
' .. o3o=t-z 

IMPLANTACIÓN DE TÉCNICAS 
MOLECULARES PARA DETERMINAR EL 
ESTADO DE p53 EN TUMORES Y LÍNEAS 

CELULARES DE CÁNCER CÉRVICO 
UTERINO 

TES IS 

QUE PARA OBTENER EL GRADO DE 
MAESTRO EN BIOTECNOLOGIA 

PRESENTA 

JESÚS AGUIRRE HERNÁNDEZ 

TISIS CÓW 
PALLA f.1 C~IGlll 



 

UNAM – Dirección General de Bibliotecas 

Tesis Digitales 

Restricciones de uso 
  

DERECHOS RESERVADOS © 

PROHIBIDA SU REPRODUCCIÓN TOTAL O PARCIAL 
  

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal 
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México). 

El uso de imágenes, fragmentos de videos, y demás material que sea 
objeto de protección de los derechos de autor, será exclusivamente para 
fines educativos e informativos y deberá citar la fuente donde la obtuvo 
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro, 
reproducción, edición o modificación, será perseguido y sancionado por el 
respectivo titular de los Derechos de Autor. 

 

  

 



' _J 

j 

J 

j 

' j 

.., 
J 

• Unidad Académica de loa Ciclos Profesional y de Pos11rado 
Jn"'lff'..ll'll1o•s Sur v Circ;ualo Escolar. Ciudad L'nivers1tari.i. ~t.:-,il:n. D. F .. Cúd1°"n Posl.11: 04510 

UNAl\1- CCH 

••OYSC'l.'O ACAD .. zco D• 
LJ:C-CZATUllA,. llA88TllZA Y DOC'S'OltADO 

- aJ:OTSCllOLOCIZA 

Da. mZQV• •ziiA CIAllSA 
DZasCToa G-saa.L D• 
SaTUDZOa D• ~·ClllADO 
• a. a a. T. 

OF.AAC/089/97 

Por eate conducto hago de •u conoci.a.iento que e1 coa.it6 
Acad6a.ico de1 Xnat.ituto de B.iotecno1og1a y e1 Dr. Patr.icio 
Garig1.io V.ida1 tutor de1 aJ.01. JeaQa agu~rr• ••ra&•••• dan •u 
apoyo para que, de acuerdo con e1 art1cu1o 34 de1 Rag1aaanto 
Genara1 da E•tud.io• de Po•grado da 1a UNAM,puada pr•••ntar •1 
examen para 1a obtanc.16n d•1 grado da aaa•tro en B.iotacno1091a. 

Si.n otro part.icu1ar aprovecho 1a oportunidad para anv.iar1• un 
cord.ia1 •aJ.udo. 

ATENTAMENTE 
"POR MX RAZA HABLARA EL ESPXRXTU" 
Cuernavaca, Mor.18 de noviembre da 1997 



J 
. ¡_ ..... 

¡j 

.. .. 
• 
1 

A mi familia 



.! 'l'ADLA JJE CON'l'ENIDO 

NESUMEN ................................................................................................................................................. I 

IN'l'KODUCCIÓN ...................................................................................................................................... 2 

CÁNCER CÉRVICO UTERINO .................................................................................................................. 2 
VIRUS DE PAPILOMA HUMANO(VPH) .................................................................................................. ·I 
LOS Vl'l-t Y EL CÁNCER CÉRVICO UTERINO ........................................................................................ -~ 
GEN SUPRESOR DE TUMORES 1'~3. .. . .................................................................................... 1 O 
VPH Y 1'53 EN CÁNCER CERVICO lfl'ERINO.. ................................................................................ ¡:¡ 

MA'l·~:KIAl,ES 'V MÉTODOS ................................................................................................................ 17 

PULVERIZACIÓN PE LAS lilOPSI AS. ... . .................................................................................... 1 7 
EXTRACCIÓN DE ARN TOTAL. . ................................................................................................ 17 
EXTRACCIÓN DE ADN .......................................................................................................................... 1 K 
EXTRACCIÓN DE ÁCIDOS NUCLEICOS A PARTIR DE LÍNEAS CELULARES ................................. 1 <> 
l'CR PAKA AMPLIFICAR IJ·GLOBINA ................................................................................................... 20 
RT-PC'R DE 1'53. . . ........ ............ .... ... ... .... . .... . . ............... ................... ........................ .................... ... .... 20 
PURIFICACIÓN DEL PRODUCTO DE PCR ............................................................................................ 21 

a) />IJ/(J/<'/C.'AC:IÚN IV->R Ml<'l.>10 /JH MINJCO/.IJMNAS . ...................................................................... 21 
/>) J>IJNll•'/C 'ACIÚN JV-.>R <;J<'f. Y l'lll<'C:ll'ITAC .'JÓN ................................. ............................................... 22 
e') l'l IR/FJC:AC ."JÓN l"OU Cih'J. Y /o,f/NJ<X.JJ.UMNAS . .............................................................................. 23 

SECUENCIACIÓN DE 1'53 ....................................................................................................................... 23 

RESULTADOS ........................................................................................................................................ 2!' 

MUESTRAS Y LÍNEAS CELULARES UTILIZADAS .............................................................................. 25 
DELIMITACIÓN DE LA REGIÓN A ESTUDIAR EN P53 Y DISEÑO DE LOS OLIGONUCLEÓTIDOS.2<> 
EXTRACCIÓN DE ÁCIDOS NUCLEICOS .............................................................................................. 30 
PCR DE i1-GLOBINA. ............................................................................................................................... 30 
f('r-~R r>t\ 1•53 .......................................................................................................................................... 32 
PURIFICACIÓ'! DEL PRODUCTO DE PCR V SECUENCIACIÓN ......................................................... 32 

DISCUSIÓN ............................................................................................................................................. 36 

OLIGONUCLEÓTIDOS ............................................................................................................................ 37 
EXTRACCIÓN DE ÁCIDOS NUCLEICOS .............................................................................................. 37 
PCR DE! P·GLOBINA. ............................................................................................................................... J() 
HT-l'C'R DE t•53 ........................................................................................................................................ 41 
SECUENCIACIÓN .................................................................................................................................... 42 

RE~'ERENCIAS ....................................................................................................................................... 48 



i 
_j 

J 

RESUMEN 

11:n M(!xico ni cfJncnr <~ un prohln.ma imp11l"f.unt.n de? i-;alud pfdtlica ya 1J•u~ •.tcup;J ni sn~1ndo 

Ju~ar com11 eauHll dn 1nUC!rLc!. /\qui, ni cf1n1:,~r 1nf18 fn·•cul!nLn C'.!i l!I c{1rvic:o uLc!rino, flUC! 

.:on,prc~ndo 1:asi la 1~t1arf.a parl.c! rJp lf1d1.1H lt1s '~~JSCJH do 1:{uu:nr, y :;e! culcufu qun por ?->U caus;1 

1n1u!rn lJll:J nluj<".r n1P"'l<":Jna 1:;uf11 íc•r1'.1'r ltor;J. Ca:-:i f.11d1Js Jo.~ c·a~•M" de• c:fu1cc>r 1•nrvic:JJ c•st6n 

.u;uci:HfrJH C'(ll1 Ja prrna•1u:1:J dl• ~a·t·111•11t'r<H-> ~P.n1··1.1c::;1s dc•I virus dP pupdorna hu1nano (Vf'I J). J•;I 

VI 'I f, ruir"' i;í ~.-,110, no c:nu.;;J c•I t~fHtt:1!r de~ c(•rvix, pnrcJ sí Li•?nn lln íHJíH'I irnportanln c•n :;:u 

,1paril:ión por nH•dio dr! l;m pn1l.1~inw .. ; 1•;7 y J•:n codificadas en ni g-onoma viral. J•;7 indut:c~ 

n111l.;u:ionn .. c.; y rearrn~los crnn1us{m1icc.- en (~J genuina celul:Jr. m iC!rtl.ras que~ la int.C!racción dn 1~;(i 

con la prol.c~ínn cnlular pf'j:l irnpidc~ que! (!Hf.a parl.icipn en la roparac:i6n dol daño a:on(,f,ico. p5."I u.o;: 

(!I g'en que~ <~<il.{i mut~ulo con m{JH frc-cucnc:ia <!O <!fJnCC!rrni humanc.JN. l•;n c~f.tnc:nr dn c(!rvix Ht! h-.i 

dc~t•~f.;.tdc' una .:orrolaci(Jn n<~i!af.iva ont.re' la pre~nncia de! Al>N do Vl"ll dC! alto ri<?sgo y l:J 

altC?r;Jciún e.lo p.~:1. Se ha nnnscufo quo c~sr.:-1 rnlaciún invC!NIU sn doho u quo ha prc>f.c,ínu Jj:n, de! 

VPJ J e.le~ uH.o r"it'li~o. provoca la dngr:uJ;M!i6n aculnrada do pó:S. No ol>Ht.tJnlo. algun11H 

ol>sorvacionc!S pc!r1nil.c~n suponor c1un la rolaci(1n ont.r<\ l~H y pli:l nn c:f1n,:ur corvical pcxJrfa no 

~,~,.. l.¡.-u1 Hc.~ncill;J como so portsahn. t'or ejemplo, Hi hion J1;(; prorJoicia la dc!i;-rat.Jaci(Jn U<~elnraadu df! 

r1T1:: in vi-lru, no ClSf,(J clar·o qun P ... ~l.c• 1niHmc> ocurra in tJi11t1; adicion:Jlmnntu. nn 1nut~f.r"at-1o do 

f.u1nor1!H no e•.:-. univnrs:JI l:J rnhJt:1(111 invorHu nnl.ru prnSC!ndu t.Jn AUN dC! VJ>JJ e.fu ;JU.o ric!Hgo y 

1nuf.ac:ionus de! p/i."l. J•;n (~t.n f.rahaju sn imptnmt~nl.aron l:Js f.c"?cnicns nnccMarioAH para ell1t.onnr 

{u·i1lc~ nu1:h~icclti dt~ hi<>psicu.; y línc.•:Js culuJ:.1rc""S dn c:f.lnc:er t!1ffvical, puru ;:Jmplificar por 1-lT·l'CI~ 

le~; t.ranm:ril.c>fi dn 1!81.as munsf.r·;Js, y para st~:unnc::itJr c?I J\l.lNc de? p.'f."I, con la intC!ncif1n e.In que~ 

c•sf.o fH'rmit.:J conc1C~nr- f:J írc~cu1?ncia y la úisf.ritruci(in Je~ las muf.uc:ionos nn ni i:un J>litl on 

f.urnorl~<i cnrvicall!S. 
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INTRODUCCIÓN 

CÁNCER CÉRVICO UTERINO. 

11:1 c:iíncer e$ un prohlflma import.ant.c do salud pública un México. i>o acuerdo con laH 

eHt..HlÍ:·d,ic::u.; 1T1{iH r-c~cinnl.<!H, nn IBH·1 hubo H2.7!lf; cosos n11cvos de c{ancer, dn loH '~ualc~H 

<:aHi doH l.<!rc:inH (<d (j-1.7'M•) H<~ prc~~c·ntaron nn mujcH"OH (88/\. J~)Hf;). l•;Ht . .oH duc.ru; se rc?finr"c~n a 

la incidencia de! c:íncnr. 11;n lo cunc,!rnionto a la mortalidad. dat.oN dol INlc;("ll y In SS''· 

pura oHfl miHmo año, indic:nn qul! ni citncnr oc:up{• ol Hea,tunt.Jo Jugnr como cauHa du muert.e 

(vóa.No la 'rnhla 1). 

Tabla 1. Principah .. -s causas do MerlaU .... en México, 1994 '1NEOl/SSA l. 
Posición Causa DefurK;ionee % 

Enf"crmodadca dol oora:t.ón 60,773 14.SO 
-laquémica 36,02~ 8.59 

2 Tuntorcl!I maliJCl'Jt.Ml 46.4:18 11.07 
1. Tráquea. bronquio& y pulmón ,,847 1.39 
2. EHtúmago 4,671 1.11 
3. Cuello del út.cro 4,386 1.04 

3 AccidcntcM 37.234 8.811 
-1 >e tránRito 14.409 3.43 

4 El rcfOto 274,644 6,.ss 

TOTAL 419.074 100.00 

11:1 c:ínct~r m;ÍH frpcuc~nt.c:~ Pn PI paÍH c~H ol í!i"!rvico ufA"?rino ('rabia 2). •;n l!M)-1. hubo 14.ññ-t 

caHuH. que '~quivalon caKi a 1;1 <~ua.-t.a parf.e Üfl t.uduH luH cánc!nrt.?H du oHe año y a JXK!O m{&K de 

un tercio du luH caHnH íJUO 8<? p•"nHcnt.nron on la pohhaci6n lhmuninu (''l"uhla a) (SS.A. HMJfi). 

l1:Ht.o por lo que toca a la incidti:nciaa del cáncer cervical. (c;n cuanto a muerte•. c:n l!J!J-1 

ni l~?rvico uterino <K:Ufll> ol lcrt·c~r lug-ar t?n munrl.uM provocadas por t.uJ'llorus malignos. con 

'1,aH5 dt~Cf"!HOH ('l'abla 1). y f'uc~ 8up,~rado í1nic:amc?nt..t:' por c!I cí1ncur dr. traíquua. bronquioH y 

pulméu1 1 'lUC! oc:up(> ni pri111C'r" lugar (fi,H-17 111unrfA:?M). y· por ol de: uHf.1jmago (-1.U71 tlucuHoH). 
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8n calcula ()U<.~ 1nuur(! una rnujor m<!xic:nna cada l.or"c:nr horu a cauHa del c:inco,. dt! c(!rvix 

( 1 ::! JTI uor1.l!H diarias) (881\.. J ~)~)(;). 

Tahla 2. Jncidc-n•·hl de c:\nocrCR por lnpoArar .. i=enel"Jll "'-'"fl México. 1994. 
l~c~'E._JO:l INMM/IXIJYSSA (SSA~ J<><J6). 

_J_.u1•.a1· T«~afiH Número l!.-ú 

1 Cuello del ... t~~l'"ll• ,·.¡:¡-4·¡-·-2:1:2 
2 Ma1na f'c111cnina 6,406 10.2 
:• Cihindula pHJfi.1.:ilic.a :<,071 4.9 
.-i l.infoma,., 2,781 4.4 
'.> l~i-:tóm:ago 2,343 3.7 

" Tcjid(tS hlandoN 1,691 2.7 
7 l..cuccrni:1H llJ!.tadas 1,651 2.(i 

8 l,rimarin dcm:cmu..:ido 1,S34 2.4 
'> Traquea. bronq1.1ic~ y pulmón 1,4SS 2.3 
10 (>vario, fTompa de f'alopiu y ligamento ancho l,3S4 2.2 
11 El l'CHtO 2!',B4S 41.24 

Tolal 62,67!' 100.00 

'l'abla 3. llH"Wearla do cál'llJOl'cs por lapearafta e11 la 111-.Jer en Méxioo. 1994. 
Fuente: RllNMMllXlli/SSI\ (SSI\, 1996) . 

l.ugar ·rannurafi• Núm..., % 
1 Cuello del útero 14,644 36.9 
2 Mama f"cmcnin11 6.406 15.B 
3 U,..ario. trompa d., f"alopio y ligamento andlo l,3S4 3.3 
4 l .. inf01na11 1,164 2.9 
~ Cuerpo dol lllciro 1,049 2.6 
6 Eatómago 1,004 2.S 
7 Primario dCHCOn~ido 910 2.2 
11 <.il:tndW. tiroidCN 894 2.2 ,, TcjidnN blandOA 7'.>I 2.0 
IC> 1 .cuccrni.aR •llUChtN 781 ·-~' 
11 

·~·~'º 
11,647 28.73 

Total 40,!'44 100.00 

l . .ioH caHOti t..ic~ cúnenr dn c{!rvix put~dnn tJjvidirHe un doH ¡.:rupna: 

los que '~Htlan :uu.)(:i:u..loH con Rt!cunncius dn virus de papHuma humano (VPJI) du alt.o 

rieHgo, qun Hon la mayoría (Mi>% u m:ÍH du luH caKoH) (Kurmann y cuis., l!MJ'.l; Schnuidor, 

IH!M); y 

~u1uólloH cuya caut:Ut Hn deKconoct! (no nRt..{an a~rx:iados cnn la prt?HC!ncin <ln M<!<:uunciaM du 

VPI 1 y fin dí~Hconocun lnH nlh?radonc?H J.;Un{}tic::tH ""ºlo provocan). 
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VIRUS DE PAPILOMA HUMANO (VPH). 

IAlH v1•11 NtJn virui:-; etc~ l:J r:1n,ilia 1•:1povavirida<~ (l(urmunn y c:olN., ·~)!)~; 1•fistL~r y FuchH. 

J~J,t·I). ~riun<~n una c•Íf>Kula icoHah{•Uric:a cumpuoHta principalmnnt'~ por 1;1 pr-ul,eíri::1 l1I y. <-n 

n'lenor 1n<!dida. por la L~. Su t-!(•nom;1 <~H un:1 c::adPna doblo dt! AUN circular d(~ al,.Pd<~dor d<! 

Hkh, qup cont.iPl'll~ HniH 1-~Pr!<'~~ el<~ PXpn•Hi{Jn lr-n1nr:1na (1•;1, ..:~. ,.;,.,, l•:r». r~:H, 1·;7). do:-t d<~ 

PxprPHi(111 1.:1rdía (l1I y l1~). y 11r,;1 rf•gi{111 rf•f..!uladora conocida c111no rPg-i(1n lar~:i dn conl.rol 

(ll.l .C). He~ conor:Pn 1n1Í!-; cJp 70 1 ipn:-: di' Vl'l I, qun Ht? nnctu~n1.ran <~fl diíf•r<~nf.P~ parf.<~s di~I 

cuc~,.po, y upr<nd1T1:JCJa1n<~nf..-! !!O de~ c•llui-; h;1n :-;ido halladoH <~n la r<.~1-{iún :uaoJ.,!'<~nit.al (:.t.ur" 

llausnn y de Villit~rH, l!JH-1). ll<~ PHl.oi-; últimm.;. alJ.,!'unoH, como luH t.ipuH Hy 11, Hn pl"'t?tmnt.an 

<H• let-0inn<.~H bf~ni~naH ctuno PI <'.c1rHJilorn;1 :1cu1ninat.;1, rnra Vfl:/. un luHiunoR malignas. l'or f${.;i 

ra:.r.l'u1 H<? IPH c<HlO<~? <!omu Vl'll d<? bajo ric?Hgo. ltay ot.rnH cuyo mat.nriuJ g<H1{~f.ico 

rrc~cucnl.f~mnnt.o so oncuonf.ra un lr~sionns invaHuraH, a.aí que son conMiJnratloH Vlªll do alto 

ricH~o: l.ipoH Jfj y JH. (C'inalmt~nt.c, ot.roH Hon cont:-1idc~radoH tlf? riuHgo inturmodio (:11, aa, r; 1 y 
f>:¿;) ya que su mul,nria1 i.:en(?t.ico HO prc.?H<?nf.u en ncoplaHiUK malignaK aunque nnn mnnos 

frc.?cunncia que luH t.ipos u; y IH (:,,,ur l lauHCH1 y do VilliorK, l!J!Jlj) . 

1 JCJS Vl•I ( infc?cl.an c~6.lt1laH npitc~lialc?H de?) l?Hf.r;1to basul, fJUO Hnn indiforflncindaM y f.iunon la 

capacidad de dividirHc; en cundicion<~H normalnH algunaH de las c.:l?lulas Jo la capa haHal 

dnjan de cJividirHe, n-iiJ..!ran hacia la 8Uporlicie del epit,olio, y un el camino van 

difr•rcnci:indosu ha,..;t.a morir. La rt?plicacil>n dnl materinl J.:'unútico viral, la t!xpn.?Hil>n do Hl1s 

'-~<"nrn-;, la HÍntrn-;iH de prot.eínaH dn la c;ÍpHula, c-1 ens:unhlado do la part.icula viral y Hu 

lil>t.~racil>n parn inf°<?ct~1r «.ll.roH inc!ividuuH, dopí!ndun l.l>t.almnnt.u do (!Hlu pr<x:oHo df? 

c.Jil°<.?rnnciaci{,n y n1uPrfl.! cht laH c{~lulas <?pit .. nliales.· Pur·e.i<HDf))o, en laH c{,luJas Un la car>a 

ha8al no hay rt?r>licaci6n dc.~I J..:'C?noma viral: f~n laH c61ulaH quf? ahandonan eHa capa s'~ 

nxprrn-tan los i.:c~nc.?R t.empranu~ J((; y 1•;7. pf?rll UHt,(J8 no Hf? l.ranHí:rilw.~n on laH c<'dulaH 

c.Jiff?rl~nc:iadaH; rn.:t í?n el esr.r:il.o granulrn·HJ donde HO uhHnrva rt?plicacil>n del Al>N viral y 

HÍnf.<!HiH de prn1.oinaH de la t":Íp.sula; l.antu in tJiflo como i1& 11il.ro (HiHt.umaM Un cult.ivo 

org-.nnot.ípicoH). la íi>rmacic'"•n de• pnrt.íc:ulm·; viraleH UHt.ií r<!Htringida a laH células 
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(~orno r0Huft11do cJn Ja infecc:jón por VPtl. las c:(~JulaH hu<~Hped f>r"nSt!ntan un ~uunenl.o r~n /u 

ncf.ividZJd miU .. Jf.Í<:n y un rnf.ruNO o.n HU dif<?rnnciuc:icín y S<!ncsc:nncia. Sin cmtu1rgo, no 

C?H<:fJ(>Un a lu dilhrenciuc:ic;n ni a hJ mU<!rf.e. #:JH <:ualc~s per'1'1if.(!n la lil>í!ruci•ín do pHirf.ículan 

virulf~H HUHC:<!pf.iblns ,J,! inI'e<!f.ar a ut.roH iruJivicJuuu. No :iP Ha.he.! a qu(? HC~ dnlH.n• ol :1umnn•"1 

t~n l:.1 ac:1.ividad mit.üf.ic:;11 y Jos rot.raHt>H t!ll la dilC:~roru:i:n~itJn y <~n fu 1-1nnoH<:<!nciH (zur 1 J;aLJHcn, 

10:>,.,; xur llausen y de ViJJiorH, f~r.J-'I). fi;Hf . .os 1•fc-c:l.1JH no puednn ar.ribuirsc él fa inf.nr:1cciiJn 

d<! J;,u.; prol.PÍnas fl;(; y ,.;7, C:c>tJif'icadns por ni gí'llCJITI;J VÍraf, con J;u.i prof.nÍn;JS cnlul;Jr<~H nf;a .Y 

B.h, rc?Hpec:tiv:unonfA'~. qun son Hllpr<~sor:u: d<' l.tunorr!::-Z y que pnrf.ic:ipan <~n <~f ctJr-tl.roJ dc!f 

cir:lo celu.lar. 11;HLO R<~ cnl.i<!ru:Jn cuando Ne lt1m:1 <~n 1~tH!nf.a qun lus prnl.f•.ínas f•;tt y 1•:7 d<? VJ>' 1 

dn bajo rif~Hgo tinnnn un:J ha.iu :1finid;1d por púa y Hb y. a pl?l:UH'" <In c~Hto. nsoH V,.11 pn.1voc:Jn 

una nst.imulacir)n <?xhuhoranl.e clo Ju proJifc?r:J<:iún culular y un rotra~o <?n l;1 dif'ornnciacitin 

(:.r.ur llaut4t?n, H.HM; ~ur llauHnny dn VillinrH, JBH..,). 

LOS VPH Y EL CANCER CÉRVICO UTERINO. 

IAI infc":<x:icín ,-,or VPll <Ju aU.o rinHgu tinnn un papc'!I imporf .. u_nfA.? un 111 J.,..(?nONiH del c:ín<:<lr 

cnrvic::d, como lo al.r?Hf.ig-au1n num<!rusaFf nhH<?rvuc:ionnH, enf.ru IHH cunleH M<.! c:uunt .. un laH 

Hig-uinnl(?N (Kurmann y r:olH., l!J!J2; l•'iHhnr, l!J~J-1; Mcl)ougufl. HJ1M; Schiffmun, 1!J!J.it; 

Schn<?ider, HJ!H; Stlipplnr y cuis., Hm-t): 

l. L:J t.aHa do poHit.ivid:u.J para AUN ele VPll on hiopHiUH d<? mu.;nrnN c:on c1ínc:nr c:nrvic:al 

(haHla el !H;~6) eH mu .. ~ho 1n:ÍH all.a <JUf! en la pohlacirJn nn gnnoruL 

!:!. Mu.;cH"'<'H con hiHf.rJria dt? l<~HionoH int.r:.1opif()lialnN nNcamoHUH Hnn t.amhic'"?n miiH 

fn.?cuont.um<?nfA'~ pusit.ivuH para VPll CJUfl lnH r:ont.ruleH. 

a. •~• proi-1nncit.1 dn VJ>ff aumnnf.a lin,mlment.c~ con la H<~Vf!ri<.lad do ht diHpJuHiu c:o.rvic:ul. 

-1. 1 lay una rulnción invnrsn f!ntrc Ju prcHnnc~iu de Vl>I 1 fi u 11 y nJ nivel <Jo fu nuuplaHia, y 

hny una l'"f?lacil1n <.liroct..n nnl.ro lu prflsenciu de VPll lfi o IH y la suvnridad de la 

diHnlaHia. 

5. l•;J rif?Hgo df! mujf!N?H c:on nnopJ:tHia int.r~1npitulit.1I c~!rvic:al (NI(~) f,.!rado 1 dn progroNar :t 

NIC~-111 <~H m:-1yor Hi t.i<?non J"\llN "'~ VPI 1 dn ulf.o rioHgo, fJUt"' Mi i!SfA:? <'H d<? buju rioHgo. 

ft I lay sim ilit .. udc?H <?n loH f;1cl.orns dn rir!HJ..rc.• par:J infhcc:i6n pur VPIJ y c:ánf:.'"!r de ,y;rvix QU<? 

upo.van l.n rnlac:ic'in nnt.rn amho:-;; por ".iompfo, el númf~l"O d<~ parnjua HnxualeH aumonf.11 c~I 
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riuHgn dn poHit.ivit..fad para VPll • .v la primnr:J. rolac:i<jn soxual l.<!mpr:ina aumf!Ota ol 

·,. J•:I ,~i-;lado 11:-;ic~o dtd J..!enomH vir"al difi<?1·n c.!n el c.·úncnr, yn qun so inf.PJ.:ra .al l\IJN de '11 

c:{!lula hul~spc~d. t!n c:ont.r;asl.c· cun t!I Al>N viral libro <~n lrn.;iunoH no n1ulig-naK. 

8. 1 AIH cardnomaH curvic:Jlí•H tit?n<·n ~c.!nlJJUaH d<! VPl I quo, uunquf! nll.nrador-; Y 

rc!arr<~~f;Jdug J>or 8U inf.c?g-r:u:i1~111 al ~c!no111a cc~lular. expresan uniformom<!nl.e loH g-uuuH 

l•:<i y 1•:7; <n1 c·uril.r.:18(.<~ con <d n~~~f.u dn hrn i~Pn·~~s tcmpranoH, <~Hf.a reteneii"Jn y t!XíJrt~siún de~ 

l•:c; y J·:·¡ c~n l.tunorPK, :i~~í c:orrt11 01.1·;1s uln->c~rv;JC:ioneH, sug-i1·rcH1 que~ <:HIUH g-nnc!~~ S<' 

rt!qu 11 •1"c>t1 p;1r:i í'I inicio y c.•I 111;u11('riirnipnl.o Uc~I rn-a.aUo maligno. 

J ~:i J.:ola in f(~cci{•n por VI •11 dn :111.n ri<'HJ.{O no provoca <~:Ín<~'~r cnrvic:i l. l•;Hl.o d<~lM? onf.<?nlJl!rHn 

1•11 dos H<.?nl.idoH. f.;n el prin1cu·o Ut? ellos, quiort~ decir QU(? oJ c:ínc<?r" no CH la conHncuoncia 

norinal. inml·.diata n inevil.nblt~ e.Je la infeccif1n por Vl,11 du allsJ rioN~o. l•;n HU lui.{ar. l'f'lf.:J 

infC~eci{u-. da origc?n a la mult.iplic!aci6n d<~I viruH, la cuaJ roquiern dn cólulaH normalcH, no 

l.r:u1Hformad:1ti, en un nv<~nf.o quo parnco Hor l.r;tnNit..uriu, ya que la infección f.ioncln a 

dc$aparnc<.~r ni cahe..l do un l.il?mpo (SchilTman, l!)H·t). ft;n {!HIA.? Hent.ido HU explica qun Ja gran 

nrayor"Ía dt? la 111ujcH"<?H inf<?cl.ndaH por e:--1.oH viruH no H61o no deNarrollan c:;Ínf!f?r dí? c;c~rvix 

(J{urmann y cnlH., HJH::!; Alt.n1ann y cnlN., l!J!J.1), i:.dno quo clínicumonll! RU iníuc<!ión pu,.HJ 

c..Jc?Hap<.?rcihicla y no deja RUf!uelas (Schi!Tm;in, HJ!j-1). J•;n el of.ro Munf.ic.Jo. la ROIU infu"ción por 

VPI 1 no pn>voca t!I c:'inc:t!r d<?hido a quf? {!Hl.o r<~Hull.a dt.~ ciert.o númuro Jo aJt.eraciunrn.; 

n1ol<~c:ul::irnH en Ja c<'?lula, cuyo númf?ru y n:11.u.raJe:r.a (?xc;edun y traf:.lciundun la .sulc-J 

J>r<'St!rtcioJ dt~I mHf.<~rial ~cnútico viral y loN ufnct.oH inm<~t.liut.oN Jo h>K producf.<)H que Í?Hfc 

cndilica. J•;n (?HI.<? Hn~untlo N<?nf.ido, Hn cnf.it.~ndf? <?I lari,:u t.inmpo que l.ranHcur-ro ont.re la 

infí!t 0ci1Jn y la :iparicir'1n th~I c{Jn<'.<?r <:<?rvicnl (l•'iHhcr, HJ!),t) ... cuande.> aparnc:o. 

l\IJ;'1H ;-¡Ún 7 la inlbcc:il>n producl.iva normal y ni rn.t.ado canc,?NJHO Mon incompnf.iblnH nnt.ro NÍ. 

1-:Hlo HI.':. deb" a quu In mull.ipli«:Jci(>n virul eHt.:í un íntima rnl11cilJn con la tJUhronciación y la 

mLJcrl . .c df' l;JH <~c°?lul:u-1 inf<~ctadas (f{urmann y colH .• l!)f)2; FuchH y PfiHl..t?r, HJ!).1; z.ur 

! lausc~n y dt?. Villinrs. 1:J:)·I). ~Ün crnh:Jrg'<>. nn f!I oHtado c:inc:oroHo las cl~Julas npil.elialoH H<? 

dividen indcfini<.Jatnen1.n, Hnn i11111ort.alt?H y no HC? tJifernncian, lo cual hace impoHible la 

111 ull.iplie:ici,Jn dol viruH. l•:H pt•r l'Hf.o •1tu? la iníPcción normal por Vl1'1 I y t!I f?Hl.adn celular 

c;uu:uroso Hun muf.uament.n Pxduy<~nt1.~H. y i'?Ht1..-i úll.imn <!S una conlUci6n :in<imala t.ant..o 

dt~sdc "' punt.o dt? visf.a ,:,~lular 1·nmo d<-.sdc el pun1.o dn viHt.:1 de la 1nulf.iplicacic'1n viral. 1.;Hf.:1 
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conr:lusió.-1 <!H Hul>rflyad;J por nf hc?t:ho dn qu<! un 1tr11n nú.mcro de mujercH infectadas 

por Vl»ff n<11 dt~Hnrrollan c:ínccr de cérvix (l(urmunn y c:rJIH., lfJ!J~; J\Jt.m;1nn .Y c:rJIH .• 

lll:M). 

11;1 pnr><?I dn loN VPI I de ali.o ri<!Hgu nn la n11:.1ric:i6n dnl r:.lncc~.- de! c:ih"'vix. parer:c~ PHl.;1r 

:u.;oci:ido con lrm ofncf.t>H dc~ IJJ8 r>rn1.nínaH f•;ff y 11;7 crulific:1uJ:1H nor <?I g-c~nfJ rna vi r:1I 

(Mcf)ou~~iJll. 1!J0"1; 8fiipr>lcr y c'.olH .. lft!J'1; Schnffnc~r y cnlH., HJfJ-1; ~ur tlo:iut-mn y cln ViJJinrs. 

l!J~J.f). Por UJ1 lado, ,.;e~ ,.mbt• qr.u• l•:n y J•:7, c:odific:J<l:1s por VPll dn nll.o r-iokgn, 

int.cr:le!<~ionan con protcinns r~crurart•s (f•~:trf.hing y V<JuHdnn, l~J!J-1; .SfiippJnr .Y c:ols., 

I !)~J-t): J•;..-¡ df! \11'1 I d1• :1110 ri1·~:J~º ~<· tH"Jí' con prof.oínas <:nlutarnN invuhu:radas Pn l;1 

regulacit>n c.Jol ciclo cnful:1r con10 son H.IJ, p 107 y pl:tO, <JHÍ como c:i<:lin;1s y cinaN:JN 

dnpnndinnl.(~H cfp c:iclinnH (c:dlo;) (l>yHon .v c:o1H., J!IHH; Müngnr" y colH .• H»t~f; l)oft?n-.Jnn<~H y 

colN., r!.KH; l)avieH .Y r:olH., 1:JH:t). l•:n. por- !-fU parf.(?, inf.(?r"Uc<:iunn <!on pli:J (WnrnnHH y c:ols •• 

t:J~>O). Por ul.r;J purr.o. Hn ha uhsnrvndo 'IUO 1c;7 y f•;(¡, df! VPll cJ<! ;11fo ri<~Hgo, in<lucon la 

irunurf.:Jli!i'.:u:ión dn c:i!lulaH c~pif.olialoH d<~ piol humana, do <!{?rvix, dn r"iñ(>n, ct!fufas 

f!ntlof.f?li11JnH y do múHC:ulo liHo (WoocJworl.h y cobi., HJff!); Se<.lman y ODIH., 11J1JI; Mcl>nug11ll, 

H'!Jlf). 'f'ambi6n Hfl h11 viHl.n qun 1•;7, por RÍ HOlu, pu1~c.Jo indu1!ir fu inmorl.nli:,,.;u~i{Jn Mi UHf.i1 

bn.io el cnnl.r"ol de un promuf.or fuort.<?; nn cambio, l•;o. r>o,. sí Holo y bujo ni conf.l"ul dt'I miHmo 

promofor funrf.(~. no f.ionf? oíncf.o c?n la longuvidad C:f~lurnr. La proKC:!ncia HimuJt:jnl!a de 1•;6 y 

11:7 Humnnf.u la eficionciu cor• la c:u:.11 N<? inducH la inmort.ulij;".ac;ión (Mc;f)ougull. HMM). 

(lnic::un<?flf.l? en c:i';lulaH d<~ f.l~jido mumurio humanu Hf! utmnrvu In Hif.uucil1n inverHn: lt;(: cf,? 

(;onvic~nf! r"f?Íf.<?rar ()Uf! fu inmorf.:Jlij;".;J(;i{>n y fa f.umorif.:<?njcidnd 00 HOn C!iOOKf'C!U(!OC!iUH 

cJirc>cl.;m. inmodial.:JN u inl!Vif.al,reH dn In infocc:i6n por V,.lf Jo ult.fJ rit~Hgo. P;.1rn qun Hf? 

prc!NC!nf.<?n <!RaH f:nr:u:f.c?riHtir:ns son indispensables alteracionea en diversos •eneH 

c1?lt1l.arcs (J\11.munn y c:ofH •• lfJ~J1~ J\.tc:I )oug-all. l!J!J1: f>f!COraN> y colH .• J!J!JJ; fA.!r Sf!hoggnt . .v 
van dnr Nt>1Jrdau. IH01; zt•r ll;.1uNc,n, IU01; ~ur lfuuHr?n y dt? Villiurs. l~MM). 

/\parenl.c~menf.t!, lu qun ocurre <~H qut~ 1•;7. dr! VPI 1 do nlf.(• riuHgo, in<.luco nntrl""<~glos 

r:rtJmonc"imicoH y muf.;1c:iont?S <?11 el i.!•!nu1na <:4:?lul:•r (WhitA'.' y <~CJJH., H.M'J.f; :.r.ur lfuuHen, H.HM). 

L11 inf.(~r:Jr!ci(•n d<! ,,;,.; <:on p;,;: podri;i, a HU V<?;,,, inf.(~rfnrir con In rnparuc:ión dn UHf! Juño t?n 

r!I Al)N r:t?fular y, d'~ é~sl.f'! modo. s1! ac:umularían mut.;u:ivnoH nn t?f Ólut<~rial gc~né?t.icu dn lo.1 

c:éfuf;t. (;omcJ r"f!HUit~tdo de• 1#•sf.:JN. (UJ(Jrían :tff.(?r"UrNO g'UOOH rel1u:ion:uJoH C:c>n cJivnrN;Js 



funciont~H Cí~h•larc~s como la AennHconcia, la diíor<?nciaci(>n y ni cont.rul do la nxpreHit.'°1n dn 

luH ~onnH viralP8 por c;:rncadaH dn Heñalos int.ra n intnrcnlulareN (l>cadi~ y c:olH .• IBH7; 

J\11.mann y crJIH., HJ!J-1; l•~uchH y PíiHtcr. l!JB-1; Mcl>ou~all, IHHJt; t.ur Hchn~~el. y van clc~r 

Nourdaa. l~HM: ~UI"' llauHon, l!>!J-1: zur llatumn y do Villiers, l!JB-1: 11'arkinHon y culH., l!tB7). 

IJa ovidPncia dn que H<~ rí~quiornn alteraciunrn.¡ celulurnR para <tUt} HO t.leHarrollo ni c~íncer cln 

cé!rvix, así con-.o la fH'PHl~ncia de~ vÍaH inl.ra e~ int.1.~rcc~lulareH que cont.ro1an la nxpr"uHilln dol 

gtH1t1rrH1 viral, y Htt :1llPrncil1n en PI c(1nc:nr cPrvical. Hl~ r<!Humc~ c~n laH Hi~uinnl.PH 

oh~u ... ~a-vou:i1.HH~~; (i\.lt.1nann y c:ol~ .. 1!)~)·1: lt'ucht-:.y t•fiHt.er, l!J!J'1; Mcl)oug:all, l~)!)-1; l.t~r Hchr~g~t~1. 

v van dl~r Nourdaa, l!JD-1; zur 1 lauHCHl, 1 ~)~t'1; zur l lauf.len y d(? VillierH, 1 ~)!)'1): 

l. 1•;n la infc.~r:d{1n norn1a1 por VPll ch! alto ri<~H~o HC~ ol1K<?rva sonnRccncia, 

tJifPr<!ru:iat:iún y mut~rt..<~ dP htH cé~lulaH inÍPcl.ad:u~; Hin ombargo, laH c{~luhtH 

nc~oplt1Ht.icaH, con el miHITill t.ipo dn VPll, Hon inmort.alnK y t.umorig(~nicaR. 

~. t~:n cultivos du c:l~luh1H infnct.aduN por VPI l. al cabo On cinrt.o númuro do pattajeH Ho 

pr<$Ont..a unu crisiH f?n la cual mueron las c:úlulaH; Holo a vuct!H Hobrf?ViVí!n algunaH 

c{~luluH y {?Hl.UH mu(?Ht.ran in1nort.alidad. 

:l. (~UUllÜO Jifnrnnf,nH c)<>nUH do c(~)ulaH inJ'bcf,:¡Jus por Vl>Jt HOn f°uKionndaY <,nt,rU HÍ, 

put?dc~ hahc.?-r dc?-1.f?nt:ii'"1n dol crocimiunt.o y :1paricil•n do la sunuHcc,ncia. 

'1. (~uanLlo K<~ forman híhridoH do c61ulaH normaloH (v.gr., fibroh1aKl.IJH) f!on f:i?lulaH 

irunort:.111 ¡.,,;uJas por VPI 1 o con cúlulaH t.umoraleH pnsit.ivaN para VPI l (v.gr., 1 lol ~a), 

»n Huprim<' la 1.ransc:ript~it'1n do l•;(i/1•;7 y las c{?lulas prusunt.an difurnnciucil>n. 

fi. 1.A-a inoculaci{1n. t~n ratonnH dnHnud<,N, cJ,, cblulaM inmurt.ali:r.ndaM, conduc'' a lu 

HuprPHi(>n d<~ la l.ran8<:ripci{•n de l•:H/E7, a la inhihicif>n dul cn.~cimiont.o y a la 

aparieiún de' la difnrenciaf:illn. 

G. Al coc:ult.ivar macrc>ra~oH act.ivaduH, Ju humanoN, con céluh1K inmort.aliv.ndaK por 

Vl>l J O Cí)n C(~lu)UH 0Cl t.Um(JriJ,:6niCUH.hÍhridaH Jo f lnl~a y fibrobJaMloM, hay ruprt..,HÍ{lO 

l,ranH<!rip<:ional <lnhida ti cit.ucinaH, f'Otrn laH t:ualOH HU c:uont.an rrNlt'a., int.urf9nrón y, 

'l'(~l•'P 1 y 2, l"uc:t.or ti<~ <~recimienlAJ epid{!rmic:o y lnucoreguJina. 

7. IJaH c{,JulaH inrnurt.:1liz:uJaN pur VPll puuden volv"rHU malignuM, m~gún MU ju~ga por 

injnrh•M c?n animaleH HUHC<~pt.iblos, por el 9(110 paHo tlnl t.icmpo (m~ÍM du (iO pasajuM), 

por <?XpoHicir"'Jn a t:arci11l1~enos químicos o fiaic:<JH, por infucci6n con ot.roH viruK quo 

inducen mutaciones y rParr<?i.tlnK (?n PI Al>N du la célula hu{?MP"'-' (v.J...rr., viruK 

horpeH Himplux), o pur la inl.rnducciéJn J{? onco~ont?H ac:t.ivadoa (v.gr .• rus); t.nJo uel.o 

Rin •1uc? haya al~una diÍ<~r-nncia, Pntn.? laH cc."HuhaK no tumori(..!{?nicaK y laN 
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l.un1orir.!(~11ic;1H. c-n ni nún1t·r"o Llo l'Opias dnl i.~enruna dn VPI 1 o f!O ul nivu1 de~ 

r·xru·nHi{1n el<! loH produt•f.cJH i~c"~nicoH vir;1IPH. 

H. C1111ndo Ht! r:ornpar;HJ cc'd11l:1H no rr1:1Jig;ri:18 y m~1lil-!"rtCJN, A<" ol>Hcrv~HI dif<?rC!ll<~i<IH nn 1:1 

rnJ-!ulaci{u1 f.r.inHl'ripcion:i I du lt>H gunrn1 de~ VI •11. f •or njnmplo: 

:1) 1 lPHJHJ{'H dP l;J c~cu1vt~rsi{1n 1nnlig-na do lnH c{~lulaw inmortali'..'.adHH, n:-:.n8 

c:{d11l;rn y;i 110 rc•t>pondPn :i lo!-; rn:icrtíf'aJ..{cHi c·.on la Rllf>r"nsibn dn la 

1 r:1nHcripr:it">r1 1!1• ¡.;e; v 1·~7. 

h) 1 lay ::11prc~Hi1'111 l r-;1n~~c1·ipc-i1111<d dP J!"t'riu~; d<• Vl'I J cuundo Kn :anlic:1 G-;1~.:J-

ci1idin:1 r•1"•lul;1s hílwidHN dp Jlnl.a (Jn:1li1~naH) y <11.u~rat.inocil.<JN 

inmorl.:1liv.adnH, p<•r<, 1•xa rc-prf'Hir"Jn no Hl~ ol,t.ic~nP <:on las c:i'dul;u; prCJg"<!nif.oraH 

mafig·naH.. 

<:) f.,:JH losioncs clínic;rn dl~ nnopl;u;i:u-1 intraepif.f!linl<~H cln haju g-rado, a 

difi:~r<'ncia do laH nt~oplaHias do alf.o grado, mu(!sl.r:-1n rf?Pr"<~Hión d<~ la 

l.ranscripci(u-, dn J•;f;/l-;7 nn fas c:apaH cln c:(,JulnH prolifhr;1tivaH. 

d) En <:{~lulaH no m;alignas i1nplanl..ad:u-f <!n animuloN no hay d<~l.f!l!CÍfÍn de! 

t.ranH<:rit.us d<! J•;<;/J•;7, H diforonciu du lo quu HC? ohHf?rva un lnt-donuH clínicaH. 

oKp<!ci;ihnont.o tlt~ alt.o g-rado y de~ <:iincor invaHor. 

<?) l\f c:o1npar;Jr la r<~g-ulaci{Jn f.ranHcripcional dn J•;6/J•;7 dn c{~lul:aH no malignaH 

y 1T111Jii..:-naH. so ohHPrva <JU<! hu; no malit.,-rnaH Hf! c:omport.an dn un 1nodo c~n 

cultivo c.Jn f,(!jiclos, y;i qun <?xprt~Han nHOH i,:cnnH, y du 1.,11,ro mue.Jo al 

implanf,;1rl:u·~ nn un :ini1nal. punH 1:1 inocul;u:i{>n, nn rat.onf!H dr~HnudoN, do 

CJU<~ral.inuci1.oH inmnrt.afho::uJoH nor VPll. o dn híhriduH d<~ <:(!lulnH normult~H y 

1 h~l.,a. r<~dt1c:<? 1:1 :ac:l.ivid:uJ 1.r:1nscrincional dn 1c;fi1'j;7; nn c::unhio, laH c(!lulas 

nnJliJ.~naH en cull.ivo nxprt~H:111 l•;fi/1•;7. y ct.1nl.iníu1n <'XfJr<?H:Índol:is :al 

inocularlas <?n r:rt . .ones clc~snudt)H, dond<? crc~C:<?n invaHivamenf-P. 

t •. a inc~d.uhiliclnd, p;unét-.icn asociada l'!OD 1•:7. tamhién pudría ult.ernr el gunoma 

viral y cst.o explicaría <1111.~ un •~• t!;,ínc~cr uervical sen rrccucnt.e la ruptura u 

int.cgr:.1.ciú11 cful gcqo1na viral al ~t?nrnua celular, o lu prnNenc;ia do 1nutaciuncM en el 

;.i:-cnnma viral PpiHUmHI cu;Jndo t'·Hf.t? c>st.;í ;JNodado con c:íncor de? c{?rvix. Parccit~rn cumo si 

loH c:unbioH nn In c:{!lula. i11d1widc1s pnr <~f viruH pura promovur HU mult.iplicaci6n. se~ 

8;dic~ran di! control y duHc~mhcw:1r:an pn un í'.Hf.adu cancnroKn CJUO no hPnPficia al virus Hino. 

por c~I cont.rario. lo pf>r:judic~•J ya qu,• dn.ia dP rnult.iplicar-Ke y c:c!Han de? 1.ranHmi1.irHP HUH 
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g:encH :J l;1 gigui<~nf.t} ~ent?r;1c:iún. 1 .:1 11;1t.ur11ln:,,,;1 accic.Jnnf.:11 de eHf.l>N a<~u1t.c,c:i1n innt.os eHl.:1rí:1. 

suhray1ui;i por ol c:nr{act.nr exclu.vunl.c.! de la infhccil>n viral pruduc:t.iva y el c~sf.;ufo cnnctH''CJSo. 

aHÍ como por la baj:a proporci(Jn de mujeres infcct.odns que dcsarrollnn ciinccr de 

cérvix (l(urman11 y t:olH., HHJ!!~ Al 1.m:inn y colH .• IBH-1). l•;H poHihln · C-1uc~ <~Hf..n acc:icJ<~nl.c.~ 

J~en{!l.Í<!O Pf11.{! iHH1ciado ('OU ol.ro U o(.roH fac:l.ort~H dí' ri<,HgO COtnO podrían H<~r c~I t.alJaquiHmO, 

, .• n1nnlno de an1.ico1.'lt!<~pt.ivoH. In p:1ridad. la hist.oria rumiliar. In pn~Hnncia de infbc:CilHH!H 

~uui1:1lnH aHoc:i:uJHN o c~I t.ipo dt• :1IPl0H dn hiH1.ocon1pa1.ihilidad (Hc:hnc~illí~r. IHH-1). La rc•lar:it.in 

Pnln~ c:"Jncc~r c'.c~r-vi<";JI y f:1h:1qu11--~1n11 11;1 ~:idti d1icurr1t•n1.ada por estudios c~pidl•ff11olúgic:cu-: 

(8aHaJ{iJW:! y c·oh~ .• IH!V/). /\di<:it1n:tl1TH'lllc~. 1•n Hnc:rncionf'H et!rvicalí!H han HiUo hallndrm 

con1puc~slo~ dnrivadoH cJ<:I l.;1hHc:o, inclt(Vt!1HJ0 <~ar<dn(ig:c!noH í!Hpocífif:fJH dn l!Hle (Schneid<!r. 

l!HJ-1; l'rokopc:.,-.yk y cuis .• ID!J'I). IO:n <'.lHHtf.11 al t~f(~c:t.o dí! luH anticonceptivoH oralc?s. Ho Haho 

c¡ut? nn la H.11(!. de los VPll, hay plc~•Til!rtl.íJH do r'~spul~Ht.a u ~lucoc·.ort.icoiJeH, por lo ct1:1I ni 

empleo tlc .ant.ic:oncept.ivoH hurmonalflM pudría n.~Htllt.ar en un aum,,nt.o on ol nivel Ju l•;n y 

¡,;7 en t:{?lulaH cc?rvical,~N infectadaH (Fuc~hH y f»fiMfA.!r, l~J!.Jlf). M:ís :iún, Mí! ha obKorv:uJo, f!n 

l~XJl<?rim1!ntoH, íJUP la pro;.,tuHt.t~rona do (!HUH ant.iconc:ept.ivoK aumont.u Ju t.ranHformaci6n dn 

<~·.lulas por VPI 1- IH (l•,uchK y 1 •fistc.~r. IHH/I). 

GEN SUPRESOR DE TUMORES p63. 

l 1a in1.t!raccil1n dl~ Efi, do VPI 1 de alto rioHg-o, con pfíi:I ha rl~cihido muchn atA.Jnciún dubi<Jn a 

<itt<! ¡15:1<.~N ni g<•n Hupresor dn tumorc~H que apurc~co mut.ado con múN frecuencia un c:ínceroH 

h11m<JnOH (f>O al (j()'}ú d<~ todoK lo~ c:ast>H de~ ciínc:er) (llolh;f.nin y c:olH .• HMJI; llarriH y 

1 lolh~r. .. in, 1 ~J!Ja; J .A.~vino, l!J!Ja; l .A.~viru~ y c:olH .• J~~)rt). l•;n laN Fig-uraH 1 y 2 m~ muoH.1.ran laH 

car:icrerí~l.ic:a; del g<~n JJ.'r,'I y d<~ su prot.nína. 

/>.~:l :1ct.ÚH corno Huprnsor de~ t.111norPx por medio do du,.; cs'tra&.egia11: pre"ent.ivaa y de 

cont.cnciún: 

l .:rn prnvc.,,,nt.ivas impidf!ll qtu• Hurjan o que persiHt.an c(~lula.H que m:ÍH adelante puetlf!n 

orig-inur f.un1oreH: cunruJo hay d:1ño nn fd APN aumnnta el nivnl du p5:1, ÚHUl actúa con10 

racl.nr dr! t.ranHcripcil1n v :u·t iv:1 g-nn.-•H con nloment.r'H Un reHpueKt.a a pl>:J como HfJn 

VVA l•'llC:iv 11.wli /, rn.<im-::, 1:.11Jf>1:;, JWl>U /, hs¡17tJ y ul.rm• (Ch in y cuh•., l!J!l2; lJllric:h y 



p53 de humano 

gen 1~SJ 11 c1'oncs 20kh 

__jita-· ---~~111~ 1rn m ~ ir "11 
¿ 

lillllllllfm /\RNm 2.8kb 

porción traducida 1.179kb 

porción a t:studiar 0.519kb 

Fig.ura l. p53 do humano (l ..cvinc. 1993~ Matlaf1.hcwHki y (;OIN .• 1984; 1 larlow y cuis . ., l 9K5; 
Zakut-llouri y cols .• 1985; Lamb y CrawfOl'd. 1986~ Lane y lJonchimo~ 1990; 1--larriN y HoUatein. 
19'.J3; PriVCtl y Manfnxti. l'JlJ3). En fa parte superior se rcprUHonta al gen. el cual se locali;,.a en el 
cromOBOrna 17pl:1.I. ConRta do 11 cxonce. rnostradOR como ~jaa. l..aa aaja• blanca• repreeentan 
cxono11 o partee de cttt.0& que se traduc<.-·n~ las cajnH llCg,..11 NOll oxonea o partea do Cllf.09 que no llC 

traducen.. Ca Ni todo ol l!'-'"11 CHtá con.Ntituido por in tronas. ta 1 cxwno RO aprecia al comparar la 
longitud del gon (20ltb) ooo la do au 1ncnRajcro (2.8 kb). Debajo del gen ae mUGlltra al rncmeajero 
una "c:1. quo el prcAKNtn ha sido procesado. l.uK cWldro& awrcapoo:ien a IOM oxonca mOlltradoet en 
el gen; las pott:iune11 d~ color nt..-gro ~ ION e"°""* o las parte. de e;;...,. que no ., traducen. La 
~ión tradt...,ida tiene una longitud de 1.179 kh (39,:¡ rcsidUOll de amiadcKto.). Se indica oon 
una línc:. la parto del AJ<Nn1 <JllC es traducida y. ha .. t• abajo. la longitud n:lativa do la ~ión 
dclilnitada en éste trabajo por IDR oligonuclcótidoti para amplificar p53. La po11ic.ión. aproximada 
de cntoH oligonucloótidos He presenta con ION triángulos debajo de 108 º"once 4 y B. 
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c:olN .• JHH~; AgofT y c:olN .• IHHa; J•:l-l>f!Íry y (!UIH., IH!J:J: llarper y colM., IUHa; llarriK y 

l lulh;tA~in, l!)Ha; <•ut.1.lit~h y ()ren, IH!Hi). l·~n parf.icular, p21, el producto do WA/i'/, 

c.fr~tione el ciclo Ci?lular ni inhibir la actividad de cdkH y la (0Híorilación Üf? ll.h; cun eHt.o~ 

la c!i'?lula no ttn divido y He impidn la incu.;1.ahilic.Jnd ~ont.mica que podría llevar u 1:1 

1n utacir"tn do gnnnH rnlac:ion:uJoM con t~I c;Íncnr (11 art.well, l!MJ2; Kasta.n y colM .• IU9:¿:; Lin. 

y colH., IH!J~; l...ivinJ.,:Mt.onn y cuis .• l!J!J2; llllrich y colH., 1!)!)2; Yin y colM., Hf'U2; PrivuM y 

Manfrodi, IHH:t; Waga y c:oh~ .• n>H·t; Whit.n y colH., 1HH"1; Shnrr y H.utw?rt.K, l!JHli; Stewart. 

y cola-; .• l!JB:>). p5a t.c11nbiún inhilJc~ la 1nac¡uinaria de roplicacil>n c.Jol Al>N al unirKo ;1 la 

pro1.oína A de~ rf!plic:ac:ié.>n y al activar la nxprnNii;n de WAl,~I. cuya protA?Ínn, p21, He úno 

al ant.ígnno nuclí!Ur" do prolitf.~rac~ic~1n c:r!lular (P<~NA), n impido c¡Uí! 6MlA.? part.icipf! on la 

n~plic:icic'tn (( :ou.Jinh y ()rnn, l!)!)(j), llna ve~~ que? prt:& ha dnt.unidn ol ciclo cnlular, punJo 

rc~par:1rHP l~I d:1ñu '~" c!I m;1t.c•r6i;1I g<!nr'•t.ic~ct p:ir:i dc~Npu(!H rcu.1nutJar t~I ciclo;'' l>it"!n. nóa 
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I .a proteína p53 

·rv v 

J•iJ..."1.lrH 2. La proteína p53 do humanrn.; consta do 393 rCHiduoe de •minolicido&. 1...oN nilmcroa 
aráibigos (2 a 11) indkan el número del cxón quo ondifica cada parto do la proteína. Los 
roct.HnguJOR vcrticalCH oon. luH nÍlntcrOG rotnanDH (1 • V) y eornWcado vcrtK:al son rcgÍODL"fl que ao 
cncucnll"an anuy conm=rvadas en tnchm IOfl vertebrada.:;. que son lo& \micoH organismON que 
J>Of;ocn CAia proteína (So11N10i y 4'.0ls .• J 9t.io). IÁIEZ n..~ionca conaervadas de Ja región QC:ntral do Ja 
prutcinu (11 a V) dCSt..-mpcñan un papel importante en ol plcp,anticnto ~do la proteína y on 
su unitin con el J\l>N (Cho y cob1 .• 1994)~ en CHla11 rcgialle8 se localiza Ja mayor parte do las 
mutnciunCH de p:c;:¡ (Nigro y L:O)N., l9M•>; lfollstcin y colR .• 1<"11; HarriR y UoJJstuin. 19'...>3; 
Lcvinc. ICJCJ3; Lcvinc y a>ls .• 1995). fil ,.~tángulo horizontal en el o>drC1110 ami1io tcnninal. 
arriba ,fo los nilmcnm 2. 3 y 4. rcprcHetlla el d<Mninio do tran•activacióo de la proteína. El 
rcctlin~ulo hnri;,.orttal en el extremo cnrbo"jJo. aniba del 10 y el 11. indica la región de p53 
nCCCRaria para cruc ésta f"onnc tctrámcmN. El cuadro poqucñn arriba del 9 indica la ubicación de 
In Kc1'lal ck lucali:t.ación nuclear (l.:utc y IJcnchimol .. 19'>0; UJJrich y colH., 1002:, Prives y 
~1nnfrcdi. 1 ~..13). 

12 

pu<~df? c:ontfucir a la c:{!lulH a la apupf.t>HiH, posihlomnnte mntJinnlA"~ la nctiv;u;i6n d<~ la 

oxnr<~Hiln1 do bax y, (1ui:r.it. f..:unhii~n por ut.ra vía c¡un no rl!Quiero la activaci(,n dn gunoH 

(Clarkn y culH., J !fHa; l.t0wn y colH., H)~)a; C"!anlleH y colM .• IHH~: C ioU.li<!IJ y ()ron, HJ~J6). No 

N<? HalK? <Jl"~ dnf.ormina <JU<' pr.:t cundu:;-.c:1 a la c:é~lula a la dotunci6n dol ciclo col u lar y no 

a Ja apoplAH·dH. 

J .aH <~Nl.ral.c~g-i:u.; d<? cunl.l•ncii'1n dP pf>:l Hon aqu{dlas quo m;ant.icnon IJaju control 111 t.urnor. 

al impedir qun aumont.c~ dt~ l.:1maño. J•:Hl.o lo lh~va a cabo al regular ni balancn Uu JoK 

f".1cf.or<~N qun prornu<~v"n t~ _inhih"n la angio~éneHis (Bouck. l!f!Jfj): p5a uctivn la 

t.r:1nHc:ripr:i<'u1 dn f.roml>t.H·;pundina- 1 (l'SP-1) y nf.roH inhibiJorns no ith.~nl.iíicadoN de lu 

an¡..;-ioJ.!th1ositt, '~ inhitn~ la pruducci1"1n de Vl•;C~I·, quo UH un in<luc:r.or de la ff>rmaci6n Ue 

vaHnN sani.;-uíneo~. 
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C~uill"'.;Í pudría c~fip<!cularHe Hohrn unu f.c~rc<?ra OHt.raf.cg-ia: la corroctivn. l~n <?Ht.H, p:-,a 
t!li1ninnria un tumor <~uyn ff.)rmac!ilÍn nu H<~ Plu.Jo i1npt!<Jir. Jj;Hf.o JlOdría hact~rlo Hi 

;1parC!C:ioran cJa1los nn c~J m:tf.Prial ~<~n{~tko dt~ hrn r:i~lulaH cuando <!Ht.;JH ya fuerun l.umoralt?H: 

pf'i:J dr~f-<!ndria la proliforac~ibn de~ nHtas c·éluJ;u.; .Y laH conduciría a l:t Hpopf..(1KiH. 

l\.1uchaH muf.:1cioru?H punl.uHJc~s. dn p."'i:I r,¡,~nf'n un c~fncf.o do1ninanf.o ya qun h1 prol.nÍfl•• 

1nuf.;ula for111a cilii.t·lJmoroH con 1:1 silvPsf.rn y h:1cP quo c~Hl.a adopf.i~ una conlCJr1n:1d1"1n 

.;1nur1nal. J•;Hl.u Hhol<~ laH f11n1~i1n11~H 1u1rm:1JPH de• ¡1!í.'I, :.uu1 <:t1:11HJ0 quc~dn un alelo Hilvc!HLrc• 

(J • .,1nn y J~n11chirnol, l~J~JO; J•rivPx y .'\.1anfrPdi, l~J!J:O. l\Jr.~un:u.; 111uf.ucionf'H <ll? p5.#I no HÚ/,, 

:1l10Jon laH l"uncioncH·.; nurmafc~~. sino que~ llc~van H la :uJquiHici{Jn de fundonns nU<!V:JH qun 

f>llí!c..lc?n conf.rihuir acf.iv:unenfs! :J la carr:inoJ,!6nf!HiH. l•;1d.o NUC<?dn, por t?.iomplo, c:uundu pfi!J 

c?tH.:j muf.:Jdo c?n ni codr'•n 2HI y ;uununt.n la f.r:uufcripci6n clnJ gen M/Jlll (l ... anu y Bunc:himnl, 

l~J~JO; l'rivnH y M;infr"c~di. IHHa; f~in y c:olH., IHH1); cHfA"JN muf.:1nt.01o& f.:unbi(,n :1umnnf.an cd 

potencial f.tunorif!{?nic:o u,! céluhtH un cultivo. 

VPH Y p53 EN CÁNCER CÉRVICO UTERINO . 

t-Jn ha p<?nHado qun la inf-'~raccifjn dt! f,;1;. dn VPll lle ultA.> rinHk-U. con plia ns un ulumonto 

irnporf.:-u1f.e c~n J:.1 r1paricicjn dnl cf.1nccr dn c:6rvix por varillH ra~.onuH: 

J. pf"i:t f.iC?rlU Ull:J 6ran impurl.:Jnc:ia COJTIU HUpr<H·IOr dn f.tlJTIUrflM y :J.fJar<?C(~ inncl.ivadCJ ftOr 

m ul.:Jcion<?H í!Jl fi0-<•0'}6 dr~ LudoK los t.umnreH 1nulignoH en humanoH (IJ0Jl1o&IA'?in y coh•., 

J!J!JI; llarriH y lloltHtein. l~JH;r; Lcvinn, l!J!J:l; IA'!Vine y colH., IHUü). 

:¿. l 1:n conf.r:-.aHl.n con ONl.o, Jos nHf.udios dn VPI 1 y JJ.'>."I,, ün línnuH c;ulula.rus dorivad11M do 

c{.1ncc~r ct'"~rvicc• ul.••rino. fU!rJTiit.inron dol.c~rininar quo rara ve:r. hahíu mutucinnn1o& on ¡>li.'I; 

:-;e nncon l.r(1, '~n C:éUTI hio, qun la~ línnaH con /\1 >N tJü VPll l.unían pfi,'I MilvuHt.ru. y htH qun 

no 1-oníun Hoc:uenc:iaH dn VPf 1 most.rahun 1nut.acioneH flO p!i.'l.f (<::rook y c:olH., HJ~JI; 

8c:h.,fínnr y c:olH .• lfl!H; Y:i¡:-inuma y WC!Hl.phal, HJ!H; Chon y <:olH., H.MJ:I; Choo y Chon¡:, 

J!lfl:I). 

a. 'A.lH primnroH (!Af.udioH de! VI,, 1 .Y p/i:f t!n tumorcu.¡, malignuH Un ct."~rv ix. cunfirm:·lron C!Hl.:.1 

c;orrnlac:ii"ln nngat.iva c?nl.rt? f-!Pc:ucnc:iaH ele~ Vt»I f y mul.acionnH du ;1.'> .. V ((~rnok y colH. 9 H)~J2; 

( :hoo y Chong. l!J!)a; rliko v 1·ols., IBH'1). 
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1'. 1.a cc-uJ8u d(? t~Hf.a nHc:JHn:r. d<! mul.nciunoH de pnlf en c;Íncc~r cervical y In rtnrf.ic:ipución do 

J•;n nn Ja in;1ct.iv:.1c:ic'»n de p!>:J. HO cuno<:iú cuando Hn hnllf'1 que iu. 1iit.ro lj;f; do VPll dn nito 

ril!Hgn. pt!ru no de ba.io riPSf-t'O, provoca la clnf.{rud;J<:il>n HC<dt~racJa de prt:t: t?Ht.o ocurrn 

c;u:Jntlu J•;<; HO uno a la prolA.~Ína <~<~lul:u'"' Jl:1mada J•;fi-AP y onl.rn laH dos acl.l•an como 

Jiga1·HJH de uhiquitinn, provoc:andu la ubiquil.inaci6n dH prt:t con la c;onHi~uionf.c~ 

cfr•1o;-ruduc:i{u1 do c?Hf.a prof<?fna (11 uihrng-ts<~ y cnls., 1 HHau, IBH!tb; Hí!hofínc~r y colu., HJ~JO; 

Hchnffnnr y c:olH., fH!•~n. c;nn <'Hf.o parnr:ía f1uborHn hallado c~I n1c~cunh.;mo mnUianf.n cd 

c:ual ru prP::onr:iu dr~ J•:li cfr~ VPl 1 df! HllU ric!f·;g-o inucl.ivH p:>a. h:u:iendo inrJl!(º(~SHrio qun PI 

ti. lri oivc> J{t! halll> qun la 8o1Jrnuxprrn-tión el<! J•;(i dn VPLI de alf.fJ ri<!Hi.:-o inhilK~ la act.ividad 

de t.ranHacf.ivuc:ilu1 e.Jo pt>a (1 Joppt?~Snyler Y Buf.z., IHH:J). 

f>. lt:sr.udiw-t con divPrHaH t.c'"~cnicaH dt? n1ic:r0Hcopí:i HuminiHf.raron ovid<?nCÜ·IH dir<!CL.aa dn una 

aHoc:iac!ibn PHl.r<?<:hn nnt.re pfia y j•;H (1..ian~ .v culH., l 1JHa). 

i\.cl.uafmt?nl,n, sin <!mhurgo. hay nfomont.A'1H J•Hrn pctnHur que fu <?xplic:nc:jón podría no Hnr l.an 

»nn<:illu. yu quo: 

1. Confonnu HU hic:inron m;ÍH <~Hf.u<JjoH e.Jo f.umornH <Jo c;i;rvix so <Jncont.ró quo un muchoN 

c:usoH hahía fa curr<!l;u;it.1n nfli.:-af.iva <?nf.rn .Al>N d<? VPll y muf.ac:iunos nn p5ll, p«.~ro 

l.:Jn11Ji{~n nnarn<:inron ca.HUM en los cuales no había secuencias de VPH y aún asi 

pli!I uro silvcsf.re (Burrc?Hnn .Y culH .• l!)!J~; BuHhy-l•:nrl<! y culH., HM-J!&; (~rook y VouHUnn. 

IH~J2; ft"ujif.a y c:olH .• HJH~; Tsuda o ffirohé!Hhi, HIH~; (~ht!n y colH., f!)!}a; f<<!HHiH y colH., 

lfJU:I). 

~- lit ,,¡,,,,, l:J d<?g-rncJaci6n do p!ia por l•;(i dn VPI 1 t.Jo ulto rjoHICO paroc:o HUr mr~noN 

pron ltnc:iada qun ilt. oilro (1 A"!chn,~r y colH .• 1 HH:l). 

a. J•;n l lnl .a, pfi:~ U8 C!Híl:IZ dP 1.ranHHC!f.ivar gonoH rnpurf .. ornH (l lopp<~-Snylor y But . .,,, ·~JB:o y 

so pundn dolA..?<:t:1r unhJo ni t\l)N; Hin <?mharJ.:o, nn cotr:1nHf<?ct:ión, la Hobrnoxpn,siÍln <..In 

J•;G de VPl I IH, poro no de~ Vf>I 1 (i, r<!primn eHa f.runuuct.ivaci6n (líoppo-St?yfer y Bui.z, 

lfJ!J:O. ciado quo nstétH cúlul:ts HÍ ex.prnt-tan una ~ran canf.i<.Juc.J f•~f;. lt.:Hf.o. y Jo t!xpuuiolf,(• r?n 

ni punto anf .. nrior, nodrían indic:ir quo ni nivel do f!XproHi6n t.Ju 1•;6, en c.:i!lulaH lloLa y 

ot.raH línoas. dn cánc:c?r C<?rvical. nK rC?f;Jl.ivamt?nt.n bajo (1 loppc::?-8'"~.vJur y llut.~. l!MJa): e.Ju 

h<~c:ho. :-;n h:i viHl.o quC? es muy débil la expresión de IOH J(enes tempranos de VJ>ff 

10 en los cstriat:.<>H basaleH del epitelio (Fu<~hN y PfiHt..or, l!.M-)-1) (un comr>:H"'i.ICi<>n c:on 

VPl 1 e.le hiJ.io rin1o;go). Do <!si.a mant~ra, qui~;J nn ol curso dr~ la <~voluci6n HO ruHf.ring-ió la 
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oxprnHitJn dn lt;f; y ,.;7 d<~ VPI l dr~ aUo ric!sg'o. puc~s dn uf.ro 1nodo laA c:61ufHH podrí;Ju 

conv<?rf.irAn t?n noopltínt.ic:as m:ÍA ff1C:iln1enf.<! y osto no r,ro111uvnrÍ<• .la prulifhrac:i{•n dnl 

viruH (Fuchn y t•fisr,~r. IB!J¿f). 

''· I f;:1y un :Jumnntu <HI ni rrivc~J de! pfi:f en c·<?lulus quo cunf.ienon VI •t 1. cuando son 

nxpuoAl.:tH u ilg"<?nf.P~: {.!"<"nol.f',xicoH •~o•nu mif,>micina, cispl:if.inu o radiaciún ult.raviolnta; 

acnvacloN por ,-,r.:i (v. ~r., ~1':1/t'/) V fnmhi(~n UlUTIPllf:J In c:Jnt.id;uJ de pr.:i unicla a ADN 

C:omo rPHulf.ado d<! Ja f.r:ul~Tripc~i(1n de- ~f/.,1/-'/, 8<~ dnl.iPnO oJ cicfo c:nfulHr, f.af C:UJTIO HUCPdt~ 

c~n uuHericia d<? 1•;1; (Butz y f'olH .. IH!jfJ)_ 1•;1-:fo con1.rm·1f.a con lo qun ocurr<? cuando Hn 

c!mplnan céful:.as c~on ¡1.lí."l 1n ul.ado, •!n las cualnH no H<? ohHPrvun c?Htus r<~HpUcHl.:.tR (Bul.:.-: y 

(!OIH •• HMJfi). 

rí. Fin:1lmenl.t~, nn conf.,.HHfA"? c!on lo hallado nn carcinumuH e.Jo ci"?fulaH flfic:1moHl-IH d<! cé?rvix. 

nn loH ac.Jnnocarcinom;1s dn c;ínc:or ct~rvico ufA:,f"ino Ju frnc:uunciu do muf,ac:ionnH Üf'~ 11!í:1 ns. 

Him il;ir a In uhH<~rvadu nn :ulnnucnr<:inomuH dn 01.rnH Hil.ioH :.tnal.ómicnH (.fjko y cuis .• 

HJ~J,.,), Hin imJH•rtar <JU<? nn Jo,.; udonocan~inomaH dn cbrvix normalmonl.o haya 

HocuonciaH dn Vf>I 1 <.In :111.o rirn-Jg-u, prin<!ipalmnnf.o dol l.ipu IH (Jtiou y colH., l!J!JO: 

Kurmann y c:nlH., 1!1!12; l•'iHhc~r. l!J~J-1; rfikn y colH., HJ0-1). 

'l'odo <~si.o hnt:n ru~nH11r quo in IJÍIJ'~ :tun no está clara la nat.urale•o. de la interaccii1n 

entre Eff y pá3, por fo <:ual no nH posjhl<! vaJorur Ju imporf.ancia Ü<? la NupuuHf.a 

inac:l.ivacil'n dn pfi:I on ciíncnr dn c{~rvix. Cu:1l<Juit~rn quo HHU lu nxplir!ar:i(>n, part?f!t'? Hnr qun 

nu son f"unci<>nnbncnte cquivalentus lo mutación de pS3 y 111 cxpresii»n de :E& de 

alt.<Ji riestco; una nt>Hihilid;.uJ CH qun P~l.o ~m dc?lU·I a un:J hajn nxi•rnui{1n dn f•;H. l•:sr.a auH<!nc:iu 

do nquivHf<?Jlt:ia íuncionuJ pareí:n »<~r Htll>r":1y;ni1.1 fH.•r ol ccnnportaminn._o y c?J Íl?nol.ir>o 

hi~l.o16~i<~J inuHualmt?nf.l! m{ÍR ag-r<'t.:ivuN, <¡uo t?xhihen laH nnopl:isiaH no ;IHCK:huJaH c:on VPll, 

co1npurallaH con l;iH quo f.it?nt!n V,.11 (ltiou .v ct_>ls., f!JHO), y IH ;1Nociuc:icín do mutacionoH dt? 

pf>:t c:on nnoplaAiaH Ct?rvic:Jfc!N '~lír1i1~:Jmc•nf.t~ 1n;JH ag-r0Hiv:.1s y dn peor pr"oni'1wt.ico (r.suda e~ 

ffiroha,.;hj, HP.12). Para cufnplic:;ir 1n:'.is <d pa11uramu. nu nufi1 claro Hi <$ 1:1. pn?Hencia de! 

n111f.:1<:ion<?8 dt~ p5.41, nn :u:Jnnoc:arc:inu111aA do c<'°;rvi:Jr, Ja rnHponHuhle dn HU c:omportumic~nf,r, 

in{tH agrnHivo y Un HU poor pronúst.ico (l•'iHhor. l~.M)-1: .Jiko y c:olH., l!Mf-1). ·,:omparudoH c~on 

curcinom;JH dn <:<}lufHH r~uc:uncm:as. o la prc•:·a?ncia nn olfoH dn VPlf JH. Jt:n t?f caso nxf.rnmn. "'' 

cfc?bO desc:arf,JlrHO 'JU(~ la e,.;r:;,,.;1•z dt• 111uf.:1c:ionnS dn ¡Jfí,'/ <?n t.umorf!S no :JHOC:iU<JuH CCJO Vl'IJ 

indiqun, junio c~on loH reHult.:1d111.; c•xr11u!i-;l.u8 arriha, qun la in:activ11ción de p53 por 
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mu'f..aacinncs o por lt~6 podría no requerirse para el deMarrollo dt.'ll cáncer cervicaal 

(l\ul.!i'.y colH., IHHá). 

t:on l•uHu <u1 nHlA.lH ant.<~<:<'!:t1nn1 ... ,1:1. Kt"! tl<!<~itJió imitlument.ar laK t.l~cnic!UM molt,cular<!K 

nncoHuriaK par"a oht.c.!nnr :ícitioH nuclnicoK dn t.umor<"!M y línnuH c<':lularc.'!:H dn c:íncr!r <~nrvical. 

¡:,;ira amplificar HUH tranHcrit.1.tH Jlllr lt'l'-l•CH., y p11,ru Hl!CUf,n<:iur el Al>Nc dt"! pfi.'I. Atlnm:ÍH e.Je 

JK?rmit.ir det.t"!rminar la pl"'l'!:tUHl<~ia dn mut.acioneH t'!:n 11.'J:I. laH tÍ'!:f:nicaM a imr>lomf?ntar dc~hían 

caunplir con c:ic.'!:rt.aH condicionc!H, como la poKihilidad Je~ rt"!CUpt?rar atnlk>H :ícidoH nuclei<:uH 

t.'!:n cant.id:u1PH y t"!n calidad HuriciPn1.c~H para qu<~ ÍUf!ra po1:1ihlt'!: 0 en print~ipio, llovar n c:nt10 

'~Mt.udioK Jo tU?cuonciaH (a part.ir d<? g-en<.!H y l.rHnK<:rilA..>M) diHt.inl.ttH dn t••lf."../ y quo oMt.:ín 

ÍrtVt>lucraJUK nn cftncur C<~r'"Vit!étl. '1'ambi6n 1 UMl~JH ti'~c:nicaM dubían MUr íX>mpuf.ihluM t?n 

principio con In poMihilidnd t..lt? recuperar y ''Mt.udi.ur laM pr•ufA.?ÍnaM du IOH muuMt.raM. Al ulc'lgir 

laH ti?c:nic~ui, Hn pusu {,nfaHiH on eNl.élH conMidoruc:ionuM dt~hido 11 quu ol c;íncur í?M o1 rf?Mu1tado 

<In la altA",riu:i(1n «.Ju í:it~rt.o númnru do t,tonnM, ra:l'i'>n por lu cual ul uMtudio dn varioK dn ellt.>H. y 

HUH pnJJuct.uM on cada una Ju laH muí?Mf.raK, puudo HUtniniMtrar m{aM inforrnaci6n Mobru HUM 

f:llUMHM a,con{,t.icaM. qun ul UMt.udio <.Je un Mulo gun por muuMt.ra. 
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J ~•H~ l>iop:-Ü:JH ru,~ron proporcionndaH por .-d l lnspif.al de la M lljPr, dt? In SSA. 

1 nrnndiat:unPnlc dnHpuc'~s dn qu<? <~I cirujano obl.uvo la hiopHia, {~Ht.a sn corrg-c!lú nn ni r.rt,g-cno 

«011 nbjc~fo de prr•sc~rvur t~n fJuPn <!Hl.:ulo lox úc:idoH nuclflic~oH, t!n pnrf.ic:ulHr ni i\H.Nrn. 

llt~,..;pui!N dD C$f.o !-tt~ gu;1rth1r11n c~n un ult.r:H•tJn~~nl:uJor- haHl.a <.~I mcunenls1 du HP,. prol'csndaH. 

t 1ura e.xi.raer los oíc:idoH nucluic:c1H. primPro 1-m pulverizaron laH muestraH (< :ratnz.u y c~oh-L, 

1 ~>Hf>; 'ram y c:oh.;., IHH:O. 1~;Hf,o He rnali:.--A.~, <?n un cuarfA.> frío (4"(~). IAIK munNt.raH Hí! Hac:ir-ort 

ctc~I ult.ractlngolador, He Numf!ri:i..-~run en nit.nígunn líc¡uidn y HO unvolvionJn on Ht>hrn~ dn 

J•apnl aluminio. (!adu Htthru l.enía un ~roHor do por lo menoH t.n.~N c11paH c.Jn parx~I aluminio. 

t=nda pa•1unt . .o con HU hif>J>HiU Hn Mumnrgi<'á, dn nUf?VU, on nit.r6a.cono lí«1uido, y Hf? 11? dnpusif.c.'1 

Hubrl~ una placa 1nul.;ilica. 11;Ht.:1 pla<!a nst.uhn cubiert.:a por papul aluminio y para 

mant.onf?rla rría H<~ Jn coloc~l> Hnhrc~ una camn cln hir?lo Hoc:o. Con ohjut.o c.Jn puJvorb,.ur Ja 

m1.1c!Hl.ra. se lo g0Jpuf'1 con un mnrt.illo t~nfriado con hi<?lo Huc:o. 

1~;n ni m iHmo <~uart.o fríu. so abri{> ni Ht>hrfl y f!I 1.fljidu pulvnrh,..adn Hn hañi'> con r;OOµI d<!I 

rn:u~t.ivo Tri:.--.ol (<;ihco IUU~) incuhndo <?n hit!lo húmndo. Con unu micropifN~f.a HO t.ranHfiriú 

<?I r<~act.ivo con ni polvo a un t.uho l•;nJlOnclorf de~ l.f'iml. Sn lo :1¡.:ru~nn1n unnH micrulit.roH 

mús de rfri:.r . .ol al Hohro. para usngur;rr qun f.oc.Jn t?I f.f?jidu on polvo fuora rPcuperndo. J\1 fin:1I 

~<? añ:-1di<l al 1.ubo l•;pp<~ndorr m;JH d<?I rl•uct.ivo Hnñaludo, haKt.a qun Hn co111plnt.í1 un vohu11cn 

do tml. 

EXTRACCIÓN DE ARN TOTAL. 

8n <:c>lc1c:{, el t.uh<• 11;ppf?ndorf ''n t!I v1•rl.t!X haHt.a humnJ,.t<!nci~.nr la Hc•lucit'>n con c~I '"~jidc1 

pulverizado ((;humc:~ynHki. l!nJ:t). lloHpu(!S He Je~ c.Jojú repoHar ltmin n t .. omporat.ura 

an1hi<~ntA.?. J•;n ~<!~uida H<? lo :1r·1adi<!run ~00µ1 dfl clorolhrmn, su ngit.b via.:oroHu.monf.lt con la 

manlJ. durante~ JóHl•J.:, y :i cont.1nu:.u:i1"1n s<? h• d'~jl'> rnpo .. ar !trnin a fA?mpc~ral.ura :--1mbic~nt"'?. 
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Como Hi~uinnt.e paso. H<? cont.rifugaron luH t.uhoH lúmin a -1ºC nn una micrcK:•?nt.rífuga. Con 

<~Hf.o He fllrm{• una f"nHn acuoHa, t.ranHparunt.n, <~n la part,n Mupc.~riur dul t.uho: una raHn 

inf,~rior l.ranHlút·ida do color ru_jn: y unu ínt.c:~rlhHo blanca y viMcoHa. l~a faKo ucuuHa, con c~I 

/\ltN t.ol.al, sn t.ran•diril• con una micropipnt.u u otro t.uho. li;n {~Hfc paHo HO l.uvo cuidado ch~ 

no acnrc:ar la punta e.le la 1nicrnpipel.a a la int . .nrfaHn ni a luH pur<?doH dnl t.utK' para nu 

l'l1Ul.aminarnl AH.N con AllN ni prot . .nírutH. c:on {~t-;l.l~ 1niHmo fin, no HC~ t.ranHfiri(t In t.ut.alidad 

de? la l":iHt~ ac:uuHa. Kinn únican1cH1t.c~ la part..n supnrior do la O"lÍt;ma (apn.>xin1;ulamnnfl.? 

fiOOp.I). /\ loK l.ubos con In fat-m acuoHa H<~ les ;1f1;1diPron r,on,.&.1 th~ isupropanol y so lí!H sompf.i(> 

a vorl.t"-x muy li~nro por ~ o :b~PJ.:'. par:1 d'-~s1u1{•s dPjarlos rí•posar IOmin a t.<':1npnratura 

;11111Jiunt.P. A c:ont.inuaci{>n,, Hí~ cen1.rifu~nron IOmin. a -1º(~ c.1n una micn.1cnntrífu~a. 

8e quitÚ por dt~r!ant .. aciÓn ol HUhn~natJant.e Ju foM f.UbUH y f:ft.' Jrn4 añadif .. ) Jml dt~ Ut..UnOI al 75%t 

(~fl,t}ñ dn a~ua t .. ra1.:u.Ja con ll11;P(~). Se tmmot.ierun a vort.ux unoM ÍMIU~ y Hf~ a Ct':nt.rifu¡.::arun 

amin a -1°(~ t':n una mic;rocnnt.rífua,tu. 

Su quiti'i íJAH" dncant.ución ''' Mobrt~nadantA:? y loM t .. ul)()H MU dujnn1n Muc:ar un poMición invc':rt.hJa 

Hnhrc una t.oulla de': papel. (~uantJo oHf.uvinron 1:n1coa y la paK1.illa criMt.aJina, Hf! añadieron 

aOJ1I de agua tratada con 1>1 1;P<~. So cerraron lo t.uboM y HO incubaron 10min un un 

t.ormuhlt.K! u !tl"'tº(;. llottpui':H t.lc? eHIA:'• la Molución HU paH(l varinM vuc:ua por una punt.a amurilla. 

Para cuantificar PI AltN KO tomaron r>µI dnl miHmo v s<' añadieron -tur,,...1 do a~ua t.ratada 

<~un l>J•;I'(~, p:1r;1 t~n HPguida modir la denKidud ópl.it~a ;1 :¿f;onm c:on un <lMpcc:t..rofot.c)mut.ro. 

1.ua calidad del AllN Hl? vnrific{J mndianfA:\ elect.rnfurf~MiH. So puHieron de~ 1 a 2µ1 de l\llN un 

un ~~t?I clP :li.!aroHa 1•Mt con 'rlu1; IX y hrumuro d<? ut.idiu, para duHpu{~M viHua1i.,.urlo nn un 

1.run!:Üluminadur dt': lu:1: UV. 

EXTRACCIÓN DE ADN. 

1\ ILlH tuhoH con la f:um ur~{1niL:a (roja) y la inturfaHC.1 (blanca) HU luM quitó el rumanenf.(~ du la 

faH<~ acuuHa. Hn miUill ul volumen Un aqunlhtH, He añadi(J un volumnn l':'lllivalent.u dn 

:imort.i!-(mador STI•: (NaCI O. IM; Tri><-llCI IOmM, pll K.O; l•;UTA 1 mM, pll H.O; y Sl>S 1%) y 
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i:.m niuHt.c'1 ol pll, (~on Nu()ll ñN, h;u.;t.a obl.nnnr un valor de.~ 12.0 ({~hevillard, l!tfJ!I). IA.1H t.uhoK 

Hn HOmc.?t.in..-on a vr1rtex .fufH'"'l.o duranl.u :UlHnl-{, pal"'a dnHpU<-~S cnn1.rifu~ar !:!Omin nn una 

n1icro1:nnt.rífu~a ;1 '1"C. Con <~si.o su forrnl> una f'asc.! acumm con ni Al>N. y unu f"¿u.;n 11r·~;inica 

de? c:olnr rosado. La faHC! ;ictuisa H<? l.raruiliriú :i doK t.ulN.lH, c:olfK;ando volúmunnf.I i~ualoK nn 

:1n1lioH. tPrlÍPndo c:u1dadu dt! no l.ornar JHJl"'fA.~ d<~ In faHc~ org:ínica. l•~I Al>N d<! la f:um acuosa 

8P pr1!dp1tb cun ct.anof (Sa1nhrook y colH., 1~)8~)). Sn 1nidi(1 el volumc!n dP la faHc! acuoHa .v se~ 

ai1adic•l"'Urt ~ volún1onc:-1 de! t!l.;Jnol frío (-~0"( ~).:--;e! rn<!'..'.clarun invirt.ir?ndu loH f.ul"-->H hasl.a quc~ 

quc·darun n1n'/.c:lad;1s. la l";rnc~ :u:uui-.;;1 y l!I etanol. /\ c:ont.inuaci{>n HP g-uar-daron loH t.uboH a . 

~O"C dun1111.c~ thr c:orno mínirno. l .. o~; 1.ul1t1H :--:1• cf•nl rifugarL>rl IOmin (?O una micr"'occ~nt.rífu~a 

a ·I"( :. H<' quit.ú ni Hnhrc~nadant.n pnr d1·c:1n1.ncic'1n, para df!Hpu{~H :1~rPgar 1 mi dn ct.anol frío al 

7fi'H··· para lavar hi paHtilh1. 1..c•s1.ul>oH so eulucaron <~n vortcx unoH 5Keg y poH1..c.~riormnnt.c..! H<' 

c:nnt .. ifuJ.:ar"t.>rt IOmin a -1ºC. 8f! quitA't el HohrPnadantA.~ por doc:ant.:H:il>n y Hn dnjnn>n tmc:ar loH 

tuhc.JH on poHicit.."'ln invt~rtida f·mhrc! una t.oalla do p;.1fml. Una vu:,,,. que laM paHt.illaH Hn 

huhic~n.1n HPc:u.Jn. H<~ l<?H añadiPrnn :;o o fiOµI dn Na(ll I fimM y He incubaron dur.-1nt1.! 10 min 

a :t7°l~ para propiciar la rnHuHponNic'>n dnl Al>N. Para rucupnrar la mayor cant.idad pc.•Hiblc~ 

dnl Al>N~ laM part'?cl<?K dc~I t.utK> HP t.nllaron con una piJM?Ul patdA:~ur a la cual Ro lu K<.,116 8u 

<~xi.reuno diHt.al a la namn, y la solucii"•n HC? puNÓ varinK vo<~~H a t.rnv{u4 do una punta 

;1marilla. 

Para c:u:tnl.ific:..r el Al>N H<! h.>m:1ron ri•tl dnl miHmo y Hn añndit. ngua hidoMt.iladu f!Hfi':ril 

haHl.a ccunplnt.nr f;OOJll, para f~n H<-¡..:uida mc~dir con eNJmct.rofot.ilmf~t.ro la <.ff~nMidad 6pt.ica a 

~(i()ntn. 

l~a calidad dnl ADN uhf.A:~nido so vnriric(> por elf~ct.roffJn.~HiH. Su t.ran1diri<~ron unoH 

an1c:rolit.ros de J\f)N ;r un gpl dn ag-arm.;a 1% con 'rlU•: IX y bromuro e.Jo ot.idio. pnra dc~MpuÓK 

viHualizar'lo on un l.r'anHilumin:1dor df~ luY. lJV. 

EXTRACCIÓN DE ÁCIDOS NUCLEICOS A PARTIR DE LíNEAS CELULARES. 

8c dt~c:anlA'l ol mnJio du cull.ivo d<~ laH cajaH l'H>O con laH línoaH c:olulannt er·ncidaM u una 

c:unl1uencia cercanu al 100'}6. H'~ h:ularun laH <!í"!)uJaH cun lml Jul r<!act.ivo Tri:,¡-,,oJ; KO 

a~il.aron lai:.; cajaK para fllH" r>I rPac:l.ivu alcanzara a l.ndaK laH c{ilul:JH y en sugujdu se 
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r:u~paron con g'(HH.Jarme. 1,;1 rt.?Hf,o del pro<:(!diminnt.o dn f?Xl.ruc<:irín dn ICJH tic:iJoH nucleicuH eK 

ni rruo Hn U.lll)IA''> ant.uriurmnnf,(?. 

PCR PARA AMPLJF/CAR fl-GLOBINA. 

Para verificar qun el Al>N ohtcH1ido t.uvinra la calidad par.a H<?r n•nr>lf!:H.lo nn PC!U. HC'! 

nmplifit:(, p:U"'f.(! dnl J_!nn fJ-J-~lobin:1. 1•nra .-~Ht.o sn uf.ili'/.arun loH olig-onudnót.idoH Cfl~O Y. 

P<~0-1. qun dan un product.o dt~ :.u;:-:ph (<:rc!nr y cuh~ .• l~)B-1). f,,as l"'l!ar:cit.1nt~H Hf! llnvarun a 

<:nlwJ c?n volúmnn<!H dn ~OJd. IA•H c:tlrn¡,uncnf.<!S dn la rnac:ci(u1 fuuron. t!n HU c:c•ncnn1.raci{1n 

finnJ. ;imur(.iJ{uudor IX. dN'rPH (C;¡J,cu 1\IU,,) a i,Oi1M cada uno, M~CI'./. 1.fimM; se añadir!l"'Un 

:lOng- dn c:acla t>li~onu<:lt'!1)t.ido, ().filJ de? fK•limnr:lf:IU •r;iq (< •ihco l~ltl ~> .V iaOng <.Jo Al>N 

J..;'l!Ul"lmico. 11;1 J>Orfil do la roac:cicjn fun d<? amín a ~)-1º(;; a5 c:icloH do 1r.s<~g a Húº(;. a(lHf!J..:' a 

r.~r<!. y lmin a 7211(~; con una <~Xl.t!nHi(,n final e.Ju IOmin a 7!t'C •• f•;H1-1-1H roacciunnH KU 11<•.varon 

a c:ulK• t~n un t . .nrmc.N!iclador Pnrkin l•~lm<?r -1HO o un un apara1.o l•;ricomp lloltu (~yclf"~r 11. lñt 

mit.:uJ du la rnacci{,n HO puHn on un gfll du agaroHa 1% con rfUI•; 1 X y bromuro do ut.itliu y No 

viHuuli:.r-A) nn un 1.runHiluminador dn lu~ lJV. Se:~ incluynn>n conf.rnll?H nf"?J.:Uf.ivoK iuu·u 

d<,l.t•ct..;.,r p11Hihl<~H Cf>ntuminuci•>nnN. 

RT-PCR DE p53. 

l 1ara la l.ran~c:ripcii'Jn invorMa Nn t?mph~uron nligu J("l)rn.rn y la nnY-imu SupnrScrip1.ll 

(amht1H de <:ihco IUl.I..). Lu 1.rnnN<:ript:iún invt?rHu He llnvú a cubo un un vulumc~n df"? 20µ1. l 1;n 

cada 1.uhn H<' puHiuron r.oong do oli~n ci(l)t:!.-l#h 1 a~ de AltN t.ot .. ul y ol volumun Me.! llovf1 a 

12µ1 con Ja adic:i(1n dn ai.ruu tra1.nd:1 con l>l•;Pc. IAJK l.uhnM M<'l cuJun1arun IOrnin 11 7lrt~. 

dc!HpuúN di! lo cual funron t .. r:1nHl'oridoH r:ípidamnn1.u a hit'llu, dondn ao lnH dej(J lmin, puru 

cleHpu{?H contrifugarluH :bn~g. A <::JCla 1.ubo HO le! añndioron loH sigujen1.eM c:c>mfKJnunfA"?H (!O la 

cant.id:.uJ nncrn~ariu para qtn? qu,!dar"an a la conconf.ruci<ín final qun HO indi,:a: umort.iguador 

1 X. l>T""r IOmM y dN'rl'N a fiOJa.1\-1 cada uno. IAJH r<?ac1.ivuH HH mn:l'"A"!lan.>n Munvemnn1A.! con 

ayudu do t.tna rnicn>pipol.a y se? r"rn~o~i<~r"on <?n ol fhndo dnl 1.ubo pur cent.rifugacié>n (aHe~). 

'""'" t.ubnH KO incubaron 2min a ~10'(~ para duHpu{~a añaJjrleM lµI do tranM<~ripf .. aHu invorHa 

Supur&:ripf. 11 (200l1). 1°;1 conl..c~nido dn loH t.ubJH Hn mo:l'" .. clú HUH.vument.<.~ y Hn dejan.•n 
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inc:ul>ar I h1· él ,f()"( !. Al t/~r-rn i nu cJe <?Hn l.i<~mpo se~ inact.iv1; l;J f.rurrHcripl.;um invc!rs:1 

r!;1lc~nl.o:Jndo los t.uhc.m ·1min ;i ~Jr,"C~. J•;n H<"~uida, luH t.uhoH Ht? fH-IHit?run c~n hiedo. 

J .. :a rp;u~c1t",11 de• J•(!H HU llPvú a c::.abo en un volunu•tl de! f>01•I. IA•H cumpunnnf.<!H dr! l<J 1•( ~H 

funrun, t!n Hu cufl<'.<~n1.r11c;i1"111 final. amorl.ig·u:1dor 1 X. dN'l'Ps a r•OµM c:u.Ju uno, j\/IJ.!CJ,.. a 

1.r11n1\.1: HP :nnidinron fiOng: do cnda uno dn lcm oligonuc:Jnc'>l.itloH de~ JJ.r;:1 (1 1fi:U. l'!i:!ll), 2 . .'HJ 

de! pofimnraHa 'l':iq y Ji.ti dn la rPuccic'111 dn 1.run1-11:ripc:ión invnrsa. J•;I pr·rfil dn Jn rn:u:ci{111 ftH' 

fir 1;11 de~ JOrn i 11 ;, '/!~''( ;_ l .. oJ df~l.c~c:c:ir".,1 dnl pr11d u«l.o de? ¡-, J !)ph Hn lfovó a c::.ho nor c~lc~cl.rofornHiN: 

8r> p11sipron IOpl dP f:J rí!;J<·cii°jn c•n un miniJ..!nl tln ug-aroHa al 1'}(1 con 'l'JU•; IX .v fJrrunuro dn 

<H.idio •. 

PURIFICACIÓN DEL PRODUCTO DE PCR. 

8P nurific:b cd producto dn P<~H. r>or t.rn1-1 prU(:f"~t.limionf.oH diHf.inf.c:•H: n) por minicolumnas; h} 

por gpf y preciJJit.:Jcit'>n; y e) por ~ol y minico~umnus. 

u) PlJRl .. 'IC:A<:lfJN l"OR Mt:DtD IJt: MINICOLUMNAS. 

8P cHnpfn:1ron miniculumnus WizartJ (l•rom<!J.:'éJ). l•;I vvlumf!n e.Ju la m<~Jo"".<:la con ol producf.(> 

dn P(~ll. H<? tr<•vü él !'i01LI con la adicit'1n d<~ agua tJe Hmporl<?f,a. 

8<! •ruiflt ni c!mlH>lu de! una jC!ring-a llt! :Crnl y H<? puHo la jeringa sohr<! lu minic:olun1n:1. La 

rnHina Hn agll.1'> vigor0Hu1ncrtl"! y Hf! puHu 1 mi e.Jo lu mi~ma en un tufK> l•;ppnndorf" do f .fiml, 

p.ara nn H<!guicla agroJ,!ar la rn un.c.;l.ra. Esf.:t JTIU:l'.<!l:1 HO agitiJ Huavnmt!OU.? por invnraión hafff,¿1 

qu<! quedaron mu,...cJ:uJaH la r(•sin:J .Y 1:1 n-,uc?s1.ru_ J>rn-1put.?N. la mo:,.-.c:la Hn virl.i{, f!O la jorini.:a 

de !fJTif, HO int•mrf.tÍ <?I {!nlf10Jo <"lJn 1·uicJacfo .V HO lt! prt?Hiun{J dn mannr:J HUaVn y Uniforml!. f•;J 

líquhJu qu<? Haliii dn In culurnna H<? df•s<·artiº•. IAl.i(?ringu H<? dnHmunti) dn Ju miniculumna y sn 

'Jn quitó el {!mholo. para volv<!I ... :J monf.;trla <?n la culumnu. 1.;1 conf"~nilJo de {!sf.:1 HH l;:Jv6 con 

!!mi <Jo iHor>ropanul al Hf,.."6: c"·sf<! ~1· puso nn fa jnrjngu, H<~ inH<!rf.I> r:uic.l:uloHnmonf,c:? t!I (?mbolo 

y so le! proHionó do manc~ra ¡..;u;JVf' v unifc,rmn. 1•;1 iHonropanul H<~ dnscurfl·,_ Sn dnamonlli Ja 

.inring-u dn Ja mini<:ohunna. v .~·~1:1 N<' 1.r:u1Hfiri(, :J un t.uho l•:ppnndorf d<! l.!iml que fun 
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r~enf.rifug-ndo !!Om!g a t"mpnrat.uru ambic~nt.c~. 1..n columna FU? dt~.ió lfimin a f.nmfH?rnl.tu""a 

nmbinnt.c~ pura <Jun Hn <~vapurarun laf.I tru~aN c..Jn isopn>panol. Al finnti:r.ar (!Ht.<J f,ic?mflo su le? 

t.rnnal"ir-i{> a un tulK1 Jt~pfHHldorr nuovo dn l.fiml. Re In añadinrun a la columna aoµt dn Hi!Ua 

dn ;1111puJI,~•~· a nr1°(~ y Hn dtüé1 tr;1nHt:urrir 1 min pal"'a H<~parar <?I prcu.Juc:t.o dn 1 ·c1t de~ 1:1 

1~ntumna. l"inalm··~n1.e, para rn1nuvnr <!I producto d•? PClt purificado, se! c:enl.rifug,~, Ja 

minic:olumna 20sng Pn una mierocc!.ntrífuga a l.(?mprH·a1.ur11 ambiento. 

h} l'IJIUl<'ICACMÚN POI< <;¡.;1. '\' PKl<:CIPl'l'A(:IÚN. 

Purificaci(,n del producl.o l.lc~ t •cn por g-ul y prPcipit.ncic."Jn (U.no, 1 ~)!)1h). 'l'odo ul vol umnn dn 

la rnacciiln di? P(~U. H<! puHo <?n un i·Kw·.o dn un i.:-ul ul 0.H%, do aguroMa do bajo punt..o do 

f1u;il>n, con hromuru do nf.itJio. ,s,~ dc~j(t progr<~HUr' la oloctrt.Jfhn~HiH httKUl c¡uu la banda c:nn c!I 

producls1 tJn P<~H. lll~gl1 al nxl.rumo dol gol. ft;n UHfl momunto Me.? onrlA."'"> la banda, HO lo 

t.ranHfiriéJ:. un l.uhu gppnnJorf dn l.5ml y N«J lo uñadioron aOOµI do amurl.ia.:uullor TI(; con 

Nnt!I IOOmM. Parn fundir la ugnrnHa N«.? calonlii a fiT'C durant.u :IOmin, aJ cubu do loM 

Se midió c.~I volumnn y Hn uñ:u.Jj(', un volumon oquivalont.c-? tJ" funol cuando In banda fundida 

flHt.ubu tA.uJavía a fj7°C~. lh~ inmc?diat,o NO mn:r.c16 vigoroHamnnt..u con vorfA"!X por unoH 

HoJ.{1u1tfc.u; y 8n <:t~n1.rifu~l• 1r.1nin. a la m{1xi1na volocitJud. t~n una mic:nxx?nt.rífuga. ft;n In 

parl.c~ suru?riur Ht~ furnu"'"> una faHe acuoE~·~ f"!f)n ol J'\l>N. ti;at.a so t.rnntdirió a un t.ulkl nuuvn y 

st! vulvi(1 a oxf.ranr, cJel miHmo mudo. con renol. l•!n Ht?guidu HC oxt.rn.io doH V<?C!f!H con 

clorofor1nu. J(:n cae.Ja exf.raccil>n Ht? me4'.cl6 viJ..:un,Hamont.c.? con vorl.ux por unuH cuanfoH 

St!~undoH y Hn <:nnl.rifug,), t.:ambU~n por unuH pucoN Hugunc..loH, u In m{1xim;1 velocidad do la 

m icro<:c.!nt.rífug-a. Al t.c?rminar nsl.:IH oxl.ra,!ciuneH, so uñadi<?ron :1 vnlíAmeneM e.Ju nt.;anul ;1 -

20-'C J."lara prncipil.;1r ni J\l>N. y Hn d<~jfJ prncipi1.ar nn un ul•.ruconJ.:t?l:uJnr durun•.1.? lsu.Ju la 

nochn. 1\ c:ont.inuaci<->11 se <X!nl.rifug{> a la m:Jxima vc.~lucic.JucJ duranl.e 15min en una 

1nic;r1w.:onl.r"Ífugu n "1:º(~. So quif.l, ni Huhn?nac.Jants~ por c.J.-~cunt.ucil>n y He.? añadj(, lml dn ot.:inol 

al 70o/c, par;J lavar In paHt.illa. Sn aJ.:ifA"; con vorfA.~X durant.e ásc?g y Bl? <!<,nl.rifua.:-6 IOmin u 4°(!; 

HC desPch<"'"• ,~, Hohrc?nadan1A"? y H(~ ropi1.it1 {?SI.e"? Invado. f)(?tipU6H u,~ quH..;tr ni HObrc,n:uJ:1n(.(? <.lc?I 

Hn~undo lavado, ~e H<~c<Í la pastilla colocando loH f.uhoM en un f.1.lrmohloc a a7'"'C~ duranlA.! 

2min. 1~1 p1ud.illa dt? Al>N 8(! disolvitt nn aOµI de ua.cua Llo ampollntu. 
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e) PIJRll<"IC:A<:HJN POR ca;1."' MINIC:o1.UMNAS. 

8e puso t.odo <?I vohunon d<? lr1 rc-.:.11c:c:i6n dP PClt <'.n un rKt:.<'A.> de un gnl dc.1 ag:JrOHU do h;i.io 

punl.o c.fr-. fuHi{1n al O.H% y c:on bromuro de~ c-.tidio. So dnj•í pn1i.:rr .. E--Htr lu c!lc~ct.ruf(u·c._siH haz..;t.a 

que-. In lwnda con ni p•ruducl.o de l'CI<. llnf.!c'1 al c:xt.rc.'.mo tlol g:nl. 8<' rr•eorfú la h:uuJa, H<' le! 

f.r;Jnsfiru"1 .a un 1,uho l•;ppc'.ridurf dl' J .;-,mi y H<~ In ai1:uJic'.rori :tOOi.d de: amorl.iJ..~ti:ulor 'l'f•; c:on 

Na<~J JOOrriM. l.;1 ;lJ!:JrCJHH.tU• fc.1ndiú il r;7••c: durante ::Omin y, f.otJnvíu r:.¡1li<~nl.('., Hn t.ranHfiri<'• 

l'!Hf.:J a l1nl dr~ ruHin:1 Wi:,.-.arcJ (l'ro1nt:gé1), par:1 llPvar a catK, ni proc<-dimic.?nf.11 dn purificaci{1n 

por minic:olun1n.as, t.al c:omu HP dc·f~c:rilJic'a anl.c:riormc.:nf.i!. 

1Jr!8pu(?s dt! purilicur ni produch.J de~ J>(~H. pur cua.lqujeru Jo lut-J pn1ccdimicnb1H :u1f.erior<~s. 

Hn tomaron f"•µI. NO m<,:l'.c:laron et.JO -1!jf)~al dn uguu dn amputl,?1.Ja y 80 cuunt.ific:6 a ::¿(.;cJnm. 

SECUENCIACIÓN DE p53. 

Sc? omple6 Rec:uonciución dirt?c:l.n y cíclica con lu cn:,,.ima Vunf. (nxu·) (N"w J~nglnnd BioltibH) 

(SnurH y <!OIH •• HJB2). 

8n cf.ir¡uef.aron '~uatro f.uhou dn O.f'iml dn acttt!rdo con c?I nucluóf.idu t.orminudur (dcJNrr1•) quo 

lí! curn~Hpondiera u <:ada uno, y f·U? pu~tiPn1n !lµI dn la mf!Y.C~la corn~Hpondjünt.o do 

clN'l'PHlddN'r1•. l•;n otro tufH• H<! hi:l'.c.• un:1 ml!:l'.c!IU con luH Higuienl.f?R componPn1.c..?H: produc1.o 

dt? l,C~lt nurific::uJo (a-1ng u HOng), l.2pmol dn olii,.p0nucl<!Óf.idu1 t.!"iµI dn umurt.iguador 

Cir<:urnVent. IOX, l~d dn Trilún X- líN) :IOX, y ar.¡"ua do ampollntJt hHNI,. compl<'f~•r 11.li¡al. 

(u-:r:.8Jdt\'l"P (con n1onus de dus dcc;1Íllas), así como JµI do Vt?nt.(nxc.r) (equivalt?nl.t! a ~lJ). 

"l'odu esto so m<?.,.c..:hJ HUaV<?m<~nt1.? y HO puHil!ron a.2µ1 dn la me~.c:Ja a cada uno do loH tubos 

r~1n dN'l'PH/ddN'l'P; 1.odn Re mn~.cllJ Huav<?ment.c~ . .Se añ;uJion-Jn 2óµI dn act?ifl.! mint?rul u endu 
0

f.uho y HC? llnvan.>n ni l.ermoc:id:uJor. l•;J porfil ÜC (a N~U«.X:ii'Jn <Je HUC!Uonc:i:1 ruo do :co cicJcJto~ do 

~(hu~g ;1 !J5º(;, 20Heg a t;t1'(;, !!OKr~f:! ;:1 72'(!, :11 finnli~ar luH c:u:Il<!H H<? agregaron '1µ1 de fu 

st.>luci{•n de l.t!rmin:u:il'Jn y f-i<' mr~l".<!lr-, ,·on mic:ropipot.;1. 
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J•;I ~~ni d<? poliaeril:J1nidn al f;%,, dn fiOcm. Hn hi~.o dn acuerdo con lo oxput?Hl.o <!n (!hang- y Wu 

(l~l~J:!.) y Nnlt-ion v Kruwt?I.:..-; (IHH-1). l•:I g'<!I Hn t~alt}nf,{, hnHt.a alcan:,,,ar los r;r,"(~. Hn c:ilunl.nrun 

h1N mu1~i-;t.raH :;"'in a ~J-1"(~ anf.(?H el<? ponnr !t.f;Jil <~n el po'./A.J dt?I g'n) y H<? cor"ri1?ron 

mantnnieruJo una l.nmpc?,.iJl.ura eunsf.Hnl.f? de apruximnclamf!nl.e r.rtº(! duranl .. n l.oda Ju 

,·orrida. f•;J gol HP puHn Hobr<? p:1p<~I Whal.man :'MM, Ht? cuhri6 con pl{u-u.ico n~apack. y Hn 

Hf'C:t
0

l, pn tHI HPC:1<Jor do l.-!<•ll•H con vacío y c::1lor. Hin hatu?rlo fijado pr1wia1n<?rtl.n (Uc1-d y t'.CJIH .• 

l~tHH, \'nn~ y Waldn1;,11, J!):l,.I). :-;,~le• 1¡u1f .. o <d <!f..{Uf>:H~k .V HP pt.u-10 nn un Holu·1? c:on una placa 

dr~ r"ay<1H X qun l{C! rnvc?lc'• 11 loH (j dí1JH. 
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h:ESULTADOS 

t'CR { P-slnbina ,_, 

Procedimiento 
h;,,p~iu -puh.11ori:u1cit;# ... 
7Wzn/ ... 
~ 

H'l~l·C~w pS.1 

~-dc-Sf"'c::lk'lld.iddtr 
<lirrct• delta. 

1;;gi-;;=;.3: l•:t>tc csc1ucma iluslr• cJ ~firnicnlo que He 11igutó para implmnentar 
las tCcnicaH rcqlecridaH para CHludiar mutaciones do p53 on tUIDOl'1J9 y Ji,,.,.• 
cclulMn::ll. do cána:r cérvioo utcrin.>. 

MUESTRAS Y LÍNEAS CELULARES UTILIZADAS. 

l'~Jra i1nplon1nnf.11r laH ti?cnic:.1.H H<? l!mplf"?arun: 

J .ínoaH cnlularon dnriv::HlaH dn cáncor c~rvico ul.urinu 'JUn yu hnn Hidu ear:u:l .. nri~.:ut;.1:-; 

(llol.,., Cu.Ski, caat\ .v 111':1}. 

l .. íru~aH c:oluJart?H cl<~rivadu1-1 de.? c:;ínr:nr c~~rvicu ul.<!rino. c1bb~nitl;1H do puc:iuntc.~ mt~Xif!:lnaN. 

<]U<? nsf.:ín E-ti<!ndu carn<;f.1.~r;:..r..,.1daH. 

M UCHf.ras do lc?Hinru!H c~c?rVÍ<:aloN (l':Jhlu -1). 

2.5 

:i 
¡ 
f 
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Muestra Diagnóstico Histop;atológico ARN ADN 
--

(llf') (UJ\) 

J Ccr\.ricifi,.; crónica oon cmnbiUR por V PI f. 
- ·-2-~-C~~citiN c:~rónicat_e!-'.>r ,;~;i~o~ .. -,~,.-.,'-=v-=1,-:17-1.~---------------+--.c.--+-.c..o--

9 17 ·-

-~ :~- -- i:-; • .;;;~·aH de cP~lio ~~-,~~cal y cndoccrvi~I. con inflamación a1-,.ruda .V cn:"•nic.aa 
_13..__ 96 
14 -100-

=~;~----~-J=~~~;;~~~~;;f ~~~=-------~·--- 11 CJO 
6 J.1_c~ 

<"• NIC.~-~; cxirvicllif.l cróm':.a vc.m c.:..:aml~1or VPll. 
·¡ ·¡;;;c·~1 lll-11; co1r~;;;;:;;~¡,¡;fc1·;,.1;,-i,fc in~;~;-ir hicn~fitC .. ~nciaJo. de células 

,, 
'"º --~---- ---.," "" .J'.1"1_!~9.R <~_!:'.'lir~i:.0::~1_1_!.f~..:-.. _ --· _ ----· ------ ----- -----+--·---

NJC-lf J; fr11,.,mcnfo de Clfl'Jl.~.érvix .Y c111Jocérvix. a>n intlamación crónica y células 13 295 
<:x<xx:rvic.afrH J.i.bn::f> ''.<~'~ clrt-pla~•••. 

9 -Ñ1c-_T1Ef~;hcnf;, dc-uodt~~¡-;-l:(~ñ i1~Í1Hmacii>;-~rónic-.a y c.Chdas -- -- ~--.,--- J<JX 

·1;;.bla ·'- MuCHtraN de ICHtnr~ de cétvix utrl1=".ad•A en éllfc lr•bajo. El ddgnÓl&fioo hiaeop.lológico Jo rcali:."Ó cJ 
pcrsonnl del l lospita:I de la M1úcr. tic la SSA. Hn faH c.:olumnas del lado dcrucho se anotan la• cantidadC» de ácidos 
nucJcioc,,.. ohrcnidas de cada muestra. 

DELIMITACIÓN DE LA REGIÓN A ESTUDIAR EN p53 Y DISEIÍIO DE LOS 
OLIGONUCLEÓTIDOS. 

11;r1 t?Hf-<? momf!nto H<? f.inn<~n rt!gist.radaN 3,978 mueaciones en pS3 (l lolhd.uin y colH., IH~Hi; 

I fair1~ulf. y culH., f!J!l7). A nivel dn Ja pn..•f .. nínn, el 1Jt)O...IJ dn laH mut.ur:ion<?H H<? (?ncunnt.ru un lu 

rPJ.:-i,jn cnnLral dn l:.1 mif..;mu (l,c~vinn. l~J~Ja; IA,vin<? y oJIH., l~~)li; lluinaut .v culH., 1111J7). llo 

hc~chu. :!O~ó dn l;m ni uf.acion<~H rPg-iNf.radas uct.uuJmenl.f! HO locali;..-:un nn HCÍlu 5 c:CJdunnH, QUf' 

participan nn la unic'"•n <lo pli:l cun xinc:. o <~n la int.c:Jrac:c:iéJn de nNU prott?ína <!on· nf Al>N 

(llollNf.<?irt y c'Jft..;., f~.J!H.t; llainaut. y colH., lt~>7). Mc-íH tlol 80".Aa dn luff mut.aciunoH do pfi.Y'Hun 

punl.uulnN y cc-•mhiun un um ino{ac:ido por otro (1 A"!Vino, HJH:I; l.1nvinu y cnlH., 1fJD!i). 

l>e In:-; ó,H7t; mul.uc:ioneH mc~ncion:uJu~, 49 corresponden a tumoreH o lineas ecluhareH 

de cérvix .Y fAJdaH, sin oxcepci<ín, ~m <!nc~unnt.run loculi:,.o;;uJaH nn Ja n~giún <X!nt.rul du la 

prol.nína ("l'abJu fi. f•'i~uras -1, f>). 
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Mutaciones de p53 en cáncer 

cérvico uterino 

; 1 •' ' " ,,,,¡¡,, " ,,¡/¡,, J,hl" 
P531 • •Pti3D 

2 3 4 5 6 7 8 9 10 1·1 

fm'!- --ª-ª1 ¡ LJI ~ , ,_ l 1-H 
111 IV V 

J ~apa·ox. 2.:'> kh cJcl gp,...../ 

Figura 4. Se muctitrn la posición 1..fo lodaH laN n1111aciorlCH reportada,; de p5.3 en cáncer 
cérvico uh.:rino. El nllmcn> de vi;.">CCR qttc llll oodón aparocc 111utado so representa por Ja 
altura 1fc la barra c.o.-rci-:pondicntc (\l'ÚaBc la c!K:oala del lado ,i.,..quicido de la l'igura). U.I 
codón al que oorrcspondc cada tma de laR barra" :.paraoo en la Figura 5. A HU vc;f' .. IOH 
detalle,,. de ~da una tic la,.; mula.,;.iuncs 1c..-portadas puodcn COllNUltal'&c. en la Tabla :''L l.oN 
cuadnm ncgnu: arriba de laH tlochaN grucaaN indiican la poiii~ión de loa oligonw:loótidoa 
utili.,.ad08 en Cstc trnhajo (P:"i:lJ/J>.531>). lo& cualca cubren w• porción de. 
aprnxjmadan1cnlc. 2.:'5kh de p53. y abarcan del codón 121 (cxón 4) al 293 (cx.ón 8). En 
el Al.>Nc esto ciquivalo a 519pb . 
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Al c:.>n1i<?n~.o dn ÚHl.c~ trntm_¡,, H<! t:<,nucí:1n !:!H mut.aciunoH do p/i:I nn l.umoroH dn ci'·~rvix (con 

nlunero Jn rt!~ist.rn. <?n la liasu dí! dat.uH d<?I 1•;n1. 1072. 107:1. 12fiH. J2!i!J, 12H'1, 12H5, 12Hf;. 

12HH. 1:1110. 1:10I, l-1fi5, l·lHI;, 1-107, 21H5, 21HI;, 2-1:11;, lM:l7, 2-1-1H, 2HCH, 2!'12, 2fJl:I, :llM-1, 

:if;.1;., a<M<~. aH.-17, ;u;"1R. :tíi-1~). ;u;r.o :V atUiJ; Vf!tHU~ la ·rahla 5); y H(? hnhíun dnscuhit~rto cinco 

línc~as <!ídularPN dnrivadaH dn c{111ct?r cnrvical qu<~ 1.ien<!n pli."I mut.udo (rngiHt.roH :C'1 l. !1'1~. 

H5~). 8(;0 y •11-MO). 

SP diH<'ñaro.n duH olig-unuc:lpc"1l.i<loH quo f1:1nf1Uouran 1:1 rV!J.:iÓn Uunt.lf! St? r?ncur!nl.ran 

cunfs!nidm-1 l.odas f!Hf.as 1nul:u·i,1n<~s. lJnu de~ <?1101-1- abarca loH últ.ilnoH codonnH del nx<J.n "'1 y los 

dos primnroH dt?I uxí>n r. (f!Hf.o corrt!Hpundn a loH codonuN 121 al 127): ol uf.ro Nf! nnf!uonf.ra 

aprc1xi1n:11.Ja1nen1'~ a Ju mit.ad dPI c~xún H (codonnH 2H7 al 2!Ja) •. Sus Hucunnr:iaH sor•. 

rf•:-tpt~<:l.ivam<~n f.c:~; 

1•r;:u r> TI ;T < :·n; J\CT TC:C J\CO TJ\C TC-:1'; 

;,· ccc ·rrr c:·1·r ncc: <:Au Nrr CT-:1'. 
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JO 

l':sf.oK nligonucloétt.idoH aharc~an aproximadaml?ntc 2.rtkh <.l¡~I ~r~n p!i:t, dn laH cuah~H cuat.ro 

quintJIH. part.nH corresponden a int.roneH. La rPgibn cornprc~ndhJa por CH-;IJ>H oli~onuclnl•t.idoK 

codifica la parh? c:'~nt.ral d<~ la prut.<~ínn y, por lo t.ant.o, inc:luyu loK JominiuH Jo uni~tn con 

~inc: y el«~ uniún con ni /\l)N. 

EXTRACCIÓN DE ÁCIDOS NUCLEICOS. 

t>ara uht.enur loH .-íciJu..,; nuc:lt•iellH dt~ laR 1nu<$l.r'HH Jn fA"?jidu curvical, 6t:1t.cJH Ko congr?lnrnn 

para dc>iNpu{?H ftulvc~rizarlaN. 1•;1 polvo rc~sull.ant,n Hn t.ranKfiri{i al rflact.ivu 'l'r"i:l'.ol y Kn nxt.ra_io 

el J\H.N tot..al. l•;n c>il catio Ju laH línt?aH c:t'~lularuK, laH cajaM con NUH cult.ivuH .-ul?ron hañadUH 

con nKn miHmo react.ivu, para d1~Hpu{~s lluvnr a calw> la oxt.ra<:ción. l•;n ta l•"igura fi puede 

oh1:mrvarHn el AH.N ux.t.raido, t.anto du hiopMiaM como de línf?llM <:c.!lulan?M. t•;I AH.N t!M l1o 

buena calil1ad, part.icularm,~ntA.~ ,~1 ch? línunM celularuM. lt;J hllN du h1K hiopMias exhilK? cilH"t.a 

doi.tr-adaciiln. poHihlumen.t.c:? dl•hida al tinmpu qu'' t.ranK<:urrió onlro la obt.unuiéJn tlu la 

n-iuf!Hf.ru y KU l:ongolaci6n, u hiun. dnhidu u laM manipulacionuM ruquuridaM para pulvuri~ar 

la munH1.l''H. l•;n la T':ihla '1 HU anot.a la cant.idad rl?cupurada du AllN para cada unn do h1M 

muf~Ht.raH. 

l)n9pu(~H de cnc:t.raer <~I AltN, t-4<~ oht.uvu el Al>N con ol umpluo dul umort.iguador S'l't•;. 

Hf!J.:uido de? prl!c.:ipil.;u:il1n por f!f.anul. l•:n la l•"i~ura 7 Hf? uhMf!rYfl ul Al>N de biopMiaM que Kn 

uht.uvo cur1 ÚHtc método. l ..:1 cant.ida<l dn J\llN quf? HU rf!CUpuÑJ su nnot..a un la ·rahln -1. 

PCR DE {J-GLOBINA. 

t~on ubjelo d'? vnrilíear qu(? ,~1 J\llN oht.c:~niJu con ÚHtA..~ pro<~edimiunt.o puudu HP-r ut.ili:t".ado un 

.-eaceioneK e.Je PC~U., Ko :1mplific{l un fr:i¡.:mnnt.o Ju 2C.Kpb dul ¡:un du p-gJobina con loM 

oli~onuch~llt.idoH <: l l~O/i»(~OL1 (CrPt?r y c:olK., IH!M). 11;n la l•'iguru M MC.? muuMt.ra el ruHu)t.aJo 

cJ<) la c-unplificación tff~ Ji·~lohina a part.i1· do Al>N Ju biopMiHK. 



1 2 3 • , 

6• 6b 

Fi- 6. AllN t-1n-idode1-8 ........_y de 
biopaga de"""'"· Fi- 6e. AJlN de 1ae U-. 
c>alula,_ C33A. Kl'3, CaSlú y Hel.a (de iaquMrde a 

-...). LH --de AJtN -1 -· 2 .... .,,.... 1.1.....,.... l.9!&91... y •.• ..., .... 
rn,..m...,m-te. S. -- 2td par ..uril. Fipn 
6b. AJtN -• .,.-ido c1e biopaiaa c1e me .. canil 
l. NIC 111 (0.22119'td); canil9a 2 y 3, NJC 11 
(0.62...,111 y O. '79ta9flll); ......._ 4 y 5. NJC 1 
(0.56µsflll y l.6CJi.osf,.J). ......... 3111 .. GUril. 
Lea biopaiaa • .,._... - • iDdim • 
M • ._.. ... y M........_ GllM de•..- l..,_ TllE 
1.x. aov. 

Fi- 8. PCll de p ....... (el .... •loUi ... 
OH2.lllPCN) -~ - ADN ... biopaiaa. 

Fi ..... ?. l\DN exwaído de biopaiaa da pee:~ 
.,_ NIC 11 (carril 1), NJC 1 (c:ani.I 2). cacu 1118 
(<arrile9 3 y 4). y NIC 111 (caml 5). La• 

Canileo 1 a 3. -itU crMiaa; M1ri1 4 NJC I; c:ani1 
?. CaCu lllB; Ani1 9 _,_.._ ... &a..- de 
ADN (múlcip ... de IOOplt); ca- 11 y 12. NJC 11; 
c:anil 15. H ..... <-trol .,.._); curil 1? • ._._ --- ...,....wa-: 35asfµI. 185 

...,, .... 92CJaWlll. 1,595"91'111 y 45.,.,111. Lea biop•i•• 

.. .,..._,_ y. _.,....de e.ua• •1 ARN, .. 

...,_ el l\DN de ac:- - el procedúni-to 
anolaclo .. Ma...U._ y Métod09. Oel de •pr11A 
1%. TBE 1.x. aov 

-a- El pooftl del PCll 1119 3' a 94"C; 35 cic:l-
de 30" • 94"C; 30" • 59'C; y ... ?2"C; al liaal. 1 o· 
• ?2"C. La --- U.V. ..... - - ----
final de 25td (IOlll - .... - - cada carril)..,_ 
?5 ... de ADN, dN'IP9 a 50µM c/11, MsCl2 a 1. 5 
mM. olia-uc:leóticloe a lasflll ctu. y 2.5 u de Taq 
<- • indica • Mae.iai.. y Métodoa). Gel d• 
•...- 1%, TBE IX, 60V. 



J2 

l?T-PCR ele p53. 

lnrr1<>diat.aanc~nt.c cJnN>puÚH cln habor olil.nnido el 1\1\.N. Hf! JJnvc'• a c:aho f:J rc~ac:c:iún dn 

f.r;un:-:cripd{>n invc~,..sn. l):1rH f?Hf.;1 S<~ uf.ili:rii t\H.N f.ot.ul y oligo d(I). I><~ {?Hf.n modo, HO pudo 

1Jhf.(?rH•r el l\IJNc f.ol.nl. llnox 1nir:rolit.r11H dn IH ret1cí:iú11 df! f.rant-icripciún invc~rsa f"ticron 

Ln1n:-:IC•ridw: ;J uf.ro f.Hho p;ir;a cdi.•c:f.11::n· lu :nnplific~aciún de? IH porc:ic'"1n c:onf.rul de! pr.:1, ;¡ 

p:lrl.i r del AJ)Nc: IJJl'11. 

1•:11 luH f<'i1~uras Ha I 1 Nn JnunKf.r;t11 difhrcHll.(!H :unr•fific:;u:iuneH df! 115:1 al empinar i!Hlc 

proc:ndin"Jionf.o dn f.ranHcrirK:ic'tn invc~rKa y roac!<~iún nn c;.1d<?na df? la poJirnur-nHn (tlt~t1~r.'i•~ 

;l'rrut.<ir.ri~,lion y .l'ol.Y171.~·ra .. w! C.:h~U11 lletu:lio1t. U.rl'-P(~H.). 1~1 lt'iguru !) nxhit)(! un reHult:u.Jo ti<! 

f{.'f'-PC!ft c:on un nmdimic~nl.o pohre. <~on ohjfll.o do optimj:;,if.ur fu runc:c!iún. y aumc!ntar ,.;u 

<•fic:ioncia. Hn ll<>:van•n a cabo r1~accion<$ dn l.runHc:rifK:icín invnr"Ma c:on diferc~nl.(J:H c:anl.idacJc~H 

de! l\H.N t.ot.ul: 2'.-1µg, l.OJJ..g. O.óµi:, O. IJig y 0.0ilµg. ¡\ part.ir e.Jo c:11d11 unn e.Jo oHl:.t.:M rn:u:cionnH 

H*"' f!fnctuuron f.r-<?H reuccinnn~ cln P<~H., f.01n:1.nc.Jo 2µ1, (>µI ú 10,...1 e.Jo ra reuc~:i{Jn t.ln 

tr;1nHc:ripc:i{•n invc~r»u. J•:n la 1~·iJ,.!11ra 10 H<~ ohK<.?.rvun luN amplilic:ac:ionnM rnHult.c1nl.r.~H con 

cHda itna dP laH diferr~nt.<?H f"!ant.icJndPH <?mJJlendaM. 

l ,;1 l•'i~ura 11 m ucHl.ru la amplificw:iún d<'I Al >Ne de p!í3 al "mplrn1r 2AµI d<> AUN IAJl.<11 

p:.ar:a Ja rno,cc:ir"tn do l.r:tnHc:ripción invt•rHa, y lµI dn <?Ml.11 rt:~;u:c:iún pnrn la f•(;lf .. l•;J 

rnndirn1nJ1f.O fu<~ 8UJ1flrior af ohH(~f"'VéldO on faH l•'iguraH ~)y 10. f•;n f;J U.'r.p(~f(. do lu J•~ig-ura 

I l 1 l;i f.ranH<:riJ>l.;u·;a invc~rHa f"tu~ in;u:f.ivad;1 anr.f~H <.Je ll<?var a cahu lu P<:U .• a difnruncia df! lo 

rnali:r.ado en lm-1 rn;-J<!ciuneH dn laH t•'iguraH !J y 10. on laH cualuH no Ht? inuctivil eHa 1nn:--:ima. 

PURIFICACIÓN DEL PRODUCTO DE PCR Y SECUENC/ACIÓN. 

8<? prutmron cJivnrsoH m(?t..o<loli dn purific:.u~it>n d(?I proJucl.o e.Jo t,CH .. Uno conKitd.i•'> <?n pasar 

nJ prucJur~f.o dn P<!l-t por cc..>lumn:1s r>ara dc!NptJ<'?H r<!HUNpc~nc..lt?rlo nn agua bideHl.iJada. ()t.ro 

rnélt.odo r:onsiNti{1 on corrnr c~I producto dn la H.'l'-P(~H. de ¡1lfll un un gt!I dn a¡.:uroH,a de bajo 

nunf.n de fut-:ión, par¡J d<•Hpu(~s j"11rtar la h;Jnda y func.Jirln. iAl agnroHa fundida. c;1lil"!nte, S<? 

t.r:1n8firii'J a un tubo c:<>n rl's1na Wizartl y Hf! purifi<xÍ por columnu. l•;n un f.r.~rc:nr 



Fi- 9_ RT·PC'R de~, a partir de ARN total de 
linee• gelul.,... O. iZqui_. • derero:ha: HeLe. 
CaSIU. marc:ador da &a.....,._ de ADN ). Hind 111. 
C33A. HT3 y un c:ontrol ....-tivo. La raa"ionea se 
llevaron a cabo en vol....-. ele 100µ1. d• loa c;ual• 
.. puai.._ 2'td poi" - P.ti1 de la rea.,.,ióa: RT 
lbr a 3~; PCll 3' a 94'C; 30 c:ic:I- de 30" a 94'C; 
30"' a '9-c'; l' a 72-C: oaa 10' a 72-C d• extcn.iOn 
final. dNTPa a 'º l&M e/u; oli-1.0tidaa a 1 aw'Jd 
e/u; Macli a ª·' mM y 2., u de Taq (VÚM 
Ma-a..y Metodoa). Gel de .... - 2%, TAE ax. 
60V. 

2 3 .. , 6 7 1 9 aO 

____ ( __ _ 

!la llb 

.. 

Fi...,. 10- T·PCll c1e,u - dif"-• c:aattdad .. 
de AllN y del pniducto ele la llT- Se empleó ARN 
tOlal de HeLa. S. prot'taroa dlfereatn .:antidades de 
ARN para c:fectuar la RT y. d"pu9•. •• empicaron 
diferent- \Oo1Umene8 de ... r..cciOa para Uev•r a 
cabo la PC'R. El perfil de la• r .. c:4:íoan ~s el mismo 
que el de la fisura anterior. lo mismo que l• 
~traei;ión de la. QOIDpoa.at- de la cca«;1ón. 
º"~'º par laa "atidadN de AR.N y del producto de 
la llT. Ca- 1 a 3: RT - 2.4 1-&I da AR."1 total. 
PC'll - 2. ' y 10 ,...1 ele la ._c:c:ióa da RT. Camles 
4 a 6: llT - a.o .... ele AllN -1; PCR con 2. ' y 
10 ,..a ele la ,_c;c;ióa ele llT. Carril• 7 a 9: RT con 
º·' ... ele AllN -a; PCll .,_ 2, ' y 10 ,...1 de la 
,_c;c;ióa de llT. Canil ao. man;ador de &a¡pnenloa 
ele ADN (múltiplaa de IOOplt). Caniln 11 a 13: RT 
-o.a ,....c1eA1tN-l:PCll-2. 5y IOµldel• 
,__ióa de llT. Curilm a4 a a6: llT - O-' 1-&I de 
AllN -1; PCll - 2, 5 y a9 tal de la ,_c:.;ióa de 
llT. Canil a 7 -'"' _.__ Carril 11 m .. c:adoo 
de...__ de ADN (múllip._ de IOOpbl. O. 

c:ade -- • -~ ao,...a - c:arril. Gel da 
•...-~TAEaX ..... V. 
2 3 .. 

Fi...,. aa. llT·PCllde,U_AllN_ldeU.... 
c.elula,.. m•'licanaa ~ de c:áDDm C1érvici9 
uterino. Fi_. a la. Da izcauien1a a d9nclla: Ta. T2. 
T4. T,, marcadar de &a-- de ADN (múllip._ 
de IOOpb), T6. T7. T9, Tao, c:GOlrOI -ti-. Fi-
11 b. Marc:ador da &a--- de ADN (múltiplae ele 
IOOpb), SWl3 (linea c:alular ele rülóa q- M utilizó 
como conttol -im..o). taba y .,_- -ti-.... Laa 
rcaecion- de RT fi..leoD de 20 f.11. QOll 2.4 µI de 
ARN 101al pa .. la RT a iac:ubac:ióa de lbr a 3~. 
Para 1• PCR .. ef.:tuaroa ,_Qeioa. ea un vohunen 
de 'OµI (en c:ada c:arril del pi .. puaieroa 10µ1), c:GO 

1 µI de la rcacc;ióa de RT. dNTP• a !OJ.&M, Glu; 
oligonucleOtidoa a lngtµI e/u; J\fgC'áz a l.' m.M. y 

· - - • • • .,. -rnr ,,. "'n'' 
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procc?dirni<~nf.o. HC cortti la fmnd.a dt!I ge?(, 9e fundi6 y wo purific:(• oun fbnut, cJorothrn10 y 

prPcipif.:Jcilan con c~l.t.1nol. pnra deHpu{,8 JJovur a cnho un:1 HnJ,.tunda purificacit)n. C!Hf.:J v<~:.r. r»lr 

«ofumna. 

J•:I prot.Juct.o purificadu LI<~ Ju roac~~it)n dn u.rr ... <;U. Mt~ ut.ili:l'..CÍ para HOCuunc:iur '~· Al>Nc: dn 

¡15."t. JH•r Jllí'dio dt~ RUc:uonc:iac:hín dirf!ct.;J y cíc:lic:u. Pur:J erd.;¡ He ut.ili:.--.6 uno de? los 

oligonuc:tniJf.idoH flU<.! hahían sido emplnncfus c?n la rc~uc:c;íón Uo P<~H .. 1.;n );1: Figura 12 sn 

o!JH<!rv:tn laH Ht?c;ucnci:n; dn Jl.~:J uhf.t!nídaH n partir dc~ fa Jínc!;J t~?lulur <;a:rJ\. I .u M<!CUt~nc:i:J 

quo cor-rcH1>c.>ndr! :i ¡J.'#/l (J\/l:iU;:.u..;hc!WNki y cohi., l!JH..f). IJaK l.rnH Hf!(:unncinH HO llevaron a caho 

nimult.iÁ1H~amt!nfA? .V HU c::.lidad fun NirÍlilar. Unic;imnnft? hubo tloH difhrencÜJH onf.ro t!HaH 

r"'(?;lCCitJnrn·': una run quo ,.m (~Jllplf?:Jron prru.JuclA.>H dn PC::H. purificu<loH por mf~JioH cJi9f.inf . .OH, 

lo cual, 1-1n~ún tw.! aprt?c;;1, no innu.v{J on ni rnHutt.1u:Jo; ra nf.ru djfl!n:~nc:ia fue í¡uo en ta 

primnr"a H(~cuc?nciu Hf? ut.ili~.sj unu mnnor c:ant.idad do producto du PC;H, quu un JuH of,raw 

clos •. 
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Fi_. 12. S.::-iu M l'U M C33A. La oec-ia 
del •-iD!ui- .. .,._.,.. 3 ..... ,..._ 
de PCll punfic-- millicol-; _.la--• 
del c-tto se_...._ •U..•,..._• PCll •-
,. p..nfico - - •I • ·- • .,.;. ,.... • 
lll&icia ... cortó i. -.... M -· y el _. 
llmdido .. punfico - miaicol-: - el -
der-=:bo la s.c1aimcia c:or1 1 s ••• • SO.S de ..... 111:19 
de PCll p..nfic84o - pncipitac• y .......... -
minii;ohamae. S. empleó ..:~iaciám cíe&. e- [a• 
'"sJ dATP. El •l de acrilamiülbiuc:riluDiolll • •I 6'Ht 
y se c:CHrió a 1.300V c;G11 waa ............... de 55-C 
(vúse Material- y M ...... ). 
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DISCUSIÓN 

En {~Htr trutu1jo, Hn buHci"1 imr>lnmPnf.:.tr faH fi'~r:ni<::JH nnc:c?Harius· paru dnf.f"?rminur Ja 

prrn·:nnc:i:i d1? 1n ul.:1ci1Hl<~8 do JJ • .t;;¡ en c;jn<!<!r r:r?rvic;il. J\l'u1 cuanllo Jas f(!cnic:as d<!hían 

<"t>riducir al nHJ.udio d<? p!i:l, al r?IPJ.!irl:u--t so conr-;idr·r(• in1porr.anf.c~ que fuer;u1 curnpal.ihl<?H t·on 

··I (~~~tiulic• "'' ol.,.HN Hc?c:ucnu:iaH. l•:f; dc•c:rr. qun laH 1nisrn:-1 f./~cnicaH pc?rmit.i1~r:J.n, nn princ;pio. 

t?.o.;l,1~lJ1¡1r 11f.r11s J~C!flc!,.; y l.r:1nsr:ri11>N. lt.!'u;1ln1c!nf.c~. sn pc•.nNÚ nn la ru?c~<?sidad ele~ cfuc~ <!HCJN 

procc~diminnfoH l"unran r:omnaf.ib/r?H r:on J;, prndlJilidacJ dn nsl.udiar prof.c~ínas, prov<!ninnl.c?H 

cJc loJH 1n i1-1mas rn 111?~1.raH qup loH :h:id1,s n uclnicoH. 11;1 {~nfi.1HiH <!n nHtaH carac:tcrÍNl.ic::JH, dn 

flc?xihilidad y nficil~nc;i;J, HO dflhc a q1u? ni ciJncx?r <~H ni rc?Hull.ac.Jo dl~ numt!rtJHaH ulú.?racionc!H 

molncuJ;irPH. Pur lo f.anf.(I. Hi t-:n tleHf!a hullur h-.1~ ulterac:ion<?H molocular<?N IJMO<:ÜJdllN cun 

nHl.a nnfnrm<?dud. t!H nf!(!t~Hario J>ttdnr nHf.ucJiur l!inrf.o númorc, dn HncunncinH y producf.(•H 

1-:<~nic:í1H c:n luH mu<~ECl.raH U<! t.umoroH. f•;n Huma. l::.1 int<?nc:ión fun implnmenf.ur laH f.Í?cni<:HH 

par:.1 sahor Ni p!i."I f!Sf.i".1 m ut.:uJo on c1ínc<~r c:Hrvic;ll. f.(!niun«.Jo c?n CUf~nr...a que nu oH el único 

g"<?O dn inl"~réH f!ll c!I orignn dn PNf.;1 n<~opJasia. 

l;;.1 1nayor p;..1rf.n de? f,,s <?Hf.udic1R 111u? han tn..1Hc:11do muf.acionns du p."í.!/on c:Ílnct\r c:urvic;aJ (v. 

f.{r .. fk.,rr<?H<?n y <!t1ls .• f!JH~: ft'u_iit.:.1 y cof,.~ .• l!J!J~; 'l'sutJu e? lliruhaHhi, l!r.)2; (!hf!n y colH .• 

l~JH:J; KnHkiH y r:uJH .• IHO:t: l'afJU<!f.f..(! y cttlH., IUHa; <~hoy c:olH., l~"M; .Jikoy colH •• l~J1J.1; Miwu 

y col~ .• l!JU!i). purf.c:?n c..ll~f l\l>N y, por ,.CH., :1mplifican ex1Jn por ex{,n. paru clnHJlU(?M llevar a 

cH:ht.> la $-mcuonciaci•Jn. l•:st.;1 H<~ lleva :1 caho u vet!f!H <~Jn c:fonacirín y. ol.rnH, dn manura 

direcl.:.1, con 8<~quen.aH:.1 (la r>olim<?raH:.1 tlc~ Al>N. rf!Ct>mhinnnl.(!, de ""1'7). Su c:onHidr?rú que 

poc.Jrí;1 s<~r m:'h.; pr;Jc~l.ico c?I <•n1pf<?U d<? lt'f'.P'<~H. pura Hocuenc:iur, c:un un:~ Holu reacción, lu 

f.<1f.;Jliclad de la r<·i.:-if>n nmplific~:uJa. AJicionnlmonf.u. Hn ju:..--.gó, f.nJ como Hf.! uxponu un loH 

rnirrafoH ptJHf.eriornH. que? f;, s1~1:u<"nciaci6n dir<!<:f.a .V c:iclic~;• l<4:!ndría fa Vf~nf.:1j1.1 dt! Hf!r mág 

pr~íct.ir~1 que! l:.1 c:Jo1111ci1Jn HPJ.!U•cfa d1 .. Hf!cunncinc:itín manual. 

J\i111 cuando on loH l.raha_itis <:if.:uJoH arritm l.;Jmhit?n Ko rf?Ht:uf.a ni J\llN <.Je 1.uH munHl.r11H, pura 

Jlev;ir a c;Jbo la dt?l.f•ccif1n d<? ,_;,.,.uc?Jl<~iaH cln Vf'I 1, foH proc:odimienf<4:>H c~mpleadoH no Hon 

compal.ihlnH con la r<!CUf><?r":u:i1'111 d•~ l:JH prul<4:!Í11:.1H. f1;Hf"'· porquf? la diHg'rt?gae:ión del t.njidu 
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prot.ninnsa I<.. 

Por lo t..ant.o. la rflviHil,n do PHUH prll(:f?dimientoH llev6 a <:onHidorar c:onVf?ninnt,o c~I UHu do 

t.>l.raH t.l~cnicaH que fueran 1n:ÍH nc,xiblos y c?ficinnU\H, tal como HU nxponn t~n laH p:í~iuas 

sia.:uiont.l':N. 

OLJGONUCLEónoos. 

IA.lH olia,.:onuclnúticJoM ruoron di8íÚ'l.;.uJoH pura abarcar únic:a1nenl.t! In porcit.tn qun cot..Jifica la 

1~urt.c.' 1~~nt.ral do pr.a. Hn diHPñarun aKÍ por t.rnH ru~ . .onnH: 1) dubi<.lo a qufl un nHa r(\&,tiún de! 

pfl:C t·m Pncunntra la mayor parl.f! df? laH 1nut.acionnH rupurt.adu.H para t.odoH luH tipos do 

c{tnc:or human'• (IA!Vinu. l!J!):i: IA,vinf! y colH., l!~tlj; lluinaut. y r:t•IH., 1!)!)7) (l•'igur;:J 1:0; 2) 

un c:íncnr cervical. ctuandn H<' han buHcado mutucionnK df? pt;a on N!J:innns diMt.inl.aM a cu-u-a 

(C~rook y colM .• 1fJ'!"J2; Crook y Votuul,?n, 1~r.J!l; Paquot.tA"! y colH., l!J!"J:t; Miwa y colH., HJ!Jó), o 

inc:luHo on la rngi6n ruguJac.Jur;a c.lnl gc~n ((!hoo y t~hong. UMJ:l). no HU han nncont.rudo; y 3) al 

momnnt.u dn dist?ñar k•N ,,Jigt1nuc!l<?<''>tidc•H~ 6NtSJH nnnqu<?ahan la t.11t.alitlad de? loH cc•doneM 

mut:uJoH dn ¡15.:l,!n coíncer ct~rvical. 

l'uucln ''HPt?rarHn qun, c:<•nfc,rmn Ht? acumulon m{as flNl.ut.JjoK, podrtín H<?r df!l.C?ct.ac.JaK 

mut.uc:i<Hlt.~H inf"rncunnf1.!R ,,., cud,JJU?H Hil.uados runra do la rogi(1n c:<>mJtrc?ndiUa por lc•H 

ulig:onuc:lci)t.idoH tliH<!ñados. I><~ hc?chn, <~Hto ha HUC<~t.lido. uunquu eHaH mut.:acionf?M Hon rarHK 

(vt'?anHf~ l::JH Figuras •t y 5, y la Tabla fi). 

EXTRACCIÓN DE ÁCIDOS NUCLEICOS. 

l•;I prhnur paHo fuo hallar un m{~r..,du qun pormit.iora oht.unur. du biopsiaH int.fjyicJualnK, 

ambuH :ícif.JoH nucluicUH do tnannra simpJo. r"1Ípida1 oncinnt.U y en t:ant.idadf?H KUfic:junfl.?H 

cumo para fMH!nr llc~vur u caho c~I csl.udio do ¡1.IJ.~I y. f?YUnt.uaJmnntA.?. do otroH gunoK y 

porol.l!Íruu;. l 1;Ht.o irnplic{J la nt!t:Psidad dn l.rab:ajur c:on un pr,K:{?diminnto quo r><~rmil.iera 

rt~CUJU!rar. c:um1» 1nínimt>. 1,,s cl1Js {1•;idcu-~ nur:lci(~UH a partir df? munHl.rUH muy J.l<?qucñHH, 

como Non laH hiopsiaH 'lU<? mici<·n unoH r>ocos milímul.roK. 



-' ¡. 

-' 
¡. 

.18 

Mutaciones de p63 en Neo"'la•••• Hu .... 11•• 

i=====-=-=--===--------=--=~--------~m=+::·:¡_===--=-==--=--=-- --

1 ~2 •=---F~I -·-~·=·--- · • 1 " 1 •I• ·I .. y·;;-¡~•-¡ 
11 "' IV V 

Figt.a"a 13. l.>iatribución do todaa las 1nut.11cioncs en p.5.3 rcpor'tadAlil haata ahma. l...oill núm~ awiba de la11 barras 
indican el IPOdón al que ~en; lmicamcntc so muncran loe doce cod.DIMW quo apanx:en. muladoa can mayor 
f'rccucnc.:ia. y que junto.. dan cuenta dol 37% d..: laM mutaciooe8 reportada&. En Ja puto inferior do a. figura aparece 
caqttcS'l'Ulfi:l'ada la protoiN. Lo. ní1mt...-rnN arlibigoto indican el º"ón quu IDOdifica la parte 00f're11pondiente. Lo& 
núrncroM "°"'ª"º" HCñalan laN reg.ioncH con1>ervadaH. 1..aN doa JK'lllK'ñ•• b.naa attiba do la proteia. indican la 
po11ición do kllrl oligonucloótidcw utili;,.aduN en é,.;tc truba.io. 

11;xhdA:!n vurioK m{?f.ndoH on la lit.or:atur;1 que pormit.un roc:upc.!rar Jcui doH ~ícidoH nuclnicoto; 

(por ojnmplo. Mujumdur y colH.~ l~.HU, y lnH r<!Íf~n!nciaH allí indj<~Jdas). Se uJi~i6 ul nmploo 

lfeJ N~Ucl.iVU rrriv . .ol, eJ cual f>Or"JTiil . .n uhl.nnf~r laH l.roH rnacrumoJóculas informac!ionafUH un un 

f.iem{M> r"(?):-¡f,iv:tmenfA.~ COr"f.O y dn marl<~ra H<~ncilla ((:hum<::r.yr1Hki, l!J!f:I). 

f>aru obt.unor laH macn.>mul{!culaM inífJrmacionaluH primnro huy quu d<!HLruir uf fA."?jido. J•;I 

<:i'!rvix UH1.f1 c:ompuí?Mf.o do ahundanlA'.~ tc.iido nonn<:t.ivo (Kurmann y colH., l~J~J2) qun dificult.11 

la uxf.racc~i6n do loN lic:itJoH nuch!icos. l·~I f.(?.iido corvic¡-aJ puede~ Hnr dh-cgn?~ado con prot.ein:uia 

K, pnnJ eHtd implic:J la pérdidn df~ las protcínaH. <>t.ra JX•Hibilid:uJ uH macerar ul tc.iido con 

un homogenf"?iz.udor. pnru {?Hf.(~ m{•f.otlu t.i<~nf? doH inconvoniunt.nH: ul prim<?ru nH quo S<~ 

1•uquinru invurt.ir buNt.:intA.~ l.i<?mpo con cudu muotd.rn, y ni Hugundo oH CJUf? no lot.tra 

d<~Ht.rujrHo pnr complutu ol f.njido. J•:n part.ic:ular. (?Ht,u úJtimo inconvnniont.n f?H muy 

import.antA.~ yu quu Hi no HO d<~st.rny<- ni tejido no f.U? loRra rt?c:uiw.!rur una huona cant.icfad dn 
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:ícidos nuclnic:oH. J\ nHf.(l hay <1ue Humurln t!I hucho do <JU<! luH hiupHiaN c:onf.innun ollaH 

1niHriH1N. fK''* NUH dimnnHionnH, cantid:uJeH rr!IHl.ivan1onl.e poqur?ñas de iíc:idos nuc:Jniccu;. 

l'or lo t.:1nl.o, Ht? rneurri(, a l:t pulvori:r.;ic:il>n dc~I l.(!jido. quo HO c~f<~ct.uf'J rnaccruruJo l:u~ 

111tu·HtraN prPviamr!nl«~ t~unJ.!olad:Js <•n nit.r{1r.{ono líquido (<;rarn:1:u y cols., HJB!"J: •ram y c:olt-t., 

l!JU:t). J•:sl.í! pr<wcdin1i<:nf.o l.icnn la V<!ntaj:J dC" quP pt!rmil.t.! l:-1 dnsl.rucc:icJn l.ot.:-11 t.Jnl f.ejido. 

Hin que 8<! pinrd:t nin~tu1a do l.ax JTI;Jcrom<>l<~culaH inll>rm:u:ional•!H. l)<!Spui~8 dn l.r:-utsfhril ... ni 

f.PjiUo pulvcri:l'.:uJo a lHI tuho J•;ppnndo,.-r, :-;r· ll<!VÚ a c:alM> la PXf.rac;c:i6n cl<~I All.N con PI 

rP;wl.ivl> 'l'riz,,I. 

LJna vez c">cf.raídu ni J\HN tuf.;1J, Ht~ lurnc{1 oxl.r;inr el /\l>N. 1.;Hfo puede~ Hnr olJlA.~nitJu mndianf . .o 

pr<~c:ipif..:.u:i(tn c:on <!f.anol. pura dc$pUclH PmpaHt.illarlo y lavarlo (<~homc~nMki, Hf!-Ja). Sin 

<?mhnrgo. (!Nl.í! proce!dimiont.o nu dio huon r<~Hull.;ufo ya qun ol rnnt.Jimiont.o do Al>N Hiemprn 

fue muy hujo. Por tu f . .anf,o. N'? huHcÚ un procodirnionl.u ulls~rnutivo quu fuora cumpaf.ibJn con 

et Tri:l'.ol. con HUM venl.;1jaH y c:on ni oh.int.ivo Ue rncuperar t.ambi6n ul AH.N. ldJ t.i?<:ni<:a 

hulludn emplen amorl.iJ:'uador S'l'I•:. con N::1<>ll y Sl>S para nht.unor una fnHn acuo1111 con uJ 

J\I >N a part.ir de~ la in1.nrfusr~ y d<~ la f'uH<~ urgf1nica rumanenl.<!M t.!f~ Ju exf.raccil•n dul Al-tN 

(<:hpvillar<.J. HJfJ!J). l>n Ja faK<~ acuc>Ha He purilic:u ni Al>N pur prncipif.acic)n t:on nt.annl. 

l•;J n1nJtle~o de~ cHtaH t.i'~cni<!tlH fuc~ Huf.iHftu:f.orio. ya qun ha clllidad dn los :ícidoK nucleicos fuu 

huc~na, a ju~gar por MU nHf.ado Pn golnN dn a¡.:art..•Ha y porquu rnHulf.IJrYJn aduc111uJoa para 

rflUCt~ionn~ de~ 11( !H. y dn U.'r-1 '(;I( .. J•;st.aH f.Í!COÍC:UH t.am hi(~n rt~NUlf.aron Haf.iHfac.:t.oriaH d<?Hdn el 

punt.(> dn viHt.:i du la cunt.idad dn 1nat.erial rncupurudo. quu í!H HuOcinntA.? para ni propóHjt.o de 

i?Hf.(? t.rahajo. qLH? t!H Hf!CUt~nci:1r ¡1."'i:t; t.amhic!n f!H c:ompatihlu con la pc1MibHjdud de uat.udh.1r 

ut.raH t-tucut!ncins (g"t!OON o n1c~nHajc!roH) y:J <JU<~ la cant.idnd do maturial diQponihlo nM 

Nuíir:i<?nfs?. 

PCR DE ffeGLOBINA. 

1 At calidad d1~1 Al >N l"uc co1n prohada median f.o In amplificuc:icín, por PC~lt, du un fragmunf.o 

dt?I ¡.:t~n jJ-glc•hina c:c1n lc•H olif,.!1>ntu:l«!•~1f.idt1H (;fl~0/1>(!0-1 (<;reur y colH., l!.MH). f>ur":J l!Hf.{•~ 

fut?ron n-.odificadt1H laH r:ondic;c11H?H <'Hl.:1.hlc?c:idaH on esl.;1 rnfor-unc:i:J. Por un lado, Hl! n.?dujo 
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In c:ant.id:u.J c~mplt?ndu do fuH rPucf.ivuH. yu qut? Hn lluv:.1ron a caho rc!accionnH do 201-'1 1 

uf.iliz¡Íi1HJ01-;n laH 1:dg11it!nf.t'H c:un<!t"~nt.raciunc?s finalt?s: amnrf.iguador 1 X. dN'l'l'H a !"'t0J.LM c:;ida 

uno. Mi,:-<~IY. J.Ün"lM; y l.:u.J siguit?nl.nH canf.idadnf.c O.fil) do politnt?rHHa •raq, !:!.finJ.:'lµI d<? Af>N 

f.01.;11 y 1 rr~/JtJ dt~ c:-u.Ja olii.:unuc"·t·,,,¡do. 1 •or otrt> lado, se~ modific:C. el pf•rfil cJc~ Ju rnac:cit.n cnn 

Ja linulidad de? hacnrl;1 rn:-ís rúpida y '~liminar amplilicacionc~H in,!Hf><!<~Ílit:aH: ::mina H-1º(:~ 

:u; cicloH <In t!>sng :1 ~)(jºC, :IOHng a[;~)''(: y lrnin ;1 72'1
(;; r~un un:1 c~xtA"•nHibn lin:.11 ele~ IOn1in a 

7:¿:0 (: (nn conf.r:u.;l.1! c:on -10 ciclos de~ 1 rn in <J B(;º(~; 1 n"lin a 5,";º(:; .Y ~'"in H 7!!"(;; con 1u1;J 

<•xt .. nnHil>n fin;JI de !""1min H 72',C. nn c:r<•t!r y cuis .• l~J:):I). 

r ;;J haH<~ p11r;1 rc!ducir PI f.inn1r•o d<! ':;ida p;iso <!11 la fJ(~U. l;i dn ol hc~cho dP <lll'! lUtH V<!:.'. quo 

se alcanzan laH t.omporat.uraH ele~ dt!Nf"Hll,ur:Jlizac~i(1n o de~ alint!amiont.o. son inHt:Jnl.:Ínnas 

t.:.int.o la <lc~n:1t.urulbr.acit .. 1n dr~I l\llN <:c1m<• lu uni6n do loH oliJ.:clnuclt~ót.idoH n HO<:U<!nc:iaH 

perÍf!Cf.umonf.r~ c~nnpJemont.nriaH (f!H decir. Hin "mhimaf.chuH"). l•;HlsJ pnrmitA:: nmplnar 

t.iomfK•H 1nuy c~1rt.11a r:u1rn dichoH PHHrJH (WiU.W<?r y <4:irling. HJ!JI). 

l 1:n cuunt.o al r.it!mpo tJo ext.<?ntd6n, ao HngundoH HUn máK que:: Nuflci<~nf.1!M pura obl.E~ner un:J 

buena amplificación. do un pnJcJuct.c• de {?MI.o t.umaño. cJohido a la aU.a volocidnd do 

polimuri;,.ación do laH JK•limnruHuK dfl t\IJN (1 lubor y cx1IM .• IHH7; 'rubor y H.ichurdHon, HHt7). 

Mií» uún. cJ<!hn t.unf!rHU <::n <:U<?nl.tl quo la polimurizacU1n no HC"' ll<?Vél a caho oxc:lusivamnnf.l' 

cuundo Hn llega u ha f.f!mpurnt.ur:1 dn nx1.<?nHi6n (7~. l•:n NU lugnr, cominn~.a on c:unnt.o Ho 

l1n<?n foH oligonur:lrn.-;t.icJoH ni t.emplacJo. a Ja f.E?mJK?r;d.ura do nlin<?amjont.o. y cont.inúa. 

1JUI-.CfUP cJ<! 1nanc\ra l<~n1.;1, duranf..:? c?I 1.i<~mpo <]Uf? In llflva aJ f .. ormocic~l:uJnr incrnmf!nl.ar la 

f.emnc?r.at.ur;-1 haH1.:1 alcrJnzur In {•pl.ima paru ni runcionumionf.l) do la polimf?rUHll. IAt 

f..:!JTifU!rul.ura dn :1linoamienf1J do lc•H <•ligonu<:lnc)t.idnH S<! nfovó hnHf.:a fi{f'(~ (nn c:ontruMf.c:: c:t1n 

hm 5áº(~ df? (;rr-er y colH., lfJ!J1) con objPf.o cJe f.onC?r una amplificncj6n mtÍH limpia, Hin 

in<?Npc•cifi<~i<lndnH. 

l 1:n la litc?ra•.ura aparc~!t!n rt?pc:~rt:1daH, c:1Hi invarial•lnmnnf.c!, n?a<x~iono.H cJu P<~lt f:tJn 

<~OrtdicionnH m:ÍH l;1xnH, t!n l<•H <:<•mpont!rtf.l"?N d<! la rnuc:cié.n y en HU pc:::rfil. qun lnH ut.ili~.:uJ;.1H 

nquí. Sin ombar~o. aquí HU huH<:ÍI u1.ili:;-.:.1r una monor cant.i<Jud dn algunoH r<!uctivoH y 

mnnt>H t.it!m(K1. 



' _J 

41 

RT-PCR DE p53. 

8" cJocidi,·, rr~:Jlizur H.'r-P<~H. dn ¡1/i."1, f!n lugnr do l 1<!U., dnbido ;¡ qun {,HI.<~ ~·f!n f.ilHIO int.rtHU,?H 

111 uy J....:"r:u1dt~H (l•'ii.!uru I ). 1\1 trabajar t~un ''' l\l)Nc: N<! r<!ducn ol f.amaiiu do lu N<,c11Pncia que~ 

HP manPju .v. :11 no f,c~.nnr lns rt~g-ion<!H c:orrespondic~nf.oH n los inl.ronnN, He l.ralia.ia 

ltnic:unonlü con 1:1 rngi<'"•n qun codifica In nrof.<~Ína. Una alls!l''"nat.iva Hnría no trabajar con ul 

1nnn,.;a_jc~ro. s-;irio <"Un pf ~c~n. rt!aJi~ando PCH. dr~ c:adn uuo d<! los oxont?H de inf.c,rc'\N (dPI !"1 ul 8 

Lu l.ranscripci1.h1 invnrHa (ltaHhf.chian. 1~)~)4) HP rcnli;,.l> inmediaf.amnnt.c.! dnHpuih~ d<? hulmr 

aisl;HJo el Atl.N f,of.al. llny divnrHaH vurianfA~H dn {~st.u 1.écnica. Ln t.runMcripción invnrHa y la 

PClt NO puoden llnv11r a cabo c?n un mismo f.ulk• (por •~.i<~mpfo. Wana.: y cuis .• l!-MJ2; J\111sinki 

y colH., I~"'*'º o nn f.uhoH separadoH; y Hf! put?dn ut.ili:-r.ar oligo d('I), hnxámoroH alnaf.or-ioH o 

un oliJ.!unucft?Í)f.ic.Jo f!HJJC?cífi<~o para ol monHH.Í(!l'"O do inf,or6H. f•;n (~Hf,o t.rut1ujo MC dt?t;itJi{J ll<!var 

a c:;iho la t.ranHc:rir><:itín invnrsu con oligu d(I) por doH raYA"Jn<'K. IAI primon1 Off quo con ÚHl .. o 

Hf! obl.it~nn Al>Nc tlo l.odoH lt•H AltNm 'JU(? t.l?nK11n colu du poli A y. do óaf.t'! modo, "º" el 

1nis1no l\l)Nc podríHn rt~Hli~arHo. en principio, variaH P<.!l(H parn amplificar difnrenl.t?H 

t.ranHc:rif.(•H. f•;n c:amhio. Ri Ht? umploa un oli¡.~unuc:fn(•tido U:Hpt't":ífico para un mnnHa.iero, 

únic;unnnf.(? Hn ot1t.ent.Jrf1 l\llNc de? t?NH y Holamnnt..(? podrá hacnrM<? P<~H. para uMa Moc::uuncia. 

'l';unbif~n He decidi6 ll<!var 11 caho la H.'r y la .. (~ll. on t.uboM dist.inWH (eH dt.~c:ir, fln doff paHOH, 

c!n dos re;ac:ciunc!H HPpurad:JH) r:JC•r 1:1 flexibilidad r1u'~ nHt.o lo confiern u Ja P<'!H .. 1 lay vuriaM 

for1naH dn llcwar a cabo la H.'l'-J»CH. t?n un Húlo tubo. pt?r-o nn f.t1dnH ullaM Hn obl.iune. un Hblo 

producto cJn P<~H. a p;-arl.ir d<~I Al>Nc. Al oÍPct.uur lt1 H.'r-f»(~lt un un Molo l.uho nM nnc:nMurio 

IJcv:ar a caho una rPaccUJn dn. H.'l'~P<~tl por cada Mncuonc:ia dist.inf.iJ qun Me dUMf?U amplificar. 

l•::-;f..o puede! rnprPHenf.;Jr un inconvl~ninnt.n f!tu1ntJo In cant.idad de AltN diHJK.tnihle es 

Ji1ni1.nda. c:cunu Hllt!<~cJo cuando HO l.rah~t.i:1 con hioptdaM. 

l•;n cnml>io. cuando S<? empican l.uhoH HnparadoM y oligo d("I'), HU ohl.it'nu ni AllNc: du 1A.JdC>N 

lo» 1nt!nHaj,!n>H. l•:si.c HC r,ueclc~ alm;u:c~nnr dn m;innra m:ÍM Hn¡.:ura que ul J\H.N. quu nM m:lH 

J{1hil, par:1 doHpU6H ir t,01nandu J"K!CJUl?ñ:tH c:unl.il.fucJoM y poder reuli~.ur t>f!ltH dn divnrHoN 

t.ranHc!rit.c>H. l.tJdc• c:c>n el miHm11 1\l>Nt~ t . .ol.nl. llt? 6Hf.t' modo. podrían llugar u_ uHl.udiars<! 
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diínrc~nl.t!H Hf!t:uonci:u~ cun l~Hf! At>Nc: Hi suri,:e ni int~rÍ~H JK•r b1H miNmaH. o a mnJjt.Ju <JU<~ He 

dnf.>c:uhr:tn nunvo,..; gnnl?H r<~lacinn;idoH con el cÍlncer. l•:n camhiu, con la lt'r-P<~H. í!O un 

111is1nu tuho. nH noc<~Nario decidir d<~HJe c•I nrincipio laH Nf!cunnciaN qun Hn van a C!Ht.uc.Jiar y. 

unu vcw: •JUf! HO t.ionn la rPacciiin, ya no puedHn eNl.udiurKo otrnH HncuPnciaH Hi no os con otr:J 

J~a i1npl<Hnenl.aciún dn la ll.'l'-PC~H. para p5:1 rt!quiri6 Hupnrnr ni prohlc!m:t dn un;.1 

;.1rnplific~ac~ié>n inc~ricinnl.c•. luu:tnlrn••nl<!, Ht! llPv:11·1u"l a c:atH• rc~acc:ionr!H <.Je! H.'I' <:<>n IJ.~ de! 

AH.N f.ot.:d y. de? loJ rpacc:iún dn H.'I', s1• l.omarnn 10111 nara agN!i,:urloH a una mn:l'.c:la dn IJ(;f:. 

dn !JOp.I ( HK>1-LI, vohunt~n total d1~ l:i ro:1ccil1n). (~on (!Hf..;1K condicionnH In c:unt.id:uJ d<~ 

produ<!hJ ul>f.t:~nida fuo 1nuy luJjil, fiil!ndo uncc!HUrio ut.ili:..r.ar haHta la cuart.:1 pnrt.n (2!it.d) du Ja 

r'!Hccit>n dn ,.CH. para dot-t?Cf.:Jr ni p,.oduc~t.o <?n un gel dí! ~JgaroNu (Figur;-1 H). S.-? pn1cur(, 

opl.imiY-.:1r Ju rnacci6n utilizando dil(?r<!nf.c?H cant.idn<..loN Un AltN tu~tl para llnvur u c:nlK» la 

U.'"r y. d'!Hpu6H. 1omnndo diNt.int.:1H •:nnt.iJndf!H dn {uiJt.a para <'fect.uar In PC~ll (ft,i~ura 10). lle 

l?Hl .. n modo, HO halle", qun l;ui 1no.ior<~H condif"!ionoH r:nnHiHf.íun "" "mpluur 2.-tµg ú 1.f.W do 

AltN tot.:11 para la ft'r. y nn In adi,:iún do i.µI <'• 10µ1 du UKH r.-u1cci6n u In m1~~.c:lu d.f"? l'Clt 

(volumen total do JC.KJµI). l»oH1A.?riormnnf"!• Hin í!mhargo. Hn nncont.ri> qun la 1.r11nH<:ript1uu-1 

invc!rHa puodn inhibir la PC~lt cuando :u1ul!llU nu nH jnactivada (Chumulrov, JflfJ-1). AHí. 

euando ni t~rmino t.Je lu H.'r H<? pn.>í:f!dic'> a inacl.ivar por calor la t.ranscript..a1M11 jnvf"!rsa, el 

rnndiminnt.ct c.J..-~ la l'Clt uu1n<H1I.{> nof.ahlnmnnt.c.~ y fut? Jnisihlu empinar monos Al>Nc (lµI do 

r:a Jt'l1 pnr11 efnct.uar l:J 1 t< ~ll .. t•;Ht.a. a Ku vPz, Hn lfnvé» a caho nn un vnluntun du n~;u:cil>n 

mnnor al original (f'tf)Jtf) (l•,igura 11). Con t?Hf..OH rmmbioH. no sólo aument..ó In c:anl.idac.J dnl 

p,.oductA.>, Hino fJLJü Nf! rt?duju ni nm(Jl<?O dí~ rt?;1<:t.ivoH. 

SECUENCIACIÓN. 

8<? umph!r't ul m(?l.odo d<? H;¡n~nr (8nn~nr y colH •• HJ77) f?O MU varianf1.? Ju sucunnciación 

dirc~:l.n y cíc:lic:n yu quo. compnrnda con ot.raM f{}cnica1:1 (v. acr ... SuqunnnHu). ofrnco vurh-IH 

v<!nl.:1j.;1s para Ht?CU<?nc:i:1r un;:1 ~ro1n t~;.1n1.idad dn mu,,Ht.ruH tlu mt1nora riípida, r<?lu1.ivamnnf..:? 

fil?nc:illa y IJurat.a (Kr<~t.:I'. y colK., HJ!J¿J; ll.;10. HJH-ta, l~r.J-tb): lu Hu,:uonc:i:u.:ir'>n cíclic:n Ht? 

r~foc:tl1a on un volumt~n mu.Y pt!CIU<~ñu do roucciéJn (U.2i&I c:on ul m{!lodo omph?:adu uquí). por 

lo cual Rf"? nmplc~u una 1ne11ur r::tnr.id:uf dn rouc:l.ivoH (v. gr •• oligonuclf!ót.idoa, dN'rPH y 
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tJdNrf'f>H): ru Hl~CUOOl!Í:Jl:i{1n dit40Cl.a no rl~<¡UiPl""C! r:runar. t.t41JONfi>rmar ni Sí!lllf,rar las 

bfU!f.eriaH t.runHff1rm;.uJ:U-f par"U dl!Hpu(!H Hf!CUf~J1CiUt4: haHta <:On OI r)rOdUCf.O tJp 'J(~f(. purifi(:;uJo 

puru h:u:er la Hf~:uonc:iu. l\Uic:ionnfm<~nf.u. In H<~cuonc:iaci6n cÍ<:Jic::.a t.it?nn lu venr.a_i;~ <.Jo quo 

puC?don hn'""~nu~ HiJnulr.fJnuamr!nf.<~ vurius rnact:ion<~H, mzíH quo laH tn~H o cuut.ro <JUfl fKJCJrían 

hu<:orso al mhi:mo l.ic!tllnu con loH ml!f.odoH t.radirdonalnH. 

Podría pnnNnrHn íJU<? nf 01npl<~o dr• prnduc:f.uH ele~ P(~U. para snr st~cuPnci:uloH ns poc:o 

nconHnJahfe, pn virtud cfp fJLH~ l:JH polimc•14 :.a.8<JH com<?l<~r> <!rroroH (int.rudur!f'!O 1nutacic~nPH) 

dur;Jnt.<~ la poli1nori:1:uc:iún (Cha y 'l'hilfy, 1:J~):t); nn r>articufar uqut?llnH, cumo la puJimorasa 

'l'aq. quo cart~Cf!n dn act.ivid:uJ dr· t~orrn<'.ci(1n (:J<:f.ividad nxonucl<?UHa :J'->r)). f.,a rf~alidad <!H. 

Hin n.mhargo, qul? <?HIA.JH <?rl"'l>r<'H nn la rnacc:iéu1 cJo Pí~H. no llf!J.:':ln a nnr doU.,cf.:uJuH :JI 

sncunnciar P.Hc? produc:f.o, sinmr>rc~ y <!uundu KH omplnn Hf!Cunncinciún diroct:• (en <!fJntraHf.(? 

con la S<!C:Uf?nc:i11c:i(u1 de? prot.Jucf.(»M d<~ P('!ft clon:uJoH) (ftao. l!JD.fb). l.At r1.1vi'1n por la cual 

f~Hf.(•M ernJrt.~H no NO n.?llnjnn on f;J Hf"~cunnciaciún dirucf.a-.t, HU cJutw! a qun nn {~Hf . .a HU obf.iun<! la 

sc?c:unnc:iu d'' una pobluc:i6n dn muJl~cult-6M. lt.:H df"?Cir, EK! f.(ama ciurt.a c:ant.icJad df"! produc:t.o d<? 

P<!lt. <JU<? cunt.iuno muc:hau mol<°?c:ulaH, y Hf! llt?Vfl :•cubo In .n?accicín <Jo auc:uuneiu. J..;H r>oHiblo 

qun c~n uHa pobl:u:ión dí! molc'?c:ulaH huyu uJgunir.tH c:on mut.Hci<Jnc!H introduni<JHH on la PC:!lt; 

Hin <?mhnri.,.Ff1, pn.?dDminuriín laH Hc~cuenciaH c:orroc:t.aH. (~onaid(~rnMt:t el Higuiunk! C:HN<-> 

t~xt.rnmo (ltao. HJ!)1b): P.aru la rnuc:c:i6n do PCH. Hn nmpl<?ll como t.ompludo unt-1 Hola c:adunn 

dohln t.lu ~llN y la poJimurHH11 f!omnf.I! un nrror <?n ni primor ciclo dn amplilic!uc;i6n. (~umo 

l"'C!Hult.a<Jo tJn {?Hf.t? nrn.•r. al t.c:~rminar ni primc!r ciclo H•)lo una de~ h1H cual.ro c:uJc?naH tif?nn 

una mut.acii'Jn: con nHf.(•. ul fin;Jli.,.ar Ja P<~H. hubrií un 2fi% cln c:adonaN con nHa rnut.uc:i,)n <?n 

purl.iculur. y Hor;-ín minoría frnnf.t~ a luH t•at.lon:Js Nin nrrornH (H.au. l!.MJ1b). 1•:"''"' t?_jnmplo 

ilust.ra fll caso uxf.ro1no. pnro. <Hl rc?alitJ;1tJ. para 111 rc?ac:ci6n dn P<~H. normalmenfA~ H<! 

omple:in. como '"'mplado, vc:1rit1H mil<?H tJu mol(~c:ulaH e.Je Al>N. Por lo tant.o. :Jún Hi lu 

fK>li1noraHu int.n.•chu:n un;1 mut.uc:ibn, {?Hf.u oHt.ur;í ropn?aunf.tJdu on una baja proporc:ión on ni 

produc:IA.> final y no N<?r:í dt~t.t~ct.;:ufa por la Hncuonc:iaciiín tlirc~ct.11. 

En cualqui<?r cuHo, laH 1nut.aci•>n<~H «JUf? uparnYA:tJn ul H<~c:ut?nc:ia"'~ puodun Hnr- nonfirma:t.luH 

rf?pit.inndu lu H.'l'-P(~lt. o Hecut~nc:ianclo direct.amnnf.(? ni J\IJN. 

f 1;n ni caHo dt? In H(?cuonc:iaci{u-. d,-. produc:t,oH dt~ Pí~ll c:lunudoH, las mut.1u:ionuH inf.r<1<.luciduH 

por la P(jll HÍ dnbon sor n1ol.ivo dl• ;.1t.Pnc:i6n. l•:Ht.o. porque fln {!Hfu t.ipo Üt? Huc:unnciaci6n KO 
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f.om.u una dn ltu-1 Jnol,~ctdaH amplificatluH y H<? cJonu, para tJnspuéH Hflcunnciarla. Ntu.Ja 

impido 'lUf?, por coinc:idonr:iu, la H<?cunncia cJonuc..ht aun una do aqu611uK qun cunf.i(?n<~n una 

mul.aci6n introdu<:.id11 por In poliJner;u-;a Pn Ju ,.<~H.. 

P;1ra nJTJpfc~ar HOC:U(?nciac:ii'tn dirc-,:t.n .V cíc:Jic;1 tfn f>r"Oth.1cl.OH lle r·cn. rnHult.u func.Jamontal 

(JtH? l?I l.nmpl;1do nHfA.} lihre dn los ofig-onuc:Jebticlos y los dN'l'PH Huhrnnf.t!H dn la t•(~lt, <:on 

ut~int.o dP que no int.c:?rfi1!r:tn <'Un fa r<!uc:d<''•n dt~ HPCuencia (ltt.anno y f<idd, l~JHI; ll.;Jn y 

8;.auncJorH. l!J!J2; U.ao, IHB1a. J!JH-1h). 1-:n l:J J>(~U. normalmenf-4'! Hn ut.ili:.-o:a un nx<:t!HCJ d<: 

t1lig;ont1c(cf"Jl.idoH y dn dNrl'PH, l:i muynr rwrt.c Uc loH c:uulns pf?rmanr!Ct~ Hin 1-mr uf.ili~:u..Jn al 

t.<~rrn in:ar la r"acciún (U.u: ano y l<idd. 1BB1: f{:u.> y SaunclerH. 1~1!12; H.ao. l!.M)-1h). Si Hfl te.unan 

unoH 1nicn1lit.roH dn la r.-!accit•n d'~ l,<~U. (Hin purific:;ar <?I producto) y M<' ponen en unu 

n-mccii)n Jo H<~<:uoncia din.~':t.a y c:íclica. loH oligonucl<?C'ÍfJdoN sohrnnf.<!H d<? fa PCtt {<?f H<?nt.ido 

y ol unt.iH<?nt.ido) dnrán lugar a cad<?n;aH <.Jn necu,~nciu tJun apsn•t?<:<?riín un ha placa junto con 

l11H caden11H Hint.ut.i:.-r.;adaM u purl.ir dol olii.. .... •nucf,!CJt.ido ut.ili:.-r.11do un la Ht?cuonc:ia. Aún Hi Í!Hfc 

úll.imo oligonuclnóf.ido UH "' miHmo que uno dn Jos prnHCnf.<'H f!n In l>f~H.. apan?curi1n 

<:tadnnaH mu~.chadaH (dubiduH :af ot.rn oligonuclol..tr.ido dn Ja P<~lt) y no pndrí1 Jn,~rH<? Ja 

t-H!r:unncia. Por NU pnrt.o. foH dNTPH Hobrunf.t?M dn la ...-~ucci/Jn e.Ju PClt provocar:ín unu 

diHminuci•'•n <?n la t.a-aNu dt? ddNTPH/dN'J"l>H, con lo f:uaJ hubrlÍ rxxuaH <:tadt?nHH corf.;:1H <?n fu 

Ht1euencia. lt;Hfo HO df?hu n quo haH pnlimor:-tHUN <?mploadaa on la Hucuunt:ia Linnon una mayor 

afinidutJ pur fnH dNrrpH qu<~ por hJH ddNrl"PH, así quo c"?Hf.IJH dotx'n c?Hf.ar nn unn proporciiJn 

olcvncla (cun r<lNpPcfo a loH dN'l"PH) pnr;a favoro<:<?r HU incorporacifín por la polimnr:JHU y qun 

la8 c:uJt~nuN <In HflCU<~ncia put?d:tn f.l?r"Jninnr cruhur y H.ichurdHon. tHH!); ltao y .S11unc.JorH, 

IHH2). Si HO hacen reu<:c::ionuH do H<?cur~ncia Hin nliminur fuH c.JNrrl'H dfl la P<~lt. H<? rodiucn la 

probabilidad df! qun fu pufimoraHa tomo ddN'rl'H. 

•~• 8<?f:unnr:iuciiJn rt?HUJt.ú pn>hl<~m,ít.it::1, .J,.~hido a fJUr? laH handnH l'" la aut.orrudiugrafia 

funron muy d6hilnH, impidi<~nd<t 1:1 lt~r:l.ur;.a do la Hf?cuoneia. l•;HlA.~ pruhluma no loJ,:'rú Mnr 

c:r1rr<?gidrt, por fo <~ual Hu l""<?CJUÍ(?r"<! ;1finar nHta IÍ?r:njc:J. 1...-aH mojorr?H H<~cuuncjaH Hf! mu<!Htran 

<.!n Ja Figurn 1:¿. 

IJ<!Hdn un principio Ef<? pr<?H<~n•,-, la dific!ult.ad monc:iunuda. Pnr11 Huporurln. HU proh:iron 

dift?rnn1.l?H condic:ionuH t?n fa rro:u·ciún cln Ht?cuonr:iu, UHÍ como diHt.infA .. Hf m6t.t,<J.os do 

puril"ic;Jci<"tn dul pn.•duct . .o dr! I'< :lt: -~ 
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lt;J 01nplPo dnl conl.rol (plJ(~IH). d<~I kit. Jo HO<:Ut!nci:1, <li6 luf..{ar t1 H<"CU<H1ci;1H dt~ buonu 

c:alidad. Sin Pn11Jar~o. al llcwar u caho, do 111an<~ra Kimult;Ínna, rt!at:cion<~H LI<~ H<~cut~ru:ia 

dt~ 11!í:t y dul eunl.rol, '~Hl.:iH úll.imaH salit~ron hiun. rninnt.raH qu<~ la m.!f1al dn p;;:: íun c:aHi 

imru~rc:ept.ihln. ( :on eHl.o HI' putJo dnH<~art.ar qu<~ loH rnact.ivoH para Hoc:ut~nciar nH1.uvinran 

c~n 1nal <~H.l.<1do. y Hn clc~l.Prn1i11lJ q_un la dilicult.;u.J c~st.:1ha :rnoci:uJa, rn·•p<!cÍficamnnt.<.~. con l;i 

E-:C!C:t1<•nt!l;:1c:ic'1n de?! pr1nfut:t.t1 dt•. t•( ~1-:. 1Jr 115:f. 

8n aju8t.;1ron l:u.; cr111di1'.HHH'H 1!1~ la Ht~ctu~nciaei{>n l'iclic:a a lnH t:araclt!rÍ:-;t.icas dc:I 

oli1;onut!lei't1.1Uo c~mplt~ado, i-;ul1iPndu la lc.~n1pc!r.at.ura d<? alinc~ami<!n1.o (dn [),f)11C a 7~ºC). 1•:1 

:1u1n<~nt.c1 nn J:¡ (.nmp<~ral.urn d" :dinP:11ninn1.o Hf~ f)URU nn f)r{1ct.ica para ravorurx?r la unil1r1 

1h•I oliJ..!nnuh~{,t.idll :11 1.nmp1ado, Pn lug·c1r dn la rc1umciacic"ln d<? laH c::ulf?naH rt~cif·n 

pulim<?rizndaH con <~l t.t~mplado: luH oligonudc~t11.idnH mJn mús cortoH y 0Hli1n ün maye,,. 

uhundanciu. por lo cual rn.; mfu.:; f{u:il qut~ HO Ílnan al lA.~mpladn (ll.ao. ltM)-1a). 11;Ht.a 

modil1caciún. junl.o con t!I incromenl.n un la tempnrat.ura tlol i.=-ul e.Jo po1iacrilamida 

(50º( :). no diú lugar a un a u monto on la culidad do h1H bundaH. aunqu<' fueron 

''li1nin1uJ;rn :1l~unas l•~1nd:1H aH<•<:i:uJaM <~on rnaccionuM do J>aru (handaM llUf? Hn prn1:mnt.an 

al miHmo nivt~I nn l<•H cucal.r1J tA.~rminnd,•r<~H y c1ut?, por <~Kt..a ra:l'.l>n, no corrnMJK>ndun a la 

unj(1n de {u4f.n1:1). 

l'ara incrn1nunt.nr la in1 ... ~nHitl:ul do lnH handuK. y hucur puHihln la lnct.ura üe la 

H(?CUt~ncia. Hn in<:rf?1nnnt..11rnn ah~unoM valort~H: 

<!I nÍlmt!rtl do ciclo th~ la r•ctH!cil>n dP 8UCuoncia f:m nlnvó dn 20 a !10; 

• la cant.itlad dn iHcít.opu u.:i:.s Hn nlnvú d<' 2 a 2.5.al, tunjnndn cuidado dt! •1un fu<~r.r.1 

recit~nl.P; 

Ho c:arnhi{J dn ar.:--; a :~:.-P; 

<!1 l.i<~mpo do expoNici(,n tlü la nlacu. cuundn HO nmplni"> :ir.s, Kn incrumnnt.(, a djo~ y 

aún docP díaH; 

kO pr"ohnron tlift~r<~nli~H t~ant.idad<~H d•~ l.umphuJo: 17ng. :J'1ng y MOng. 

(~on nin¡.tuna tln t~Hl..;u.;. 1nudi ficaciun<?H hulK> una Jnu.iora ra:l'A>nahlu un la caUJad dn la 

Hncuont~in. 

Ro pnnH{l que. qui:1;;:Í, t?I p..-nhlí~ma podría nn Kor la rtutcci(>n dn Hncucncia nn ~í, Hinn <~I 

prot.Juct.o t.if~ fJ'(~lt ut.iliza<.lu. l•:Hp<?c:íficamont.o, HU pure:.'.a. Como 1:1u mun<:jonú en p{1rrnlhH 

ant.<?riuroH. {~NI"~ e~ un nuntn i1nporl.ant,u cuando Nf"? llova a catxJ Ht?cuonciación cíclica y 

di..-ef":f.:.a du nrnductoH úc PCH .. Por eNl.a raY.l•n, He comparan..1n dist.int..c•K m6t1KJos d<~ 
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purifil:ncil1n. Nu nhH1.ant.e. l.tuJoH dinron lugar a Hf!cunnciaH dn calitJad Himilar (l•'i~ura 

12). 

l 1:n Hu1na. loK r<?acl.ivuH f.J<! Hnt~111~n1~ia Hn <?n<:unl.raron nn huenaH condic:iont~H. a ju:.t"~ar por t!I 

r<~Hult.ado de la Hecuc!nC:i:u.:i(1n dt!I t:Unl.r•>I (plJ(~ I!)), pl!rU no ruu poHil>lr! ohtÁ!l1C.~r un rflHUll.acJ<, 

sat.i1-d~u:t.orio cun ¡Já·:1. AL.n cuando no Pt-:.fl1 claro que flH lo quo provoca flU<! laH handaM dn 

pfi:: Hnan l.an dl!lJi lrn{, loH. i nl.<~n toH rt!al i'/.adoH parc?cnn indicar qun ni prohlemu re:Hidc?, de 

al~ún mudu, Pn td proch1ct.o de! l 1( :u. que 1!~f.ú si<!lldo C.!1n¡:llt!ado para Hl!CLH!nciar . 

11;1 CJhjf!f.ÍVO dn {~~1.0 t.ratJaju fue! i1nplt~ml'nl.ar un conjunto de t.i!cnh:aH CJUO purmil.if!ran 

dt!lA..~rminnr 1:1 prc·$onci:1 d'! 1nut.:u~i11n<~H dn ¡1/í:l nn ci"anct~r c(~rvico ut.urino. l•;Ht.U cáncor <~K ta 

nt':oplaNia mf1K rrucuont..:>: en Ml~xic·o, y caHi Hif~mpre flHt.(1 c1to&.ociada con Muc:uunf:ina dn VPll c.J<' 

alto rinHt.tu. Por MU para..:,. ¡1!i:t f!H t~I (.{f!n HUpruHor df! t.umornH quu <~HIÍ1 mutado c:on muyor 

frc~t~ufln<:ia t!n c{anc:t!rnK hum:1ncH.;. ·ruclaví:1 no nKl.t1 Muficit!ntA?menf.í! <:omprundida la n~laci/Jn 

ont.n~ lu onc:o1>rot.oína 1,;H. codificada por el ~unoma dn VPll du alto rieMgo, y pl'ia. aunque 

aqu(?tla pUrt?f~! ÍOIA"~rferir con laH rundoOf!M Jo 6Kt.U. 

l1c1,... t.t~<:nit~aH :ti implPmt>:nl.:ar, 1>ara tlt~t«.~f!t.nr mut.:u:i<lOf?M df? p.'i,*I (~n cáncur curvieal, dubínn 

cumplir con ciert.uM carach.H'"ÍHt.ic:u4, como Hnn ol potlur t.rabu.iar con muuMt.ra11 do ta.muño 

pequoí10. como laH hiopHiaH; que putJiuran pormit.ir lu roc.~upurución do loM doH {1'!idos 

nucluicuH. adl':m:ía lit? H<~r compat.ihlnH con la rocup<~ra-u:i<jn du laM prot.uínas, t.cHlo UHlo a 

partir dt? l;a 1niHma mu<~Hta'";i; qut~ 1:1 °<?fit~i,?O<!ia c~n l;1 rPcupuraciún dn laM mncromul6culaM 

inft.1rmacionalflH pormit.ií?ra penKar <~n ol <?NI.tulio lit? m{&H tJn una o doN Hf?CunnciuH por 

m U(?Ht.ra: y que Íll(~ran, t~n la m<~tlida tlt? lo flONihJn. Ju llKO t«~ncilln. 

1•;1 t.rahaju cutmin{• con la imr1lt~mc?nt.aci6n Jo loN prtlCf?dimiuntoH t:lU'? van dnl manojo du la 

mu<?Ht.ra h:.11Ht.:a 1:1 H.'l'·l>(~lt. El t?Rt.:adcl d<? In Hf!CU<?nciacit"1n puc?Ju mujorar t.utiavía, anlA.~H dn 

podnr sc~r aplicada, t?n tantn que hu.; handaH de luH Hef:uonciaa Mon tJ{,hiluM y no pormit.1?n 

h•er, clt~ 1nannra in,!quívoca. (nlrcionc~s lara.cal". 

11 a<:ia adelant.e, quc~<lan. 1:111no t.arnas inmf?tlial.:1H, nl afinar ul prucudim iuntAJ de 

H<·cuc?nciaf:illn dí? p!i."I. en pri 1nt~r lu~ar. para deHpUÍ?K uplif:arlo a línuHH y a t.umoreM. 

AsimiHmo, aunqun ya no 1.an inm,~diat.u como lo ant.erior, MU podrían incorporar ulgunaK 
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uf.raH f.<?c;nicnH, c:omo Hnríun ni nlann.iu do laH prol.c~ínuH, junf.o con lot-t ;jc:idnH nucloic:cn~. y <!I 

nmplnu du nKf.;JH téc:nic~UH en oHl.udiOH con div1~rHas "u~cuonciHH, f.onit?ntJn c~n cuc~nf.a qun ol 

t::ín,~or rnHuU.a dn h.1 111f.or;1ciún dn cinrl.o núm<?r"O dn J.:uunH y no uno HÍJlu. 
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