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RESUMEN 

L..t 1.it¡!Lzac!,5¡, da ta.:r.1c.l:5 ó~ ir.;cnier:a ;er.¿t:ca y ce ci.:1.:;\a mc!ecw!.a: 

ta!as ccr.:c. la ct..:r.ai:ib<i ;ár.ica y ta r;::rn::!3.::Cn c.:1 AC-1"'.l ha:1 ;:a:";";"",;t:co aísiar 

e icem:f . .::3r éif,:rar.~as ::pes ..,.:ra:e-;; as.::.c:.::.c..:.s a ,,:ivcrsas e0tarr.-:eca::::es. 
Et ca~ccr ce¡'l¡:cc~i..~a:<,... . .: (CaC...:} es !a ar.!e~~aca: ne..::::iás:ca. m.:is 

fre.::.¡ema en ta j:i.::~la.:~:::n tar..er:<:"la ce :os ¡:;a;ses s:..:':Cesar.,~cn.accs. ~.!uct-.cs 

es~:.JC;.:5 si...;;·erer. c:;we ur: ta.:t.:r vi;a! {::"ar:s~1::.::.: sexua'.:-:-:er.:e) es:a 

1r.-.·ch . .:.:ra.::..: ¿;j e\ .:es21r:-c:·c cal cae .. y. :i • .a.~.,:;,:-;,:i,"'7 a a 1;v~::s vir..:s ce~::: 

~.os:::i.es a;e~:es ir:h:::.::cs:s .!s:.:;a.:.::s a es!a C.3.:-::er. C.:;-;s:.::rar. al 

CaCu. 

~.:s ?\.'J-: ic y 'l5 se e.'ic:r.:ra;.:.~ ~.-. ei 2.:..2~:. (:7 .:e 70} y 1.:.c.:~ \7 e: 7C} 
res:ec:rva.":"':c:;:-::. Sd er-.c.:r.t:-~ :;:.::, 1::.s t:;:;:s -..·;rz:::s c.:r:s!c:::ra.:::s e:: al!J 

r:es;.: '?HV-i5 y 1.5) f..:=;.:.:-: G.ás ;;rc·.·a:c:-~::s :::-: la:.:cr.::s ::-: .. -2s~;as en 
c.o.~:.a.ra;;.;:; :~:-. :'e :es .:e ::;.a¡.: :-;::s;.: (?VH:-.: y 1 ~). c:n i.: C:.,jai s:: r.;.a.-:t¡¡yÓ 



INTRODUCCJON 

Cáncer es un término genérico cue se utill=a para Cefinir el crecimiento 

anormal de células con caracteristic3s trar.sfcrrnar.!es y capa:idad Ce invac:r 

tejidos r.c.rma!es o de disamir.arse a otros érgar.cs éis:antes (1.2). Por lo 

general, este creci~ier:t.:i an.,rmal se debe a la exis:encia Ce alguna 

atterac:ón sn ia re;ulac:.:n ce! crec:m!e:ito ce:ular l3}. 

Aún se desco~ccen los r.ecariisí:"'lcs ocr les cua!es se pre$enta. sin 

ei7!:a:-;c. e'l¡S!e la eviée!""c:a Ce ~~e !a. ti°ans~or:-:¡ac:én ce ur.a cét:.:la normal a 

cancer=isa es ccr.sect..:er.c:a Ce un Caño a ni·.rel genéti.::::i. es:e pueée ser 

causaCo por diferer.:es fac!.Jres: a) Químicos, ccr.iprendi::: s:.rstaíicias c.:in 

ac.:.ién muta.génica í canceri;ena: b) Fis;cos, c.::::r.ic ejer.i~:o ter.emes a las 

radiac:cnes y e) s:cl~gi:cs t:::.:es corr:c les ~r..;s (.!,5). 

lnCepenc;enterr:er.te ::el tae!cr c:.:e p:..:vo:::;ue la transtcrmación celular, 

se ha obser1ado c;ue exis!en alteraciones específicas en ei Genoma ce!ular 

c;ue provccan Ja ¡:.ir~lifaraC:én m.3.siva Ce un tejic:o c:ue par:.ien:c de una lesión 

leve pueC:e pasar pcr Cis:intas eta;::as intermedias hasta c¡:.:e fir.alr.:ente 

adc;uiere la cacacic:!ad Ce inv.;.cir de manera agresiva, cons!ituyendo el 

verdadero cáncer (5). Ccrn:i ejem;:::ii;:, C:e este proceso se tiene al cErvix 

transf:rmaci6r. C:.;rante el Cesarrcl!o ::!e carc;r:cma cérsico uter;no {CaCu) (7). 
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BIOLOGIA DEL CERVIX. 

El cérvix tambidn llamado c~ello dei útero es ur.a f:rr:iac¡6n c;i~"iCrica o 

cér.ica, ée secc:cn a:.;o :aFptica. c;1..:e presenta ncta~!es var:ackr:es Ce for:7la y 

tama.~c {e: 2.5 a 3 .:.--:i ce \or,g::uc) (S). E! cér~''.x es la par.e más infericr Cel 

úter.: y ccr:s!a ce Ces ?.:rC:or.es. U:ia Ce ellas 5e Cer.c:.iir.a por:.:o e 

ex:cér...-i'< ~l..ie re;.:reset:!a la par;.e Sl.:¡:o::djcia1 cei c~eno. y es-:á er: contac~ 

Cirt~c:o Ce ccn ta cavidad vaginal. Se er.c:.Jer:~ra revest:ca dt! un e;:iteiio 

plar.o pcliesirat¡ficaco simi~ar al :::e 1a va,;ir:.a. ccn Ja que esü en c:rec!a 

ccr:t::i:.:¡C3d. er. les krnic.:s e fci".ccs C:e s.acc (3). La c~:-2 ;:-crció:i cen.::~inaCa 

canJ.I cervical o er.C.~cér·•ix y es::i :3::i:a:::a pe: i..:r:a rr:.wc:::sa rica en 

Es:e car.al es fus;f:rrr.e, siendo su may:·r cLi~e!ro Ce 5 a 5 mw. Se ha 

St.:\;eric~ c:..e la !'.'3.~s!:rr.,.ac·cr. r.ec;;t3.si·:.a en ei cérvix s.e ir:icia ~cr el 

c:ac:r.;1ent.: prc;;es¡vc Ce les e!er.;er.::s cei1,;1ares ir.¡;¡aCwr.:s nas:.3. cc:.Jpar 

ALTERACIONES DEL E?ITELIO CERVICAL. 

E! cár:cer cer..-ica! hi.s!cger:étic.ar.i.er:ta p .• eée desarroilarse a :ravés Ce 

L:ii proceso pr.:;resivc Ce a1tera.::cnas c:;~e :r.ic;a en lesio0es ;ra:ar:cer=sas 

(o ter.i~ra.r:as} has:a ei c.'.!rcincma cervical (~O. 11}. Las lesiones tem;:::ra.""las Ce 

ac:..:erco a la C:asificac:tr. C.ir:ica se agr..:::.a:i en las ce:icr:",:r:aéas Ne:p!asias 

lr.trae;::i:e!iaies Cervica:es {NIC). las c:;a;es Ce ac:.ierC:o ai ;raCc Ce 

a~resivi.:a~ Ce la les;.:n se CiviCe;; er. 3 gn..:~os: N!C l. NiC 11 y NIC 111 [12, 13}. 

van ces.:e a:tera.:icnes mir:ir.ias ca las céh.;!as es.za.mesas r.as~a la s:.;s:;::.:.::6r1 



aiteracicnes nucleares (10.S}. 

La lesión NIC I {agrupa a las dis~lasias leves): presenta alteraciones 

limitaéas a la mitad intsr.:a éel ep:tel;c, ;:a.:Ciencc incluir o no ta ca;:ia basal y 

representa el graco mas behni~r.o Ce ras lesicr.ss (10,S). His!=lógicar:iente 

se carac!eri:an por: a) Oiferenciac'.6r: r.crma! o ligeramente 

retaréaéa; b) E~tra!ificación ncrr:ial; y e) Trar.s~cr::cs sn !a maCwrac:Cn, 

ésta ¡:a.ece ser retarCac'a a nivel Ce cito;lasma o ancri.1al a nivel ra.:.::ear. Los 

nl:c!eos son ligeramente irre;L.:lares, awmentaéos de tamaño, cromatina 

sruesa y !i~era hi~ercror.:asia (1C,3). 

La !13s;On NIC II ó displasi.a r.'iOC:erac'a a Cíferer.cia C:e la anterior 

presenta l;r.a mayor vitalic:!aC Ce les nl:c~ecs y mayor ac!ividad prclifera!~a; 

expresan ur. ai..:::ie.iro signlfica!iv:- Ce ia actividad mitótica y es!ados 

hiperpi2.sicos rr.ás o menes acer:tuaC:s. El transtcrno se limita en ¡;er.eral a 

la mitad interna Cal epiteiio y se caraC!eriza por: a) Direfenciación 

retarda.Ca, no Cestacé3.i'iC:se la formación de cuentes intercelulares en zona 

Cis¡:::lásica. b) Estrat;ficación ~aster.te conser .. aCa; y e} Trar.s~wmcs Ce la 

rr.aduracién más acer.tuados cue en la Cisp!asia leve, ya GUe las célula's 

presentan carac:eristicas de inmaCi..:je: y as¡:ecto en ernpali:aCa. ancmalias 

nucleares marcadas y presénc:a Ce ¡,,itcsis atioicas (10,S}. 

Las NIC II! (cis;:::lasias sever.:.s o Graves y los carcinomas Jr; sit'J ); 

presentan alterac:ones c::ue afectan ya casi toce el espesor Ce! epiteiio y las 

imagenes c!e atipia celular y epitelial son muy pater.tes . Las -:~ ac1cristicas 

histolóGicas Ce las diaplas:as severas sen: a) Diferer:c'.a.::cn epiCermciCe 

muy :ar:;a e ~sa:-.:e. ::) Es~:at:f:c::=.d6r! t~Cia o :?!..:Sente: y e) Trastornos 

Cs la r:-:a::::uración muy eviCentes. tales como células cvalaCas o incluso 

fusiformes, ccn citoplasma escaso airec!edor del núcleo y frecuentes mitosis, 



ser:eralmente en la mitad Cel e;-itelio, muchas veces anormales {10,S). 

En e! carcinoma u1 :::tu las altera.cienes no rebasan la membrana 

basal; histológic.amente, hay pJróCa da la ar~uitec:ura normal éel epit-alio y 

marcaéas ancma!ias ceív!ares, péro:ca de la pclariCad y mitosis ati¡:icas 

{10,5}. E\ límite erara el epitelio r.cr1Gal y el ca::ir:oma ,•.; Sl~:_: pueCe ser 

brusco e ¡:::ir::::gresi·•c. c~n :cnas de trans1cLCn entre el e;:iteiio normal, 

alteraciones cls¡:::ás:..:as y el c.ar.::r.cr.:a Tr. s1 :..: {10,5}. 

Por otro iac.,, ex:s:~n !e~;c.-:es Ce\ cárvix qt.!e no s.:n ccr.siC::eradas NIC 

y que alg'Jncs au:c.res sef,aian como la primera eta;::>a er, el prcce-so 

nec;Jlas;c.::i.. estas !es;cr.i?s s;:n ics ilamaC:s .:o:-.c.:..1::.::-.a.s (1.!}. Meisels y 

Fortin har: inslt\C:c en !a !mpcr.ar,cia Ci! les ccncil.::rnas (es;:ec:tic:arnente los 

Cclpüsc6picamente les cvn.:::!ilor.:as son manchas cianeas c.:n tir.o 

puntea.:o vascular {10, 16J. e /-:is!ci6Gi.:amer.te se presiar.tan aiter:aciones 

acantCsícas más o menes acentuadas y Cis.:¡ueratcsis su::er!icial. ~e en 

ccasicni?s puede~ verse ccr.:o la sienes -er.Cot::icas {10, "16). 

En ei Carc¡r:crna Cer .... ical. !as fesior.es ya re~asa:i la memb:ar:a basal 

así corno el es:rcma. a!car.:ar.C-= a :es vasos linfáticos y sa.-:f:uíneos c:ue sen 

les puntes Ce p<!niC.a ée !as prcp:a;adcr-es a éis!anda {S, 17). Se presentan 

niCcs o cordor.es Ce c.é!i .. ;las atfpicas c:,ua infiltran e! es~rcma st.:Cyacente de 

fcrma irre;:..:lar y ar,árc:t.!¡Ca. asi c.=mo las cara.:!eds:icas rn::rtcló.;ic.as de las 

cáiulas atip¡cas cue Ce:e.rrr:ir:an e! ;raé:> Ce c!Cferenclación del c.srcincma. 

His~c\6sicamer::e s: clas;fica el -;raco et:: .::a:-::r;:ma cer.rico uterino ée 

ac:.ieré:i a la ser.:e¡a:,:a em:a ia:S c.1~2s ce!uiaras ;::rasentes en es!e 

cáncer y las ca::: as ce! e~ite!io pavirrier.tos.o ncr;nal (S. 17): así c~mo ~r la 

presencia es es:ir.as interc.:1uiarss. cue ó:nuric:ar. el erigen maipi;hiano del 

car~noma {S.17}. As~!ey st.giere la ex:stcr.cia de Ces forr:;as Ce carcir.cmas: 

5 



carcinoma (S, 17). Ashley sugiere la existencia da dos formas de carcinomas: 

unos de evoluci6n lenta y progresiva (pasan por las fases de displasia o 

carcinoma in situ) y los Ce prcsresi6n precoz. y rápida, que se convierten 

directamente en carcinoma invasor.(18). 

Tanto los condilomas como les NIC (en sus diferer.tes grupos) pueden 

ser revarsibles. Sin err1bargo, com?arando el grado Ce reversión de las 

lesiones. los ccr.Cilomas tienen mayor probabilidad de reversión que tos NIC 

(12, 19). Figura 1. 

""'""" "~"~ ?' 
"'~ISPLRSIR LEUE ~ 

BEHIGHR 

+t 
DISPUISIÁ MODERADA 

++ 
D 1 SPLRSI R GRRUE O SEUERR 

++ 
CRRC IHOMA lJf SJTU • CRRCIHOMR CEAUICAL 

FIGURA 1. Histo\jénesis del carcinoma cérvico uterino 
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EPIDEMIOLOGIA DEL CANCER CERVICAL. 

Los es:udios epidemiológicos realizados en cáncer cervical han 

mostraéo que es un cáncer bastante !recuente, el cual ocupa en muchos 

países de América Latir.a el pri~er lugar ée incidencia dentro de las 

neoplasias presentes en la mwjer (20.21). En México, de acuerdo a los dates 

éel Registro Nacional de Cáncer para el per<:do 1953·64 (Cuadro 1), el 

cáncer de cérvix ocupa el primer lugar de incidencia con un total Ce 6366 

casos (21.4%) seguiéo por el cáncer de mama con 3712 casos (11.4%) (21), 

en tanto que, ;;ara la ooblacién Cel lns:ituto Nacional de Cancerc..iogía ia 

ir:cidencia ée cáncer cervical para 1953 fue de 49.! cas=s (.!3 . .!%) (21) 

Cuadro 2. 

La edad promedio ce aparicién de lesiones cervicales varia segl:n la 

pobiacién, pero de manera general el promedio ce edad Ce pacientes con 

NIC es menor qce para el carcinoma 1r: sr tJ y a su vez el de ambos es 

menor que el promedio Ce eéad de pacientes con carcinoma cervical {22}. 

Por ejemplo, Mckay y co!s.sef,alan como promedio de edad para NIC I 28.5 

añcs, para NIC lI y ll! un prcmedio de 3-".S añcs y para cáncer cervical 40 

años {23). Otros at.:tores repcrtan que para lesiones conéilomat;:,sas el ran~o 

de eéad varia entre los 20 y 30 años, en mujeres mayores de .!.O años sólo se 

encuentra en un 12% y para mujeres mayores Ce 50 años se er.cuentra en un. 

3o/o (2.!). Carmichael y ccls. así como Del! reportan que la inciCencia de 

cáncer cervical se ha incrementado en las mujeres jóvanes, le c:.;al atr:tuyen 

a cambios en los hábitcs sexuales Ce las nuevas ~eneracicnes (25,25). 

En la ac~ualidad se han idan~ificac!o Ciferentes factores Ce ries;o en el 

c:!esarrollo del canear Cérvico Uterino (CaCu}. Diferentes gru;;os satia.lan 

c,ue, tanto en las NIC como en el carcinoma cervical las variables 
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CUADRO 1. FRECUENCIA DE CANCER DE ACUERDO A SU 

LOCALIZACION. 

CANCER CASOS % 

1) CERVIX 6965 21.4 
2) MAMA 3712 11.• 
3) LEUCEMIAS Y LINFOMAS 3136 S.:5 
4) PROSTATA 1343 4.1 
5) ESTOMAGO 1235 3.7 
6) PULMON 1219 3.7 
7) OVARIO 950 2.5 
8) VEJIGA URINARIA 827 2.5 
9) TEJIDO CONJUNTIVO 809 2.4 

10) ENCEFALO 796 2.4 
11) UTERO 794 2.4 
12) T1Rc¡.:cs 735 2.2 
13) TESllCULO 641 1.9 
14) PIEL (MELANOMA) 597 1.8 
15) Rll'::ON URET:R 571 1.7 
16) CC•LON 568 1.7 
17) HUESOS Y ARTICULACIONES 555 1.7 
1.9) LA!'llNGE 509 i.5 
19) SOCA 507 1.5 
20) RECTO ANO 504 1.5 
21) VESICUL~ Y VIAS BILIARES •65 1.4 
22) PANCRSAS 300 0.9 
23) HIGA DO 290 0.8 
24) VULVA Y VAGINA 289 0.3 
25) PERITONEO-RETROPERITONEO 2:32 0.8 
25) ESOFAGO 247 0.7 
27) OJO 225 0.6 
28) FARINGE 221 0.5 
29) MIELOMA MULTIPLE 217 0.5 
30) FOSAS Y SENOS NASALES, OIDO 202 0.5 
31) LENGUA 1S.S 0.5 
32) !~EMVIOS ?ER1F:R1COS 129 0.4 
3.3) PLS'JRA. 110 C.3 

-3•) PSNE ~ -.;; 0.3 
35) \NT:=STlNO D~LGADO .. 0.2 
36) DESCONOCIDA O NO PRECISADA ~ 6.8 

TOTAL 32465 

BARROSO , 1956. 
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scciceconómicas. fa conducta sexual, los agentes infecciosos transmitidos 

sexualmente, el tipo de dieta, la historia reproductiva y el uso de 

anticonceptivos hormona.les, representan tos principales fac!cres de riesgo 

(27.26). 

CUADRO 2. CASOS DE CANCER EN LA MUJER ATENDIDOS EN 
EL INSTITUTO NACIONAL DE CANCEROLOGIA DURANTE 1983-84 

CANCER CASOS o/o 

CERVIX 494 43.4 
MAMA 235 20.7 

OTROS ±tl -1il 
TOTAL 1130 100.0 

SARROSO, 19$6. 

ACTIVIDAD SEXUAL: Desée 1842 Rigoni·Stern reconocieron la 

imp..Jr.ancia de la actlviCad sexual como un factor de riesgo Ce cáncer ceNica! 

(29). A la fecha hay muchos es:udics que revelan el riesso directo ée 

c:!esarrollar carcinoma cer.rical con el aumento de c.::r.ipañeros sexuales, 

debido a que a(\uellas mujeres ~ue tienen más de un compañero sexual 

presentan una mayor frecuencia de desarrollo def cáncer cervical (30). Por 

otra pane. se c.:r'Sídera como grupo e~ alto rie~.:;o aq:..:el~3.s mujeres c;ue 

inician la Y.Ca sexual a temprana eda.: ·~;o, Rct.l\in na Cernos~rado 

claramente que e! (::!;;Jr epidemioló~icc .:- _3 importar.te Ce lesiones 

preinvasoras y carc¡n~ma cervical es la eCad Cel primer ccntac!o sexual {31). 

FACTORES NUTRICIONALES: Existe evidencia de que la c!€flciencia 

Ce ciertos r.utrientes es!a asociaCa a! casarrcilo ée lesiones ceNicales, tal es 

s 



actuar como protectores centra cáncer de células escamosas (32). Wylie· 

Rosset y cols. han mostraCo que mujeres con ur.a dieta ba¡a en vitam¡na A y 

~-caroteno presentan más frecuentemente NIC 111 ó car=incma in s iru en 

comparación con aquellas con alta inses:i6n de éstes nL't.íiar.tes {33). 

USO DE ANTICONCEPTIVOS: Ali;ur.os estuCios han mencicr.ado la 

asoc1ac~ón entre el cáncer cervical y el uso ca ar.ticor.cep~ivcs (3.!,35,36). 

s¡n embargo, esta asocia.c:Cn no es contur.denta, CebiC:o a que existen 

reportes el los cuales no se er.cuentra relación al;una entra estas Ces 

var:a:iles {37). De acuerCo a Cramer el uso C:e ar..ticonceptivcs puede 

incrementar el r.esi;;o a desarrcltar cincer cervical (22). 

AGENTES INFECCIOSOS: En base a numerosos estuCios 

epidemc\ógicos y moleculares se ha otservado que. pcsit:\es fac:::res 

etic!ó.;icos, aunados a fac:cres preC•spcnentes (!actores de riesgo) pueden 

favorecer el desarrollo Ca lesiones cer.Jic::ies premalignas a lesicnes 

malignas {35.). Inicialmente, se asoc:arcn éife~er.tes agentes infecciosos a ta 

carcinogánesis cervical. tales c~rno, ei -:-.... -:=..:n-:m2 p;;J l i..:1..:m c:¡ue en un 

tiempo fué ccr.slC::radc como ta:t.:r C:e riesgo en el desarrollo del 

carcinoma cervical, pero esta ide.3 se ha desechado debido a que 

actualmente sólo Ce\ 1. 1 al 3.9% da les carclncr,¡as cervicales tienen 

pruebas serc16sic::.s pcsitivas para s:füis {39,~). 

De manera similar suceéiS con un prctc:oario fla;elaCo T .... 1cr;om1.i'12 

v::g!nai1s, el cuai se as.:c:ó a ;:~:::ces~s dis;'.'12.sicos e inflama.torics. sin 

err.bar;o, les Ca~os r.o s:::r. s:..:ficier.:es ¡::ar:=. a~oyar aigún positie ~a;:ie1 

eticlégi~ ée éste ccn el Ca.Cu (39,.!.0). 

más recientemer.te el 
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Papilomavirus Humano (PVH) (~2.~3). La primera evidencia sobra la 

posible asociac:On de VHS-2 con cáncer cervical fué reportada por Naib y 

colaboradores en 1966 (.!~). al er:ccr.t.~ar c:;L!e de 6i3 pacientes con herpes 

genital, 11 presen!aron aCemás cáncer cerJical invasor: otrcs 25 presentaren 

carcinoma u·; Si'::1.: y 63 c=n éisplasia. Sin embargo, actualmente este 

número se ha red1,;ciCc; encontrando c;ue la inc¡c'er:cia Ce PVH es:.a por 

encima ce la ce VHS·2 (~5). 

La primeras demcs:rac:or.es de que les pao;\.;maviri.;s eran capaces de 

inducir la transforrna.ci6:i celular fueron dadas por Shcpe y Hurst en 1933 

c¡uienes aislaron y cara:!eri:aron papilcmavirus en c:nejcs cola de 

algodón, y cosarvaron \a ca;;a=iC:aé Ce és!e virw.s ;::a:a ir.él.!cir :rar:sfcr!i':ación 

en células infec!aCas (.!5 . .!7}. Ac!ualmente muchos autores mencionan al 

PVH come et posible aGer.te causal Cel Cesarrollo neoplásico (.!S,49). 

PAPILOMAVIRUS HUMANO. 

El P.z:J!lC,77avtr;,,'S es mierr.bro Ce la familia P3001,,'3V!rf~2-e y se 

Cis~ingue pcrc:;ue al cbser.¡arse en el micr6sc~pio elec!rénico, la partícula viral 

presenta una forma ic~saéCrL:a Ce aproximaCamente 45·55 r:m de diámetro; 

la cual contiene sólo ADN y prcte~as (50, 51}. El genoma es!a conformado 

por una doble ca.Cena c'e ADN circular ée 7900 pares de basas (pb) 

a¡Jroxirnadamenta. La crs~niz.ación genética es muy 5¡r.-:ilar en casi todos los 

tipos diferentes ée pa~iicrnav1rus {tanto Ce humanes c:mo c!e animales) (51). 

Presentan una estructura básica muy similar, con hcmclogía de secuencia 

moc!eraCa (45%) o al!a {SS~::.) (52,53). La es!ruc~ura Ce los PVH se puede 

obser,¡a en el mapa ger.:?ti::o mostr3do en la fi.;i.:ra 2. Sir. embars;o preser1tan 

C:ifereiicias en C!.:ar.t::i a si~ios Ce c.:rte c~n cfüerentes enzimas, por ejerr.;:::lo la 
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Figura 2. Mapa Ger.ético del Papilomavirus Humano 18 (PVH-1S). Los 

PVH presentan marcos éi? lectura abieno:. organizados en regiones de 

expresión temprana que codifican para proteinas relacionadas con la 

replicación (Et}, transcripción (E2} y transformación celular (E6 y E7) y, 

regiones de e>pres:ér. :ar=<•s (L 1 y L2) que codifican para proteínas de la 

cápside. LCh es la re;ibn larsa c!e c.::ntrol; pA es la señal da pofiadt:r.iiación. 

Se muestran los sitios ce c~r.e para las en~imas Bam-HI (8), Eco-Rl (R¡. K¡inl 

(I\') y EccRV M· 
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cuadro 3 muestra les p.atrcr.es d~ bancas de !es tipos 6. t t. 16 y 1 S obtenic:!.os 

al cortarse ccn !a er.:ima Pst~I. 

CUADRO 3. PATRON DE BANDAS DE DIFERENTES PVH AL 

CORTARSE CON ENZIMA Pst·I. (PESOS MOLECULARES EN 

DALTONS X 10·6¡. 

PVH 6 PVH 11 PVH 16 PVH 18 

3.45 1.12 2.9 3.6 
0.92 0.95 1.9 2.a 
0.63 0.95 1.6 0.5.! 

0.6J 0.9 O . .!J 

o.:o 
0.50 
0.30 

Les PVH preser-,:an marcos Ce lectura abier.a {QRF}, organi;:zCcs en 

re;icnes de expresión tem;;rar.a (E) y tarCía (l) . Las regicr.es ~err:¡:;ranas 

cocific.an para pr.:iteir.as relacionadas c~n la re¡:.iicaciCn (E 1). tra:;sc.ripcl6n 

{E2). y trar.s~c;:7i.=c;én celt.:lar (ES y E7) {Fi!;ura 2}. Las tard:a.s c0Cifica.r1 para 

prcteir.as Ce la ci.:s:ce {L ~ y L.2) . El g~ncr.:a cor.tier:e i;;;a regi~n 

larga da cor.ti;;! {LCR} Ce ap:-oxlmacfa,-;.i:n:e ~ Kilcbase (h'b}, el cual no tiene 

n¡r;gún OR.F y sOlc se ha.11 íCen:~f1c.aCv secuer.das estir.:t.ilaCcras y repres=ras 

Ce la trar:scr:p.cién virai, así c.:;mo el cri~-an Ca Ja rapn~c;6n. La ir.for~aC:Cn 

cccific.JCa se c:-:.::..;e~tra locali::aca en una Ce las cae!er:as c::e ADN y les 

sc!::-rep.::sicién .:e aJ;:.H'iOS Ce enes {S.:.). 
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Se ha observado c¡-.:e PVH :nfecta células epite:ia!es (células basales) 

de fa piel y c:!e superficies mucosas, en Cc~Ce e! virus pui:ce permanecer en 

forma later.:a (5.!,55). De tal manera c¡u'3, a rnediCa c:.:e sa C:fsra:-,ci.an !as 

cálulas • el ADN vira! se re~Jica. se trar,s.:r;ba y ~crma vir!c;.as cc~~le~.::s; \o 

que :;:.;~iere que C;.;rar.te :os cfüarer:tes estac;cs Ce ~a Cifefer:c:a:~:n ée !es 

epiteiios algunos factores ct:iL:lares ~ar:.:c:_can en :a reg:.;lac:én del cic!:;:i viral 

(5~). CuandJ e! FVH in!ec:a !as r;;uc.osas gen;ta!es inc~ca !a éiferer.ciaciCn Ce 

kol!ccitos {los Kcilcc:t~s s:r. las c~iulas ca.racter:s!:c~s Ce la ir.!:ccién de 

PVH), en aiguncs Ce les cua!as a::arecar. a;.th;encs vir~les Ce la ci¡:siCe {55). 

La esoec:ficiC.ad Ce :es PVH pcr tejico e;:iteiial ;¡ueCe es~:!! éaterminaCa 

por e!ementcs ce la región !ar;z. ce c::ri~rol (LCR). C:abiCc a ~..:e se han 

C3racteri.:.a.dc en esta. re;;cn ~r.s.Gr.;er.tcs cc~cs C.a ADN capaces Ce c:,:;nferir 

esp~.:;f;C:d.ac! tis:.:!z.r {S~.56L Les tio..;s 6, i~. 16 y 15 ;¡ar ejemplo. presentan 

una re;16r. ccn estas CZ3.:~ar:S:icas {57.53.S;). 

El resu!!~C.) mas frec;.;erue Ce !a ir.lección ccn P\/H es la pr,:;i¡feración 

C:e cé!ulas ep~eli.a~es {:C). la c:J2l ¡:-weée cers:st;r o pueée rever"Jrse 

espcntanear.-:er.te. Ccn. ei es::.:Cic Ce les PVH se er.cuen:ra C:\.!e en los 

MECANISMOS DE TRANSFORMACION POR PVH. 

t .. ~uchos es:t;Ci.:s reali:acc-s c.on car.cer cer.tic.z.l y PVH. han Caéo la 

pauta para suponer un p~s;o1e efac~o ca!.:sal Ce PVH en el desarrollo dal 

cáncer cervical (61~. Si!"': err.:argo. ei mc=ar.:s;":":: ~cr el cual el virus 

trar.s~orma a la cél:.;\3 aú:-i no es!a bien esta:.;ec::o ("52), perc se sa!)~ que 

les PVH 5. ~ 1, h3 y 15 se cueden ;r . .:or.:rar tar.to er: ~s!ad:i e~is:-~: =~rno 



inte~rados al ADN en les:cnes prec.J.ncerosas y benignas (63,Q.!). En células 

cancerosas se enc:.;e:-.t~.an les PVH 16 y 16 en forma no productiva e 

ir.:egradcs al ;enema ceiular, Ce forma ;er.eral es!ár. amplificaCvs en unas 

50-200 cc;:fas pcr cdbla (S3.~.!), e~!J parece ir.Ci.:.:?r que !a in:e;radón de les 

PVH ~ 6 y 1 S se er.cwer,:ta relacicr:aCa. ccn el .creces.: Ce ma!iGr.i::.aciCn Ce las 

cé!u!as norr.ia1'e;; o con :a _or~;res:ón t~r.icra! (63,5..!). 

Les s;:;os e.e inserc:ón Ce\ ADN viral en el AON celular al parecer son 

variac!os y r:J hay un s;t;J Ur.i:::::i. e! AD~~ viral por lo ra;ular se abra en la 

región Ei-E2 Curar.:e la inser.:ién al ADN ::eh.,;!a~. Es ~cs;t::l.e ~u:: la inserciér. 

de secuencias vira'..:s ce~ca. C:e arg~n ~ro:~-c~i.::.:gén c.::lu!a: pueCa ac:ivar a 

c.:::mo ouec!e ct::ser-13r3e en al;L:na:; lí~aas ce!w!aras :efr.'3.Cas Ca carcir.cma::; 

C·r:"iyc. c·r.3s y c-:;rc (:/¡. Gar:;tia y ccls. han ancor,trc.c'o en m1..'estras de 

carcincma cer.:ic3i sa:..:e:..:ias Ce PVH-10 r.u.iy cerca. e Cer:tro. del cnco;-én 

c-myc : lJ c;we cri;:¡r.a a::era:iones e:i este ;¿n (raar:""eg1cs) {67. 53). 

Pcr ctro la:o. se :::-.s\Cera c;wa las re.;icnes ES y E7 fcr;-;¡an par:e de 

alg(;n mecar:isrno c'e trar:sf.:rr.iac:.=;; y a s-;.; ve: s.:n líi.:-cr:.a¡¡tes para la 

ccnser1aci6n Ce! fer..::i.:c ma.J:q,..,o {E.e). 

;..:i;:.:r..:s es:1.:dic-s. h.ar. rncs!raco la existenda , e;; céidas ncrrna.Jcs, C:e 

re;t.!laéa por 1,;n fa.:~::- h~G.cra.! (7C}, Ccr:se::.!er.tcl";":er.te, la ::ansfcrmacién 

la ir.fec.ci6n vira! se :-e::::.:re:2 q:.:e c:r.:s a;entes :eslcr.en el AS.N celular, para 

c;-:..:e se favcre:.:a ¡¡:; Ces,:;.rr:t\: c2l cáncer (7~). Por Je tanto. con esto se 
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poCrian axpiicar les srandes períodos Ce latencia en:re la ir.fección primaria 

ée PVH y el desarrolio del tumor (71 ). 

PAPILOMAVIRUS Y CANCER CERVICAL, 

A partir Ce las primeras evidencias Ce! potencial 1ransfcrmanta Ce los 

PVH y Ce su p.Jslbla ascciación con e! preces~ necplásico. se iniciaren una 

serie de es1uC.ics en é:ferentes tipcs Ce cancer; y se observó ta existencia de 

afinidad específica entra los diferentes tipos de PVH can lesiones 

específicas, Cu.adro J.. 

Has:a el mcmer.to se tíenen carncteri::aécs 60 tipos diferantes de PVH, 

de los cuai-cs 22 se as=cian prir.cipalmer.te a les¡cr.es Cei trac!v genital {72}. 

En par.ícular, los tipos 6, n {i3,7~) a !es:or:es premalisnas y los PVH 16, 19, 

31, 33, ~5. 52i;:i al carcincma car ... iczJ (75,75,77,/S.79.S.O}. 

Los PVH 6 y 11 se han encomra:=o en 90-100% de las lesiones 

banisnas, en 25.:J/~ de lesí~ncs precancercsas y muy rararnenta en lesiones 

cancerosas {2%} (5-!). En tanto c¡ue, en carc:nomas cervicales {CaCu} los 

PVH 15 y is se enc:..ientrari en el 50-90% Ce les casas. De manera 

g.en.eral se ~cserva que en CaCu ef P'VH~15 es mas frecuente c;ue el ?VH-18 

(en una proporción de 3:1) (5-!). 

DEiECCION DE PAPILOMAVIRUS HUMANO. 

Existen c:versos mé~odcs de C:etecció:i Ce PVH, les cuales se pueden 

agrupar en: morfclé;iccs, c¡uítn:cos y mc!eculares. 

MORFOLOGICOS: son a~-e::cs c;ue se basan en ta iCen:lficaci6n 

mcri.:.lógíca Ca células c;_1..:e pr::.sar:!a.n caractiaris!icas ce in~:;:ciCn (15). Las 

carac!erS:icas citológicas e his1c!C~icas se encuentran bien Cefinidas; por lo 

Gue la deteccién por es:a métoCo es cor.fla~la (15). sin embargo, la c'.ificultad 
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CUADRO 4. ASOCIACION DE LOS TIPOS DE PAPILOMAVIRUS 
HUMANO CON DIFERENTES LESIONES BENIGNAS Y 
~IALIGNAS. 

PVH 

s' 

.. .. 
10" 

30 

31 

3Z 

LESION 

LS.S:C~ES \1AC:.Ju=.Es:cA=c;~.Ct..\A 

LE.s:c• .. :;s \.V.C:JL.A.ñES 

CO!'.iü·:...C1J..:. ACL.iMl~lAOO 

LES:C".E5 1.,1~.:-L'LA;,:5 

LESIC~•=S \t-:c:.;:.,:..;::s 

u::s10.•.2s .1.t:.c~t..Ar:.::s 

L::S10NES v.AC:JL.tRES 

v::::.r;uGAs :~TE=t\IE::l!J.S 

VE:::f=.UGAS =u.~AS 

v:::.:::..ic;.:.s 1N7E=.~iE:l1AS 

v:::.:i.:..iGAs co~~t.:-..i::s 

.. AS.OC:~ coo,,i E=:~E=.vo,::15;-.,~5;:. VE!;RU=1r:oi=.ME 

iOM . .lo.00 O: .:i.Af.~~\':.Y 1.f'>óJ l..o,,;:'OUG:..!-!.. (13!:!3). 
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en el reconccimiento sigue re~reser.tar.co un prcb:ema, Cabido a c;ue, por 

una parte les cond;lomas presentar. tanto cara.::er:Sricas Ce Cisptasias como 

de carc:r.ornas y pcr otra a c;ue el :r·teric varia Ca cbservad.Jr a observador. 

Además, através de éstes métoCc5 no as pcsi:i:e ccnocer el tipo viral 

especifico q!.!e es:a ir.fec:ar:dc a ia célt ... ia {8~)-

QUl~.11COS: La de~ec.:itr: se =.asa en té:::;ic3s Ca ii".mur.:r.istoc:;uímica, en 

donde el complejo ar.:íger.o·antic:..-er¡:rn se marca Ce tal mar.-era que sea 

posible de!ec:ar el antí~eno retacionadc con las prc!ei'r.as de la cápsic:!e 

del virus mediante micrcsco.:iia Ce lu:. s;n emtargo, se presenta 

el protiier.i.a Ce c;ue cuanC::o c~cxis!en NlC y cor.Ci!oma la posi~ividad 

hac;a PVH ss menor c;ue cuar:do se trata únicamente ce conC:i!oma (.31 ,3~). lo 

que ¡:::ro•~ca c:;ue la confiabilidac del diagr:és!ico sea menor. 

t .. 1CLE:ut_.;r.:s: C::n este ti;:.:: Ce Ce!ec.:i:.n es ocs::ie iCen!ificar 

partículas virales e prc!eír.as Ce cJ.;::siCe así como el ADN y ARN del virus 

tanto en infeccicnes produc!;vas como en áreas de trans:Crmaci6r. 

necplásica (83). A su ve: perrr:i!e identificar e! tipo virai especfüco que 

se encuer.tra ir.fec~anc'o a! tejido {S~.35). 

En la Ce!ección mciecu!ar se uti!i::a la hi:iridación, ésta se define como 

la farmaciCn es~ecíiica de una caCe:r:a doble de ADN o ARN a pal'!ir de des 

cadenas sencillas. cada una cbtanic:!a de distinta fuer.te (S.!). Para el caso 

especifico de PVH, la C:e~ección se realiza me:::!iante a:lareamier.to entre el 

ADN viral clonado en un plásrnido (el cual es marcado c:n un isotopo 

radioac!ivc) y el ADN viral que se encuentrn en el ;enema celular de! tejico 

CEH-Yical (SJ.}. Figura 3. 

Existen diferentes rné!oCcs o técnicas de hi!:lridación, como: Southern· 

blct, Dat·:>lot. Northern·bict Hi::iridación Jn s; tu , y el método de 
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ADN 
blanco 

1 
HIERIDACION 

t 

1 
LAVADOS 

-i 

Sonda de ADN desnaturalizada 
y marcada radioactivamer:te 

Sonda 

~~zada 

• 

b 
Figura 3. Hibridación de ADN en pace! de nylón. El ADN sonéa es 

desnaturalizado y marcad.:> radioac~ivamer:te, posteriormente se coloca ei 

ADN blanco en cor.tacto ccn el ADN s~r:Ca para reali::ar la hibridación Ce las 

secuencias homólogas. El papel se lava para eliminar hibridaciones 

inespecificas, permaneci~nCo ras tlibrlCacicr.es más espec~icas. 
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.:ir.iplific:adón ée! ADN ;::cr reacc:jn en caCi;:n.:i de pciitr.erasa (PCR) (SS). 

a} Se u: h. i: :- r~ - O lo t.: Es~-e mátcdo se basa en el aná~;s;s de AON 

(ccr..3.Co con t!r.:.im.as ée res!:-ic.:::;ér: t::S;Jt:.:~:..:.Js para c.aéa tipo virai) rnadante 

¡:ue.:a ser Ce r.::iccelt.:la$a o Ce ny!cn (E.!,S5). 

posible c.::r,ocer el tí;:c v;ra.l e$.;ec:n:o, det.iC~ al P.3.t~Jn Ce bar.tas 

especifico .::¡u.e se cbt:c::Me p3ra c.aé.a tipo vi~al (S.4.,55). L:t re:a1i::3.ciCn Ce 

trata C1:1 un :r,St~C..: bast.ar,te ser.sit:!e (Cu.3.Cro 5), ya ~ue pt..:ec:ien i.rtili=zr Ce 

¡::::-.:porc:cr:.:=.r ir.fcrm~c:ón s.::re e! es:a.::~ Ce las se:~ar.clas Ce AON (si et 

ti;:..:s ée PVH {de;::anC:ienCc Cei !;1:-a.C.:> te r.cmolcgía er.t:-~ eílcs) asi c:::mo 
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CUADRO 5 COMPARACION ENTRE LOS DIFERENTES METODOS 
DE HIBRIDACION MOLECULAR UTILIZADOS PARA DETECCION 
DE PVH. 

METO DO 

DO>·SLCT 

EN ?AP::t. 

~íS~iOAClON 1.-i srt:: 

OETE:JIOO 

NIVEL DE SENSl91LIOAQ 

GE}.;C'-•AS VIP.ALES.'CEl'JLA... PAM SU 

A.'M.~ISlS SE ;:;,ecuie;;E'I 106 c:.:.1..!LJ.S 

ttECESlTA CE.l~lAS ct:E CC"{';'"t\;.:;.;..".i 

\.ll~'.MO 1JL GENCO..<AS VlR.Al.ES 

.t.M?Ul=ICAC;CN JEL fJ.AS SESS:S.:..Z OUE scun-.EF=.N·C:LC7; 

QN,.\. Po.;; F:.EA.Cc:ON ?tJE.CE C.E'7ECTA;:;. HAS/A UN.\ CCFlA 

EN CiAOENA OE ?.:r_;. ':'E!.. Gt::.\;01M VIRAL 

f.i..E~~A. {?CR.J 
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CAP.ACTERISTICAS 

PU5~S. OE'iECTA;:\ T!PCS 

V!R..11.E5 ESPSClF!CCS Y 

AN).L.!ZAR SI ES7M~ 

D:F:C:~ DETECC!ON CE: 

tts.:..:c1C~•E.S ;>'C$lTl'J-1S 

CE:UlES. 

R:SSUL T .:000$ SON NO 

¡~;::n;a:;sA5LE:S ?A~.A IJN 

NLii..~:::;o SiGN:r::CAíJVC CE 

flVES7::...\5. R.ECIJlE;:;_E DE 

Es~:c:V.E!'\ES 1="MESCCS. 

SA.:.A SS:NS!SlllOA:J: 

ir:.A3A.:O lN7ENSO. SE 

PVE~E UTt:..tz.AR íEJIOO 

¡:;;=.seo o Fl.:"'·ºº· 

ALiA ESPECIFIClOAO , 

AU7CMAilZ.ADA V ?IJEOE 

UílLIZ.:..R E:S?ECIMENES 

F~E5CCS O FIJADOS 



a sen.siti!iCad es ccr.iparabia c:ir. el southern·biot (Cuadro 5). 

e) P.i.'::r:.Caci!;:-. i11 ~ itu : En aste mdtcCo se utíli:a material 

histolé~ic::::: tra:a.Co y colocado especia!manta en pcr.:aobjetos: usando los 

3.ciCos nuc!eícos como cé!t;Las blanco. Es!e mét:::do permite utili:3r 

es¡:ecimer.es frescos o fijad..:-s en ~arafit:a, sin embargo, tiene la desventaja 

oe ~ue se re(1uieren entra 2·: a 50 c::pias éel !;e;-:cr.:a vira! para ser 

de!ec!aé~. ~cr lo tantD la sar.sibil'.Gad es bzja {S-!,S5). Cuatro 5. 

e; ?C~: Este rnét~C.o utili:a o:i;:cr:uc1e0tidos y DNA polimerasa 

~a:a ar.:í=li!lcar el AON y reaii:a~ ia Ca!ección Ce secuencias virales tanto en 

células ncri.lales c.=rr:o trar.s!crma:as. Es!e mé!cCo se puede reali:ar 

utilizanCo sólo un pec;t.:eñ::::: se;rr.er;~a de ADN viral, el cual es ar.-:pliflcac'o y 

posteriormente c·e:.a.::!aCo p.:r hóriCacién estan..::!ar. De acuerdo con las 

carac~eristicas Ce este mét.:Cc sa c:ii.sic!era el r..ás sensible, y3. c;ue en teoría 

el lí;;.ite Ce Cetecc¡.:.n serta Ce ur,a co~ia Ce! ger:or.:a viral, es Cecir, es pcslbie 

detectar has:a una sola c:::~ia viral (55). C..:a::ro 5. 
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ANTECEDENTES Y JUSTIFICACION 

Las primaras evidencias Ce as.:ciaciCn entra Papi!omavirus Humano 

(PVH) y lesiones sani:ales fueron dacas ~or Ciwffo en 1907 (SS), quian 

datec!6 la prasenda de esta vín.;s en verrugas genitales. A partir Ce esa 

momento se iniciaron estudies tenéíentes a oCsar...-ar c;t..:é papel j1,;:gaba.n los 

PVH en fa carcincgé:nesis c:er~·ic:a.!. 

Los ¡:r-;r.¡ercs =s!~éics sc~r-a preva1enc:a C:e PVH en lesicni:::s ce'.'.-icales 

Cieron la ;.:auta para que a!St.!:'l;:s awtcre.s pa:>.s~ar, en !os PVH cerne pcsible 

ªGente e!ich:s;ico C:::I cáncer ce:v\ca.J. Er. :.-:s ,a.=-.:s 7"C's la ~io6te:;is Ce c;ue !a 

infec.::i~n pcr PVH poC:ia. ser la c.ai.:!::an!e Cel cánc::r cer..¡ica! tue pubiicaéa 

(72}, en 1976 sa reali:.6 !a Ces.:~i¡::ciCn ée !a heteroGer.eidad genética {tipcs y 

sub!ipos) e.a los PVH (Si). 

Los estuc¡os ccntim.:arc:i y en 19SO. G;ssmar.n y ::ur Hausen (€0,72) 

aislaren y caractedzaron el primer PVH ~er.i:ai, se tra!6 entonces del 

PVH .. s (i3}. Postericrrner.ta, ai .a.r.ali:ar lt:sicnes orernaii~nas Cel carwix 

encontraren secuencias tan:o Ce PVH·6 como Ce otro tipo, al cual 

denominaren PVH~i 1 (7~). En basa a ést:s y ctrcs estudi~s pcsteriors$ se 

ccnsicer.5 c:;ue existía cierta asocia.:.i6n tanto C$! PVH-5 c..::mo del ?VH-1 í a 

lesicries precancar;:sas :73,74.58). 

Est:.Jdios s:;.".itar~s -en c.ir:cer cér...ico-1.;ter;,;.:. {CaCu) as~ciarcn los 

?VH .. íS, PVHpis. PVH<~í. PVH-33 y PVH-35 a este Cá.'"lcer (75,76,i7,7S.7S}. 

Ac:ua!mer.t~. les ?VH se ccn!ir.t:.~J"l es~uCiando y nuevos tipcs se han 

aislado y caracteri~a.::.=. Hasta et momer:to ::a enc:.isr.tran re~cn:adcs SO tipos 



Cistintos. Ce tos cua!as 22 es:.sn reracionaCos con lesicnes genitales (72). 

De mar.era c;ue. aéemcis Ce !es P'.'H·O y PVH-11 asociac!cs a lesiones 

te~prar:a.s se a;ra¡;an ahcra les tipcs 43 . .!4 y 45 {59). En tanto que, 

¡:ara c3~.:inc~a cer..ical se ha ascc:ac.: más reC:enterr:er.te el PVH·52b (S:':}. 

E~ Mé-..ico. e! cár:cer cér...·icc·..:terir.o es la r:ec;::lasia más frecuer.te y se 

presenta en el 2; . .:~~ Ca \es c.as.:s (21). Oet:iCo a su al~a frecuencia es un 

car.cer oastar.:a estwc1aCJ, si:i er.:'c;:;.r~o. ;:::::o es lo que sa ha lograCo en su 

cetecC:Cn y p:-e· .. e~ci6n ter.-:;::ar.a . 

Es:~Cics ;eali:a.:~s en o~rcs paises mues~rar: C:'..ie. se encuentran 

secwer,c¡as Ce PVH-5 y FVH- ~ 1 en el 25% c!e las lesiones ;:recancerosas y 

mt...7· rarar.-:er:.:e (a;:r.::x;:':"':a~ar.er.:e el 2~~) en \es:ones carcerosas (SJ,91). A 

s:.i ve:. el SO-se~;. ce les e.a.sos Ce cár.cer ce~i.:al avar:=a.:!o. ~rese'1tan 

secuer.c~a.s Ce !es tip.cs ~6 y 15 lS-!). 

Otrcs est:.;Ci:s inc;car": c;ue la infección pcr PVH puede estar 

influenciada ;:ar al~~r.cs fac:crss intrinsecos ce la regién. o pcblaciCn 

estudiaCa {92.95), es!os fac!ores pcCr!an de alguna mar.era ac:uar e:i. 

conj:.mto con la ir.fe.:.:iCn viral i"Cr lo c;~e la Ce!ec:ión Ce PVH en leslcnes 

ceN:.:a!es var\a (52.::~. s~n ei,";bSi;o. es:a ir.t:uer:cia no es es¡ toco c!ara. Sa 

r.a menciona.:o a la :or.a ~ac;r3.fica cerno uno Ce es~cs fac:cres (92), lo que 

explicaría la var¡aciCn en la Cetec.::ón de PVH er. las Cistin:as pcblacicnes 

(92,95). En prcmeCio el PVH-15 se encuen~ra en el 60% Ce les casos de 

Europa y su=arnérica y sr. el .!0% en EUA. y A.frica. lo que refleja una 

Pccos sen les es::...d:.:s er.!=cadcs al análisis molac: .. :!ar de PVH eri 

lesicr.es cervlcaies reali:a.éos en la pob!aciCn mexicana. Gariglio y cols. (60) 

rea!izar:::n ei an.ális:s Ca ADN ct::teniCo Ce 16 ti:.p.s:as Ce cáncer avan=ado y 
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utili:a.r.Co la técnica de h1:ric~.:ici6n s~u~nern-clot er.c:r.t~a;~r. la sec:.:er.cias 

Un es~";.;Ci~ corn;:arativo 

en:r9 la ~cblac:.::n Ca Mcr.terrey y la pc:1acib1 Ce 1a Cd. de México re;c~a 

1:1ue la prevalencia Ce sec:..:e;.c,as c!e FVH- ~ 5 es sir;:ilar en a.rn'::!as 

pobla.cicr.es. ACer:iás, el 7.:;-~ Ce les :L::i'lcres ;:rasen:a;=n se.:uenc:as Ce 

PVH-15 y en e! 25~~ C:eteC."1r.::n c~.-:s s:.::::pcs ·"ira:-as (93). 

Aecienta~er.te, i.:n es~:..:do e;:ic¿r.ilo16sic.j en C:.:r".Ce se e'-1::.iuó la 

ascciacién Ca PVH ti;:c 16 y ~ s er. 7'5; C.1s.::s Ce c.ir:cer cer.oical in· .. asor en 

Aménca Latir.a. meéiar.:e la tdC:";1ca ce h.~ricac;én : " s ·: .. : ; re;::cr:3. 

sec:.:er.cias C:e FVH-1s:~s er: é.Z% Ce i.:s cases (9.!j. 

L~s es~tic;os rn2i;:aC:s er. Ma:s;ic.:. se ::asan ~r:~.:::rc¡~:r..er.!e e:i el 

ar..i~isis d~ cáncer .:sr~:.:.3.1 avan:a:::c s;r, e;.-:.,.!r;.:. se rec;uieren es~:.:c:'i~s Ca 

éeteccién Ca sec:.ier,cias ce PVH en lt::s;.:r.es t617'i~:ar.a:s: Cel:;co a ~:Je, sí Ce 

al;l.>na manc;-a les PVH t:er:en ¡¡,,;:~::~~c:a e::.::.:;:.:a en e: cár;=21 cérvi=o 

Lrterir,c sa hace r.ecesario ccr.,:c~.· 5; el vin.:s se er;c:.;er.:ra i'rese:.ta en !as 

etapas iniciales C:e es~e cá:-.:er. 

Finalrner.:e, CeciCo a c;:..:e no ex:,s~i::i'\. re;:...:r.e:; en les c:.ia!es se es!uéie ta 

as.:;ciadóri Ce PVH ccr. les:.:r.es te:<::;ra:-.as en ta pc::Lac:én rr:ax::.a;.a y a c:ue 

is en el ADN cel:.;lar ot;:er:iCo Ce te;ic~ ta.r-.:o Ce \esicncs ternprar.as c:mo de 

cincer cervial avar.=aC~. 
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MATERIALES Y METODOS 

MATERIAL BIOLOGICO. 

En. e! es:utlo se ir.ch.:y:rcn cac:i:n.1-es ·.ri';er.~s C-e tra~amiento ater:CiCcs 

en ~t lr.s~iH.:to Nacl.:r:al Ce Car:..:.ar,:;,:~ia. Se cbtuvi¿rcn 20 bi~~sias Ce tejiC:o 

histo1é~i~10ente ncr>7:al, 26 ccr:Ci!cmas, .!O b:c;:.s:as e~ !esicnes tempratias 

Ce! ci§:rvi"r:, ct~cr:i..:!as ~e: c:::~.;;~c.::::Q y 70 bic~s;as ce ca;¡:ir.orna c.arvic::i.I 

avar.:a.:!.::. 

PLASMIOOS: 

Se ut:íi:a:cn pl.:is~iécs cwe c:r.tier.Bil !as sec:..er:cias C:<S ADN ée i.:s 

P.aoiicrr:.l•;:;.;s H:..:~J."' . .: \?VH) :;~es €,11. iO y 15 : !es c~a.!es fueron 

p:r::~rc:cr..ac'cs ~r !os Drs. E.M. ée V;;¡:-ars, H. Zur h.a;..SE:-'. y L. o;s;;;":"".2~ Cal 

pro~crócn.:.::!o ce: eí Dr. L.arry Ksc!-es e.a la Ur.ivers:éad Ca Stranfcré. 

LINEA CELULAR: 

El .!.CN :'e la li":e.; ceh.:lar P.ala sa util::-5 :::omc c.:i1trol p-ositivc y foé 

AISLAMIENTO DEL ADN CELULAR. 

a:-:-.c¡.i_;:.:~::~r C:e ::s;s { Tris-HC! 2Cr;;1~i • ac~ta:o Ce s.:ici~ 0.3 M y EDTA 1r..M; 

cH 7.5 ). ~r::~;nzsa K (i C ii:;:::::i1 y C~.:~c:;¡ s~lfat:i Ce s,:~io {SWS) 0.5~;. e 
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incubando a 37 oc teda la noche. Posteriormente. la mezc!a se procesó 

mediante extracción con solventes orgánicos, as:regar.do un volt.:men 

de tencl-saturado eco TE (Tris-HCl 10 rnl.I y C:DTA 1 mt.I). La me:cla se 

centrifugó a 2500·3C:o rpm (GLC·2, r.:tcr HL·~) C:urar.t: 5 mir,u~cs. la fase 

acuosa se mezcló c:::n un vclurr:er: de fencl saturado:clcrofcrmo (en una 

proporción 2.!;1} repitiendo la centrifugación. Fina!men!e la fase ac:..Jcsa se 

mezcló un vcll.'men C:e c!orofcrmo:aL:.:hcl isoamilico centrifugando en las 

mismas condiciones. El ADN se preópitC aCi.:lcr:ar:c'.o a la fase acuosa 2 

vclumenes de e!anol al 100%., Cejando precipitar Curan te 2 horas a .7occ. 

El AON precipitado se empastii\O pcr ce:--.!~i~~;acién a 12CCO rpm (RC58, rotcr 

SS34} Ct..:rante 20 minutos y la pastilla sa resuspendió en agua tidestilada. 

Finalrr:er.!e, la car.:i:::ac de ADN se c".Ja:1tificó a ur.a lcr:f;.itud Ca onda Ce 250 

y 250 r.m en el espect~lolérnetro. 

L~s linfoc¡tos fueren obteniCcs rr:eCiar.:e la técnica de ficoll·hypae,ue, de 

una muestra de 1 o ml Ce sansre Ce ¡;acier.tes. Posteriormer:te, de e!los se 

ex~rajó el ADN que se uti!i.:::ó cerno cor.trol. 

ELECTROFORESIS DEL ADN EN GEL DE AGAROSA. 

El ADN celular se anali::ó mec'iante elec!roforesis en geles Ce agarosa 

al 1%. Los geles se prepararon cisolvienco 1g de agarosa y 100 µ.I ée 

bromuro de eticiio (1 µVml) en 100 mi da TSE tX (TSE10X=Tris-base 0.5 M, 

Acido Sérico 0.5 M y EDTA cisócico 0.025 M) . Posteriormente, se virtié la 

me.:cla en la cár.iara ce ala.;~¡c!:;és:s ª'"' dende una ve: qt.•e gelificó la 

agarosa se adicionó el ar:icr:.i;uaCcr de corrida TBE O.SX. El ADN se 

me:cló con amortiGuador Ce muestra (a:.ul de brom::fenol 0.025M y xiien

cianol 0.025 t .... 1) se colocó en los po:.::ls del gel y se sometió a 60 volts hasta 

q:.:e el colorante lle;ó al frer.te del gel. Fir.almente el gel se observó en un 
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trans;iuminadcr de luz ultravioleta. 

El ADN ée las mues:ras ar:alizadas Ce es~a terma se almacer.6 a -2ooc 

hasta su ut:\i:acién en los ensay::)S Ce h1CriCacién. 

AISLAMIENTO DEL ADN PLASMIDO . 

l~s plas:r.iCcs ~ue portan el ADN Ce los Pa_~¡loi.1a Virus Humano tPVH) 

tipos 6. i 1, 16 y 1 S se pro;::ia;aron en la bac!eria = c.;.' 1 , de acuerdo al 

mé:odo ée Sur.1erter 'l ccls. Una colonia, de la bacteria se inoculó a 10 

mi Ce medio de C:J!tivo L:..:ria· ar.ip1c¡lina {bactJ !r!¡jt.:na 1 O g. bacto 

extrac!o de levadura 5 g y NaCI io g) Ce caca t.:nc c'e les ti;:.:s virales ccn 

incubacién a 370 C :cea la nccr.e. Este cu::;vJ sa ir..:.::..: 1ó a ~ Lt del mismo 

med:c, se incutC con a~itaciCn a 37cc hasta ~ue el cultivo !:.JVO una C.:-ns:cad 

Cptica (O.O.} ce C.6, se a;re;ó c!cra'7",fe:.ic::l (0.1g en Q . .!ml de etano!), y 

nuevarr:ente se mar.t:..ivó en inc-..tbaci6n a 37CC C~rar..te io hcras. Oes.:::ués 

Ce es!e tiempo el cultivo se enfíi:i a ooc y se cer.trib;ó a 10COO rpr.i 

(hC58, retor SS3J.) pcr 5 r.iir.w~:.s, la p:iS!iil3. se laYó c:n PES (NaCI 3M, 

K2HP04 0.2M, Na2HP0.!:7H20 0.25M y KCl C.SM. pH i.4) y se repitió la 

cer.trifuffac:On. Se desechó el s::brer.adar.te y la pastiila se agit6 en el ver.ex 

hasta que se observé un hcr.iogen.ado 1ec1oso. Se añac;5 1 O ml Ce 

amortiguador TES (Tris-base O.~ M, EDíA 0.1 M, sacarosa 0.3 gr.'ml; pH 8.1 ), 

la sus?ensi6n se vació en un tubo ée policarbcr.a!o Ce 5.Jrr:I y se afiaCió 20 µl 

de Dietilpirocarbcr.ato (DEPC) para inc~barlo en hie!J ¡:or 5 rnir:ut~s. Se 

adicionó 2.5 r.il Ce Hso:ima recién prepa~aca a 00 C {6 r:;g/ml en H2 O 

biCest:laca) y se me.:c:ó suav;.mer.ie. Pcstericrrner.te. se a;ragaron 12.5 mi 

de una soiuci6n Ce detergen:es fria (deoxi<:olato Ce socio .! m~i'ml , Crij 56 

10 m;/i.11 , NaCI 2N) se a;it6 suaver.ier.te y se colocó en baño maria a 25ºC 

29 



c:!.:c.O e:1 ~ie:: pe: :..r-a :i:r.l. l::s j;;::c.:s i"'.~c'-e'..:.os sa e,-:-~ast::l.arcn 

cer:trit:.;.;a.-c.: a s~.:c r-:;-¡¡ (RCSS, r.:.~:r SS.'.3~) 1· ~¡ s.::::-a;-:a,:a;,:~ s-a 

écsec~c. L.J ;:.as!<'..a se s~.:..:. y s~ rs$..:s:~nc:o e:-. 7.5 i.:1 ca s.:i·..;c;.;;; e.a 

F.~.J.a.s.l A {.:..:;-:-:;Ce M~;.;sa ;:.,ar":::-..§a.!:c.3 a 1CJ r7'11 ce a.:e:.:s~: Ce a:-r..:r·:= O.C1 

N cater.!J.O:J a E:-= C c;;rJ.>:~ia 1S i":":';;~;;:s). se tra;.s~1r!6 a :.::-1 t;.;~c ce 

et3!'1..:•. s~ .7.i::::~ . s¿ e"':f::C .:;, c.:c p.:r ¡ ."1,:ra y se ::-ar1:í-!:.;;; a íS:ov rpm 

{RCSS, r~~~r S.S.3.!/ p.:.r 2~ i7;íi.._~=~· La oa:S:ii:a se :,avó c.:.n ~r.a se::,¡,:;,:., Ce 

e~.::.;.:t·3;~a (4 ~¡ y Si! res..::S:-¿r..::,;t; Sí. a;..:a bicas:i!ada. Fir:al;.i.e.:-.ta. se 

rea::..::o !a c:.:ar.~.f:ca.:1~:; e~\ AC~"- ;:iás:-11.:::~ a ~r.a t..:•.;:!:..:é =~ .:::-:::.::!Ce 250 y 

2.s:J nm eí". al es:-a.:~..'.'.!~.::ót:-.e:r; 

AISLAMIENTO DEL AON VIRAL 

reali:ó la. ex~rac:.:,;r. e;! ADN virai Ce c.a~a uno. E! plás::iido se cl¡;inó con la 

end.onucieasa '.r.Ci.::J:éa. se l.'.!i:i::a:on las 2r..:imas E.ar..Hi para cortar PVH· 

S;t 1, 1€ y Ecc?.1 ~¡a PVH~js. 

De ac".Jt:r:,:¡ a ia s:;~ier.~e me:c!a Cr: reac~:ón.: 3~5 µ.g de ADN 

plásmiC;;, SJ U Ce enc.:ii~c)a.asa (Ecoh1 12 !JJµl y Ear7iHi SCUrµt), 5 µ.t de 

A;.i:ir:ig:;.ad.:ir 10X {;Jara E.a:;-.H~ ~= :..-;i~:::; e: amo:-:i;ua.:o-r E5 y para EcoR1 el 

ES) y se afer.O c.:in a; .. a ~;::-as;::.a.::a a SJµ.I y se inC!.l:-6 a ,::.;e.e ;o~a la noc.~e:. 

El ADt.J Ol:;'eríé: se z;,ali:5 en ¡;e¡ ca agar.,5a i% y se corrí:S a 100 volts 
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durante 2·2.5 horas. Se co:!C la bar.da c;ue co~responCe al ADN viral y se 

sumer-;ié en g;el Ce agarosa de baje p¡;r.to de fusión al 1~'º {se preparó de 

mar.era similar al agarosa normal ): se corrió el gel a 1 OC volts Curar:~e 2 

horas. Se cor:ó el trc:o de a;ar:sa ~:..:e contenía el AON y se fur.Ció a iOºC 

Curante 1 O mir:~!cs, C:espu€s se adicicr.6 ar.':.crtig•..:aCor iE {.! vciL.:mer.es). se 

agitO er< el vcrtex y se cer:trih.igó a 120CO r~m en la micr~centrifuga 

(SECKMAN. micrcfuge 12) Curar.ta 10 mini.;tcs. se separó la fase acucsa y se 

agregó un volumen ée fencl-sat~rac·o con TE, se agitó en el vcr:ex y se 

centrift;l:;Ó a 12000 r;::m en la misr:-::a micrccer.~nh.:ga durante 5 rr:ir.utcs, se 

separó nuavamen!e la !ase ac:.:csa y se aCic:onó un volurr.en Ce fenal· 

s.a.turaCo:clorcfcrrno re;:¡itier.co la cer..tnfugaciér.. La fase ac:vcsa se seoarO y 

se prec:pi:ó ccn 1/1 O C:el vciLH'i'',en Ce ac6:a:.:- =e .:.:C::: 3 t., oH 5.5 y 2 

valumenes Ce etancl a! 1co:~, c:.::-~:e i hora a ·7C"C El ADN pracipitado se 

centrif!.:g6 a 120CO rpm Ct.:rar.te 20 r.-::r.~tcs en las mismas ccr.Cicior:es: y se 

resuspendió en agua blCesti!aéa. Les tragrner.tos obtenidos se analizaren 

en minigeles de agarosa al 1 ~·= para confirmar su peso molecular, usando 

como marcac!or Ce peso moh:cular ADN del bacteriofag:o A ccrt.ado con 

Hindi!!. p\asmido bac:eriano sin di~erir y el plasmido bacteriano digerido. 

GOTEO DEL ADN DE LESIONES TEMPRANAS {DOT·BLOT). 

El ADN obtenido de las mues:ras da lesiones tempranas, Ce controles 

negativos y Ce :cr:!:-:1es positivos h.:é goteado para su hibridación posterior. 

Se utiii:ar:;n 5 µ g C: ADN de lesiones tempranas, ée controles negativos 

(ADN Ce linfcC:tos) y de controles pos;ttvos {en este cas~ se trató de PVH~S, 

PVH-16 y ADN de céciu!as HeLa) se af:raron a un vo\:jrnen final Ce 50 µl. A 

cada uno se ac'icion6 5 µ: Ca NaOH 3 M filtrado y se incubaron a scoc 

durante 60 minutes. Pcs~eriori7'ier;te se adlcicnó 15 µI de SSC 2CX ( NaCI 
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3M, Citrato de scCio 0.3 M) filtraéo. Al mis;-:i::l tiem;:o. se prepare la cámara 

para el ~oteo , en la cual se coiccó la membrana de papel de nylon 

previamente humeCeciCo ccn acua c;c::est:!.3.Ca; la camara se ensambló con 

la membrana humedec1Ca a¡:re~ariCo bien les tcri".i:lcs baio vacio. Cuando se 

tuvo preparac!.3 la c3mara se prcceCió a ;c:ear e-! ADN en cada uno Ce les 

po.:os cerra:néo el vacio. Una ve:. que se ;-ctaO el ADN se a!;rió el vacio 

has:a ~ue la filtraciCn fuá tc!al, entcr.ces se lav-5 ccn 500 µI de SSC SX para 

caca pc:o. se ce¡6 filtrz:.r el SSC SX y finalmar.~e se fijó el AOr~ al papel Ce 

nylon introc!ucién.:!clo en el heme a ea.asee durante so rnim.:tos con vacio 

a ·14 lb Ce presién. El pa~el sa guardó en una bc!sa de plástico a 4oc 

hasta su hibriCación. 

TRANSFERENCIA DEL ADN DE CANCER CERVICAL A PAPEL DE 

NYLON (SOUTHERN-BLOT). 

El ADN cbteniCo de las mues!ras de carcinoma cervical. del control 

negativo {ADN Ce cérv1x ncrmaI) y ei ADN Ca les cor.trcles pos~ivcs (PVH· 

16 y PVH·1 S} se trar.s~erió a pa~el r..cciar.ta la técnica de Scuther:i-Elct. 

1 Oµg de ADN fueron digerié.:;s con !as en.:ímas Ce res!McC:én Pst·I y Xba-1. El 

ADN se digirió Ce ac:.ierCo a las ir.stn.:cc:ones de! fat:ricante, con la me:cla 

da reacción: 10 µg de ADN (Ce carcir.oma cervical, del cor.!rol normal y para 

el caso de les controles positivos 2·5 µg). 50 U ce enzima (Pst-1 50UlµI y 

Xba-1 25UlµI), 5 µI de arnortiguaccr 1ox (ar.icrtiguadcr ES para Pst-1 y E4 

para Xba-1 ) y se aforó a SU µ1 ccn ag:ua biCestila.:!a. La mezcla se incubó a 

~/OC Curar:~e tcéa la noc:-Oe. Una alicuota de !a me:c!a de reacción se 

analizó en minigeles Ce a~arosa al 1:.; ~ara confirmar que las enzimas 

cortaron, una ve: analiza.Ces. sa some!iercn a elec~rcforesis en gel de 
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a\'.;arosa al 1 ~~ (en ias condicior.es ées.:::itas) éL.;rar:!e !cCa la r.cche. 

Se t.:tiiizó como marcac!or ca peso mclecular ADN éel ::acteriofago A. 

cortaCc con Hir:c:!·lll, asi como les centrales positivos que fueren PVH-16 y 

PVH-15 . un contr.;}i negativo (muestr3 de cérvix ncrma!} y e! ADN de !as 

mues:ras de cáncer cer.-icaL Les ge!es se .::it:servaron en el trans:lurr«inaCor 

para ver la migradén éei rnarcaécr de peso mctecular {en basa a la 

distancia se Cetarmir:ó el peso molecular Ce !as bar:Cas c;ue se cbtuvier::n 

Ces¡::ués de la hibridac:Cr.). Pcs!ericrmente, se prcceCió a desna~uralí:ar el 

AON en !os geles meéiante lavad;;s e::~ HC: 0.025~J Curar.te 3G mlr.utos. un 

sag1.:r:éo lavaC:o con NaOH 0.5 M-NaCJ 1 M por 30 r:-:ir:u!cs y se newt:-ali:ó 

con L:i1 lavado Ce Tris-HCI 0.5 M-NaCI 3 M, pH 7 . .! pcr c!:-cs 30 minutes. 

A! mism.: :iem~v. se ~re;:a:ó la cir:ia:-a ce trar.sferenc:a en la c:..:al se 

cclccó SSC 10X (Cer.tr~ Ce la cái:iara). ¡:cr encima Ce la cái.!ara se cclc-;.:S 

tamaño éel gel. Cua:-.co se term:ila~on les lava.Ces, el gei se co!cc6 sobre las 

dos hoj3.s de pa;:el 3 MM con les po:.os hac:a abaje. Se eiirninar:::n las 

burt::.:jas Ce aire y enc<r,;a del gel se cclccó el ;;a;::e! Ce nylon {Zeta-?roCe) 

previamente h.r.;.7:eCeciC::; con as;l.!a bides:ilc.C.a, .cor er,dma Ce é5te se 

cciccarcn c:ras éeis h::jas c!e pa~e! 3MM Cel m¡srno tamaf.o. Después, se 

colccó pa=ei a=so;:.ente y i..:n ;::eso a;:::rcximaCo Ce 1 K; y sa c!ejó transferir 

toda la ncc.'ie. Una ve: termina:.a la trans!erencia el ADN se fijó a1 papel 

meCiante sa ex;csicién a la lu:. ultravioleta pcr 5 mir.utcs, y se guardó en 

una bclsa c!e .::!ástico has:a su hi:.rlCac;6n. 
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PREHIBRIDACION DEL ADN CELULAR. 

El ADN fijaéo en papel Ce n'ylcn se ~.-;~;:r:C.5 r.;ec!iante la utili:ación Ce 

amcrtisuador Ce prehibriCac1ón ei cual cor.!e:-.~: 20 mi Ce fcrr.iamica 1 CO~'o , 

8 mi ce SSPE 20X ( NaCI 3.6 t.I. Na2HP0~·7Hz0 0.2 M y EDTA 0.02 M; ), 2 

mi de SOS 20%, 2 mi de blct'.o (leche sveltes) 10'°· 2 mi de ADN de 

esperma Ce salmón (10 mgim!) y se aforó a 40 mi con agua bic'estí\ac!a estéril 

filtrac:a La formamid.a, el SSPE y el E!crto se filtraron utiii=anc!o fütrcs de OAS 

µM y finatme-nte se adicicr.6 tanto el SOS como el ADN Ce esper;1.a da 

salmón, el cual fuá previamente calentaéo a 7CºC pcr 10 minutos. El 

amortiguador Ce preh;bridación se a;regó al papel éen!ro de una bolsa de 

pl$tico y se inc.Jbó a .!3ºC pcr 12·2.! horas. 

MARCAJE RADIOACTIVO DEL ADN VIRAL {SONOA). 

El ADN viral ce cada ur.o ds los PVH (5.11.16 y 15) y ce! ADNc ce; 

gene celular humar.o t!·Tutulina {esta ge¡.e se utili:ó para confirmar las 

concentraciones de ADN cciu:ar ~.:te.::Co y tran5!erléo) se marcó con 

decxicitic!ina s·(alta-32) trifosfato (cCTP--0. 32p}, usanéo el kit comercial Ce 

•Nick.-Translaticn" Ce acuerCo a las instruccicries éel fabrican!e {Arner5ham). 

Para el marcaje se preparó una r.:ezcla Ce reacción ~ue contenía 1 µg Ce 

ADN viral. 10 µ!ce nucleéticcs (cATP, cGT? y cTTP). 12 µ\de cCTP-a. p32, 

5 µI de en:ima (2.5 U de DNA ;iolimerasa 1 y 50 pg ce DNAsa !) y se aforó a 

SU µI con agua ?:iidesrnaca esténL La me:cla, se inc..ibó éura.""1te 90 minutes a 

1 sºC, se precipitó adicionando 5 µ\ de ADN acarreaCcr (tRNA), 1/10 de 

acetato de scéio 3M pH 5.5 y 2 vc!umenes Ce etanol absoluto durante 90 

minutos a -7QOC 6 teca la noc~e a -2oºC. Se centrifugó a 12000 rpm en la 

m::ro.:e:-::rH:.:;a {microfuge 12) écrante 15 minutos y se resusper.Ció en agua 



biCes:íiaCa. La ser.ca ;.:arcada se calentó a -c::u::iciCn C;..rar.:e 1 O r:;ir.ut::s y 

rápiCamen~a se c::ilo:ó er. hielo. Fina:rner:te. se ac::cionó la s~nda al 

a!nCfi:igua::cr C: híbnCa:i,:.n, se rr;e:::ó perfec:a;.i.er.:e y 5'2 a;ragó al pace! 

preh!bnda~.::. 

HIBRIDACION DEL ADN CELULAR. 

el cual cor.1tH1~: 20 rn! Ce f.;rm3.mida 8 mi Ce SSPE 20X, 2 mi 

c:e SOS, 2 r..! Ce C!c~:.: iC~;. 2 !':"!! de ADN Ce eseier;¡;a Ce saimón, y dextran 

sulfato (dex:ra., si.:!fa:o 5C~·.;, y a=!éa Ce s.:.cio 2%, ) y sa afcró a .!~mi c::n 

agua bic!es:ilada es:ánl. en las 17':ismas cor.Cic:cr.es cue el amc~i;uaCcr Ce 

marcada), se Cesnatwr.ali.::6 ca:er.tandol.5 a eb1.0mcién Curante 10 mliit.:tos e 

in:;:i:.éi.::.!a!":ien:a Ce.::~és se c:.locó en hiei::. La sonda se adicionó al 

amortig:.JaCcr Ca h!t·ricacltn, sa me:cló p-arfe.::arr:e11!e y se as;reG6 al pa¡:el 

preh1briCado. El pacei sa CejO: t"".i=nc!a;¡éo Ce 12·2.! hcras a ~na temperatura 

ce 43cc. 

LAVADO DEL PAPEL HIBRIDADO. 

Con la fi¡¡aJidad i::e elirr.i¡¡ar la hibridación in:specílica se raal;::arcn una 

serie ée lavados a les capelas hibridados, utili::ando las siguientes 

soluciones: ei primer la,ado fue con SSC 2X y SOS 0.1 % durante 15 

mir.utos. El se;undo lavaCo fué ccn SSC 0.SX y SDS 0.1% durante 15 

mínu1os. L.:is d:s últimos !avades fueron cor. SSC O. iX y SOS C. 1'%:i durante 

30 mir.u!:.s :aCa une; t::cs les lavadcs se realizaren a una !ernp2ratura ce 

60-SSºC. 
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Finalmente !Qs pa~al:s la .. ·a:!::s t-.;eron expusstos a ur.a pelict.:la Kodak 

de rayos X a -70'° C ccn una pantalla intcns\fica=cra Dupont Crcnax 

Lightning plus, para detectar tas sena!es éel ADN hibridad.J. 

TRAZO DENSITOM ETRICO. 

Con el fin Ce de!arminar de una manera más cuantitativa ta cantidad da 

ADN y así poder Cetermlnar cuaies mues~ras de cénrix (para el case Ce las 

lesiones tempranas) fueren positivas para PVH se reali:ó el trazo 

Censitcmétrico Ce las a:..rcrraCicgra!:as de cata pa;:al hitriCado y expuesto. 

El tra::o se reati:ó colocar-.Cc en e! censitorne:rc las líneas Ce la 

autcrraCicgrafía ~eviamer.te re=:ir:adas (tornandJ cor..o base et fcndo de la 

m¡sma} utili:and.::- una Cens:dad Cq:tica de 2. O y u:ia \cnGitud de cr.éa de 

SiSnm. 

Les tra:cs obtenidos para c~Ca linea f~eron comparaCcs c=n los trazos 

tan:o ée los contrc:as :-.e;.a!:·.-cs c.:mc Ce ics contrDles pcsitivcs. cbtenienéc 

ée esta manera ci.:ales mues:ras aran pcs;tivas ?ara cada tipo Ce PVH. 
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RESULTADOS 

OETECCION DE PAPILOMAVIRUS HUMANO (PVH) EN LESIONES 

TEMPRAtlAS DEL CERVIX UTERINO. 

C~n la final;cac Ce Ce~ectar sac...:er:C:as Ce ADN v!ra! de P\/H en bic;::s:as 

Ce lesiones ter..¡;ra."':as (;::;e~ali;:.as/ Cal céiYix se realizó la r.i!;:riCación Ce! 

ADN c~ter.ic'.:. Ce ~s:as !es:.;res ce:-: s.:ir.Cas virales ce los PVH: 6, 11, 15 y 16 

ct;tenidcs se gc:ear.:Jn en c:s pa:eies Za~a-Proba \es c:.:a.les se Cer.;;jrr,inarcn 

Dot-blc: 1 y Dct- blct 2. 

En ci DcH::lci 1 se ;-:~aar:n 1.:s ADN ct:te:iiC::cs Ce un ~:-ir.;er C1:que Ce 

muestras, e;i éonCe Ces:..:és Ce veri;;car el c;a~r.Os!ico his:.;pa!.:itf;icO se 

er.ccntr~ c;;.;e 27 Ce ést:s cc:~es;:c!'i::!lan a le.s:cr.es ce cér.;). ·1 :;-..e i:s 51 

restantes per:enec:ar: a c~ras r.e~ior:es C:el 6r;ano senital ferr:er.in.:: (v2.gir.a. 

vulva. e~:.., las cu~es ~e se c:sc:.i!irc.r: en es~e trabajo). 

Pcr ct¡a par:e. se ;:te6 :..:n se;unCc ~;o~we Ce lesicnes tei7:pranas el 

Dct-blct 2, el cual c:es~i...és Ce la ver:ficación h.s!.'.::pat:iégica mos~r¿ c;:.:e 55 Ce 

éstas lesicne-s corres:¡or.éieron a! cérvix y las 2i restar.tes a lesicnes de otras 

En teta! se anali:ar:n 52 lesiom:s cervica1es, las c~a!es Cesct.:és de la 

verificac:é~ his~oiCi;:ica se distri~uyer.:.n Ce la sif¡uier.!e manera: .:¡ h:.:síones 

tempranas ~NIC l. 11 y 111). 2:'.) cor.cfü~r.;as y i5 cérvix hist~i69icarner.te ncrmaies. 

a) Detección de PVH-6 y 11 en Lesiones Tempranas. 

LI.s mues:ras cor.:.eniGas en :?\ Dct-bict i se hibriCaro:-: .=.=n ?VH-5. el 

pa;-el se ax;>ws5 e:; t.:n für.i :e rayes X (a~tcr1a::1o;raHa) C~rar.:e 3 c;as a-700C 



y se encontró que 5 de 27 mi..·estras cervica~es h.~e¡:;n pcs:!;vas p3.i3 este tipo 

viral {muestras C-6, A-9, C-10, F-1, E-9). Esta -virus tai..bié:i se Ce:ec!S en 

otras reg;or.es ganitales cerno por ejer:-:plo, las muestras C-12, 0-1 y 6-11 las 

cuales son muestras na cervicales {Fi~ura .!). Para conf¡rr.iar la pcsitiv:cad 

de las muestras se sorr.etió la autorraCicgrat:.a a un tra=o der.sitométrlc.::. en el 

cual les contrcles positivos (F;g. 4, H-5 y H-i) y les cor.trc!es nega:ivos {Fíg . .!, 

H-1) sa compararon con las sefiales da las rnuest:-as y así c!iscrimir.ar a las 

negativas y considerar únicamen:e a las positivas. 

C~mo ejemple del anáfü:is dens¡tométrico de las ser.a/es se muestra el 

tra=o rean:ac!o para la autcrradiografía obteniC:a Ce la hibridación del Dot-0\ot 

1 con PVH-6, en el cual se cbser1a c;ue las ,,.was:ras 1 y 7 sen pos;tlvas para 

es:a tipo viral (Fi•ura 5). 

Con el fin de COí.l¡:ircbar c;ue las muestras c;ue lnCican presencia Ce PVH 

no se debieren a la exisiencia Ce una may~r car.tiCad Ce ADN celular (o 

viceversa) y por lo tar.to, evitar los faiscs ;:i~s;!,· .. .:s {e r.e:;;at:vcs). sa hi~r¡có el 

ADN de las muestras ccn el gene normal ~-Tubulina {Figura 6 y 7}. 

Por otro lado. Cepués c!e analizar el tra:o C::ensitométrico de la 

autcrradiogralia obteniCa de la hibridacién del Dot-blct 2 con PVH-0 se 

encontró que 4 mues:ras fueron positivas para este tipo viral; las cuales se 

encuentran en las posic:ones A-6, E~S, G-1 y F·6. En la autcrraéios:rafia 

también se observan otras dos señales (G-2 y E-9) (1ue representan muestras 

de otras regiones d¡ferentes al cérvix, las cuales también resultaron positivas 

para este tipo viral (Figura S}. 

Pos:eriormente, a! h1briéar el Oot-blct 1 ccn PVH-11 y al realizar el tra::ó 

dens::.;r:-:é:ri.:o ée su autcrradiografia se encor.tr6 C¡ue, sólo des ADN celulares 

{C-5 y E·S) fueron positivos para esta tipo viral. Además, las mues:ras A·S, 8-! 
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FIGURA 4. HIBRIDACION DE LA AUTORRADIOGRAFIA DEL 
DOT· BLOT 1 (LESIONES TEMPRANAS) CON PVH-6 
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POZO A·1 a G·6 ADN DE LESIONES TEMPRANAS 
POZO H-1 ADN DE LINFOCITOS. 
POZO H-3 ADN DE CELULAS HeLa. 
POZO H·S y H·7 ADN PLASMIDO DE PVH 0 6. 
POZO H-10 y H·12 ADN PLASMIDO DE PVH-16. 

LA AUTORRADIOGRAFIA SE DEJO EXPONIENDO A ·70ªC 
DURANTE 3 DIAS. 
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FIGURA 5. TRAZO DENSITOMETRICO DE UNA LINEA DE LA 
AUTORRADIOGRAFIA DE ADN DE LESIONES TEMPRANAS DEL 

CERVIX HIBRIDADO CON PVH-6 

• .·.,"·~.:; 
' ' 7 • 

En la parte superior se presenta una linea que contiene a 
muestras de ADN de Lesiones Tempranas Hlbrldadas con PVH-6 

y en la parte inferior se encuentra el trazo densitométrlco de la misma 
linea, el cual, se realizó a una longitud de onda de 575 y a una 

densidad óptica de 2.0. 



FIGURA 6. HIBRIDACJON DEL ADN OBTENIDO DE LESIONES 
TEMPRANAS CON EL GENE NORMAL ~TUBUUNA 

(DOT-BLOT 1). 
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POZO A-1 a G·6 ADN DE LESIONES TEl.IPRANAS 
POZO H-1 ADN DE LINFOCITOS. 
POZO H-3 ADN DE CELULAS Hala. 
POZO H-5 y H·i ADN PLASl.llDO DE PVH-6. 
POZO H-10 y h·12 ADN VIRAL DE PVH·15. 
LA PLACA SE DEJO EXPONIENDO DURAIHE 2 DIAS 

A -7oºc 
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FIGURA 7. 5 µg DE ADN DE LESIONES TEMPRANAS 
HIBRIDADO CON DEL GENE NORMAL ¡3-TUBULINA 

(OOT-BLOT 2). 
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POZO A·1 a G-4 ADN DE u:s10NES TEMPRANAS 
POZO H-1 ADN VIRAL DE PVH·S 
POZO H-3 ADN PLASMIOO DE PVH-6. 
POZO H-5 ADN DE LINFOCITOS. 
PO:o H·7 A;:JN CE CELULAS HeLa. 
PO:!O H·10 ADN VIRAL DE P'IH·~S. 
PO:!O H·12 ADN PLASl.llDO DE PVH-15. 

LA PLACA SE DEJO EXPONIENDO :! OIAS A ·iJºC. 



FIGURA s. HIBRIDACION DEL ADN (5 µg) DE LESIONES 
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TEMPRANAS CON PVH-6 (DOT-BLOT 2). 
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POZO A·1 a G-4 AON OE LESIONES TEMPRANAS 
POZO H·1 AON VIRAL OE PVH-6 
POZO H-3 AON PLASMIDO OE PVH·6. 
POZO H-5 AON OE LINFOCITOS. 
POZO H·7 AON DE CELULAS HeLa. 
POZO H-10 ADN VIRAL OE PVH·16. 
POZO H-12 ADN PLASMIDO DE PVH-16. 
LA AUTORRAOIOGRAFIA SE OBTUVO DES PUES OE 5 OIAS 
A ·70ºC. 



y C-12. tamtién presentaren secuencias de PVH-11 pero no corresponden a 

muestras ae cér"i.x (Figi...ra S/. 

En la autcrraCic;ra.fia obti~níc'.a C::e la ,i.;;:::r;.:ac;c.1 C:a! D.:~-t:tc: 2 con 

PVH-11, se oCservó ~:.:e s.6lo ur.a muas!ra ccnteni.a secuer.c¡as C:e es!e tipo 

viral y sa sncuer.tia ubic.aC:a s:i la posición F-5 (Fi;u1a Hl). 

Resur:"liendo. para !a Cetec:ién de PVH 6/i1 se mc5::-ó qwe 12 (25.5%) de 

las 47 lesiones tef"i'¡pranas. 2 {10.0·%) de les 20 conc'ilor;;as y 1 (7.0·%) de los 

15 cérvix histol6gicamente ncr;-;"lales fueron pcsit•vcs para es:os ti;:ics virales 

(Cuadro 6). Ademas, a! raali:ar la Civisi6n ce las lt:s¡cnes tempranas de 

acuerdo a su grado Ce agres;vidad se enc::ntró que, et 25% (1 da 4} ée las 

NIC l. el 42.5% (6 de 14) NIC 11 y el 17.2% (5 de 29) ce las NIC 111 fueron 

positivas para PVH 6/11 {C1.:aCr~ 7). 

CUADRO 6. PRESENCIA DE PVH EN CONDILOMAS, LESIONES 
TEMPRANAS DEL CERVIX Y CERVIX HISTOLOGICAl.IENTE 
NORMAL. 

TIPO DE NUl.I. DE 
LESION CASOS 

CONDILOMA 20 

LES. TEMPRANAS 47 

HIST. NORMALES 1 5 

TOTALES 82 

PVH 
6111 

2(10.0%) 

12(25.5%) 

1( 7.0%) 

PVH 
16118 

3(5.4%) 



FIGURA 9. DETECCION DE PVH-11 EN EL ADN OBTENIDO 
DE LESIONES TEMPRANAS MEDIANTE HIBRIDACION DOT

BLOT (DOT-BLOT 1). 
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EL PAPEL SE DEJO EXPONIENDO 6 DIAS A ·70ºC 



FIGURA 10. PRESENCIA DE PVH-11 EN 5 µg DE ADN DE 
LESIONES TEMPRANAS MEDIANTE HIBRIDACION DOT- BLOT 

(DOT-BLOT 2). 
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EL PAPEL SE DEJO EXPONIENDO A .7aºc DURANTE 
4 DIAS. 



CUADRO 7. DETECCION DE PAPILOMAVIRUS HUMANO (PVH) 
EN LESIONES TEMPRANAS DEL CERVIX DE ACUERDO AL 
GRADO DE LA LESION, MEDIANTE HIBRIDACION DOT-BLOT. 

TIPO DE NUMERO DE POSITIVOS POSITIVOS 
LESION CASOS 6/11 16/18 

NIC 1 4 1 (25.0%) o 

NIC 11 14 6(42.8%) 1(7.1%) 

NIC 111 29 5(17.2%) 2(7.0%) 

TOTAL 47 12(25.5'}0) 3(6,4%) 

e) Detección de PVH-1 6 y PVH-18 en Lesiones Tempranas .. 

Al rea!i::ar el tra::o densitornétrico Ca la hibriCacién del Dot-blot 1 con 

PVH-16 se encontró que ningur.a muestra de lesiones tempranas fue positiva 

para es:e ti;io viral (Figura 11 ). 

Por otra parte, el Dct.t.llot 2 al hibnCarse c::;n PVH-16 mcstrO que sólo una 

muestra fue ~sltiva para este ti?Q viral {mues:ra F-6); aCemás, la muestra 0-.1 

tam:iián fue positiva para este virus. pero esta muestra no corresponde a un 

ADN cel'\/ical (Figura 12) 

En lo que respec:a a la hit:ricación cel Do:-blot 1 con PVH-18 se 

encentró (\ue la muestra E-! c:r:tenia se=:.:encias de este tipo viral {Figura 13). 
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FIGURA 11. HIBRIDACION DEL ADN OBTENIDO DE LESIONES 
TEMPRANAS CON PVH-16 (DOT-BLOT 1). 
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FIGURA 12. DETECCION DE PVH-16 EN EL ADN OBTENIDO 
DE LESIONES TEMPRANAS POR HIBRIDACION DOT- BLOT 

(DOT·BLOT 2). 
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FIGURA 13. DETECCION DE PVH·1B EN EL ADN DE 
LESIONES TEMPRANAS POR HIBRIDACION (DOT-BLOT 1). 
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POZO H·5 y H·7 ADN PLASMIDO DE PVH-6. 
POZO H·10 y H·12 ADN VIRAL DE PVH·16. 
EL PAPEL SE EXPUSO A ·70oC DURANTE 6 DIAS. 
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Flnalman:e. la autcrradicgrafía ooten1da Cespués de la hibridación del 

Dot~olct 2 ccn PVH·1S presentó 1 ADN celular pcsitivo ;;ara este tico viral. el 

cual se encuentra en la pcsici6n F~ó {Figura 1.!}. 

E:i resumei1, se oe!ec<.:6 la presanda Ce PVH 16/1 S an el 6.J.Q·~ (3 Ce 47) 

ée las lesiones tempranas, en tar.t.:l que, en les c:r.é;lcr:ias y cérvix normal no. 

se en.eontrar_,n sec:.:en.'.:ias Ce és!o.s tipcs virales {Cua::!ro 6). Oe acuerco al 

srado Ca la lesión temprana sa encentraren secuencias Ce les PVH 15 y la en 

el 7. 1% (1 de 4) éa los casos de NIC 11 y en el 7.0% (2 de 2S) éa los NIC !11 

(Cuaéro 7). 



FIGURA 14 •. 5 µg DE ADN OBTENIDO DE LESIONES 
TEMPRANAS HIBRIDADO CON ADN VIRAL DE PVH-18 POR EL 

METODO OOT- BLOT (DOT-BLOT 2}. 
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DETECCION DE PAPILOMAVIRUS HUl.tANO (PVH) EN CANCER 

CERVICAL AVANZADO. 

Can et ob1e:ivc Ce Ce:ec!ar secuer:.:ia.s ce PVH tlpcs 5. 11, 16 y 18 en 

biopsias de Carcir.crna Cárvico U!eri!"'.o (CaCu}. se reafi:ó !a hibriCaci6n del 

ADN celular cttenicc Ca ras t:iopsizs c:n ef AON Ce cada vir;.?s m~Ciame la 

técnica Scuthern-blct. 

Esta análisis se rea.:i;:O por éu~!icaCo, ut:!i:;::.;,.r;é~ para e!lo 2 enzimas da 

restricción diferentes: Ps!-f oara :as híbridaciCf'BS con PVH-16 y X~a-1 para las 

hibnéaciones con PVH-1S. Dado Gt:e se cv;¡ccen los patr.::nes Ce Candas para 

cada tipc viral con !as er:.::imas, parmitier.co asi tiis~inguir emre un tipo y otro. 

Se anali:::::arcn TO mwas::as de CaCu y el ADN fue trar.sferiCo a 14 

pa;:.eies (7 Ce les cu2!es corr~s~.:::r.cen al c::r:.e c0r: Ps:-l y !es ctr;:::s 7. al cor:e 

ccn Xba-t). Los papeles se ricrr.brar~n en orden progres¡vo da acuerdo a come 

fueron obteniCos , por lo ta.r:tD se te·.er. Ces.:e a¡ papel G-1 hasta el G-16. 

a) Detección de PVH 6 y 11 en Cáncer Cervical Avanzado. 

En lo que res~ec:a al analisis ce PVH-6 y 11 para CaCu, sólo se 

reali=ó la hibriC.acién de .::.o muestras {tcr.~aCa$ al ázar). Esto debiCa a que se 

consideró la premisa de ~t.:e éstos tipcs virales se presentan raramente en 

CaCu (90.91). 

Se hibridarcn 20 muestras para el corte con Pst-1, y 20 ;>ara Xba-J con 

ambos tipos virales y sa e).pusiercn en un film Ce rayos X Curar.te una semana 

a -7ct'C y no se detec:aron secuencias Ce estcs tipas virales. Por lo tanto, no 

íueron c.:nslCer2dos ocs:ariormente y el análisis se enfocó el a.nálisís a los 

tipos 15 y 18. 
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b) Detección de PVH 16 y 18 en Cáncer Cérvico Uterino. 

Los AON da CaCu c.:irtadcs c~r: Ps:-1 se h;~r:car:n con PVH-l6, en tar.to 

que. los qua fueron c~rtaCos con Xba-1 se Mit-riCaron con PVH-1 S. En cada 

papel se transfirieron, las mL.:estras Ca ADN Ce CaCu, un ccr.~rct nagativo (ADN 

de cérvix normal), 2 controles positivos {ADN viral ce PVH-15 y ce PVH-16) y el 

marcaCor de paso mclecu!ar A. ccrtaéo ccn Hrnd 111, el c~al ;:resenta 8 bandas: 

23. 1 Kílopares de bases (Kpb), 9.4 Kpb, 5.5 K;:b. 4.35 Kpb, 2.3 K;ib. 2.02 Kpb, 

0.554 Kpb y 0.125 K;ib (da las cuales e.i les geles sólo se alcan:aron a 

c1s!inguir las 6 primeras). 

Por otro lado. los papeles G-2 y G-5 se rea!i::aron con ta finalida.d Ce 

conocer el patrón Ce bandas así como el pesa mclact.:lar Ce caca una al cortar 

PVH-16 con Pst·I y PVH-16 ccn Xba-1. El PVH-15 ccr1aco ccr. Pst·I, mostró 4 

bandas: la primera de peso mclacuiar aorv:..im~do de 2.9·3.0 Kpb, una 

segur.da de 1.7 Kob, la tercera da 1.12 K~b y la última ée O.S Kpb, en tanto 

que, este virus no tiene s;~ics Ce ccr.:e ¡;ara Xba·I cbser.:anéose al ADN 

completo (Figura 15). Por otro lado, el PVH-1S ccr1aéo cor. Xba·I presentó un 

patrón Ce .! bandas, caca una con peso mc!acular de .:..~-J..5 Kcb, 3.6 Kpb, 2.5 

Kpb y 1.3 K~b. estti a su ve:=. fue c~rtado ccr. Hir.dlll y se obsef\16 qua ésta 

enzima no cor:a al PVH-15 (Figwra 16). 

El p.aoa! G-10 con:enta. 10 muestras da CaCu ccr.aCas ccn ?s~·I, éstas se 

hibrida.ron con senda viral Ce PVH-16 y se er.contr6 que 2 r:·a~estrzs fueron 

positivas para es:e tipo viral: las cuales se ubican en los carriles S y 12 

{Figura 17). A su ve,, el pa;iel G-8 que tamt:íér. cor.tenia ADN de CaCu 

cor.acc ccn Pst·I el hibriCarse c.:in PHV-16 mostró que la muestra del carril 13 

fue pc5:::v2 i'~ra esta :i,oo víral (Figura 15). 



FIGURA 15. ANALISIS DE PVH-16 EN10 µg DE ADN DE CANCER 
CERVICAL CORTADO CON Pst-1 POR HIBRIDACION CON PVH-16 (G-2) 
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CARRIL 1. MARCADOR DE PESO MOLECULAR l CORTADO CON Hlndlll. 
LAS BANCAS DEL UARCAOOR TIENEN PESO MOLECULAR OE 23.3 Kpb 
9.4Kpb, 6.SKpb, A.3Kpb.:?.3Kpb 1 2.02Kpb, 0.56.&Kpb, 0.125Kpb) 

CARRIL 2. ACM VtRAL CE PVH-15 COATAOO CON Xba·I. 
CARRIL 3. AON VIRAL DE PVH-15 CORTADO CON Pst·I. 
CARRIL• ADN VIRAL DE PVH·1SCORTAOO CON PsH 
CARRIL 5 AON DE CERVIX NORMAL CORTADO CON PsH 
CARRIL S A 9 AON CE CANCER CERVICAL CORTADO CON ?st-1 

{MUE.S'ii1..AS 6-4,56,71,51). 

El PA.?El SE CEJO EX?ONIENOOA:i"OºC OURANíE 3 OIAS 
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FIGURA 15. DETECCION DE PVH-18 EN EL ADN DE CANCER 
CERVICAL CORTADO CON Xba·I POR HIBRIOACION CON PVH-18 (G-5) 
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AON VIRAL DE PVH·1S CORTADO CON Hlnd·lll. 
AON OE CERVIX NORMAL CORTADO CON Xca-1. 
AON oe CANCE.R CERVICAL CORTADO CON Xba·1 

LA PLACA SE OEJO OXPONIENOO s OJAS A ·7oºc. 

56 



FIGURA 17. PRESENCIA DE PVH·16 EN EL ADN DE CANCER 
CERVICAL CORTADO CON Pst-1, HIBRIDADO CON PVH-16 (G-10) 
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CA.RRIL 1. MARCADOR OE PESO MOLECULAR ¡, CCR":'.:..:o CON Hlndlll. 
CA.Rñl!. !!. ADN VIRAL 05. PVH·l5 CORTADO CON ?st·L 
CARRIL 3. AON VIRAL OE PVH-16 CORTADO COH X~a-1. 
CARRIL.\ APN DE CER\'1X NO'ñMAL CORiAOO CON ~st-1 
CARRIL S:.. 1.t AON DE CANCER CER.VICA.L COMTAOO CON Pst-1 

lUUE s1r;;.:..s1 ~;,:s., :s., :?A',, 5,;s,s:.1i Z,53,5:!). 

EL PA?EL SE EX?USO A -;oºc DURANiE 6 01:.s. 
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FIGURA 18. DETECCION DE PVH-16 EN ADN DE CANCEA CERVICAL 
CORTADO CON Pst·I E HIBRIDAOO CON P'IH-16 (G·S) 
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MARC .. DOR CE ?ESO MOLECULAR l. CORTADO CON Hlndlll. 
ADN VlRAL oe. PYH·16 CORT.tOO CON ?st·f. 
ACN VIR,1.l OE PV>l-18 CORTAPO CON XO.·l. 
AON OE CERVJX NORMAi.. COFrr.:.oo CON ?s1·1 
AON CE CANCER CS:M.VICAL COi=iT AOO CON ;:isH 
(MUESTR:..s1J:.,121, 1:?:5,11s,111,s.:,, 30.,S6,, 29, l 2C). 
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De manera s¡milar, los 5 papeles restantes c;ue contenian ADN Ce CaCu 

cortado con Pst-1 (G-~.G-3.G-€,G-12,G-15) e hibric!ad.os con PVH-16, los cuales 

no son. mcs¡rad-'S a fin ~e que les reswltaC-=s no sean repetitivos. Fina!mer.te 

se er.contró que el 2.!.2% Ce les 70 casos ana:i.:aCcs para e! cor.e :::::n Pst-1 

presentaren mt..:est~as positivas para este tipo viral. Se encontró C\Ue, 

preser:tar.:m secuer:c:as de PVH-16 (CuaCro 9). 

En !o que respec:a a la detección ée PVH-15 en CaCu, se observé c;t.:e el 

papel G-4 mostró un ADN pcs¡t;vo para este tipo viral, el cual se 1.:bica en el 

carril 13 (F;;ura 15). 

En el p.a;:el G-7 se Ce:ec!6 la preser.cia de sac:.;cncia:; Ce P\'H-19 en 2 

mues:ras t..:bicaCas e:i les carril.as 5 y 6 (Fif;ura 20). 

F::-.:.:::-:~r:!::, e: i e~;. (7 Ce 70) Ca i=s ADN da CaCu cor.ad~s con Xba-1, 

presentaron positiviéad para PVH-15. ACemás, cuanCo se reali:ó la 

verificación C:::I Cia;nóstico h1s!cpat::::ió¡;ico sa encontró que, los carcincmas 

epider..-:ciCes presen!an secuencias Ce PVH-16/1 S en el 2i.2% {15 de 55) de 

las muestras. En tanto C\Ue, les carcinomas aC:::enoescamoscs y les 

aCenocarcincmas presentan secwer,cias de estos rnismcs tipos virales en 6 de 

10 (60 % } y 3 de 5 {60%} mues~ras respec:iva."71ente {Cuadro 6). 
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FIGURA 19. DETECCION DE PVH·1B EN EL ADN DE CANCER 
CERVICAL CORTADO CON Xba·I E HIBRIDADO CON PVH·18 (G·4) 
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MARCADOR DE PESO MOLECULAR l. CORTADO CON Hlndlll. 
AON VIRAL DE PVH-16 CORTADO CON Xba-1. 
ADN VIRAL DE PVH·1B CORTADO CON Xba·I. 
AON CE CERVIX NORMAL CORTAOO CON Xba·I 
AON CE CANCER CERVICAL CORTADO CON Xba·I 
(MU E Si;::¡ AS Só,53,5 ;, 51, 55, 52, 53,SS, 5-l, 70). 
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FIGURA 20. PRESENCIA DE PVH-18 EN EL ADN DE CANCER 
CERVICAL CORTADO CON Xba-1 E HIBRIDADO CON E PVH-18 (G-7) 
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CAññll 1. LIA.RCAOOR OS. PESO MOLECULAR A. CORTADO CON Hlndill. 
CARfitl 2. AON VIRA.L CE P'./H·1S CORJAOO CON Xba·t. 
CARRIL J, AUN o:. CEFi'JlX NORM:..L CORT)i.00 CON Xea-1. 
CARRIL 4 A i::. AON oe CANCEF¡ CERVICAL CORTADO CON Xba·I 

(MUESíñA5 65,57,75,11O,123 ,S9, 115,119, 1 J2). 
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CUADRO 8. DETECCION DE PAPILOMAVIRUS HUMANO (PVH) EN CANCER 

CERVICO UTERINO AVANZADO MEDIANTE HIBRIDACION SOUTHERN-BLOT. 

TIPO NUM.DE POSITIVOS POSITIV. POSITIV. 
HISTOPATOLOGICO CASOS PVH 6/11 PVH-16 PVH-18 

Ca. EPIDERMOIDE 55 11 (20.0%) 4 (7.2%) 

Ca.ADENOESCAMOSO 10 4(40.0%) 2(20.0%) 

ADENOCARCINOMA 5 2(40.0%) 1(20.0%) 

TOTAL 70 17(24.3%) 7(10.0%) 
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DISCUSION 

El ·conocimíento C::e las carac:eristicas Ce los Papilc~avirus Humano 

{PVH) ha permitido c:!etec!arlos mediante hibriCa.c:én, con lo que a su vez se 

es¡:iera ccr.o.:er qué papel juegan en el c3r.cer cervical. 

En es:e tr.s.baja se evaluó la presenc:a de PVH tipcs 5, 11, 10 y 15 tanto 

er. 47 ADN ob!er.idcs de b1aps¡a5 Ce lesk:r.es ter.-:pra:".as como en 70 AON 

de ca.rc;ncrna cá.n..:ico·ute!"lr:o. 

Debido a la poca cantiC.ad c!e AON cbten¡co de !as lesiones tempranas 

así ccm~ los rac:.:rscs con les que se cor.ta!:::a en el iabcra.tcrio, la Catecci6n 

ée secuencias de PVH en es:as lesicr.es se rea!i=ó l"'L"'.ec!ia.-:-te e! rr.ét:Co Ca 

hiCridación Dct·blct; ya que, este métoC.::::i permite detectar secuencias 

específicas a par.ir de 1µg Ce ADN, en cor.traste c.::n o:r.=s métoéos c.:mo por 

ejemplo, el Southern-'::iiot pa~a e! e~~¡ sa rnc=mienCa utili:ar míi"iimo 10 µg ée 

ADN (8~.55). P;jr otro laC:=. la can:iCad de ADN oCtar.iC::'.) da las biopsias de 

cáncer cervical fue suficiente para reali:ar la ce!ección Ce PVH mediante la 

técnic3 Ce hibriCación S.:uthern-blot. 

OETECCION DE PAPILOMAVIRUS HUMANO EN LESIONES 

TEMPRANAS. 

Los resultados de detección de PVH en las lesiones tempranas. 

mostraren señales con Cistimo grado de intensidad y, ésta se encuentra 

relacionada con el mayor o menor ;ra.:~ :e ~:::st!vidad {a mayor in:~nsidad 

de la ser.al mayor número de co;::;ias virales y pcr lo tanto mayor positividad) 

(96); lo que indica que existen muestras con un grado de infección mayor que 

otras. 
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Por otro laéo, se cbsarvarcn a!;unas hit:riéacior.es cn.::aCas entre 

controles y tas sondas Ce PVH uti!:zaCas. Pcr ejempio, la h.:r\C~ci6n Cel De:-

blct 1, en CcnCe se presar.té ur.a r.itricac¡én entre !a s:n::a oe PVH-i 1 y el 

cor.trol pcs;fr.;~ para PVH-5, 1a cual se preser.:6 a ;::asar Ce c;~a se u:::izarcr. 

conCic!ones Ce alta as:ri::;er.c:a {si término astrir:;enc;a se refiere al ;raCo Ce 

éisc;:minaci6n er.tra ~r1ic:-:as ines~ec;ficas o hibriC:.=:c1c.'"ies c:-:.i:adas y las 

específicas} {S.!). Las hitridacior.es crw.::aCas fuar::m .:e:iidas a c:ue el métoCo 

Dct-b!ot ~uede ser influenciaéo pcr varics fa~cres come: el uso Ce! ADN 

completo lo c:;ue cri~ina c;ue ai:uei\as secut::r;c¡as m:..:y pare:iC:=.s tiem:ar. a 

hibridar {como el caso de los PVH-11 y FVH-6. les cuales p:-ssentan e! 25% Ce 

homologia entra ellos y por tanto en algunas ocas;ones lle~an a hibricar), las 

ccntaminad.~r.es, variacicr.es de temoera:ura en el mo:1.ento de prehi':r!C:=.; y 

de hibridar (85,56). 

No en todos l:s casos se presentaron hibridaciones cruzadas corr:o pcr 

ejemplo, la Ceteccién de PVH-10 y 18 en estas mismas lesiones. en Ccr.de se 

observa que hibrioaron exc!L:sfvamer.te los ccr.troles positivos y las muestras 

positivas para estos tipos virales. Sin embaq;o. los res;.:ltados obtenidos para 

lesiones tempranas Ceben consiCerarse con reseNa. hasta no haber realizado 

una confirmación de les mismos u1ili;:ando otros métodos Ce hibridación más 

sensibles ~mo pcr ejemoL::i, el métoco SoLrthern·blct 6 el de Amplific.ac:6n Ce 

ADN por Reacción en CaCer:a de Polimerasa (conociCo como PCR). 

Finalmente. debic!o a ~ue en México no existen estudies que involucren a 

las lesiones tempranas, no hay forma Ce cor..parar estos resultaécs, sin 

embargo, es necesario buscar un mt::canismo c;:ue permita obtener resultados 

mas reales en lo que respec.a a éstas lesiones. 
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DETECCION DE PAPILOMAVIRUS HUMANO EN CANCER 

CERVICAL AVANZADO. 

El ri:-é!cc'o Sot..:thcm-tlct per~itió Cetectar la presencia de PVH en el AON 

c:e 70 Oicpsias de Ca.Cu así corno identificar el tipo es~ecífico ~ue sa 

er.cor:traba infec.:af'léc las células. 

Los ADN (centre\ y ¡:rct:it:~a.) se cor:arcn c~n Pst-1 y con Xba-1, debiCo a 

c;ue el patrón Ce bar.C:as Ce les ti~s virales en estudio para éstas enzimas ya 

es:a bien estableciCo, evitar.do así cuaquier confuslér. al ir.:erpretar les 

rest.!ltaéos. 

No se hit:ridaron tcC~s los ADN celulares Ce cá~cer cervical avan:.aéo 

ccn PVH 6 y i i. ceorco a que se ha re~ortac!c c;,ue és!os viPJS se presentan 

muy r.a.rarr:er:te en CaCu {90,S i) y. pa.-:iendo Ce esta premisa, se analizaren 

.!O rra.;estras al 2..:ar, en done.e nin;una mues:ra fue pasi:iva. Fer io tanto. el 

a:'l.é.lisis se enlcc6 en los PVH-15 y PVH-15, los cuales sa han asociado 

Los patrcr.es Ce bandas c~iar.iC:.:s para ics ti¡:cs 1,·irales 16 y 16 fueron 

sir..iiares a les re;:crtaC:as por ctr::s autores c;ue han err:;:lt:aCo las mismas 

s.or.:a.s (~). Sin ei":i:ar;o, les pes.=s mo:aculares Ce las ba.nCas var!an en un 

rango da 0.1-0.3 Kpti. Las variacior.es sa originaren ar: el mamar.to Ce mac:r 

1a c'ista.ncia c;ue reccrrió el marcaC:~r de peso mclec:.:la.r y de las bandas 

problema. p~es:o ~:.:e, esta ct:ser•ac:én ée~a¡;ée Ce la pers::na Gt.?e realice el 

cá!C"Jlo. ACe.'71ás, el ~eso mclac:.:!ar tambi.án es:a afac:a:::.o pcr la Cefinic:én Ce 

la canea. es cecir. las ba.r;Ca.s c:e:-. :e~:-:::::as fa.cili~an la r..edicién. en tanto 

~..:e. las ea.r.C=s ~i •. H:sas !a C:ifi.:~!:a.t: y c:r.sec~entarner.te el peso molac-.;la.r 

varia. ne cbs~.;;.r.te, la variaci6n se encuentra d:n?r~ Ce :.m rango nc.rr1.al. 
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De manera similar a las lesior.es tempranas, en las hibridaciones 

southern·blot la intensidad Ca las bandas ir.Cica la presencia de un número 

mayor o menor de copias virales en las mt..testras. 

Los porcentajes Ce presencia de PVH·16 (2t..3%) y PVH·18 (7.0%) 

encontrados en este trabajo c'.ifieren un poco Ce lo repcr:aco por otros autores 

tales como Garig!io y ccls .• {67) quier.es reportan presencia de secuencias ée 

PVH-16 en el 31% (5 de 16) de los cases de CaCu analizados y Gonzále:, et. 

al. (S3), qua reportan secuencias de PVH-19 en el 7% de los casos 

anali.:adcs. Sin embargo, esta variación no es granée por lo tanto se puec!en 

considerar como similares. 

Si bien, es czer::o c;ue !os resultados obtenidos 11arían con lo repcr.ad:i e:i 

otros paises, es necesario consiCerar algunos factores propios Ca la 

pcblacién en estudie c;ue infl:.:yan en la orasencia y Ce:ección de PVH; puesto 

que es conocido c::ue el cáncer resulta de un proceso rnultifactorial, en dance 

se requiere la suma de Civerscs eventos que dan lugar a una transforrr.ac¡ón 

maligna. Por lo tar:t,:,, es un tant" dificil reali:ar comparaciones entre lo 

reportado y lo que se obtJvé en es~e tra~c.jo sin antes rea\i:ar la 

caracterización de la pcbiación {c,,~siderando todos les factores intrínsecos 

de la misma, que pueden influir :n la presencia de PVH) y en be.se a ello 

establecer si existen diferencias si~nifica:ivas. 

Otro punte a considerarse, es la sensibiliCad Cal método de h;bridación 

utilizado (Southern·blot). Este métoCo es muy sensible (84,55), sin embarso. 

aún ccn la alta sensibiliCad del mét:do, no sea posible detectar el virus en las 

muestras con mar.os Ce L!na c;::;:::ia Cei ADN viral pcr célula, por lo t3.nto, se 

requieren estuCics con mi§tcCcs :ná.s se:;sibles {como el PCR). 

No obstante. co;;siCerando c;ue les porcentajes (tanto los reportados 

CJmo los obter.iCos} no son mayores al 50%, er.tonces, la pcsibiliCad ée que 
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los tipos 16 y 1 B no sean los prevalentes en la población no debe 

descartarse. Sin embargo. es muy aventurado reali::ar cualquier ti;:io de 

aseveración sin antes caracteri=ar a la población estudiada y además efectuar 

pruebas en las que se analicen otros ti;>es virales. 
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CONCLUSIONES 

• Les resu!taC.:s c::ten:d.::s en es:e tra":;ajo ~a:a lesiones ter.i?ra.nas 

muestran que e! :nétodu Dot·:.lct no es -el ¡,;ás a:ecuaCo para detee!ar las 

secuencias de ?\'H en és!as lesi.:nes. p\.!es!:i c;~e se prsse:-::an hi~riéadones 

inepecfficas. Co!":secuer.:err;er.te, l.::s ~rcer.t.aj:?s de presencia de FVH para 

• Co~ res~ee!u a les res:.J:t.3::l:s ca ;·es.e:;::ia Ce PVH en !esic:.es 

in\l'ascras. se ei:.:,:.;;:7~ c;"..:e és::s san si~i:a:e..s a 1:: re~or;a::~ er. Max¡:.o. par 

otros aut:ires. C.:inci.:ie•~=- en l::ia ta¡a fre:;.;e:"'l::a da secue/"lcias ce PVH 

ti;>i::s 15 y '! S, 'I~ ci.;al !'".a:e r.e:esan.:: rea:i=a:- i:S:u=1~s e:i c.:i:-ida s: a;.a.:i.;en 

et-ros tipcs virales as:i.:-ia.:::s a ci:-:::er .::e:-.:i:a; 1a:es :.o'7'l-O ?VH-31, 33 y 35. 

?revaJeci6 :a ?rese:i.:ia da ?VH-15 y iE (c:ir.si.=ara.:::s ée a.'t:;, ries;:i) s::~e la 

de )os ti;cs S y ~ i {:.Oiisi2ra:::i.::s e-a b.a;o ríes;:;), ;':";a:"".~:niendo de es!a ma..,era 
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REACTIVOS 

Acetato de amonio 

Acetato de socio 

Acido SC.rko 

Acido Clorhidrico 

Agarosa 

Agarosa de Saio pi.;nto Ce fusión 

Alcohol isoamilico 

Amorti¡;uacores 10X (E<.E5.Eo,ES) 

AziC.a ée sodio 

Sac!o ex1ra~o de levaC:ura 

Bromuro Ce aüc!c 

S;ij SS 

Buffer para calibacién Ce ;xitencicmetro 
pH 6.840 y 7.38.: 

Citrato Ce soC:io 

Clcramfenícol 

Ctcrcfcrmo 

Cloruro Ce Pctaslo 

CJoru;o ce sodio 

DecxicitiCi;¡a, 5'(a!fa·P32) trifcsfato 

Deoxlcolato de scdio 

Oiatilpirocar=>onato 

Doéecn sulfato Ce soéío 

S2 

(8AKER} 

(8AKER) 

(SIGMA) 

{8AKER) 

(SIO-RAD) 

(810-RADJ 

(8AKER) 

(AMERSHAM) 

(SIGMA) 

(BIOXON) 

(SIGMA) 

(SIGMA) 

(ILAS) 

(BAKER) 

(SIGl.IA) 

(BAKER) 

(BAKER) 

(BAKER) 

(SIGMA) 

(AMERSHAJ.I) 

(SIGMA) 

(SIGMA) 

(MERCK) 



EDTA 

Enzimas ée restrir.:ción 

Xba·l. PsH. Ba:r:HI, Eco-Al y Hinél!l 

Esperma de salmón Tipo lit 

Etanol absoluto · 

Fenol 

Formamida 

Fosfato ée pctasic 

Fosfato de sedo 

HiCróxido de sodio 

Kit •Nick Tran.slaticn· 

coée N.5000 

Leche sveltes 

Liso:lma 

Marcador de Peso Molecular 

(Bactericfago i.) 

Papel Whatma., 3 MM 

Proteinasa K 

Peptona de Case:na 

RNAsa 

Sacarosa 

Tricloroacetato de sodio 

Trizma base 

63 

(BAKER} 

(AMERSHAM) 

(SIGMA} 

(BAKER) 

(SIGMA) 

(SIGMA} 

(BAKER} 

(BAKER} 

(MERCK} 

(AMERSHAM) 

(NESTLE) 

(SIGMA} 

(SIGMA) 

(BAKER) 

(MERCK} 

(BIOXON) 

(SIGMA) 

(SIGMA) 

(BAKER) 

(SIGMA) 



EQUIPO 

Safio maria sin ag~acién (BMT-8) 

Baño maria con agitación (Mod. 3575) 

Cámara para Oct·81ot ( Bio-Oct, 6-!8R) 

Centríluga clínica (GLC·2, retor HL-4) 

Centrífuga refrigeraéa (RC58, retor SS.3-.!} 

Congelador a ·20ºC (ULT 355] 

Congelao:r a -7CºC (UL T 955] 

Der.s¡tér.ietrc (CCD i6) 

Espectcfotémetrc {?M2DL) 

Fuente de Poder (200i2.0) 

Heme con vacio (3605) 

Microcent;ifuga {Microfuge 12) 

Micropipe:as (1000 µI, 200 µl.100 µ!, 20 µI) 

Pantalla intensificadora (SX10) 

Papel Nylón (Zeta-Probe) 

Psl~:a Ce rar:s X (eX~ C) 

Pc:eccio'7letrc (Mod. 3575) 

Transili'7linador (2011 Macrouve) 

Vonex (PC351) 

64 

(MAPSA) 

(LAB-LINE) 

(810-RAD) 

(SORVALL) 

(SORVALL) 

(RHEEM) 

(RHEEM) 

(GEU.IAN) 

(ZEIZZ) 

(810-RAD) 

(LAS-UNE) 

(BECKMAN) 

(GILSON} 

(CRONEX) 

(910-RAD) 

(KODAK) 

(METROHt.I) 

(LKB) 

(VORTEX-GENIE) 
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