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Ue.\·wnl'n 

RESUMEN 

El objetivo prinCipal del estudio realizado en el presente trabajo fue la 'detección y tipificación del · 

virus del papilonia húmano (HPV),; e~ las difcrnntcs etapas del dnccr ccn·ico-utc~ino (CaCU), 

m~diantc la rcacció~ en ~·ridc~¡j de la ~olin1c~asá (p'c~¡:. La típific.a,ciÓri.sc ;calizcJ para• 1os tipos 

16 y. 18 . de iirv 'c:'ía~ifi2ados .·· ~óm6~ d~,;~ltd'. riesgo ;p'ara'dcsafrollar c~~cc~. s~ analizaron 

muestras' biológicas'. a ••. P~~irdé'biopsiás'( B)··· )· 'r~spados cervical e~' (RC) ·. córí lc'sión. écr\·ical, asi 

;:i:~o~í::dg:~:tt~2: ic,:~H~~s pairi}1'd~~~dd,~c;_:~rb\;cní'.ciic~··c1c:j~!cr~·s ~Jn 16si6n .ccn:ical 

;:~r;~~ ... : .. ,-_,. 
En···l.a primcract~Pª~f.C~t5tr~Fj~. s~.¡:~t~~clari~.6•· 1~té~fi;a.·~~ Ps.~·· r~~rá?~º~~;1as 'c61!di~ioi1cs 
óptimas para la' reacción, don'dc se cnéontró q~c el HPV és posible! detectarse a partir de 2 

picogramos ele DNAdÓ plás;í{do pHPVI6 (~on'i~ol)/y con apfo~i~ada~~iitd·lo'~g ~¿ DÑA de 
célulasHcLa_(co~t[oÓ!;:" ;::;,, :;• ... . ,· 'Y ~: '..·0 · •;·· ' ·.•i . 

Respecto a .los anilisfs de 'raspádos cervical e{( 108 muestras en tOtal), fue necesario establecer la 
- > .... / .. ·-< ... := ..... ~'>i::-.. .-~·:;/··<~~:·-:_· >-·~· .... <;:<;_:r:· ... <.:·._:,·:,. 1 :.::_-_.· ::-··i .. ·:.::,_,,~-.- .<.:,·.-, :~:-: <::..:·,-: 0

-:. >>. 
metodología· para. la (Jbwn,Sión de DNA como un' pa~o preyio de· tratamiento a la reacci

1

ón de 

;P{)r Jo'qúe''cstas. 
:'",:. ",..;;··-., 

embargo,• en Ún riúrnc~orcdücid(,·dc los. casos. positi~os del Íipo. 16 (7 ~iuc~trds) también se 

detectó el tipo' de HPV~l&. 



Resumen 

La detección de secuencias nuclcotidicas del HPV tanto en muestra de biopsia y, raspados 

cervical, pcm1itió estudiar la infección por el virus HPV, involucrado en el desarrollo del Ca CU, 

La identificación del genoma viral a tiempos tempranos de la infcc~ión puédc conducir a un 

diagnóstico y pronóstico clínico acertado: 
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l. INTRODUCCION 

1.1. El cáncer cérvico-uterino, como un problema de salud pública 

A nivel mundial, se estima qüe el cáncer cérvico uterino (CaCU) ocupa el segundo 

lugar como cauka má.sf~~cúerite de mortalidad en la población femenina. Según la 

OrganizaéiÓn rvtÚndi~I p~fa I~ S~lud (oMS), cada año se registran al menos 450,000 

casos deloi·'cSií1e'.s-é~r~~·cl~l-4S %fallece 11.21. La aplicación de camp~ñasmasivas 
de dete~ció~n;t;ri;~~~~a;éleic~·cu, aunado a Jos avances terapéuticos, han¡Jermitido, 

en la.s últimas dosdé¿adas;u11i disminudón .notable en lai~cide~cia y-ii10Ít'.iÍlidad ·de 

años,·.·en tanto. q~é .. las'rnujeres"quepresentií'~ 'cancerinvasor•íienéri_· unproíl:iedia• dé . 
45 años 1s-1sj\ .· J <:< : · · " i _;; · ~-· ' 

Estudios clinic~s y epidebiológicos. sugieren -é¡~e éste cánc~r, 
0

esiá rela~icinadci'con .. 

compuestos_ q:uímicos/fac\~r~s· m~cÍioarnbie~tal-es;. tabaqúis~o y'hábitCis •. ~exGaies. En 

el origen y desiíi-~~Ílo de ~-st~ pfo~~sci ~eo~lási.c6 p~~~~é~ estari~~·6Íúcr!ldos: '1) Los · 
, ...... .,. .- ' ··- - ,,.,,,' -',;' .. , "'···«'. . ... ,. 

virus del papHOma"humano, 2) algunas alteraciones en :cmcogéries' (c-n1yc, ras); 3) 

antioncogenés (p53, Rb), y 4) el estado in~un~JÓgÍco del hu~sp~d J9; 16-ISJ. 
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1.2. Papilomavirus humano y CaCU 

1.2.1. Características moleculares de los papilomaviru.1·. 

El virus del papiloma humano (HPV) se encuentra dént~o dé la. familia de Jos 

Papovaviridae; estos son virus de br-¡A; éi~t&!al"'de doble! c~deha de.·urí \ama.ño.dc 

entre 7 y 8 Kb. Su gén(¡~a' ie e~cSeritr~\c:'orlip~~tadÓ c~'nhistonás; for~ando 
nucleosomas y encap'sidado e.n virionés 'icos~édricos con 72· capsó~cros. La 

infor~~ción·~~.~é.ti,iii ~~· .. ~~~~:eri.~~f.1·?~~\f~~.d:f··~fí·~n~}~~.~fü~~~~~~.:F·?.Í'· .~J,g.e~O~a 
del virus est~ d1v1d1d9 ~n unar~g1on telllP,rana de aprox1madariént,.~ 4:5. ~b, la cual 

1. 2.2. Papiloma'i1;r¡}~· 17,¡¡;,&,,o:y Sil reÍaci<Úi cJ/T elt'aCU . 

Actualmente se ¡pie~~~ qu:e)Di;nfec~fcín'::deI~tracto ··. anogé6ital por HPV. es .• una . 

~~~?·I~~~tfü~:ii!J~l~}~~~11~~1l~B~li~~J~i1~~~ 
involucrados. en la transfonnaciÓn c~l~I~;, · aünqÚe unéleva~oporcentáj~i~de'.n1uj~res· 
acarrean infec~iones silenCiosás de los tipos·ci~c~gélíic6~, ·~iµ~~ialr;,éni~ ~Ftip~' I 6 . . . . '·.. . ' ' •., : . ~ . ,. 

2 
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(HPV-16) y 18 (HPV-18). Se ha demostrado que no tbdos los pacientes infectados 

con HPV necésariamenté desarrollan un carcinoma 112-1 s, 2s1. 

Figura l.· 

'n . ,. ,' ·-
-~_: 

:Y-~.'·. ' .•• 
,., 

MAPA GENF.TICO Df.LPAPILOMA\'IRUS T.JPO 16 flfp\'.161. 
El genoma de los papilomavirus es de DNA de doble cadena de 
<iproximadamcnic 8 Kb y se ha dividido en m:s regiones: la temprana 
(E}, J;i 1ardfa <L> y la región larga de comrol flCR>. En cs1c diagrama 
se muestran adcm:is los silios de poliadcnilación (pA) y algunos de 
restricción: B. Bam HI: R. Eco Rl; K. Kpn J; V, Eco RV. Pv7, 
promoror. 

Tabla J. GENES Y PROTEINAS DEL HPV-16 

GEN 

E6 

E7 

El. 
.. E2 

E4 

ES 

L2 

u· 

Oncogén • 

O,ncd~én'. 
.• Rcplicáción 

,.,;~·-0-o-;oo~-:-

·.·.· •. · .• Replicación? 

oA~º~g~'? 
: cáp~i<lcmcnor 

Nucleótido .· 
PriÍnero · Ultimo 

·110 ,;556 

3849 

;·., i :3617 
. ~,. ·.·.)" 

·•.•· .. •.·.!,·4·.· o'.9'.'6<·,. ,' .. :~: ::· . 

4139 . ···5654 ., . ,.·,~ .. 

. . sáMi<lé;*~y:ari. s692,·· .i{71~i 

.:50Ko'.·" 

,~ uf izl:> "·" 
'>7 i<b "·':'. 

·51i<ó1.• 

43 KD" . 
Referencias: .'Seedorfy_cols.,;.1987;.'Sousa )º cols.;· 1990; '·'.Shah r.cols:, 1992;. . .. 
"Smotkin y'cols., 1986; "Chou-chi )'cols., 1988; "Dillner y cols".; 1990; '.'Androphy 
y cols., 1987; "Lcec!Íanachau yºcols., 1992; "Karida y'cols., 1992. · · 

3 
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Los HPVs de alto riesgo se han detectado hasta en un 80 % de pacientes c.on 

carcinoma cervical 126-33 J.Estudios previos en nuestro laboratorio, Gariglio y col., 

1181 mostraron la presenda del ·HPV-16. enunJ 1% de lo~;tuníC>resde CaCU 

(Southernblot), .. 1º•·•9u~.· de~penó'gran ,interés··. por estU~iar;:~síe viriis'·~~ .. ·. mu'estras 

- • '~·( ·;: .'... : ·~ ,_, .. . ' • • , ,- • • .o'- ;·. : . . • \ i •. ' :o ' , -. - •. '· • . - • 

'..· .\"« ... ,. ·'··:··--. ,_ .. ,. ·{\> .. ·~.''.··:>. ::·.~ _ ~Y<;. -- 1~·· ... ~_-:_ .}_·~~-~--- : ·"": __ , ,-.~<-;.~ - _-..,,,.,,:.:;:-::·.·. ::~--~,~-·: .- :.;_'.:~, / · ··· -·· · .. , 
El cáncerinvásor del'cef:'ixestá .. precedido dé una: serie progresiva .de anormalidades 

. . : <\- -~: · ',:_:;::· .. :.!:)'-~·'· -_~/:.::~.:· ·; .;.:\\·(: .: )· .· · : ':·:' -'~ --/.· ~~'.-\. :r _·:· F;. ;: · ¡; .. '.'->:;'.'---'- ·'., . ,, ·/ -, _I •. =·:. _, :··;-~·: .- -' · _-·~!;)· · :-.,: ;:\':. · -;1:: ·-,_ .. : }-.~ 

(lesiones precursOrás) déterininadás neoplasia _infraepitelial cervical• (NlCs) gi-ádós 1; 
-. ·. ·. ;;_~ "i::· .. _,' ·:. :'·'.): :.-.}>-'-.":'.'.:,.~~:. ;~ .. "':-..:,'.·~~; .. ~' ... ::,'-_::- ·.:~,:--s~·,~;; \::,·,.;-;:.Fe~:_".'~_.\;~:·~.' .";-.r~ .. ·;:,.::, .. :_-·(:\:,~.:t.-;-:;., .:·;,Y.<·'.>-~~:·,_::.:·,'"·:'. -.· ·: 

11 y n l. : Por; eJe'!lP,I(), •el. H~V~ 16 . s~' clono.• 9ng1nahne~t~ ,<l~ un , cancer ;ce,rvrcal 

~:::;~:t~~1~~~~it~~t~f7!~JirffF~!~~:~t~:~~1~~,;:¡ 
ambos. coniO;vinls··(f~:aJfo fies¡r~. sin. embargo •. ··. 'su'C:ompoharnif!lltó 'es' bastante 

diferente.·Lafrec~e1Ha d; Hrv: 18 e~ .lesi~nes·tempranas.e5:baja~.i cghipa~ar1.~:con 
HPV-16 ;n di~lli{ l_~sió~:·~El üi~el de HPV-1 S en cáncer ¡~~ª~~! '.ef;aiioo' eX%1~~lón 
con otr¡;stipos vi;~1~1.{E.sto sugiere que tas lesiones ásocia.~as ·~1 r!RY-If progresan · 

rápidam~nte ~o,que los lliv~les de DNA viral son muy bajos:eh le~iori~~ t~n1pJanas: El 

HPV-18 •. se.!ísóci~·con cáncer cervical en mujeres rnásijóve!le~.-~coii~na alta 

propo~cióri dci··n~etásfasis y con tumores ·de grádos:~ás.iattos:';:·Ád~más se ha •. 

obseiVadó. qJé"et: ~~b~razo puede predisponer. a la.~.· ~~jer~s ~·infec~ici~es activas 

por HPV, faétci~ de gran iniportanéia ya· que· existe I~ pb'sibi!id~d:;d¿: Íra~iiTiisÍón ·del 

virus df! ta' madre ·~!'hijo .110> t 11. Existell'otnís faé:to·r~s ~ém!ticof~ue inter\fi·é~en en 

cáncer,cé~ic~~~térillci ya que un 20-30º/o de ta'població_~ ~~~uaÍineflt~ ~ctiv~ lleva 

~:~!::::~:,~il~:~~~~t":~l~~~it1t~~B~l1~~~:¡~j if i!]:~t~~~;:~:::~: 
identificación de;HPV ~ tie~~oS'te:iipr~~6; de I~ info~ción y poder proporcionar un 

diagnóstico y pronóstico é:Hni~o áC:ertado. 
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1.2.3. A1étodo.1· de detección de Hl'V 

.. •; . 

El diagnóstico. de HPV se ha realizado usando una amplia variedad de 

procedi!llientos b~sados prin~i~alrllente err el análisi~ Citológico y posteriormente en 

el de .ácidosnuci'eicÓ~ p¿,¡.di~ersastéc~icas d.ehibrld~ció~,:po; ejemplo; Southern, 

~:,:;º~; :;:i~i~J~'\~@li~ti;,~,~~~~11l~~~~!~1~f~,~~6!J¡{i~¡1~·;;i:··. 
actualida?. ha·sid?:el'deli::'Papanicola(ju"/(Pap):. El;,Páp: es'. ull, búen ·rnéto.do para 

~::~:·,t~~~~f l~~~~~il~1[~1f ~~~~~~1;~~1~~~t~~¡~J~~:f~··. 
lo que es peor;>falsos negat1vos:cLos metodos más.modernos.que ut1hzan:tecnología 

. ; ,. ::- .- :_·· ·. -~·-;r ·,.;, ,,:~.--:~>~,:·--_<:\··.:: ... _ /::i?:-:,..:'ii:~,::: ~;.;~-:~:·.:·~~:.:~--~:· .:;~{,--,.~:...,. ::.-e~-,:~ . ....:~-) · <:,:;;\- .. ·:::,:'.:· .. -.:::u;.:~_-_,._:,;.::.·,. .· ::.\- - . 
de DNA recornbina~te'so~. rnás·sérisibles· y ~specificos; •• las t~cnicas.dé:nibridación 

que ideniific~n';s~c~~~.¡;¡~;·de;D.~1~:ó'.RNA d~·br.v, ~~rÍ 6~~~~;:y 1.i~~~lere~· de un··· 

tiempo largo ·para}udesarróllo: Una ?e las pruebas qú.e.se ut_iJiz.á'.c~J!¡~r.éialf1lellte es 

~)~~\~\~~:i1~llíf 111¡¡\1;¡¡;11f ti!lif~t~ 
la PCR. ''. '.':· ·:····· ... >.··· .. •·· '> ' <; .. ,:.·•.'.·•·. ,:. .. •: .. ,.. . .. , ,, ... 

•• '<:''.-,':"·· .-

En PCR s~ han\Ai lizado~:dif~rentes '(,1ig'oiiucieótid~(dise~~dos• {partir de)a'región 

~~;::,~:º'.t:~tf l;;¿'~J~;;~:~~~~i~r;;1~;~~r,~;. i'i>t;,~f 11 ~'~:~t:J,;;:; 

:::s:~~i;~~~j~~1 t~~~1~~~1r1~:~~w::;:~:·)~~:~~~:·~!~~¡i:~:,¡ 
La detecéióndese:úencias deDNAdeHPV porPCR'debé:co'.11plement,ar el estudio 

citológico·. yá .qJe' r.~!l~e!i1nt~;~nrnétcicih'hiuYcónfiable;•pbr•.frkt~r~e :de~n ·e~ento. 
molecular.'.DÍcha detecc'ióri•e~.· e~tre~~cla~ente' siri~ibl~ (u.nas ~~a~Ías~~oléculas. de 

DNA viral) ypuedei~di~ar ad.eniAs•éi tiph de p~piÍ~ini(se deb~deÍo~ár·~·~.c¿enta 
que las lesiones éé:.Vié:~-uterinas, diag~~stic'ádas · ~ór . la pr~se~cia de' células 

' . . ; 

5 



lntrod11cció11 

anormales en un frotis (Pap) .. aparecen sobre todo e.n mujeres jóvenes, mientras que 

el cáncer CaCUin~asor es ITllJY raro''entales mujeres. . . .·· ·.·• . . 

La. detecciÓn a ~na':~da'dte~pr~~aconchice aun mejor proimsíico y al ahorro de 

recurs~se~ple~.d~~.~Dl~~~~r; i~E~M~·~e··É.·~·?.S.~r in~~s6f 1s11. .. .. •. . .. ·· · .. , ••·· .. ·· . .· , 
Mediante lahibri,daci~n~i~1 si tú, .. \l~rios.grupos de trabajo. han d~scubierto. la presencia 

tienen que· ser detectados· c6njuntamente y ·a tiem¡:lb' pa~a 'p1~dcr establecer un 

método de diagnóstico eficaz para combatir la enfermecla'cl. (, . . 

1.3. Oncogenes y antioncogenes en CaCU 

El descubrimiento de los oncogénes y antioncogenes en la década pasada, ,ha 

aportado una gran canÚdacl .de elementos que van pe~mitie,ndo ent~ncler ;l ,desarrollo 

del cáncer a nivel, mole.cu lar en sus mSttipl~s/etapas:Los · cíncog~nes celulares son 

6 
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encuentran frecuentemente muíados en el codón 12 en muchos carcinomas J 18, 55, 

56J. 

En México se ha ~bserYado q~e erí _unaltoporce~taje de tumores.de diverso tipo 

(mamario, cérvlco;ütfri~ci.·~erebrál)h~)' aH~r~ciones rliolecularé.s (amplificación y· 

~f.ti~l~~:Íi~\~ti~~~~f~i~~i~J.i~~i¡~~~iit,~i~~~t~ .. 
que. el 50-60% ·de los canceres humanos expresan la protema an!Ioncogernca p53 

., , ~ '-;;<,"- -;·"":. · ;;· 'L:· :-. :~:~:•,:-l.:_,-:•:!~-:-:~·-~:· iJ',· :"e; . ~;_ {.-... -~--;-_ ~.<:· ).;.·.-;_ ', ::_· '.-.~¡.' (;; :.:_:' ,~.:-.~,-; ;¡,'.~"'.' .. ':· ·,~';; ·,' :. ,')'-~'.\ ''"· ~ó; ·. :., ;: : , --~ '·.: ·. , 

mútada •. lo cual)leva :a" la' ?ondusión cdé qüe .muta~ion~s ien él g~n;p53. son las 

:;3:~:'.:r.!rf 1~~:~~~1¡~r ¡~:~:X,~1fi~~~if~~r~;:!L~ 
inactivalld?}as'. e·· .. o .. \._ .• _.'_: c.~; ; .. : ·<· ' ,; ":· ·,:.,,.;;.{ ;.'. c .. !· ... 
Estas asociaciones .se.hanobservado'con mayor ?fini,d?d cuando .las prot_eínas virales 

::~~7ttbíi~~r¡~!;~~~1t~11~~f ~~~~~~~?~f~~iliX~Ifa:~: 
carcinogén~·~¡~ é~iV·i~ál, y que I~ inactivación puede oc~i~ir .ya ~~a J:tí~~és :de 'Ja 

asociación de',¡)53 /pRb con las proteínas virales E6 y E7,''re~p~étiva~ente, en 

cáncer i-Jpv'6o.sitivo, o a través de mutaciones de los gelles p53 §iRb en iósc~sos 
de cáncer negativos para HPV. 

1.4. El estado inmunológico del hospedero 

La inmunidad celular desempeña un papel fundamental .en la defensa contra la 

infección por HPV. El primer encuentro entre el virus y-el ~í~terna lnmun9lógico 

ocurre en el epitelio, produciéndose una defensa natural• inrTle~i~t~ del cl.Íerpí:i anteel 

agente. ínfecci~so,. También la respuesta ínmu~e c'elulár, •ju~ga :~n · ~~p~l·Írnyortimte 
en el reconocimiento illícial de. las célul~~ ~eoplá~ic:'as,·}y eniel:;céi9tréil,'de; su 

prolife~ación, • lográndose:una regresióri; en 'pres~~ci{.d~\ una b~en·~·::·~espuesta 
inmunológica Í6, ¡¿¡_ si~ ~mb~rgo,·fo¿'papiloma~iru~ rió~ehanpodi~op~opagar en 

cultivos de cél,ulas, por lo q~e h~ siÚdifidl e~túdiarcíertos aspectos de su ciclo de 
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!11trod11cció11 

vida, así como generar reactivos apropiados para/! e~tudio de serología tipo­

específica y respuesta inmu~e celular J 16, 23 J.Sólo hasta h~c6-pocos arlas, ~1. us°: de 

metodologías. ert1ple~das en)~geiiierí~ G~nétiéa, Ími heého ·;asible ai~la{ clonar y 

expresar.· los gel!es,ci~.l~s HP'\ísniá~ ~epr~se'níati~os, 'J~gf~ndo.se. ~~í °:~ienér.grandes 

::.::~:.,~~~~'i;~~i'~~;;;M~~;~g~¡ ut:~~;~~;~¡º~l1~1":~:·1: 
respuesta.hun10r~l.J9;;I9~·,22:;•26;1,~.4J,'e~}lo.s que se reportan,•·anticüerpo.s. contra 

~~~~Jf !~~~~~t.~i~~(i~~~~~t~~;f !J~~!~~i1{j~io~~ 
modifica la évolución.llaturaJ.~e Jajnfección por papil6mavirus:· LOS resultados. de 

:::!~:~~1;~,~~i~~~~~,~E~:it~~~f ;J~lt~~1!itt·~~r:~~:~: 
- '··-' ~'., .. ::;:~.(' ,~!;' -, 

'(·:·. 

Esta técniCa (PCR) h1;tehl~o<~rn11\n1pactO> por su··. habilida~ de. detectar. (~1~diante 
una reacción:enzi~ática) ·~antidadeltan)~queñas córlÍº, picogramos de DNA .. Para 

~~~~:: 1: ~J~~~~:~r dJ!~~~~~€~&1':'~~~;",!fl;~";f Mtiiii;;~:::fa: 
especiticps o consens°:s para• al mearse a: una s~cúenc1a bla~~o del DNA;· una pNA 

~~{~~~¡~~~llllr~lf ii~~~l\f li~lf ~~~~]~If~ 
polimerasil: fato result~ -~~>Üna'produccíón exponenéial de un fragme,nto .específico 

del DNA blan~O. El i>C:R.·p~imitC Ja;~rnplificación°i~ vitrode ieéucinci~s de DNA por 

un factor de 10.6 o mÚ.en pocá~ hor~s y-~~/Jo·tantO es potenciahnentem~y sensible 
12s, 21, s11, ver Diagrama 1. . . . . . . . 
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PCR 

I'· 

·-·· ,. ,-·· . . 

'.~.> . ,·;. ::'.:; ... 

ciclo 3 

ciclo. 4 -.-25 

"'106 veces amplificado el DNA blanco 

/11trod11cció11 

ciclo l 

dn:m;itu:.:Jl 1:~.icif•n 
e hibrld.1c:ó11 

ciclo 2 

dcnnatund .i :.ilcló:1 
e hibridación 

síntesis 

Diagrama l. Amplificación del DNA por I~ ~eacciéin en cadena d~ ,; polimerasa 
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lntroduccirin 

Teóricamente, en condiciones óptimas el nivel de amplificación del DNA en el PCR 

aumenta en forma exponencial por cada ciclo, sin embargo en la práctica, después de 

determinado número de ciclos; la amplificációri se d~tiene gradlialmehte. Entra 

primero a una fase lineal yJJegd a .uná ~stacionaria, :a'Ja' que se; clchoniina fase de 

"meseta", esto. se debe en iJ~indÍJió'á uriá,Vc;ciida~radJ~1 de iá acÚvictad enzimática 

(o de sustratos efe lareacció'll) )'alá,in~.lificie~da pa'r~ llevar a:cabo fa e.~t~n~ión del 

número m~sivo deco~;kl~j·;~ DNA;.blanco-~lig~riücÍ~Óti~os: pr¿s~rit~~·, eri ios.· é:iclo~ 
. :.'. ·-··-~.· .. :i/_···.)-_-.: ;.-: .. _:;: •. · .. :: --_'.:<1J¡ ::/(-;~_,, c.:·.·L:>;::\-':.::· l:.:<- . .-<;~·-,'.~-~':.;;:_::.';·.;<y--::·; ~-::-. .-,::.-/-:·:~--.,·.:': ... :-.·· .. ·.,.: :···,- .. · 

que anteceden a. esté: fenó:ajenoJ Est.o ¡iuedé:: evi,tarse si;.séiaumeríta cel :•.tiempo• de 

extensión·e;J1c)~.últiT(){'~i~J.~s:·; '' '.:;; ,, , .•• ·· .. ·;, .·:. , ..... :.: .. ····••·•··•·.• .. • ,; ...... ·.·• 
de la reacción .é!~tal'manera (¡u.ése compl~ten.las cadenásdéDNA'y se obtengan los 

nivele,s··· ~áxb~.~ •. ·· ci f,V~F,~1.i,fJé~IÓ~~:·ff~o:~\·Pf it~~·~IÓ~(r~,faci~~'.~~.~;s,ACi~ ,,'kc;~ .·.· .. han 
evolucie>?ado · désde'.s~' i~!roducción' a. la fecha; favorecién,dose nó :sólp. el 'aumento 

destacar qu~· ~e beb~n' in~luir si~~pre testigos riegativos en la reacción de PCR, para 

evitar problellÍas' de c~nt~fuinació'n 1i7.is, 57J, 
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2. OBJETIVOS 

2.1. OBJETIVO GENERAL 

DESARROLLAR UN METODO DE l'CR !'ARA ÚETERMINAR LA PRESENCIA 

DE SEClJÜ~cwi Di' DISTINTOS TIPO~ DE l lPVs EN PO!ll .ACION 

CLINICAMENTI~ NORr:.iAÍ. : Y: ·EN; Ll!~!ONES . PRECANCEROSAS 

A V ANí'..AIJAS DE CA~tER t1:1~0~o-tJTE!lrNO. 

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS 

y 

2.2. l. DESARROLLO Y ESTANDARIZAC!ON DE UN METODO DE PCR 

PARA LA DETECCION DE llPV INVOLUCRADOS EN LESIONES 

GENITALES. 

2.2.2. MEDIANTE El,' METODO DE PCR DETERMINAR LA PRESENCIA Y 

TIPO DE l !PV EN LESIONES l'RECANCEROSAS Y AVANZADAS DE CANCER 

CE!~ V!CO-U'llORINO. 

JI 

Ohjcli1•os 



ESTANDARIZACIÓN 

DE PCR PARA HPV 

DNA de plásmidos 
., pHPV16 

., pHPV11 

DNA de HPV-18 

Lineas celulares 
., HeLa (HPV-18) 

., SiHa (HPV-16) 

., CasKi (HPV-16) 

Optimización de la 
reacción . 

"' concentración 
minima de DNA 

"'ciclos de r_eacción 

.. unidades de enzima 

., concentración de 

magnesio 

3. ESTRATEGIA EXPERIMENTAL 

MUESTRAS Y TRATAMIENTOS 

Biopsias 
., Lesión 

premaligna y 
cáncer 

Tratamiento 
.,. Extracción 

fenólica 

PCR 
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Raspados cervicales 

"'Normales 

"' Lesión premaligna y 
cáncer 

Tratamiento . 
~ Etiuliición ' • .. · . 

.;. Extiác~ión ~bn buffer K 

¡¡,. E~trác~iÓn t~nólic~ . 

; c11'~i~x~100 . 

Análisis en g~I 

.---------~ . . Tipificación de HPV con 
enzimas de resÍri~ción 
(Xb~, [)(/el, Acd) 



,\fateria( y A!élodo.1· 

4. MATERIAL Y METODOS 

4.1. Muestras biológicas. 

Para llevar acabo la detección y tipificación del virus del papiloma humano, se 

trabajaron con dos tipos de muestras biológicas: biopsias· y raspádos 'ce~'icales 
ambas provenientes de la Cd. de México. 

4. J. J. Biop.~ia.1-{B) . . 
•'". 1,.•:-

En este estudio dé t;~b~ó con 58. inuestfás de biópsias de. las cua.lés 40 provenían 
~ .. ' . . ' .. ,, ' . ' . . . . .- . . - . . 

del Hospital Militar y Is de I~ CiínÍc~ 4d~'Ginecol6gia y Obsietri~ia · "Castelazo 

Ayalii". Dich¡~ blo'p~iá.sft;~r~h o~ten.iclas de rnuje~é~ q~e ~r~se~tab~n le~ión ~ervical, 
desde una. displa~ia hásta.lln cáncer avaniáélci: .. 

. •--'.:. 
· .. ·.:· .. - ·.:· _·_·- ·:_. ' 

4. l. 2. RaspáCJ()~ ce1·í1ic~le.r (RC)i . 
- ,.:"> ,:_.;._,,_O ;-"-O ,__: -:· ;.,, ' ' 

Para el estudió·;de'PClz'se seI~ccionar~n al azar.JOS muestras de raspados 

cervica!es; ele. ia~ bt~1~~ s~ áe~tcirib~ía si correspondía a casos (muestras con 

sospech~ cHrii~a~di61Ó~icá. de le~ió~:c'é!Vical y ¿(l~pro.báciÓn pór hÍstopatol~gía) o 

a controles· ... '<~.ue~ras'si~:'sos~eC:h~· ~lí~ica-citologic~),.·· p~~~ :'.~vitar·. el···· ~esgo .. del · 
obserVador (est~clf8'ci~:c16~i~ ci~~()t .: ' . ,. . . ·. . .... . . 

Las muestras fueron' proporcionadas P.or eJ ... 1~.stitUio •••Naciónal.· de,•Salud 'P,úbl.ica 

::~:.Es~;~~~)~i~~f ~J1~~t~1JJül~t:I~;~~ri~f~l~~~ffitiJ:~~: 
de México. (Hospital G-~rieraly,HospitaLde.laMÜjerdelaSS~;.·o¡neéo·3,.LaRaza" 
y Gineco 4·del.lMSS,iHospital ;'zOdeNovi~mbre"\ieIISSST-EJ'Ho~pit~l'.Militar y 

dos privadós; ei. 'M~irop~Iit~n~ y e1 d~ rviéxicaf ?arn 'ª 6ti1enéió~ a~ éo'nt~oies 
negativos. se colect~ion .· 1 OÓ7 muestras de rÍ-iujeres, seleccio~acia~ · atra~es de una 
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Material y ;\/étádo.1· 

muestra aleatoria de viviendas en las 16 delegaciones políticas de la Cd. de México 

(Datos proporcionados por el Dr. Eduardo Lazcano, del I.N.S.P). 

4.2. Líneas celulares y plásmidos. 

Las líneas celulares que se utilizaron como control positivo fueron HeLa, Sil-la y 

CasKi ·derivadas de un cáncer cervicouterino invasor,· .• las .•. cu.al es contienen al 

papilomavirus humano integrado en su DNA genómiéó. HeL~ presenf~ de 1 O a 50 

copias del HPV-18, SiHa de 1 a 2 copias delHPV~J6fC~sK.i.apr~~i~;.damente 
500 copias del HPV-16 por célula, respectivamente.' . • < 0: , · ... · 
Los plásmidos utilizados fueron eipH.PVI 1 y~HP)'l6 deapr.oxim~da'ment~ l 0,686 

pb,. derivados del. plásmi,do pUCI 9~1. c~al tie~e i~sert~d·~;el Íié~'qin~\lel,vi~~ del 
papilomahumanoenJaregiónpólylinker ... '• .. ·. ··· ··•· '( · · ... 

Adicionalmente también' se trabajo cori secu~n¿l~s nuc:leot~dicas de DNA del 

papilomavirus tipo 18. El tamaño del génoma dC HPV es de 8000 pb 

aproximadamente. 

4.3. Tratamiento de las muestras . 

./.3.1. Biopsia.\', 

El tratamiento de estas muestras fué realizado por el grupo de trabajo del Dr. 

Berumen (40 biopsias) y por el M. en C. Juan M. Alcocer del CISEI, I.N.S.P (18 

biopsias), quienes nos proporcionaron el DNA ya extraído de las muestras para la 

detección y tipificación del I-IPV, . 

. . ~':'-~.;.; 
.... ,. 

Se utiliza~on dif~~e~t~s n'.ietodológias para el tratamiento de éstas muestras; previas a 

la reacción de PCR. Las' iriUestras deraspadoScervicáles se resusperidieron en buffer 

de PBS IX (Nací o. 14 M; K:é1 2'.6 mM, Na2HP04·2I-Í20 s mM, K2HP04 1.5 mM, a 
pH 7.4) y se aka~en~ró~ a:í,O ºC par~ su .conservación. 
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Material y .\/étodos 

./. 3.2. l. Extracción de DNA por "Eh11/lició11 en agua " 

Es uno de los procedimierúos másutilizados por su facilidad y cómodidad para la 

preparación de ~uestras, pre~ias afos ensayoi de PCR. Este ccmsÍste. ~n somet cr a 

un calenrnmientojinfre .90 /10() ~C en .b.iiño'~é.~gua;· e~ un )eriodó de ío a 30 

minutos, to~láfinalidad~de r8:mper las' ceiulas' y 1.iberar el n¡ateriM genético: Esta 

~(~f~,I~~illif ll1f 1~t;r i¡1lt%~i~:~f ;º~ 
Al fin~I. del tratallliento, las muestrasse ~centnfügannuevamente ( 15,000 rpm por 5 
minut6s) y (!l ~~.b~e~~dantejé~~·~fili~~:.rar~'f6~ e~~ªi'º~;'úpc~: .· .. · . . . .. . .. ·. .· 

. ·)'<; < ., >,:-· 

./.3.2.2. Extrac,;iÓúd))JNi/P;2,~~di~~el ";B,iif.[er:K ·~ 
• '·, ~ '·; ·; .<:: :. ;'?,·e .. 

El tratami~~to de las· rnuesiras'.Sé 'réali.;á d~f acllerclcrar ~rCÍcedimiento descrito·. en. 

~~~~~i~~~~í~~~1~;~~[~Piof 2~~~xf 5~:.r.•.·.~~!o~li 
. . ' ".. ~ ~-~:: ', ,~ " 

mezcla se incubá a 55 ,ºC durante Lhr y'>iposferiórme!ltéia 95 ºC durallte 15 

:~::~~~~JI;~:;t~~}~;%~~~~~t8~::~trr~r-~1,~J::;t~:c;: 
Este tratamientó'!se'.áplicó' fá.nt~ a· las:Íllúestras:cde)inéa¡; celulares é:o.nio; a los 

~:J~,\ff ~tli~t:~Jt~{~i~~:E~~~~¿;t~df t~~;~~~~~f f r;,;;,• ,:~. 
conteo de c~lulas en ia dmara de Ne\\JB~wer, se procede; a 'realizarlas diluciones 

necesarias para obte~;r eI, • nú~~~d de céi~:las des~ád~s ;(:Zc{, 1 oÓ: '1ooo '.y. SOOO 

células) en los ensay~s de PCR; 
0

Sig~Íendo c~n "~1' ti~tan:;ienio en b~ffe( K antes 

descrito. 
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Raspados cervicales: Para este caso se tomaron 500 ~ti . de las. muestras 

(resuspendidas en PBS 1 x) y se pasaron a tuboseppendorf, se ceniÍ'ifugaron a 

3,000 rpni por 5, se ~epa¡:a el sobrenadante y el precipitado se résúspende en 100 µI . '.. . ' ... ' . - . _, . --·· - ·- .. -

del Buffer K sig~ierido con él protocolo antes: descrito. 

Con elpropósiÍóde remb~ersustandas que p~edan int~rferiren lareac.ción de J>CR, 

se. proced~ ª ·~~ti-'~~r'.oN:A:~ ele 1as inuesíra~ ~ ana1iiar~médi~nte. ei metódo 

convenci~nal propuesto en Curr~~i P~6to~61s J58J i:se Óbiu;vier~n concentracio~es de 

~~: ser;::,tf a;if cr!rt6 ~~;;'~~1·eeJi,~y~itZ~i:~~ue~n::t~:d~()Jfi:;nr;~~.~~ 
ng a·.¡· µg para Jás rnllestr~s dé r~sp~do{ceíYicaÍes. Lá concentración del DNA se 

determinó, e~ un ;~sp'~cti~~o!Ó~e-!~c) CBE~~R1A:N;ÓU650,lJSA) a u~~.ÍÓngitGd de 

onda de 260 ílm':;. .,.,; ,x ' 
: _.;':~· ., ·: -.-. 

También se; purifico·~' ])NA Úsando~la resi,na Chelé .· I 00, en ektratamiento de 

muest~as ·de'r·~'sp'~~'o{ce~i~ales:. ya•q~es~.Fa~bse&ad~ que i~cre;;,6~ta'la,señal .de 

amplificadó~ •. por PCR·p~~i~~do de u~a. fequiña:cantidad'de DN;\'íib~.radocde. las 

mues¡ras:.·.·. Est~.resig~ :d~ Írít~~~~~bib·:;_ió~icci,f !Jr~t~gé al J:)NA; c~pturando . gran 

cantidad de st'stan6i,ás'liberaclasd.urante,eÍironí'pimient6 celular:'1aS'c~.ales pudieran 

interferir. en• I~; ~~~cció-~ .'d¿f>CR;~: Est~ rii~f o~op~~ve~;-uri~ ~iter~a.tiv~ :a,tediosa~ · 
purificaciones cie'riNÁ'),pern1ile -~aYo}f~'bHidad.'de m.anipulación.cié. lai mu~síi:as. 
La metodologi'~'utiliz~da·p~i;·eltfat~füie~tffu~la prop~es(;¡J6is6;n~~;l~h\, col., . 

J59J. Se to111an de/00J2do µJ"de:l~ ~1~estra origiriaJde los RCy s~·~61cícan en un 

tubo eppmídorf, s~ agr~g~ :1a· frsicná, Ch~el¿x-100, al' 5%, ·2 ~d de ~r6teinas~' K, 1 o, 

mg/ml y 7 µ1 ~e d{ti~t;eit~l (DTT).'1 M:'.Esfa ~ezé:l~s~inc~ba ~ 56 ºC durante ún .. ' •. " - ··~ . . .... - . ',· •. , . - . . . . ~- . - . '; .·. .- . , . ' 

tiempo de 30 a 60 rniriutcís/PosteHorniénte se soníéte á.ébÚllición 10 minutos y se 
••• ,. ' • - ,... •• ', '> • ·' ;- • • • ~ ,· ',. • • • • • • • < - -" .-• 

centrifuga a 10,000 rpm por 3 n\inutos .. El sÓbrenadante se separa y se toman de 1 O 
"·- '·. '. . :., . , 

a 30 ~1lpara el ensayo dePCR. 
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4.4. Detección y tipificación de HPVs mediante la técnica de Reacción en 

Cadena de la Polimerasa (PCR). 

-1.-1. J. De1ecció11. 

Para determinar la presencia de secuencias de papilomavirus humano en las muestras 

estudiadas se realiza la reacción de PCR, Ütilizand~ .tos oligonucleótidos consenso 

diseñados por Yoshikawa y coL, 135¡,contra fa r~gió~tardia del gen~Idel papiloma 

(Fig. 2), qu~ detecta·. ha~ta 9tipps de. papilornavirus genltales (HPV ~6',: 11, 16, J 8, 

µM de.cada• uno'~e los.desoxinüdeótidos(dAg.:dTTP; dGTP:ydCTP);200.ng de 

~:~~~f l~~I~t~!?ilf ~i~~i~Jtiif~!t{t~~~:~~~f.f ¡~~ . 
ciclos de 90°c,1·,~ ~i~utb~ (d~~ri~;u~aÍiza'ció~)i4S

1 0c,•3o'~égu1?d~s~(hib;idaCión)y 
:~r:~;e1 ;5s~1~:-<;g;~~h'~jf~'tti;~t~~:·.~~lJ~¡·~ªn}tc;:ltasf¡Tu~~t~~1er:~b'¡:~·, ••• 
para hacer u~aeleé:trofor~si~ ·1 '~ •. 2 hr,·.~ri•u'n;g&l·é!e pol,iacril~midáal 6,o/,i-~111plean.do -
como amJ~¡~uafgfJB?'·1~1JtiJ~i0~~1;e\1;~_R~~.;:~ci~f•.b~ric~.1~o~fü ... ~:·.~a2. 
EDTA 2.8,mM), al 00 Volt.,eos prodü.Ctosd~amplifiC:ación serevel~n por.tinsión · 

:::"~,~~~"i~ .~~;;~c~~~J;B';f;;,i~';~~:;;~~,t~:~F;W~~;;~~~:: 
oligonucleótido~ ... para el •. g~~ ·d~;p~gl~bi~'a {Saiki y c~l.,' 19~8••y ;wilczyriski ·.y. coL, 

1993) obte~ie~do u~ p;¿;d~cto del taníaflo. e~perado de 268 pb erí tcidas las muestras 

trabajadas. 
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./ . ./.2. Tipificación de papilomal'im.1·. 

La tipificaci6n delos_prodüctos amplificádos, utilizando los oligonucleótidos L 1C1 y 

L1 C2 se re~liz6< e;·,oáse a los.poÍimorlismos. en la longitud de Jos fragmentos 
... - ·,. '. ;- ~ ,. ' ,. .... . . ..• . . ,__..' - ·- . . ··,.· . . ·, .· - .- " 

obtenidos. con difere.ntef ~rizimas_de restri.cción ·~ (RFLPs), ~sperádgs (pb) ·entre los 

distintos··_HB\fs;:Tabla\2.'Sos'producios: de'·.• PCR,'. enfos ••cuales ~e_ •. · ~btuvo 

;::~c;~i~~es~,~~~~~~f-foi~~wriif <l~i~~l~~~ii~fü~~i~~ii~~f:r.· ~~hf~~ ~~::e~ 
cortan estas·~~;i!li~s\c' .:.;.;. '\·y·.····· ;x.• ' .:\'~::• :t···· .· .· ,. . 

d~: 5~ )¿pi del 

mencionar q¿¿; dn~ ei C:~sÓ~'~e.la~ ;~lle~'t~a~ <le raspados cervicales, no se realizó la 

dige~tión có~la enzimáDdeI.,L~s productos de la digestión se analizan en un gel de 
·. . ' - . - . 

poliacrilamida al 8% elcUál se tiñe con bromuro de etidio para observar las bandas 

esperádas de C:adarea~ciÓn (vér Tabla 2). 

L1C1 
HPV6 
HPV11 
HPV16 
HPV18 
HPV31 
HPV33 

L1C2 
CONS. 
HPV6 
HPVll 
HPV16 
HPV18 
HPV31 
HPV33 

~ 
~'-CGTAAACGTTTTCCCTATITTTTT-3' 

•••••••••A••••• •TA•••••• 87 
• ••••••••A••••• •TA•••••• B7 
•••••••••••A••A••••••••• 91 
•••••••••G•••••••••••••• 95 
• • • • • •• ••G•AT•A• • • • •••• • 83 
••••••••••••••A••••••••• 95 

3'-GTTATGTCTCATAAATCCCAT-5' 
~'-CAATACAGAGTATTTAGGGTA-31 

••••••••G•••••••A•••G 
•••••T•••••G••••A•••• 
••••••••G••••••••AA•• 
•••••T••••••••••••••G 
•••••T••G•••••••••••T 
•••••T••G••T••••••••C 

86 
86 
86 
90 
86 
81 

Figura 2. Secuencia nuclcotídica de los oligonuclcótidos 
sintetizados (LICl-LIC2) a partir de diversos tipos de HPV. 
CONS, secuencia consenso: Los nuclcótidos homólogos cstan 
representados por puntos entre los distintos HPVs. 

18 



,\faterial y .\félorlo.1· 

Tabla 2. ENZIMAS DE RESTRICCIÓN UT!l.!Zl\DAS PAilA TIP!VICl\R El. Pl{OJ)lJCTO DE J>CR~l.I y f.¡\ 
l .ONG!TUD DE LOS FRAGMENTOS ESPER¡\l)()S (p,h). . . . 

Enzima HPY-6 HPY-11 . HP.Y.~16: . HpV~IR .· HPV-31 ;,.HP\'~33. · • HPY­
'c · 42 ·.· 

HPY-52 ·J llPV-SH 
"'<: .,-:,-. 

.//sal 216;Ao· ;1 . .Jl.60 c.· 190; 70. I95, 65 
. .J0,'.13 

J>dcJ 
1

f'69; 8.J )I6))7 :' · · ·. fao, 80 170; 90 
l!aelll ·207,37•,207,307 '2óo;63 ·2w:.¡3 122,91'']12 .. 91 I.J0;6o 19o;so 2oo,4o 

llinfl 
Xhal 
Aecl 
!'sil 
/\ 111 

: :· :. . . : . ,. •··. . .¡3' . .¡3; J() 

143, ICJI:·· /}3~•i9J1 éi ·.:1¿j/i~ : .. 
-··-.. _ · i.93. ~6·0 --'-f ~6.' f>º 

- ' . )ÍJO. GJ 

' no cxislc sitio de rcslricdón ci1 la secuencia del J ll'V 
Rcl'crcnciu: Yoshika1\:a, y col.(1991): Jpí1. J. Ca1Ícer ilt'.r. 82: 52~.-531: 
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Resultados y discusiones 

5. RESULTADOS Y DISCUSION 

5.1.- ESTANDARIZACION 

5.2.- DETECCION YTIPIFICA'cION DE HPV EN BIOPSIAS 

5,3.- DETECCION YTTPIFICACION DE HPV EN RASPADOS 

CERVICALES 

5.4.- INHIBICION EN LA REACCION DE PCR 
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Resultados y discusiones 

5. RESULTADOS Y DISCUSION 

5.1. Estandarización de la técnica de Reacción en Cadena de la Polimerasa (PCR). 

Para este trabajo primeramente se utilizó el DNA del plásmido pHPV 16, para 

estandarizar los parámetros requeridos enla PCR y después se emplearon con el de 

líneas celulares HeLa, SiHa y CasKi (ver m'a~~rial y métodos). 

5. J. l. DNA blanco· . 

. ·. ··~\ ··~. -

La PCRes tan'sensible·c¡ue'en teoría 1,a amplíficac.ión puede hacerse a· partir de unas.ola 

molécula. de DNA. ; Por I~ g~nér~Í séusan de 1 os a 106 copias .de DNA blanco, es decir; 

de 300 ng aYµg ele DJ'-l(génóhiico h~mano (3 pg de DNA g~nóriii26'es iguál a 1 

copia).•. En .~I ca;~o 4e.~s¡~s{g~ne~~ cl~naci().s .~11. plás~do~.~:es:~.~fici~níci c¿~25/a loo ~g 
de DNA. Ó.nticl~•des ¡ri~~o¡;5·p~~denUtHiza~s~ en la amplificagi6~ de gen~s·q·~~ ·e~isíen. 
en varias cop}as~()~~~~llJ!ll~~i~/e~ta4~I~?r~\~s\:( .. .º ;'.·· .. ·.~ ····· . 

de HP\I mediante.:está té2nica se p~ede rkalizarcon c?nce~traciones Míni~as'cle 'DNA. 

La sensibilid~d ~·~ro~l~ada cl~la r~a~cióri de'f'c~~co~sid~~a·n<l~ el\~~;~~C d~I ')J1ás~id; 
(10,686 pb)y tólmincloen cuenta los"2 pg deJbNA inidafendá: ~éaccÍÓn se estima que 

. ,· ·. ' ' " . . '. - . I'. . . --'-. ..·· :· . ; ·-... - ., '"O.·.: ·,5• .. " ·. l e <'·~ ,• • ", • '·. • 

en 2 fg del DNA se en~uentran aproximadarnerite ZOO rnolé~i.Há; del plás~id~ .. ' 
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Res11/1ado.1· y discusione.1· 

Mediante la técnica de PCR en conjunto con distintos métodos de biología moleci.Jlár, la 

sensibilidad de la detección varía entre ng y pg' derDNA ~iraLR.ak6c~y/y col., ¡s1¡, ·- º"" -' _,._,.-.:-::--... ;. .. -.·.. :.:. 

PCR y Dot blot:Por lo anterior, podeinosdecir que la sensi.bilidad que'sc logro obicner · 

en este ensayo es alta y comparable a la report~d~ p~r ~\~()~ grJposde t~~baj;. 

A) 

¡ i . " $ 2" ~ 
< z 3 ~ E: 

" " ... " '!t = ~l. c. c. ~ '!t " 'i:L e :7. e e 
:.. ... ;;, ... - ... ... ... ... 

Figura 3. Optimización de PCR para la amplificación de HPV-16 
A).- Detenninación de la concentración mínima de DNA de pHPV 16 
mediante Ja amplificación de la región LI. Los experimentos se 
realizaron usando diferentes cantidades de DNA plasmídico desde 2 pg 
a 2 ng. Varios controles fueron incluidos para certificar la especificidad 
de amplificación de HPV. Plásmido: 10,686 pb. P.M. <j¡Xl74/ Haelll. 
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R e.1·11/tados .I' di.1·c11.1'io11es 

5.1.2. ¡~·11::i111a 7'aq DNA Polimera.m y mímero de cic!o.I' 

De las enzimasDNApolirnerasastennoestablcsac¡ualmentc utiliz~daspara la PCR,·la 

Taq DNA Polimer~sii (pes~ ~¿lecula~ apro~i~ado a 94 kD) (GIBCO._BRL) es la m.ás 

:::::i:i,~tf@~t~~~¡*ii~~~~~~¡[~~~~jf ~iit~t~~~IE 
promedio·.osci1aerítre'IO,s ~O-y)?S;~deP,éndién~º(dé~l('pallti_da·a/dc)?r-JACiriidaL'en la · 

~I;~~i:ilif~ií~li~/l~lf li~lif ,ll1i!1!i~:~; 
a medida qué aUnieriia liiconcénfración éleJii·eniimá isé obtiene mayor rendimiéntó en el 

~ , .: ~,··::: ;,~.:.f:.,:.;~ ... :¡.:.;· ,''. '-~~-: :-.. ,~:_~t;_;,~.:;:~-:~.L:: }··-fJ:·~-~~-~,~-':. ·.: ,;;~:/:: _. ~-~;-~~{-+ -~;,:~·-~t :_~(~~:'.~-~-~:;::-:··,~{')----'!~A' __ · ~-~:<;f _-. --~ -::- .-~. -· -
producto dé amplificación. Bajo. las ;coridiC:ioríés~:de reacciori empleada podemos 'decir 

que manejando una concentracion entre 1 y 2 u de enzima y aproximadamente 35 ciclos 

de reacción la amplificación se puede llevar a cabo de manera exitosa. 

B) 

pl1 

J.'5.,- .... 

87.?-.... 

3JCJ--.. 
271-.. 
2.\4--... 

~ 
~ 

::: 
.a :.: 

35 

;;;¡ ;;;¡ ;;;¡ ;.; 

e 1 e: Ju s 

~fl 4; su 
::;. ;;;¡ ;_¡ ;;;¡ ::i ::i ;;;¡ ;;;¡ 

3-B).- Amplificación por PCR C:d DNA de pHPV16 usando 
diversas concentraciones de enzima Taq DNA pal (U) y diferentes 
ciclos de amplificación (C). Se utilizaron 2 pg de DNA y 1.5 mM de 
MgCh para la amplificación. P.M. <j>Xl74/Haclll 
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Rcs11/tndos y discusiones 

5. J.3. Co11centració11 de Magnesio 

La concentración de ionés magnesio en la PCR es. también determinante en la 

especificidad de l,a ;eacción. Co~cen~radcmes mu Y llil~s: condÜc~n a·. una baja 
, · ;_·,·:,·-. :·.~~: ;'-:\·= ·:~;:>;'_:; :·;:;_:":'.~··' \ ·:·:.: ·<Z;-:: ·: ,'·. ::_.··.. ·:.:· .:.:· _ ·><'·: <:::, ',· (!>.-'. >· .. ; '. .".<~~ ·:_ . -->·~ -;c·.-

especificidad, mien.tras~qüe coné:enfraeiónes .mín.imas necesarias disminuyen el. índice de 
, .. ,. '·. 2;.·1-,.:'·)-,.,, ~.:."-:.' -·,,~--' :-.'..',-.. ¡7ó. 

incorporacionesCerró.neas;'d.é. ríucleótidos, .... por ;lo '··que;}se'•reéomi~nda (optimizar·· la 

~~::;:~~!Ji:~~i~~~~t{~~1i~~f ~"t;~::~,~~~:;~;~º:'~":: 
enzima y 35 ciclos de._reaccton;• maneJan_do concentracwnes. crecientes desde o. a 6 mM 

de MgCh. En la Fi~!J~c·.S~ ~;~~erifa~'1Úresult~d~~ obtenidos y;~ puede consiatar que 
' - \ ..... ,. : .-. . .. _ - .. ,_ . ·-··. ·'. ,, ___ , .. · ,'"' ,. ,'··. - . :: . --- . <-. . -.. . .· . - . 

existe t.in aument~ e~ 'el p~6<lübto de iilnpllfi¿l!eio~· pof lo ~e~~s hllsta 5 · mM Í:le MgCb. ; -. -: ~ ~=: . . ,. ' _,.· -- _,, :- - .-- ., . '"' -. ' ' -. -. -.. -~. ' . . 
Usando 6 mM apare.ntemenÍe disminuye el prodúcto; IÓ cual coincide con lo reportado 

C) 

JJS:J-e. 

H1!_.,. 

6fJJ-. 

·""__. ;;.1-• 
!.\.I_,.. 

t•1111n•111ra1.:if111 (m~IJ <h.-1\J¡.:CJ;; 

3-C).- Amplificación por PCR del DNA de pHP\116 usando diversas 
concentraciones de MgCI, en la reacción. Para la reacción se 
utilizaron 2 pg de DNA, 2 U de Taq DNA poi y 35 ciclos de 
reacción. P.M. $Xl74/Haclll 
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Resultados y discusiones 

Como conclusión general de la estandarización de la reacción de PCR de acuerdo a los 

resultados obtenidos con relaCiÓn a la concentración de DNA; ;nzin{a: rii:irne;o de cid os 
. - . . . ' .·. . ' . ·, -_. , ·,. ., - -- - _, ' - , ' ·~ 

y concentración• dé magnesio; Iás mejore~ 'condi~i~~~s Iogrlicla~ t'uercí!l las' siguientes: 2 

:·,:·"~~¡,:;~::~; ;g6&"·~~~i~~j~."$;~~;7:5~:,w"¡~;~·: ·:~p,; 
MgCl~ y 3S ciclos de reacció!l:1'Estós•res~ltados de estandaíizáción son' simifaiés 'con, las 

condiciones'piJ~J~;tas'j?~a~~··u~~ .~~~c6ió,n 'e~ta~dar.• de 'laPCR; 'de;crit~s·· .. po~ di.stintos 

protocolos deirixe~~iga'Cióll._ •.·. 
·--~;',": ·:· .. -.-~:;;>::·-_¡:-y. 

5.1.4. 
" 

Una vez esi~ndarizada •1a reacción de PCR; s~ ÜÜlizó con DNÁ• extraído. de las .líneas 
'.·<··.:.· ·-\>>'.r\y.-~ >> ·:"_--.,-;\·_-; .. ~:-:,:. _- :_!:. ?:~_ ---<;.'· -' .. (._ .,·. <:·_· :<: >.:·: .. _:.-_-:-_._. ::_>:-·- .. <···_ .. _···-:. 

celulares HeLa; _SlH~ y CasKÍ (ver máterial y métodos): En la Fig: 4), s~~observan los 
-~-~. . . ' 

resultados .. obteriid~;,~~ ~~tos estudi9s, 'uti,lifa~n~c> so~y~OÓ~ng'.d~l.-DN~celular. Se 

obtuvo el ~~~ctJ~;6ce~;~~;ácí- 2/ :is; ~b, ~edi~nte PdR., ., d6rre_~po~d(ente ~I HPV: 

~~f i~!lll~l l!ti~~~:f~l!tíiilllf l[~f !{~f '.; 
detiene in<le?,~n<lf~riterne¡;tt ~r i~ ic~ntida~ 4ep~iX-_.illi¿í~1.'ior'ét~~;,e:fn~iezail' a:· ser. 

:::'.::~
1

:t·~~l~~r~~E~,~:iJ~~~i~~~:1i:f ;,¡i~~:r1~:~:: 
.· ''"·,· .. :,-~- :~·-·3•c'-·-, ·-·~·· · 3 .;,·_-<l·;~:.-'-:_·:·1:·: -:·;;::."• ·:;;·~--.'.•~' ·,-;',\ '>··;.',,:·,.··,~-e,·-:··. h•-~: •:·,.·:: 

aproximadamente, a: 7X'l o· y :28x l O , célúlasrespectivamente,: En lá Fig. 4~B. se muestran 
., '• ;"·-::.. ' ,, __ ""- -- ;./ 

los resultados'de une'ñsayC>realizad6. co.11 distin'.tas·.conpentrll~íones:deÓNA•purificado 
de células ·HeL~Utilizando_;d~sd,~ tin~ c_~~;~;tr~~lÓ~:'~í;i;a de {b r¡·g; ~;~iJaI.en;:·a'.u~ 

' • '" !- ' ... ._, '!:'• : .. · ',<'' J ,,'.' ". '.' ' 'Y·";,,,,~ .. ' ,'. '.:•<Y'. •!!·'.'"'. \''.' ~.:. •:;\•. '.'.'. '.: :,:. "' 

numero aprox1,1t1ado de),4x;l0: celulas: ~elac1onando est9.c()~ el.•n.u111er.o:de,cop1as.·de 

HPV en HeLa (d~ JO a°sÓ 66pia~de l-IPV-1 S po(célulá)\.jo, .5éi1.c s'e c~n~IÚ;•e q¿e existen 

entre 14,000 y70,000 ~opiisdelvirus. 
!.> 
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A) 
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1353-

872-

603-

310-
271-
2.'4-

7~ 

I! 1 

. .. 
:: e 

o 
"' 

Hel.a 

<I 
lt ..... 

Q .. 
~ .E 

e 
C> 

"' "' 

Rcsu/tado.I' y di.1·c11.l'in11cs 
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~ e 
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('' 
__ 11.1.~~; 

! 
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Figura 4. A).- Amplificación de HPV-16 o HPV-18 por PCR en DNAs extraídos de líneas 
celulares. Para los experimentos se utilizaron 50 y 200 ng de DNA (aproximadamente 7x 103 y 
28xl03 células) obtenido de HeLa (HPV-1 R), SiHa y CasKi (HPV-16). 
B).- Amplificación de HPV-18 por PCR de DNA extraído de células HcLa empicando diversas 
concentraciones de DNA. La cantidad más baja ( 1 O ng) equivale a l .4x 103 células. 
C).- Tipificación por análisis de restricción del producto de PCR (fragmento de 253 pb) del 
HPV-16 amplificado de células SiHa. La enzima Ddel corta al HPV-16 en dos fragmentos de 84 
y 169 pb y corta a la vez a HPV~18 en 37 y 216 pb. 
P.M. lj>X l 74/Haelll. 
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Rcsultndos y discusiones 

Para confirmar que el producto amplificado fuera el correspondiente a papilomavirus, se 
- . . ' . ';'·::'·.· - '·' 

procedió.ª reaÍiza~ I~ • ~ipi~cadón. ·En la Fig.4-C semü~s.tra,el pr:od~~to ?€!,digestión ccin 

la enzima Ddel Iacual cort~. produciendo 2 bancas ~na de 84,pb :yJa 'olr~ el~· 169 • pb ·en 

:p:~;~1,¡;'!~~¡l1i~~~~:¿r:1~:;~~~~¡,;~r~~~~~:J1~~r~~:~~,:: 
experiment.alés de~rnuestrán'tarnbi.én •. un.a ·.sellsibilidad áp~oximada~!ltr~ 1~:n~/~··1.00.ng de 

DN A·. cél.~larp2~8·.~~·.:t@~:'~a~f ~~:·~ y"·+.'..[~· !.<~+~rtaG,:J~~'; ¿~~si~f l,id~~•d·~;.1~.'.ª. ·J :ºº~ .. 
células útilizaiidó·células·.siHa,(éóntiene de 1 a 2co¡:iiafderHPY~l6'po'r'céhila) y el 

;: ·- ;~:_,:<( :..-.;:~f'.'.:/:-:~~.:'.·,~:-).~·>:·_:~·:?f··.:~;.:~~/" '?f/t.~>/~·>. '·/.; . .'},, ~-·~:·,\ .\,:':<\''. ;~::t ::-_::.;:,.:,-:-.-.. f'\: -:.:.'.:j:;/l~:~f>>f;·.:·:~~-. !,:.~ ·.;. . 

limite. más bajo de .. detecc.ión reportado' por Moriiso!l y~col:; 11;01; es· de 0.05 rig. de DNA. 
: :-. , , .;.: :.:-.'.. .o:·.;.: .. · :,'/( .-. ;- ':'., -: .' :, :;: . :,::· ~ .. ·:· ' r.' .;.;'.··;:,, ,::- ·· :::.;_:,: · <:·:.· .:- ,·:.:._." .;· ._.~,,. ;: · ·:: ~·.-.-:. :-::.;<-·: :.:r-.. 1,·.,·::.:'. • .·, • _. • -

En condusión, nuestrps·.experyfye'nfo{~ugieTeh cju(!esposibledetéé,tár .. [)f'J1 'déHg\I a 

::;,\:::r•;•ºi;,1~{~~fa~0;~~:6~~f ¿~~f ti~~~~.,~:fü~~::~~~¡:::· 
:,:: 

La detección de sec~e~cills; de DNA .'riiediante la. reacción' de PCR (ver materiales. y 
·.·~·.. . ~·' . 

métodos) se .realiz'Ó.inii.:iiiirJ;~n~eeri:40 Í11Uestras· de pacientes con diferentes grados de 
-" • ,.- ·,. _., .. _ '..:.' •, .~, .. ·_- _, ___ .: '.'. _ · .. _oc._ ;-.--·'-- _ ,_ _ .. c. -.- - , · ,. 

lesión cerVical. 

secuencias virales. De 16~ e~tudi~s de detecciém, se encontró que el ,62 .% de la~ muestras 

fueron positivas paraHPV. 
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Figura S. Amplificación por PCR del DNA de HPV a partir de DNAs extraídos de 
biopsias con lesión cen·ical 

A) y B).- Amplificación por PCR con oligonucleótidos para LI de HPV. Para el 
PCR se utilizaron 100 ng de DNA extraído de las biopsias, se incluyó un' control 
(+)con 50 ng de DNA de células HeLa y un control (-)sin DNA en la reacción. 
P.M.: pBR322/Mspl (A) y <j>Xl 74/HaeJll (B). . 



C) 

Resultados y disc11sio11e.1· 

~ 

:; 
] 

2 ~ ~ ¡¡ ... "' ¡;: ~ e; .. "' .. '" ... .. 
..: d :: :: = :: = = = = = :: = 

_2'11,. 

5-C).- Amplificación por PCR del gen p-globina a partir de DNA de 
biopsias positivas y negativas a HPV. Para el PCR se utilizaron 100 
ng del DNA de biopsias y 100 ng del DNA de células HeLa como 
control positivo, y un control negativo sin DNA. Las biopsias B 1, 
B 18, 822 y 823 fueron negativas para HPV (parte A y 8 de. esta 
figura). P.M. p8R322/Mspl 

De los casos de lesione~Tprec~~c.~rosás ~J 61.5 %'delasdisplasias •. yel 57 % de los NICs 

:::;:¡~·¡c:~¡;¡¡~·~l;;~~~;~~~j 2i2~P!~;~~~~J:i:::f ::,:~: ;:: · ::".~:~ 
porcentajéde incidehcia ~e,:HPvfenésteZltimb Úpo'delesio~es; súgiére s~participación 
como un f'~ct6r.iim~ort~~;te_:~ 'e1\1,~sarroil~del .c~2u.••En la,.T~~Ia).si 'piesentan. las 

característi~as .. de la~ biopsias analizadas, así como'; 'los resultados de la'. detección de 

HPV por PCR;. Por 6tra parte en la' Tabla 3.1 se presentan lo~· res~lt~aos antes 

mencionados. 
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Resultados y di.1·c11.1·ione.I' 

Tabla 3. DETECCION DE HPV EN EL DNA DE BIOPSIAS (HOSPITAL MILITAR) 

MEDIANTE LA TECNICA DE PCR ·• , ·:= :·> · ·· 

No. Estadio clínico Tipo histológico ;PCR·HPV-Ll 
'·;¡ .'fY•.:;·,•·r- l'·• 1 · 

B2 NIC 11 ND : .. · ·i::-•: ·.· ·3+ 

B4 Cáncer a\'anzado Adcnocarcinoma · .·/.' :,:,,;3+ .'· , 
B5 ·Displasia (Co.) · :, __ ,: No;c:.:-:•::: •-.•• · ·;.• ·:: :•- +.-- · ·: , •,, _ 
B6 Disolasia(Co.) '1·: :•.;,.:_,.-•.. No·'·''"··:-.::,•>:···· :;.3+•·· .. 

. <BJ3' -· ""'·'''•-'"NICJJF:f;.;'-:':,:·.: i''····,/;.:";./:c'NDH;•:.fc:·:,;•;f: c.- '•-"2+" .·.:. 
" .. BJ.i. ·:·: · ··;oisólasiá'(Co:).-• f,>., .. : . .-. •".: ·.:>-•·ND>s'.;:.:·· '"'-''"' .. ';'-'-3+·- - . · 

Bl5--· · '· ·:<2c·~•'c.'c•9ic:•,NIC-I J.ó•"c'':?':"· ., .. ,_ .. _ -.:.c:·::;-.;',:•.·:<NDi·.. .: ·•';- ·<: -.·. "3+"• ··:: 

BJ7,,· .:-.: . · . ·Disolasia (Co.Y•·-.- .... ·· · · · ····:>•::ND::f· '" .. · ·•· · ... ·:· .. 2+ • 

,'827·--· ": -c'•···o:Cáncér'avan7.ado -• .. ,;··: ;,,,-. Adcnoi:arciriomw·· '•'·" 3+ 
2+ 

· 829:-' -- '"''"·«Disolasia(Co.)·•.:.. ·::.·;-e,.·· .. ;•:•,, ·'•·ND/""··•·-·•· ... :c ·• 2+ 

. -,. BJ J ;c:·:,•:; ·c;-:o.;·:·: Disolasia (Có.)""" ·-":'·' -;-•·.·····::"'''· ·'·'ND •••·" "•_7: :: :: ..... - .. • .. -
'"832··" •":·: --.·:·:'•NJC.J'.:C:.:.· ::.,• -._·:;;: .;:;;,.:·::•,:.: ..... :NO::""' ..... , :::••• -;:. "'·-."' 

"•834': .. -¡-: . .-+:::(- Disolasia(Co.)-''·'•·:· ;;•x.·.; ... :;;·:.•f:ND'"'"" ···•e•.,._ · .. 
· 835.-- •· 'o·:'· . •':'-NJC•J 1 J.::·:·;;.;"·:.::" '.:<e!'·,' ""· é·'•'.'ND:··: . .... :;:· '-:":': · :•.' :·:+ .. , 

(+,-)presencia o ausencia de HPV delenninado por PCR., J+: débil, 2+: moderado y 3+: tilerte. 
ND: No determinado por el paiológo; · Co.: Condiloma; .NIC: Neoplasia intrae]Íilelial cervical· 
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Ucsu/ lados y disc11.1·i<mes 

Tabla 3.1. Análisis de resultados de la determinación de HPV, 
en muestras de biopsias proporcionadas por el Hospital 
Militar. 

No. de Citología HPV º/o 
Muestras ( +) (+) 

13 Displasia 8 5 61.5 

21 

6 

e·+·, -}prcséncia o au'..¡cncil{dc)IPV;: CaCU:cáncér"écn:ico:uicrino. 
N!Cs:Ncoplasialntracpitclial Ccrl'icuL --·· __ . • _ -... -.---.-. -·.- __ 
tas biopsias posiilvas y ncgaÚl'as pára Hl'V son positil'as (l'CR) para fl~globina. 

La tipificación del papilon~avirus se realizé>a partir. del pr()duc!o ar:iplificado; analizando 

la digestión con la enzi~a de restricción /Jdel, l(c~al CClrt~ al DNA de. HPV e 1 6 y 18 én 
,• • • •, ,. , ' ,.• •,'>,, ,• ,.',:•'- >,:e .:.,'-.-, __ ·,.,-,.,-, ,, __ , ---... -,r-- >' ;• ••" -., • • 

dos fragmentÓsde g4c 169 y3 7.-216 pb respectivamente, y ccin'la en~imaXhaI'Cjue corta 

~ .. ::·: ,¡:b~i·,r:~:~r~: 11:·~¿~~;;,:l~;i;~~(t~1~~~~~),7::~.tl:: 
secuencias deJ .• pap)lom'avirus',tipo'J 6,:en la~ mllestras de b'iÓpsia's ~Clll idl~tif{to gr,aclo de 

oligonucI'eótidosdiseñaclos pa'ra' los-~ene~·. tardíOs' E6-E7 del :papilofll'~viru~. ·'En este 

caso Ja· tipiflca~i6n ·.·~~- ~i~n~Ó m~diáñie '1a técnic~· ~~ h;GridaciÓ~.-¡¡/.ii),),' ~tiliz;mlo · 
oligonucleótldostipo especificó .para '16s papllbmavirus ti~os'Í6 y 18 (Tabla 4, Tipo 

HPV). 
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lles11/tmlo.1· y discusiones 

271 _ ... 

2.1~ _.., 
19~ _ ... 

'4- 25J pb 

.. - 169 pb 

'4-8.lpb 
72 _..,. 

Figura 6. Tipificación de HPV por análisis de restricción con 
las enzimas J)de1 y Xha1 en biopsias de CaCU. La enzima 
Ddel, corta al HPV- 16 y 18 en dos fragmentos 84- 169 y 37-216 
pb respectivamente y la enzima Xba 1 corta el HPV-18 en dos 
fragmentos 107 y 146 pb, pero no corta el DNA de HPV-16: 
P.M. <f¡X I 74/Haclll. 

Comparando la detección realizada con los oligos E67E7 y la de.lo~ oligos para LI del 
. - · ... - ... '~. c;i;,>:·~t-•>'·~?- .;.<',:>:'_·,,., :»".J- ,.,,·; 

HPV, los resultados son semejantes con respecto a la preséhcia deI:~inis en .las .distintas 

lesiones cervical~s,·.por loq~e'ambassecu~n~i~s .'.dis~fi~da~'pÜéden.se~t}tili~ad~s en. la 

detección··. de,(H.P:Y ·ié.S~~~ ±~~~fü+~¿J+~.;ti~-~~1.~~°:~~~Í~~;.y{1f i,,r:¡·~~;¿d~\·~·~· 1°'~ró 
comparados; en este ensayo, ya que por PC)l:HP\f ·LLfüeron;muy·pocas la~ muestras 

tipificadas;· ~~c~ri-tr~.i~6se. rii~~·i_an;~ la ·¡é~~;¿~ ·J~ ~l~rid:~i6~.1~·;~~d~m;irl~~da. d~I il-Irv 
tipo J6·en el\72 %de.Jas·.·inuesfras .. ·.·i:;a,presenda'del•rIPV/tipoi1s;fsé'ctetectó en 

solament~ J;cle ·1~~ j~ b'i~p~i~~ -~~~u~iad'i~'. síii µJcie/~iii~1~~ioriaf ffs~:e tipo 2cm la 

agresividad del fümor yaqu~ ~e· p~esenta :·ta~to ~n coridiJomas CCJ~O en cáncer 

avanzado. 
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Resultados y discusiones 

Tabla 4. RESULTADOS DE DETECCION Y TIPIFICACION DE HPV EN DNA DE BIOPSIAS Y SU 
CORRELACIÓN CON LA PRESENCIA DE ANTICUERPOS CONTRA PROTEINAS DE HPV Y RAS 

:\u. Estadio clinico Tipo histológico Tiwlll'\' 
16 18 

Anticuemos 
o.E? uE4 cuas 

l'CR 111'\'.J.1 ·.i• 
(') •. 1-) 

BI NIC 111 Nll 2 • •J • · · 

B3 Displn.c;ia (Co.) ~D 2' , }. J 1 

B4 Cáncer avaro:ado Adcnocarcinoma 3 • t ·: < ~:l 1 c.:.··· 

lll Displa.<ia (Co.) Nll 2 • -!"·' · :......... .• .. · 

B6 Displasia(Co,) !")) J• ·. -. + .. -:·-' --··+:::c--;: ._.,,, .,.;;;J• ,._;,. __ · 

BIS ·-NICll .• ND:·.' ••·•"· ,,3,c;. •·-> -;,·-- L'-' •- .:,:,• •J+./·" 
Bl6 Clinccravanzado ·.;. Epidcrmoidc-·_;,;·.: '<'.;::...>' ··-2+.;-· ; 0;··-·;.,1;·,.··::1-1;, :.•,--·:::.,. -_¡~-;J•/,.··.·: 

1117 · Displasia(Ca.) · l. --::,:•ND·.·•·· •:2+··•· ·- • I•··- · I•.• :·~ .. ·' ·- .~. •· · "2• 

1122 • • NIC 111 ·. , .. , •· "·•·· Nll ·· · "- · ' --: · • ~ •· .. ·~ ,. ,., •· • - · ,· • 
1!23 •·l'\ICI. : •·.: Nll· ... - •· _,,. !--· .. •· ·~··.- · •---- • 

B25• .. ·.:NIClll-•i."·'- •\.' .. •,··:ND-' <•,.;,: ·•2H• .••. ,, .. -,. >•"·--•.·: •.·.·-·oc·2+· 

1128- ··J>ispla.<ia(Ca.)·•.·-· ·•-.• -·-NIJ .. ,,, .. • ··.-.-·n .2;.- • -'·'• .-. .-. ·c .• - : ....... l'\P••· 

1-..:.B:.:2.:..9---1--··..:.D:..:is"p°'las::;i:.:•..:.(C::.'º::.·l'-'-~'--· -~;.__•· __ .. _N:...'.:.:D __ ._..+:•-·-_:.~_._-"~:-:.._·--•+.:..'..:.-c..'c;.:1~..:."---·'-'·..:..¡. ···..:.....:.e_· .. _···-_--.¡.·_··.:.· ._ .. _·'·.··.:;•N;._'I:...'_·._· --1:. 
mo -. '.' ....... -•.NJCJll . •.NIJ ,.·--·'··" ... 2 ••• ..,_,. -~· ... -- '" -"" ·"·NI'·:. 

1133 Cáncer avanzado Adcnocarcinoma · >. ,,,., 1 ··- ·' .-~ .. - • '· ... , 'F.;; ~---: : "~-·--·.· ,.-,_, 3 t·· 

ll35 Disnla>ia (Ca.) SD " 2: .. ,,,.,._ · _.. ·-·• 1-.· '•'""'·• >· ·,:·:;•. . ·· ·. 2 li ·,, 

ll37 Displa.<ia (C:a.) Nll • :•,··: · · .. ·.. •:..-• '' •""- "· ;o. ' •·••'.•\.- , •. ,. •· - .. ·. 
ll38" ·. NIC 1 ND •- · . .'.. '' "' ,.,,,_,,,_,. ¡:·· ... -•·:· .:. " ,,.._,, ..• ·.,·.•:. ,_ .. - . 
llJ?, NIC 111 Nll •' •· .; --.··· -• .. , "'· .·· •''•'. .: .. , -.• :,,,.._. ·••• . , - ••: . 
ll40 Displasia(Co.) Nll ..... , ••·''"'· ':<·• ••---•'· · ""'· '" .,._.,, . ._,.. · . .; ... .- -• ·. · 
1141 SIC 111 ND . •-.-~.. · . .-.:,;., ·-· •·~·'°"· '' •· · .. ,.,,._ ·- ,. '• ·• · ·-
1142 llisplasia(Co,) ND -'• ·, .... -,.,,,, .•:--:.- .-.... •> " •--·'·' . ._._ • .. · "·'' · '" -·• 
ll43 Displasia(Co.) i;o· · •.•:••.; ··•··!•'·' '·•·;[.:, "' ''•- ,...... .-. •.·:'.;, ··· .... · -- -· 
ll44 NIC 111 Nll· ...• ,.;· .. -> •-•:•· "' •· ,..,., ... ". · _, ... _.,._ .• ' · •· -
ll45 NIC 111 ·· .. Nll ··--·- ·' " .. ,,. ,,.,.,.-.. . ce.-:, '' • ; :·.-e · - : '' ·• • - · 
ll46 ·l':IClll . •···ND·. ,:--,; · .. ·:· ,, ... , .... , ·'"·"''·'''' _,.,_,.,.,.,_., " •.· 

(+,-)presencia o uusc~ci~. ~e 1 n~y dctc_nninndo ~or~l'_CI~.>---: 1+;.dé~!1;'_2:t: modcru~C? Y.~;t: f~crtc:_·;,:., :. : :.:. _ :.':-· .. _,' 
ND: No detelminado. por·. el i¡iaiológó;''' NP:'No se:proporcion'ó _el· DNAYCo::•: Condilomu; •':NIC: ,Neoplasia 
inlraepitelial cervical. ()e la muestra 33 á 46 no se rcálizaron los expciimcntos para tipo HPV ni p~ra la detección 
de anticuerpos· · · · · · · .. · · 
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Uesultatlos y discusiones 

Por otro lado se determinó la presencia de anticuerpos en las mismas muestras. La 

presencia de anticuerpos contr~ proteínas de• (E4 yE7) HPV y•rasse r~aHz~icm'mediantc 
la técnica de .Westein biol, la c.ual fü¡elaboracla en ei CISEl~INS•P Cu~~naf ~~~'. M~i-, p~r 

' ' : ' . _. ·.) - . - : . . . . . ' .. " . _, •" .. - - -. . .,. - ' . ' . -,., .. , '"~-- ·- . , ...... - •""-

el M: .en c.: AdolfoP~drc>Za•.;•sólo se cles§rib'~nlos;e~&11~dÓs'(TabÍa 4~2 A~tic~erpo~): Se 

~~::;:,:.;1:~6f ~il"~h~"1itºi~"\tFf~.'.~;~t.c;Tu!~ff1~i~m~~:i¡::&i;~ 
Se encontró:'un~preVa1e";;cia'rila~or d'la~Ücü~ip6s ~rili~r~~~en,l~~idile~'p~ci¿~llbcros~s· en 

- .' ; - '. ·_ •• • ... ,'. ;' • ; .-;~.--;- .' . .< '/ ·; ~- ·> ~. : 1 .. -~ : . 1~·) .-,,_ ·':~---· :!-: ..... __ :·. J ,· •• ·:'\'-": - - ;- ~~-'.':·- .-' .,.., ' '-. ;: • • ~- ,.. ;;_-· •• :.~ ~>-' >'~(.-., .- : .. •;,., ',· ·' ' .. 

comparación con úri c~ncer avan~ado; lo~ anticu,erpos anti-E4 ;~'d';~e a~otiaron 
....... , .. ,, _:-,~-'·,.->'::':-.:.. , _;'.\.:''· -<:,::.;'L'~:--~-·~:."~~;-~_:~'· .-,":,'. __ ¡:': .. '· ·-·¡_· .. >.'-": 

típica!llente•a> algu~·;~st~'.~ío,; clí~i~c:;,,X .Jós anticuerpos contiil . E7 se. ven asoéiados 

disc:étarnente a ;l~~i6nes, :~om6 •NÍC)I.1 )' cif ~~ª~-~~~6:: '¡>i!it111li~!lg~. c~~~s':Ú •Pudo 
. : . '-~ "_.:·: ~; . ~'; '- 1-: ' _~..,_,,. .. '. '¡,,:; · .. :_ -,:~ _--. _; '·'.< ·- " :--·, .: <. . . '. : ·::. :.: __ : '. /·~::_ ., _:-_: ·-:;.-._¡;.";·: .- -;• '/;-~~ ', "¿~·:'.: ... ;-;-.. ," .' :· ;_. ': ,. .. _. ' -:!- '. 

estab.lecer una correláción directá.éntre: el estado avanzado de una lé.siónjJa presenciá de 
" - .. .., - ;.o . .c ... · • • . -.;: .•. ~." • • . " -· • • , .. - ;,: ---~, ,., ... , ... · • · '.« · · • 

. HPV-16·y li_·C!et~~~ió'~ccí~.án!.i~~eff}os
0

iíl1F~i.~.n ~Ls~~-~?JA~iiC:~ridJ;~si?'·1a~Pres~llci# de .. 

viral J 7; 8, 19), s~ .ha rep,ortad°, qu~ esta proteínaisl!transcribe abundalliemellt~én lesiones . 

precancerosas•.~e~i.~~l~s)y':~n M'.en.c)t g~ido~;h·~fot.- 1~/~u~/¡;~~jbi;}f~~ii~ ia'.~~od~célón . 

de gran c~ritíci!!a de µ;~teí~a:··Vé~t.a .ª )u('.:éz,5e1-.su.ficie~ie parafcies,enc@enár una 

respuesta· inmüne iiu111~r~111s1:·E~ é~teiestudio~s i~p.6rta~le .tener·~ri fúeílta que .no 

todas las lesion~s ceiyical.eStieri~~ D~A ~e ~P.v ~ aÍln m~nos, del HP~~ íi E~ decir, que 

es posible que un ~Itd por~~ntaj~ .de i~spacient~s inf7ctados con HPV-16, pudieran 

desarroHar anticu~rp~s contr~laoncbprClt~ína _E7 del papilomavirus. 
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flesu/tado.1· y discusiones 

5. 2. 2. Muestras proveniell/es de_ /a clínica ./ "Castel azo Aya/a". 

En otro grupo de muestras pertenecientes a 18 pa6ientes con °iesiones cervicales de tipo 

NIC JU y cárice/~vanza.dC> (adeno~scamoso y ~pi~ermoid~), se det~rmincr la presencia y 

tipo de HPV .. E~ la .Ta~l!I 5 se prese!lta;_el estadio :~li~i2o y el tipo;histológico de .las 
., ._;, .. '•:' ,.;·,!:__· .. '· •.• , ,_, .. ;; .•. :._,·,"·' <¡.-i•-< •• •~··;··,.:~·-.:·., :,•L:.,'·'·.·.:;", .. · ".'···.,-.··_;;-.~-·· -.-:~ .. -«·,''- ,-: - •.. 

biopsias en_ estudio .•• EI análisis.de seCuen~ias~iralé~ m.edia.llte:PCR;permitió_ detectar el 

genoma ·vir~1.~~-'e1 :·i3~)~1 ~tl's) ~~n;t~ii1 ·.··~~·- ~¿~~tÍ~~·~ ~naH~llci·~~- :·El '~¡jpilomavirus· 
tipificado ~r¡·1~~.rnu~~t;~~ corresponde al tipo 16 de acuerdo al análisis :d~'restricción 
(par~ Xbal 'y Á~cl). Los resultados correspondientes al estudio de· detección y 

tipificación de este bloque de muestras se resumen en la Tabla 5.1. 

Tabla 5. Detección y tipificación" de HPV en DNA de 
biopsias (clínica 4 "Castelazo Ayala"). 

No. t:Stadln clínko 

l\" Jl 

1111! 

1111! 

4 111! 

ca. 8\'an7.ado 

1111! 

llJ 

11 

l'ipo hl!tuló,::ic:o 

,\dcnoi:scamo!Oo 

Adcnocscamoso 

Epidcnm1idc 

Epidcnnoidc 

PCll 111'\" 
( + • :¡-:¡:¡¡;;;-

Epidcrmoidc_._. ;, •,:·e•' .,,_··.16·--

' ·:<;' . [/•' 16; ... 1~ 

13 .. ,·•. <·•.<,UB,•:_;·".•:· .. c:f;_> .. ·•'::··· ~x:-:-0:· .· .. • /·· 1.\.':.. ,; 16::·· 

14, :.<:NICIII .•·•· ... , :·/·:.· :: ::•:·'.::·:' ·•·i•':·.-i:c:.: ,·: .. 1.6.: 

1_6 .. !·.::·;.: ;:,_lll}L: ·e:-:::. -;~:.',_:;_'.U 'e';•:•:··.·::::: ,_•·: ~;, -'• .. 16 · ... 

17. !: . ·:l!l• ··: ;~;- ::', .. '.: .:.',. ·< "\ :, : ,16 

(i, ·)presencia ,o ausencia de rn;v dclenninada por.la amplificación con 
los oligo1ÍucleóÍidosLl~Cl.y 1~1,c2;··quc'amplilica los tipos líl'V:6, 11, 
16, 18, 31;_33;•42;;s2, ·s8. El 1ipó dc)IP.V,sedetenninó ··mcdinnlc 

·digestión· con énzimns deres¡;.icciónXha 1 (cortaJIP\'.-18 )•no ulHPV~l6) 
·y Accl (cortri al HPV~J6 y n.o al IIPV:I R). ·· · · . .·. 
(•): El tipo histológiC6 nó' fué clasificado por el palológo en las muestras 
5;11 y_13,1s: ' 
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Tabla 5. 1. Determinación de la presencia y tipificación de 
HPV en DNA de biopsias (clínica 4 "Castelazo Ayala") 

No. de HPV Tipificación 

Resultado.1· y di,1·cu.1·iones 

Muestras (+) ( - ) HPV-16 HPV-lH 

18 15 3 15/15 o 
(83 %) (17%) 

.. 
(+, - ) presencia o ausenc1u de IJl'V. Las b1opsrns pos1t11·as y negat11·as para 
JIPV son positivas para fl-globina (PCR). Como control positivo pam Ju 
detección )' tipificación de 1 IPV se utilizó el DNA de células 1 lcLa (1 JJ>V-
18), Silla)' CasKi (llJ>V-16). . 

Al igual. que en los estudios realizados en _la seéciórA: 1; se 'dete~minó. la presencia de 

secu~néias del gen de pcgJobina, co.Jl1oun Con!rnl interilo para la reacción de PCR, 

dando re'sultados positivds en iodos Íos. ca~os .. 

:~ ·.·, .. ·</:_'.\.':.---·-\,,..·1~.-s\::,_\~-.;~· _,___ _ -
En la Tabla' 6 s~ B(es.é!l~arl/resuéidos los res!-ll!ados ·correspondiente a_ las biopsias 

anal.izadas ~ri est~-Ú~baJb::Eri e;te. eÚUdiÓ s~ en2o~traron sec'u~n~Ías·.·nucle~tídiÚs ·del 
•• :.·~-·- .• ;i '····-.-.• -- ,-'"-.. ~ \~--::~--~---·· ._ .• , __ ,,, .. - : • ........ ;. ,,·.-·,· _ .• , ,._. 

DNA d~ J-i~V ia~td ~ÍJ m4es(ras•·~b!l\Jesione~~~e~icale~,. ~o~o ~ri ~qhellas' que··· 
presentan ca~~s <l~. 6áÜc~r.a~anzd<lo. :A.di'~i0ri~1n1~~té,· é1 ~apil()rha tipci:::í 6je ¿J¿8~iró · ·. 

';'--' . - --~- - ' .~ ·'',.;_ ,; ' .. \ 

en todos los' casos analizadosSSin embargo~··e_rl• ningub~ ··ciel~sin~estí~·s.íipific~dasse. 
•. . - . ·> • . . . . .'... ..- - . -~- :.""- -.. - .. ·. - . -- . .. ;~ ··-· ·--- - - ·. - " ... _ -... ····-' - ' . . .· ..... 

determinó. eÍ tip6 .·.de', HPV~l 8. -Por' su parte: eh grupo 'del !'nr.:'.G~riglii( y: c~l'.,p 81 
-. .. __ . ,• , ... ··º :···. ·.·,. ·": .. ·' -., . ,·\ .. ,,·.- _,¡.· ,;·.; ''"'"' "•« .·,>" ....... ·- ..... . 

reportaron enm~~str'ás debiopsias(cÓnl~~ióri ce~icái Nié•·m'y CáCÜ),:lá,pre~erÍci~ .. ;--· .. '. >> ":'.: ;>'. ·:',-.:·~.· ... :··.<. ·'.;. .: .":·:::;:'. : ,'_:::~· ,-._.' ·'·" . f·.;" ~,: '..~«~""'"' ~ ·:~::.: -.-:'. '..:/·. ·.-·'.'.::_;·~7;<:._):~':··. ·_ .;~----.-!«: -~';.,:~:.:-. '.:,;;:; ~. -· . 
de secuencia~.virales(HP_V) t!ll un .. 3)~%;,5orr,espó.~dientesal .iipo~1·6,'en ·l~~poblaCión 

~:~~1f:g~ff~~~~j;~~~~ff ÉE\~f {~ií~~i~:itl~t~~!f: 
menor grado el. tipo~ 18; a~í como también, la presencia de 2 o más tipos virales en una 

misma muestra. 

37 



Resultados y tliscu.~inne.1· 

Tabla 6. Resumen de los resultados obtenidos en la determinación 
de HPV por PCR y tipificación en muestras de DNA de biopsias. 

No. de Citología HPV Ti(!ilicación 
Muestras ( +) ( - ) HPV-16 HPV-18 

13 Displasia 8 5 1/1 o 

23 NICs 14 9 414 o 

o 

Muestras prol'cnicnlcsdcl Hospital_Mililar)'dc Ja clinica_4_CaslclazQAyalu, : . .. ,-. 
(+, - ) presencia o aus_cíiéia de 1 IPV: CáCU:'cánccr ccn:ico-iiterino. NICs: Neoplasia 
lnlrnepitelial Cervical. Las. mÜcsira~ ¡ IPV (-J l' (+),son positÍl'as (l'CR) para Jl-globinu. 
Conio control positivo pára JIÍ-detccción y tipHicaéión de 1 ll'V ~e uÍilizó DNA de cclulas 
JleLu (JIPV-18), SiJI.ayCasKi (lll'V-16)'. . . . 

5.3.- Detecciónytipificadón de_ HPVen DNA de muestras de raspado cervical 

Inicialment'e, se .ev~l~uar~n las difere~tes' metodologías de extraccióll de DNA (ver -

matedal y _.metódos) cen:células: ccilltrol (HeLa,SiHa' y C¿sKi), .-con la ,finalidad éle . . . -.. .,, ._ .. '-. '. . ·"., -.~ - " ... _. : . . ~.,--,. . ~· ·• . : " . . : ;· .. -. . ". _, . , .·."-· ' . . .... ' , 

seleccionar . el. ;:i;étodo más :·~pf6piad~ . pa~a ·. eftÍatámienÍo ;de ;nuestrás' d~ raspado 

~::,;:~"" ·7 A,:;, ~,,;;,.,f t.~;;;~H•rl¡,,~i<e,;~O,•i;,;,, ;!~,,~¡,;¡¿ :;,. 'bOff"X" 

:sp~~::~i~~fJPe~rtt~ª;~~v~?:I~i~J·:JJ~sn·J1e1gJt;'.,~i~~:&1t:6&~1)f}~:i:~~::;:º 
é-·_. :-; -·<·'<· " • <'[:"i·'~;.C/t.::.:-:..;;::;~ ~·::;.:._,;. 

el tratamienfó ·;con -!1bufferK 11
' apariúitém'ent él-feslllta· ser más-"eficiente?ló ~que_- ¡)Ucde 

•''ºoc -,,-O''-o'~"'CO---i;~'?'', -;'"--"-, ;~,->·< •;T,;::•. ,//:--·-.:--,'••• :• ,' ' ,','--:--::·:-:;·_':'~:-:-~· 

atribuirse ~I c?lltenidoicieprotei~asa K.'. . < . ··. · > ·_. ·· .. -•.• · .. ·. 

Ambos trat~~ie~~C>s:ftí~i?~' ¡¡pl;;~d~s a un -primer grup'b: ~~· n1Óest~~s de ra~pados 
cervicales (RC), · .. llo ; ob~ta~te; los' resultados·_ ~erg~ ~é~ati~~fya ··que. nb·• se. detectó 

producto de amplificaC:lón. Lo ant~;ior se puede ob~~~ai en la Figu~a nL 
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A) 

B) 

pb 

1353-
872-

60J-

J](J-

pb 

622 __,.. 

527-

404 -

307-

2H_. 

147-

..,, 
f 

~. e -· tr. 

Resultados ,I' discusione.< 

'4- 25.1 ph 

llC·S llC-15 llC-42 ~ 1:. :.1 1:. :.1 ,--¡ 
'3. =. :. ::: ::: "• ::: = 

- 253pb 

Figura 7. A).· Amplificación de HPV a partir de 20, 100, 1000 y 5000 cclulas 
HeLa que corresponden a 142 pg, 71 O pg, 7 .1 ng y 35 .5 ng respectivamente, 
mediante el tratamiento de "Ebullición en agua" y "Buffer K". 
P.M. tj>X 174/ Haelll. 
B).- Ausencia de amplificación de HPV en muestras de células de raspados 
cervicales (RC) tratadas con "Buffer K". RC-5, 15 y 42 corresponden. a 
muestras que no presentaron amplificación para HPV-LI ni para 13-globina. En 
la reacción se utilizaron 5 y 1 O µI iniciales que corresponden a 500 y 1000 
células respectivamente. P.M. pBR322/Mspl · 
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Re:iultados y discusioná 

. . . . . . 

Cabe señalar que a el mismo grupo de muestras se les realizó la amplifica-ción para P­
globina, como control de la caliÚd dél DNA celular obte~iénclbs;'1ós~is;nos ;esultados 

·negativos. Esto .. último.sugiere q~e lqstrat~miento.s nó'sea~los(ad~cuido/paraestetipo 

~~~;¡;{:~iI~~iii:~~~J~riif f titif j~~I~f ~~!~ii~~i; 
ensayo é:onsist.ióen nlezclar una cierta caniidáiÍ a~'céfulas i:Óntról. (HeLa} i:On la muestra 

de raspado cei3v.ic .. al~(n6_ ... ·.·· .. ··.·.ª .• ~.·.·•, .. _·.·.~.".lifi6ada' p·~> ~~R};.· ~n; ~~Ííci~··\·c~~J~fse : les ~plico el 
f - - - • • • • • • • • ·!. ' :,·. " .. · ... :..;' .. '·..,:~; .. ·- ;'fy ,·. -. ,•.. ' . . ' 

tratamiento .<:~n "Buffer K".~prévio a. Ja rea~~~ig~ cl~~PCR,•Lcis'•~~sU'liadÓs '<le' estos 
'·-: ~·~-;'~~-~- , ... :<":~·:· - ··:-··.-·" >:<:<-'.:~.'"-;_·---- ... -.:: ,:,,,., __ ·-- __ .':'':'-':- ~:·:·<::~._;_"_;~.-.:_._;_,<0'-. /f>·.-,:_>~;:·J~l~-"i.:· ;</·.·:·..: . .:_~--- ··:· 

experimentos. se res~~en en la··Fig. 7C ~onde se :tiest'íánl•as difcrentes:combiñ~ciones 

::,::;:~,:df J:~:,;f f l~;.J~iEJ,f JH~n~~:,~,;~~~?ib~'1,'1~r:.'1~l:irJL·,; 
700 pg del D~Ade I~ múestr~ de raspacÍo·é~;ical coBtr~,7 ~g;d~l'D'Nkde H~La, se 

produce él efoftoin~ibito~i?. ' / ;/ · · • · · < •• ···, \:;; , 

Como. puede•obseivar~e.''nosé~ncon'fró 'proclúctotie amplific~ciém. enningu~a d~. las 

::7~~,:::t,~:~!!!t~~i&füc,~~1~';.~f t:Té:t,~t1~r~·'·'.i.'~··~'~""''' ,, 

muestras c~llt;bl y I~ n1'~~sÍra p~~bi~~a, paiaue;ar a~cabó'ía ~rn;i'ificllCió~id~ ~ecu~ndas 
de HPV y de ¡3-globina 
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pb 
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404 -· 
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147 -

..:! 
= u 

..:! "• 

= ú 
u o: 

:i. 
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e.lid.a . . 
-' = = .... 3. 3. =t u ~ z: .,... .,., 
"' 3. e 

+ + + 3. e 

= .,. ''" = ¡¡; 

~ 253 ph 

7-C).- Inhibición de la amplificación de HPV de células HcLa por 
combinación con Ja muestra RC-15 tratada con "Buffer K". Para el 
PCR se colocaron en la mezcla de reacción 1 O. 5 y 1 µl de células 
HcLa {correspondientes a 1000 y 500 células). P.M. pBR322/A-f.1¡1 l 

Los problemas de. inhibición, .aún con el manejo de DNA purificado tarnbien se 

presentaron 'para es.ta .Üisma mu.estra biológica,Jo cual se puede.c6~statar en la Fig: 

70. Esta. i~.hibi~iÓn,,ff º~:~~E.?'.i'ii1us~~.·~60·.t~:n;~~l~?·1?~~KdA;~~1.'.de .• un~.!TI.~.estra.de 
RC contra 100 ··.ng·····d~l DNA\p~r!ficado de,célülas.HeLa.:;SiñCernbargo, ·aun 

presentandose el prÓblé~a : de .inhibición' to'n éste método d.é extracción de DNA 

(extracción·.fénCJJlca), s~ prcicedió ~·~n~lizar el 'resto. de las•rn~~~tras de raspados 

cervicales previo a la reacció~ d~ PCR. 
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t.11-• 
~17-• 

.iu.t-• 

.'117-• 
1A!-• 

Rc.rnltndos y disc11.1·im1<'.\' 

7-D).- Inhibición de la amplificación de HPV en DNA extraído de células 
HeLa producida por la combinación con el DNA extraído de la muestra RC-
15. Para los experimentos de inhibición se utilizaron 1 O, 160 y 320 ng del 
DNA de la muestra RC-15 contra 100 y 300 ng del DNA de HeLa. 
P.M. pBR322/Msp1 

En la Figura 8-A se presenta un ejemplo de muestras de.raspados cervicales donde se 

obtuvieron · .. prnductos de amplificación: indica~do.I~ Jres~~cia.~:r~irti·~···· up V (muestras 

RC: 3 .. 9. l ~~ 4.8~ 3\; 5 i '.~5} {9), ~~i c~F():i;~bié~'c_aio~\ ~\~~ati\~os··~~c:: 11·. '20) para 

HPV y.ca;os.·dein~ibición_deia}e~c~iónde:PC,((R~: 5, 1,5).. ~n'jddosiosca~os se 

tipificació~ de algun;a~ rr1Uestr~s d~ R.'c.· ~iilii~nd'o'1a;.·~nii~a~}estri~~ió"n Acl:¡ y Xoal, 

incluyendo una serie de c~llt;61~s: }.nj\¡~ 11; 16·; I.8y i1gun'as mu~~tras para HPV (RC-. . - . . . , ,_ ,·_,' .• .' , ' 

3, 4, 7, 8, 16, 47.y 55). 

-12 



Resultado.\· y di.\·c11sirmc~." 

A) 

BJ 

ph 

6.22 __.,. 

527-+ 

41l4 -

307-
2-l2 _.... 

147 -

ph 

4fl4-

3117-

2.i2---. 

..: 
~ 

?. .. o 0 3 ·= 
"' "' "' 

::! ~. 

~. :.) :.) 
:.. "" "' 

~ :: ., 
ó '1 u :.) u 

"' "' "' "' 

~ "" '~· "' N 
:.) 

iX u :., :.) 

"' "' "' ::: 

~ "• •n "' ~ '':• 0 0 '~· ·~· u u u u 

"' "' "' "" "' o: \..Í 

" 
.., 

!'¡ ;;, ~ "· "" ~ f 0 '':· 

~ :.) :,j '-' 
"" "' "' "' \..Í :.;. 

Figura 8. Amplificación por PCR de HPV y del gen de la p-globina en 
muestras de raspados cervicales (RC). 

A).- Para el PCR se utilizaron aligas de la región Ll y 500 ng de DNA de 
muestras de RC. 
B).- Amplificación de p-globina con 500 ng del DNA de muestras de RC. 
• Muestras que inhiben una reacción de PCR (ver figura 78 y 7C). 
P.M. pBR322/M1pl 
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Resultados y di.\·cu.'liont',\' 
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Figura 9. Tipificación de HPV por análisis de restricción en muestras de 
raspado cervical 
A).- El producto de PCR de varias muestras fue digerido con la enzima de 
restricción Accl (corta HPV-16 y genera dos fragmentos de l 93 y 60 pb; no corta 
HPV-18 ni HPV-11). 
B).- El producto de PCR de HPV de varias muestras fue digerido con la .enzima 
de restricción Xbal (corta a HPV-1 l y 18 generando dos fragmentos de 143-10! 
y l 46-107 pb respectivamente y no corta HPV-16), ' 
*HPV~l6 sin cortar. P.M. pBR322/Mspl 
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lle.l'llllado.v y 1h.1·cu.1·irme.1· 

Se analizó la presencia de secuencias del virus del papiloma humano en un .. total de 1 08 
. . 

muestras de_ DNA extraído de raspados cervicales (Tabla 7). De este fo tal de' muestras, 
. - . . ' . - 1 . . . . . . • . ~ , - ' - . - - . 

30 (28%) resultaron negativas para HPV y negativa~ [ma p::globina (Tabla 7.1) por IÓ 
..:·.·: :'·'· - .•• ,,-. "L>. l··· _1, 

que se decidió deséartarliis del .estudio al no poder confirmar Ja' presencia de HPV.: 
-· • ' - •• • ' y • ..- • - • ' •• ,~ - •• • ,- ' - ,_ •• ----- '" -·'•-' •• • • ••• -

El anál.isis· delas 7S·~~é~fras'.p~siti;as para p~gl,obirl~'.se"d~scrib(~n-lfT~bT~~7:2·;,7.J:. 
En Ja· T~bla i7.·;;~ei~df~~ qJe ~I· 58~ (45/7~).~~rci!l.~~~Úi~Ós.'p~;~·:HP.V}el 42% 

(33/78) •fueron :l~galívas'.D'i(las 45' Ínuesíras positivas solalllenté.26 fi.Jero'n tipificadas 
.· -'·-···· . ', .. ,· '' : . . .... ' -·- . -· ,·' -

presentando en _su totalidad el tipo 16 y de est~s. 7 presH~roh a la vezd HPV tipo 18. 
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Resultados y discusirnws 

Tuhla 7. AMPLIFICACIÓN POR PCRDE HPV-Ll A PARTIR DE DNA DE MUESTRÁS DE 
RASPADOS CERVICALES... . . . 

No. No. de 
folio 

k<'·I 500 · .. Control .•· .. . •. •.++ ·, ···: '.· .:·++'': '"·:. · .. ,o· +· :.• ·+ ·.' 
RC·:? 761 Cu: nl'unzado :•·· ··.::•, .,¡ ¡ .. v .... ,_: ...•.. ·:·,¡·; .. ,,· ·-·'•." 
kl'·3 1090 · .. : Control :•: ..... +++ ' . '. l.•:· •. :+++ ... •.>; ; ... .+·. 'i . ·"-' •· .. 

RC-4 117:? ,. Control . . ++ '·.·: . .•. "'"·++•"·." '1 . ,. +':.:. ··+ 
H.C\!> 1196 ' in situ •. ., !••.:' -·· •.•.. ¡...·;o '''. ". 
IH:-6 2350 Control .... ···.·.•.;e·.; •.':. ••'> - :.·' -
H.C-7 :?73:? Control ++ +++. .... "+,-:· .•·:·' ·.·•+ 
kC·li 2750 Control ++ ''·++ .• ,.'····· 1 •• +-· . •.+. ·:'·: 
R,<;.9 :?776 Control 

Hc:.10 30'>• llisptasia (Co.) .· ... :.•· ......... · ,. .::-•r :•- . '· -· ., 
RC·ll 3010 Cú. avani.ado 
RC-1:? 76:! DispJa.i;;ia (Co.) 

l\C".IJ 763 C:i. avan:111do 
RC-1.t 501 Control 

H.C.Jf; ]OOS Cá. a\'anzado ·. _,· .. , ... >;. -i· .• 
RC-16 310:? Displasia (Co.) ++ .. ' .... +++ .... + .. '· + ,, 
kC-17 109:? Control , ... , .. • ... -'.·' ,,,., 
¡.;,c·.¡s 700 Control 
l\C:.19 1(191 Control ....... ¡ ...• ,·.,.:c.:•++!:••.- ... -, ...... · - .. ,,. - . .".>· 
HC·:?O 111.t Control 
J\C.:?J 11\R Cá. avanzado -":,. l.e0<'.· .. ,-f++·.,o . ''•' .......... - -•-: 
!{{".:?:? 76S Control - ., 
ktº-23 1093 Control '"'' . ·,+++". ' ..•. 1 ., .• -.•:-· ...:. '·-

J.:<"-:?.t 3100 Control · ·. +++-• .. · ·.· -·-·. ~ ··-· 

l·W -:?~ 1195 C1i. avanzado ·. · ·I• . .+++ .. •· ··••• 
l\C.:?t"t 30ü0 Cti. uvanzndo . :. ':.-•". :·:; '·'' 
J.:.C".:?7 3005 CiI. uvnnzado .. ,.:. ,., 
l\C'.:?S 30:?.t in.fiifll •: . ·- .; ". :·· -·--· .. .-- . 

Rt'-:?9 llfüt Cú. a\·anzudo ·. _,. .. ; ._:.- .. -· ..:.• :. 
l\(".]0 :?7:?9 Control '_.. ·' <-•····- .. ·,, .. _ .. '..; .. · 
IH".JI 10<H Có. avann1do .,. ·- ... , .. , .. ,, .. .-,,_·,:: ·' ' -- , . .-
f\(".:;:? :?7:?~ Control ·;...:-. ·. 
H.C.:B 1199 Control :.·-:. ·.--.. ---:·:.·..:· ·_·. . 
!{(".J.t :?:?S6 Control " ++ .o++ . .-:•·;.:•.: ---'': +"! •:" .· - ' 
H.C-35 Control ++ .· -++--- . ,,, ... +•"' : " - '' 

llP\'-1.l: detección de llP\" usando o_ligonuckólidus ~spccilic~s del ge~ \'ir~l .1.1 ;, RC_:_ r_a.i;;pado ~~l'\·ica~;· .. ,,,, 
{'). (-) : prcs~ncia o auscñcia de JIPV; . :-.:-T:- n'o .tipificiidO.. ca·: -étl'r1cér;·º c-ó.·· :<"-éoñdilóiTIU::.:~·:.cofltrol: ñiú~Stnls 
diagnósticadas clinicaincnlc con citologia nOmtal.· Las muestras en negrillas rcprcs·cntan· nlucstriiS qu~ ~c-fri1hajaron en los 
experimentos para comprobar Ja ausencia dc aniJÍlificación'cn la rcacCión di! l'~R; l~~to.~arn· Ill~V cOmt~ ~i1:r~ ~-gl_ohinil. 

46 



Tuhlu 7. CONTINUACION 

No. 

RC-J6 

No. de 
folio 

CiÍol,ogia .. 
•· 

30~7. .. Cá. avm11.adn:· . 

lies11//ados y ch.1·c11.1·io11es 

PCR HPV . JPCR fl'globina Tipificación 
.(+) · ·¡-¡" ·: · : : ' .•.. · 111'\"·16 111'\"·IN 

. ·"++ ·++:·.: ······.+·,.-: 1_, 

. ++".·.:. : .. ++J·,; ;·:• <:·+:·.···. ; 
RC-31\ =57. Contról .·,.;:.; ++· '• .. · ·::++· ,•;.· ..• .,.+• ''•: 
RC-39 

RC· 40 

RC-U 

RC-44 

KC·-H 

RC-50 

R<"·51 

Rt'-59 

RC-till 

!{('.(,\ 

IH'·6~ 

RC-63 

RC-67 

KC:-70 

367 

373 

1018 

115-l 

1158 

:?115 

:?30] 

3040 

1055 

1153 

1014 

:?IOf1 

:?111 

:?118 

:?133 

10.lh'. 

3015 

303:? 

.;ss 

1016 

4015 

··control· 
Control 
Control 

. Disnlasiu 
Cú. uvan11u.lo 
Cii. a\'anzado 
Cu. a\'anl11do 

Control 
Control 
in situ 
fn.'iitu 

Control 
Cu. ª''anl11do 

Control 
in .~it11 

Ctl. m·nnzn<lo 
Control 
Control 
Control 
Control 

Cá. a\'anzudo 
Control 
iu situ 

Control 
Control 

CU. tl\'Uttzndo 
Control 
Control 
Control 
Control 
Control 
Control 

++ 
++ .. 

++ 

+ ".++.::-.· "'"'' :•.": +: : 1-. .·. 

+ : .. ;;:.: ... ··:.:++•· •· ,-........... +:. .. . - ·,· .· 
++ ·.·., '•.++·~·· ·. -.+:: .. ·· + .:. 

+++ 

+ 
+ 

• :• :..«.~;.-. :·!."!· . -.••.; . :; 1 ;e : ;": 1 ·:,; . 

. ce++ .. •·:· ::·" '.,•::. +·:•.,:-e ··- .,,., ;: 

-·· ···.¡.,•: 
++ 

++ ·++·" . ·:.· I: >.+· .· ···- .. 
-•·:•;. ·'. '·, ···; -

++ 

++ 
;;_ .. ,; :.•· ,,, ...::;.> .. - '::•·· .. 

.-.• "J·+++•·.,c,,.,,., :·;··.c.:.'.,.;.;;·"<- .•:; .' 

++ · .. ' .++-..• ..-.... . +• .;.1· -· . 

: :,:. :· "++:. •: . . ·.e• .. •· . :... 

++ . '·.: • ++ ... , ·. ..,, NT :. ;q·. 

++ · . , ··++ NT · ,:NT.-'·' 
++ ;1:·. ·•· ··++ ·. NT.· :· 1 

+ •·, ·:· ++ ·. "·. ·. : NT •. " · 

KC-71 3=0• Control + : . ++ • " NT· :-:T 

llP\'.J.1: di:tccc1on de 1 IPV usando ohgonuclcólidos ~~p.cc.ilicos d~~ .gen ,~·ir~I L ~-. .)~C'. r~sp_ado ccr\'ical; 
( '). (-} : prcscncia o ausencia de llPV; 1\'T: Ílo tipiiic3do. _>Ca:· cáncc~;; Co. J condil~m_:t;.: C()n'tíol: mucSiíüs 

diagnósticadas clínicamente con citología nom1al. Las muestras en negrillas representan muestras que se trah;1jnron cn los 
experimentos para comprohar la ausencia de amplificación en I~ reacción 'dé PCR;. tanto ·para JIP\' c_om?'rarn [1-glohin:i. 
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//esultados y discusiones 

Tabla 7. CONTINUACION 

No. No. de 
rolici -

RC-7J 99')1 

RC-74 .;011 

RC-7S 3W:? 

RC-76 3~54 

R<> 77 :?.;31 

RC·?K :!:?!iS '· 

HC-79 3:09 

RC-SO 19.;!i 

RC-!il l IS7 

RC-1'::? 1171 

HC-83 113::! 

u.c:.s.; 11::!7 

HC-SS 530 

RC·S6 677 

RC-87 SS9 

RC-~!i 675 

RC-119 5.16 

RC-90 569 

ltC-91 sos 
RC-9:! 6!10 

l\C-9J 511 

IH'·94 5.11 

RC-9S s.u: 
RC-96 !165 

l<C-97 576 

Rc".!JS 156 

IH'-99 SS7 

IH'·HJ'J 5~lJ 

KC.JOI 591 

ltl>IO:? (>(..l. 

IH~-IOJ M::! 

l<C-W4 556 

l\C-I05 676 

1.:C-IO:i 571 

RC-107 3::!37 

RC"-IOS 5fll\ 

' 

Citología - PCR-·HPV 
'(+) '(-,f: 

PCRfl-globina , 
'.-- ... -.- :. ,.·· 

Tipificación 
·llJ>\'-16 IJJ>l'-IM 

- ·. Control··.; ·.•·: - · · 
-Control •. :,-• · ++ : -. ··++- - NT : • ,.XT 

C:'1.'u\·anzndo ++. -... .:-·. ++ -.. ·:. ·.;,•XT: .. •· •::·XT 

Control --::-•+,-··•·,-e;,·':•,-'++',.· ,·-·.NTc-· •--· .XT 

" Control• : • • · +· .. -.-.• •:-,:. • .:++'•'." · •.-.: · .. •:• XT-.. "" -••- 'NT 

-.:control ·· ,' ·.- -.• '. + ·,_ .. : ·····-· -'-i '"'·· ·-· -- . 

Disnlnsiu 
Control .•. •;:-:- -.;:;•:+ ........ :•:; ..... _; '·" •. ·-- ·,_ 

in.titu 

Disnlasiu 
Control 

Cú. U\'anzudo 
Control 
Control -- + -.. -•, --- .. ·--·-· ;:_-; -: . --_. 
Control -- . ,,; ::•,, ··-.+ ,:,.-..;-.·; ·- ------·" Y; - ·.· 

Control 
Control 

Displusiu 
Control 
Control 

-: -.•·-·· ::_+. ·····- "' '".''-' :· .. :.__ :.- . _;, ! 

++' .:-. .. : '".++ .. , ···•· ..• xr· ... ••••· .•. •_NT.·· li 
Control 

Cl1. avnnzu<lo 
Control "'.·;- ;,_ <.:-. 
Control . -· .... _ ........ ;+ -.-:::: :3 . 

Control 
Control ++ 
Control ·· '·" ++ : -- ... • ++ ,.,.... ,.,_ -.sr -"-~:. , .•,>NT.· 

Cti. a\'anzudo · :< ·· "' .. + .. ¡ ,. 
Control ···+·-- ' 

Control ·- · _.· + - . " ,· - .· 

-. 
Control ++ ++ 

llP\'·I.l: dctc.:c1on de JIP\' usando llligonucli:ot1dos específicos del gi:n vmil ti. RC: raspad~ ccn·ical; " 
e~>.(-) : pri:scncia o ausencia de JIP\"; :\T: no tipificado. Ca: cánccr: Co. : condiloma: Control: mucstrns 
diagnósticadas clinicumcnll! con citología nnm1al. Las muestras en ncgrillas rcprl!scntan mucslrns <JUC sc trabajaron en 

los cxpcrimcn1ns para comprobar la ausencia de amplificación en Ja reacción de PCR. tanto para llP\' cmno para n­
glohina. 
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Re.rn/1ados y discu.1·ione.1· 

Los resultados de los controles obtenidos para este estudio provenientesA~ 53 IT!ujeres 

normales (controlesRC)>y de pacientes con displasia, cáncér in :~it// y C~cy se obseívari 

en la· Tabla "l.3 ;'.Un)8%•,(31/53)de las muestras de.lolco~t:rC>lfs'(diagnÓstic~das' por 

citologia.sin.íesión cervic~1).ciieron posiilv~ paraHPv: A'·19'·~u~st~a~p·o~i!i~as se ies 
• .!_r' • .,., , -'····" ,. '-•,, .:O , - .···.:. ·,. ·,. . ·- .• -,. . ·,. -· '•' - •• ,_,•- ,,. ,• . <," -· -·- .. 

detectó eI HPV'.tipo~}6''ensu totalidad. y a 6'de e~ias:mis-~as también';se le~· déte¿(¿ el 
, • ·,~e - :":". "·.·::-·., -.'. -'." ,_;' '. -. ·.' ,_: .,' ~- ·. :} • ' 

tipo-! 8 .••• Cabe. seryala~'que }ij algunqs C:ontrnle~ . (RC);' y ''displa1ias:•p'Ósiti\•os, se 
. ;_ .-,_ .. ··" .;.\ .... 

presentaron amb~~ tip~s de_H~\Í_., , > < : ' ;,> . 
Para los casos d~'displéÍsi~'se Poresentói !!' .. • H~\1• en'lin 75% .y en cáncer /11 'siíu se detectó 

~',~::::r.::e~~t",:,i:r1t~~~JtE:i~.;~tjifü~l~'i'1~1~g+;~:;~1· " 
El elevado porcenfaj e·~e f~'sultados pqsiti~os e~-,a~.-~u~~~t~~~.c~~irbG.se (é_·p~~d~ a tribu ir 

princip~I~entci'a ·Ía ·~ltaefi~ienC:ia deilllétodo déPCR ~a'q~·~.'pu6didet~'ctai''infctciones· 
• .• - , . - ·~ ••• , • ' ··,· ._. " .• ·-- - - : - ,. • " , . ·"·· - . • , - "'. • ' .- : r . . . • ' .- :- . ' 

no visibles~mínil11as, que por o.tras .métodos no'siín detedabÍ~s'. r .. "'~ ' < 
i~~-- _- - - . --- . -- ,. ,->- .,_~·.:..:.<:: ,,-_ 

De los distintos és!Üd(o:S réladonados con. la deie26ión·'de \TI~estrásde~aspado .· ceí\•iéal 
-·. ;_-/•.:_.::¡ 

se ha reportádo la· presenda '<le HPV tanto~ en i~onÍroíe~ •(citÓIÓgla noi-inal) comó en 

pacieriies 2onlesiones c~r\rf éalesp~e2ancer6~as y carié:e;~sas:' K~iz ·)Vcoí:;"¡s31 'reportaron 
·--- ..•.. , 1 -.. ... ,.- .·.·:· \ ,·.-. , •.•• -- , .•• ' - -. ;'·.:.:_,'. ·- • ' .,. -

la presencia dd.HPV e~s4% de lcis'colltroles,oirosestüdios e¡Íiélén1iológiccis.reportan 
.;··· . ---'· ·-· '•· · .... ;_ .... ··. .. ·:··· ·. ' 

desde O. a 80 % la presencia de ~P\len c:onttol~s ¡.¡ 1; 43/sL6clJ: ·. ·. 

En el caso de las Iésiones tefl1pranas y CaCÚ se reporta la presencia de HPV hasta en un 
.- .. - ' . . . ~ ' ·. - - - .. '.- ... , - ., - . ·, ' ' : - >·. 

90% /46-52, 60/: 

Tabla 7. 1. Análisis global de IadeÍmión d~I gen de 13 
globina en muestras _de raspado cervicáú ,, ·. 

- - ,-__ - _-,---. ·.- --- - •. -- , ., -... , •.:" ·, -.. ' 
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Resultm/osy discusiones 

Tabla 7 .2. Resultados obtenidos en la determinación de 
presencia de HPV y tipificación en muestras de raspados 
cervicales. 

•No. de HPV 1 Tipificación 
muestras ( +) ( -) HPV-16 HPV-18 

78 45 . 33·. 26/26 7/26 

1 r .• ( , ) presencia o ausencia de 111 \. . . . 
l.as muestras Jlll\' ( • ) y~·) snn_P~sÍ.~i~·a~·{l'c;~) par~ p-glohina. 
• Se excluyen las muestras que ·presentaron problemas de ·inhibición en la 
reucción de J'CR · 

Tabla 7.3 Determinación de la présenCia de,HPV por PCR y tipificación en 
muestras de raspados cervicales. • · · 

No. de 
Muestras 

53 

4 

Citología Tipificación 
HPV-16 HPV-18 

19/19 6/19 

111 1/1 

o 

o 

(+, - ) presencia·º· ausencia de 1 Il'V. ·- CaC.U: cáncer ccr\'ico-uterino. Las muestras 1 JJ>V (-)y 
{+), fueron positirns (l'CR) para fl-globina. Como control positim para Ja detección y 
tipilic•Íción de 1 Il'V se utilizó DNA de células 1 )el.a. (1ll'Y-18), Sil Ja ,. CusKi (1ll'Y-16 ). Las 
muestras control ·de raspados cer\'icales (RC) fueron diagnosticadas ~Jinicmncntc sin lesión 
ccr\'icaI: 
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lle.wltndo.1· y disc11sione.1· 

5.4. Inhibición en la reacción de PCR 

Los problemas referentes a Ja amplificación de secuencias virales en algunas muestras de 

raspados cervicales estan asociados, aparentemente, a Ja presencia. de inhibidores que 

interfieren con la reacción de PCR los c~ales quizas actuan)i;~ctarr,ieni~ s;brc Ja enzi~a 
DNA polimerasa o p~eviene~.él ~Íineamien.to 'cie lo~ "píirrie~s":Estudib~ r¿férentes a este 

'. ,,_. . - . . : ,'• '·-·~. '! . -;-- -- -~·- ·.;. - . ,:,:;· . 

problema· han dernÓ~tl"~cif 'qlle clive~sas.sll~t.~ncias(prescntes.:e~'· ~~ierial'clínicoi tales 

~::::~:~1~~f ·~~:~f ~~Tt:iI;:r~,:~:'i~f~~\~~~;i~,'~~~:~:ll;d;r:;:,:: 
amplificaéión'<le1gén.?eP~g1obina¡s3, s:1:61:681> · · • . t·:,:_ > 
La natUraiezadeI.inhi,bidornose'ha .· in\'estigados'.sÍe~ át ica~~rit e;·perÓse ha 'r~portádo 
que es xesi.st~n.~~~~ªy~ir;~e.nW f~~ta~ie~tos:i:~b·~;~i{i3ri.··t~si'.f !én.tla ~\·p~~i~i~-~sas.·· es· 

insoluble en . solventes org~niccís. ,H61oclnlyy col., 'f63Í 'estiniá!l que el. inhibidor. tiene. un 
'>.-e-·' .,,... -,. -,··~,;;, ·;> 

peso molecular ~éíit)~.:á :) Q'kD xiCiuc!:és llíl C:óinµóílcnt.e eiídóg'eno (es ciecir que. no es 

inducido eura.nie~ie1<~ro¿esarJ1iento de'· ':s rñ:uestra~}'.: Una Zéstrategiai para rernover 

parcialment~ esteri-~h¡bid'~~. co~si~t~ ~~;afr~;ll~; <li;ti~tbs. ~~to.d~s ·.~~·. pioce~aniie11to de 

1as mue~;~as .Y ~~ rific:~~ió~: de1DNÁ 1@'¿,:c,~'1_i .A'.diL~lrileri.(~~Ütrat~!l1{~r1tC>\:o~/e'sinas 
tipo Chelex~ 1.00 ha pefmificlci reÓioyerccm1rJ1ayor efiCienC:ia'Ios_ ~nhibÍdoÍes,d§la/eaccióri 

del PCR .. si.nge~:~,ª~ ~,c~r. ,1d1'· p~sf u'.~f og]~.uf }a 'R{cssnci~.d~~.'~.ifº~i;n;i:f hiif x?d.ur~nte 
la ebullici.ón, captura aquellas sustancias que pudieraninteí\'.eni.r en lareaccióndel PCR. 

~~~:f ~~~f~f~}iii:1!~itt~lf~~i!!~1~~f~I::~ 
amplificación de 1~ ·secLe~d~ corr~~pondi~~·ies ;~1 gen de p~g16tiina;~ri· ~sias n1L'c!súas, 

·. -.: ;··: ··:':·:. ''-":.· ... :·~--< :··,::.·';-, .. -~-;-··:- "•).·:·_,·:~,:~·.---.,· .. ,. ·-"~,· ··i;,,.,".··"•;:·.·--~;:¡::-.-·.".·.-.: .. ,:.·--.>_,··;·: 

considerando que ai utiliz~rfas~mue'stíasqí:íé ¡:Í~~sent~r~n la:irihibiciÓn; esie;· gen 'podría 
amplificarseallisarseÚ;e~Í~a.>; ;:: .. ;·.· ·.:; "·,, . •'··¡c;¡ 

Los result~do~de ampÚflc~i:fón ~~e 5·~ 6btuvi~;dA utiliz~rido ia)~si~k.se ~:~ese'n;an en la 
,· -- . . ·. 

Figura. 1 O; como se ob~eíVii'~n di~há,figJra.~ia ré~cciÓk d~ ~mpÚflc~ci.Ói1 se'pÜd6 Ílevará 
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Resul1ndo.1· y di.1·c·usirme.1· 

cabo a partir de distintas fuentes de DNA, resultando eficaz la amplifica~iófrparadicho 

gen. Por lo que result~ ·.interesante para ~stuclios .posteri()res, ~ri~é'.rojealiz~r la 

estandarización del tratamiento con la ;esi~a en ~~esír~fbioió~ica~:(prl~cipalmeníc en 
. ' . ', : _,.·.. - . --·· ., .• ¡., _,, •. ' -· --- ·- . ., .¡'.·J ' 

aquellas que presenten inhibición), y cdnio s~guncio paso~la arnplific~ci6~ por PCR de urÍ 

gen conocido como f3~globina. 

pb 

622---. 
527---. 
404---. 
307__.. 
242-+ 

147-+ 

cAuln<Hd.n (ONI\] HcLa 

1 otl 
DI) e 

DI) e e ~ = g 
"' .... -

(DNA] RC-50 

< 
"" 

DI) o.e DI) z 
e e e Q e 

= :!: ~ = e 
U) U) ¡¡; .... .., ~ 

.... - 268 ph 

Figura 10. Efecto del tratamiento por Chclcx· 100 (ver materiales y 

métodos) en la amplificación de p-globina por PCR en células HcLa 
(10-5000 células), en DNA purificado de He La y en una muestra de 
raspado cervical (RC-50) positivos para HPV. P.M. pBR322/Mspl 
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(."rmc/usionc•.\' 

6.- CONCLUSIONES 

1.- se· estandarizaron las,coridiciones''dereacción. de PCR; para la detección de 

secuencias de. DNA· de. p~pil~ní~v'¡f\J·~·h~+an,o: 

2.- Se encontró q4,e l~~:·¡i~[áín'e~ró~'.111~s:i~por(an!es p~raobtener áltasensibilidad y 
especificidad en la'feácé:iórÍ de'PCR son:conC:~ntración mínima de DNA de HPy·· a 

detectar, unid~d~s :el¿ 'e'nziili~ (Taq;;ÜNA pdlim~/asa), número d~ ciclos de reacción y 
concentración d~i6-~es~~J~~sió.; ... . . . . . 

·z~·~: .. :.<:·'.;; 
.. _,· 

3.- La reacción k PC'R p~'rlllitió determinar la ¡iresencia de HPV tanto en células 

completas co~() erÍ ni-JA' pLlrlfi2~cto. 
:. :' .;· <.'. ··.;: ·.:;·e·; '<"'.: .. :"':"·." • •' • 

4.- Se encontr6qu:'.·1lx~xiracciÓn ·~~ DNA:a partir< de muestras biológicas (biopsia y 

raspad~~ c'ervi~á·J~s) ~s ~; J~scí i~dis·p~ns~bl~ par.a la amplificación· pof PCR. 

--.: .. -:: .. ~'.: : .. -.~-' -·~·.:: :_·:;·<. ·_: ._ .. _,'.; ', ··.· .. · -· . >:· . ·_ · .. -. _·: 
5. - Se determinó la' pres~ncia de;:s.ec¿~ncias cle.DNAde HPV eÍl rllue¿t~a~ de lJlopsia que 

presentaban .• lesio~~s;'·;jPrf~fª~~ros~s-é·.y~'..··!l~~r~~.cl~~s.'.~~~~~\.~.~c.Q;'··.·~rt,C:6.ritrándose 
frecuentementé al HPV tipo 16 dé alto riesgcien lasinuestias tipificadas .. : ··· 

~;· ·,:.·:-_;)/··'- . ;_-__ : :· 

. 6.- De los estudios de detección de HPv;~~·alizad6s ¡les!e;tribajfy l()s reportados para 

la presencia .de anticuerpos (viral }'celular); se. puede concluir que se encontró una 

correladón signiflca~iva en al#u~~·~ ~ues¡r~s el~ biopsia~ con l~siéin temprana y avanzada 

de CaCU. 

7 .- En mue_s~ras de raspados cervicales d~ pacientes controles y en paci~ntescon le.siones 

precáncérosas. y a~a'.~~ad~s.d~ cáncer 'céí\li~o~Ütefi.~~o ·ii d:~ienni~ó.fa ~Pre.sencia ·del .H PV. 

En las muestmtlpificadas ~e encontró la'presenbia del ~iru~ clel p:apilÓ~a húnfano tipo 
16 y 18, y ~n al~~na~ o~~siolles ¡mr~sti~os ~e d~t~~t!lron'j~n;os. •. · ... ' . . , 

.L,,";r.>···'·',: -,<: •,., -,'(:::,.>;;;,:'-·"_._-'.,, '." '> 

8.- Se identificÓ.líl:JJre~~n~ia;del'HPV ti]Jo/18 e'nmuestras cle iispados ,cervicales en 

pacientes con. cil~logía'(h~rm~I. Es '¡~ter~sante destacar que.· esté tipo. de.·· HPV se ha 

reportado en los casos. d~·~á~~~r·~~anzad~. . . . 
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Cm1c/11sio11es 

9.- Respecto a los problemas de inhibición en la reacción de PCR, estudios P.reliminares 

en este trabajo, indican cjue el Uso de. la resinaChelex: 1 OOes un posible éandidato para 

reducir lós problemas'cie Ínhibició~: . ·'·-·· ,- ·- '. - .. ·:,· .-,.; -.-

:;,;;;]~}~~f,~~l~~i~;~?it;~~~~~~~·f,~~~~J1iI~i:!:tilit.~f if ;: 
Aque!Jás persmms sin. ¡~~ión, a fas qúes~ les ha'deter,min'~cÍ0'1apr~s~n6i~ 1d~HPV, deben 

someterse a u~a éxíiAii~~:~iÓ~ ~édic~ perÍodi~a. Com~ s~ sabci la 'mayoria de \~s c~so~ de 
Ca CU se <l¡'~gri6stic~~ ~i~ u'n~· fas~ a~ánzada y su diagnóstico teriipran~ d~. inf~éció~ viral 

puede prevenir ~ste problema. 
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