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1) RESl.MEN 

El clnct1r d• cu•llo ut•rina CCaCu>, d9bida • tlU alta 

incidM'lcie, can•tituy• un probl .. • d• ••lud p6bllcet ad ... • d9 

ocupar •l --aundo luaer .,, fr.cuM'lcla d• loe cAncw .. qu• ped.ce 

Actual1M1nt• .. con•idt1r• qu• •1 CeCu •valucion• • pertir d9 

1 .. 1an.. precencwoee• -neaple•i• intreepit•U•l cwvtcel CNIC>-

d• 1•• c6lul•• eplt•llel .. d•l cu•lla utwina, v .. t•• • au v.a 

d91 condila11e plana etlpica, qu• .,, conjunta - can•lderen une 

.1... M'lft1r.-d•d qu• H pr .. .,,t. CDllD une a.cuencl• d• cUlbioe 

. 
han . iniciada • t.-pran• edad l• vid• abuel. Eata autiere 

clere1111r1t• qu• •la6n •a.,,t• lnf.cciaaa .. te involucrada .,, I• 

.tlalaal• d• le 9f'lf11rmcled. Mltlpl .... tudiaa han encontrada 

fuart .. evld9ncl•• • favor d•l virua d•I papila.e hueena CfoPY> 

Actuel..nt• .. conocen unaa 42 tipaa 

dlfar11nt.. d• tflY d• acuerda • au aecuenci• de nuclll6Ucloe, v 

principel-.t• cuatro .. han 11ncantreda eeac:iedaa • loa tumr• 

d9 le r-aifln 4111ni.tel. La9 Upc19 • y ll han •ido encantrMla9 .n 

loe tUllDr"- ~•anaa Ci::ancHIOH• KUllinado 'f pleno, NIC 1 'I NIC 

11>
0

, con mu DM en -tedo epiaa.el a na inteeredo el..,._ d•I 

huhp9dt •ientrea que 1.09 Upoe 16 y 18 en I•• l•I.,.. ... 
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avanzadas <condilat1a plano atipico, NIC 111 y CaCu>, 911n.,-al11ente 

con su DNA inte;rado al de su ho•pedero. Actual.ente eMi•t• 

controv.,-sia .abre el pDr'centaJ• de condil011a• plano• que 

evolucionan • NIC y CaCut aunqu• en al9uno• ••tudio• prospectivos 

u ha encontrado que 1 as l••ion•• que preaentan loe Upoe 16 y 11 

son 1•• que lal• frecuent ... nt• pr09r .. an • .. 1i9nidad. 

Por otra parte, en pal ... desarrolladoe •• han encontrado 

var"iacione• en los tipos Vir"ale• pr .. ent- 11n diferent .. revion­

QeDC¡r"lficH del 11Undo, por- lo que no .. posible e1et,.apol• .. tos 

hallaz9oe tan flcil11ent• • la poblacifln .. Nicena, que pre91tnta 

caracterlstic•• llOCiocultur"al•• difer"ent••· En .. te .. tudio, .. 

det.,.•in6 la incidencia de los tipo• 6, 11, 16 y 18 del viru• del 

papi l0111• hu•ano en l••ion•• b1tnign•• y pr"ecanc.,.osa• de la revifln 

9enital, en paciente• d• dos in•titucion .. ho9Pital.,.i•• de la 

Ciudad de ,..xico. 

Para l09rar" lo anterior-, •• ,.•alizar"on enuyoe de 

hibr"idacifln en punto con el DNA de se 111.1 .. t,.••• utilizando eond .. 

.. ,.cada• con biotina o con o< -c'~PJdATP. P•r"a deter•inar" la 

•MPr"••ifln del vir"us, •• llevaron a cabo enwayos de hibr"idac16n 11n 

punto, utilizando el RNA eMtr"aldo de .. ta• ..... t,.••· A9i•itl90, .. 

r"ealizar"on en•ayas de hibr"idacifln tipo Bauther-n p.ra deter•lnar 

el ••tado fl•ico del DNA vir"al en la c•lula hu .... ed. 

E•tudios previo• 

encu'"1tra a11plificado 

han d911D9trada que •1 onc09"" c-mi:i; • 

en ••tadoe avanzada• de la enferllltdad, 

•iendo de ••perar•• na detectar esta a11plificacifln en l••ion .. 
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previas. Asl, ••realizaron estudio• p•r• deter•in•r la paaibl• 

ectivacion de ••t• onca;•n utilizando su DNA COllO sonda. 

Los r .. ultedos encontrados d1111U•stran una preda.inancia de 

!*'V 6, ae;uido de HPV 11 y IB, en las .u .. traa •atudiadaa. Las 

incidencia• .,..contrad•• p•r• lo• dos pri-.ros tipos conculll"'dlln 

con lo reportada para otros p•l ... , •ientra• qu• el fJlti.a 

prnenta una frecuencia el•v•da, eabr• todo en loe casoe d• 

hOllbr... Alllai..,, en ••tos fJlU- •• encontrb un• .. yar 

fr.cuenci• de infsccibn 1161Upl•. L• prnenci• d• utow tipos 

viraln coincid• con la d•teccibn de •ctividad viral en la 

uyorla de los casas estudiados. 

La• .... tras ensayad•• par Southern de11U••tran la prlttl8ncia 

del DNA viral .,.. un .. tado flsico no inteorado, lo que concu.,.da 

con lo reportado para .. t• tipo de l••ian... Ad..ta, -

encontraron aodificacion•s .,.. la secuencia d• nuclebUdoa del DNA 

d• loe virua 9ncontradoe, CDllD lo de.u .. tra la ptrdid• d• •itioe 

d• r .. triccibn. Par otra part•, no - encontrb a11plificaci6n del 

onco;en e-·~~. detectabl• por •1 eneayo utilizado. 

Final..nte, - diacut9n IH i11Plicacion .. l•l 911pleo de eata 

ttcnica, .,.. la detecci6n t911Prana del c.eu. 
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2> INTRODUCCION. 

2.1> OriQlln v .volucilln al cAnc.,. ttu..na. 

1111 acUtrdo can Willi• U948>, .., tu.ar H pu9d9 definir C090 

una ... a anar .. 1 de t•Jido can .., crmcl•lmta nc .. ivo y poco 

coardinado, v qUlt fl9r-..C• de .. ta .....,.., .en de9pu.. a c...,. 

•1 .. u-..10 qu• provac6 •1 c.-io. 

po9t.,.ior" hM p.,.•itldo prabar q1.19 •I 

Sin ...,.,..ao, .. tudi09 

Clncllr, 111• qu• ,un 

f""6Mno d• dnarg .. izaclfln, .., r-lidlld can•tltuym un proceso 

can alto Qrlldo de coardinaciert .,. •1 q119 I•• c61ul•• adquiermn 

W1a S41ri• d9 capacidadlttl dif.,.mt .. • 1•• d9 1•• c61ul•• nar .. 1 .. 

CRmntlbra.,. 11984>. 

Los prl..,.os .. tÚlllae tlalr• clncw - rHllzeran dur .. t• •l 

•iQIO XIX, ... qUlt W'I Qrupo - in"89ti9edar- ..... Y6 qu• •• 

cinc.,. h\llNnO parmcla atlGCllldo a I• npoelclfln acupac:lan•I a 

CD11PU .. toe qulelcoe. E•tudlos r .. UzadDe • prlnclploe de .. t• 

•ialo prelt:l.,.an la ldentificacllln d9 •lgunas ca1111untoe 

cwcinDQtnlcDll. Sin .... _.go, la n•tur•I•• del clncer ~ • 

camnz6 • CGllpr.....,. h-t• loe .,._ 209 •I 1.-.Clr tuear• pw 

cmpu1t9tDll qul•lcoa, .., I• piel de ,._..,. .. CPltat 1992). l•t• 

•tudioe per•ltlwan ca.pr.....,. .- el clncw • un ,,. • ._ 

.ultlfac:tarl•I, ·b•.-0 .., I• _,.G9f'CI• --=•lv• de varl• 

9Ubc:lana• qu• suetlt:UY911 • eu pr9dec...-• CICleift y Kleln , .. , • 

• 



A.l, ;1tn•r•lment• •• r•canac•n tr•• •t•p•• tlr'I •l d•••rrollo 

d• l• •nf.,.mttd•d• inici•cic!ln, pr011DCi6n V pr09r .. i6n, • 1•• qu• 

nos r•f•rir9tl0• • continu•clc!ln. 

L• inici•cic!ln - un• •t•P• 111'1 qu• un •e11nt• produc• d.,,o 

dirtteto •l DNA v pr9dtapon• • l• c61ul• • un• tr•n•farHci6n 

n.aplAalc• CR9nab.,.Q.,.. 1984>. S. conald.,.• qu• kt• " un• •tep• 

irr•v.,..aibl• CPttot 1982>. En ••t• .. t•do tnlci•l, l•• c•lul•• 

son prob•bl...,,t• •6n Slll'laibl- • 1•• a.ft•lH horllDR•lft n 
dtf.,.9ftcl•ctbn, por lo qu• pu9d9ft no d•••roll.ar •1 CU'Kt.,. 

tulRDl'"•l CR.nabrg.,. 1984>. 

En l• ••gund• •t•p•, qu• •• l• d• prD11DCl6n, otro •111nt• 

provoc• un d•rto t•l •l DNA, qu• p.,.•1 t• h 1Unifftt•ci6n d•l 

•fKto inlci•dor, con l• cona.cu11nt• dlf•r11nci•ci6n c•lular 

CH•n•l• •t •1. 1985>. E•t• •t•p•, qu• .. 9941nci•l1111nt• r•v.,.albl• 

.. conatd.,.• •f.ct•d• por l• dl•t•, horllDl'I•• y otroa f•ctorft 

•llbi.nt•l .. CPitot 1982>. 

L• t.,.c.,.• •t•p• n l• d1tna.in•d• por Foulda Cl969) ca.a 

prDQr .. tbn. En lr•t•, •ltJun•• clrlul•• tW1Gr•lft M int.,.nM 11n loa 

v•ao• ••n;uln.aa o UnfAticoa, tr•naportAndaa. • otrDll t•Jidast 

••to provoc• •l d•••rrollo tu11CW•l t1n •lloa Cll9i:Aat••1•> y 

uau•llll9nt• l• .u•rt• d•l individuo CNlcolaon 1982>. 

L• •xiat9ncl• d• P••o• en 1• •voluci6n d•l c6nc11r, h• aido 

conflr••d• por •n•ltaia ftt•dlatlcoa d• curv•• 9d•d-incid9nci•, 



qu• su9i.-t1n l• -••tllf'lcla d• callbios suc-ivos d• Upa 

-.itacianal llf1 difw-llf'lt- Upas d9 cinc.- OCl•in y ICl•ln 1~>. 

Ad-••• ci.-tas fllf16-nDS han sida canststllf'lt.-nt• Db..,.vadas, 

CDllD SQnl prapt1nst 6n d• ci .,.tos i ndl vi duas a d...,.F"al lar canc11r 

qu• .. ..,,ifl••t• CDllD una caF"act:.-lsUca ...,d•liana C81shap 

1987>1 ••l•i.., - ha ab..-vado dal'ID cF"GllD9691ca en c•lul•• 

cancwrasas CRc.l my 1984> , carr•l acl 6n t1ntr• l • d9f 1 el enci • 11n 1 a. 

..cani..as d9 r11Par•ci6n d•l DMA y la pF"ap9"•16n al canc11r 

CHanaMalt y Sar••ln 1986> y la F"•lac:l6n 9"tr• su•t:ancla• qul•lcaa 

capac- d• lnf.,.ir dalla .ut•Qhlca can su pat11ncial CAF'clnOQtnlca 

CA119s 1979>. Sin 911bargo na tDClas las canc.,.n san pr'aduclda. 

par ce111pu .. t:as qul•lcas, algunas san •1 r-.ultada d• ••pastcl6n • 

radiacian.. <Kahn y FF"y 1984> 1 t:Mlbttn u pt11n.. que al9unaa 

Upas d• cAnc11r - ariotn•n par r9arr90los d• las IJ""" 11n la. 

CF'GllDSOINS <translacacian-> <Yunl• y 6ar'llf11J 1984>1 ••l•l..a 

-istllf'I evid9"cl•• d91 pap91 d9 loe virus cma c.uu MI clncw 

hu-.no CA.ransan 1983). 

Todas .. t:•• ab..,.vaciann SUQillr9" una alt.-acl6n • nivel 

Q9nttlca, qu. darla CDllD F"ltSUltadD una p6rdida .,. l•• ..,.al• de 

r-oulaci6n ele la dlvi•l6n y dtf11r9"Chcl6n c•lular. Sin Mb•90, 

fue hHta •1 dMM:ubrl•i•ta de las DnCOQ9nft que fue pasible 

unificar .. t:•• ab..,.vactanee, • ...,_ tearla capu de •1tUc:ar un 

mc:anl..a molmc:ular para •l arlten del clnc:w y .. c ....... t•&ento 

oen'tUca. 

S. can•ld9ra que el asarF"alla de un clnc:er - el ,...,ltado 
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d• una activaci6n anor••l d• proto-oncov•n••• qu• 

c•lular•• potencialm•nte transformant•• CWill•ck• 

son v•n•• 

v Sch•f•r 

1984). Dur•nt• •l d•••rrollo normal d• un• c•lula, los proto­

onccv•n•• d•••nipef'l•n papel•• clave •n su revula~ibn CK•lly 1~>. 

Durant• l•• dif•rttnt•• •t•p•• d•l d••arrollo d• un cAnc•r, pueden 

ocurrir alteraciones en vario• proto-ancoc¡en••• cuv• ca.blnaci6n 

da COllO resultado un fenotipo ••liono CBl•hop 198:Sa>. 

El descubri•iento y conocimiento d•l ciclo de vid• de lo• 

r•troviru• ha per•itido id.ntific•r a 109 Q•n.. celular•• que 

particip•n en l• tran•formaciOn neoplA•ica. El RNA d• una •ola 

hebra d•l ;•no•• viral, •• transcribe •n DNA par la .nzi•• 

r•verso-transcripta••· El DNA viral •e intec¡ra en el DNA 

cro111asomal y la c•lula hu•sped utiliza su propia maquinaria para 

•wpr•car los v•n•• vir•l•• CBishop 1983b>. Aqul, pu•d•n 

pr•••ntar•• dos posibilidad••· En pril!Mlr' tuoar, dada que la 

int•or•ci6n d•l DNA viral •• pot•ncial .. nte mutaotnica, pued• 

hab.r dafto directo • los Q•n .. c•lul•r••• lo qu• influye aabr• su 

•wpr••lfln, ll•vAndolo• • ••r r-oulado• par loa •le .. ntos 

r•Qulatarios d•l o•nDflla viral. L• otra posibilidad•• qu• la 

r•comblnacl6n entr• los gen0111as retrovlral y celular, l.iplanten 

gene• d• .. t. 6ltilll0 tln el prifll9r'00 y e•t• nueva cOlllbinacibn s•a 

oncogtnic• CBishop 1987>. Ade111ls, ... ba• f•nbllttnos han sido 

abservado• taftlbi6n de ••n•r• conjunta C"i 1 •• y Robinson 19BS>. 

Actuallll9nt• •• conocen •1 111enos 19 dif•r•nt•• onco;en•• 

r•trovir•l•• Ctabla I>, de loa cuales, diez tian•n contrapartida 
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c•lular cv-1~1, v-1r~A, v-!rs, v-f91, v-!!Q•, v-m~~' v-m~~. v-Ha­

C!!• v-Ki-rtl y v-!!t> y que han sido involucrados •n neoplaaiaa 

<Willeck• y Schafer 1984), 

Ewiaten varia• forma• demostrad•• d• activar ancoaen•s y 

toda• •11•• asociada• a lllDdificacitJn Q9n•ttca. Esta• •• pued9n 

r11au111ir .,,, 111Utacian- puntuales CTabin et a1.· 1982>' unifln de 

pramotor•• fu11rt•• o d• •.nhancera• a los proto-ancoaenes CBlair 

et al. 1981' Chana et al. 1982>1 rHrreala. de prota-ancoaen-"" 

el QlmDll• CCoap•r et al. 1980> 1 tranalacaciones crOllDS6111ca• 

<Vunl• y Sorena 19841 Ab• et al. 199b>I y a11Pllficaci6n de 

oncogen•• CCollins y Groudtn• 1983• Alitalo et al. 1983>. 

De los di•z oncoaenea celular•• con contr~partid• vir•t, 

•eis •• activan mediant• inaercion•• Cc-•c~A, c-wc~B, c-.~~. c­

llR•• c-m~~. c-H•-c11>, y cuatro m9diante traslocacton .. Cc-Ml!, 

c-midh c-m~s y c-111•>. Ad•m••• varios proto-oncoaen.. san 
a11plificados con au cona11cu11nt11 canversl6n a oncoaen• C819hap 

1987). 

S. ha d1tt110•trado que •wi•t•n vario• ..canillllOS btoqul•icoa 

por loa cual•• pued9n actuar loa productoe oncottntca, y 9Gfll 

foaforilaci6n de proteinaa, siendo aua sustratos loe .. inolcldOe 

tirastna, serina o treonina Cliahop 1"87>1 rec:aulacten eetab6llca 

por proteina• que unttn ouanoslna 5'-trlfosf•ta C8TP) CHurley .t 

•1• 1984)1 control d• ·la llHpr .. tfln Qinlc• al influir 8n la 

tranacrlpc16n d• llRNA Cklnoatan et al. 19'1511 y pertictpactfln .,. 

la rep1icaci6n del DNA <Strudznaki et •l. 19116>. 

a 



Tabla l. Oncogenes retrovirales y su proto-oncogen humano correspondiente 

Oncogen Tumor de origen Especie LocalizaciOn 
retroviral de origen cromos6mica 

del proto-oncogen 

v-src Sarcoma de Rous Pollo 20 
v-fps Sarcoma de Fujinami Pollo 
v-fes Sarcoma felino de Gato 15q25-q25 

Snyder-Thei len 
v-yes Sarcoma de Yamaguchi Pollo 
v-ros Sarcoma 2 de Rochester Pollo 
v-myc Mielocitomatosis, Pollo 8q24 

cepa HC29 

'° v-erbA Eritroblastosis de ave Pollo 17 
v-erbB Eritroblastosis de ave Pollo 
v-myb Mieloblastosis de ave Pollo 6q22-q24 
v-rel Reticoendoteliosis, Pavo 

cepa T 
v-mos Sarcoma de Moloney RatOn 8q22 
v-abl Leucemia de Abelson Ratón/gato 3q41 
v-fos Osteosarcoma de ratOn FBJ Ratón 
v-raf Sarcoma de ratOn 3611 RatOn 
v-Ha-ras Sarcoma de rata de Har11ey Rata/ratón 11 
v-bas 
v-Ki-ras Sarcoma de rata de Kirsttn Rata 12 
v-fms Sarcoma felino SM Gato 
v-sis Sarcoma de simio Mono/gato 22q11-1ter 

Tomado de: Willecke, K. and R. Schafer. Human Genetics (1984) 



S. pi•nsa qu•, durant• los paso• de •voluci6n d•l clnc11r, un 

dafto a nival g•n6tico pu•d• llevar a calllbio• cualitativa• y/a 

cuantitativos en el producto gtnico correspondiente (Will•ck• y 

Schafltf'" 1984). S• han dado varias •Kplicacian•s d• cbtla pu9d• 

ocurrir lo antwrior• aal, •• piwnsa qu• wl dafto pu9d• pravac.,. 

qu• •1 oncOQ•n o su producto no pu9dan wer r•guladaa, aunquw su 

niv•l de WKprwsiOn no•• mayor qu• •1 •Axi11a usual <Bishap 1987>. 

A•i•iw110, 

praducci6n 

la anormalidad pu9da ser el rwsultado dw una 

d•l producto g6nico <Tabin y Wwinbwrg 1984>. 

•• pi11nsa quw las 11Utacionws pu•dwn afectar la manera en l• qu• 

•ctua una protelna <Bishop 1987>. Por lo tanto, la transfor••ci6n 

por oncogenes es sOla11ente el resultado d• niv•l•• •lwvadas d• 

actividades bioqufmicas, que en otras condicion•• san nor .. l••· 

2.2> Desarrolla del clncer c6rvico-uterino. 

El clncwr d•l tracto infwrior c;¡wnital 

vulva, vagina y cerviK <Peta 1986>, 

f.-nino, 

•• una d• 

qu• 

l•• comprende 

c•tegorlas 

incidencia, 

•l. 1984>. 

d• •nf•rmwdad•• nwopllsic•• quw por su alta 

persistw cD1110 una de la• ••• i11portant .. CParkln et 

S• ha de11oatrada la •Kiatwnci• d• un• sttc:u11ncl• dw 1 .. aanee 

quw anteceden al clncer d• cu•llo uterina CCaCu> <Bl• ... nn et •l. 

1983>. El ••tudia d• dichas l••ian•• resulta d• .u•• i11partancle, 

Y• quw es un hwcho COlllprob•do quw •iwntr'AS ... tw.p,.ano .. an 
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tr•t•d•• ••t•• l••ian••• d••d• •l puntad• vi•t• cllnica, •l 

ri•990 d• pro.¡r••i6n •• 11191lar <H•k•u 1'986>. 

El clnc•r d• cu•llo ut...-ina .. ori9in• •n •1 9'1it•lia 

nc.alltOSo <P•to 19116>. Dur•nt• •l proc••o d• ••duraci6n nar••l d• 

nt• 11Plt•lia, 1•• c•p•• b•••ln dan orlc¡en, entr• atroa tipa., • 

ctlulas hiJ•• qu• •• dif1tr9ncl•n par• •Mprnar dif.,.ent.. tipas 

d• fila..,,to• int•rlll9Clia• o qu.,.atln•• <Burc¡h•rt 1'986). 

Dur•nte l• .. ri• d• •v11nta• qu• ll•v• • l• tr•n•far .. ci6n 

.. 11ana, •• cr .. qu• un •rror 99".iica, inducida qulz6 por •l 

viru• d•l p•pil~• hu••na <HPV> o par otra• f•ctar•• h••t• altor• 

d•sconocida•, provoca qu• ••t•• c•lul•• •dqui.,.•n l• c•pacid•d d• 

--auirae dividi•nda d9ntra d•l 9Pit•lio <Ka•• 1'986). L• •vid9"ci• 

d• un cant9nida d• DNA •lt.,.•da en ••t•• 

••nifi .. t• CDlllO pollploidl• <R•ld V Fu 1'986>, 

ctlul••• qu• .. 

su9i .,.. que ••t• 
c•p•cidad •it6tic• r•citn •dquirid•, car.e• d• lo• 119C9"iall09 

revul•torios d•l 9Pit•lia nar••l <kas• 19861 

En l• zon• d• tr•n•far••ci6n d•l ctrviM, el 11plt•lio 

colum•r - v• •u•ti tuy11ndo, d• ..,,.,.. •.cund•ri •• por 11pi t•lio 

.. c•llOSO, d•ndo origen• 1• .. t•pl••i• ••c•ao•• <Burgh•rt 1'986>. 

E• 11n nt• zan• dand• a•n.,.•laente •• inici•n l•• l••ionn, qu• 

•l P•rKttr P.,.••n11e11n canfin•d•• dur.nt• 1• f••• lntr•9Pi telt •l 

CNel•on et •l. 1984>. 

Ka.• <19861, propon• qu• d• l• zan• d• tr•n•for111•ci6n, •l 

proc.ao pu9d• •ufrir un• r-vr••l6n, volvi9ndo el 11pit•lto •l 
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.. tado nar•alt o, d9bida quizl a la• •ia111A• 1 .. iane• inici•l•• y 

• otro• cof•ctar .. , prOIJF'e..,. • leaion .. c•nceroaa•. 

Fenotlpic•..,,te, la• 1 .. ionea pr-ec•nc11roaaa H c•r'acterh:•n 

por pr-nentar c•lula• indiferenci•d•• en la• que decr'llC• la 

producci6n d• oluc6Qwno, alaro••iento nuclear-, hiperc,.a11•tie11D, 

pl.a1Mrfia.o c•lula,., ~dida d• r'elieve c•lula,., Cr'GIUltina 

or-ue•• o burda y fi9ura• •it6tic•• anar••l .. <R•id •t •l. 1984>t 

••i•i•llD, el or-a.ar del epitelio y •l r'ecallbio c•lular' u ven 

incr--.ntadoa <NeltlCln et al. 1984>. Canfor- el d1a9nhtico 

hlstol~ico etipeora, M inc,.-..ntan las anar•alid•dn en el 

contenido de llNA nucl•ar• declinando el nfl..,.o de ctlul•• 

poliplold.. y AU11entanda el d• IH aneuploid .. <Reid y Fu 1986> 

<Fi9. 1>. Eataa lnion .. H encuentr-an •61o en •1 epitelio ya que 

no han •tr'•Y•Hdo la -.br'•n• b••alt es por .. to que u lft . 
A41r'upa COllD neapla•ia intraepiteli•I c.,.vical CHIC>, y u 1 .. 

indiferenciadas que pr...,.tan CRlchar't 1973>. Ael, en NIC 1 

<displ••i• lwve>, un t.,.cio del mpltelio c.,.vical pr-...nta •I 

fenotipo HliCJnot en NIC 11 CdiaplHi• .octwada>, la 1 .. 16n ocupa 

ocupa doa t.,.cios del epit•l iot y en NIC 111 Cdisphah uv.,.a o 

carcinm• i.D uw> • ya han sido ocupada loe tr .. tercios del 

mpit•lio <Nelson et al. 1984>. 

Actual..,,te, .. iste euf iciente evidencia .. ,.,.,..,.tal pera 

indicar que •1 virus del papilaiaa hUllMO C~> • " •I factw 

etio16Qico 111• i11portent• en la QlnHl• de la• n.apl .. ia• lntre-
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epit•lial•• v d•l carcin0tt• ctrvico-utttrino <Zur Hau..,, 1987>. 

pr••9nci• de coilocito• <ctlul•• que pr•sentan nQcleos can 

cr011aUna dispttr•• y un halo pttrinuclear 9r'ende> y 

disqu11ratocitos <cAlul•• qu• llU .. tran quttratinizacifln anOr" .. l o 

pr' .. atur'a, sin c•r'•ctttrlstic•• definitivas de cllllbio pr'•••li9no> 

C"9i•els y FDr'tin 1976). 

e 

U.l 

Fig. 1. Modelos esquematicos que explican las interrelaciones entre diferen­
tes grados de lesiones precancerosas. a) División por nomenclatura de acuerdo con 
la proporción de células que muestran caracteres morfológicos de expresión viral 
tardla (mitad izquierda) o de calllbio premaligno (mitad derecha); b) riesgo apro­
ximado de invasión para cada categorla diagnóstica; c) espectro histológico, se­
parado de acuerdo a los patrones de ploidla; d) espectro histológico, separado de 
acuerdo al tipo viral. Tomado de Reld y Fu, 1986. 
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Estas caracterlsticas de infecci6n viral - pr--.ntan •Y 

frecuent....,te en 1-ian- ..,......_ Cdel 40-SOX .,. NIC 1 V NIC 

IU, dl .. inuyen con la. grada. praerHivas de l-i6n pr ... u1na 

CS-lOX en NIC JIU y - encuentran rar-.te en carcin..a inva8Gr 

CReid y Fu 1986t S.lva11i 1986> CFiQ. I>. 

Al ..,. NIC 111 una l-16n 196• ·av.,.zada y aQl"Hiva, - ... 

prabable que avance a carcinGINI invamcr CNelman et al. 1'94> ... 

ha ab..,.vado, sin ellbar90, que al9W'la• 1-aan.. reornan o 

p11r11a11ecen preinva.aras, y sala WI parc9ntaje pllqUmfto IWotr ... • 

CaCu. Asl, para NIC 1 el porcentaje de pr09r .. 16n .. de 7.n, IR 

para NIC 11 y 25% para NIC 111 CReid et al. 1«184>. El porcentaje 

d• praar-16n de todos las Upas de NIC C34X>, rnul ta mucho 

.. yar que el 9.4X correspondiente a otra• 1 .. ian- beni1n•• 

CSyr JAnen et al • 1986> • 

Can r...,.cta al Ueepa de evalucien de -t•• 1 .. ian .. , • ha 

.. u .. do que - de 20 a 30 aftas de NIC 1 • NIC 111 y • cerclna.a 

inva.ar, siendo 1• lldad pro•cHa de mujw .. can NIC 1 d• 2S .,._ 

y de l50 las que presentan cAncer invasar CHek ... l ... >. 

TMbih - ha detKtada al t9'Y .,, W1 Upo H lftlanee 

benlen•• denaitinad.s• candUc•a ••inMD CClri•I 'I Al_.d• 1970>. 

E•tas .. carectwizM par pr...,.tw ..,. W9MISKHn dle&Ufw• 

de' tejido canKt,ivo ct1ntrel, y par que I• c•lul•• •U•IA•l" de 

la .up.,.ficie san coilocltlc•• ca.1v..,.1 l ... ,. 

S. h• atribuido al cancHIOlla ac•lnaclo WI caractw de 1 .. uin 
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pr•vi• •l NIC y •l c•rcinam• inv••ar. E•t• punta d• vi•t• ••tA 

•pay•da .,, •l h9Cho d• qu• pr•••nt•n un cainpart•mi9nto 

•pid•miclOgica •imilar •l d• ••t•• l••iane• '"•i••l• •t •l. 

1977>, •i•nda natari• en 111Uj•r•• jOv•n•• una m•vor fr•cuenci• de 

condilC1111•• qu• de cu•lqui•r neopl••i• intra1tPit•lial CSyrjln9n •t 

•l. 1984>. Por atr• part•, •• h• det•ctado l• pre•11nci• d•l HPV 

11n •l 90X d• la• c••o• d• candilame ecuainedo CO. Yilli.,.• •t •l. 

198lt Gi••mann •t el. 1983>. Telllbitn •• h• ob••rvedo le 

ca•xi•t•nci• d• condila.•• del ctrvix can NIC a CeCu •n Ar••• 

•dy•c.nt•• a di•t•nt•• d•l 1tPit•lia ••c•l90ao o 11ntrtteruzeda• ., 

•l mi .. a sitia <N•l•cn •t •l. 1984>. Sin •lllb•r9a, •ala •xiat•n 

repart•• •i•l•do• d• prOQre•ic!ln de condilOlll• ecu•in•da • 

n•opl••i•• maligna• <Zur H•u••n 1977>. 

En 1976 se describiO une v•rieded de candilot11• na detectabl• 

• •imple vista, pero que pu•de ab••rv•r•• on forme de m•nch•• 

blanc•• •n pr•s.ncie d• une soluciOn d• Acido •cttico al 3Y.t • 

•st•• l••ion•• se l•• ditna.in• condilama pleno C"eisel• y Fartin 

1976). A P•••r de sus diferencie• macrosc6pic••, los tipos 

ecumin•do y •ubcllnico coinpert11n la miSllla histolo;I• y ambas 

formes son inf9Ccio••• <Reid y Fu 1986>. 

Sa he observedo qu• el condilOM• pleno pre•ent• un 

porc.nt•Je d• pr09resi6n • CaCu de S-7X, mientr•• qu• 401. .. 

r•vi•rten y un SOX p•rm•n•c•n ••t•cion•rios CZur H•u••n 1977>. 

HA• r•ci•ntemente se h• •ncontredo une v•rieded de condilam• 

pleno, el condilDlll• Pl•no •tlpico, que pr•sent• caracterlstic•• 
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aimultiln••• de condUOflla y NIC 01•i••ls •t al. 1981>. E•te t.ipa 

d• l••iOn pr•••nta un lndic• Mayor de praar••ibn • NIC CCN1Parada 

con wl condiloma plano, siendo de 13X y 6X r••pectiva11t1nt• 

<Mtti••l• y l'larin 19861 R•id y Fu 1986). 

Esto d•11Ueatra 1• •xistencia d• una •ttcu9ncia d• callbia. 

t1Drfol&gica• ttn l• evaluci6n • CaCu • partir· d• candila1H• Sin 

llllbargo, ••to no r•sulta sufici•nte para predecir qu• • partir de 

una lesibn benigna •• origine un carcinot1• invasor. 

S. ha sugerido que algunos tipo• d•l virua d•l papila.. 

hu•ano cantituyttn el agente •tiolbgico del condila11a, NIC y CaCu. 

Si ••to •• ci•rto, el nexo biolOgica en la evoluci6n de la l .. illn 

.. t. dado por ••t• agent•. 

Estudios pr•vios <De Yilliers et al. 19811 Gia .. ann •t al. 

1982f Gissmann •t al. 19831 Beckmann et al. 1~1 Gro•• •t al. 

19861 Gru•••ndorf 1986> demue•tran una alta incid8rlcia d• la. 

tipo• 6 y 11 d• HPY •n candiloma <907.>, •lentra• qu• 9r\ l••ion .. 

pr9Cancero••• <NIC I-III>, la incid•ncia •• d• 2SX, y en clncer 

avanzado .ala •• del 27.. Tallbitn - ha encontrado que 90X d• CaCU 

pr .. ent• HPV, ••tanda en una aayor proparcilln los Upas I• y 1a 
<S0-907.> <Crum et al. 198S>. E•ta• tipos viral .... encu11ntren en 

20-BOX d• la• lesione• prttneopllaicae <lfukueht .. et al. ,._, 

CrU. •t al. 1~1 "'llan et al. 1986>. En candila.. plano y 

acuainado, los tipos 16 y 18 han sido encontrados solo en un s~. 

•i•ntrH qu• ttn condUoea plano atlpico, h Incidencia de tPV l• 
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es de bOY. <Crum et al. 1qe41 Meisels y Morin 19Bb). S• h• visto 

ademés que los tipos by 11 perm•necen en forma episomal mientras 

que los 16 y 19 se integran al genoma del huésped en CaCu <DOrst 

et al. 1986). 
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3> ASPECTOS PARTICULARES 

3.1) Aspectos epidemiolOgicos. 

El C•Cu constituye un import•nta problam• da salud pOblic•· 

A nivel mundial, al C•Cu ocupe el quinto lugar en fracuttncia de 

canceres, y es el segundo mls frecuente en mujar de~pu•• del 

clncer de mama <P•rkin et al. 1994>. SagOn informes da la 

OrganizaciOn Mundial para l• Salud <OMS>, 

4l50,000 c•sos nuevos de clncer de c•rvi11 <Broker y Botch.an 1996>. 

L• enfermedad present•, sin emb•rgo, un• distribuciOn 

gaogrlfic• que varia de pals a pals. En paises desarrollados, 

como Estados Unidos, P•lses de Europa, la UniOn Sovt•ttca y 

JapOn, el CaCu no es tan comOn como otros tipos de cinc.,., COllO 

por ejemplo clncer de mama. Lo contrario ocurra en pal••• an vi•• 

de desarrollo como son los de Asia, Centro y Sur Alltrica y 

Africa, en los que 1• incidencia da CaCu •• do• o ha•t• tr .. 

veces mayor que en Est•dos Unidos <P•rkin atal. 1984>. 

Asi.mi smo, la distribucieln dal pad.c:i•l.nto v•rla 

diferentes Ar••• de un mismo pals, COllO ocurre en Chln•, en donde 

es diaz vaces mls collllln an alQunos condados qua .n otra. <P•to 

1986), Tambt•n •• encuantr•n v•ri•cionas antr• poblacian•• 

comprendidas dentro de una mi••• lre• QllOQrlfica, coeo par 
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ej•mplo en Inglaterra y Gales, dond• la incidencia en 1971 fue 

cuatro v•c•• mayor entr• las esposas d• trab•jadores de escasa 

pr•paraciOn que •ntre las espo••• de profesionistas <Logan 1992>. 

Aunqu• •n l'Mxico ••te padecimi•nto •• tr•• vec•• mls 

fr•cuent• qu• •l clnc•r d• mam• <D• la Loza y Arriag• 1976>, los 

r•gistros sobr• la incidenci• del CaCu r•sult•n ••casos y los 

•Mistent•• •• limitan a ••r r99ional••· Entr• 1968 y 1973 •l CaCu 

•• d•tectb •n un 10-15Y. del tot•l de tu110r•• malignos d•l pals, y 

•l 13.9X d•l total en los estados d• la front•ra nort• CDlaz 

P•rches et al. 19741 Zalee et •l. 197S>. En Cd. Obr99t>n, Sonora, 

el CaCu ocupo •l prim•r lugar con 34Y. d• fr•cu.,,cia entr• las 

pacientes femeninas con clncer <Rodrlguez 1993>, mi•ntras qu• en 

el Centro Mtdico Nacional la frecuencia entr• 196S y 1975 fu• del 

37Y. <Olper et al. 1979>. Al estudiar l• incidenci• de casos de 

clncer genital f...,,ino en •l Instituto Nacional d• Cancerologla, 

•• encentro qu• un 98.71Y. correspondlan a clncer de cu•llo 

uterino <Fentan•• 1979). 

Con respectp a la mortalid•d por CaCu, pal••• desarrollados 

como Alemania, Estados Unidos y Austria pr•sentaron una 

disminuciOn de un 40, 30 y 20Y. r•spectivamente, en sus tasas d• 

mortalidad por ••te padecimiento entr• 1950 y 1960 CP•to 1986>. 

Esto •• d•b• principal111911t• • la aplicaci&n d• ca.pafta• d• 

d•t•ccibn t•mprana d•l CaCu y lo• avanc•• t•raptuticos para su 

control <Hakama 1986>. P••• a ••to, la incidencia d• NIC en ••tos 

paises ha aumttntado <Raymond 1997>. 
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En nu•stro p•I•, quizl d•bido • la b•J• cob•rtura d• lo• 

programas d• d•t•cci6n y tretami•nto d• la •nf•rm•dad, la t••• d• 

ftlDrtalidad 11U••tr• una tendencia • aum•ntar, como •• d•spr•nd• d• 

los ••tudio• d• l•• estadlstic•• vital•• d• c•rtific•dos d• 

defuncitln d• 1973 <De la Loza y Li•• 1976>. Asimia110, •l C•Cu 

provoc6 •l ••vor n6111ero d• d•funcion•• qu• las otra• c•u••• d• 

clnc•r entr• 1970 y 1974 <De le Loza y Arri•g• 1976). 

Estow datos indicen le n•c••ided d• ta.•r ••did•• d• control 

t•ndt.,,t•• • di••inutr l• incidencia d• cacu, y p•r• ello un paso 

i•portant• consist• en deter•iner los factor•• d• ri••go 

••ociado• • 1• enf..,.Medad. 

3.2) Etiologla de la •nf•r,..dad. 

Los ••tudios epide•iole.Qico• sobr• los factor•• ••ociados a 

CaCu coinciden en ••ft•l•r que alguno• ••pecto• d•l ca.porta•iento 

.. Ku•l re•ulten de SU•• i111Portancie. Entr• ••tos f•ctor•• •• 

considltl'"an principal111ttnt• •1 inicio t•~rano d• las r•lacion .. 

sexuales, eKistenci• de v•ries per•J•• ••Ku•l•• y hlbito• 

higiffflico• deficiente•. EKiaten tellbien otro• f actarea • 

consider•r, cOllO •• la posibilidad de contagio por part• d• 1• 

per•Ja .. xuel y hlbito• tablquicos, 11ntr• otros. A todos .. toe 

fattor .. •• harl r•f•rencia ••• •d•l.,,t•. 

Uno d• los factor•• ••tudiadoa pri-.ra1Mtnt• h• •ido •l 
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inicio temprano de las relaciones sexuales, aunque todavla existe 

controversia a este respecto. Algunos autores <Coppleson y Reid 

19681 Rotkin 1981> sugieren que cuando las relaciones sexuales se 

inician a edad temprana <17 o menos> •xiste mayor vulnerabilidad 

a agentes oncogénicos. Sin embargo, otros <Klein 19731 La Vecchia 

et al. 1985> se~alan que esto quizA •• d•ba a un mayor periodo d• 

exposiciOn a esos agentes. 

Por otra parte, gran part• de la evid•ncia epidemiolOgica 

apoya el hecho de que conform• el nOMero de parejas sexuales 

aumenta, se aprecia un incremento en el riesgo relativo de 

padecer la enfermedad <Rotkin 1973>. Este riesgo, que se 

manifiesta de manera lineal, ••ve aumentado tres veces en 

personas con cinco o mls parejas sexuales <Brinton 19861. 

Por muchos a~os, los estudios epidemiolOgicos sobre clncer 

genital femenino se basaron unicamente en el comportamiento 

sexual femenino para explicar su etiologlal mls la evidencia 

reciente se~ala la importancia del papel que juega la pareja 

sexual <Brinton 1986), Algunos estudios <Cartwright y Simpson 

19801 McGregor e Innes 1980J Li et al. 1982> demuestran una 

asociaci6n geogrAfica entre la incidencia de CaCu y clncer de 

pene. Asimismo, se reporta una mayor incidencia de CaCu en las 

esposas de hombres con cAncer de pene <Martlnez 19691 Graham et 

al. 19791 Smith et al. 1980). Existen otras evidencias qu~ 

se~alan la importanc+a de la pareja como la de Kessler <1977> que 

reporto en un estudio que las mujeres con mls incidencia de CaCu 

tenlan esposos cuya pareja anterior tenla CaCul y el estudio de 
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Bukley et al. (1981> en mujeres con una sola pareja •eMual, cuyos 

maridos confesaron tener varias parejas, asl como eMperiencias 

seMuales tempranas. 

Asimismo, 

prostituta• y 

Kesslar 1986). 

se ha encontrado que el CaCu es mls frecuente en 

eMc1tpcional en mujeres virgen•• <Brinton 19861 

De estos estudios se desprendiO la idea de que deberla 

eMistir un agente etiolOgico seMualmente .transmisible. Durante 

mucho tiempo se busco agentes causal•• en bacteria• como 

Icr22o~mª R!lli~Ym. ~@i!§~Ciª g202ccb11m v ~bl1mi~i1 1c1~bgm1111. 

y tambien en protozoarios como !ci~bgmgo11 ~IQiOllit <Boyd y Doll 

1964). Se ha demostrado que eMi•te una estrecha relaciOn entre la 

distribuciOn geogrlfica, curso temporal de la enfermedad, cla .. 

social y ocupaciOn de las enfermas que presentan estos agentes y 

CaCu, lo que confirma una naturaleza ven~rea de la enfer111ttdad 

<Beral, 1974>. Sin embargo, no se han encontrado evidencias 

eMperimentales 

causales, por 

que 

lo 

apoyen que estos organi•1110• 

que se piensa que su relacibn 

secundaria <Broker y Botchan 1986>. 

son agentes 

•• ••• bien 

Hls reciente .. nte •• han buscado agente• virales ca.o el 

virus del herpes si11pleM 2 <HSV 2> <Keasler 1986> y el viru• del 

papiloma humano <K>V> <Durst et al. 1983>. 

La asociaciOn del HSV 2 con CaCu obedece a que ae ha 

reportado que un alto porcentaje de pacientes con CaCu C9lXl, 
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presenten enticuerpo• especificas contra •ntfgenos del virus, con 

respecto • lo• controles en los que solo se encentro en 10-507. 

<Rewls y Adems 1981)1 tal!lbitn se h• detectado la presencia de 

protelnas AG-4 de HSV 2 en células cancerosas del cérvix 

<Aurelian et al. 1981>. Asimismo, ••ha observedo un incre•ento 

•n le incidencia de carcinom• iD ~itY paralelo •l aumento d• 

infecciones virales por el HSV 2 <Naib et al. 1969>. Ade•A•, el 

HSV 2 es conocido como agente s0malll9nt• oncogtnico, ye que es 

capaz de transformar ctlulas de ro•dores ~Sugden 1986>, y de 

provocar lesione• en el CHA <Schlehof•r 1986). 

Sin embargo, existe suficiente •videncie para descartar esta 

posibilidad. En primer lugar, no hay diferencia• stricas entre 

controles y casos de CaCu, ambos con •l• de una pareja sexual, 

por lo que puede d~cirse que la asociaciOn de ••t• virus es 

colateral <Vonka et al. 19841 Rawls •t al. 1986>. Por otra parte, 

solo se han detectado porcentajes bajos d• DNA o RNA de HSV 2 (2-

17Y.> en CaCu <Eglin et al. 1981>, ad .. ls de que las mismas 

r•gion•• del genoma viral no han sido encontrad•• de •an•r• 
consi•t•nt• <Rawls et al. 1986). 

El virus del papiloaa humano habla sido detectado desde 1907 

por Ciuffo c090 •l agente infeccioso d• verrugas vulgares 

<Pfister 1984>. Por otra parte, •l virus d•l papila•• del coneja 

cola blanca <CTPV>, fue el primer virus oncogtnico de DNA en ser 

aislado y caracterizado por Shope y Hurst en 1933 <Pfister 1984>. 

Pero la impasibilidad de montar un sist .. • io ~i1~Q y su alta 

especificidad para el hospedera frenaron la investigaciOn y se 
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buscaron otros modelos mis accesibles para el estudio del cAncer, 

como el virus del polioma de rat6n y el virus vacuolante de si•io 

40 ISV40l. 

El motivo por el que el virus del papila.a hu•ano se 

•antuviese sin ser descubierto se debi6 a las tl'Cnicas de 

d•teccibn •111Pleadas, que consistlan en pruebas in11Unal6Qicas y 

escrutinio del t•jido por microscopia •lectrOnica. Estas t•cnicas 

no eran capaces de detectar la presencia del HPY a6n •xistiendo 

en cantidades significativas& la •itad de las v.c:es o •As, 

diferlan sus resultados de los obtenidos por otras .. todos¡ 

principal111ente 

productivo <con 

Hausen 1977> • 

porque en este •atado, •l virus .. encuentra 

su DNA integrado al geno•a del hu•sp•d> 

no 

CZur 

El virus del papilDlla solo ha sido abord..to con •l 

surgimiento• de nuevas tl!cnicaa en biologla 1110lecul.ar que h.,, 

permitido su clonaciOn y manipulacibn sin tener a6n un sistena in 

:'!!!1;!'.:Q para su estudio CBroker y Botchan 1986>. Las prieeros 

estudios se llevaron a cabo con preparaciones de cDNA Clblenidos a 

partir de una verruga plantar CRowson y "ahy 1967>. Las pri..,.os 

datos de hibridaci6n demostraron que muchos, aunque na todas los 

DNAs de las verrugas cD11Unes hibridaban can le sonde en 

cQndicion.. estrictas. Las particulas viral .. h..,lan sido ya 

detectadas por microscopia el•ctrbnica CZur Hau..., et al. 19741, 

Esto sugerla la existencia de tipos viral•• diferent .. , •i9.a9 

que 

Orth 

fueron identificados posteriorm•nte CGi••••nn •l 

et al. 1977>. Los ensayos de hibridaciOn.,, 
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relajadas han permitido detectar con mayor frecuencia al viru• 

del papiloma en las lesiones condilomatosas, displasias y CaCu. A 

partir de este momento, se han identificado un gran nbmero de 

tipos y subtipos del HPV, mismo que sigue en aumento <Syrjlnen 

1987>. 

De los virus del papiloma d•tectados, siete son lo• 

asociados al clncer genital• HPVs 6, 11, 16, 18, 31, 35, 37. De 

los cuales HPV 6 y ll se han encontrado en un 90-lOOY. de las 

le•iones benignas y lo• tipos 16 y 18 en un 30-401. de cacu. 

Adetll-ls HPV 16 se ha encontrado en lesiones precancero•a•. El 

resto se encuentra asociado • lesiones malignas en peque~•• 

proporcione• <Syrjlnen 1987>. 

Pero la sola presencia del HPV no e• indicativo de que el 

virus sea el factor etiolOgico del CaCu. Experimentos recientin 

han permitido comprobar experimentalmente la capacidad 

transformante del HPV. En epitelios sanos de ctrvix expuestos a 

HPV 11 e injertados debajo de la clp•ula renal de ratone• 

at!micos, se obtuvo transformacibn en •pitelios neopllsicos 

<Kreider et al. 19851 Kreider et al. 1987). Ademls, mediante 

eMperimentos de transfecciOn lo Y1~~g con HPV 16 se ha logrado 

transformaciOn maligna de fibroblastos y queratinocitos humano• 

<Vaaumoto et al. 1986; Vasumoto et al. 19871 Pirisi et al. 1987>. 

La sola presencia de los HPVs 16 y 18 en CaCu, no parece 

suficiente para asegurar el desarrollo de un carcinoma a partir 

de una l•siOn preneopllsica de alto riesgo, puesto que solo un 
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bajo porcentaje de esos casos progresa <Broker y Botchan 1986>. 

Estudios de fusiOn de celula!I HeLa (que presentan HPV 18) con 

fibroblastos normales, deml1estran la supresiOn del fenotipo 

maligno; sin embargo, la ptrdida del cromosoma 11 en el donador 

no transformado, revierte este fenotipo <Stanbridge et al. 1982l. 

Estos datos han llevado a zur Hausen (1987) a postular la 

eKistencia de un control de la expresiOn de HPV mediado por genes 

celulares. De acuerdo con este autor, la inactivaciOn funcional 

de estos genes es el resultado de factores externos que modifican 

las funciones de control de estos genes, o los sitios de 

reconocimiento para el factor supresor. Esto explicarla los 

largos periodos de latencia existentes entre la infecciOn 

primaria del virus y la apariciOn del tumor. 

Los factores de crecimiento viral modificados por los genes 

celulares no se encuentran bien definidos. Sin embargo, estudios 

epidemiolOgicos han puesto de manifiesto la existencia de algunos 

de ellos. Entre 6stos se han sehalado los siguientes• 

l. La posibilidad de que el HSV 2 pueda actuar COlllO 

iniciador de la transformaciOn v!a una acciOn de tipo MP•Q• y 

corre" <Galloway y McDougall 1983), o mediante la in•erslbn de 

secuencias simil.iar·es •"IS" <11cDouga11 •tal. 14"t6), 

2. Antecedentes de infecciones ven•reas por b•ct•ria• v 

protozoarios, cuya pres•ncia pued• dar coMO r•sultado 

alteraciones en el DNA del HPV y/o del hutaped <Franceachi •t al. 
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1986). 

3. También se tiene la observaciOn de que mujeres con 

hAbitos tabAquicos presentan mAs frecuentemente neoplasias 

cervicales que las no fumadoras, y la presencia de metabolitos 

qulmicos del cigarro en el mucus de ctrvix sugiere una acciOn 

directa del compuesto qulmico del cigarro con las células 

infectadas <Paterson-Vessey 19B6>. 

4, Asimismo, en individuos con deficiencias en el sistema 

inmunolOgico, como son individuos inmunosuprimidos 

farmacolOgicamente <p. ej. para trasplantes>, con cAncer o SIDA y 

en mujeres embarazadas, se observa a menudo la apariciOn de 

verrugas debido a infecciOn por HPV <Brinton 1986>. 

3.3) Aspectos moleculares 

El virus del papiloma humano se considera el agente causal 

del c~ncer de células escamosas. Sin embargo, su mecanismo de 

acciOn no es del todo conocido, quizA debido a la imposibilid.ad 

de encontrar un sistema d~ células que permita su propagaciOn 

lftica y manipulaciOn genética. Pese a ello, el virus del 

papiloma resulta un interesante modelo de estudio• esto ha 

permitido relacionarlos a un gran nOmero de padecimientos, asl 

como la definiciOn de los genes que intervienen en su 

transformaciOn, replicaciOn y regulaciOn. Asimismo, constituyen 

modelos interesantes para el estudio de latencia viral y control 
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de la replicaciOn del DNA, pudiendo adem•s ser utilizados como 

vehlculos de expresiOn de genes externos en células de mamlfero 

<Broker y Botchan 19861. 

3.3.1) ClasificaciOn del virus del papiloma. 

El virus del papiloma pertenece al gtnero e!Rillgm1~i(Ylo Y 

ha sido agrupado junto con el virus del polioma de rat6n, SV40 y 

los virus BK y JC de humano, en una misma familia, la 

Papovaviridae <Matthews 19821. Sin embargo, esta clasificaci6n no 

toma en cuenta que el virus del papiloma, a pesar de ser de doble 

cadena de DNA, tener una cApside icosahtdrica y ser condensado 

por nucleoscmas al igual que los otros virus de esta misma 

familia <Zur Hausen 19771 Pfister 1984>, difiere 

significativamente de ellos en cuanto a tama~o, que es de 5~ nm 

contra los 45 nm de los demls, en tener 7900 pb aproximadamente 

contra los 5250 de SV40. Adem•s, el HPV presenta sus marcos de 

lectura abierta en una posiciOn diferente a la de los de•••• y su 

informaci6n es leida en una sola hebra del DNA mientras que en 

los otros virus los marcos de lectura e•t•n repartido• en allba• 

hebras. Otra diferencia importante es que en tanto el SV40 puede 

ser propagado 10 ~it~g al virus del papiloma no ha sido posible 

propagarlo de esta manera, adem•s de que este altimo pres11nta una 

alta especificidad por determinado tejido <epitelial de 11Ucosa o 

cut•neol mientras que SV40 infecta en una Qran Qeneralldad de 

Organos y tejido neuronal <el virus del papila.a solo se ha visto 
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que infecte otro tejido que no es el epitelio, en borregos v 

cabras ve• en fibroblastos dermales> <Broker v Botchan 198bl. 

Por otra parte, existen virus del papiloma en anfibios, 

reptiles, aves y en mamlferos, y son relativamente diferentes 

entre si <Lancaster et .al. 1982). AOn en el caso del hombre se 

han detectádo 42 diferentes tipos del virus del p.apiloma, 

definidos por presentar una hibridaciOn cruzada inferior del ~OX 

en fase liquida. Cada tipo se encuentra asociado a padl!Cimientos 

especifico• <tabla II>. 

Tabla II. Tlpos reconocidos de HPV y sus manifestaciones clínicas. 

Tipo de HPV 

HPV la, b, c 
HPV 2a-e 

HPV 3a, b 

HPV 4 

HPV 5a, b 
HPV 6a-f 

HPV 7 
HPV 8 
HPV ,9 
HPV lOa, b 
HPV lla, b 

HPV 12 
HPV 13a ,· b 

Manifestación clínica 

Verrugas plantares de tipo minercia 
Verrugas comunes, verrugas filiformes, verrugas 
plantares de tipo mosaico, verrugas palatales. 
Verrugas planas, verrugas juveniles, formas le­
ves de EV. 
Verrugas palmares y plantares de tipo hiperque­
ratótico 
Lesiones maculares de EV 
Condylomata acuminata, NIC 1-111, NIV 1-111, pa 
pilomas laríngeos 
Verrugas comunes en las manos de carniceros 
Lesiones maculares de EV 
Lesiones maculares y verrugas planas de EV 
Verrugas planas 
Condylomata acuminata, NIC 1-Ill, papilomas la­
rfngeos, papilomas conjuntivos. 
Lesiones maculares y verrugas planas de EV 
Hiperplasia epitelial focal en boca 
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Tabla II. Continuación. 

Tipo de HPV 

HPV 14a, b 
HPV 15 
HPV 16 

llPV 17a, b 
HPV 18 

HPV 19-29 
HPV 30 
HPV 31 
HPV 32 
HPV 33 

HPV 34 
HPV 35 
HPV 36 
HPV 37 
HPV 38 
HPV 39 
HPV 40 
HPV 41 
HPV 42 

Manifestación clrnica 

--[esiones--macuiares y verrugas planas de EV 
Lesiones maculares y verrugas planas de EV 
Condylomata acuminata, NIC 1-111, NIV 1-111, 
papulosis bowenoide, carcinoma de cérvix y 
pene 
Lesiones maculares y verrugas planas de EV 
Condylomata acuminata, NIC 1-111, NIV 1-111, 
papulosis bowenoide, carcinoma de cérvix y 
pene 
Lesiones maculares y verrugas planas de EV 
Carcinoma de células escainosas de laringe 
NIC 1-111, carcinoma de cérvix 
Hiperplasia epitelial focal en boca 
Papulosis bowenoide, NIC 1-111, carcinoma de 
cérvix 
Papulosis bowenoide, enfermedad de Bowen 
NIC 1-111, carcinoma de cérvix 
Queratosis act,nica, queratoacantoma 
Queratoacantoma, melanoma maligno 
Melanoma maligno 
Carcinoma de cérvix 
Carcinoma lar,ngeo 
Lesiones múltiples de verrugas planas de la piel 
Papilomas genitales, papulosis bowenoide, condi­
lomas panos 

Abreviaturas: NIC• neoplasia intraepitelial cervial; NIV• neoplasia intra­
epitelial vulvar; EV= epidennoplasia verrucifonnis 

TOllildo de: Syrjanen, K.J. Med. Biol. 65: 21-39 (1987) 
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3,3.2) Estructura del genoma del virus del papiloma 

Se tienen secuenciados alrededor de 10 virus del papilo~a 

CGiri et •l. 1986), y puede apreciarse que no e1dsten grandes 

diferencias en cuanto a la disposiciOn de los marcos de lectura 

abiert• detectados por computo. El tam•~o es dff alrededor de B 

de la doble h6lice. 

El genoma del virus se divide funcion•lmente en dos grandes 

dominios CFig. 2), que han sido elegidos por observaciones 

realizadas en el virus del papiloma de bovino CBPV> <Syrjlnen 

1987>1 por tanto, todas las observaciones que se hagan serln 

referentes a este virus, a menos que se indique lo contrario. 

BPV·I 
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Fig. 2. Organización genética del virus del papiloma de bovino tipo 1. Se 
representa el genoma como una molécula linear abierta en el nucleótido 1 (sitio 
de restricción Hpa 1). Se senalan las posiciones de los sitios para varias endo 
nucleasas de restricción, marcos de lectura abierta y secuencias AATAAA (f), -
predecidas a partir de su secuencia de nucleótidos. Tomado de Broker y Botchan, 
1986. 
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El prilll9r dominio, que cCJ11Pr1tnd• el 60X del total, •• una 

region llamada E y que es capaz par si sol• d• transfor•ar, 

ademls de poseer la informaciOn para la replicacilln d•l virus. 

Este dominio ti1tne unas .. is r119ion .. codificadoras Cgen•s> en •l 

caso de HPV 1, siete en los HPV• 6b• 11, v 16 y en •l caso de 

HPV e solo cinco CBroker v Botchan 1986>. 

El gen El en 3• esta involucrado en •l •anteni•i•nto del 

estado de pllsmido y su replicacilln <Sarv•r et al, 19841 Lusky y 

Botchan 1985>1 el eMtr..a carbDMilo ter•inal de l• prot•in• 

codificad• pr•senta homolOQla con •l antigeno T de SV40 que ti1tn• 

interacci6n directa con el DNA <Giri v Danos 1986>. Este gen El 

en s• codifica un factor qu• act6a como llDdulador 'd• la 

replicaciOn d•l DNA viral CLusky y Botchan 19861 Rob•rts y 

Weintraub 1986>. 

El gen E2 estl sobrelapado con el gen E4 y pr•s•nta en el 

•Mtremo carboMilo t•rminal de la protelna para la qu• codifica, 

ci•rta se .. janza con una porciOn del DnCOQltfl ID• CGiri y Danos 

1986), Asimismo, s• ha de.astrado que E2 codifica para un factor 

que interactaa can un "enhancer" condicional en la r119illn grande 

de control CLCR> para activar la transcripci6n <Spalholz et al. 

198SI YanQ •tal. 19BS>. Ad-•• .. ha dllll09trada que la pratein• 

E2 s• une al DNA con especificidad para una ..cuenci• "care•• 

ACCN GGT CAndrophy •t al. 1987>. 

En varias lineas celulares, ••1 cOllD en carclnomes 
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c:ervic:ales y uno de pulmOn, todos positivos para HPVs 18 O 16, se 

ha enc:ontrado qlle las r.egiones tempranas El y E2 se abren para 

dar lugar a la integraciOn del virus, como un prerrequisito para 

la c:onversiOn maligna <Durst et al. 1986). 

Se c:ree que el gen E4 interviene en la madurac:iOn del virus, 

por lo que no tse le puede c:onsiderar c:omo parte de los genes 

tempranos CGissmann y Zur Hausen 1978>. El gen 4 del HPV la 

codifica una protefna citoplasmltica abundante, que parece 

expresarse coordinadamente c:on la m~yor protefna de la clpsid• 

<Doobar et al. 1986). 

ES es un gen que, al ser mutado en HPV 1 reduce 1 a capacidad 

transformante dP.l virus, ademls de que se ha demostrado que 

codifica para una protefna transforrttante <DiMaio et al. 19861 

Groff y Lancaster 1986>. Se localiza entre los genes E2 y Ll con 

cierto sobrelape. 

E8 y E3 son genes propuestots por anAl .i sis de secuenc i • y no 

se sabe si tienen algun significado biol6gico <Syrjlnen 1987), 

Los genes E6 y E7 se encuentran involucrados en el 

mantenimiento de un alto nOmero de copias del pllsmido <Lusk·( y 

Botchan 19851 Berg et al. 1986). El gen E6 bajo el control de un 

"long terminal repeat" <LTR> es capaz,. por sf solo, de 

transformar c&lulas de rat6n <Giri y Danos 1986). Ademls, en 

DNA complementario de BPV l existe fusi6n g6nica de E6 y E7, lo 
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que puede dar una nueva especificidad a la protelna CGiri y Danos 

1986). 

Adem&s de la region E existe la region L que presenta dos 

marcos de lectura abiertas Ll y L2. Ll es el principal componente 

de h cApside CEngel et al. 1983J Pilacinski et al. 1984> y n 

muy similar en los diferentes tipos virales, ademls de que 

inmunol6gicamente da reacciones cruzadas entre diversos virus del 

papiloma CJenson et al. 1980J Woodruff et al. 1980>. 

El gen L2 de HPV ta codifica para un componente menor de la 

clpside CPilacinski et al. 1984J Komly et al. 1986>. Existe 

ademls una region identificada en BPV·1 llamada URR que tiene 

regiones de "enhancer" para E2 y probablemente para otros genes, 

ademls de ser el sitio de origen de la replicaci6n en una 

secuencia llamada PMS 1, que a diferencia de SV40, no tiene 

repetidos invertidos. Existe otra secuencia llamada PMS 2 que •• 

encuentra en medio de E11 esta zona PMS 1 actua en 'il con un 

"enhancer" CBroker y Botchan 1986>. 

Existe ademAs, una sola regi6n no codificadora que contiene 

elementos regL1latorios conservados, tales como loa promotores de 

la RNA polimerasa II o sitios de poliadenilaci6n <Brakttr V 

Botchan 1986> • 
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3. 3. 3> Interacci On vi rus-hospedero. 

Se ha propuesto, que la interacción virus-hospedero se 

inicia con la infección por el virus de una célula epitelial 

queratinocftica basal no diferenciada, ya que son estas células 

las que presentan actividad mitótica, a diferencia de las ya 

diferenciadas que no presentan división y de las células 

epiteliales superficiales que carecen de nOcleo y que por tanto 

no pueden mantener un crecimiento viral <Howley 19831 Gissmann 

1984>. 

Se ha propuesto un modelo de infección clonal, en el cual 

solo una o unas cuantas células poseen el virus, lo cual 

permitirla interpretar los resultados negativos, no como ausencia 

del virus en células basales, sino como falta de sensibilidad en 

la ttcnica CTaichman et al. 1983). 

La ctlula queratinocf tica presenta una serie de cambios 

fisiol6gicos, a los cuales pudiese responder el virus del 

papiloma , activando la expresi6n de los genes para replicaci6n 

vegetativa o de integraci6n y transformaci6n <Taichman et al. 

1983). 

Para comprender por qut el querati noci to est• en contante 

cambio fisiol6gico, hay que observar la maduraci6n del epitelio 

de Otero y ctrvix, donde la ctlula queratinocftica basal se 

divide dando lugar a ctlulas que migran hacia la superficie del 



epitelio de manera vertical, y que en el curso d• ••ta migraciOn, 

se van diferenciando. En este proceso, hay activacien d• unos 

genes y desactivacien de otros, CQjll() es el caso de los genes qu• 

codifican para la queratina, que en un momento dado •• activan y 

que posterior.ente se desactivan, para dar lugar a la formaci6n 

de filamentos caracterlsticos d•l •stratum •spinasum y d•l 

gr anu 1 asu1111 

di sulfuro 

impermeable 

finalizando el proceso can la formacien de pu•nt•s 

entre las fibras de qu•ratina, qu• origina una capa 

con ctlulas anucle~das en descamaciOn. Todo ••t• 

procesa se lleva a cabe en un plazo de 10 a 14 dlas, durant• las 

cuales la c6lula queratinocltica ha pasado por ••tadlos 

fisiol&gicos difer90tes <Frank• •tal. 1996). 

La zona de replicacion vegetativa d•l virus, asl como d• 

transformacibn, estl ca11prendida entr• el •pitelio columnar v 

•scamoso del c6rvix, y es aqul donde apar•c•n la• c6lulas 

coiloclticas, que presentan un halo claro alr•d•dor d•l n~cl•o, 

asl cOlllCI figuras mitbticas anormal•• •n •l caso d• 

transformaciones <Spriggs •t al. 19711 Fu et al. 19911 R•id •t 

al. 1984>, y se d•t9Ctan partlculas virales, por lo qu•.., ••tas 

c6lulas ya hay reconocimiento antig6nico contra productos 

prat•icos viral.s <Croissant et al. 14HISI St•inberg 1986>. 

Es de esperar qu• el .. jora•i•nto de las t•cnicas d• 

hibridacibn !G •ltY arrojen mayor n6mero d• datos sobr• •I orig9n 

y evolucibn de la infeccibn viral. 

Por otra parte, una vez que el vi rus se ha a ntrOduc a do en I • 



célula, se pueden tener dos formas de presencia fis1ca del virus: 

como p!Asmido o bien de manera integrada en el genoma del 

hospedero <Howley et al. 1986>. En los casos de condiloma se han 

detectado los virus HPVs 6 y 11, asl como los HPVs 16 y 18 

aunque ~stos en una frecuencia mucho menor, IWettstein et al. 

1982; Gi ssmann et al. 1982; Lancaster et al. 1983; Durst et al. 

l985l siempre en forma extracromosOmica los cuatro. Sin embargo, 

en el caso de displasias y CaCu, los HPVs 16 y 18 se encuentran 

frecuentemente integrados en el genoma, con lo cual se modifican 

ciertas seNales de regulaciOn COstrow et al. 1982; Lehn et al. 

1984; Lehn et al. 1985; Gn1ssendorf-Conen et al. 19851 Pater y 

Pater 19851 Diluca et al. 19861 Kahn et al. 1986>, ya que sed• 

la integraciOn rompiendo la cadena de DNA en la regiOn E2 que 

posee varias seNales de regulaciOn del virus CSarver et al. 19841 

Yang et al. 1985; Giri y Danos 1986). 

Cuando un HPV se encuentra como epi soma, presenta un origen 

de replicaciOn bidireccional (Lusky y Botchan 19841 Waldek et al. 

19841 Lusky y Botchan 1986), que permite generar aproximadamente 

entre 100 y 

posteriormente 

200 copias del DNA viral por c~lula, que 

se encapsida y sale de ésta a infectar otras 

ctlulas. En el caso de darse la integraciOn, el DNA viral puede 

generar ·multicopias consecutivas en el genoma del hospedero que 

no se encapsi dan, por lo que el vi rus se perpetlla junto con la 

célula transformada CPater y Pater 1985; Yee et al. 19851 Schwarz 

et al. 1985; Durst et al, 19861 Matsukura et al. 1986), 
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3.3.4> Estructura del encogen m~,. 

El encogen celular my~ <c-mi~l posee tres exones, de los 

cuales, ~: Primero presenta sel'lales de regulación <Battey et al. 

1983; Bernard et al. 1983> como son tres promotores. El promotor 

P2 en el i ni c:i o del exbn y junto a él, hacia el ex tremo 5' , otro 

promotor Pl, y jLinto a toste, mAs hacia el extremo 5', un tercer 

promotor PO <Bentley y Groudine 1986>.; este primer ex6n de 400-

~00 pb no presenta codones de inicio pero si de término <Col• 

1986>. 

Los oncogenes virales ml!' <v-m~s> observados, no presentan 

el primer exbn, asf como tampoco las sel'lales de regulac16n en la 

zona 5' de este exbn, solo presentan alta homologla con el 

segundo y tercer ex6n del m~' celular <Stanton et al. 1993>. 

Se ha observado que en varias lesiones canc:erosas, c-ml!' se 

encuentra translocado del cromosoma 8 de la banda q24 al 

cromosoma 14 en la banda q32 en el gen que codifica la cadena 

pesada mu de las inmunoglobulinas (Jg>, o bien al cromosoma 2 tPO 

el gen de la cadena kappa de las Ig, o en el cromosoma 22 en la 

cadena lambda de las Ig. Al darse la translocacibn se separa el 

primer exbn, que no se transloca, mientras que lo• do• e~ones 

siguientes se translocan con una subsecuente sobre-ewpre•10n d•l 

gen <Kel 1 y 1986) • 

t!~S produce una proteina fosforilada, que se <.:Hcunscr 1b• al 
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nOcleo y que tiene afinidad por el DNA <Persson y Leder 19841 

Eisenm•n et al. 19851 Donner et al. 1982> y se presupone que es 

c•paz de activar o incrementar la sfntesis de diversos genes 

<Feldm•n y Nevins 1983). Dicha protein• tiene tiene una vida 

m•di• de 20 a 30 minutos, y se presenta desputs de que el 

encogen f9! ha sido •ctivado, 10 minutos desputs de los 

estfmulos inductores. Estos pueden ser factores de crecimiento 

como el factor de crecimiento derivado de plaquetas <PDGFJ o el 

factor de crecimiento epidermal <EGF> o bi•n compuestos 

sinttticos como el forbol ester <Greenberg et al. 1986). 

En el caso d• ctlulas cancero••• con inserci6n de HPV, se ha 

r•port•do al g•n• m~s,activo <Durst et al. 1987> y a•plificado de 

tres • treinta veces en estados av•nzados de la enfermedad <Riou 

•t al. 1984). 
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4> OBJETIVOS 

La presencia de los HPVs 16 y 18 en estados avanzados del 

CaCu sugiere la existencia de una poblacibn con alto ri•sgo para 

esta enfer-.edad. Esto abre la posibilidad de utilizarlos en 

pruebas de deteccibn en lesiones preinvasoras t•mpranas, lo que 

permitirla distinguir a aquellas pacientes que requieren un 

tratamiento extenso de las que no lo necesitan. 

Ademls, los datos sobre la inciaencia de este virus se 

limitan a los encontrados en paises desarrollados. Resulta por 

tanto, importante conocer si las frecuencia• reportad•• son 

iguales en nuestro pals, ya que el CaCu es muy comOn en la 

poblacibn -.exicana. 

Tambi~ nos interesa conocer el estado f lsico en que se 

encuentra el virus en estas lesiones, ya que se han encontrado 

los tipos lb y 18 integrados al genoma en CaCu, y en forma 

episomal en condiloma y algunas NIC, ya que estos datos nos 

permiten comenzar a explorar, en qu• momento se da la integracibn 

del virus, con la consecuente modificacibn de la expresibn de sus 

genes. 

Por otra parte, se conoce el papel que jueaan los onc04Jene• 

en la g•nesis del c•ncer. Se ha encontrado activo y ainplif icada 
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el encogen m~~ en CaCu, por lo que, conocer si esta activ•ciOn 

se da o no en et•pas previas a esta enfemedad, n~s ayudarla a 

comprender mejor la fisiologfa de esta transformaciOn. 

Por lo tanto, para l• realizaciOn del presente tr•bajo nos 

planteamos los siguientes objetivos• 

1. Conocer la incidencia de los tipos 6, 11 1 16 y 18 del 

virus del papiloma humano en lesiones benignas y precancerosa1 

del tracto genital, en pacientes de dos hospitales capitalinos. 

2. Determinar el estado ff sico del DNA viral <episomal o 

integrado>, en distintos tipos de estas lesiones. 

3. Detectar activaciOn del genoma viral. 

4. Correlacionar la presencia del vi rus y el tipo de l esi On 

con su ubicaciOn y el sexo del paciente. 

~. Determinar la posible amplificaciOn del encogen• c-m~' en 

diversos tipos de lesiones. 
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S) MATERIAL V l'IETDDOS 

S.1> Obtenci6n de biopsias, 

Las ·biopsia• obtenidas d• pacient•• con diagn6stico cllnico 

d• condiloma o NIC, fu9ron proporcionadas por el Hospital Central 

Militar y 1Pl Hospital Regional "Adolfo L6pez Mateas" del ISSSTE, 

de la Ciudad d• Mtxico. La• muestras, en su mayor parte de 

ctrvi ><, vulva y pene, fueron colectadas y 

inmediatamente en hi•lo s•co para posteriorment• ••r proc•s•d•• 

en •l laboratorio. Para cada muestra s• obtuvi•ron lo• sigui•nt .. 

dato•• nam.,-o d• mu•stra, fecha, hospital, diagnbstico cllnico, 

diagnbstico histolbgico, nombre del paciente, edad, sexo, ctdula 

hospitalaria, ocupacibn, estado socio-cultural y proced•ncial 

asimismo se obtuvieron datos de los sigui•ntes ant•c•dentea• 

tabaquismo, uso de anticonceptivos, inicio d• la vida sexual 

activa, namero de parejas sexuales, infeccione• genital•• 

previas, citologlas anormales previas, lesione• genitales en el 

cbnyuge, trataniento previo y otros. 

S.2) Transformacibn bacteriana. 

Be realiz6 utilizando el mttodo de Cohen et al <19821. &e 

utilizaron las cepas C-600, HB-101 y l'tC-1061 de la bacteria 
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Fig. 3. Mapas de restricción de los cuatro tipos de HPV. Las posiciones 
de los sustratos para varias endonucleasas de restricción se se~alan en Kpb. 
La región marcada con lineas representa al vector pBR322. A. pHPV6b (Glss­
mann et al. 1982; Rando et al. 1986). B. pHPV 11 (Broker y Chow 1986; Broker 
y Botchan 1986). C. pHPV 16 (Dürst et a\. 1985; Takebe et al. 1987). O. pHPV 18 
(Broker y Chow 1986¡ Broker y Botchan 1986). 
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s!~Qgc!~b!ª ~Qlt 1 como recipientes para Jos plAsmidos vectores 

de HPVs 6, 11, 16 y 18 Cfig. 3>. asl como para el plAsmido con el 

inserto v-mlr!~ Cfig. 4J. Los vectores utilizados fueron pBR322 y 

pBR313 para los HPVs y v-m'.I:'.~ respectivamente. Los virus HPVs 6, 

11, 16 y 18. fueron donados por el Dr. Lutz Gissmann <Deutsches 

Krebsforschungszentrum, Heidelberg, Alemania Federal> al Dr. 

Mario Casta~eda, y el oncogene viral se compro de la colecciOn de 

oncogenes y proto-oncogenes de American Type Culture Collection. 

5.2.ll Medio de cultivo. 

Se utilizo el medio Luria-Bertrani <LB>, preparado a partir 

de 10 gr·de peptona o triptona de caseina, 

sodio y 5 gr de extracto de levadura, 

10 gr de cloruro de 

por litro dA agua, 

ajustAndose el pH a 7.6. Para un medio sOlido se agregaron IS gr 

de bacto-agar. El medio se esterilizo en una autoclave a 20 lb. 

de presiOn durante 20 min. Debido a que el plAsmido confiere 

resistencia a antibiOticos a la bacteria transformada, la 

selecciOn de ~stas se reAlizO agregando ;unpicilina al medio a una 

concentraciOn de 100 µg/ml Cl1aniatis et al., 19821. 
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Fig. 4. Mapa de restricción de pV-~. Las posiciones de los sustratos para 
varias endonucleasas de restricci6n se senalan en Kpb. La región marcada con 11-
neas representa al vector pBR313. (Vennstrom et al. 1981). 

inacul6 en S MI de lll&'dia LB, d•jlnda•• en a9it•cifln C200 rpm> • 

37'C tad• l• noche. Se ta.•ran 1.2S •l de eate cultiva y •• 

inacul•ran en 100 •l de lledto nueva, agitando • 37'C haata qu• 

alc•nz6 una d•n•idad 6ptica <DO> ·de 0.6 a 600 n• de lan9itud de 

anda. Se calac6 en hiela par 10 •in, y paateriar•ente •• 

centrifu96 • 8000 9 (rotor BSA, centrifuga Sorvall> par• caaechar 

la• bacterias. El batfln fue reauapendida en la Mitad del valu••n 

inicial de CaCl 100 11111 en Tria-HCI a pH 8.0 10 lllf1 y ae tncub6 en 
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hielo por 30 •in. S• c•ntrifu96 • 6000 V par 10 •in V •1 

precipitada •• r•susp•ndl6 en 1/10 d•l valu••n inicial. L•• 

c•lulas ••I obtenidas man susc•ptibl•• d• transfarmacibn dur•nt• 

6 di•• si aan •lm•c•n•d•• • 4•c <"•nd•l y HiQ• 1970J D•v•rt v 
Ehrlich 1979). 

S.2.3> Transformacibn. 

S. colocaron •n un tubo 200 µl d• c•lul•• COlllP•tentes, o.s 

µQ de DNA p•r• transfar••r Cp1a .. 1do con •l ln••rto 

correspondiente> y 10 • 20 µ1 de 6,6,0.2 <NaCl 6 .t1, tris-Htl <pH 

?.S> 6 llM v EDTA 0.2 lllH> deJAndosa incubando en hielo por 30 •in. 

L•• bactari•• fullr'on •Oflletid•• • •hock t•rmico caloc•ndol•• •. ·• 

42"C por 90 •-V· S• •CJrevaron 2 1111 Mdio LB deJlindoH en 

•Vitaclbn durante 4S mln a 37'C. Se plaquearon en cajas con 11edio 

••l•ctlvo. T•nto 1•• c•p•• bacterian•• •ola• co•o aquell•• 

conteniendo plA-ido• 11arc•dares, fueron ••ntenid•• en c•J•• d• 

Petri con llltdia LB con •v•r, y en c••o naca•ario, con aiapicilin• 

• la concentraci6n seflalada. L•• reai9111bras •• r••lizaran 

aprDMi11t•d•1111nt• cad• ... , ta.ando un• colanl• d• la caja y 

•Mpanditndal• en un• nueva par el .. todo de ••trieci6n C,..nlatl• 

.t al. 1982>.· De ••h .. nwa H ..... uro el tener colanla• 

aislad••· L•• c•J•• ••I •INlbr•d•• •• .. ntuvieran • 37'C de l• • 

24'hr•. y CJUArdad•• • 4'C h••t• l• si9ui.nte resietlbra. 
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!5,3> PurificaciOn de plAH1idos a gran &scah, 

Se realizo por el ~•todo de hidrOlisis alcalina d& Birnboim 

y Doly <l979l, 

personal l. 

modi~icado por R. HernAndez <comunicaciOn 

!5. 3. 1 > Creci n,i ento d• bact•ri as y ampli f i caci On de 

pUsmidos. 

Para la amplific•ciOn de plAsmidos s& utilizo •l m•todo 

publicado por Maniatis et al <1992>, d• acu•rdo con •l cual, se 

tomo una colonia de la el!?• recipiente del plAsmido a &wtra&r, v 

se inoculo en !5 mi. de medio LB con selector d• r•sistencia, y •• 

dejO creciendo •n agit•ciOn <200 rpml a 37'C toda la noche. 

Transcurrido est• ti•mpo s• to•aron !50 µl. y•• inocularon en un 

volumen d• 12.!5 ml. de .nedio con ampicilina <100 µg/mll qu• •• 

incubaron hasta alcanzar una d•n•idad optica de 0.6 a 600 nm d• 

longitud d• onda, con el fin de ten•r una poblaciOn viabl• d• 

1X10 c•lulas/ml •n fase logarftmica. A los 12.!5 ml d• cultivo, 

•• l•s ahadi•ron 2!50 ml lflls de 111ttdio con ampicilina y se dejaron 

creciendo a 37'C hasta alcanzar una o.o. de 0.4 qu• es el inicio 

d• la fas• logarltmica del crecimiento. Cuando •l cultivo alcanzo 

••ta fas• se l• adicionaroo 170 µg/ml de cloranf•nicol, con el 

fin de frenar la ,r•plicacibn cromosOmica e incremRntar la 

r•plicaciOn del plAs~ido, ya qu• ••t• no re•ulta tan •ensibl• al 

antibiOtico. B• incubo óe 12 a 16 hrs. y se procediO a extraer 

1 os pUsmi dos. 
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El cultivo d• bact•ri•• con el plAsmido se c•ntrifugO • 8000 

g durante 20 min. <rotor GSA, c•ntrlfuga Sorvall>. El botOn 

celular se r••u•p•ndiO en 2S ml. de un• soluciOn d• glucosa o 

d•xtrosa 50 llM, EDTA 10 mM, tris-HCl CpH 8.0> 2S 11111, y SO lllQ de 

lisozima <Sigma>. Se incubo una hora en hi•lo-agua. D•spu•• d• 

••t• tiempo •• agregaron SO ml de una soluciOn d• hidrOxido d• 

•odio 0.2 N y SDS lY. wlv, y •e dejO en hi•lo por S •in. S. 

aftadieron 37.S ml d• una terc•r• soluciOn d• ac•tato d• •odio o 

potasio 3M y leido •c•tico glacial al 11.SY. vlv, y •• incubo una 

hora en un bafto de hielo-agua. Se c•ntrifugO a 8000 9 por SO •in. 

a 4'C, s• recupero el sobrenadant• y se d•JO precipitando por una 

hora a -1o•c o bien a -2o•c toda la noche en 0.6 vol01141n•• d• 

i•opropanol o en dos volOmene• de etanol. Se centrifugo a 8000 Q 

por SO min. a 4'C y el bottln conteniendo lo• plAsmida• fue re•u•­

pendido en una mezcla d• NaCl 6 mM, tris-HCl CpH 7.S> b lllt1 y 0.2 

mM d• EDTA Cb,6,0.2>. Por Oltimo, el eKc••o de RNA fu• eliminado 

con una incubaciOn de RNA•a CSigma>C20 ug/ml> por una hora a 

37'C. L• digestiOn se freno con O.S ml d• tri•-HCl CpH. 9.S> 1 " 

y 0.4 ml d• •arkosil al lOY., ••guido d• extraccian•• con fenol­

agua y con cloroformo-alcohol i•oamllico 24•1. Se centrifugo a 

8000 o 10 min., recup•rAndo•• l• fase acuo•a. 



S.3.3l Gradiant• de cloruro de cesio, 

Para purificar los plAsmidos se hi~o un gradiente de cloruro 

de cesio, siguiendo el mttodo descrito por Mani•ti• et •l. 

C1982l, que se preparo agregando 6.S gr de cloruro de cesio 

<Sigma> por cada 4.S ml de soluciOn de pl•smidos y 0.1 ml de EDTA 

0,2 l'tl se al'ladieron 0.625 ml de tris-HCl CpH 9,4) y el mismo 

volumen de tris-HCl CpH 9.5J, ambos a una concentraciOn de 1 t'I, 

0.25 ml de sarkosil al 20Y. y 0.4 ml de bromuro de etidio a una 

concentraciOn de 10 mg/ml. Al tubo de la centrifuga <rotor SW 50 

d9 la centrifuga Beckmanl •• le al'ladiO aceite de parafina, 

evitando que quedaran burbujas en el mismo, y se centrifugo a 

4~0 rpm de 24 a 36 horas. La banda conteniendo • los plAsmidos 

se recolecto por introducciOn de una aguja hipodtrmica en el 

sitio donde &sta se encontraba. Se midiO el volumen de la misma, 

y se le al'ladiO un volumen de agua y 2.S volOmenes de etanol. Se 

dejO precipitar al menos una hora a temperatura ambiente y 

posteriormente se cen'trifugb a 12000 g durante 10 min <rotor HB-

4, centrifuga Sorvalll. El boton se resuspendiO en NaCl 6 mM, 

tris-HCl <pH 7,5) 6 mM y EDTA 0.2 mM <6 1 6,0.2) en un volumen 

final da S ml., se •l'l•diaron o.s ml da tris-HCl <pH 9.S>, o.s mi 

da cloruro de litio B M, 0.2 ml de sarkosil al 10~ y se mezclo 

suav...,nte. Se realizaron •Htraccion•• con fanal-agua y clorofor­

mo-alcohol isaamllica 2411 r•cupar6ndo•• la fase acuosa, la cual 

se pr•cipito can 2.5 ml de •tanol al menas una hora a -20'C. 

Desputs de ese tiempo se centrifugo a 12000 g <rotor HB-4, 

centrifuga Sorvalll y el boton de DNA se resuspendio en 6,6,0.2. 
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La muestra •• aantuvo e -20'C hasta •l mom•nto d• ••r utilizada. 

5.4> Extr&cciOn d• leidos nucleicos de condilom••· 

Lo• leidos nucleicos de lo• condilomas fueron purificados 

de acuerdo con un mttodo modificado de Kieg •tal. <1983>. 

S.4.1> PurificaciOn de leidos nucleico• de las c•lula• 

de los pacientlt'S. 

Las biopsia• fu•ron colocadas en nitrOgeno llquido o •n 

hielo seco, in .. diatamente desputs de ser extraldas de la 

paciente, para fijarlas provocando la menar alt•racion posible al 

t•jido, La extracciOn se realizo mediante una ttcnica RK>dificada 

de Kieg, en l~ cual la mu•stra de t•jido fue pulv•rizada •n un 

mort•ro con hi•lo seco agregAndase 3 ml de fenal saturado •n agua 

can hidroxiquinol•ina y acetato de potasio 0,3 M a pH 7.S, y 5 •1 

d• una segunda saluciOn de SDS 0.5Y., EDTA S lll't y ac•tato d• 

potasio 0.3 M, por cada 0.3 gr d• tejida. S• agrego un valu .. n de 

cloroformo-alcohol isoamllico 2411, y s• centrifugo la 11U•stra, 

para s•r recolectad• la fas• acuosas a eeta fase .. l• adician6 

un valumen de isoprapanol para pr•cipitar en fria. La llU .. tra fue 

centrifugada de nueva cuenta y •1 sabrenadante decantada. La 

pastilla conteniendo DNA y RNA, se r•su11pttndi6 en 200 ~1 de agua 

•sttril. 



5.4.2> Separación de RNA y DNA. 

A 1 a muestra de DNA y RNA re!iUspendida en agua se le adicio­

n6 un volu1111m de cloruro de litio 4 " y se dejo precipitar 4 hrs. 

a 4 •c. Se centrifugll a 12000 g por 20 •in <rotor SS-34. cen'trl-f'u-

ga Sorvall>. La pastilla, que contiene un .. c..., de .... - lav6 

con etanol al 70X y - l• agreg6 cloruro dlt --onesio 5 ... y 20 

µg/ml d• DNAsa CSig->. DesplJM de 20 mn dlt incub.::ien. -

freno l.a digesti6n con EDTA S .,. y - adicionAron 2.5 vol~ 

de •tanol al 70X para hacer un 1 avado, y par lilll ti.a, - r~ 

di6 en 6,6,0.2. 0.1 sobrenadante de la pri....-a centri•ugaciCln se 

precipit6 el DNA can 0.6 vo16- de isapr~I o bl.. 2 • 

etanol, •i!lllD que H resu911endi6 Bl 6,6,0.2. ~ 90luci- -

mantuvieran a -20•c hasta •l .amento de ..,. ut:ilizadas. 

5.5) Cuantificacilln de Acidos nucleicos. 

La cuantificaci6n se efectu6 siguiendo los ~odas ct.scrit:IS 

por Maniatis et al C1982>. El priaero cansiste en ~rofot~ 

tria a 260 n• de llJf'lgitud, en b.- a la rel1tellln1 1 no-so JllWl'lll 

de DNA de dable cactmna. La relK:i6n Bit.re 1 .. lmct:.r .. a 260 1' 

280 n• se uttliz6 para dlrtarllinar illPUr'n .. par pratelna. cansi­

derAndose pura una ....t:ra can Indice i ... l a..,_. d9 1.8 .,_.. 

DNA y 2.0 para RNA. El .......,., 9tado - baM .. el-=t.rofcr..i-. 

en la que se ca.par6 un vol.-. canacido de la .....t.ra * 
concentracil>n desconocida y can diluciones suc .. ivas de un. 

muestra de concentraciOn conocida. El gel se tift6 con bromiro de 
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etidno y se expuso en un transiluminador de luz ultravioleta a 

:liiO 111J111 de longitud. 

5.6> El..:trofaresis d• leidos nucl•icos. 

La el-=trDfor•sis d• leidos nucl•icos •• ll•vb a cabo •n 

cllllras hcriztx1tales, utilizando g•l•s de agarosa <tipo 1, SiQma> 

il1 o.ex. t..s 11UeStras se corri•ron adicionlndole• 1/S parte d• 

a..rt:iguadar d• -.i•stra <azul d• bromof•nol 0.2SY., xilan-cianol 

0.2SZ, glicerol :SOX en H O>. Como amortiguador d• corrida •• 

utlliz6 T8E Ctris-barata 0.89 "• EDTA 0.002 "> o TAE <tris­

.cwtat:o 0.04 "• EDTA 0.001 ">· Los corrimi•ntos s• •f•ctuaron 

•l!c.nda ..- valtaj• d• 90-100 v. La visualizacibn d• los leidos 

11JUCleicos sa r•aliz6 adicionando bromuro d• •tidio 1 ~olml • 

irradiando el gel en un transilu•inador d• luz ultravial•ta a 260 

ll'Mll «Sauthern 1980>. 

5.7J Desinsercibn de las sondas a partir del vectar. 

t.. d9slnsmrcif>n 5e r•aliz6 digiri•nda con endanucl•a•a• d• 

~iccUln •1 plAuida can •l ins.,.ta en los aitia• sef'laladas en 

1 .. ....- Cflp. 3 y 4>. s. carri6 un Q•l d• aoaroaa al o.n. La 

--iNr'..:ien del DMA d•l G•I de aQaraaa •• r•aliz6 d• acuerda con 

el ..et.mio de Birvttz •tal. (1980> niediante •l cual, una v•z 

lacalizm. la banda en •1 CJ•l, con una l l91para de luz lN de onda 



larga C300 nm>, se procedió a hacer Lina incisión con un bisturl 

exactemente en frente de la banda. En esta abertura se colocaron 

un pedazo de papel Whatman 3MM y una pieza de membrana de 

di~lisis sencilla detras de éste. Una vez cerrada la abertura se 

continuó la electroforesis hasta que la banda migró al papel. 

Tanto el papel Whatman como la membrana fueron doblados y 

colocados en un tubo de polipropileno de 400 µl con un orificio 

en la parte inferior, y este a su ~ez dentro de otro tubo de 1.5 

ml. Se centrifugaron los tubos tres veces a 12000 g en una 

microfuga CEppendorf l agregando en cada centrifugación 100 ul de 

un amortiguador de elLtciOn CNaCl 0.2 M, Tris-HCl pH 7.6 50 mM, 

EDTA lmM y SOS 0.1Xl al tubo de 400 µl, recuperando el eluido 

después de cada una. Se realizaron extracciones con fenal, fenol­

cloroformo y cloroformo! el DNA se precipitó con etanol a -20'C y 

fue resuspendido en 100 ul de H O o TE. 

5.Bl DigestiOn con endonucleasas de restricción. 

Se utilizaron las endonucleasas Eco R1, Bam Hl, Bgl II, Hind 

III y Pst I de Bethesda Research Laboratories <BRL, CatAlogo 

1987>. Se utilizaron dos diferentes amortiguadores de digestion, 

cada uno de diferente fuerza iOnic:a. Para l•s tres primeras 

enzimas se utilizO un amortiguador de gran fuerz• iOnica <tris­

HCl pH B.O 50 mM, MgCl 10 mM, NaCl 100 mM>, mientras que para 

las otras dos se utilizo un amortiguador de fuerza iOnica mediana 

<tris-Hc:l pH 8.0 50 mM, MgCl 10 mM, NaCl 50 mM> <BRL buffer 

chart>. Se preparo una mezcla de digestiOn conteniendo l• 
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concentraciOn de DNA a digerir, el amortiguador de digestiOn 

apropiado (1 X> y de 1 a 3 unidades de enzima por µg de DNA. La 

incubaciOn se llevo a cabo al menos durante 4 hrs. a 37'C para 

las primeras cuatro enzimas, y a 30'C para Pst l. Las reacciones 

fueron detenidas con amortiguador de muestra (1 X> <Maniatis et 

al. 1982>. 

5.9> HibridaciOn en punto y Southern. 

Los métodos de hibridaciOn empleados se basan en la 

desnaturalizaciOn del DNA, su inmovílizaciOn en filtros de 

nitrocelulosa, e hibridaciOn con sondas marcadas CNoyes y Starlt. 

1975>. El primero permite detectar la presencia del viru•, 

mientras que, por el segundo, se pueden detectar rearreglos 

genéticos de 6ste en el DNA celular, asl como su estado flsico 

<Southern 197~>, 

5.9.1> HibridaciOn en punto. 

El filtro de nitrocelulosa <Schleicher & Schuell BA 85> •e 

hidrato en acetato de amonio 1 M o bien en SSC 20X CNaCl 3 "• 

citrato de sodio 0.3 M>. La muestra, previamente de•naturalizada, 

fue aplicada al filtro utilizando la ca~ara Bio-dot <Bio-rad>. El 

filtro se horneo a 80' e y a una presi On dtt 20 mm Hg d• 2 a 4 hr •· 
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5.9.2> Hibridacion tipo Southern. 

Las muestras a hibridar se corrieron por electroforesis en 

un gel de agarosa <tipo ll al o.ax de o.a cm de grosor Y en 

amortiguador de corrida TBE o TAE < 1 )() <Southern 1980). La 

tr•nsferencia del DNA a los filtros de nitrocelulosa se realizo 

por el m•todo de Southern < 19751 • El ONA en el gel se 

d•snaturalizb sometiéndolo a un tratamiento en HCl 0.25 N durante 

15 min., dos veces. Posteriormente, el gel se lavo en agu• 

d•stilad• y se puso en presencia de NaOH 0.5 N y NaCl lM durante 

15 min. dos veces. Nuevamente se enjuago en agua destilada, 

n•utraliz•ndo la base con un tratamiento en tris-HCl O.S M <p~ 

7.4> y NaCl 3 M, dos veces. La transferencia del gel •l filtro se 

hizo montando un dispositivo que consiste en poner el gel en 

contacto con el filtro y permitir l• transferenci• por arrastre 

de buff•r salino <SSC 10 X> de 12 a 24 hrs. El filtro se horneó 

2 a 4 hrs. a una presiOn de 20 mm Hg a eo•c. 

El m•rcaje con nucl•btidos r•diactivos C Pl o biotinil•dos se 

realizo utilizando los juegos par• "Nick translation" d• Beth••da 

R•••arch Laboratories <BRL, Catalogue no. B239BA> y Am•r•ham 

<Am•rsham lnternational, 198411 tambi•n se pr•parO un juego 

utiliz•ndo nucleOtidos frias y 9nzimas de Sigm•. El marcaje se 

r•alizb agregando en un tubo las soluciones contenidas en el 
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juegol soluciones Al-A5 CdNTPs no marcados 0.2 ml't en tris-HCl 500 

mM <pH 7.B>, MgCl 50 mM, 2-mercaptoetanol y 100 ug/ml de 

alb~mina de suero de bovino <BSA>>, 1 ug del DNA a marcar, O.l"'" 

del nucleOtido biotinilado o 25 uCi del radiactivo, soluciOn C 

(0.4 unidades/u! de DNA Polimerasa 1, tris-HCl 50.,. CpH 7.51, 

acetato de magnesio 5 mtt, 2-1119rcaptoetanol m~, 

fenilmetilsulfonil fluoruro <PMSF> O.l lllf1, glicerol 50Y. y BSA 

libre de nucleasas 100 µg/ml. La mezcla se incub6 a 15'C por 90 

min. y la reacciOn se paro con la soluci6n D <EDTA JOO mM pH B.O> 

<Rigby et al. 1977>. El dUTP biotinilado se adquiriO de BRL y C -

PldATP fue comprado a Amersham. Para separar el DNA marcado de 

los nucleOtidos libres, la mezcla se pas6 por una colu11na de 

Sephadex G-50 equilibrada con SSC lX-SDS o.1x, preparada en una 

jeringa de ml de acuerdo con el mttodo de Maniatis et al. 

11982>. La muestra de DNA se aplic6 a la colu1111a y centrifugo a 

1,600 g por 4 min !rotor HB-4, centrifuga Sorvall>, siendo el DNA 

marcado colectado en el eluido, mientras que los nuclelttidos no 

incorporados permanecen en la columna. Se trabajO con una 

radiactividad especifica de lXlO cpm/ug de DNA, •i... que se 

determino en un contador de centelleo liquido <Beck .. n>. Todos 

los pasos del marcaje con cJ2 Pl se realizaron utilizando un 

mandil de plomo y trabajando detrAs de una •a~ara de lucil• "" 

un cuarto destinado para tal efecto. 

5.9.4> Condiciones de hibridac10n. 

El filtro se colocc!> en un amortiguador de preh1b,-1dac10n <10 
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ml/100 cm21 en una bolsa de polietileno sellada, de 2 a 4 hrs. 

Los componentes del amortiguador variaron dependiendo de las 

condiciones de hibridaciOn lap~nd1ce 7.1>. En condiciones 

estrictas (Tm-lOl éste se preparo con formamida desionizada al 

45X, SSC 5X, Denhart SX, fosfato de sodio lpH 6.Sl 25 mM y DNA de 

arenque !Sigma> 500 ).tg/ml, siendo la incubaciOn a 42'C. En 

condiciones relajadas <Tm-40), la formamida se agrego a una 

concentraciOn del lO'l. y la incubaciOn se ! levo a cabo a 35'C. Una 

vez prehibridado el filtro, el amortiguador de prehibridaciOn fue 

extraJdo de la bolsa, y se agrego el amortiguador de hibridaciOn, 

el cual presenta la misma concentraciOn de formamida, SSC, 

fosfato de sodio y DNA de arenque que el amortiguador de 

prehibridaciOn, pero el Oenhart se adiciono en una concentraciOn 

IX, ademas de adicion~rsele dextrAn sulfato de sodio al 10X y de 

100 a 400 ng de la sonda marcada, la cual fue previamente calen­

tada a 95'C por 5 min. para desnaturalizar, y enfriada a -70'C en 

etanol-hielo seco por 5 min. Se incl1bO a 35'C en condiciones 

relajadas y a 42'C en condiciones estrictas, por el tiempo 

reql1erido <Ap~ndice 7.2>. Posteriormente se realizaron lavados 

del filtro con 250 ml de soluciOn de ssc 2X-SDS o.1x, ssc o.2x­

SOS O. tx ambos a temperatura ambiente, con SSC 0.16X-SDS 0.1% a 

65'C en condiciones estrictas y a 32'C en condiciones relajadas, 

y final.mente con SSC 2X-SDS 0.1X a temperatura ambiente. Todos 

los lavados se llevaron a cabo por duplicado por 3 min, con 

excepciOn de aquél con SSC 0.16X-SDS 0.1X donde cada lavado durb 

1~ min. 
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5.9.5> DetecciOn del DNA biotinilado en nitrocelulosa. 

Para la visualizaciOn de sondas biotiniladas se siguiO el 

ml>todo desarrollado por Leary et al. < 1983). Primeramente se 

lavo el filtro en el amortiguador 1 <tris-HCl 0.1 M <pH 7.S>, 

MgCl 2 mM, tritOn X-100 o.os~ <vlv>>, y se incubo por 20 min. a 

42'C en el amortiguilldor 2 (al bltmina de suero bovino 3'r. (p/v) en 

el amortiguador 1> precal entado. Cuando la hidrataciOn no fue 

uniforme se le dieron 20 min. mls a 42'C. Se dejO secar a BO'C en 

vacio <20 mm Hg> de 10 a 20 min. El filtro se rehidratO en el 

amortiguador 2 por 10 min. Para detecciOn, se coloco el filtro en 

presencia de avidina o estreptavidina 2 µg/ml en el amortiguador 

(3 ml/100 cm2 de nitrocelulosa> por 10 min. Se hicieron tres 

lavados de 3 min. cada uno en el amortiguador 1, y se incubo el 

filtro por 10 min. en presencia del polfmero de biotina-fosfatasa 

alcalina µg/ml en el amortiguador 

nitrocelulosa). Se realizaron entonces 

<3 ml/100cm2 

lavadas con 

de 

el 

amortiguador 1 y con el amortiguador 3 <tris-HCl 0.1 M <pH 9.5>, 

NaCl 0.1 M, MgC12 50 mM>. La visualizaciOn se llevo a cabo 

colocando el filtro en presencia de colorante <2.4 mg nitroazul 

de tetrazolio y 1.2 mg de 5-bromo-4-cloro-3-indol fosfato en 7.5 

ml del amortiguador 3 por cada 100 cm2 de nitrocelulosa>. 

Posteriormente se lavo el filtro en tris-HCl 20 mM <pH 7.5> y 

EDTA 5 mM, dejando secar en vacío <20 mm Hg> a BO'C por l o 2 

min. 
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5.9.6) Sintesis del pollmero de biotina-fosfatasa 

alcalina, 

La sfntesis de este polfmero se hi:o de acuerdo con el 

m~todo de Leary et al. C1983>. Todo el procedimiento se llevb a 

cabo a 4'C. Primero se agregaron 5 .ul de solucibn de 

de disuc:c:inimidi 1 suber.:1to <DS> 5 mg/ml a 1 mi de soluciOn 

fosfatasa alcalina <FAl ! mg/ml en NMZT pH 7.ó <NaCl 3 M, MgCl 

mM, ZnCl 0.1 mM, trietanolamina 30 mM>, me:clando suavemente por 

1 a 2 mi n. Se agregaron entonces S J.tl mAs de OS y se agito por 40 

min. Se a~adieron 10 ul de cadaverina 0,1 mg/ml en Nl'IZT y se dejó 

agitando 20 min, repitiendo esta operacion tres vec•• mls, y 

haci ~ndol o una cuarta vei:, pero •gregando 30 µl de c•daveri na/nil 

de reacciOn. Finalmente se adicionaron 2 µl de cadaverina no 

diluida y se agit6 una hora mas. Se dializo contra. NHZT por 2 

hrs,, cuatro veces. Se agregaron 10 ul de soluciOn de biotina <20 

mg/ml> por cada mg de FA y se dej6 agitando por 2 hrs. Se dializó 

contra N"ZT. Se agr•gO azida de sodio •l 0.2Y. y s• transfirió la 

soluci6n a un tubo de polipropil•no d• s.s ~l. 

Se utilizaron placas para r•diografla <~odak X-0...t AR> qu• 

•• expusi•ron •n pr•••ncia d•l filtro de 2 a 3 dlas. Esto se 

realizo colocando am~os en un ca•••tt• para placas radiQCJrlficas, 

a -70'C, en un ultracongelador <Reveo>. Las placas •• revelaron 



exponi~ndolas 15 min. en revelador Foto Flow <Kodakl, 5 min. •n 

H O y 10 min. en fijador (Kodak>. 
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6l RESULTADOS 

6.11 HibridaciOn en punto con HFVs ó, 11, 16 y 18, 

Se realizaron 

DNA y uno para RNA. 

cuatro ensayos de hibridací6n en punto para 

Para los primertos tres, y para el de RNA, 

las sondas se marcaron con biotina, mientras que para el otro con 

[32pJ. 

De 44 pacientes se tomaron un total de 58 muestras de las 

cuales, 44 se ensayaron para DNA y 14 para RNA. Seis muestras 

fueron estudiadas en ambos tipos de ensayos. 

Del total de muestras, 3q fueron de 111Ujeres, correspondiendo 

17 a c~rvix y 22 a v1.1lva, siendo un total de 29 condilomas, dos 

NIC I y dos NIC III. De hombres se analizaron nueve muestras de 

condilomas, cuatro de pene, tres de meato urinario, una de ano y 

una de glande. 

6.1.1> Hibridac16n para DNA. 

Las hibridaciones con DNA •• realizaron utilizando CDftlo 

sondas los cuatro tipos virales, desinsertados del vector 

<pBR322>, cada una en filtros separados. Todas las hibridaciones 
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fueron en condiciones estrictas CTm-121, y fueron r••lizadas 

utilizando una sonda a la vez. Por altimo, se utilizaron todas 

las sondas en conjunto pero a Tm-40 para tener condiciones 

relajadas a fin de poder detectar la presencia de alQ6n otro tipo 

viral. 

No. muestra Diagnóstico clínico HPVs T 

43 NIC III de cérvix 

41 NIC I de cérvix 

3 Condiloma acuminado de vulva 

~ Condiloma acuminado de glande 

31 Condiloma acuminado de meato 

~ Condiloma acuminado de meato 

1 Condiloma acuminado de cérvix 

Controles positivos • ~ •· ' 

Controles negativos 
~ 

Fig. 5. Hibridación en punto del filtro no. l con HPV~ 6, 11, 16 y 18 
en condiciones estrictas, y con todos los tipos virales a la vez (T) en 
condiciones relajadas. Las sondas se marcaron con biotina. Se pusieron 10 ~g 
de DNA por punto. 
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Como m•ncionO con anterioridad, 

hibridaciOn en punto con DNA se realizaron en cinco filtros 

dif•r•ntes. La figura S muestra los resultados obtenidos en el 

primer filtro. Como puede apr•ciarse, la mayorla de los casos 

resultaron positivos para HPV 6 u 11, siendo todos positivos para 

uno u otro Hf>V. Esto se conf irmO ademls al hibridar can los 

cuatros tipos virales a la vez, ya qu• como puede obs•rvar•• 1tn 

la misma figura, todos resultaron positivos. Los r•sultados 

obtenidos en los otros filtros no se 1111.1estran. Aslmist110, •• 

observa que en el caso de pacil!ntes con dos biopsias, una de 

c•rvix y una de vulva, los resultados de presl!ncia y aus•ncia d•l 

virus, coinciden. 

El anllisis d• los r•sultados de los S filtros, para cada 

tipo de lesiOn, •• t11.1estra en la tabla 111. Stt observa una 

predominancia del HPV 6 en la totalidad de los casos, se9uido de 

HPV 11 y HPV 19. Cabe sef'lalar que, dado el ta•afto de al9unas de 

las muestra• Cla mayorfa de las vece• su peso fue inferior a 0.1 

gr>, la cantidad de DNA que se extrajo de las •ismas fue tallbi~ 

lllUY pequltl'ra, por lo que no u pudieran 11nsayar todos las casos 

para todos los tipos de •ondas virales. Esto •• debe a que los 

filtra• en los que se uso sondas marcadas can biatina sala pued9'1 

ser utilizados una 

marcada• con [l~PJ, 

vez• la •iSllD na acurrUt para la• sondas 

ya que las filtro• pueden s.,- lavados y 

reutilizados varias veces. 
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Tabla llI. Anllfsis de l~s resultados obtenidos por los ensayos de h1brfdac16n en punto 
con DHA. las muestras 1·29 corresponden a cond11omas acumtnado y vegetante; muestras 30-38 a 
condflomas acumtnado y vegetante de hombre; muestra 39 a condtloma plano de mujer; muestra 40 
a prurfto vulvar; ~estras 41 y 42 a neoplasia 1ntraep1te11a1 cervical (NIC) I de mujer y las 
muestras 43 y 44 a NlC llI de mujer. 

""• Ml''U ........ ,. 11 I~ ll ... ..... ,. • n u 11 

11 ., 111 

14 

" 
"' 111 

,. 
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ar "r h .. 

11 "' "' " 111 .. 111 

• h 
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u ,. 111 .. .. 
u 

11 " "' .. 
" 

Abrevl1tur1$: + • positivo; • •negativo; NE• no estudiado. 



En la tabla IV se muestra el porcentaje de casos positivos 

para los diferentes tipos virales en condilomas acuminado Y 

vegetante, condiloma plano y NIC I-III. Puede apreciarse que en 

el primero y Oltimo tipo de lesiones existe una predominancia del 

HPV 6 <que en NIC I-III llega a ser hasta de lOOX>, se9uido de 

HPV 11 y, en menor proporciOn de HPV 18; mientras que para HPV 16 

la incidencia es muy baja o nula. Para el caso del condiloma 

plano, dado que solo se conto con un caso, no se puede 

generalizar en los resultados. 

Tabla IV. Porcentaje de casos positivos para los HPVs en las diferen­
tes lesiones analizadas por hibridación en punto (casos positivos/ total). 

HPVs 
Diagnóstico 6 11 16 18 

Condilomas acuminado 84.2% 57.5% 4% 33.3~ 
y vegetante ( 32/38) ( 19/33) (1/25) (8/24) 

Condilorr.a plano 0% 0% 0% 100% 
(0/1) ( 0/1) (0/1) (1/1) 

Neoplasia intraepitelial 100% 50% ox 50~ 
cervical I-III (4/4) (2/4) (0/4) (2/4) 

Como se observa en la tabla V, al comparar los casos de 

ccndilomas tanto para hombre como para mujer, las tendencias 

mencionadas anteriormente, sobre los tipos virales presentes, •• 

mantienen. Para todos los tipos de HPVs, con excepciOn del HPV 

16, s• puede apreciar que 1 a i nci denc i a resulta mayor en hombres 

que en mujeres• esta diierencia resulta particularment• marcada 

para el HPV 18. 
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Tabla v. Porcentaje de condilomas acuminado y vegetante positivos pa­
ra HPVs en mujer y hombre (casos positivos/ total). 

HPVs 
6 11 16 is 

Mujer 79. 3% 45.8% 5.5% 16 .6~ 
(23/29) ( 11/24) (l/18) ( 3{18) 

Hombre 100% 88.8% 0% 71.4;!; 
( 9/9) (8/9) (0/7) (5/7) 

Tabla VI. Porcentaje de condilomas acuminado y vegetante positivos 
para HPVs en muestras de cérvix y vulva (casos positivos/ total}. 

HPVs 
6 11 16 lE 

Cérvix 80% 42.8% 20% 4m; 
(8/10) (3/7) (l/S) (215} 

Vulva 82.~ 40% 0% 9'! 
(14/17) (6/15) (0/11) ( I/11) 

Al comparar los casos de condiloma en ctrviM y vulva .. 

observa en la tabla VI que las proporciones d• incidencia de 109 

HPVs se mantien•n mAs o menos constantes, qu•dando •l HPV 6 c090 

el, mlis comtin, s•g.uido de los tipos 11, IB v 16 .,, re9C>ectl.,,o 

orden de frecu•ncia. 
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En la tabla VII se muestra ol n6mero de casos de candi lomas, 

que resultaron positivos para diversas combinaciones de los HPVs, 

observ~ndose una mayor tendenci• a la infección multiple en 

hombres que en mujeres. Asfmismo, aunque la infección simult~nea 

de HPV 6 y HPV 11 es la m&s camón, tambi•n se encontraron otras 

asociaciones, principalmente entre HPVs 6 y 11 con HPV 18, y con 

mayor frecue~cia en hombres que en mujeres. 

Al comparar el n~tmero de casos positivos para i nfecciOn con 

uno o mis tipos virales, como se aprecia en la tabla VIII, se 

encentro en mujeres una predominancia en la infecciOn con uno o 

dos virus, mientras que en hombres no se encontró inf•ccion con 

un solo tipo viral, y si se detecto una mayor proporciOn de 

infecciOn m~ltiple, sobre todo con tres tipos de HPVs 

Los casos de NIC estudiados <I y III> y la frecuencia de 

apariciOn de los diversos HPVs en los mismos, se muestran en la 

tabla IX. Al igual que para los casos de condiloma, se apr•cia 

una predominancia de HPV 6 seguida de HPVs 11 y 18. Las datas 

encontrados en condiloma al respecto d• la alta incidencia de HPV 

181 son congruentes con lo encontrado en los casas de NIC I y 

III, donde se observa una predominancia en la incidencia d• HPY 

18 sobre HPV 16. 
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Tabla VII. Porcentajes de casos positivos para diferentes cont1naciones de HPVs en mujer 
y hombre· (casos positivos / total). 

6 y 11 6 y 16 

Mujer 31,SS 6,31 

(7/22) (1/16) 

Hombre 88.RS OS 

(8/9) (0/7) 

Combinaciones de HPVs 
6 y 18 11 y 16 11 y 18 

16,61 

(2112) 

71,41 

(5/7) 

6,2% 

(1/16) 

0% 

(0/7) 

6.21 

( 1/16) 

71,41 

(5/7) 

16 y 18 

os 
( 0/16) 

os 
(0/7) 

6, 11 .:6, 11 
y 16 y 18 

2oi 

(1/5) 

01 

9,11 

( 1/11) 

71,41 

(0/7) (5/7) 
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Tabla VIII. Porcentaje de casos positivos para uno o mSs tipos vira­
les ~.mujeres y hombres (casos positivos / total). 

o 2 3 4 

B. 7~: 52.1% 26'.'.; 13'.; o·· }lr .. jer " { 2/2 3) (12/2 3) ( 6/23} ( 3/23) ( 0/2 3} 

Honbre o;, O' r. 28. 5~. 71.4'..; o:-; 
(0/7) (0/7) (2/7) (5/7) (017) 

T:~la IX. Casos de neoplasia intraepitel ial cervical (NIC 1-lll) PO• 
si ti vos para los diferentes tipos virales (casos positivos I total}. 

ruc f 

NlC rn 

6 

2/2 

2/2 

6.1.2> HibridaciOn de RNA. 

11 

1/2 

1/2 

HPVs 
16 

0/2 

0/2 

1/2 

1/2 

La hibridaciOn con RNA se realizo para les HPVs 6 y 11, 

siendo •stos casos de condiloma y condiloma plano; mientras que 

un caso de NIC I solo •• hibridO para HPV 16. 

En la tabla X •• muestra el anllisis de los resultados 

obtenidas .o esta hibridacion. De trece muestras estudiadas, 

todas fueron positivas para HPV 6, mientras que solo tres fueran 

positivas para HPV 11 C23Y.l, aprecilndose una mayor expresiOn del 

primer virus. En tres mu•stras •• obtuve respuesta positiva para 
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HPVs 6 y 11J la Onica muestra para HPV 16 resultb positiva. 

Tabla X. Ana1isis de los resultados obtenidos por el ensayo de hibri­
dación en punto con RNA. Las prir.eras doce muestras corr~sponden a _con~i­
lomas acuminado y vegetante; la rruestra 41 a una neoplas1a intraep1tel1al 
cervical (NIC I); y la muestra 45 a condiloma plano. 

No. muestra 6 11 16 18 

36 p + NE NE 

3 V + NE NE 
4 ex + + NE NE 
5 V + NE NE 
6 ex + NE NE 

10 V + NE NE 
46 V + NE NE 
47 V + NE NE 
48 V + NE NE 
49 V + NE NE 
50 V + + NE NE 
51 ex + NE NE 
41 ex NE NE + NE 
45 V + + NE NE 

Abreviaturas: + = positivo; - = negativo; NE = no estudiado; ex = cérvix; 
v = vulva; p = pene 

Le tabla XI muestra una comparaci6n entre lo• resultados 

obtenidos mediante las hibridacior1•• con DNA y RNA para la• 

muestras que se analizaron para afllbo• casos. De cinco ca•o• de 

condiloma positivos para HPV 6 con hibridacien con DNA, todos 

fueron positivos para HPV 6 con hibrldacibn can RNA, -ientras que 
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uno mAs que fue positivo tambi•n para RNA, no lo fue para DNA. 

De seis casos estudiados para HPV 11 1 dos fu•ron positivos para 

DNA y negativos para RNA, mientras que otro fue positivo para 

RNA y negativo para DNA; el resto coincidieron en negatividad. 

Tabla XI. Comparaci6n entre los resultados obtenidos para los casos 
ensayados tanto para DNA como para RNA por hibridación en punto. 

HPV 6 HPV 11 
No. muestra ONA RHA DNA RNA 

3 + + + 

4 + + + 
5 + + 
6 + + 

10 + + 
36 + + 

6.2> Hibridaci6n tipo South•rn can .. v. 6, 11, 16 y 18. 

S• realizaron cinco ensayo• tipo South•rn d• los cual••• los 

analizadas por hibridaci&n en punto <•u•stra• S, 7, 11, 18, 22, 

24, y 441, Mientra• que para los tr•• r .. tant•• •• utilizb DNA d• 

nu•vos pacientes, siendo 12 d• 111UJ•r•• y una hotllbre. Las .ueatr•• 

d• niujer fueron• cuatro candil0111•• d• ctrviK, cuatro de vulva y 

una d• uretral tr•• condil0111•• planos, uno de vulva, una de 

c•rviK y uno de clltori•I cuatro NIC JJI, da• de vejiga , una de 

vulva y uno d• c•rvixl la muestra de hatlbr• fu• un condiloma de 
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m•ato urinario. 

Todas 1 as 

coc - 3 ~PJATP ( 1 X 10 

sondas utiliz•das 

cpt11/}Jg DNA>. 

fu•ron marcada• con 

6.2.1> Southern d• filtros con niuestr•• •n••Y•d•• por 

hibrid•cibn en punto. 

S. colocaron •i•t• 111U••tres, con 1.2-2.0 }JQ por cerril, cede 

una de l•• cual•• •• digirib con la• endanucl••••• B•• Hl, ~l II 

y Pst I, •d•••• de ponerse una llU .. tra sin diQ9rir. 

Estos filtros fueron hibridedas can HPV 6 en condician•• 

••trict•• CT111-20J. El Onica cesa qu• dib •tlfl•l po•itiva fu• •l 7 1 

qu• en •l enllisi• previo .en punto habla r•sultada po•itivo para 

HPV 6. COiia puede apreciar•• en la fiQUra 6, la stlflal positiva 

111Uestre un estado flsico episbmica a no intecarada, dedo porqu• 

las bandas obtenidas coinciden con •1 p••a 11alecular del virus 

d•sinsertado. 

La hibridacibn can HPV 11 v HPV 18 en condician•• relajada• 

CT111-40l p•r• estas dos filtras na dieran s9f'lal positiva. 
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Fig. 6. Resultados de la hibridación tipo Southern con HPV 6 (Tm-12) y 
HPV 16 (TM-40). A. Condi~oma de cérvix, muestra no. 7 (2 µg por carril); B. 
Vulvitis condilomatosa, muestra no. 5 (1.2 ug por carril). a, b, e y d. geles 
teñidos con bromuro de etidio de DNA digerido en el siguiente orden: Bam HI, 
B~l II, Pst I y sin digerir; a', b', e' y d'. autorradiografias correspon­
dientes a cada muestra, de la hibridación con HPV 6; a", b", e" y d". auto­
rradiografias de la hibridación con HPV 16. Se selalan los pesos moleculares 
(en Kpb) de los fragmentos de DNA de fago lambda digerido con Eco RI. 



Con HPV 16 en condicione• rel•J•d•• CTm-40J, se obtuvo 

positividad en cuatro casos, mismos que por hibridaciOn en punto 

habfan resultado positivos para uno u otro HPV. Los patrones de 

bandeo en las sehales positivas resultaron ser diferentes de lo 

esperado, migrando a diversas alturas, dependiendo de l• enzima 

utilizada en su digesti"On. En el caso !5, se obtuvo un b•nd90 

similar al del caso 7 con HPV 6, mientras que este ~ltimo c•so 

para HPV 16 mostrO bandeo diferente como se aprecia en la 

figura 6. 

6.2.2> Southern con muestras no probadas por hibrid•ciOn en 

punto. 

Los tres filtros contuvieron 17 muestras de condilom•• <10 

ug por carril>, cada una digerida ccn Bam Hl y Bgl IJ y •in 

digerir. 

Los filtros fueron hibridados con HPV 18 en condiciones 

refajadas CTm-40], Aunque resultaron positivos los 17 casos, no 

se apreciaron bandas definidas en todas las muestras. 

En 12 casos, al digerir con Bam Hl, la se~al no se localizo 

en la zona de pese molecular correspondiente al virus colllO 

monomerol pero en todos se detecto a ••ta altura al utilaz•r la 

enzima Bgl II, como se muestra en la figura 7. En un solo c.'º• 

la enzima Bam Hl digiriO el virus y la band• migro• la , •tur• 

del marcador viral. 
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Fig. 7. Resultados de la hibridacid'n tipo Southern con HPV 18 (Tm-40). 
A y B. Condilomas de cérvix muestras 45 y 46 respectivamente. a y a'. gel 
teñido con bromuro de etidio y autorradiograffa del DNA de condfloma digerí 
do con Bam HI (10 µg), by b'. gel y autorradfografia del DNA digerido con­
Bgl II (10 µg), c y c'. gel y autorradiograffa del DNA sin digerir. A la 
izquierda se señalan los pesos moleculares (en Kpb) de los fragmentos de 
DNA de fago lambda digerjdo con Eco RI. 



6.3> Hibridacibn tipo Southern con el encogen v-m~G· 

Se realizo un ensayo de hibridaciOn con v-m~' en los 

primeros dos filtros estudiados para HPV. El oncog•n viral fu• 

marcado con biotina, y la hibridaciOn se llevo a cabo en 

condiciones estrictas tTm-121. Dicha prueba resulto negativa, lo 

que es explicable en base a la falta de sensibilidad del ensayo, 

ya que en lugar de diez microgramo• de DNA, se tenían 2 y 1.5 ug 

por carril. 

6.4> Hibridacilln cruzada con HPV• 6, 11, 16 y 18. 

Se realizo un ensayo de hibridaciOn cruzada usando como 

sondas los diferentes tipos virales marcados con [Jlp] y a ello• 

mismos como blanco. 

Los tipos 6 y 11 sa •nsayaron en condicion•• relajadas rTm-

40l, obteni•ndo•• resultados positivo• 9n todos los casos. Los 

HPVs 16 y 18 se hibridaron en condicione• tanto estrictas rTm-lOJ 

como relajadas CTm-40l. Como puede verse en la figura e, en 

condiciones relajada• todos resultaron positivos, mientras que en 

condiciones de alta ••tringencia, sOlamente hibridO el v&rus 

correspondi9nte. 
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Fig. 8. Resultados de la hibridación cruzadG con HPV 16 (A) y HPV 18 (B). 
a. Gel teñido con bromuro de etidio (1 µg/ml) y vísto con luz UV, del plAsmi­
do con el inserto correspondiente a la sonda viral utilizada (digestiones: 
HPV 6 con Eco R1 y Bam H1, HPV 11 con Bam Hi, Hí?'/ 16 con Bam H1 y HPV 18 con 
Eco R1) (Ver fig. 3). b. Autorradiografla en condiciones relajadas (Tnl.~20). c. 
Autorradiograf!a en condiciones estrictas (Tm-12). Se pusieron 2 ug de DNA por 
carril. 



7l DISCUSION 

En base a nuestras evidencias experimentales podemos decir 

que el virus del papiloma humano se encuentra asociado a las 

lesiones benignas en frecuencias definidas, con una alta 

predominancia del HPV 6, Esto coincide con lo publicado •notros 

pal ses como Alemania, Kenya y Brasil <Dtlrst et al. l 983J 

Gissmann et al. 1983) 1 donde se encontraron incidencias altas de 

este tipo viral, que junto con HPV 11, estA presente en 

condilomas en un 90.9r. de los casos. 

Sin embargo para el caso de HPV 18 nuestros resultados 

indican una alta incidencia de este virus (33%) en comparaciOn 

con la existente en otros paises (~%) <Dtlrst et al. 1983>. Con el 

fin de descartar la posibilidad de que estos datos se debieran a 

artefactos de la técnica, se realizo una hibridaciOn cruzad• 

entre los cuatros tipos ~e virus del pariloma que utilizamos co•o 

sondas: HPVs 6 1 11 1 16 y 18, .observAndose que en condiciones 

astrictas no existe hibridaciOn cruzada. 

Por tanto, consideramos que el HPV 18 •• un tapo 

predominante en nuestra poblac.on, aunqu• no pued• descartarse la 

po~ibilidad de error en el di;n&stico cllnico de la lesiOn al 

confundir el condiloma convencional con el condilat11a plano 

atlpico. Por tanto, una confirmaci6n posterior del diaQn6stlco 
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por medios histolOgicos serla lo adecuado. Cabe seNalar que los 

resultados presentes son congruentes con los encontrados en CaCu 

por el 11.C. Jaime Berumen <comunicaciOn personal>, puesto que 

detecta un 80% de incidencia de HPV 18 contra un 40% de HPV ló, 

si ende que mundialmente se ha encontrado tres veces mAs 

abundantemente el HPV ló que el HPV 18 en CaCu. 

La~ tendencias observadas en cuanto a las frecuencias de 

presencia de los HPVs en las lesiones, son similares en las 

mujeres y en los hombres; sin embargo, en estos Oltimos se 

detecto una frecuencia de apariciOn de HPV 18 mayor que en las 

mujeres. Asimismo las lesiones en mujeres tendlan a pres1tntar en 

general una presencia doble de agentes infecciosos, mientras que 

en los hombres la tendencia fue la de presentar hasta tres 

agentes infecciosos por lesiOn, Esto parece indicar que existe 

una mayor susceptibilidad por parte de los hombres para la 

infecciOn por uno o mAs virus; por otra parte, es prob;able que 

los individuos estudiados por nosotros presentar•n hAbitos 

higitnicos mAs deficientes o conductas sexu;ale• mAs pro~iscuas 

que los de la• mujeres estudiad•s. Esto no puede afirmarse, 

debido al desconocimiento de los antecedentes de los casos 

estudiados, por lo que serla conveniente ampliar el tamaho de la 

muestra, auxiliada de una entrevista aplicada ;al paciente de 

manera mAs rigurosa. E• importante ••~alar que pese a este 

hallazgo de infecciOn mOltiple en hombres, el cAncer de pene es 

menos frecuente que el cAncer ctrvico-uterino CParldn et al. 

1984). 
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Debe consider•rse •simi!MIO, que la •uestr• •n•liz•d• por 

nosotros para hibridaciOn en punto, proviene del Hospit•l Centr•l 

Militar, en el que es de esperarse l• ••istenci• de individuos de 

distintas regiones del pals; por t•nto, l•• frecuenci•• 

detectad•s por nosotros no neces•ria11ente pertenecen a una 

loc•lidad especifica. 

Los ensayos para deteccitln de la actividad vir•l r••lizadas 

con RNA coinciden con los en-yos con DNA en la •ayorl• de los 

casos. Donde u encontr6 HPY 6, e11r111ral..nt• se detecto talllbi.,, 

su RNA, •ientr•• que para HPY 11 en l• •ayorfa de los c••a• na .. 

encontr6 DNA en el respectl vo ensayo o RNA en 1 as casos paai U vaa 

p•ra DNA. En •l c•so donde .. detect6 RNA de HPV 6 pero no •• 

encontr6 DNA en el ena•ya correspondient .. , s• puede suponer que 

el virus no se encuentra en suficiente n6....-a de copi•• par• ser 

detectado por el enaayo, pera que - encuentra tr•nscribienda 

gran cantidad de RNA que si fue posible visualizar. Lo mismo ae 

puede decir del c•ao en que HPY 11 na fue detectado pero al su 

RNA. En los dos c•llOS en que se ob....-v6 el DNA de HPY 11 pero no 

su RNA, es posible que el virus no .. t• transcribiendo, que el 

tr•nscrito sea d• .uy baja cantid•d o que haya habida d99radaci6n 

durante la extr•cci6n, y que por ella .. a na detect•ble. Na .. 

puede de•c~tar la pasibilidad de hibridaciones cruzada• .., RNA, 

ya que Varios een .. de los HPYs prttSM\tan hOllOIOfJla, COiia ea el 

casa de los eenes tardloa Ll y L2 que codifican par• l• ctpalde 

vir•l. Es muy poaible detectar transcrit09 de ••tos een•a 11r1 laa 

leaionea condilomatosaa CSyrjlnen et al. 1.a.>. 
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Con respecto a las hibridaciones tipo Southern de muestras 

previamente probadas por hibridaciOn en punto con HPV b en 

condiciones estrictas, solamente se corroboro la presencia del 

virus en un caso. El hecho de que esto no ocurriera para los 

otros casos en que se habfa detectado positivid•d para este 

virus, puede deberse a una falta de sensibilidad del ensayo. Es 

bien conocido el hecho de que en hibridaciones tipo Southern con 

material radiactivo puede detectarse hasta una copia del virus 

cuando se aplican 10 ug de muestra por carril <l'Mlniatis et al. 

1992). En nuestro caso esto no ocurriO, ya que solo se pudieron 

aplicar de 1.2-2.0 ug de muestra· por carril. 

En relaci6n a la falta de sensibilidad, creemos qu• la 

actividad de la DNA Polimerasa I fue baja, ya que en las 

condiciones descritas por BRL <Catalogo 1997) y por "aniatis et 

al. <1982) 1 era de esperarse la obtenci6n de una actividMI 

especifica de 1 X 10 cpm/ug de DNA, siendo que la actividMt 

especifica obtenida en nuestro marcaje oscil6 de 1 X 10 cpm a la 

mejor marca que fue de 4,7 X 10 cpm. La posibilidad de falla 

debido a una baja actividad de la DNAsa I .. desc.rt6 al realizar 

ensayos de degradaci6n, en los cuales se 1110str6 la actividad 

adecuada de la enzima. Para alcanzar una alta sensibilidad en la 

prueba <hasta una copia del gene>, se recomienda tener lxlO 

cpm/ml en el buffer de incubaciOn para la hibridaci~ y 10 ug de 

DNA a probar. Nosotros utilizamos de 10 a 15 •l de nuestro 

amortiguador de reacci6n, dependiendo del tamafto de los filtros 
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(10 ml/100 cm s11gOn Maniatis et al. 1982), por lo que la 

actividad especifica era diluida unas diez veces quedando en lxlO 

cpm/ml. En este trabajo la cantidad de DNA a ensayar quedb 

determinada por el tamaNo de la biopsia que era procesada. Una 

estrategia utilizada por nosotros para aumentar la sensibilidad, 

consistiO en inc~•mentar el Cot 1/2 de la hibridaciOn con 

periodos de hasta tres dias de incubaciOn Cver ap,.,,dice 6.2>. 

Como se aprecia en la figura 7, el virus no se encu•ntra 

inserto en el g~noma del hospedero, ya que la seNal positiva en 

los carriles con enzima es mAs marcada a la altura del peso d•l 

vi rus que en el c arr i 1 de DNA sin digerir, ademas de que sol o u 

localiza una banda; si el virus estuviera integrado al genoma d•l 

hospedero serla de esperarse al menos dos bandas mis, que al 

desinsertarse liberarlan fragmentos del tamaNo del virus y los 

fragmentos de uniOn del virus al DNA del hospedero. Por otra 

parte, en el carril sin enzima existe mayor cantidad de DNA 

producto de degradaciOn inespeclfica a la altura del pe~ 

molecular del marcador viralJ si el virus se encontrara integrado 

al genoma celular, se esperarla que la seNal de este carril se 

extendiera hasta la zona donde existe gran cantidad de DNA. 

La pres.,.,cia del virus en estado episOmico como lo d~t•cta 

el ensayo coincide con lo publicado previamente para este tipo de 

l esi enes CSyr j&nen et al. 1986>. Se ut i 1 i zO 1 a enzima BH1 H1 que 

corta al genoea del virus .en un solo sitio CRando et al. 1986) 

por lo que se esperaba, que se detectara una banda a la altura 

del marcador viral, como en efecto ocurriO. Por otra parte, la 
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enzima Bgl I I fue utilizada para corroborar la existencia de un 

sitio de corte en el genoma del virusJ dicho sitio ha •ido 

demostrado por ensayo, pero el anAlisis de la secuencia de 

nucleOtidos no lo muestra <J. LagOnez, comunicaciOn peraonal>. 

Asl, el hecho de que la banda se encontrara a la altura del 

marcador de peso, correspondiente a la forma ~onom~rica relajada 

del virus detectado por nosotros, demuestra la existencia de un 

sitio de corte para esta enzima debido quizl a una •odificaciOn 

en su secuencia de nucleOtidos. La enzima Pst I se utilizo 

buscando polimorfismos en los virus detectados, ya que el HPV 6 

presenta tres sitios de corte, por lo que, con la sonda utilizada 

por nosotros (clona Amp 21> <ver fig. 3), era de •11P•rar el 

detectar dos bandas de bajo peso molecular del virus di;erido. 

Esto se puede explicar ya que uno de estos sitio• ••tA 

c,cmprendido en la zona de DNA clonada en nuestra •ond•I sin 

embargo solo se detecto una banda a la altura del viru• coepleto, 

por lo que suponemos que el virus presente en la muestra perdib 

sitios de restricciOn para Pst J, lo que ya ha sido reportado 

previamente <Gissmann et al. 1983>. 

El hecho de que no se detectara la pr .. enci• del virus en 

las hibridaciones en condiciones relajadas con HPVs ll v 11 

obedece quizl a lo mencionado anterior•ent• a prop6sito de la 

falta de sensibilidad de la prueba. En el caso de la hibridaciOn 

con HPV 16 realizada en las mi .. as condiciones, •• encontrO 

positividad en alguno• casos. Esto pultde explicar•• porque la 

sonda utilizada alcanzo una actividad especifica •ayer <4.7 X 10 

cpm/ug de DNA> que la obtenida para las otra• •ondas, lo que di6 
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una mayor sensibilidad al ensayo. 

La presencia de un patrbn de bandeo de la muestra 5 obtenido 

en este ensayo, si•ilar al apreciado en la muestra 7 por 

hibridaciOn con HPV 6 en condicion•• ••trictas, suQi•r• que quizl 

se trate d•l •isllO tipo viral. Adtt111A•, ••ta ~ltima muestra 

presente un bandeo no esperado al hibridar con HPV 16 •l mi•llO 

filtro, en condiciones relajad••· Esto se d•be quizA, a que •• 

estA detectando la presencia de div•r•o• tipo• virale• • la vez. 

El ensaya de hibridaciOn tipo Southern con HPV 18 en 

candicionl!S relajadas, 

en hibridaciOn en punto, 

de las mu••tr•• no estudiad•• pr•viament• 

d._u••tra 1• pre•enci• de uno o varios 

HPVs en todas los casos. Las muestras fu•ron diQ•rida• con B•~ Hl 

y Bgl 11, •sp.rando que se tratara de lo• virus 6, 11, 16 y/o 18. 

Sin lttlberga, S.• Hl no fue capaz d• dig•rir en todo• las ca•o• al 

viru•, la cual •• puede •xplicar parque •• trat• d• virus 

diferent .. a la• esper-ados o bien qu• hayan perdido sitios d• 

restricciOn para esta enzima, cofllO en el caso de lo• virus 

d•sc:ritos con ant•ricridad. 

Final111tnt•, •n la hibridaci6n de los filtras can v-•~' no •• 

d•t.ct6 la A11PlificaciOn d• ••t• oncogene. E•tudia• previo• CRlou 

•t al. 1984>, det11.1estran que c-mx' .. encu9ntra a11Plifácado .,, 

.. ~adOll avanzada• de CaCu. Nu••tras hallazQo• d•.u•atran que, en 

l .. ion .. pr•via• no existe una amplificaciOn det.ctabl• por 119dio 

d• nu .. tro ensayo¡ por lo que qu• es probable qu• la 
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amplificaciOn de este oncogene se trate de un evento tardfo en la 

progresiOn al CaCu. Serla interesante, por tanto, llevar a cabo 

un estudio para detectar la actividad del oncogene por medio de 

la transcripción del mismo, ya que no se requiere que ~ste se 

encL1entre amplificado para sobre-expresar su información; y Y• 

qLle se tr.:1ta de celulas en crecimiento, es de esperar que el 

gene m~~ se encL1entre activo <Kelly 1986>. 

Los resultados obtenidos en los ensayos con biotina resultan 

alentadores, ya que debido a las caracterfsticas de los mismos 

(fAcil manejo, bajo costo, poco riesgo en su maneJO y adecuada 

sensibilidad) se abre la posibilidad de su utílizaciOn en el 

diagnostico temprano del CaCu. Es bien sabido que sientras mAs 

oportunamente sean tratadas este tipo de lesiones, la posibilidad 

de curaciOn es mayor. Actualmente, en nuestro pais no se han 

incorporado este tipo de pruebas en clfnicas y centros 

hospitalarios, por lo que consideramos que, Junto con otros 

estudios qLle se real icen en el futuro, el presente trabajo 

ayudarA en la implementaciOn de este tipo de metodologlas con 

fines diagnosticas. 



B> APENDICES 

B. 1 > Cé\l culo del Tm. 

Tm es la temperatura en la que la mitad de una cantidad de 

DNA dC!plex se desnaturaliza <Lehninger 1983l. En el presente 

trabajo se estableciO Tm-12 como condiciOn de hibridaciOn 

estricta, mientras que Tm-40 se considero como condiciOn 

relajada. El Tm se determino de la siguiente manera: 

Tm 60.3 + 0,41 (G+C>X - 650 / L 

donde L es el nómero de nucleOtidos <Marmur and Doty 19621 Wetmer 

and Davidson 1968). 

El Tm decrece 1•c por cada reducciOn en la homologfa de 

pares de bases en 11. <Bonner et al. 1983l. 

Cada incremento de 11. en la concentraciOn de formam1dd 

reduce el Tm en o. 7'C <l'lcCanaughy et al. 1969; Casey and Davidson 

1977). 

Para fuerza iOnica se hace la siguiente correcc1bn1 

<Tml~2 - <Tml~1 = 18.5 log 10 u2/ul 
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donde: ~ fuer:a ibnica, ~ = 1/2 CjZJ 

e= gr/lt (en caso de electrolitos monovalentes Cl:ll se 

expresa en molaridadl 

Z carga valencia del ion 

Cuando la concentracibn de cationes monovalentes 

incrementa 10 veces, el Tm disminuye en 16.6'C CLewin 1980>: 

Tm 0.41 CG+Cl% + 16.6 log M + 81.5 

El Tm se incrementa en 0.4'C por cada 1% de aumento en el 

porcentaje de G+C <Lewin 1980>. 

8.2> c•lculo del Cot 1/2. 

La reasociacil!>n de cualquier DNA puede describirse como un 

prodLlcto de 1 a concentraci On de DNA CCol y el tiempo de 

incubaciOn <t>. A este valor se le conoce simplemente como Cot. 

Se entiende como Cot 1/2 al valor requerido para que se lleve a 

cabo la mitad de la reasociaciOn <Lewin 1985>. 

El tiempo de hibridaciOn fue de 3 x Cct 112. El nti111erc de 

horas requeridas para alcanzar el Cot 112 fut determinado 

utilizando la siguiente ecuaciOn <Maniatis et al. 1982): 
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y z 
Cot 1/2 X n 

X 5 10 

donde: X el peso de la sonda al"ladida <en JJ!il) 

V = su complejidad <para la mayoril de las aond••• h 

complejidad es proporcional • l• longitud d• 1• sond• 

en kb) 

z el volumen de reacci6n <en mll. 
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