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RESUMEN

Nuestro grupo de trabajo, ha evaluado el efecto de liposomas neutros (LN), y
aniónicos  (LA)  preparados  con  10µmol,  de  lípidos,  observando  un  efecto
inhibidor de la proliferación de líneas celulares de carcinoma de cérvix (CaCU),
al ser cultivadas en presencia de ambos tipos de liposomas. Por otro lado, es
conocido que el CaCU está fuertemente asociado con una etiología viral, por lo
tanto, en el presente trabajo se evaluó la susceptibilidad de células de CaCU a
una formulación 6:3:1 para liposomas aniónicos y 4:4:2 para liposomas neutros
formados con  fosfatidilcolina  (PC),  fosfatidilserina  (PS),  fosfatidiletalonamina
(PE) y Colesterol (CH), en células que son portadoras del HPV. Se realizaron
cultivos  in vitro  de las líneas celulares  de CaCU, VIBO y ROVA (HPV 18),
CASKI  y  SIHA (HPV  16),  las  cuales  fueron  co-cultivadas  por  una  hora  en
presencia de LN y LA, utilizando como control la línea C-33 negativa a HPV.
Una vez retirados los liposomas  se evaluó la proliferación celular por medio de
la técnica de cristal violeta cada 24 horas por 4 días. Los resultados muestran
que el mayor porcentaje de inhibición de la proliferación se presenta en la línea
C-33,  mientras  que  la  menor  inhibición  se  observó  en  las  líneas  celulares
infectadas  con  HPV.  Estos  resultados  sugieren  que  el  HPV puede  conferir
cierta resistencia a las células de CaCU al efecto antiproliferativo de los lípidos
que constituyen ambas formulaciones de liposomas empleadas.  Destacando
que los liposomas aniónicos tienen un efecto antiproliferativo mayor que los
liposomas neutros y la sola presencia del HPV en células de cáncer cérvico-
uterino, tiene un efecto directo de resistencia en la proliferación celular en las
líneas  cancerigenas,  disminuyendo  el  porcentaje  de  inhibición  en  la
proliferación celular.
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INTRODUCCION

Se estima que el número de nuevos casos de Cáncer Cérvico uterino (CaCU)
en el mundo pasó de 5.9 millones en 1975 a 10.3 millones en el año 20001,2.
En México esta enfermedad es la responsable de aproximadamente el 25% de
las muertes por cáncer en mujeres3. Este temor esta asociado fuertemente a
muchos factores etiológicos (los factores que originan el cáncer) pero quizás
los mas importantes son el virus del papiloma humano (HPV del inglés human
papiloma virus) y a la acumulación de múltiples defectos del sistema inmune
en el sitio del tumor. También se ha investigado el papel de ciertos tipos de
virus y su asociación con los canceres, este es el caso del HPV, el cual se
encuentra fuertemente asociado al  desarrollo de tumores. 4

En  los  últimos  años  se  han  diseñado  quimioterapias  e  inmunoterapia,
utilizando vectores o transportadores de sustancias, dentro de  estos últimos
se  encuentra  el  uso  de  partículas  lipídicas  que  al  unirse  tienden  a  formar
esferas, que son utilizadas para encapsular fármacos y citocinas, 5 como es el
caso  de  la  IL-2,  TAPW  o  TANL  donde  se  ha  evaluado  el  efecto  de  estas
citocinas  encapsuladas en liposomas catiónicos  en la regresión de tumores
inducidos  en   ratones  de  la  cepa  CBA/ca,  experimentos  en  los  que  se  ha
observado  una disminución en las masas tumorales en los ratones. 6 Por otro
lado,  también  se  ha  evaluado  el  efecto  que  tienen  100Ul/Ml  DE  IL-2
encapsulada en liposomas catiónicos sobre la proliferación in vitro de las líneas
celulares de CaCU, CALO e INBL, encontrando que existe una inhibición de
dicha proliferación .7 
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MARCO TEÓRICO

Cáncer

El  cáncer  se  puede  definir  como  el  crecimiento  tisular  producido  por  la
proliferación  continua  de  células  anormales  con  capacidad  de  invasión  y
destrucción de otros tejidos. El cáncer puede originarse a partir de cualquier
tipo  de  célula  en  el  tejido  corporal,  no  es  una  enfermedad  única  si  no  un
conjunto de enfermedades que se clasifican en función del tejido y célula de
origen. Existen varios cientos de forman distintas, siendo tres los principales
subtipos: los sarcomas los cuales proceden del tejido conectivo como huesos,
cartílagos,  nervios,  vasos  sanguíneos,  músculos  y  tejido  adiposo.  Los
carcinomas  proceden  de tejidos  epiteliales  como la  piel  o  los  epitelios  que
tapizan las  cavidades  y órganos corporales,  y los  tejidos  glandulares  de la
mama  y  próstata.  Los  carcinomas  incluyen  algunos  de  los  canceres  mas
frecuentes.  Los   carcinomas  de  estructura  similar  a  la  piel  se  denominan
carcinomas de células escamosas. Los que tienen una estructura glandular se
denominan adenocarcinomas. En el tercer subtipo se encuentran las leucemias
y linfomas que incluyen los canceres de los tejidos formadores de las células
sanguíneas. Producen inflamación de los ganglios linfáticos, invasión del bazo
y  medula  ósea,  y  sobreproducción  de  células  blancas  inmaduras.  Estos
factores ayudan a su clasificación.

Casi  todos  los  canceres  forman  tumores,  pero  no  todos  los  tumores  son
malignos;  la  mayor parte son benignos (no ponen en peligro la salud).  Los
tumores benignos se caracterizan por un crecimiento localizado y suelen estar
separados de los tejidos vecinos por una cápsula. Los tumores benignos tienen
un crecimiento lento y una estructura semejante al tejido del que proceden. En
ocasiones  pueden  producir  alteraciones  por  obstrucción,  compresión  o
desplazamiento  de  las  estructuras  vecinas,  como  sucede  a  veces  en  el
cerebro. Algunos tumores benignos como los pólipos del colon son lesiones
precancerosas. El principal atributo de los tumores malignos es una capacidad
de diseminación fuera del lugar de origen. La invasión de los tejidos vecinos
puede  producirse  por  extensión  o  infiltración,  o  a  distancia,  produciendo
crecimientos secundarios conocidos como metastasis. La localización y vía de
propagación de las metastasis varia en función de los canceres primarios. 8  

Cáncer cérvico-uterino

El Cáncer Cervico Uterino (CaCU) es la segunda neoplasia (como todas las
neoplasias, es  una  alteración  de  la  proliferación  y,  muchas  veces,  de  la
diferenciación  celular,  que  se  manifiesta  por  la  formación  de  una  masa  o
tumor), más común en países en vías de desarrollo, donde se diagnosticaron el
80% de los casos. En el mundo se diagnostico 471,000 nuevos casos en sus
diferentes etapas clínicas, de ellos, 213,000 muertes fueron secundarias a la
enfermedad, por lo que ocupa el primer lugar de incidencia y mortalidad. 9,10
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En México, el cáncer de cérvix ha incrementado su incidencia en relación con
la mortalidad general. En 1950, represento 3% del total de muertes, porcentaje
que en 1999 se incremento a 12.1%.11,12 En los últimos 10 años el cáncer se ha
mantenido como la segunda causa de muerte con 53,662 defunciones.7 Y 15 El
CaCU,  representa  aproximadamente  un  30% de  todos  los  padecimientos  y
muertes por cáncer en las mujeres mexicanas9, es una enfermedad progresiva,
por lo cual los investigadores la dividen en estadios del I al V.13

Estadio  0  o  carcinoma  in  situ. El  carcinoma  in  situ es  un  cáncer  muy
temprano. Las células anormales se encuentran sólo en la primera capa de
células que recubren el cuello uterino, y no invaden los tejidos más profundos
del cuello uterino.

Estadio I. El cáncer afecta el cuello uterino, pero no se ha diseminado a los
alrededores.

I-a:  Una cantidad muy pequeña de cáncer,  sólo  visible  por  microscopio,  se
encuentra ya en el tejido más profundo del cuello uterino.

I-b: Una cantidad mayor de cáncer se encuentra en dicho tejido.

Estadio  II. El  cáncer  se  ha  diseminado  a  áreas  cercanas,  pero  aún  se
encuentra en el área pélvica.

II-a: El  cáncer  se  ha  diseminado  fuera  del  cuello  uterino  a  los  dos  tercios
superiores de la vagina.

II-b: El cáncer se ha diseminado al tejido alrededor del cuello uterino.

Estadio III. El cáncer se ha diseminado a toda el área pélvica. Puede haberse
diseminado a la parte inferior de la vagina, o infiltrar los uréteres (los tubos que
conectan los riñones a la vejiga).

Estadio IV. El cáncer se ha diseminado a otras partes del cuerpo.

IV-a: Diseminación a la vejiga o al recto (órganos cerca del cuello uterino)

IV-b: Diseminación a órganos distales como los pulmones.
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Recurrente. Enfermedad recurrente (recidiva) significa que el cáncer ha
vuelto después de haber sido tratado. Puede ocurrir en el propio cérvix o
aparecer en otra localización.

El 70% de los casos que son diagnosticados en etapas localmente avanzadas
(Ib a IVa), y en más del 90% corresponden al tipo epidermoide.10,16. Los datos
estadísticos obtenidos por la secretaria de salud, IMSS, INEGI y la CONAPO
muestran que la mortalidad de 1980-1990 es mayor que la obtenida de 1990-
2000,  es decir,  muestra una disminución  del  16.64% MENOS  muertes  por
100,000  mujeres  a  12.84  muertes  por  100,000  mujeres  teniendo  mas
incidencia en zonas rurales (Oaxaca, Chiapas y Puebla) que las urbanas (CD.
de México, Nuevo león y Baja California).17, 18 y 19

Virus del papiloma Humano (HPV)

Los virus del papiloma humano (HPV), o papilomavirus, son un grupo de más
de 100 tipos de virus. Se les llama papilomavirus porque algunos tipos pueden
causar  verrugas  o  papilomas,  los  cuales  son  tumores  benignos  (no
cancerosos). Los papilomavirus que causan las verrugas comunes que crecen
en las manos y en los pies son diferentes de los que causan formaciones en la
garganta  o  en el  área  genital.  Algunos virus del  papiloma humano  pueden
hacer que aparezcan verrugas en los genitales o en el ano, o cerca de ellos.
Las  verrugas  genitales  (técnicamente  conocidas  como  condilomas
acuminados)  están  relacionadas  generalmente  con  dos  tipos  de  virus  del
papiloma  humano,  el  tipo  6  y  el  11.  Las  verrugas  pueden  aparecer  varias
semanas después del contacto sexual con una persona que tenga la infección
del virus del papiloma humano o es posible que se lleven meses o años en
aparecer; o, tal vez, no aparezcan nunca. 

El  virus  del  papiloma  humano  puede  también  causar  formaciones  planas
anormales en el área genital y en el cuello del útero o cérvix (la parte inferior
del útero que se extiende a la vagina). Sin embargo, las infecciones del virus
del papiloma humano generalmente no causan síntomas.20 Más de 30 virus de
HPV, pueden pasarse de una persona a otra por medio de contacto sexual. Sin
embargo, algunas veces la infección se mantiene por mas tiempo, causando o
no anormalidades en las células.21

Para que el virus del papiloma humano pueda penetrar e iniciar un proceso
infeccioso  se  requiere  una  continuidad  de  tejidos,  de  manera  que  el  virus
pueda ponerse en contacto con las células permisivas,  que son las  células
basales de los epitelios. Una vez que han infectado las células blanco, se inicia
la replicación viral  en las  células espinosas. El  ensamble de los viriones se
lleva a cabo en estratos superiores de los epitelios cuando las células se han
diferenciado  (células granulares), ya que es un requisito para este evento, la
maduración y diferenciación de la célula. Finalmente en las células escamosas
los viriones son expulsados y puede inicial un nuevo ciclo de infección. 22 Los
virus  del  papiloma  son  específicos  de  especie  y  de  tejido  y  sólo  una
subpoblación del grupo está asociada con transformación neoplásica.23,24,25 y 26

Aunque el epitelio escamoso parece ser el principal sitio de infección por el
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HPV, también se ha visto que ésta puede ocurrir sobre las células primitivas o
“de reserva”,  que dan origen tanto  al  epitelio  exo como al  endocervical  del
tracto genital femenino.27 El intervalo desde la exposición hasta el desarrollo de
una lesión varía de semanas a varios meses (de 6 a 24) o quizá más).1 Se cree
que el virus entra al organismo a través de pequeños cortes o abrasiones de la
piel o las mucosas. El virus debe llegar a la capa basal del epitelio o a células
de  metaplasia  escamosa  inmadura.23  y  26 Dependiendo  de  una  variedad  de
factores  pobremente  entendidos  la  infección  puede  permanecer  latente  o
volverse productiva.25 y 28 La infección latente se define como el mantenimiento
de una infección viral sin la producción del virus infeccioso, en la que el DNA
viral  permanece  en  el  núcleo  como  una  molécula  libre,  circular  llamada
episoma. 

De los más de 100 tipos de virus de HPV, solo cerca de 20, a 40 tipos  29 se
asocian a infección del tracto ano genital. Es ampliamente conocido que ciertos
tipos de virus se asocian a diferentes tipos histológicos de cáncer, por ejemplo
el tipo 18 se asocia al adenocarcinoma y carcinoma epidermoide también, los
tipos 16, 31 y 33 se asocian a lesiones escamosas que pueden terminar en un
cáncer epidermoide. Los tipos 16 y 18 son los responsables de la mayoría de
los cánceres de cervix. Todos los tipos de virus del papiloma tienen una doble
cadena encapsulada  de DNA de aproximadamente  800 pares  de bases,  la
arquitectura de estos virus no es diferente entre ellos, todos comparten una
estructura  llamada:  estructura  de  lectura  abierta  que  en  inglés  es  ORF
(Opening reading frames), en dicha zona existen los fragmentos E6 y E7,30 en
los  tipos  de  virus  de  alto  riesgo  esta  porción  del  virus  esta  directamente
implicada en la transformación tumoral, siendo estos los oncogenes del virus. 31

Las infecciones por HPV se clasifican en:

Con carga viral alta (tipos 11, 31, 33, etc.): 

• DNA viral Episomal (no integrado al DNA de las células que infectan),
usualmente  no  son  infecciones  persistentes,  son  con  frecuencia
infecciones recientes o en mujeres gestantes. Se puede predecir que no
existe riesgo de persistencia y por lo tanto hay bajo riesgo de desarrollar
cáncer. Las pruebas de captura de hibridación son positivas.

 
• DNA viral integrado en el DNA de las células infectadas, tiene un alto

riesgo  de  transformación  tumoral  o  cáncer,  la  prueba  de  captura  de
híbridos en positiva. 

Con baja carga viral (tipos 16, 18, 52, etc.): 

• DNA  viral  integrado,  usualmente  son  infecciones  persistentes,  las
pacientes tienen alto riesgo de desarrollar cáncer. Captura de híbridos
positiva. 

• DNA  viral  Episomal,  usualmente  son  infecciones  en  proceso  de
eliminación o curación. El riesgo de cáncer es de bajo a moderado. La
captura de híbridos es positiva. 
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• Infecciones por virus tipo 18: Siempre serán de un alto riesgo para el
desarrollo de cáncer independientemente del grado histológico en que
se  encuentren,  así  como  independientemente  de  la  carga  viral,  la
integración del DNA viral, etc. Todas las pacientes infectadas por éste
tipo de virus tienen un alto riesgo de desarrollar cáncer epidermoide y
adenocarcinoma de cérvix.

Se conoce que existen virus de alto riesgo con capacidad de transformación
neoplásica dependiendo del estado físico del virus en las pacientes, como es la
integración al genoma de las células y de la respuesta inmunológica del tejido.
Una vez establecida la inmortalización de clones celulares (grupos o colonias
de células afectadas) esto conducirá a una alteración progresiva del  código
genético celular, los cuales aparecen como cambios histopatológicos del tejido
tomado en las biopsias. 

Más de 80 genomas diferentes de virus papiloma han sido secuenciados 32 y 33 y
divididos en tres grupos, uno de infección muco-cutánea, otro grupo aislado de
pacientes con epider-modisplasia verruciforme y un último grupo asociado con
la transmisión sexual con más de 22 tipos capaces de infectar el tracto ano-
genital inferior.19, 27 y 34

La clasificación de los virus papiloma se basa en diferencias en su secuencia
de ácido nucleico. Con base en la búsqueda de asociación entre los diferentes
tipos de HPV y condilomas, lesiones intraepiteliales y neoplasias invasivas, los
HPVs genitales pueden dividirse en tres grupos: los asociados con lesiones
benignas o de bajo riesgo (HPV 21,26, 45, 49, 55, 57, 58, 59, 58-68, 72, 81) y
los  asociados  con  lesiones  escamosas  intraepiteliales  (LEI) 35 y  carcinomas
invasivos divididos a su vez en un grupo de riesgo Intermedio (HPV 31, 33, 35,
51, 52) y un grupo de alto riesgo oncogénico (HPV 16, 18, 45, 46).34 Los virus
de papiloma humano más comunes y sus lesiones asociadas aparecen en la
tabla 1.23, 28 y  36

Tipos de HPV detectados en lesiones cutáneas y anogenitales

Lesión Tipo de HPV

Verrugas cutáneas 1, 2, 3, 4, 7, 10, 13, 28, 29,38

Condiloma acuminado 6 y 11
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Neoplasia intraepitelial cervicales 6, 11, 16, 18, 30, 31, 33, 35, 39, 40,
42-45, 51, 52, 56

Carcinoma escamocelular cérvix 16, 18, 31, 35, 39, 45, 51, 52, 56
Adenocarcinomas cérvix 18
Papulosis bowenoide 16, 34, 37, 42
Carcinomas  y  neoplasias
intraepiteliales vulvares

6, 11 y 16

Carcinomas  y  neoplasias
intraepiteliales peneanas

16 y 18

Carcinomas  y  neoplasias
intraepiteliales anales

6, 11, 16, 18 y 33

Tabla 1. Se muestra los tipos de virus de papiloma que se encuentran en los diferentes
tipos de canceres, se puede apreciar que los tipos 11, 16,18 y 33 son los mas frecuentes.

Asociación del Virus de Papiloma Humano con la neoplasia cervical

Con base en estudios epidemiológicos, desde hace más de 100 años se ha
relacionado al cáncer de cervix, por mucho el cáncer genital más frecuente con
un agente sexualmente transmitido, que inicialmente se creía era el virus del
Herpes Simples 2 (HSV-2).37 y 38 Luego, la atención se centró en el HPV, que
hasta  entonces  sólo  se  había  asociado  a  condilomas  genitales.  Con  el
advenimiento de la virología molecular el virus empezó a ser entendido y se
asociaron varios de los factores de riesgo conocidos para el desarrollo de estas
lesiones con la infección viral. 37 y 38  

Aunque el epitelio escamoso es susceptible a la infección por HPV, la unión
escamocolumnar,  particularmente  la  “zona  de  transformación”,  aquella  que
permanentemente  sufre  cambios  en  el  epitelio  escamoso,  es  el  área  más
vulnerable a la infección.1 y 3 La asociación entre el HPV y el cáncer cervical se
sugirió por primera vez en la década de los setenta basada en la observación
de que el  carcinoma escamocelular  del  cérvix tiene  rasgos epidemiológicos
similares  a  los  de  algunas  enfermedades  de  transmisión  sexual.  19 Desde
entonces se han desarrollado numerosos estudios que muestran una evidencia
poderosa sobre el papel etiológico del virus en la neoplasia. 

El cáncer cervical puede ser la primera neoplasia humana mayor para la cual
se  ha  identificado  un  factor  etiológico  necesario  único.19 Los  resultados  de
asociación entre HPV y neoplasia varían en los diferentes estudios, al parecer
según el  método utilizado para la  detección del  virus.3 Usando métodos de
hibridización se han descubierto secuencias de nucleótidos del HPV en 10 y
hasta  el  30%  de  epitelios  escamosos  metaplásicos  de  aspecto  normal  en
mujeres entre 15 y 49 años38,  33,  36 y 39 y un estudio usando PCR en mujeres
universitarias halló una prevalencia del 46%.30 En las lesiones intraepiteliales
se ha encontrado genoma viral en cérvix en 29-75% de casos de bajo grado,
hasta en 90% de casos de LEI (lesiones escamosas intraepiteliales) de alto
grado  y  en  el  99.8%  de  los  carcinomas  escamocelulares  y  90%  de
adenocarcinomas  invasivos  del  cérvix30,  38,  39  y  40 Además,  se  ha  encontrado
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también  DNA  viral  en  ganglios  linfáticos  con  carcinoma  metastásico,
correspondiendo al mismo tipo hallado en los carcinomas primarios.38 Las más
altas prevalecías de infección por HPV se han hallado en mujeres menores de
25 años,33 las mujeres mayores tienen menor riesgo de contraer infección por
el virus, posiblemente debido a inmunidad adquirida al HPV por exposiciones
pasadas.41

Existen evidencias que muestran que el riesgo relativo de desarrollar cáncer en
Mujeres con HPV es mayor de 50% y en un caso llegaba hasta 146%, una
magnitud poco común en la epidemiología oncológica.32, 35, 38 y 42 La evidencia de
transmisión  hetero  y  homosexual  de  HPV  de  alto  riesgo  está  basada
principalmente  en  estudios  epidemiológicos,  ya  que  no  ha  sido  posible
confirmar la transmisión del  mismo tipo de virus de hombre a mujer  en los
estudios clínicos realizados.35 y 43 Como ya se ha comentado, algunos tipos de
HPV  poseen  la  capacidad  de  actuar  en  la  transformación  maligna  de  las
células  mientras  que  otros  no.  Ciertos  tipos  de  HPV  comparten  algunas
características  acerca  de  su  influencia  sobre  los  queratinocitos27  (son  las
células  mas  abundantes  de  la  epidermis  y  son  la  que  le  dan  forma  y
funcionalidad a esta). En la infección con una cepa de alto riesgo al parecer se
requieren ciertos eventos genéticos adicionales para que ocurra la progresión a
una lesión invasiva. Estos eventos están relacionados con la inactivación de
anti-oncogenes celulares por el virus, lo que finalmente les daría una ventaja
de crecimiento selectivo a las células infectadas, por lo tanto la transformación
maligna  estaría  debida  a  una  inhibición  del  control  celular  mediado  por  la
expresión viral.37 y 38 

Los HPV de alto riesgo se han identificado en 90-95% de lesiones invasivas
del cérvix; los tipos 16 y 18 se han encontrado aproximadamente en el 50-70%
de los carcinomas y otros tipos como el 31, 33, 35, 51, 52, 58 dan cuenta de
los casos restantes (Grafica 1).33, 37 y 42 En la población general la prevalecía de
positividad para HPV de alto riesgo es dependiente de la edad, siendo más
frecuente en mujeres jóvenes que en mayores de 30 años (10% vs. 3%).40 En
un estudio  prospectivo  se  encontró  que aproximadamente  30% de mujeres
HPV16-positivas desarrollaron LEI de alto grado en un período de dos años.25

Al  estudiar  los  patrones  morfológicos  de las  neoplasias  encontraron  que el
HPV  16  está  fuertemente  asociado  con  el  carcinoma  escamocelular
queratinizante y no con el no queratinizante, y el HPV 18 se encuentra más
frecuentemente  en  carcinomas  pobremente  diferenciados,  al  igual  que  en
adenocarcinomas,  carcinomas  adenoescamosos  y  carcinomas  de  células
pequeñas. 38
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PREVALENCIA DEL HPV EN CARCINOMA DE 
CERVIX

HPV 16
50%

HPV 18
14%

HPV 45
8%

HPV 31
5%

OTROS 
HPV
23%

Grafica 1. Se muestra el porcentaje de tipo de virus de papiloma en el carcinoma de
cervix, donde se puede ver claramente que el tipo 16 es el que tiene mayor prevalencia.

Liposomas

Los liposomas son vesículas microscópicas formadas por una o varias bicapas
concéntricas  de  lípidos  anfipáticos,  las  cuales  delimitan  uno  o  varios
compartimientos acuosos en el interior, su tamaño varía de 0.02 a 10  μm de
diámetro.44 Figura 1  

                                         
Figura 1. Representación esquemática de liposomas.
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La capacidad de los liposomas para atrapar moléculas biológicamente activas
en su interior acuoso o en su bicapa lipídica, ha permitido que estas vesículas
puedan utilizarse como vehículos para transportar fármacos, enzimas o ácidos
nucleícos a células en diferentes sistemas biológicos.45

Generalmente se usan liposomas unilaminares de 0.2 a 0.5  μm de diámetro,
por que son muy estables e interaccionan mejor con las células, formados con
lípidos  anfipáticos  que  normalmente  conforman  las  membranas  celulares.
Además, al aplicar los liposomas en animales, se pueden dirigir hacia un tipo
específico de células, uniendo en su superficie anticuerpos, proteínas virales,
glucolípidos o lectinas.46 

De los diversos grupos de lípidos presentes en las estructuras biológicas, solo
los  lípidos  que  constituyen  la  matriz  de  las  membranas  celulares  pueden
formar  a  los  liposomas,  estos  lípidos  son:  los  fosfolípidos,  glicolípidos  y
colesterol.  Un aspecto fundamental  en la organización y en la función de la
matriz  lipídica  membranal,  es  el  carácter  anfipático  de  sus  lípidos.  Una
molécula  anfipática  es  aquella  que  contiene  una  región  hidrofobica  y  una
región  hidrofilita,  las  regiones  hidrofóbicas  son  insolubles  en  agua  y  las
hidrofilicas son solubles en ella. Los fosfolípidos y glicolípidos presentan una
región polar en un extremo de su molécula, constituida por el grupo fosfato y/o
una base nitrogenada, o por carbohidratos; y una región no-polar, lo cual les
permite  a  estos  lípidos  asociarse  entre  si  y  formar  arreglos  moleculares
específicos; la bicapa lipídica es un ejemplo de estos agregados.45

Los  liposomas  se  pueden  formar  de  lípidos  naturales  y/o  sintéticos.  Su
principal constituyente es la fosfatidilcolina, pero se pueden utilizar otros lípidos
o mezclas de ellos, que pueden conferir carga positiva o negativa al liposoma.
La  inclusión  de  cargas aumenta  notablemente  el  volumen acuoso atrapado
dentro de los liposomas, debido a la repulsión electrostáticas entre las bicapas
adyacentes,  la carga también afecta la interacción de los liposomas con las
células.47 Caso especial,  son los liposomas estericamente estabilizados, que
son  aquellos  a  los  que  se  les  ha  añadido  moléculas  de  polietilenglicol  al
fosfolipido con la finalidad de que los liposomas tengan una mayor circulación
en el torrente sanguíneo sin ser fagocitados.48 

Generalmente los liposomas multilaminares se forman por agitación mecánica
de una película muy fina de lípidos a la que se adiciona la solución acuosa con
las moléculas que se van a encapsular, 44 estas moléculas quedan atrapadas
en los espacios acuosos, si son polares, o se insertan en la bicapa lipídica si
son hidrofobicos.

Los liposomas pequeños, se forman al someter los lípidos a una sonicación, 48

con lo cual se produce una población homogénea de liposomas unilaminares
(25-50nm). El material que se desea encapsular se adiciona a la suspensión
de liposomas y como la sonicación los rompe, el material externo puede ser
atrapado  al  formarse  los  nuevos  liposomas  pequeños.  Los  liposomas
unilaminares  grandes  se  emplean  principalmente,  para  encapsular
macromoléculas como proteínas y ácidos nucleicos, el método mas usado es
por evaporación en fase inversa.49 Con este método se forman liposomas de
0.1 a 1μm de diámetro.
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La  importancia  del  uso  de  los  liposomas  como  acarreadores  de  diversas
sustancias,  radica  en  que  se  ha  demostrado  que  su  utilización  modifica
fuertemente la farmacocinética de los productos activos, ya que la sustancia
libre  requiere  de  mayores concentraciones  para  ejercer  su  acción,  pues  es
rápidamente excretada por los riñones y además puede tener efectos tóxicos
(Se  define  como  efecto  tóxico  o  respuesta  tóxica,  cualquier  desviación  del
funcionamiento normal del organismo que ha sido producida por la exposición
de una substancia) diferentes o no tener ninguno.50 

En  la  actualidad  se  han  utilizado  liposomas  para  nuevas  estrategias  de
combate contra diversas enfermedades, principalmente cancerosas.51 En una
de ellas se han utilizado estas vesículas para transportar genes que codifican
para  diferentes  citocinas,  con  la  finalidad  de  que  sean  expresados  por  las
células tumorales. Con estas estrategias, se han logrado efectos contra células
de cáncer cervical y de colon.52 Recientemente se han encapsulado diversas
citocinas en liposomas y se ha observado que pueden ejercer sus funciones
tanto  in  vitro como  in  vivo en  animales  de  experimentación.  Uno  de  los
primeros informes de una citocina encapsulada en liposomas data de 1985 en
el cuál un factor denominado MAF (Factor activador de macrófagos) producido
por linfocitos, al ser encapsulado en un liposoma podía romper la barrera de la
especificidad.53 Esta  citocina  ejerce  sus  funciones  estimulando  un  receptor
interno después de haber traspasado la membrana de la célula no especifica.
También se han utilizado IL-1, TNF e IFNα encapsuladas en liposomas para
causar efectos tumoricidas en células de cáncer de mama.54  

Por  otra  parte,  en  trabajos  previos  se  ha  demostrado que  los  liposomas
catiónicos  vacíos,  constituidos  de  fosfatidilcolia:espermidincolesterol  a  una
concentración de 15µmol, son capaces de generar un estímulo antiproliferativo
y antitumoral en tumores de CaCU de INBL inducidos en ratones singénicos

CBA/ca, 6

Los  liposomas  constituyen  en  la  actualidad  uno  de  los  sistemas  de
administración de medicamentos y de productos biológicos más atractivos por
su  funcionalidad,  versatilidad  de  empleo  y  sus  perspectivas  futuras.  55 Sin
embargo, los liposomas presentan algunas desventajas como son baja eficacia
de  transfección,  una  expresión  transitoria,  pueden  ser  inhibidos  por
componentes séricos y sobre todo poseen un cierto grado de toxicidad celular.
56 En  general,  la  toxicidad  de  los  lípidos,  depende  de  la  composición,
concentración y tiempo de exposición, por lo que el potencial de toxicidad debe
ser  cuidadosamente  considerado  antes  de  utilizar  liposomas  como
acarreadores de fármacos o productos biológicos. 57, 58 y 59
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El  CaCU,  representa  aproximadamente  un  30%  de  los  padecimientos  y
muertes por cáncer en las mujeres mexicanas, así como entre las mujeres de
otros países del tercer mundo.60 La asociación entre el HPV y el cáncer cervical
se sugirió por primera vez en la década de los setenta. 19 Los virus de HPV de
alto riesgo oncogénico que se encuentran presentes en más del 90 % de las
pacientes con displasia de cérvix (tipos 16,18, 31, 33, etc.) tienen la capacidad
de  persistir  como  infección  en  las  pacientes,  siendo  los  tipos  16  y  18  los
responsables de la mayoría de los canceres de cervix, se sabe que cuando el
contacto  del  HPV  es  prolongado  en  las  células  cervicales  provocan  la
transformación  e   inmortalización  celular  así  como  el  cáncer.  30 Esta
prolongación del HPV esta asociada a la integración de la carga viral (DNA viral
integrado al DNA de las células que infectan), aunque se ha observado que los
HPV tipo 16 y 18 presentan una carga viral baja, las Infecciones por el virus
tipo  18,  siempre  serán  de  un  alto  riesgo  para  el  desarrollo  de  cáncer
independientemente  del  grado  histológico  en  que  se  encuentren,  así  como
independientemente de la carga viral. 31 Esto podría ser debido a que el tipo de
virus  del  papiloma  tienen  una  doble  cadena  encapsulada  de  DNA  de
aproximadamente 800 pares de bases,  la  arquitectura de estos virus no es
diferente entre ellos, todos comparten una estructura llamada:  estructura de
lectura abierta que en inglés es ORF (Opening reading frames), en dicha zona
existen los fragmentos E6 y E7,30 en los tipos de virus de alto riesgo, como el
18,  esta  porción del  virus esta  directamente  implicada en la  transformación
tumoral, siendo estos los oncogenes del virus. 31 Esta claro que la carga viral y
la  expresión  de  los  fragmentos  E6  Y  E7  provocan  la  transformación  e
inmortalización celular así como el cáncer, ¿pero tendrán otras implicaciones?,
¿Qué  diferencias  puede  haber  con  otros  tipos  de  cáncer  que  no  estén
infectados con el HPV? Y ¿como podrían reaccionar ambos tipos de cánceres
(con o sin infección de HPV) ante la presencia de sustancias con un efecto
antiproliferativo?

Por otra parte, los liposomas se pueden considerar una excelente vía para la
administración exógena de citocinas que pueden ser toxicas en el organismo,
como la IL-2 esperando reducir los efectos adversos al administrarlas en altas
concentraciones para activar la respuesta antitumoral a través de linfocitos y
macrófagos contra distintos tipos de cáncer como el carcinoma de cérvix. 5

Es por eso que nuestro grupo de trabajo esta interesado en saber, que efecto
tiene el HPV en células de cáncer de cérvix, ante la presencia de sustancias
con efectos antiproliferativos, en este caso de liposomas neutros y aniónicos
vacíos.  Ya que nuestro  laboratorio  de investigación  ha  demostrado que los
liposomas pueden ser tóxicos al ser formulados con altas concentraciones de
lípidos, y además son utilizados para transportar citocinas dentro de ellos. 6  y 7

OBJETIVO GENERAL
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Evaluar el efecto del HPV  en células de cáncer de cérvix SIHA, CASKI, ROVA,
VIBO Y C-33, ante la presencia del liposomas neutros y aniónicos vacíos.

OBJETIVO PARTICULARES

     
•  Elaborar liposomas aniónicos y neutros vacíos.

• Realizar ensayo de proliferación  in vitro con las líneas celulares SIHA,
CASKI,  ROVA,  VIBO Y C-33  en presencia  de  dos  formulaciones  de
liposomas (aniónicos y neutros)

HIPOTESIS

De acuerdo  a  los  datos  que  indican  que  los  virus  de  HPV  de  alto  riesgo
oncogénico que se encuentran presentes en más del 90 % de las pacientes
con  displasia  de  cérvix, 38  y  42 estos  tienen  la  capacidad  de  persistir  como
infección  en  las  pacientes,  se  sabe  que  cuando  el  contacto  del  HPV  es
prolongado  en  las  células  cervicales  provocan  la  transformación  e
inmortalización celular así como el cáncer. Se podría pensar que la presencia
del HPV pudiera dar un efecto de resistencia a las células de CaCU infectadas.
Por tanto, la inhibición de la proliferación de líneas celulares de carcinoma de
cervix producida por sustancias como los liposomas neutros o aniónicos puede
ser modificada por la presencia de HPV en dichas células.

17



MATERIALES Y METODOS

Material biológico.

• * Línea celular de cáncer de cervix SIHA
• * Línea celular de cáncer de cervix CASKI
• * Línea celular de cáncer de cervix ROVA
• * Línea celular de cáncer de cervix VIBO
• * Línea celular de cáncer de cervix C-33
• Medio de cultivo celular RPMI con suero fetal bovino (SFB) desactivado

al 10 % v/v.
• Liposomas neutros (fosfatidilcolina, fosfatidiletalonamina y colesterol)
• Liposomas aniónicos (fosfatidilcolina, fosfatidilserina  y colesterol)

Material no biológico y equipo

• Agua desionizada
• Solución salina de Verseno
• Solución amortiguadora de fosfatos
• Glutaraldehido 1.1 %
• Azul tripano 0.3%
• Cristal violeta 0.1%
• Ácido acético glacial al 10%
• Cloroformo
• Éter diétilico
• Placas de 96 pozos fondo plano
• Micropipetas 1000, 200, 100 y 20 ML
• Botellas para cultivo celular de 25cm3

• Microscopio invertido
• Cámara de Neubauer
• Tubos de eppendorf
• Matraz cónico de dos bocas
• Bomba de vacío 
• Sonicador
• Centrifuga
• Tubos para centrifuga
• Campana de flujo laminar
• Incubadora (atmósfera de 5% de CO2,  temperatura de 37°C y ambiente

saturado de humedad relativa)
• Lector de placas

* El material biológico consistió en las líneas celulares del carcinoma de Cervix
(CaCU), SIHA, CASKI, ROVA, VIBO Y C-33, las cuales están en un estadio
IIIb.  Y  se  obtuvieron  de  la  reserva  crió  preservada  en  el  laboratorio  de
Oncólogia de la Unidad de Investigación de Diferenciación Celular y Cáncer de
la  Facultad  de  Estudios  Superiores  Zaragoza.  De  las  cuales  las  líneas
celulares SIHA Y CASKI,  están infectadas con el  HPV tipo 16 y las líneas
celulares ROVA y VIBO están infectadas con el tipo 18. Por ultimo la línea
celular C-33, no presenta infección
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Cultivo celular.

Las líneas celulares se cultivaron en medio liquido RPMI al 10% v/v de SFB
(Suero Fetal Bovino) desactivado; el cultivo se realizo en placas de 96 pozos
de fondo plano.

El  cultivo  se  mantuvo  en  incubadora  a  una  atmósfera  de  5%  de  CO2,  a
temperatura de 37 grados Centígrados y un ambiente saturado de humedad
relativa.

Elaboración de liposomas.

Se  utilizaron  liposomas  neutros  y  aniónicos  vacíos.  La  preparación  de  los
liposomas neutros y aniónicos se realizo mediante el método de Szoka,  5 y 61

formados  por  10nmoles  de  lípidos  fosfatidilcolina  (PC):Fosfatidiletalonamina
(PE):  Colesterol  (CH),  4:2:4  y  Fosfatidilcolina  (PC):  Fostatidilserina  (PS)
Colesterol (CH) 6:3:1, respectivamente, disueltos en 1 mL de cloroformo, los
cuales se colocan en un matraz cónico de dos bocas de 50 mL de capacidad.

El disolvente se evapora a presión reducida y se añade 1.2mL de éter dietílico
y 333µL de medio de cultivo. Se agita con vortex durante 45 segundos a la
máxima velocidad y se procede a evaporar el solvente por 45 segundos más
en agitación. La suspensión lechosa de liposomas se resuspende en 10mL de
medio de cultivo sin suero. Para eliminar cualquier residuo se procede a lavar
la suspensión por ultra centrifugación a 40,000 rpm por 45 minutos y la pastilla
de  liposomas  se  resuspende  en  10  mL de  medio  de  cultivo.  Por  ultimo  la
suspensión se filtra en membranas Milipore con poros de 0.45µm de diámetro
para obtener la preparación estéril. 

Para  la  producción  de  liposomas  aniónicos  se  emplea  el  mismo  método
(Szoka) utilizando para preparar los liposomas neutros.

Los  liposomas neutros  y aniónicos  vacíos,  se  mantuvieron  a 4ºC,  hasta  su
utilización,  estos  se  emplearon  durante  los  primeros  7  días,  evitando  su
degradación por hidrólisis y oxidación.
 
Método

Se cultivaron las líneas celulares de cáncer de cervix, SIHA, CASKI, ROVA,
VIBO Y C-33, en botellas de capacidad de 25 cm3 , hasta que alcanzaron una
proliferación  no  menos  del  80%;  a  estas  células  se  les  adiciono  5mL  de
verseno y se dejo reposar por 10 min.; una vez despegadas se centrifugaron a
3000 rpm por 5 min., se formó un botón de células al cual se le adiciono 3 mL
de medio RPMI al 10% de SFB desactivado y se resuspendieron las células, se
tomaron 0.3mL y se colocaron en un eppendorf, a este se adiciono 0.3 mL de
azul tripano (como prueba de viabilidad) y se procedió a contabilizar las células
en la cámara de Neubauer.

En las cajas de 96 pozos, de acuerdo a la cantidad de células se realizo el
cálculo  correspondiente  para  obtener  5X103 células  en 150µL  de  medio  de
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cultivo por pozo.  24 horas después del  cultivo se le  adicionaron 35µmL de
liposomas neutros vacíos o aniónicos vacíos, dejándolos actuar durante una
hora, transcurrido el tiempo se lavaron los 96 pozos con PBS estéril. 

Una vez lavados los pozos, las células se fijan con glutaraldehido 1.1% por 20
minutos, se lavan con agua desionizada y se deja secar la placa a temperatura
ambiente, este procediendo se realiza cada 24 horas. 

Una vez cumplidas las 96 horas se añaden 75µL de cristal violeta al 0.1% 7 en
cada  pozo  por  10  minutos  con  agitación,  transcurrido  este  tiempo  se  lava
nuevamente con agua desionizada y se deja secar a temperatura ambiente. Se
adiciona  100µL  de  ácido  acético  al  10%  en  cada  pozo,  posteriormente  se
mantienen por 20 minutos en agitación, para después leer la placa obtenida, a
una absorbancia de 570nm en un aparato de ELISA.

La proliferación se evaluó con la técnica de cristal violeta, la cual utiliza los
siguientes  reactivos:  glutaraldehido  al  1.1%,  cristal  violeta  al  0.1%,  ácido
acético al 10% y agua miliQ. Figura 2

Figura 2 Se describe la metodología de cultivo, estimulación con liposomas y la lectura
en Elisa.

Todo el experimento se repitió 4 veces para liposomas aniónicos y 4 veces
para liposomas neutros para cada línea celular. 

Análisis estadístico

Debido a que es conveniente sustentar los datos experimentales con alguna
prueba estadística, se decidió utilizar la técnica estadística de Fisher conocida
como  análisis  de  varianza  (  ANAVA  );  para  comparar  las  diferencias
encontradas entre los controles y las cinéticas de proliferación obtenidas de
los cultivos en presencia de las diferentes formulaciones de liposomas, esta
técnica  es  una  herramienta  muy  útil  en  investigaciones  en  las  cuales  se
aplican  la  observación  y  la  experimentación.  La  relación  de  varianzas  o
pruebas de  F indica realmente que la variabilidad entre las muestras no se
debe al azar, si no a ciertas causas biológicas las cual es equivalente a decir
que las  diferencias  son  significativas  entre  las  medias  de  las  poblaciones,
estimadas por las medias de las muestras. Sin embargo, la prueba de  F no
indica  cuales  medidas  son  iguales  o  cuales  son  diferentes,  y  que  puede
suceder que en una serie de muestras la prueba de F indique diferencias en el
conjunto, pero un par en particular sea igual; por ello con los datos del análisis
de varianza se hacen las pruebas de significancía de las diferencias, o las
comparaciones entre medias de las muestras por medio del método de Tukey
(Estadística  no  parametrica).  Ambos  cálculos  se  llevaron  a  cabo  con  el
programa informático Statgraphics plus 5.0
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RESULTADOS

LIPOSOMAS NEUTROS  Y ANIÓNICOS

Se elaboraron 10µmol de liposomas neutros a una formulación de 4:4:2 de los
siguientes lípidos PC, CH  Y PE disueltos en 10mL de PBS estéril. 

Se elaboraron 10µmol de liposomas aniónicos a una formulación de 6:3:1 de
los siguientes lípidos PC, PS y CH disueltos en 10Ml de PBS estéril.

CINETICA DE LAS LINEAS CELULARES.

Líneas infectadas con VPH-18

Los ensayos in vitro se llevaron a cabo con dos líneas células de CaCU, ROVA
y VIBO, ambas infectadas con el VPH tipo 18, de alto riesgo para desarrollo de
cáncer.

Inicialmente se cultivaron 5x103 células por pozo de las líneas celulares antes
mencionadas en una placa de 96 pozos, la cinética de proliferación se elaboró
con los datos obtenidos cada 24 horas por 4 días los resultados indican una
disminución  de  la  proliferación  de  ambas  líneas  celulares  cuando  fueron
cultivadas  en  presencia,  tanto  de  liposomas  neutros  como  de  liposomas
aniónicos vacíos. Es necesario, mencionar que se observa una diferencia en la
acción  antiproliferativa  de  las  dos  formulaciones  de  liposomas,  siendo  los
aniónicos los que producen la mayor inhibición de la proliferación de un 28%,
(tabla 3), para ROVA Y VIBO respectivamente (grafica 2 y 3).
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Grafica  2.  Proliferación  celular  de  la  línea  ROVA de  CaCU,  el  control   (sin
tratamiento),  liposomas  neutros  vacíos   (L.N.V.),  y  por  último  los  liposomas
aniónicos vacíos  (L.A.V.).
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Grafica  3.  Proliferación  celular  de  la  línea  VIBO de  CaCU,  el  control   (sin
tratamiento),  liposomas  neutros  vacíos   (L.N.V.),  y  por  último  los  liposomas
aniónicos vacíos  (L.A.V.).

Líneas infectadas con VPH-16
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Los ensayos in vitro se llevaron a cabo con dos líneas células de CaCU, SIHA
Y CASKI, ambas infectadas con el VPH tipo 16, de alto riesgo para desarrollo
de cáncer.

Inicialmente se cultivaron 5x103 células por pozo de las líneas celulares antes
mencionadas en una placa de 96 la cinética de proliferación se elaboró con los
datos  obtenidos  cada  24  horas  por  4  días  los  resultados  indican  una
disminución  de  la  proliferación  de  ambas  líneas  celulares  cuando  fueron
cultivadas  en  presencia,  tanto  de  liposomas  neutros  como  de  liposomas
aniónicos vacíos. Es necesario, mencionar que se observa una diferencia en la
acción  antiproliferativa  de  las  dos  formulaciones  de  liposomas,  siendo  los
aniónicos los que producen la mayor inhibición de la proliferación en un rango
de 19%-24%, (tabla 3), para SIHA Y CASKI respectivamente  (grafica 4 y 5).
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Grafica  4.  Proliferación  celular  de  la  línea  SIHA  de  CaCU,  el  control   (sin
tratamiento),  liposomas  neutros  vacíos   (L.N.V.),  y  por  último  los  liposomas
aniónicos vacíos  (L.A.V.).
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PROLIFERACION DE LINEA 
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0

0.5

1

1.5

0 24 48 72 96

HORAS

D.
O

. 5
70

nm CONTROL
L.N.V.
L.A.V

Grafica  5.  Proliferación celular  de  la  línea  CASKI de  CaCU, el  control   (sin
tratamiento),  liposomas  neutros  vacíos   (L.N.V.),  y  por  último  los  liposomas
aniónicos vacíos  (L.A.V.).

Células sin infección con VPH

Por ultimo los ensayos in vitro se llevaron a cabo con la línea célular de CaCU,
C-33, la cual no esta infectada con el VPH.

Inicialmente se cultivaron 5x103 células por pozo de las líneas celulares antes
mencionadas en una placa de 96 la cinética de proliferación se elaboró con los
datos  obtenidos  cada  24  horas  por  4  días  los  resultados  indican  una
disminución  de  la  proliferación  de  ambas  líneas  celulares  cuando  fueron
cultivadas  en  presencia,  tanto  de  liposomas  neutros  como  de  liposomas
aniónicos vacíos. Es necesario, mencionar que se observa una diferencia en la
acción antiproliferativa de la formulación de liposomas neutros, el cual produce
una drástica disminución en la proliferación (Grafica 6)
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PROLIFERACION DE LA LINEA CELULAR C-33
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Grafica  6.  Proliferación  celular  de  la  línea  C-33  de  CaCU,  el  control   (sin
tratamiento),  liposomas  neutros  vacíos   (L.N.V.),  y  por  último  los  liposomas
aniónicos vacíos  (L.A.V.).

PORCENTAJES DE INHIBICION DE LA PROLIFERACION CELULAR

El cálculo de los porcentajes de inhibición de la proliferación celular se hizo,
tomando como referencia la D.O. a 570nm del control de cada línea celular
como el 100%, y comparándola con la D.O. a 570nm de cada tratamiento se
obtuvo el porcentaje de inhibición de proliferación celular por cada 24 horas
hasta completar los 4 días. Una vez obtenido el porcentaje de la inhibición de
la proliferación celular de cada línea y tratamiento. Se realizo el promedio de
los  porcentajes  de  cada  día  por  cada  línea  celular.  Los  cuales  se  pueden
mostrar para liposomas neutros vacíos tabla  (2),  como por aniónicos vacíos
tabla (3).

Dando resultados inesperados, como el porcentaje de inhibición celular en las
células infectadas con HPV 16, en presencia de liposomas nuestros, el cual  es
de 8 a 12%, y con liposomas aniónicos, es de 19 a 24%. 

Tratándose  de  células  infectadas  por  VPH 18,  en  presencia  de  liposomas
neutros, va de 26 a 39%, y con liposomas aniónicos, es de 28%.

Se puede apreciar claramente, que la presencia del HPV, en células de CaCU,
aminora el porcentaje de inhibición  de la proliferación celular en comparación
del control, que es de células de CaCU sin infección de HPV.

Tabla 2. Porcentaje de inhibición celular en LIPOSOMAS NEUTROS 10µmol de lípidos.
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 PORCENTAJE DE INHIBICION DE

PROLIFERACION CELULAR
PROLIFERACIÓN VPH(-) VPH 18 VPH 16

 C-33 ROVA VIBO SIHA CASKI
24 67 20 21 10 19
48 58 13 22 15 18
72 58 30 35 18 17
96 49 47 35 32 42

TOTAL 58 28 28 19 24

Tabla 3. Porcentaje de inhibición celular en LIPOSOMAS ANIONICOS 10µmol de lípidos.

Actualmente no existen trabajos donde se compare el efecto que tienen los
virus de alto riesgo, como el tipo 16 y 18 en carcinomas, contra carcinomas
que son negativos al HPV. Tampoco se sabe si la presencia del virus confiere
a las células algo más que la inmortalización. Y tampoco se sabe la respuesta
de células de CaCU expuestas a sustancias antiproliferativas como liposomas.
7

En nuestros resultados se puede tener información al respecto al comparar los
arreglos de cajas estadísticas, del lado izquierdo se encuentras las cajas de
ANDOVA y del lado derecho se encuentran las cajas de TUKEY, existe una
diferencia  significativa  en  el  caso  de  las  cajas  de  ANDOVA,  cuando  las
pestañas o extremos de las cajas NO se superponen. En el caso de las cajas
de TUKEY, existe una diferencia  significativa cuando las MUESCAS de las
cajas NO se superponen. Con estas comparaciones podemos tener un soporte
matemático fuerte de nuestros datos.

El análisis estadístico del la línea celular C-33 (arreglo 1), negativa al HPV, en
ambas cajas se puede apreciar que existe una diferencia significativa, antes y
después de poner el tratamiento. Confirmando así que los liposomas cuales
tienen un efecto antiproliferativo en el carcinoma sin infección viral.

CONTROL

PARAMETRICO                                                              NO PARA METRICO
24 HORAS

 
PORCENTAJE DE INHIBICION DE PROLIFERACION

CELULAR
PROLIFERACIÓN

(HRS) VPH(-) VPH 18 VPH 16
 C-33 ROVA VIBO SIHA CASKI

24 58 29 13 5 16
48 54 45 22 6 10
72 45 42 35 10 9
96 30 39 35 9 11

TOTAL 47 39 26 8 12
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ARREGLO 1
                                                       
En el caso de la línea celular ROVA infectada con VPH 18, se puede ver en el
análisis arreglo (2), que el efecto antiproliferativo de ambas formulaciones de
liposomas puede alcanzar su mayor inhibición a las 24 horas, y se mantiene
hasta las 48 horas. Esto se puede apreciar fácilmente al comparar las cajas

27



estadísticas  tanto  en  ANDOVA  como  en  TUKEY,  donde  existe  diferencia
significativa. También se puede ver que los liposomas aniónicos son los que
presentan un efecto antiproliferativo mayor que los neutros a pesar de que se
uso la misma cantidad de lípido para formularlos.  7 siendo mas evidente la
diferencia significativa a 96 horas para los liposomas aniónicos comparada con
el control. 
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ARREGLO 2

En el caso de la línea celular VIBO infectada con VPH 18, se puede ver en el
análisis arreglo (3), que el efecto antiproliferativo de ambos liposomas puede
alcanzar su mayor inhibición a las 24 horas, pero los liposomas aniónicos en
comparación con los neutros mantiene ese efecto durante las 96 horas. Esto
se puede ver al comparar las cajas estadísticas tanto en ANDOVA como en
TUKEY, donde existe diferencia significativa. También se vuelve a reafirmar
que los liposomas aniónicos tienen un efecto antiproliferativo mayor que los
neutros. 
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ARREGLO 3

En el caso de la línea celular SIHA infectada con HPV 16, se puede ver en el
análisis arreglo (4), que el efecto de los liposomas es contrario a las células
infectadas  por  HPV  18,  por  que  se  puede  ver  que  el  máximo efecto
antiproliferativo, no se da a las 24 horas, como en las HPV 18, sino que la
diferencia significativa se puede observar a partir de las 48 horas, y alcanza su
máxima efecto  a las  96 horas.  Se puede observar  que la  mayor  diferencia
significativa entre los tratamientos y el control se dan después de las 48 horas.

SIHA

                  PARAMETRICO                                                           NO P ARAMETRICO
24 HORAS
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ARREGLO 4

En el caso de la línea celular CASKI infectada con HPV 16, se puede ver en el
análisis arreglo (5), que el efecto de los liposomas es contrario a las células
infectadas  por  VPH 18,  se  observa  un  comportamiento  parecido  a  la  línea
celular SIHA, es decir,  el máximo antiproliferativo, no se da a las 24 horas,
como  en  las  líneas  ROVA  y  VIBO  infectadas  con  VPH  18,  sino  que  la
diferencia significativa se puede observar a partir de las 48 horas, y alcanza su
máximo efecto a las 96 horas. Esto no reafirma el mismo comportamiento de
SIHA.  Y  se  puede  inferir  que  el  comportamiento  de  las  células  ante  la
respuesta de sustancias toxicas es inverso. 
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Multiple Range Tests for HORA48 by TRATAMIENTO

--------------------------------------------------------------------------------
Method: 95.0 percent LSD
TRATAMIENTO    Count     Mean              Homogeneous
Groups
--------------------------------------------------------------------------------
2              18        0.3               X
1              18        0.3               X
0              36        0.319444          X
--------------------------------------------------------------------------------

Contrast                                   Difference           +/-  Limits
--------------------------------------------------------------------------------
0 - 1                                      0.0194444            0.0602961
0 - 2                                      0.0194444            0.0602961
1 - 2                                      0.0                  0.0696239         
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ARREGLO 5

Estos resultados nos sugieren que la respuesta de las líneas infectadas con
VPH  16,  es  más  rápida,  ya  que  el  máximo  efecto  antiproliferativo  de  los
liposomas se da hasta las 96 horas en comparación con las líneas infectadas
con el VPH 18, en donde el máximo se encuentra a las 48 horas. 

Otra herramienta importante en la cual nos podemos basar para reafirmar los
resultados  de  las  cinéticas,  es  el  análisis  de  los  porcentajes  de  inhibición
celular,  los  cuales  parecen indicar  que el  mayor porcentaje  de inhibición lo
presenta ROVA Y VIBO, el cual va de 26 a 39% con liposomas neutros y con
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respecto a los aniónicos es de 28%. El cual nos puede sugerir que estas líneas
infectadas con el HPV tipo 18, son mas susceptibles al efecto antiproliferativo
de los liposomas en las dos formulaciones. 

En el caso de SIHA Y CASKI, se puede ver una disminución significativa en los
porcentajes de inhibición celular con respecto a los liposomas neutros, que va
de 8 a 12% y con respecto a los aniónicos este aumento va de 19 a 24%.
Reafirmando así que los liposomas aniónicos tienen un efecto antiproliferativo
mayor al de los neutros. Ambos porcentajes son menores en comparación con
las líneas infectas con VPH 18. 
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ANALISIS DE RESULTADOS

Los  liposomas  constituyen  en  la  actualidad  uno  de  los  sistemas  de
administración de medicamentos y de productos biológicos más atractivos por
su funcionalidad, versatilidad de empleo y sus perspectivas futuras. 55 

Sin  embargo,  los  liposomas  presentan  algunas  desventajas  como son  baja
eficacia  de transfección,  una expresión transitoria,  pueden ser inhibidos  por
componentes séricos y sobre todo poseen un cierto grado de toxicidad celular.
56 

En  general,  la  toxicidad  de  los  lípidos,  depende  de  la  composición,
concentración y tiempo de exposición, por lo que el potencial de toxicidad debe
ser  cuidadosamente  considerado  antes  de  utilizar  liposomas  como
acarreadores de fármacos o productos biológicos. 57, 58 y 59 

Debido a la importancia de determinar la concentración de lípidos adecuada
para la formulación de liposomas y valorar el efecto inhibidor de los liposomas.
En este trabajo se evaluó in vitro la inhibición de la proliferación de células de
carcinoma de cérvix (CaCU) infectadas con HPV cultivadas en presencia de
liposomas neutros y aniónicos.

El hecho de que en todas las líneas celulares el porcentaje de inhibición celular
fuera siempre mayor en presencia de liposomas aniónicos, puede asociarse a
la formulación de lípidos, con los cuales están fabricados los liposomas. Esta
formulación incluye: fosfatidiletalonamina y fosfatidilserina, de gran interés ya
que ésta última es un fosfolipido que se encuentra en la cara interna de las
membranas  biológicas,  la  cual  queda  expuesta  cuando  las  células  se
encuentran en apoptosis. 7 Puede ser que el contacto de las células tumorales
con la fosfatidilserina presente en los liposomas envié una señal de muerte y
que a esto se deba el gran porcentaje de inhibición celular obtenido al utilizar
en los cultivos liposomas aniónicos. 58

Por  otro  lado,  el  CaCU,  representa  aproximadamente  un  30%  de  los
padecimientos y muertes por cáncer en las mujeres mexicanas, así como entre
las mujeres de otros países del tercer mundo.60

La asociación entre el HPV y el cáncer cervical se sugirió por primera vez en la
década de los setenta.  19 Los virus de HPV de alto riesgo oncogénico (tipos
16,18,  31,  33,  etc.)  que  se  encuentran  presentes  en  más  del  90% de  las
pacientes  con  displasia  de  cérvix  tienen  la  capacidad  de  persistir  como
infección en las pacientes,  siendo los tipos 16 y 18 los responsables de la
mayoría de los canceres de cérvix, se sabe que cuando el contacto del HPV es
prolongado  en  las  células  cervicales  provocan  la  transformación  e
inmortalización  celular  así  como  el  desarrollo  de  una  neoplasia  maligna
(cáncer).  30 Este contacto prolongado del HPV con las células del cérvix esta
asociada a la integración de la carga viral (DNA viral integrado al DNA de las
células que infectan), que finalmente es la que determina el riesgo de que el
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virus  transforme  a  las  células  sanas.  Con  relación  a  esto  es  conveniente
mencionar que los HPV tipo 16 y 18 se encuentran clasificados como virus de
baja carga viral. 31

Sin embargo,  las Infecciones por el  HPV tipo 18,  siempre serán de un alto
riesgo para el desarrollo de cáncer independientemente del grado histológico
en que se encuentren  presente,  así  como  independientemente  de  la  carga
viral.  31 Esto podría ser debido a que el tipo de virus del papiloma tienen una
doble cadena encapsulada de DNA de aproximadamente 800 pares de bases,
la arquitectura de estos virus no es diferente entre ellos, todos comparten una
estructura  llamada:  estructura  de  lectura  abierta  que  en  inglés  es  ORF
(Opening reading frames), en dicha zona existen los fragmentos E6 y E7,30 en
los  tipos  de  virus  de  alto  riesgo,  como  el  18,  esta  porción  del  virus  esta
directamente  implicada  en  la  transformación  tumoral  (siendo  estos  los
oncogenes del virus), 31 además de que este tipo de virus tiene una prevalencia
del 14% en carcinoma de cérvix. 38

En el caso del HPV tipo 16, se sabe que es el virus que tiene una prevalencia
alrededor del 50% en masas de carcinoma de cérvix, 38 se podría pensar que
esta prevalencia esta asociada a los fragmentos E6 y E7,  30 del ADN viral y
otros fragmentos, los cuales les brindan esa especificidad por el carcinoma.

Debido  a  la  gran  importancia  que  tiene  la  participación  del  HPV  en  la
inmortalización celular  del  CaCU, la influencia de la inserción del  DNA viral
podría afectar,  también, la proliferación celular.  Por lo que si se compara la
cinética de proliferación obtenida para las líneas de CaCU infectadas con HPV
con la obtenida para células sin infección se tendría información acerca de la
participación del HPV en este efecto. Pudiéndose sugerir una asociación entre
el HPV y la inhibición de la proliferación celular. Tal como sucedió en nuestros
ensayos en donde se puede apreciar que la menor inhibición de la proliferación
se obtuvo en las líneas celulares infectadas tanto con HPV 16 como 18. Estos
datos sugieren que el HPV no solo transforma e inmortaliza células epiteliales
sino  que  también  puede  conferir  menor  susceptibilidad  a  sustancias  anti-
proliferativas como es el caso de los liposomas neutros y aniónicos utilizados
en este trabajo. 

El estudio de esta posible resistencia, a sustancias anti-prolifeartivas, asociada
a la presencia del HPV de alto riesgo es una contribución muy importante de
este trabajo ya que nos permite conocer mas acerca del los mecanismos de
transformación neoplásica del carcinoma de cérvix. Que nos puede ayudar a
diseñar mejores alternativas terapéuticas para las pacientes con este tipo de
cáncer.

Por otro lado, debido a que el HPV 18 es considerado un virus de alto riesgo
en la generación de cáncer de cérvix, se esperaría que la presencia de este
tipo viral en las líneas celulares de CaCU, tuviera una mayor implicación en la
regulación de la proliferación celular  en comparación de aquellas infectadas
con el  HPV tipo 16.  Es decir  se espera  encontrar  una mayor resistencia al
efecto anti-proliferativo de liposomas en las líneas células infectadas con HPV
18. No obstante, nuestros datos indican que las líneas CASKI Y SIHA positivas
a HPV 16 presentaron la mayor resistencia por tanto la menor inhibición de la
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proliferación en los cultivos con liposomas, lo cual se podría atribuir a la carga
viral que presentan estos tipos de virus. Sin embargo, ambos tipos virales son
clasificados como virus de baja carga. 31 Por lo tanto, esta respuesta diferencial
de inhibición de la proliferación de las células infectadas con HPV 16 y 18 se
podría asociar al estado físico del virus en las células, es decir si se encuentra
integrado al genoma o esta en estado episomal. 

Un dato que es importante destacar,  es el  hecho de haber encontrado una
relación inversamente proporcional entre el tiempo de respuesta de las células
a la inhibición de la proliferación y el porcentaje de ésta que presentaron las
células infectadas con HPV 16 y HPV 18. Es decir la respuesta de las líneas
infectadas  con  VPH  16,  es  más  rápida,  ya  que  el  máximo  efecto
antiproliferativo de los liposomas se da hasta las 96 horas en comparación con
las líneas infectadas con el VPH 18, en donde el máximo se encuentra a las 48
horas. Lo anterior se podría asociar a la expresión de fragmentos E6 y E7 del
ADN viral, los cuales tendrían que ser distintos en los dos tipos de HPV.
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CONCLUSIONES

• SE  ENCONTRO  QUE  LOS  LIPOSOMAS  ANIONICOS  TIENEN  UN
EFECTO  ANTIPOLIFERATIVO  MAYOR  QUE  LOS  LIPOSOMAS
NEUTROS.

• SE  PUDO  OBSERVAR  QUE  LA  SOLA  PRESENCIA  DEL  HPV  EN
CELULAS  DE  CARCER  CERVICO-UTERINO,  TIENE  UN  EFECTO
DIRECTO DE RESISTENCIA  EN LA PROLIFERACION CELULAR EN
LAS  LINEAS  DE CARCINOMA DE CERVIX  ROVA,  VIBO,  CASKI  Y
SIHA,  DISMUNUYENDO  EL  PORCENTAJE  DE  INHIBICION  EN  LA
PROLIFERACION CELULAR.

• SE  OBSERVO  QUE  LA  RESPUESTA  PROLIFERATIVA  DE  LAS
LINEAS  INFECTADAS  CON  EL  HPV  16,  ACTUAN  MAS  RAPIDO,
ANTE  LA  PRESENCIA  DE  LIPOSOMAS.  ESTA  RESPUESTA  SE
OBSERVA  EN  UN  INTERVALO  DE   24  A  48  HORAS  EN  LAS
PRIMERAS 24 HORAS HASTA 48 HORAS.
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RECOMENDACIONES

• Determinar la carga viral de cada tipo de virus en las células infectadas con
VPH 16 Y 18.

• Determinar el grado de expresión de las unidades E6 y E7 en las células
infectadas con HPV 16 y  HPV 18, ante la presencia de liposomas neutros y
aniónicos vacíos.

• Determinar  el  por  que los  liposomas  Aniónicos  son  mas  tóxicos que los
neutros, hacer pruebas bioquímicas, de microscopia electrónica, etc.
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APENDICE

I.- Medio RPMI 1640 (Roswell Park Memorial Institute 1640).
_______________________________________________________________
                         COMPOSICION                                 RPMI 1640 (mg/l)________  
                       CaCl2.2H2O                                                        - 
                       Ca(NO3) 2.4H2O                                                100
                       Fe(NO3) 3.9H2O                                                 -
                       KCl                                                                    40 0
                       Mg(SO4).7H2O                                                  100
                       NaCl                                                                 60 00
                       NaHCO3                                                              2000
                       NaH2PO4.2H2O                                                  -
                       NaH2PO4                                                            800
                       D-glucosa                                                         20 00
                       Rojo de Fenol                                                      5
                       Piruvato sòdico                                                    -
                       L-arginina. HCl                                                    -
                       L-asparagina. H2O                                              50
                       Ácido L-aspàrtico                                                2 0
                        L-cistina                                                             5 0
                      Ácido L-glutámico                                                20
                      L-glutamina                                                         300
                      Glutatiòn                                                                1
                      Glicina                                                                   10
                       L-Histidina.HCl.H2O                                               -
                       L-Histidina                                                            15
                       L-hidroxiprolina                                                    20
                       L-isoleucina                                                         50
                       L-leucina                                                             50
                       L-lisina.HCl                                                          40
                       L-metionina                                                         15
                       L-metionina                                                         15
                       L-prolina                                                              20
                       L-serina                                                               30
                       L-treonina                                                           20
                       L-triptofano                                                          5
                       L-tirosina                                                            2 0
                       L-valina                                                              20
                       Biotina                                                               0. 2
                       D-Ca panteonato                                              0.3
                       Cloruro de colina                                                3
                       Ácido fólico                                                         1
                       i-inositol                                                             35
                       Nicotinamida                                                      1
                       Acido p-aminobenzoico                                      1
                       Piridoxal.HCl                                                      1
                       Riboflavina                                                         0.2
                       Tiamina.HCl                                                       1
                         Vitamina B  12                                                     0.0 05__________

40



II. INACTIVACION DE SUERO FETAL DE BOVINO (SFB)
                       

La botella se suero fetal bovino (SFB) se descongela a temperatura ambiente,
posteriormente se coloca en un baño Maria a 56º C, durante 30 minutos, con el
propósito de eliminar algunas proteínas de bajo peso molecular como son las
proteínas del complemento, así como inactivas otras para mayor eficacia en la
nutrición  celular.  Posteriormente  se  separa  en alícuotas  de  50  mL para  su
mejor manipulación, conservándose a una temperatura de 4º C.

III. SOLUCION SALINA DE VERSENO

Se emplea para despegar células tumorales adherentes y funciona como un
agente  quelante  que  secuestra  iones  calcio  y  magnesio  de  las  uniones
celulares. Para su preparación se utilizan los siguientes reactivos:

                              Tris (Sigma, chem, USA)                             3.04g
                              KCL (Sigma, chem, USA)                            8.00g
                              NACl (Sigma, chem, USA)                           0.40g
                              EDTA (Sigma, chem, USA)                          0.40g

IV. SOLUCION AMORTIGUADORA DE FOSFATOS

La  solución  amortiguadora  de  fosfatos  es  utilizada  para  lavar  las  células
después  de  ser  estimuladas  con  los  liposomas,  manteniendo  asi  las
condiciones fisiológicas de las células; también es utilizada como vehículo para
la preparación de los liposomas.

V. AZUL TRIPANO

Se emplea para pruebas de vialibilidad y conteo celular, se realiza una dilución
del colorante azul tripano (Sigma, Chem. USA) al 0.3% en PBS y se filtra con
papel filtro Whatman numero 2.
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VI. GLUTARALDEHIDO

Esta solución se utilizo para filtrar las células en las placas de 96 pozos de
fondo plano. Para preparar 500 mL al 1.1% se miden 11 mL de glutaraldehido
(50% v/v Sigma, USA) y se le adiciona 489 de agua destilada. Esta solución
debe guardarse a 4º C.

VII SOLUCION DE CRISTAL VIOLETA

Para  preparar  500  mL  de  cristal  violeta  a  una  concentración  de  0.1%,  se
requiere previamente preparar una solución amortiguadora de ácido formico
200 mM con una pH de 6. Posteriormente se adiciona el cristal violeta se diluye
muy bien y por ultimo se filtra en papel Whatman numero 2.

             Hidróxido de sodio (Sigma, Chem. USA)                    3.96g
             Ácido fórmico (Sigma, Chem. USA)                            4.28mL
            Cristal violeta (Sigma, Chem. USA)                              1.00g

VIII. ACIDO ACETICO AL 10%

La solución de ácido acético, que se utilizo fue una a una concentración de
10%. Esta solución una vez preparada a temperatura ambiente.

                       Ácido acético (Sigma, Chem. USA)                    10mL
                       Agua Milli Q (MilliQ Academic, USA)                   90mL

IX. SOLUCION AMORTIGUADORA DE FOSFATOS (PBS)

Solución amortiguadora de fosfatos (PBS). A 800ml de agua, agregar 8 g de
cloruro de sodio, 2.16 g de fosfatos de sodio monobásico y 0.2 g de fosfato de
potasio. Ajustar pH a 7.2 y aforar a un litro. Esterilizar en autoclave a 20lb por
minuto. 
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