existe 1la expresién al menos de las
oncoproteinas virales E6 y E7, las cuales son reguladas en forma
negativa por la accién de la proteina del gen E2, que al no estar

presente en estos casos, permite la funcién transactivadora de

estos genes virales.

Nuestros datos coinciden en forma parcial con los encontrados
en la literatura y las diferencias obtenidas pueden deberse al

nimero de pasaje de las células estudiadas debido arlos cambios
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genotipicos aparecidos de pasaje a pasaje. El presente trabajo
representa el primer reporte en nuestro pais en su tipo, en la
deteccién de secuencias de HPV en una linea celular mexicana
derivada de cancer cérvico-uterino, mediante la técnica de

hibridacion in situ.
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CONCLUSIONES

1) Los cariotipos de cada linea celular son diferentes,

presentando ademds gran cantidad de alteraciones cromosdmicas.

2) En nuestras manos, la técnica de HIS sobre cromosomas, tuvo
una sensibilidad comparativa con la técnica en gue se usan
radioisdétopos, ya que se lograron detectar aproximadamente 16

kilobases especificas (2 copias de HPV}).

3) Los resultados concuerdan parcialmente con lo reportado en
la literatura, ya que en las células CaSki se localizaron seis
sitios de integracidén; en tanto para las células SiHa, se encontré

un sitio de integracién viral.

4) En la linea celular mexicana T8, se encuentran mas de diez

sitios de integracién del HPV-18.

5) Dado que los sitios de integracién de los HPVsoﬁo siempre
ocurren eﬁ los sitios donde se localizan los proto-oncogenes, se
apoya la idea de que uno de los principales efectos de los HPV en
las células de cdancer cervical, sea mediada por una transactivacién

por las oncoproteinas virales.
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