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RESUMEN 

La presen cia de se c uencias d e Papi lo ma v lrus Humano IPVH I 

asociadas a tumores c ervicales ha sugerido un posible papel 

de ~stos virus en oncog~nesis genital. PVH tipo 18, s e ha 

detectado de un 10 a 20 % de las muestras anali z adas en 

varias partes oe 1 mundo. En nuestro pais por medio de l a 

las elaboracibn de ~ste trabajb se detectb en un 7 de 

muestras ana l izadas emp l eando la t~cnlca de transferencia de 

AON Southern. El ADN de P VH-1 8 , se encontrb en forma 

integrada en el genoma c elu l ar, po r lo que se planteb un 

modelo de integraclb n , en d on de se supon e que se encuentran 

los marcos de lectura abierta E6, inicio de E7, fin de Ll y 

el LCR b re gibn control completa. 

n_.

RESUHEH

La presencia de secuencias de Fapilomavirus humano lPúH›

asociadas a tumores cervicales ha sugerido un posible papel

de éstos virus en oncogënesis genital. PVH tipo 18, se ha

detectado de un 10 a 20 % de las muestras analizadas en

varias partes del mundo. En nuestro pais por medio de la

elaboracion de este trabajo se detecto en un ? H de las

muestras analizadas empleando la técnica de transferencia de

aüfl Southern. El ADN de PVH-18. se encontro en forma

integrada en el genoma celular, por lo que se planteo un

modelo de integracion, en donde se supone que se encuentran

los marcos de lectura abierta E6, inicio de E?. fin de L1 y

el LCR o region control completa.
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ADN 

ARNm 

BSA 

ABREVIATURAS 

Acido 2' Des oxirribonuclei co 

Acido Ribonucle ico mensa jero 

Albhmina Serica ~ovina 

C41 = Celulas Cervica les Humanas con PVH18 

Ca CU 

cos 

dNTP 

EDTA 

He La 

Cancer CbrvicoUterino 

Cblulas de rinón de mono transformadas con SV40. 

2' DeoxinucleótidoS'triFosfato 

Etildiaminotet racetato diSódico 

Celulas de Carcin oma Cervical Humano con PVH18. 

LCR Región control <Long Control Region > de PV. 

MLA Marco de Le c tura abierta. 

PV Papilomavirus 

PVBl= Papilomavirus Bovino tipo 1 

PVH Papilomavirus Humano 

TE TrisEDTA 

SDS Dodecil Sulfato de Sodio 

ssc 

SSPE 

Solución Salina Citrato 

Solución Salina Fosfato EDTA. 

SW13 . 1= Cblulas de Adenocarcinoma adrenocortical humano. 

SW756 Cblulas Cervicales Humanas con PVH18 

TBE = TrisBoratosEDTA 
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ABREVIATUHAS

ADN = Acido 2' Desoxirrlbonucleico

ARNm = Acido Ribonucléico mensajero

ESA = Aloomina Sérica Bovina

Cai = Células Cervicales Humanas con PVHIB

CaCU = Cáncer Cèrvicoüterino

CDS = Càlulas de riñon de mono transformadas con Svúü.

dNTP = 2' Deoxinucleotidoä'triFosfato

EDTa = Etildiaminotetracetato diåodico

HeLa = Células de Carcinoma Cervical Humano con PVHIB.

LCR = Region control (Long Control Region) de PV.

HLn = Haroo de Lectura abierta.

PU = Papilomauirus

FVE1= Papilomauirus Bovino tipo 1

PVH = Papilomavirus Humano

TE = TrisEDTA

SDS = Dodecil Sulfato de Sodio

SSC = Solucion Salina Citrato

SSPE = Solucion Salina Fosfato EDTA.

5H13.1= Células de Adenocarcinoma adrenocortical humano.

5H?56 = Células Ceruicales Humanas con PVHIB

THE = TrisBoratosEDTA
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INTRODUCCION 

El cancer es una enfermedad que atecta a organismos 

multicelulares, se caracter· iza. por la proliferacibn y 

dispersibn de formas celulares anormales. 

Tebricamente en organismos superiores, el nivel de 

cancer puede resultar por una fa l la en la organizacibn, 

genbmica b un defecto en la forma en la que los organismos 

mantienen su estructura a pesar de varias agresiones me 

ambientales. <E.J. Ambrose,1975l 

Las c~lulas neoplasicas difieren en muchos sentidos de 

las normales, esta transformacibn puede definirse como un 

cambio heredable en los caracteres y las propiedades de una 

cblula, que se manifiesta por p'1rdida del control 

del potencial de crecimiento, p~rdida de regulatorio 

inhibicibn por contacto, movimientos celulares en cultivo, 

cambios en morfologla, estructura antig~nica, bioqulmica y 

por lo regular cariotlpica, ademas de otros atributos que 

entrañan la capacidad para invadir y dar metastasis. lRobbins 

y Angel!, 1973 l. 

zurHausen <1977l ha sugerido desde hace mas de 10 años 

el posible papel de los papilomavirus en la induccibn de 

cancer cervical. Los papilomavirus <PVHl son un grupo de 
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INTRODUCCION

E1 cáncer es una enfermedad que afecta a organismos

multicelulares. se caracteriza por la proliferacion y

dispersion de formas celulares anormales.

Teoricamente en organismos superiores, el nivel de

cáncer puede resultar por una falla en la organisacion,

genomica o un defecto en la forma en la que los organismos

mantienen su estructura a pesar de varias agresiones me

ambientales. lE.J. Ambrose,iQ75l

Las células neoplàsicas difieren en muchos sentidos de

las normales, esta transformacion puede definirse como un

cambio heredable en los caracteres y las propiedades de una

célula, que se manifiesta por pérdida del control

regulatorio del potencial de crecimiento, pérdida de

inhibicion por contacto, movimientos celulares en cultivo,

cambios en morfología, estructura antigànica, bioquímica y

por lo regular cariotlpica, ademàs de otros atributos que

entrañan la capacidad para invadir y dar metàstasis.lRobbins

y Angeli, 1973).

zurfleusen (1977) ha sugerido desde hace más de 10 años

el posible papel de los papilomavirus en la induccion de

cancer cervical. Los papilomavirus (PVHI son un grupo de
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virus pequeños de doble cadena circular cerrada y pertenecen 

a la familia PAPOV AVIRiDAE , al igual que polioma y SV 40. 

Estos virus se les encuentra asociados con lesiones 

epiteliales benignas como son verr ugas, condilomas y 

papilomas, ast como tambi~n con tumores de tejido del mismo 

origen que se presentan en algunos ver tebrados 

<Baker, 1987>. 

super· iora;,s 

El Papilomavirus bovino tipo 1 CPVB1> ha servido como 

modelo para el entendimiento de la gen~tica molecular del 

grupo papilomavirus CH o wley et al . 1986 1. Su genoma, tiene un 

tamaño molecular de aproximadamente 8 Kb y presenta varios 

marcos de lectura abierta CMLA >, 8 de los cuales corresponden 

a la expresibn temprana CE> y dos a la expresibn tardla <L>. 

Asl mismo, presentan una regibn no codificadora <LCRl en la 

que residen varios promotores, elementos de control 

transcripcional y el origen de replicacibn . Las regiones E1 a 

E8, a excepcibn de E4, probablemente codifiquen para 

protelnas asociadas con las funciones de replicacibn viral, 

transformacibn y mantenimiento de la forma circular b 

plasmldica. <Doobar, 1986; Howley, 1986 >. El marco de lectura 

abierta E2 codifica dos funciones opuestas; la 

transactivacibn y l a represibn del LCR por medio de 2 

protelnas separadas CChow-Chi H, 1987J. Mientras que los MLA 

L1 y L2 codifican para las protelnas estructurales de la 

4 

virus pequeños de doble cadena circular cerrada y pertenecen

a la familia PAPDVAVIRIDAE. al igual que polioma y SV #0.

Estos virus se les encuentra asociados con lesiones

epiteiiales benignas como son verrugas. ccndilomas y

papilomas, asi como también con tumores de tejido del mismo

origen que se presentan en algunos vertebrados superiores

lBaker, 1987).

El Papilomavirus bovino tipo i lPvB1J ha servido como

modelo para el entendimiento de la genetica molecular del

grupo papilomavirus iHouley et ai. 19861. Su genoma, tiene un

tamaño molecular de aproximadamente B Kb y presenta varios

marcos de lectura abierta (HLA), 8 de los cuales corresponden

a la expresion temprana (El y dos a ia expresion tardía (LJ.

às! mismo, presentan una region no codificadora (LCR) en la

que residen varios promotores. elementos de control

transcripcional y el origen de replicacion. Las regiones El a

EB, a excepcion de Ec, probablemente codifiquen para

proteinas asociadas con las funciones de replicacion viral,

transformacion y mantenimiento de la forma circular o

plasmidica. iüoobar, 1986; Howley, 19861. El marco de lectura

abierta E2 codifica dos funciones opuestas: la

transactivacion y la represion del LCR por medio de 2

proteinas separadas (Chow-Chi H, 1987). Mientras que los HLa

L1 y L2 codifican para las proteinas estructurales de la

ú



c:i.pside <Pfister,1987 ) . 

Existen mAs de 40 tipos de PVH, entre los que se pueden 

mencionar los tip o s 6,11,16,18,31 ,33,4 2 y 45 que es tan 

asociados con una variedad de lesiones anogenitales benignas 

y malignas. El ADN de PVH tipos 16,18, 31 ,33,39 ,42 y 45 han 

sido detectados predominantemente en disp l asias cervicales, 

asf ~ G m c e l1 ~ a c c i¡1 oma s c ~c v iGales invasivos y metastAsicas. 

<Bal<er, 1986; Beaudenon, 1987; Cole y Danos, 1987; Zohreh, 

1987). 

Las investigaciones que se han realizado en los ~ 1 timos 

años acumulan evidencias sobre el papel que juegan 

papilomavirus tipo 16 y 18 en el cAncer cervical humano, 

los 

ya 

que se han encontrado hasta en un 90 % de las muestras 

analizadas. <Durst, 1983J. El genoma de PVH se ha detectado 

en numerosas 

transferencia 

investigaciones por 

Southern. <Gissmann, 

medio 

1984. 

del anfl.lisis de 

Schwartz, 1985) 

Obteniendose un alto porcentaje de PVH-16 reduciendose 

notoriamente en el porcentaje encontrado para PVH-18 en 

muestras de Cfl.ncer Cervico-Uterino CaCU. <Durst, 1983. 

Gissmann y Schwarz, 1986J. 

ESTADO FlSICO DEL ADN VIRAL 

El estado fisico del ADN detectado en las muestras de 

tumor se relaciona generalmente al estadio de invasividad de 
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càpside iPfister,i9B7›.

Existen más de 40 tipos de PVH, entre los que se pueden

mencionar los tipos o,11,15,1B,3i,33,42 y 45 que estan

asociados con una variedad de lesiones anogenitales benignas

v malignas. E1 ADN de PVH tipos 15,18. 31 ,33,39,42 y 45 han

sido detectados predominantemente en displasias cervicales,

asi como en carcinomas cervicales invasivos y metastàsicos.

(Baker, 1985; Beaudenon, 1987; Cole y Danos, 1987: Zohreh,

1987).

Las investigaciones que se han realizado en los oltimos

años acumulan evidencias sobre el papel que juegan los

papilomavirus tipo 16 v 18 en el cáncer cervical humano, ya

que se han encontrado hasta en un 90 H de las muestras

analizadas. iüurst, 19831. El genoma de PVH se ha detectado

en numerosas investigaciones por medio del analisis de

transferencia Southern. lGissmann, 195d. Schwartz, 1955)

Dbteniéndose un alto porcentaje de PVH-15 reduciondose

notoriamente en el porcentaje encontrado para PVH-18 en

muestras de Cancer Cérvico-Uterino CaCU. iüurst, 1933.

Gissmann y Schwarz, 19861.

ESTADO FISICO DEL ADN VIRAL

El estado fisico del ADN detectado en las muestras de

tumor se relaciona generalmente al estadio de invasividad de

5



las muest ras ana 1 izadas, de ta 1 forma que en neoplasias 

benignas 

mientras 

s e encuentra el genoma v ira l en su forma circular, 

que en estadios a vanzado s de CaCU, se detecta 

generalmente integrad o en e 1 geno ma celular hospedero. 

<Durst, 1985 >. El numero de copias d e l ADN viral es variable, 

asi ha y tumores que contienen una s ol a copia del genoma viral 

por célula, otros mültiples copias en uno o varios sitios de 

inte;;; rac io n . <Ptist.,,,, 19d 7 J 

Durst, Schwarz y Gissman en 1985, anal izaron biopsias de 

carcinoma cervical, encontrando predominantemente el genoma 

de PVH- 16 y 18 integrado en varios sitios del ADN celular, 

detectando 

ADN viral. 

Se han 

inclusive mol~culas oligom~ricas episomales del 

realizado numerosos trabajos para estudiar la 

forma de integracibn de los P VH en lineas celulares derivadas 

de cAncer cervical. He La, C4-1 y SW756 son c~lulas que 

tienen integraciones de PVH-18. El genoma completo del 

virus, se ha detectado en las células SW756, con la regibn 

temprana interrumpida en dos porciones en cada copia 

integrada. En las c~lulas He La y C4-1 se encuentran ausentes 

segmentos de PVH de 2 a 3 Kb correspondientes a la regibn de 

E2 a L2; sin embargo, los anAlisis de hibridacibn muestran 

que las tres lineas celulares contienen la regibn control 

LCR y E6- E7 <Durst, 1985. Pater y Pater, 1985. Schwarz, et 

al, 1985. Schwarz,1986; Lazo, 1987>. 

6 

las muestras analizadas, de tal forma que en neoplasias

benignas se encuentra el genoma viral en su forma circular,

mientras que en estadios avanzados de CaCU, se detecta

generalmente integrado en el genoma celular hospedero.

iüurst, 1985). El nomero de copias del ADN viral es variable,

asi hay tumores que contienen una sola copia del genoma viral

por celula, otros múltiples copias en uno o varios sitios de

integracion. iPfistei, iadïl

Durst, Schvarz y Gissman en 1985, analizaron biopsias de

carcinoma cervical, encontrando predominantemente el genoma

de PVH- 15 y 18 integrado en varios sitios del ADN celular,

detectando inclusive moloculas oligomérioas episomales del

ADN viral.

Se han realizado numerosos trabajos para estudiar la

forma de integracion de los PVH en lineas celulares derivadas

de cancer cervical. He La, C4-1 y SU756 son células que

tienen integraciones de PVH-18. El genoma completo del

virus, se ha detectado en las células SH?56, con la region

temprana interrumpida en dos porciones en cada copia

integrada. En las celulas He La y C4-1 se encuentran ausentes

segmentos de PVH de 2 a 3 Kb correspondientes a la region de

E2 a L2; sin embargo, los analisis de hibridacion muestran

que las tres lineas celulares contienen la region control o

LCR y EG- E? iüurst, 1985. Pater y Pater, 1985. Schuarz, et

al, 1985. Schuar2,iQB6; Lazo, 1987).
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La integracibn viral puede jugar un papel muy importante 

en el proceso de tumorigenesis, ya que esta somete al genoma 

viral a una nueva situacibn regulatoria. Asi pues el ADN 

viral integrado puede quedar bajo la regulacibn de elementos 

celulares a l terando 9U regulacibn normal. En cualquier caso 

e 1 genoma viral, particularmente si no est~ completo, es 

puesto tuera de su ciclo de vida normal y como consecuencia 

de esto varias de sus funciones virales pueden convertirse en 

prescindibles. <Lazo, 1987). 

CARClNOGENESlS. 

El conejo ha resultado de mucha utilidad para el estudio 

de las caracterlsticas oncog~nicas de los Papilomavirus, 

menciona que ~stos virus por sl solos son d~biles oncbgenos y 

la carcinog~nesis parece depender de una exposicibn adicional 

de carcinbgenos flsicos y qulmicos, como la luz UV, rayos X, 

y ciertos componentes especiales de la dieta. <Pfister, 1987l 

En humanos, la epidermodisplasia verruciforme representa un 

excelente modelo en el estudio de los PVH en la conversibn 

maligna de tumores. <Jablonska, 1972J. La predisposicibn 

gen~tica en pacientes que desarrollan lesiones epiteliales 

durante su infancia, las cuales son inducidas por PVH, no son 

observadas normalmente en la poblacibn <Pfister, 1987>, 
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La integracion viral puede jugar un papel muy importante

en el proceso de tumorigénesis, ya que esta somete al genoma

viral a una nueva situacion regulatoria. Asi pues el nDN

viral integrado puede quedar bajo la regulacion de elementos

celulares alterando su regulacion normal. En cualquier caso

el genoma viral, particularmente si no esta completo, es

puesto fuera de su ciclo de vida normal y como consecuencia

de esto varias de sus funciones virales pueden convertirse en

prescindibles. iLazo, 1987).

CARCINÚGENESIS.

El conejo ha resultado de mucha utilidad para el estudio

de las caracteristicas cncogonicas de los Papilomavirus, se

menciona que estos virus por si solos son débiles oncogenos y

la carcinogénesis parece depender de una exposicion adicional

de carcinogenos fisicos y quimicos, como la luz UV, rayos I,

y ciertos componentes especiales de la dieta. lPfister, 19571

En humanos, la epidermcdisplasia verruciforme representa un

excelente modelo en el estudio de los PVH en la conversion

maligna de tumores.iJablonska, 19721. La predisposicion

genética en pacientes que desarrollan lesiones epiteliales

durante su infancia, las cuales son inducidas por PVH, no son

observadas normalmente en la poblacion lPfister, 19871,
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ésta s lesiones pe rsisten durante toda la vida y gradualmente 

se extiend en por todo el cuerpo . Existen alrededor de 

y 

15 

e 1 tipos de PVH, car a cter ls ticos de esta en fer medad 

promedio de persona s que desarrollan cAncer después de los 25 

anos de persistenc ia del virus ; es de un terc i o a un cuarto 

de la población enferma total. 

Es bUtn conocido que los carc i nógenos 

recombinación, mutación y amplificación del ADN. 

inducen 

<Pfister, 

1987) y la persistencia del genoma de los PVH puede 

intervenir en este efecto. En suma, los carcinógenos pueden 

actuar en los genes celulares envueltos en el control del 

genoma de los PVH ó los que por sl mismos estAn su j etos a las 

funciones de los papilomavirus. Finalmente, los carcinógenos 

pueden activar genes que comp l ementan o suplementan las 

funciones virales . 

INCIDENCIA. 

El tipo de papilomavirus que estA asociado a les i ones 

benignas y malignas, hace pensar en la posibilidad de que el 

virus, es un facto r importante en la transformación maligna. 

Asl por ejemplo zu r Hausen y colaboradores <1977> encontraron 

que PVH 6 y PVH 11 son los mAs comunmente detectados en 
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estas lesiones persisten durante toda la vida y gradualmente

se extienden por todo el cuerpo. Existen alrededor de 15

tipos de PVH, caracteristicas de esta enfermedad y el

promedio de personas que desarrollan cáncer después de los 25

años de persistencia del virus; es de un tercio a un cuarto

de la poblacion enferma total.

Es bien conocido que los carcinogenos inducen

recombinacion, mutacion y amplificacion del ADN. iPfister,

198?) v la persistencia del genoma de los PVH puede

intervenir en este efecto. En suma, los carcinogenos pueden

actuar en los genes celulares envueltos en el control del

genoma de los PVH o los que por si mismos estan sujetos a las

funciones de los papilomavirus. Finalmente, los carcinogenos

pueden activar genes que complementan o suplementan las

funciones virales.

INCIDENCIA.

El tipo de papilomavirus que esta asociado a lesiones

benignas v malignas, hace pensar en la posibilidad de que el

virus, es un factor importante en la transformacion maligna.

As! por ejemplo zur Hausen v colaboradores ii9??l encontraron

que PVH 5 v PVH 11 son los mas comunmente detectados en

B



Condiloma Acumínata <Gissmann et a 1, 1983i y displasias 

cerv icales, mientras que los PVH 16 y 18 son los m.lls 

frecuentemente encontrados en cancer cervical. <Boshart, 

1984 ) . Se ha visto tambien que la trecuencia y distribuci bn 

de ditereontes ti¡;c,s F-vrl var ia ce acuerdo con la 

localizacion geogr<'J.tica. ((;issmann et al, 1982 J . 

Los PVH 6 y 11 son considerados como oncbgenos no 

potenciadores o leves en el cAncer de cervix. En contraste 

con la infeccion de PVH 16 y 18, que resulta generalmente en 

una proliferacibn epitelial con una fuerte probabilidad de 

desarrollo en el carcinoma escamoso invasivo 

adenocarcino111a. 

PVH tipo 16 ha sido detectad9 en un 40 a 60 %, mientras 

que PVH tipo 18 en un 10 a 20 % de c<'J.ncer cervical, <Durst et 

al, 1983; Boshart et al; 1984. Riou et al,1985; Cole, 1987) 

En México, la incidencia de cancer cérvico-uterino es 

extremadamente alta ya que corresponde aproximadamente de un 

34 % de los tumores malignos en la mujer <Oc<'J.d i z 

1987); entre estos e 1 mas frecuente es el 

epidermoide escamoso invasivo y en su mayorla, se 

et al, 

carcinoma 

encuentra 

en los estadios 1 I o 1 I I de malignidad (Garigl io, l987J 

En nuestro pals, se han realizado estudios a nive l 

molecular de muestras de tumores de cAncer cervico-uterino, 

g 

_,.›-

Condiloma Acuminata iüissmann et al, 1983; y displasias

cervicales, mientras que los PVH 16 y 15 son los màs

frecuentemente encontrados en cancer cervical. {Boshart,

1984). Se ha visto también que la frecuencia y distribucion

de direrentes tipos de Fun varia de acuerdo con la

localizacion geografica. tüissmann et al, 1952;.

Los PVH 6 y 11 son considerados como oncògenos no

potenciadores o leves en el cancer de cérvix. En contraste

con la infeccion de PVH 15 y 15, que resulta generalmente en

una proliferación epitelial con una fuerte probabilidad de

desarrollo en el carcinoma escamoso invasivo ü

adenocarcincma.

PVH tipo 15 ha sido detectado en un uü a EU 1. mientras

que PVH tipo 15 en un 10 a 30 K de cancer cervical. iüurst et

al, 1953; Boshart et al; 1954. Ricu et al,19B5; Cole. 19871

En Mexico, la incidencia de cáncer cèrvico-uterino es

eutremadamente alta ya que corresponde aproximadamente de un

3à 5 de los tumores maìignos en la mujer iücàdiz et al,

iQB?>; entre estos ei más frecuente es el carcinoma

epidermoide escamoso invasivo y en su mayoria, se encuentra

en los estadios lI ò lll de malignidad iüariglio. 19871

En nuestro pais, se han realizado estudios a nivel

molecular de muestras de tumores de cáncer cervico-uterino,

9



en donde se encontraron secuencias de papilomavirus tipo 16 

en un 

Al va r ez, 

embargo, 

31 % de las muestra s 

1988 resultad o s 

analizadas <Gariglio, 

n o pub 1 icados ) . 

1987; 

Sin 

anteriormente no se hablan realizado trabajos en 

c~ncer c~rvico - ut erino detectando PVH tipo 18. 

1 0 

en donde se encontraron secuencias de papilomauirus tipo 15

en un 31 K de las muestras analizadas iüariglio, 1987:

Alvarez, 1958 resultados no publicados). Sin

embargo, anteriormente no se habian realizado trabajos en

cancer cervico -uterino detectando PVH tipo 15.

10



OBJETIVOS: 

-Detectar secuencias de Papilomavirus Humano tipo 18 en 

CAncer Cervico-Uterino. 

-Determinar la forma de integracibn de Papilomavirus Humano 

tipo 18 en las muestras de CAncer C~rvico Uterino 

11 

OBJETIVOS!

-Detectar secuencias de Papilomavirus Humano tipo 18 en

Cáncer Cervico-Uterino.

-Determinar la forma de integracion de Fapilomavirus Humano

tipo 18 en las muestras de Cáncer Càrvico Uterino
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MATERIAL Y METODOS. 

El primer paso de la met odolog la empleada fue la 

obtencibn del ADN de muestras de tumores en diferentes 

estadios de maligni dad , posteriormente el ADN se digir i b con 

enzimas de restric c ibn que cortan en sitios d el genoma de 

PVH-18, !ver f i g l J asl como tambien con enzimas que no 

presentaran 

siguiente, 

sitios de corte en el ADN vira l. Como paso 

las digestiones se sometieron a electroforesis 

con sus respectivos controles y marcadores molecuiares. 

Des pues se transfirib el ADN del gel, a un soporte 

sblido por med io de la tecnica de Southern (1975 ) 

pos ter ior·mente hibridarla contra sondas radioact ivas 

para 

de 

fragmentos 

genoma <ver 

radiografia 

<Ver fig 2J. 

de PVH-18 que contienen diferentes regiones de su 

figura l >.El pape l se expuso a u n a placa de 

para ob se rvar las señales positivas del PVH-18. 

EXTRA CC lON DE ADN A PARTlR DE TEJlDOS. 

Las muestras de tumores obtenidas de pacie n tes con 

diferentes estadios de CaCU se almacenaron a - 2 0 grados 

centlgrados, y cuando fue necesario realizar la extraccibn de 

12 

MATERIAL ï HETÚDÚS.

El primer paso de la metodologia empleada fue la

obtencibn del ADN de muestras de tumores en diferentes

estadios de malignidad. posteriormente el ADN se digiriò con

enzimas de restriccion que cortan en sitios del genoma de

PVH-16. lver fig 11 asi como también con enzimas que no

presentaran sitios de corte en el ADN viral. Como paso

siguiente, las digestiones se sometieron a electroforesis

con sus respectivos controles y marcadores molecuiares.

Despues se transfirió el ADN del gel, a un soporte

solido por medio de la tecnica de Southern i19T5› para

posteriormente hioridarla contra sondas radioactivas de

fragmentos de PVH-15 que contienen diferentes regiones de su

genoma (ver figura i›.El papel se expuso a una placa de

radiografla para observar las señales positivas del PVH-18.

(Ver fig 21.

EXTRACCION DE ADN A PARTIR DE TEJIDOS.

Las muestras de tumores obtenidas de pacientes con

diferentes estadios de CaCU se almacenaron a -¿D grados

oentigrados, y cuando fue necesario realizar la extraccion de

12
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1.3 

Fig 1. Mapa g en~tico de Papilomavirus Humano tipo 18. LCR = 
regi6n contr o l, E = marcos de lectura abierta tempranos , L = 
marcos de lectura abiertos tardlos. pBB = fragmento BamH1 / 
BamH1. pRB fragmento BamHl / EcoRl. pR K f ragmento 
EcoR1 /K pn1, p KK = f r agment o Kpn1 / l<pnl de PVH-1 8. 

1 3 

El
LC" l:í_-J

51:13

|_.¬¬5.5 H __=-¡_ __i__i';__?f
______
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2_-I. pfllt ¡______,
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1.?-L-|
III!

Fig 1. Hapa genético de Papilomavirus Humano tipo 18. LCR =
region control, E = marcos de lectura abierta tempranos, L =
marcos de lectura abiertos tardios. pBB = fragmento BamH1¡
BamHi. pRB = fragmento BamH1ƒEcoR1. pRK = fragmento
EcoR1ƒKpn1, pKK = fragmento Kpnifxpni de PVH-18.
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ME TODOLOGIA 
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Diagrama de la est r ategia experimental seguida para 
la detecc i bn y c a r ac terizaci b n de secuencias de PVH-

18 en muestras de cAncer c er vi co-uterino. 
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Fig 2. Diagrama de la estrategia experimental seguida para
realizar la detección y caracterización de secuencias de PVH-
1B en muestras de cáncer cervico-uterino.
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ADN celular se tomo una porcion, la cual se coloco en un 

homogenizador l PottetJ, que contenta previamente una so1uc1o n 

tampon TE (tri s-HCl 1 0 mM pH 8, EDTA lmM 1 tria. Una v ez en e l 

homogenizado r, el te ji do se disgrego por l a accion mecAnica 

de j ando libres a las c~lulas . 

Posteriormente se real iz a ron lavados con solucion de 

<NaCl lOmM , EDTA l OmM ) y se sometio la pastil la a un 

tratamiento con 14 mi de hidrocloruro de guanidina 6M, 1 mi 

de sarkosyl de sodio al 20 %, 1 mi de acetato de amonio 7.5 M 

y 150 ul de proteinasa K 10mg / ml; dejando incubar 1 hora a 60 

grados centlgrados . 

El hidr ocl o ru ro de guanidina permite l a lisis celular al ser 

un fuerte agente caotropico y el sarkosyl de sodio debido a 

que es un detergente anionico, rompe la tension superficial 

al interactuar con la bicapa lipldica de la membrana celular. 

Mientras que la proteinasa K actaa digiriendo las protelnas, 

dejando de ~sta forma libre el ADN celular. 

El ADN se precipito al añadir 35 ml de etanol absoluto a 

temperatura ambiente, se recogieron las fibras de ADN con una 

micropipeta con punta recortada y se dejb resuspender en lml 

de solucion tampon TE (Jeanpierre, 1987. Bowtell, 1987>. 

EXRA CC ION DEL ADN PLA S MlDI CO . 

Se dejo crecer una colonia de la bacteria que contenla 
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ADN celular se tomó una porción, la cual se colocó en un

nomogenicadcr lFotterl, que contenia previamente una solucion

tampón TE itris-Hfll 10 mH pH 8, EDTA 1mH1 fria. Una ve: en el

homogenizador, el tejido se disgregó por la acción mecánica

dejando libres a las celulas.

Posteriormente se realizaron lavados con solución de

{NaCl iümfl, EDTA iümfll y se sometió la pastilla a un

tratamiento con 14 ml de hidrocloruro de guanidina BH, 1 ml

de sarkosvl de sodio al 2D %, 1 ml de acetato de amonio 7.5 H

y 150 ul de proteinasa K iümgfmli dejando incubar i hora a GO

grados oentigrados.

El hidroclorurc de guanidina permite la lisis celular al ser

un fuerte agente caotrópico y el sarkosyl de sodio debido a

que es un detergente aniónico, rompe la tensión superficial

al interactuar con la bicapa lipidica de la membrana celular.

Hientras que la proteinasa K actúa digiriendo las proteinas,

dejando de esta forma libre el ADN celular.

El ADN se precipitó al añadir 35 ml de etanol absoluto a

temperatura ambiente, se recogieron las fibras de ADN con una

micropipeta con punta recortada y se dejó resuspender en imi

de solución tampón TE iJeanpierre, 1967. Houtell, 1987).

EKRACCIÚN DEL ADN PLASHIDICÚ.

Se dejó crecer una colonia de la bacteria que contenía

15



el pl.11.smido (fragmentos de PVH-181, en 5ml de medio luria 

toda la no che a 37 grados centlgrados en agitación constante 

1200 rpm). El cultivo s e agregó a litro de medio luria y 

posteriormen t e se le adicionó cloranfenicol a una 

concentración final de 170ug / ml y se dejó incubar 14 horas a 

37 grados centig r ados a 200 rpm. El cloranfenicol inhibe la 

sin t esis 

plAsmido 

de protelnas y ésto provoca que la replicaci ón 

continüe y se amplifique, mientras que 

del 

la 

replicación del AON cromosoma! cesa <Maniatis, 198~ 1 . 

P o steriormente se centrifugó el cultivo 10 min. a 10000 

rpm en un rotor sorvall 5534 a 4 grados cent!grados; la 

pastilla obtenida se resuspendió en 40 ml de sol 1 <50 mM de 

glucosa, 10 mM de EOTA, 25 mM de tris-HCl pH 8J, m.11.s 5 mg/ml 

de concentración final de lisozima; la cual va a provocar la 

l is is bacteriana al hidro! izar los enlaces ( 1-~4 ) 

glucosidicos del esqueleto polisacarido del peptidoglucano de 

la pared celular. lLehninger, 1984 ). Co mo siguiente paso se 

anadió 80 ml de sol 2 l0 . 2 M de Na OH, 1 % de SOS¡, y se agitó 

suavemente; se incubó 5 min. hasta que la solución se tornó 

clara. Para realizar la separación del ADN plasmidico, se 

un Alcali ligero como es el acetato de sodio l80 adicionó 

m l, 5 M, ph 4.5), el c ual junto con el SOS y el hidróx ido de 

sodio ocasionan la ruptura de la mayoria de los puentes de 

hidrbgeno del AON celular. 

incubb en hielo 15 mln. 
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Entonces se agitb suavemente y se 

el plàsmido (fragmentos de PUH-IB), en Sml de medio luria

toda la noche a 3? grados oentigrados en agitación constante

(200 rpm). El cultivo se agregó a 1 litro de medio luria y

posteriormente se le adicionó cloranfenicol a una

concentración final de 1?0ugfml v se dejó incubar iú horas a

3? grados centigrados a ¿uu rpm, El cloranrenicol inhibe la

sintesis de proteinas y esto provoca que la replicación del

plàsmido continúe y se amplifique, mientras que la
4

replicación del ADN cromosoma] cesa lflaniatis, 19311.

Posteriormente se centrifugó el cultivo 10 min. a 10000

rpm en un rotor sorvall 553o a 4 grados centigrados; la

pastilla obtenida se resuspendió en 40 mi de sol 1 (50 mfl de

glucosa, 10 mH de EDTA, 25 mH de tris-HC] pH 81, mas 5 mgfml

de concentración final de liso:ima¦ la cual va a provocar la

lisis bacteriana al hidrolisar los enlaces B ii-ìúl

glucosldicos del esqueleto polisacarido del peptidoglucano de

la pared celular. iLehninger, iããel. Como siguiente paso se

añadió B0 ml de sol 2 l0.2H de Na OH, 1 1 de SDSJ, y se agitó

suavemente; se incubó 5 min. hasta que la solución se tornó

clara. Para realizar la separación del ADN plasmidico, se

adicionó un àlcali ligero como es el acetato de sodio iB0

ml, 5 H, ph o.5J, el cual junto con el SD5 y el hidróxido de

sodio ocasionan la ruptura de la mayoria de los puentes de

hidrógeno del ADN celular, Entonces se agitó suavemente y se

incubó en hielo 15 min.
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Posteriormente se centrifugb 10 mi n . a 10000 rpm a 4 grados 

cent l. grados, se decantb el sobrenadant e atraves de un filtro 

de gasa y se desechb la pastilla. Se anadib 2 vol~menes y 

medio de a l cohol absoluto frl. o al sobrenadante filtrado¡ Se 

centritugb 10 min. a 10000 rpm a 4 grados centígrados, para 

precipitar el ADN. Como paso siguiente se dejb secar la 

pasti ! la, e l iminando el sobrenadante para d espues resuspe n der 

en 3ml de sol. TE. (Maniatis, 1982J. 

PURIFICACION DEL ADN PLASMIDICO POR GRADIENTES DE C!Cs. 

Para purificar el ADN del pl~smido se somete la muestra 

a centrifigacibn isopl.cnica de equilibrio utilizando cloruro 

de cesio, el cual produce un gradiente de concentracibn de la 

sal y por tanto un gradiente de densidad que se forma debido 

a la gran masa del ibn cesio, de esta forma se organiza la 

redistribucibn de las moleculas y la banda que corresponde al 

ADN plasmidico se puede visualizar por efecto del colorante 

bromuro de etidio al entrar en contacto con la luz UV. 

<Bryan, 1981 y Maniatis, 1982l. 

A 3 ml de ADN disuelto en TE pH 8 se le añadib 3 gr. de 

C!Cs y se disolvib en tubos de polialbmero. Posteriormente se 

le agregb 400 ul de bromuro de etidio 10mg/ml y se centrifugb 

40 horas a 20 grados centl.grados a 40000 rpm en un rotor 
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Posteriormente se centriiugó 10 min. a 10000 rpm a 4 grados

centígrados, se decantó el sobrenadante atraves de un filtro

de gasa y se desechó la pastilla. Se anådió 2 volúmenes y

medio de alcohol absoluto frio al sobrenadante filtrado; Se

oentrifugó 10 min. a 10000 rpm a e grados centígrados, para

precipitar el ADN. Como paso siguiente se dejó secar la

pastilla, eliminando el sobrenadante para despues resuspender

en dml de sol. TE. iflaniatis, 19o¿±.

PURIFICACIÚN DEL ADN FLASHIDICÚ PUR GRADIENTES DE CICS.

Para purificar el ADN del plasmidc se somete la muestra

a centrifigación isopicnica de equilibrio utilizando cloruro

de cesio, el cual produce un gradiente de concentración de la

sal y por tanto un gradiente de densidad que se forma debido

a la gran masa del ión cesio, de esta forma se organiza la

redistribución de las moleculas v la banda que corresponde al

ADN plasmidico se puede visualizar por efecto del colorante

bromuro de etidio al entrar en contacto con la luz UV.

(Bryan, 1951 y Haniatis, 1002:.

A 3 ml de ADN disuelto en TE pH B se le añadió 3 gr. de

ClCs y se disolvió en tubos de polialómero. Posteriormente se

le agregó 400 ul de bromuro de etidio iümgfml y se centrifugó

¿O horas a 20 grados centigrados a e0000 rpm en un rotor

1?



Beckman SWS0.1 sin freno. Al término de la corrida se separb 

la banda correspondiente al ADN utilizando luz uv y la 

a y uda de una jeringa, se colectb la muestra y se agregb un 

vo lümen de Butano! saturado con TE y se r·escatb la tase 

acuosa con la muestra. Este paso se puede repetir hasta que 

pierda el colorante. Posteriormente se separb la muestra y 

se dializb contra TE toda la noche para posteriormente 

cuantificar 

Finalmente, 

la cantidad de ADN en un espectrofotbmetro. 

se precipita el ADN con 2 volümenes y medio de 

etanol absoluto y medio volümen de acetato de amonio 7.SM pH 

7.5. Para de!lpu~s resuspender en solucibn TE <Maniatis, 

1982J. 

ELECTROFORESIS EN GELES DE AGAROSA. 

La separacibn de moléculas atrav~s de un soporte inerte 

como la agarosa, se realiza al someterla a un campo el~ctrico 

en donde la migracibn va a depender, de la masa y la carga de 

la molécula misma. El corrimiento de la muestra se puede 

visualizar en el gel de agarosa, empleando un colorante como 

es el bromuro de etidio al colocarlo en una fuente de luz 

ultravioleta. 

El ADN se puede fragmentar previamente al corrimiento 

electrotor~tico empleando enzimas de restriccibn las cuales 

van a interactuar con un sitio o secuencia especifico. 
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Beckman 5U50.1 sin freno, Al termino de la corrida se separó

la banda correspondiente al ADN utilizando luz UV y la

ayuda de una jeringa, se colectó la muestra y se agregó un

volómen de Butanol saturado con TE y se rescató la fase

acuosa con la muestra. Este paso se puede repetir hasta que

pierda el colorante. Posteriormente se separó la muestra y

se dializó contra TE toda la noche para posteriormente

cuantificar la cantidad de ADN en un espectrofotómetro.

Finalmente, se precipita el ADN con 2 volumenes y medio de

etanol absoluto y medio volúmen de acetato de amonio 7,5H pH

7.5. Para despues resuspender en solucion TE (Haniatis,

19521.

ELECTEDFURESIS EN GELES DE AGAROSA.

La separación de moleculas atraves de un soporte inerte

como la agarosa, se realiza al someterla a un campo electrico

en donde la migración va a depender, de la masa y la carga de

la molécula misma. El corrimiento de la muestra se puede

visualizar en el gel de agarosa, empleando un colorante como

es el bromuro de etidio al colocarlo en una fuente de luz

ultravioleta.

El ADN se puede fragmentar previamente al corrimiento

electroforótico empleando enzimas de restricción las cuales

van a interactuar con un sitio o secuencia especifico.
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Se pesaron 2 gramos de agarosa tipo 11 <Sigma>, y se 1 e 

agregb 250 mi de sol TBE <Tris-HCI 90mM; Acido Bbrico 90mM ; 

EDTA 2mM J , posteriormente se disolvib en una fuente de 

ca l or deja ndo se gelifica r en un carro para e l ectr o fo r esis con 

su respect ivo peine. El ge l fue colocad o en una cámara de 

electroforesis que contenta previamente 1000 mi de s ol. TBE 

con .05 ug / ml de bromuro de etidio . Se colocaron cada una de 

las muestras con colorantes indicadores de cor r ida (azu l de 

bromofenol 0.02 "· xilencianol 0.02 % y glicerol al 50 %). 

Entonces se dejaron correr las muestras del gel a 50 volts 

toda la noche, y visualizar posteriormente las bandas en la 

luz ultravioleta. 

PURIFICACION DE FRAGMENTOS DE ADN A PARTIR DE GELES. 

Como paso inicial se r·eal izb la digestibn de l ADN 

utilizando las enzimas correspondientes para separar e 1 

fragmento de interes, del vector. Despues se corri6 el gel 

con la muestra (electroforesis en geles de agarosa l , se 

visualizb la banda y se realizb un corte justo enfrente de 

e 11 a Pre v iamente se dejb remojar tiras de papel Whatman DE 

81, en sol de Na C I 2 .5 M 3 horas y se almacenb en sol lM 

EDTA a 4 grados c entlgrados; para colocar justo en 

incisibn real izada, una tira de papel Whatman tratada. 

19 

de 

la 

Como 

Se pesaron 2 gramos de agarosa tipo 11 lSigmal, y se le

agregó 250 mi de sol THE iTris-HCI 90mH¦ Acido Bórico Q0mH;

EDTA 2mHl, posteriormente se disolvió en una fuente de

calor dejandose gelificar en un carro para electroforesis con

su respectivo peine. El gel fue colocado en una camara de

electroforesis que contenia previamente 1000 mi de sol. THE

con .05 ugfml de bromuro de etidio. Se colocaron cada una de

las muestras con colorantes indicadores de corrida (azul de

bromofenol 0,02 H, xilencianol 0.02 5 v gliceroi al 50 Ii,

Entonces se dejaron correr las muestras del gel a 50 volts

toda la noche, y visualizar posteriormente las bandas en la

luz ultravioleta.

PURIFICACIUN DE FRAGHENTDS DE ADN A PARTIR DE GELE5.

Como paso inicial se realizó la digestión del ADN

utilizando las enzimas correspondientes para separar el

fragmento de interes, del vector. Despues se corrió el gel

con la muestra ielectroforesis en geles de agarosal, se

visualizó la banda y se realizó un corte justo enfrente de

ella . Previamente se dejó remojar tiras de papel Uhatman DE

81, en sol de Naül 2.5 H 3 horas y se almacenó en sol 1H de

EDTA a 4 grados centígrados; para colocar justo en la

incisión realizada, una tira de papel Uhatman tratada. Como
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paso poster i or se re a n u d o la c or rida hasta q ue las bandas 

ingresaron a l pape l , se r e cuper o •ste y tu• l a v ado con agua 

bidestilada y despu•s se de j o secar al ambiente. Entonces 

se colocaron las tiras de papel en un tubo eppendorf de 0.5 

mi y se Je añadió 3 00 ul de tris-HCl 20 mM pH 7.5; EDTA lmM, 

Na Cl 1. 5 mM . , para posteriormente agitar con la ayuda de un 

vo r tex y dejar incubar 2 h r s a 3 7 grados centigrados con 

agitación ocasional. Al haber transcurrido éste tiempo se le 

realizo un orificio en el fondo del tubo eppendorf y se 

coloco dentro de otro tubo eppendorf de 1.5 ml sin tapa; es 

entonces cuando se centrifugo 10 min. a 10 K rpm. El l l.quido 

obtenido se sometió a tratamiento con butano! saturado con TE 

y despu6s se precipito el ADN con etanol 

<Dretzen et al, 1981 ) . 

absoluto f r l. o. 

METODO DE TRANSFERENCIA DE ADN <S OUTHERN BLOT J 

El método consiste en transferir el ADN que ha sido 

fragmentado por electroforesis a un soporte solido c o mo es el 

pape l de nitrocelulosa t Southern. 1975 ) . 

El ge 1 con Ja muestra de interés se sumergió en una 

solucibn de HCl .25 N durante 15 minut o s, par a que 

posteriormente se sometieca a un tratamiento desnaturalizante 

<NaOH 0.5M; NaCl 1.5 Ml, durante 30 minutos en dos ocasiones. 

2 0 

paso posterior se reanudó la corrida hasta que las bandas

ingresaron al papel, se recuperó este y fue lavado con agua

bidestilada y despues se dejó secar al ambiente. Entonces

se colocaron las tiras de papel en un tubo eppendorf de 0.5

ml y se le añadió 300 ul de tris-Hfll 20 mH pH 7.5; EDTA imH,

Naül 1.5 mH., para posteriormente agitar con la ayuda de un

vortex y dejar incubar 2 hrs a 3? grados centígrados con

agitación ocasional. Al haber transcurrido este tiempo se le

realizó un orificio en el fondo del tubo eppendorf y se

colocó dentro de otro tubo eppendorf de 1.5 ml sin tapa; es

entonces cuando se centrifugó 10 min. a 10 K rpm. El liquido

obtenido se sometió a tratamiento con butanol saturado con TE

y despues se precipitó el ADN con etanol absoluto frio.

iüretzen et al, 1981).

HETDDÚ DE TRANSFERENCIA DE ADN iSOUTHEHN BLÚTJ

El metodo consiste en transferir el ADN que ha sido

fragmentado por electroforesis a un soporte sólido como es el

papel de nitrocelulosa (Southern, iD?5l.

El gel con la muestra de interes se sumergió en una

solución de HC] .25 N durante 15 minutos, para que

posteriormente se sometiera a un tratamiento desnaturalizante

fiNa0H 0.5Hi NaCl 1.5 Hi, durante 30 minutos en dos ocasiones.
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lo cua l permite la separacibn de las dos cadenas co mpo nentes 

del ADN celular. Posteriormente se lavb en dos ocasiones 

durante 30 min. con una solu cibn de I Tris -HCl lM pH8, Na C l 

1. 5 MJ para neutralizar y dar l as condici o nes adecuadas al 

el ADN para la transferencia. Como pas o siguiente se coloco 

gel encima de una larga pieza de pape l Whatma n 3 MM, que 

estaba 

citrato 

en contacto con una solucion SSC lOX INaCl 1. 5 M, 

de sodio 0.15 M pH 7 i y que sirve com o puente entre 

e 1 gel y la solucibn Luego , se coloco e 1 papel de 

nitrocelulosa sobre el gel y encima de este, 2 papeles 

Whatman !MM. Como siguiente paso se puso una cantidad 

considerable de papel absorvente sobre todo e l dispositivo 

anterior y sobre todo el montaje un peso de alrededor de 500 

gr. se de j o transferir de 16 a 24 hrs . Este dispositivo 

permite que por capilaridad, as! co mo por la accion de la 

alta tuerza ionica, e 1 ADN celular fragmentado sea 

transferido al soporte so l ido ISouthern, 1975). Como ultimo 

paso al termino de la transferencia , el papel se enjuago en 

SSC 2X y se horneo al vaclo a 80 grados centlgrados durante 2 

he.ras. 

MARCAJE DEL ADN. 1 METO DO DE N l CK- TRANSLAT l ON ) 

El me todo 

dos enzimas. 

de nick-Translation se basa en el empleo de 

la ADNasa l y la ADN polimerasa l. 
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La enzima 

lo cual permite la separación de las dos cadenas componentes

del ADN celular. Posteriormente se lavó en dos ocasiones

durante 30 min. con una solución de iTris-HC] IN pHó, NaCl

1.5 Hi para neutralizar v dar las condiciones adecuadas al

ADN para la transferencia. Como paso siguiente se colocó el

gel encima de una larga pieza de papel Hhatman 3 HH, que

estaba en contacto con una solución SSC IDE lNaGI 1,5 H,

J citrato de sodio D.15 H pH T: y que sirve como puente entre

el gel v la solución , Luego, se colocó el papel de

nitrocelulosa sobre el gel y encima de este, 2 papeles

Hhatman IHH. Como siguiente paso se puso una cantidad

considerable de papel absorvente sobre todo el dispositivo

anterior y sobre todo el montaje un peso de alrededor de 500

gr. se dejó transferir de ió a De hrs. Este dispositivo

permite que por capilaridad, asi como por la acción de la

alta fuerza ionica, el ADN celular fragmentado sea

transferido al soporte sólido lSouthern, 1D?5J, Como ultimo

paso al termino de la transferencia , el papel se enjuagó en

S50 EH y se horneó al vacio a B0 grados centígrados durante 2

TIÚFHE .

HARCAJE DEL ADN, LHETÚDÚ DE NICK- TEANSLATl0Nl

El metodo de nick~Translation se basa en el empleo de

dos enzimas, la ADNasa l y la ADN polimerasa I. La enzima
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ADNasa va a ocasionar la ruptura del ADN en pequeños 

espacios CNicksl y con su actividad exonucleasa 5' - 3' la 

los ADN polimerasa va desplazando los nucleotidos en 

extremos 5' en los espacios creados. Al mismo tiempo en 

presencia de deso x i ~ ucleotidos marcados con fosforo 32 se 

realiza la incorporacion de ~stos nucleotidos por la 

actividad 5'-- 3' polimerasa de la enzima. De ~sta manera el 

espacio abierto por la ADNasa se va desplazando por toda la 

secuencia incorporAndose el nucleotido marcado. CWain-Hobson, 

1983J 

Se canto con kits comerciales (8RL o Amershaml, y e 1 

m~todo consistio en lo siguiente: A 1 ug de ADN en 5 a 10 ul 

de volumen se le agrego 20 ul del regulador que contenia los 

nucleotidos CdATP, dGTP y dTTPl y cof actores enzimAticos 

<Cloruro de magnesio, tris-He! pH 7.9 NaCl l para 

posterior11ente anadir las enzimas ADAsa y ADN polimerasa 

1. junto con el dCTP fostoro 32 CAmershaml ! levando a un 

volümen final de 100 ul utilizando agua bidestilada para 

completar. 

centigrados 

Fu~ entonces cuando se dejo incubar a 17 

durante 2 hrs. La mezcla de reaccion 

grados 

se paso 

atrav~s de una columna cromatogrAfica de sephadex G 5 0 para 

realizar la separacion de el nucleotido marcado y la 

no incorporada. La actividad especifica del ADN 

usualmente es de 50 a 200 millones de cpm/ ug de ADN. 
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porcion 

marcado 

ADNasa l va a ocasionar la ruptura del ADN en pequeños

espacios (Nicks) v con su actividad exonucleasa 5' ~ 3' la

ADN polimerasa l va desplazando los nucleótidos en los

extremos 5' en los espacios creados. A1 mismo tiempo en

presencia de desoxinucleótidos marcados con fósforo 32 se

realiza la incorporación de estos nucleótidos por la

actividad 5'-- 3' polimerasa de la enzima. De esta manera el

espacio abierto por la ADNasa l se va desplazando por toda la

secuencia incorporándose el nucleótido marcado. (Hain-Hobson,

19031

Se contó con kits comerciales (BRL o Amershaml, y el

metodo consistió en lo siguiente: A 1 ug de ADN en 5 a 10 ul

de volómen se le agregó 20 ul del regulador que contenia los

nucleótidos (dATF, dGTP y dTTFl y cofactores enzimàticos

(Cloruro de magnesio, tris-Hcl pH ?.9 , Naüll para

posteriormente anädir las enzimas ADAsa i 3 ADN polimerasa

l, junto con el dCTP fosforo 32 (Amershami llevando a un

volómen final de 100 ul utilizando agua bidestilada para

completar. Fue entonces cuando se dejó incubar a 1? grados

centigrados durante 2 hrs. La mezcla de reacción se pasó

atraves de una columna cromatogràfica de sephadex 0 50 para

realizar la separación de el nucleótido marcado y la porción

no incorporada. La actividad especifica del ADN marcado

usualmente es de 50 a 200 millones de cpm! ug de ADN.
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HIBRIDACION DEL ADN CELULAR. 

La hibridación se realiza una vez que la transferencia 

del ADN se ha 1 levado a cabo. El filtro de nitrocelulosa se 

prehibrlda con anterioridad para bloquear los sitios no 

ocupados por el ADN. Se añadi6 20 mi de sol. prehibridadora a 

un papel de 19 X 14 cm; la solucibn contiene: formamida al SO 

%, sol. Denhart S X ( Polivinilpirrolidona 0.02%, BSA 0.02%, 

ficol 1 400 0.02 %l, SSPE 6X CSolucibn salina Fosfato EDTA>, 

SDS final o. 1 ", ADN de esperma de salmbn 1 mg /mi, agua 

bidestilada cbp 20 mi. Una vez el papel sel lado en su bolsa y 

con la sol. prehibridadora, se dej6 incubar de 24 a 72 horas 

a 42 grados cent l. grados, con agitacibn ocasional. 

Posteriormente, a 11 mi de la sol. anterior se añadib la 

sonda marcada radioactivamente y se incubb alrededor de 24 

horas a 42 grados centigrados. Como bltimo paso se sometib el 

papel a lavados a baja astringencia primeramente ( 2 lavados 

de lS min, con una sol. SSC 2X, SDS 0.1 % a SS grados 

cent l. grados.), y despu~s a lavados a alta astringencia para 

evitar uniones no especificas y encontrar secuencias 

altamente homblogas, bajo las siguientes condiciones ( 2 

lavados de lS min. con sol. SSC 0.1 X , SDS 0.1 % a 6S grados 

centl.gradosl. 
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HlEElDAClDN DEL ADN CELULAR.

La hibridación se realiza una vez que la transferencia

del ADN se ha llevado a cabo. El filtro de nitrocelulosa se

prenibrida con anterioridad para bloquear los sitios no

ocupados por el ADN. Se añadió 20 ml de sol. prehibridadora a

un papel de 19 K le cm; la solución contiene: formamida al 50

n, sol. Denhart 5 I ( Polivinilpirrolidona 0.02ì, ESA 0.02%,

ficoll #00 0.02 Ni, SSPE SK (Solución salina Fosfato EDTAJ,

SDS final 0.1 1, ADN de esperma de salmón 1 mg fml, agua

bidestilada cbp 20 ml. Una vez el papel sellado en su bolsa v

con la sol. prehibridadora, se dejó incubar de EA a ?2 horas

a A2 grados centígrados, con agitación ocasional.

Posteriormente, a 11 mi de la sol. anterior se añadió la

sonda marcada radioactivamente y se incubó alrededor de 2a

horas a A2 grados centigrados. Como óltimo paso se sometió el

papel a lavados a baja astringencia primeramente ( 2 lavados

de 15 min, con una sol, SSD EI, SDS 0.1 H a 55 grados

centigrados.l, y despues a lavados a alta astringencia para

evitar uniones no especificas y encontrar secuencias

altamente nomólogas, bajo las siguientes condiciones ( 2

lavados de 15 min, con sol. SSC 0.1 K , SDS 0.1 n a S5 grados

centigradosl.
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RESULTADOS 

Se sondearon 14 muestras de cAncer cervical en 

diferentes estadios de malignidad, asl como ADN de tejidos 

cervicales normales. En la fig 3a, se observa el corrimiento 

electroforético de diferentes muestras de ADN (6 ug / carril). 

Se realizaron digestiones totales con la enzima EcoRl, que 

corta una sola vez el genoma de PVH-18, la hibridacibn del 

papel resultante de la transferencia se realizb empleAndose 

como sonda el fragmento purificado pRB de HPV-18, e 1 cual 

contiene el MLA E6, E7 y casi la totalidad de El <ver fig 1) 

Se detectaron señales positivas de alto peso molecular, en 

los carriles con el ADN tumoral sin digerir, y también bandas 

bien definidas en los estadios 1 I IB-E; 2 bandas que comigran 

de 6.0 pKb y otra de 4 pKb, sin embargo se distinguen bandas 

claras en los estadios lnv-E y IVB-E de 6.0 pKb <ver fig 3bJ. 

Es importante mencionar que no se obtuvo sena! alguna en los 

carriles de controles negativos <ADN de tejido normal 

cervical y ADN de PVH-16l. 

En la figura 3 e se observan las bandas que 

permanecieron en condiciones de lavado de baja astringencia 

panel A y alta astringencia panel B, 

estadios II 18-E. 

correspondientes a 

Posteriormente, 3 de las muestras positivas del 
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RESULTADDS

Se sondearon le muestras de cáncer cervical en

diferentes estadios de malignidad, asi como ADN de tejidos

cervicales normales. En la fig 3a, se observa el corrimiento

electroforetico de diferentes muestras de ADN (6 ugƒcarrill.

Se realizaron digestiones totales con la enzima EcoR1, que

corta una sola vez el genoma de PVH-18, la hibridación del

papel resultante de la transferencia se realizó empieandose

como sonda el fragmento purificado PHB de HPV-18, el cual

contiene el HLA E6, E? y casi la totalidad de E1 (ver fig il

Se detectaron señales positivas de alto peso molecular, en

los carriles con el ADN tumoral sin digerir, y también bandas

bien definidas en los estadios lllB-E; 2 bandas que comigran

de 6.0 pKb y otra de A pKb, sin embargo se distinguen bandas

claras en los estadios lnv-E y IUB-E de 5,0 pKb (ver fig Sbl.

Es importante mencionar que no se obtuvo señal alguna en los

carriles de controles negativos (ADN de tejido normal

cervical y ADN de PVH-161.

En la figura 3 c se observan las bandas que

permanecieron en condiciones de lavado de baja astringencia

panel A y alta astringencia panel B, correspondientes a los

estadios IllB-E,

Posteriormente, 3 de las muestras positivas del papel

EA
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Fi g 3 . (al Electrofores is en gel de agarosa a l l % de ADN 
de mu es t r as de tumores de diferentes es tadías de malignidad 
sin digerir y cor tado s con EcoR 1. (bl Hibridacibn de ADN 
tumoral sin digerir y cortado con EcoRl. cont ra el 
fragmento pRB de PVH-1 8, en condi ciones de baja 
astringenci a. ( c) Hibridacibn de ADN de 2 muestras de 
tumor estadio 1118 en condici ones de baja astringenci a A, y 
alta astringencia B contra el fragmento pRB de P VH-18 . 
Hindi Il =marcador de peso mole cu lar, N = ADN de tejido de 
cervix normai, lnv estadio invasivo, l lB, I l IB y JVB son 
diferen tes estadios de malignidad de CaCU. 
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Fig 3. (ai Electroforesis en gel de agarosa al 1 1 de ADN
de muestras de tumores de diferentes estadios de malignidad
sin digerir y cortados con EcoRi. (bl Hibridación de ADN
tumoral sin digerir y cortado con Ecofii, contra el
fragmento pRB de PVH-18, en condiciones de baja
astringencia. (cl Hibridación de ADN de 2 muestras de
tumor estadio lllB en condiciones de baja astringencia A, v
alta astringencia B contra el fragmento pHB de PUH¬1B.
Hindlll = marcador de peso molecular, N = ADN de tejido de
cervix normal, lnv = estadio invasivo, IIB, 1llB y IVD son
diferentes estadios de malignidad de CaCU.
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a n te í · i o r l l n '-/ . 1118 y I VB1 se cortaron c o n la enzima Hindi 11 

\no tiene sitio de corte en el genoma de PVH-181 para 

estudiarlas mis a fondo y se hibridaron con el fragmento pBB 

de PVH-18 que contiene la regibn control mis el fina 1 del 

MLA Ll e inicio de E6 y con el fragmento pKK que contiene MLA 

L2 y Ll <ver fig ll, no observAndose señal alguna para 

ninguno de los dos fragmentos de PVH-18 <Datos no mostrados). 

Los MLA mis conservados entre los diferentes 

papilomavirus son: El,E2 y Ll; mientras que los menos 

conservados son: LCR, E4,ES y L2 \Chow, 1987; Ptister, 1987). 

Tomando en cuenta lo anterior podemos decir que utilizando la 

sonda de pRB hay mAs probabilidad de encontrar señales 

cruzadas con otros papilomavirus asociados a PVH-18 como son 

PVH-10, 32 y 45 <Pfister, 1987; Zohreh et al, 1987l; debido a 

pRB tiene la regibn del El que es muy com~n entre los que 

PVH. Sin embargo el fragmento pBB al tener la regibn del LCR 

siendo ~sta la zona en la que difieren mAs los distintos 

tipos de PVH <Lazo, 1987 l , se espera que la señales dadas en 

la hibridacibn empleando ~ste fragmento sean aut~nticamente 

señales de PVH-18. Asl. pues, las muestras utilizadas en el 

experimento anterior no corresponden a PVH-18, sino algOn 

tipo de papilomavirus relacionado con ~ste. 

En la f ig 4 a, se observa ADN de diversos tumores, asl. 

como tejido de c~rvix aparentemente normal y c~lulas CDS 

<C~lulas de riñbn de mono transformadas con SV40i. Las 
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anterior llnr. IIIB v lväl se cortaron con la enzima Hindill

(no tiene sitio de corte en el genoma de PVH~iBi para

estudiarlas más a fondo y se hibridaron con el fragmento pBB

de PVH-15 que contiene la región control más el final del

HLA Li e inicio de EB y con el fragmento PKK que contiene HLA

L2 y Li (ver fig il, no observendose señal alguna para

ninguno de los dos fragmentos de PUH-15 (Datos no mostrados),

Los HLA mas conservados entre los diferentes

papilomavirus son: Ei,E2 y Li: mientras que los menos

conservados son: LCR, EA,E5 y L2 (Chow, 1987: Pfister, 19B?l.

Tomando en cuenta lo anterior podemos decir que utilizando la

sonda de pRB hay mas probabilidad de encontrar señales

cruzadas con otros papilomavirus asociados a PVH-10 como son

PVH-10, 32 y A5 (Pfister, IQBT; Zohreh et al, 1987); debido a

que pRB tiene la región del Ei que es muy común entre los

PVH. Sin embargo el fragmento pBB al tener la región del LCR

siendo esta la zona en la que difieren mas los distintos

tipos de PVH (Lazo, iådïl, se espera que la señales dadas en

la hibridación empleando este fragmento sean autenticamente

señales de PVH-id, Asi pues, las muestras utilizadas en el

experimento anterior no corresponden a PVH¬iB, sino algón

tipo de papilomavirus relacionado con este.

En la fig 4 a, se observa ADN de diversos tumores, asi

como tejido de cervix aparentemente normal y celulas CDS

(Celulas de riñón de mono transformadas con SV40l. Las

2?



Fig 4. (a) Electroforesis en gel de aga ros a al 1 % de ADN de 
muestras de tumor sin digerir y cortado con EcoR1 ( b) 
Hibridacibn de ADN de tumor de diferentes estadios de 
malignidad contra el fragmento pRB de PVH-18. en condiciones 
de baja astringencia. Hind 111 = mar·cador de peso molecular, 
E = digestibn con EcoRl, COS = ADN de celulas de riñbn de 
mono transformadas con SV40 AN = ADN de muestra de tejido 
cervical aparentemente normal; 1, IB, IllB = diferentes 
estadios de malignidad de CaCU. 
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Fig A, (al Eiectroforesis en gel de agarosa al i n de ADN de
muestras de tumor sin digerir y cortado con EcoR1 (bl
Hibridación de ADN de tumor de diferentes estadios de
malignidad contra el fragmento pRB de PVH-15, en condiciones
de baja astringencia. Hind lll = marcador de peso molecular,
E = digestión con EcoR1, CDS = ADN de celulas de riñón de
mono transformadas con SVs0 AN = ADN de muestra de tejido
cervical aparentemente normal; 1, lB, lllB = diferentes
estadios de malignidad de CaCU.

28



a ) 

2.2 

w ~ ~ 
W CD ~ (1) CD CD (1) 

...'.. .......... 1=1 a~ l::l 

13 

~ ':' w 

" 
,, 

z 
.< 8 " H 

~t 

';' .:. 

b) 

w 

ª' e:; "' "' ~ ~ a a ¡j a 
Kbp 

23 l 

<-9.4 

6 .6 

- 4.4 

- -22 
--2 o 

G

WIMHU
maH

w_m__HÉ
mamiLw_m_HÉÍÁmH

M

“__¿_
_

MIN
H

WiZfiWIWDU
fiHÚET_Á

Pb

M

_

¿Ag¿__En`#q_&4¿_L

K2

_|______'D

muüvu
w_____H

ma
Ñm_W;

_UIH

1Í_2

45

Q__'_|___.__

5É_m___

¿__?

W

|†ma___



digestiones realizadas con EcoRl fueron completas y la 

cantidad de ADN en cada pozo fu~ de 6 ug. En la fig 4 b, se 

observa la hibridaciOn de las muestras con el fragmento pRB 

de PVH-18 en condiciones de baja astringencia, en donde se 

encuentran sehales de alto peso molecular en los carriles de 

ADN sin digerir, asl como el ADN de celulas CDS y en una 

muestra de tumor estadio 1118 digerido con EcoRl de 

aproximadamente 4.0 pKb. Sin embargo cuando se somete el 

papel a lavados a alta astringencia se pierde completamente 

la sehal. Posteriormente bste mismo papel se hibridb con PVH-

16 encontr~ndose algunas se~ales po5itivas abn en los lavados 

de alta astringencia, por lo que podemos deducir que no 

existe PVH-18 en las muestras an•lizadas y que las bandas 

que s• observaron al hibridar con pRB a baja astringencia 

fueron sehales cruzadas de otro tipo de papiloma, 

permanecieron en los lavados a alta astringencia. 

pues no 

En la fii Sa, se observan ADN de diferentes tu•ores asl 

como de c~lulas SW13.1 CC~lulas de adenocarcinoma 

adrenocortical humano>, ADN de tejido de cbrvix normal y ADN 

de c~lulas HeLa con PVH-18 integrado; tambibn se aprecian las 

digestiones completas de ADN con la enzima EcoR1, la cantidad 

de ADN es de 6 ug/ carril. En la figura Sb, se observa la 

hibridacibn de las muestras anteriores, con el fragmento pBB 

de PVH-18 en condiciones de lavado de baja astringencia; en 

donde se detectb una se~al difusa positiva en la muestra de 
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digestiones realizadas con Ecofii fueron completas y la

cantidad de ADN en cada pozo fue de 6 ug. En la fig 4 b, se

observa la hibridación de las muestras con el fragmento pHB

de PVH-10 en condiciones de baja astringencia, en donde se

encuentran señales de alto peso molecular en los carriles de

ADN sin digerir, asi como el ADN de celulas CDS y en una

muestra de tumor estadio lliB digerido con Ecofli de

aproximadamente A.0 pKb. Sin embargo cuando se somete el

papel a lavados a alta astringencia se pierde completamente

la señal. Posteriormente este mismo papel se hibridó con PVH-

15 encontrándose algunas señales positivas aón en los lavados

de alta astringencia, por lo que podemos deducir que no

existe PVH-IE en las muestras analizadas y que las bandas

que se observaron al hibridar con pRB a baja astringencia

fueron señales cruzadas de otro tipo de papiloma, pues no

permanecieron en los lavados a alta astringencia.

En im fig Sa, se observan ADN de diferentes tumores asi

como de celulas SU13.i (Celulas de adenocarcinoma

adrenocortical humanol, ADN de tejido de cervix normal y ADN

de celulas HeLa con PVH-18 integrado; tambien se aprecian las

digesticnes completas de ADN con la enzima EcoR1, la cantidad

de ADN es de E ug! carril. En la figura Sb, se observa la

hibridación de las muestras anteriores, con el fragmento pBB

de PVH-18 en condiciones de lavado de baja astringencia; en

donde se detectó una señal difusa positiva en la muestra de
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Fig 5. (al Electroforesis en gel de agarosa al 1.5 % de ADN 
de tumores en diferentes estadios de malignidad. (b) 
Hibridación de ADN de tumores contra el fragmento pBB de PVH-
18 en condiciones de baja astringencia <SSC 2X,SDS 0 .1 %, 55 

CJ . tcJ Hi bridac ibn de ADN de tumores contra el fra gmento 
pBB de PVH - 18 en condiciones de alta astringencia tSSC 0.1 
X, SDS 0 . 1 %, 65 C> . Hindl l l = marcador de peso moiecul ar. E 

EcoRl, SW13. l ADN de ce lulas de adenocarcinoma 
adrenocortical humano, HeLa = ADN de cel ulas de carcinoma 
cervical humano con PVH-18 integrado; N = celulas de tejido 
c ervical normal, 18,lllB,lV,l VB, son di feren tes estadios de 
malignidad de las muestras de ADN tumoral. 16 = ADN de PVH -
16. 
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Fig 5. (al Electroforesis en gel de agarosa al 1.5 s de ADN
de tumores en diferentes estadios de malignidad, (bl
Hibridación de ADN de tumores contra el fragmento pee de PVH-
1B en condiciones de baja astringencia (SSC 2K,SDS 0,1 n, 55
Cl. (cl Hibridaclón de ADN de tumores contra el fragmento

pBB de PVH-10 en condiciones de alta astringencia (SSC 0.1
X,5D5 0.1 H, 05 Ci. Hindlll = marcador de peso molecular, E
= Ecofll, 5H13.i ADN de celulas de adenocarcinoma
adrenocortical humano, HeLa = ADN de celulas de carcinoma
cervical humano con PUH-10 integrado; N = celulas de tejido
cervical normal, lB,illB,lV,lVB, son diferentes estadios de
malignidad de las muestras de ADN tumoral. lb = ADN de PVH-
id
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tumor estadio IVB sin digerir. En el digerido con EcoR1, se 

aprecia una sena! bastante fuerte de aproximadamente 3.8 

pKb,que permanece aón con los lavados a alta astringencia 

(fig 5 cJ, al igual que permanece la señal del ADN de celulas 

He La Ccontrol positivol.Para estudiar mAs a fondo su patrbn 

de re!!ltriccibn; la muestra IVB que dib señal positiva y las 

c~lulas HeLa, se cortaron con otras enzimas COlllO Hindi 11, 

la cual no tiene sitio de corte en el PVH-18, doble digestiOn 

con Hindlll-EcoR1 y por bltimo con BamH1 que tine 2 sitios 

de corte para PVH-18. <Ver fig 1 y 6>; encontrAndose que en 

la hibridacibn con el fragmento pBB el ADN de c~lulas HeLa 

di&erido con EcoRl dl una banda de 16.7 pKb, IVB di¡¡erida 

con Eco Rl, una banda de 3.8 pKb; HeLa Hindlll una banda de 

6.1 pKb, !Vi digerida con Hindlll una banda de 3.8 pKb; HeLa 

digerida con EcoRl/Hindll 1 una banda de 5.4 y otra de 7.6 

pKb, IVB digerida con EcoRl/Hindlll una banda de 1.5 pKb, 

HeLa digerida con Ba•H1 dl una banda de 6.1 pKb y IVB BamH1 

una banda de 1.1 pKb. El patrOn de corte del ADN de celulas 

HeLa y la muestra de tumor IVB son diferentes y las señales 

persisten abn con los lavados de alta astringencia (ver fig 

6). Asl las bandas identificadas corresponden a ADN inte¡¡rado 

del PVH-18. 

En la tabla 1 se puede observar en una forma resumida 

los resultados de hibridacibn con los fragmentos pRB y pBB de 

PVH-18 contra las muestras de ADN tumoral, encontrAndose que 
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tumor estadio [VB sin digerir. En el digerido con EcoR1, se

aprecia una señal bastante fuerte de aproximadamente 3.0

pKb,que permanece aón con los lavados a alta astringencia

(fig 5 cl, al igual que permanece la señal del ADN de celulas

HeLa (control positivoi.Para estudiar mas a fondo su patrón

de restricción; la muestra ¡VB que dió señal positiva y las

celulas HeLa, se cortaron con otras enzimas como Hindlll,

la cual no tiene sitio de corte en el PVH-18, doble digestión

con Hindlll-Ecofii y por óltimo con BamH1 que tine 2 sitios

de corte para PVH-18. (Ver fig 1 y 6); encontrándose que en

la hibridación con el fragmento pBB el ADN de celulas HeLm

digerido con EcoRi de una banda de 16.7 pKb, IVB digerida

con Eco Hi, una banda de 3.8 pKb; HeLa Hindlll una banda de

6.1 pKb, IVH digerida con Hindlll una banda de 3.8 pKb; Hebe

digerida con EcoRiƒHindlll una banda de 5.A y otra de ?.6

pKb, IVB digerida con EcoRifHindlll una banda de 1.5 pKb,

HmLa digerida con BamHi dá una banda de 6.1 pKb y IVH BamH1

una banda de 1.1 pKb. El patrón de corte del ADN de celulas

HeLa v la muestra de tumor IVB son diferentes v las señales

persisten aón con los lavados de alta astringencia (ver fig

Ei, Asi las bandas identificadas corresponden a ADN integrado

del PVH-18.

En la tabla 1 se puede observar en una forma resumida

los resultados de hibridación con los fragmentos pee y pHB de

PVH-18 contra las muestras de ADN tumoral, encontrándose que
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Estadio 1 I I I I I IV INV TOTAL 
Astringencia 

pRB 0 / 4 0 / 1 3 / 5 1 / 3 1 / 1 5 / 14 

Baja 
pBB 0/4 0/1 0 1 5 113 0 / 1 1 / 14 

pRB 0 / 4 0/ 1 2 1 5 0 1 3 0 / 1 2 / 14 

Alta 
pBB 0 / 4 0 / 1 0 1 5 113 0 / 1 1114 

Tabla 1. Señales positivas a baja y alta astringencia 
utilizando sondas de fragmentos de PVH-18 en diferentes 
estadios de malignidad de cAncer c~rvico uterino. 
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Tabla 1. Señales positivas a baja y alta astringencia
utïlizandn sendas de fragmentos de PVH¬18 en diferentes
estadìus de malignidad de cáncer càrvlco uterino.
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con el fragmento pRB, 2 de 14 mue stras analizadas dieron 

sehales posi t ivas, sie ndo ~ s ta s alg~n tipo de PVH relacionado 

a PVH-18 y solamente 1 muest r a de ADN de 14 analizadas 

hibridO con el fragmen to pBB de PVH-18 a6n con los lavados a 

alta astringencia, lo que sugiere que en realidad se trata de 

PVH-18. Al analizar el patrbn de rest r iccibn e hibridacibn 

de ~sta muestra, se encontrb que el PVH-18 estaba integrado 

en el ADN celular por lo que se elaborb un posible modelo de 

integracibn, (ver fig 7 J en el cual se supone se encuentran 

las secuencias pertenecientes a toda la regiOn control <LCRl, 

el MLA E6 y parte del MLA E7. 

36 

con el fragmento FRB. 2 de la muestras analizadas dieron

señales positivas. slendo estas algún tipo de PVH relacionado

a PVH*1& y solamente 1 muestra de ADN de 14 analizadas

hibrido con el fragmento pBB de PVH-15 aún con los lavados a

alta astringencia, lo que sugiere que en realidad se trata de

PVH-18. Al analizar el patron de restriccibn e hibrldacibn

de esta muestra, se encontro que el PUH-IB estaba integrado

en el ADN celular por lo que se elaboro un posible modelo de

integracion. ¿ver fig TJ en el cual se supone se encuentran

las secuencias pertenecientes a toda la region control (LCR),

el HLA E6 y parte del HLA E?.
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Fig 7. 
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Hindlll. 
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~Luuvvlvt: 
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1 

Modelo de integraci~n del PVH-18 en el ADN del 
IVB. E = sitio EcoRl, B = sitio BamH1, H = 
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Fig 7. Modelo de integración del PVH-18 en el ¿DN del tumor
estadio IVB. E = sitio EcoR1, B = sitio HamH1. H = sitio
Hindlll.
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DISCUSION 

En la tabla 1 se representa que el 7 % de las muestras 

estudiadas contienen ADN del PVH-1 8 . Para determinar el 

estado fisico del ADN viral se realizaron análisis mas 

profundos utilizando diferentes enzimas de restricción. Al 

hidrolizar la muestra de tu~or IVB con la enzima BamHl y 

,;ondear con el fr ag me n to pBB de PVH-18 ei cual presenta el 

LCR, inicio de ES y fin de L 1 1v er tig ll , se oetecta una 

banda que corresponoe a i tamario de la sonda utilizada <ver 

f i g 6 ) ; por lo que se puede suponer se encuentran presentes 

las secuencias del fragmento pBB de PVH-18. Po r otra parte al 

cortar· con la enzima Hindi 11 <la cual no tiene sitio de corte 

en el genoma de PVH-18 1 y tambl•n con Eco Rl 1que tiene l 

sitio de corte al tlnal de El de PVH-181, se detecta una 

banda del mismo peso molecular en ambos casos, por lo que se 

supone, se encuentran 2 siti o s de co rte para Hindi 11 en el 

genoma ce l ular ad y acente a la lntegraci6n. Uno mu y cercano al 

inicio de las secuenci as integradas de PVH-18 y el otro a 2.7 

p Kb de el extremo opuesto a la integración. Asl mismo los 

sitios EcoRl en el genoma celular deben guardar un patr·bn 

similar al descrito pa ra Hi ndlll, per·o en sentido inver·so; de 

tal forma que un siti o Hlndl l l se encontrarla muy cerca de un 

extremo de l as secuencias virales y un sitio EcoR i 
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DISCUSION

En la tabla i se representa que el T 5 de las muestras

estudiadas contienen ADN del PVH-id. Para determinar el

estado fisico del ADN viral se realiaaron analisis mas

profundos utilisando diferentes enzimas de restricción. Al

hidrolisar la muestra de tumor [VB con la ensima EamHI 3

sondear con el fragmento pEB de PVH-id el cual presenta el

LCR, inicio de E6 y fin de Li :ver fig 1:. se detecta una

banda que corresponde al tamano de la sonda utilizada iver

fig B J; por lo que se puede suponer se encuentran presentes

las secuencias del fragmento pBB de PVH-id. Por otra parte al

oortar con la ensima Hindlll iia cual no tiene sitio de corte

en el genoma de PVH-18) y también con Eco RI ique tiene 1

sitio de corte al final oe Ei de PVH-16:, se detecta una

banda del mismo peso molecular en ambos casos, por lo que se

supone, se encuentran L sitios de corte para Hindlll en el

genoma celular adyacente a la integracion. Uno muy cercano al

inicio de las secuencias integradas de PVH-iü y el otro a 2.?

pfib de el extremo opuesto a la integracion. Asi mismo los

sitios Ecofli en el genoma celular deben guardar un patrbn

similar al descrito para Hindlll, pero en sentido inverso; de

tal forma que un sitio Hindlll se encontrarla muy cerca de un

extremo de las secuencias virales y un sitio Ecofii muy
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cercano al e x tremo opuesto. 

Al realizar la doble digestión del ADN tumoral con 

EcoR1 / Hindlll, se detectb una banda de bajo peso molecular 

correspondiente a las secuencias virales integradas, es decir 

el LCR, E6, inicio de E7 y fin de Ll. 

Se ha o bservado que cuando el PVH-18 se encuentra 

integrado en el genoma celular ocurre un rompimiento del ADN 

viral a nivel del MLA E2 , el cual codifica un factor 

transregulador que se une a un potenciador localizado en la 

regibn control y act~a activando b reprimiendo la 

transcripcibn <Schwarz, 1986J. De tal forma que la p~rdida de 

la funcibn de E2 podria conducir a la transformacibn y 

malignidad <Chou-Chi, 1988). O bi~n al perder el efecto 

regulatorio que ejercla el MLA E2, se colocarla el PVH-18 en 

una nueva situacibn regulatoria en donde el efecto de los 

productos 

pudieran 

celulares 6 el nuevo ADN humano flanqueante 

jugar un papel importante en la carcinogénesis. 

La integracibn del ADN viral en el genoma celular puede 

resultar en una variedad de situaciones por las cuales la 

expresibn gen~tica puede modificarse. Los efectos pueden ser 

a dos niveles: El efecto de las secuencias humanas en los 

genes v irales y el efecto de las secuencias virales en el ADN 

humano lLazo, 198 7) . Si añadimos a esto la interaccibn de 

otros agentes 6 factores oncogénicos como por ejemplo el 

cigarrillo o la radiacibn, 

3 9 

PVH-16 y 18 posiblemente act6en 

si

cercano al extremo opuesto.

al realizar la doble digestion del ADN tumoral con

EcoRi!Hindlll, se detecto una banda de bajo peso molecular

correspondiente a las secuencias virales integradas, es decir

el LCR, EG, inicio de ET y fin de Li.

Se ha observado que cuando el PVH-18 se encuentra

integrado en el genoma celular ocurre un rompimiento del ADN

viral a nivel del HLA E2, el cual codifica un factor

transregulador que se une a un potenciador localizado en la

region control y actos activando ò reprimlendo la

transcripcion (Schwarz, 19851. De tal forma que la perdida de

la funcion de E2 podria conducir a la transformacion y

mallgnidad lühou-Chi. 1988). ü bien al perder el efecto

regulatorio que ejercia el HLA E2, se colocarla el PVH-18 en

una nueva situacion regulatoria en donde el efecto de los

productos celulares o el nuevo ADN humano flanqueante

pudieran jugar un papel importante en la caroinogenesis.

La integracion del ADN viral en el genoma celular puede

resultar en una variedad de situaciones por las cuales la

expresion genetica puede modificarse. Los efectos pueden ser

a dos niveles: El efecto de las secuencias humanas en los

genes virales y el efecto de las secuencias virales en el ADN

humano lLazo, 1987). Si añadimos a esto la interaccion de

otros agentes o factores oncogenicos como por ejemplo el

cigarrillo o la radiacion. PVH-16 v 18 posiblemente actúen
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como iniciadores d el proceso tumo ral y el c iga rr illo y la 

radiacibn promue van el desa r ro l lo de un tumor. Un posible 

papel de cofactores en la i n d ucc ib n de malignidad de los PVH, 

puede ser· la acti vaci bn de oncogenes transformantes 

inmortal izantes <Laimi ns , 1887 l . 

El oncogene c-myc, se ha encontrado en muestras de 

CAncer Cervico-Uterino. en un siti o cercano al PVH-16, de tal 

forma que se podria pens'ar que factores celulares 

transactivaran a los promotores de el PVH, de ~sta manera se 

darla una mayor transcripcibn de c-myc por lo que hay una 

sobreproduccibn 

replicacibn y 

transformacibn. 

de myc a PVH, 

de RNAm de c-m y c, una mayor promocibn de la 

por lo tanto se dA el proceso de 

O bien puede suceder que por cis-activacibn 

p r omueva mayor transcripcibn de los MLA 

virales, mayor producc i bn de RNAm de los MLA virales y como 

consecuencia de ~sto, mAs produccibn de proteinas virales 

transf ormantes y por lo tanto el proceso de transformacibn 

<Alvarez, 1988>. 

La presencia de los MLA E6 y E7 integrados en el genoma 

celular, junto con la desregulacibn trans cri pci ona l del ADN 

viral ocasionada por la perdida b interrupcibn del MLA E2 y 

por la accibn de los f actores celulares en la regibn control 

del PVH-18, podrlan ser i os r esponsables de la transformacibn 

maligna celular. Puesto que, seg~n estudios realizados con 

tibroblastos de ratbn, lo s MLA E6 y E7 de los PVH-16 
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y 18 

como iniciadores del proceso tumoral y el cigarrillo y la

radiacion promuevan el desarrollo de un tumor. Un posible

papel de cofactores en la induccion de malignidad de los PVH,

puede ser la activacion de oncogenes transformantes o

inmortalizantes lLaimins, 1957:.

El oncogene c~myc, se ha encontrado en muestras de

Cancer Corvico-Uterino. en un sitio cercano al PVH-16, de tal

forma que se podria pensar que factores celulares

transactivaran a los Promotores de el PVH, de esta manera se

daria una mayor transcripcion de c-myc por lo que hay una

sobreproduccion de RNAm de c-myc, una mayor promocion de la

repiicacion y por lo tanto se da el proceso de

transformacion. ü bien puede suceder que por cis-activacion

de myc a PVH, promueva mayor transcripcion de los HLA

virales, mayor produccion de RHAm de los HLA virales y como

consecuencia de esto, más produccion de proteinas virales

transformantes y por lo tanto el proceso de transformacion

(Alvarez, 1988:.

La presencia de los HLA E6 y ET integrados en el genoma

celular, junto con la desregulacion transcrlpcional del ADN

viral ocasionada por la perdida o interrupcion del HLA E2 y

por la accion de los factores celulares en la region control

del PVH-18, podrian ser los responsables de la transformacion

maligna celular. Puesto que, según estudios realizados con

fibroblastos de raton, los HLA E6 y E? de los PVH-16 y 18

ao



participan directamente en pr oc esos de transformacibn celular 

< lnagaki , 1988 : Schwarz, 1985 ; Wata nabe , 1988i. 

La integración de la región control ó LCR v ira l en el 

gen o ma ce lula r es de im port ancia y a que esta contiene el 

origen de replicacibn, secuencias que r egu lan la 

transcripcibn, 

potenciadores 

promotores tejido especifi co s y elementos 

enhancer , ademAs 

inte rac tüan con factores celulares 

probablemente modulan la actividad 

de secuencias 

trans-a c tivadores 

transcripcional 

que 

que 

viral 

<Giri and Dan os . 1986; Thierry, et al.1987; Lazo. 1988) . 

Las secuencias virales integradas pertenencientes a los 

MLA E6 y E7 de PVH-18 en ausencia de E2 probablemente puedan 

funcionar como un gene temprano transcripcionalmente acti vo . 
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participan directamente en procesos de transformacion celular

llnagaki. 1955: Schwarz, 1955; Uatanabe, 1985:.

La integracion de la region control o LCR viral en el

genoma celular es de importancia ya que esta contiene el

origen de replicaclon. secuencias que regulan la

transcripcion, promotores tejido especificos y elementos

potenciadores o enhancer, ademàs de secuencias que

interactúan con factores celulares trans-activadores que

probablemente modulan la actividad transcripcional viral

lGlri and Danos. 1956; Thierry, et al.iQB?; Lazo. 1988:.

Las secuencias virales integradas pertenencientes a los

HLA E6 y E? de PVH-id en ausencia de E2 probablemente puedan

funcionar como un gene temprano transcripcionalmente activo.
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CONCLUSIONES 

El ADN de Pailomavirus Humano tipo 18, se detectb en 

un 7 % de las muestras analizadas encontr~ndose su genoma 

incompleto integrado en el ADN celular. La regibn detectada 

corresponde a los MLA E6, inicio de E7 y fin de Ll; asl como 

la regibn control completa. Se piensa que el PVH-18 juegua un 

papel iaportante en la progresión maligna ya que los MLA E6 y 

E7 tienen actividad transformante y capacidad de cooperar con 

oncogenes activados \myc, rasl. Los promotores de estos MLA 

transformantes se encuentran en la región control ó LCR que 

posee secuencias blanco de factores celulares de regulacibn 

transcripcional. úe esta forma la expresibn de E6 y E7 puede 

ser promovida en ausencia de los transreguladores 

transcripcionales virales como el MLA E2. 
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CONCLUSIONES

El ADN de Fallomavirus Humano tipo 15. se detecto en

un ? K de las muestras analizadas encontrándose su genoma

incompleto integrado en el ADN celular. La region detectada

corresponde a los HLA E6, inicio de E? y fln de Li: asi como

la region control completa. Se piensa que el PVH-18 juegua un

papel importante en la progresion maligna ya que los HLA EB y

E? tienen actividad transformante y capacidad de cooperar con

oncogenes activados lmyc, rasl. Los promotores de estos HLA

transformantes se encuentran en la region control o LCR que

posee secuencias blanco de factores celulares de regulacion

transcripcional. De esta forma la expresion de E5 y ET puede

ser promovida en ausencia de los transreguladores

transcripcionales virales como el HLA E2.
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GLOSARIO 

ADN desnaturalizado. ADN que ha pasado de l a forma de 

doble filamanto a la de ti lamento sencillo por la ruptura de 

los puentes de hidrogeno que unen a 

comp l ementarios. 

los dos filamentos 

ADN polimerasa. enzima responsable de la sintesis del ADN 

a partir de trifosfato de desoxirribonuclebsido bajo Ja 

direccibn de un filamento molde de ADN. 

Astringencia. Fuerza ionica y temperatura en Ja que 

se permite la hibridacion del AúN. 

Cisactivacion. Activacion transcripcional de genes en Ja 

misma secuencia de AúN que los elementos de control. 

Endonucleasa. Enzima que hidroliza enlaces fosfodiéster 

internos en un polinuciebtido. 

Enzima de restriccion. Endonucleasa que reconoce 

secuencias de nucleotidos especificas en el DNA. 

Fenotipo. Las caracterlsticas observables de un 

individuo, resultantes de la interaccion entre el genotipo y 

el ambiente en el que ocurre el desarrollo. 

Genoma. Co ntenido gen~tico de una célula o virus. 

Hibridacion. Enlace de cadenas complementarias de ADN. 

Marco de Lectura Abierta. Reglan comprendida entre un 

codbn de iniciacion y un cod bn de terminacibn . 
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GLÚSARIU

ADN desnaturalizado. ADN que ha pasado de la forma de

doble filamento a la de filamento sencillo por la ruptura de

los puentes de hidrogeno que unen a los dos filamentos

complementarios.

ADN polimerasa. enzima responsable de la sintesis del ADN

a partir de trifosfato de descxirribonucleosido bajo la

direccion de un filamento molde de ADN,

Astringencia, Fuerza ionica y temperatura en la que

se permite la hibridaoion del ADN.

Cisactivacion. Activacion transcripcional de genes en la

misma secuencia de ADN que los elementos de control.

Endonucleasa. Enzima que hidroliza enlaces fosfodiàster

internos en un polinucleotido.

Enzima de restriccion. Endonucleasa que reconoce

secuencias de nucleotidos especificas en el DNA.

Fenotipo. Las caracteristicas observables de un

individuo, resultantes de la interaccion entre el genotipo y

el ambiente en el que ocurre el desarrollo.

Genoma. Contenido genético de una celula o virus.

Hibridacion. Enlace de cadenas complementarias de ADN.

Narco de Lectura Abierta. Region comprendida entre un

codon de iniciacion y un codon de terminacion.
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Nucleótido. Unidad bAsica de la estructura del ADN, 

consta de tres pa!'tes, azücar, base nitrogenada y un grupo 

fosfato. 

Oncogene. Versión alte!'ada de un protooncogene. 

PlAsmido. Molécula 

célula huésped, que 

cromosomas del huésped. 

de ADN circular situado dentro de 

se replica independiente,mente de 

la 

los 

Protooncogene. Genes normales, los cuales codifican para 

protel.nas que desempehan funciones de gran importancia 

las c~Iulas. 

Promotor. Lugar 

transcripcibn. 

del ADN en donde se inicia 

para 

la 

Potenciador. Secuencia de ADN que aumenta la transcripción 

de un promotor determinado. 

Represor. Protel.na que se une a una secuencia de 

región control en el DNA y que por consiguiente, 

transcripción de los genes adyacentes 

Transactivación. Regulacibn transcripcional 

inhibe 

de 

ubicados 

control. 

en secuencias de ADN distintas a los elementos 

la 

la 

genes 

de 

Transcripción. La transferencia de la información 

genética codificada en la secuencia de nucleótidos del ADN a 

una secuencia de nucleótidos de una molécula de ARN. 
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Nucleotido. Unidad básica de la estructura del ADN,

consta de tres partes, azocar, base nitrogenada y un grupo

fosfato.

üncogene. version alterada de un protooncogene.

Plàsmido. Holecula de ADN circular situado dentro de la

colula huésped, que se replica independiente,mente de los

cromosomas del huésped.

Frotooncogene. Genes normales, los cuales codifican para

proteinas que desempeñan funciones de gran importancia para

las celulas.

Promotor. Lugar del ADN en donde se inicia la

transcripcion.

Potenciador. Secuencia de ADN que aumenta la transcripcion

de un promotor determinado.

Represor. Proteina que se une a una secuencia de la

region control en el DNA y que por consiguiente, inhibe la

transcripcion de los genes adyacentes .

Transactivacion. Regulacion transcripcional de genes

ubicados en secuencias de ADN distintas a los elementos de

control.

Transcripcion. La transferencia de la informacion

genetica codificada en la secuencia de nucleotidos del ADN a

una secuencia de nucleotidos de una molécula de ARN.
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APENDICE 

ADN so n icado de esperma de salmb n 1 0 mg 1 ml. 

Colocar la cantidad deseada de ADN en agua bidestilada en 

ebul 1 icibn, y agitar de 2 a 4 horas. Pasar varias ve ces por 

una aguja de 

centlgrados . 

jeringa calibre 18 y almacenar a 20 grados 

Bromuro de etidio 10mg / ml. 

Pesar 1 g r. de Bromuro de etidio y atiadir lOOml de agua dd. y 

agitar varias horas. Guardar en frasco ambar a 4 C. 

EDTA 0.5 M 

Pesar 168.1 gr. de EDTA dlb~slco, agregar 800 mi de agua dd. 

y ajustar el pH a 8 con NaOH. 

autoclave. 

Soluci6n Denharts 50 X. 

Aforar a 1 1 t. Esterilizar en 

5 gr de Fi c ol 400, Sgr Polivinilpirrolidona, 5 gr . de 

Alb~mina S~rica bovina ; Disol ver en 5 00 ml de agua dd. 

Esterilizar por filtracion . Almacenar a 20 C. 

Solución Salina C itrato 20 X <SSC J 

175 gr de C loruro de sodio, 98.2 gr de citrato de sodio , 

Disolver e n 800 ml de agua dd, y ajustar a pH 7 , afora r a 1 lt 

y esteri l izar por autocla ve. 

Solucibn TrisBoratosEDTA. 10 X (TBE l 

108 ge· . de Trizma base, 55gr de Acido Bórico y 6. 72 gr de 
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APENDICE

ADN sonicado de esperma de salmon 1D mgfml.

Colocar la cantidad deseada de ADN en agua bidestilada en

ebulllcion, y agitar de 2 a a horas. Pasar varias veces por

una aguja de jeringa calibre id y almacenar a ED grados

centlgrados.

Eromuro de etidio iümgfml.

Pesar 1 gr. de Bromuro de etidio y ahadir 1DDml de agua dd. y

agitar varias horas. Guardar en frasco ambar a a C.

EDTA D.5 H

Pesar iSd.i gr. de EDTA dlbasico, agregar HDD ml de agua dd

y ajustar el pH a S con NaDH. Aforar a 1 lt. Esterilizar en

autoclave.

Solucion Denharts SD X.

S gr de Flcol aüü, Sgr Polivinilpirrolidona, S gr. de

Albomina Serlca bovina: Disolver en SDD ml de agua dd.

Esterilizar por filtracion. Almacenar a ED C.

Solucion Salina Citrato ED K (SSC:

lT5 gr de Cloruro de sodio, SS.2 gr de citrato de sodio,

Disolver en dDDml de agua dd, y ajustar a pH T, aforar a 1 lt

y esterilizar por autoclave.

Solucion TrisEoratosEDTA. iü H lTEEl

LDS gr. de Trizma base, , SSgr de Acido Borico v S.?2 gr de
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EDTA, agregar 800ml de a gua d d, y ajustar pH 8 y aforar a 1 

lt. Esterilizar por aut oc lav e . 

Solucion Salina F c sta to EDTA ( S S PE 2 ú X i 

Pesar 210.38 gr de Na Cl , 2 7 . 6 gr FosfAto de Sodio monobAsicc 

y monohidr·atado, 2 . ·12 gf· de El/ JA . Agr· egar· 800 mi de agua cid. ; 

a j ustar pH 7 . 4 c on Na ú H. Aforar a 1 lt 

autoclave. 

Tr isEDTA !OX lTEl. 

50ml de Tris pH 8 1M, 

dd. 

2 0 ml de EDTA 0,25 M, 

46 

ester i 1 izar por 

4 30 ml de a g ua 

EDTA, agregar Süüml de agua dd. y ajustar pH B y aforar a 1

lt. Esterilizar por autoclave.

Solucion Salina Fosfato EDTA lSSPE EDI;

Pesar 210.35 gr de NaCl. 2?.S gr Fosfato de Sodio monobasico

y monohidratado, 2.¡¿ gr de EDlA. Agregar ooo ml de agua dd.;

ajustar pH ?.a con Naüh. Aforar a i lt , esterilizar por

autoclave.

TrisEDTA iüï LTE).

Süml de Tris pH B 1H, EC ml de EDTA 0,25 H, add ml de agua

dd.
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