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I. Introducción. 

El cáncer cervicouterino es la segunda causa de mortalidad en mujeres en México, 

el virus del papiloma humano (VPH) es el principal factor para su desarrollo. 

Junto con otros patógenos infectan una zona propensa del cuello uterino llamada 

ectopía cervical que consiste en la extensión del epitelio glandular del ectocérvix 

hacia el ambiente vaginal del exocérvix, donde predomina el epitelio escamoso. Es 

un fenómeno benigno del útero que se produce durante la adolescencia y el primer 

embarazo y que está relacionado con el uso frecuente de anticonceptivos 

orales(Andersson S, 2001). 

Anteriores trabajos de nuestro grupo (Monroy, 2010; Rocha-Zavaleta L, 2004) han 

detectado alta prevalencia de infección por VPH en pacientes con ectopía cervical, 

por lo que se considera como un factor de riesgo en la adquisición de infección por 

algún tipo de VPH de alto riesgo, especialmente del VPH tipo 18 y VPH tipo 16. A 

partir de esto surge la necesidad de aclarar el riesgo que establece la presencia 

del virus en este tejido y su potencial en la transformación maligna de las células. 

El trabajo actual se enfoca en determinar el potencial oncogénico del virus del 

papiloma humano de alto riesgo, tipo 18 y tipo 16, en muestras celulares de 

ectopía cervical mediante el estudio de la expresión de proteínas específicas del 

ciclo celular: p16INK4a y Ki-67. 

La alteración en la vía de la proteína del retinoblastoma (pRb), por la presencia de 

la oncoproteína viral E7, se manifiesta con la sobreexpresión de la proteína 
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p16INK4a en un intento fallido por regular negativamente el ciclo celular para 

detenerlo. Mientras que la expresión de la proteína Ki-67 es un marcador confiable 

de progresión en el ciclo celular, ya que se identifica en todas las etapas del ciclo 

celular, con excepción de la fase de inactividad celular G0 (Gerdes J, et al, 1984). 

Ambas proteínas expresadas en conjunto dentro de la misma célula, indican el 

descontrol celular así como una progresión activa en el ciclo celular, lo que se 

puede traducir como la existencia de un proceso oncogénico ya que existe una 

fuerte asociación de estas proteínas con los tipos VPH de alto riesgo (Donà MG, 

2012). 

Esto hace notar que las pacientes que presentan ectopía cervical, pueden 

presentar mayor riesgo para desarrollar cáncer cervicouterino, en comparación 

con aquellas que no la presentan, por lo que es aconsejable un tratamiento 

oportuno y el seguimiento clínico. 
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II. Marco Teórico 

Ectopía Cervical. 

Durante la menarca y el embarazo, el cuerpo del útero así como el cuello uterino 

se agrandan influenciados por la acción hormonal. Esto provoca alteraciones en 

su forma como la ectopía cervical, un fenómeno natural en el cuello uterino de la 

mujer, en el cual, el epitelio columnar del canal endocervical o endocérvix 

(formado por una hilera de células columnares) se evierte o sale hacia el orificio 

exterior, en la porción vaginal o exocérvixdonde predomina el epitelio escamoso 

(formado por varias capas de células escamosas), (figura 1). 

 
Figura 1. Anatomía del Útero y ectopía cervical.Modificado de www.prevencioncancer.org.ar 

 

Esta exposición del epitelio columnar al ambiente ácido vaginal promueve una 

destrucción y final reemplazo del epitelio columnar ectópico por epitelio escamoso 

metaplásico, en un área conocida como zona de transformación. Esta zona es 

propensa a infecciones, especialmente de tipo viral como el virus del papiloma 
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humano, ya que representa un acceso fácil a la capa más interna del epitelio 

escamoso, donde el virus puede comenzar la infección (Tatti, 2008). 

 

Virus del papiloma humano (VPH). 

Definición y características principales. 

Los virus del papiloma humano son un grupo de virus con ADN pequeños, no 

envueltos, pertenecientes a la familia Papillomaviridae, inducen verrugas (o 

papilomas) en gran variedad de grandes vertebrados, incluyendo al hombre (figura 

2). El virus del papiloma humano (VPH) se ha estudiado extensamente por su 

importancia médica como factor principal en el desarrollo de cáncer cervical(zur 

Hausen, 2006; zur Hausen, 1996). 

En general, son virus altamente específicos de la especie ya que no hay evidencia 

de que algún tipo de virus cause infección en otra especie diferente de la que 

proviene, además de que poseen especificidad por las células del epitelio 

escamoso, como las que se encuentran en la orofaringe, esófago o tracto 

genital(Fields, et al, 1996) donde pueden causar una variedad de lesiones 

epiteliales incluyendo verrugas comunes, papilomas faríngeos y condilomas, 

según el tipo de VPH que cause la infección (Doorbar, 2007). 
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Figura 2. Imagen de microscopía electrónica a 
color del virus del papiloma 
humano.web.uct.ac.za 

 

La forma de trasmisión en el caso de las lesiones cutáneas, es por contacto 

directo con un individuo infectado o una superficie contaminada, mientras que para 

las lesiones en las mucosas es por contacto sexual. El epitelio del tracto genital 

masculino (pene y uretra) funciona como reservorio para este virus, lo que le 

proporciona el medio adecuado para su trasmisión (Achenson, 2007). 

 

Clasificación. 

De los grupos que conforman a los VPH, el de mayor importancia es el grupo alfa 

(α) ya que incluye a las especies que infectan el tracto anogenital, el tracto 

aerodigestivo superior y otras mucosas de cabeza y cuello. Ha tenido prioridad en 

investigación y en atención clínica porque puede trasmitirse sexualmente y causar 

enfermedades significativas (Chow L, 2010). 

A su vez, los miembros de este grupo, se dividen en tipos virales debajo riesgo 

(no oncogénicos), como VPH6 y VPH11 raramente encontrados en cáncer genital 

pero asociados con cáncer pulmonar en una pequeña fracción de pacientes con 

An evaluation version of novaPDF was used to create this PDF file.
Purchase a license to generate PDF files without this notice.

http://www.novapdf.com/


 

 
 

15 

Papilomatosis Respiratoria Recurrente (RRP) (Gerein, 2005), y en tipos virales 

de alto riesgo (oncogénicos), como VPH16, VPH18, VPH51 y VPH53. Un 

pequeño grupo de lesiones inducidas por estos tipos pueden progresar a 

displasias de alto grado y más notablemente a cáncer cervical, vaginal, de pene, 

anal y orofaríngeo (zurHausen, 2002). 

 

Estructura 

Los virus del papiloma humano consisten en un genoma circular de doble cadena, 

de aproximadamente 8000 pares de bases (pb) de longitud, contenido dentro de 

un caparazón icosahédrico de proteínas, llamado cápside viral, la cual está 

formada por 72 capsómeros que consisten en dos proteínas estructurales tardías 

(late): L1 con un peso molecular de aproximadamente 55Kd, es la mayoritaria 

(Fields, et al, 1996) y la minoritaria, L2 que tiene un peso molecular de 70Kd 

(Fields, et al, 1996). 

El genoma viral tiene la capacidad codificante para estas dos proteínas 

estructurales tardías (late) y al menos seis proteínas tempranas (early): E1, E2, 

E4, E5, E6 y E7, codificadas por genes con los mismos nombres y que son 

necesarias para la replicación viral del ADN y para el ensamblaje de nuevas 

partículas virales dentro de las células infectadas (figura 3). 

Estos conjuntos de genes están separados por una Región Larga de Control 

(LCR) no codificante de proteínas, pero que contiene elementos requeridos para la 
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regulación de la expresión génica, replicación del genoma y su empaquetamiento 

en partículas virales. (Muñoz, 2006). 

Los dos promotores principalesque usan los virus del papiloma humano son: 

 Promotor Temprano, localizado río arriba del gen E6, es activo en células 

basales no diferenciadas. 

 Promotor Tardío, localizado río arriba del gen E1, es activo en queratinocitos 

diferenciados. Muchos de estos transcritos se poliadenilan en el sitio de 

poliadenilación temprana, aumentando el número de ARNs mensajeros que 

expresan la proteína E1 y E2. El incremento en estas proteínas contribuye en 

llevar a cabo la replicación vegetativa del ADN, durante el cual, se sintetizan 

varios miles de moléculas de ADN por célula (Doorbar, 2007). 

 

Una característica importante sobre la organización genómica de los virus del 

papiloma humano, es que todos los marcos abiertos de lectura (ORF’s) se 

localizan solamente en una de las hebras del ADN viral. Lo cual indica que todos 

los genes están localizados en esa misma cadena, lo que hace de ésta la hebra 

molde para la transcripción viral (Fields, et al, 1996). 
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Figura 3 El genoma del VPH tipo 16. El genoma (7904pb) se muestra como un círculo 
negro con los promotores tempranos (p97) y tardíos (p670) marcados por flechas. Los 
seis ORFs tempranos E1, E2, E4 y E5 (verde), E6 y E7 (rojo), se expresan ya sea de 
p97 o p670 en diferentes etapas durante la diferenciación celular. Los ORFs tardíos L1 y 
L2 (amarillo) son también expresados desde p670 siguiendo un cambio en el patrón de 
empalme y un desplazamiento en el sitio de poliadenilación usado (desde el sitio de 
poliadenilación temprano (PAE) al tardío (PAL). Todos los genes virales se codifican 
solamente de una de las dos cadenas del ADN circular. La región Larga de Control 
(LCR, 7156-7184) se amplificó para la visualización de los sitios de unión de E2 y los 
elementos TATA del promotor p97. También se muestra la localización de los sitios de 
unión de E1 y SP1. Modificado de Doorbar, 2006. 

 

Ciclo de Vida. 

Todos los virus del papiloma humano deben completar su ciclo de vida en el tejido 

epitelial escamoso que infectan, para producir partículas infecciosas que 

eventualmente se secretarán desde la superficie epitelial. Esto requiere una 

expresión ordenada y coordinada de los diferentes productos génicos virales, así 

como de la dinámica celular de este epitelio (figura 4). Este patrón altamente 

regulado de expresión génica permite que las diferentes etapas del ciclo de vida 
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del virus se completen apropiadamente y proporcionen bases para la selección de 

biomarcadores que son muy útiles en el diagnóstico (Doorbar, 2007), ya que cada 

estrato presenta funciones especializadas como consecuencia del encendido y 

apagado de diferentes conjuntos de genes (Chow L, 2010). 

 

Figura 4. Acontecimientos principales que se producen después de la infección por 
VPH. La epidermis se muestra a color mientras que la matriz extracelular subyacente se 
muestra en gris. Las diferentes capas celulares se indican en la izquierda. Las células que 
expresan marcadores del ciclo celular se muestran con núcleos rojos. La aparición de estas 
células por encima de la capa basal es una consecuencia de la infección viral y, 
particularmente de la expresión de los oncogenes virales E6 y E7. La expresión de las 
proteínas virales necesarias para la replicación del genoma, se produce en células que 
expresan E6 y E7 tras la activación de p670 en las capas epiteliales más superiores 
(células verdes con núcleos rojos). Los genes L1 y L2 (amarillo) se expresan en un 
subconjunto de células en el epitelio superior, y que contienen ADN viral amplificado. 
Modificado de Doorbar 2006. 

 

La infección productiva está conformada por varias etapas, en las que las 

diferentes proteínas virales tienen funciones específicas, como recepción, 

internalización, desensamblaje de la cápside viral, replicación, proliferación, 

amplificación, ensamblaje y liberación. 
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Comienza con las partículas virales que se introducen a las células mitóticamente 

activas de la capa basal, mediante microlesiones en el epitelio estratificado o a 

través de la zona de transformación donde las células infectadas del epitelio 

columnar formarán la capa basal del epitelio metaplásico estratificado una vez que 

la ectopía cervical ha sanado (Noya, 2001). 

Los factores que están involucrados en la recepción de las particulas virales 

sobre la superficie celular, son laminina-5, α-6 integrina y sindecano-1 (Shafti-

Keramat, 2003; Abban, 2010; Evander, 1997;Culp, 2006), este último es un 

proteoglicano de heparan sulfato que actúa como receptor primario para el VPH 

(Patterson, 2005; Shafti-Keramat, 2003; Joyce, 1999) y junto con la laminina-5 

contribuyen con la unión de la cápside viral en la matriz extracelular, mientras que 

la integrina α-6 funciona como receptor específico en los queratinocitos (Enader, 

1997).  

La internalización de los viriones unidos es un proceso lento, con una duración 

media de 2-4 horas, a través de endocitosis mediada por clatrinas (Culp, 2004; 

Day, 2003)y/o caveolinas, según el tipo de VPH que se trate. 

El siguiente paso es el desensamblaje de la cápside viral (desenvoltura del 

genoma viral), que ocurre de 8-12 horas después de la recepción de los viriones 

en la superficie celular. Una vez que el genoma viral escapa del endosoma tardío, 

el transporte citoplasmático a lo largo de los microtúbulos está mediado por una 

proteína motora llamada dineina y la proteína viral L2 (Florin, 2006) que lo dirigen 

hacia el núcleo, en el cual entra al momento en el que la membrana nuclear se 
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rompe durante la mitosis (Darshan, 2004). Esto ocurre aproximadamente 24 horas 

después de la unión del virus a la célula. Una vez dentro del núcleo, el complejo 

formado por el genoma viral y L2 se localiza en distintos dominios nucleares 

designados cuerpos ND10 o dominios oncogénicos de leucemia promielocitica 

(PML) (Day, 2004). 

La replicación del DNA viral en las células depende de la maquinaria de 

replicación celular, cuando éstas replican su propio ADN al progresar a través de 

la fase S en el ciclo célular. Las unicas proteínas virales necesarias son E1, una 

helicasa replicativa de ADN, su función es unir proteínas necesarias para la 

replicación como la proteína A y ADN polimerasa α primasa (Loo, 2004; 

Masterson, 1998; Conger, 1999) y E2, una proteína dimérica que tiene varias 

funciones como: reconocer el origen de replicación (ori) (Stenlund, 2003)para que, 

al reclutar a E1,de comienzo la replicación y contribuir en la correcta segregación 

de los episomas virales (You, 2004).  

E1 y E2, además de inducir la replicación del ADN viral, también actuan como 

reguladores de los promotores virales tempranos en canceres asociados con VPH, 

ya que el origen de replicación se traslapa con el promotor p97 (en VPH16) que 

controla la expresión de los oncogenes virales E6 yE7. La habilidad de E2 para 

reprimir o activar la expresión de genes virales tempranos, de acuerdo con su 

abundancia,  es el resultado de diferente afinidad de E2 por varios sitios de unión 

(Hines, 1998). 
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Es asi que el genoma viral se replica en promedio una vez por ciclo celular, cada 

vez las células basales se dividen y el genoma viral se distribuye en partes iguales 

entre las células hijas, permitiendo una fase inicial de replicación que resulta en 

50-100 copias de ADN viral, por célula. Este tipo de replicación se conoce como 

“replicación plasmídica” (Achenson, 2007) y propicia una infección exitosa 

permitiendo el establecimiento del genoma viral en forma de episomas estables 

que se mantienen en un número bajo de copias y sin que éstos se integren a los 

cromosomas celulares del huésped (Doorbar, 2005). 

En las lesiones cervicales causadas por VPH, la proliferación de las células del 

epitelio suprabasal se atribuye a la expresión de las proteínas formadas a partir de 

los oncogenes virales E6 y E7 (ambas expresadas del mismo ARN mensajero 

bicistrónico), que inducen la entrada en la fase S del ciclo celular, mientas que E1 

y E2 replican los episomas virales, lo que permite el aumento del pequeño número 

de células infectadas, las cuales subsecuentemente producirán viriones 

infecciosos (Doorbar, 2006). 

La principal función de la proteína viral E7 es inducir la síntesis no programada del 

ADN en queratinocitos completamente diferenciados, mediante la unión con el 

mayor regulador del ciclo celular: la proteína del retinoblastoma (pRb), una 

proteína supresora de tumores que a través de la activación de varias proteínas 

celulares involucradas en la proliferación celular tales como E2F, Ciclina 

A,Ciclina E, Ki67, un antígeno nuclear de proliferación celular yp16 una proteína 

supresora de tumores, entre otras,permite la progresión en el ciclo celular de la 
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fase G1 a la fase S en células por encima de la capa basal(Doorbar, 2006). Este 

proceso se mencionará detalladamente más adelante. 

Una de las funciones de la proteína viralE6 es complementar la acción de la 

proteína viralE7, mediante la asociación y dirección de la degradación de p53, la 

principal proteína supresora de tumores. p53 monitorea y protege la integridad del 

genoma celular, induciendo la expresión de genes que detienen el ciclo celular, 

reparan el ADN, o alternativamente provocan senescencia o apoptosis en la célula 

(Massimi, 1999).Normalmente p53 se encuentra presente en bajas 

concentraciones, en una forma latente e inactiva pero cuando la célula se expone 

a condiciones de estrés, como una infección viral o daño al material genético, p53 

se estabiliza por fosforilación y su nivel se incrementa, lo que induce el arresto del 

ciclo celular en la fase G1, lo que proporciona suficiente tiempo para que se repare 

el ADN o en caso de infección, induce apoptosis en la célula, evitando la 

dispersión del virus (Doorbar, 2005). 

Es asi que la proteína viral E6 ejerce una función antiapoptótica, lo cual, se 

ejemplifica por la asociación con las proteínas inductoras de apoptosis Bak 

(Thomas, 1998) y Bax (Li, 2000), lo que compromete la efectividad de la respuesta 

al daño en el ADN celular y permite la acumulación de mutaciones secundarias. 

Las proteínas E6 y E7 derivadas de los tipos virales de alto riesgo como VPH16 y 

VPH18 se unen mas fuertemente a PRb que las derivadas de los tipos virales de 

bajo riesgo VPH6 y VPH11 (Doorbar, 2007). 
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Para la producción de viriones infecciosos, los virus del papiloma humano deben 

amplificar su genoma viral y empaquetarlo dentro de partículas infecciosas. Esto 

ocurre en las capas medias o superiores del epitelio y depende en parte de los 

cambios que experimenta la célula mientras se mueve a la superficie epitelial, asi 

como de la sobre activación del promotor tardío dependiente de diferenciación, el 

cual reside dentro del marco de lectura (ORF) del gen E7 (p670 en VPH16) 

(Bodily, 2005; Spink, 2005). El gen E7 promueve el incremento en los niveles de 

proteínas virales necesarias para la replicación, incluyendo E1, E2, E4 y E5, sin 

afectar directamente la expresión de las proteínas E6 y E7 (Middlenton, 2003). 

E5 es una proteína transmembranal que se localiza predominantemente en el 

retículo endoplásmico (RE) (Krawczyk, 2010), se puede asociar con protones de la 

ATPasa vacuolar lo que retrasa el proceso de acidificación endosomal (Disbrow, 

2005; Hwang, 1995; Straight, 1995), el cual afecta el reciclaje del los receptores 

del factor de crecimiento (EGF) en la superficie epitelial. La consecuencia es un 

incremento en la señal mediada por el receptor EGF, que contribuye, junto con E6 

y E7, al mantenimiento del ambiente propicio para la replicación (Crusius, 2000). 

El ensamblaje y la liberación son los pasos finales en el ciclo productivo de los 

virus del papiloma humano. Consisten en el empaquetamiento del genoma viral 

replicado en partículas infecciosas que se liberarán desde la sperficie epitelial. Las 

dos proteínas L1 y L2 se expresan solamente en aquellas células que han 

amplificado su genoma y presentan altos niveles de la proteína viral E4 en su 

citoplasma. La proteína E4 persiste en la superficie epitelial y se cree que tiene 

una función en la liberacíon del virus por su asociación con las citoqueratinas 
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(Doorbar, 1991; Roberts, 1997; Wang, 2004) y con la envoltura córnea (Brown, 

2006; Bryan, 2000). 

Además de las proteínas virales estructurales L1 y L2, se requierela proteína E2 

para el ensamblaje de las partículas infecciosas. L2 y E2 se localizan en lugares 

especificos dentro del núcleo, llamados dominios de anemia promielocitica (PML), 

donde E2 moviliza el genoma replicado a este sitio (Buck, 2004; Day, 1998). Una 

vez dentro, el ensamblaje viral ocurre cuando los capsómeros de L1 entran 

recluidos por L2 (Florin, 2002) y se unen por la interacción entre la región C-

terminal en los capsómeros. Estas interacciones proteína-proteína se estabilizan 

en las capas epiteliales superiores por la formación de enlaces disulfuro que 

contribuyen a la estabilidad de las partículas liberadas (Buck, 2004; Roden, 1997). 

Aunque las partículas de los virus del papiloma humano se pueden ensamblar en 

ausencia de L2, el empaquetamiento (Stauffer, 1998) y la infectividad viral (Roden, 

2001) son más efectivas en su presencia. 

La acumulación en altos niveles de proteínas víricas estructurales se retarda hasta 

que la célula alcanza las capas epiteliales superficiales para limitar la detección de 

la respuesta inmune del huésped (Doorbar, 2007). 

El curso normal que sigue una infección por VPH consiste en: un período de 

infección productiva seguido por una etapa de regresión de las lesiones causadas 

y finalmente la resolución de la infección, lo que demuestra el resultado de la 

respuesta inmune mediada por células como el mecanismo primario, pero bajo 

ciertas circunstancias el genoma viral se mantiene como episomas latentes en las 
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células de la capa basal, que se reactivan cuando se deprime el sistema inmune. 

Esta infección latente requiere unicamente de la expresión de la proteínas virales 

E1 y E2 (Zhang, 1999). 

Una infección abortiva se produce cuando el patrón normal de expresión génica 

se compromete al no poder llevar a cabo, de forma adecuada, el programa 

reproductivo del VPH, como en el epitelio columnar que no presenta los niveles de 

diferenciación característicos del epitelio escamoso. Esto trae como consecuencia 

el desarrollo de neoplasias cervicales que surgen cuando la infección por VPH no 

se resuelve adecuadamente, manteniendo una infección persistente por años o 

incluso décadas después de la infección inicial (Doorbar, 2006). 

La continua estimulación en el progreso de la fase S del ciclo celular, junto con la 

pérdida de mecanismos de reparación del daño al ADN celular, mediados por p53 

como resultado de la expresión de E6, permite la acumulación de mutaciones que 

eventualmente conducirán a cáncer (figura 5).  

Estos acontecimientosse favorecen con la integración del ADN viral al genoma 

celular. 
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Figura 5. Progresión a Cáncer Cervical mediado por infección por VPH. Las células basales 
en el epitelio cervical, descansan sobre la membrana basal, cuyo soporte es la dermis. Se cree 
que el virus del papiloma humano accede a las células basales a través de microlesiones en el 
epitelio cervical. Después de la infección, los genes virales tempranos E1, E2, E4, E5, E6 y E7 se 
expresan y el ADN viral se replica a partir de ADN episomal (núcleos morados). En las capas 
superiores del epitelio (zona media y superficial) el genoma viral se replica aún más y los genes 
tardíos L1 y L2 encapsidan el genoma viral para formar su progenie: viriones en el núcleo. Los 
virus ya formados se pueden arrojar para iniciar una nueva infección. Las lesiones intraepiteliales 
de bajo grado soportan la replicación viral productiva. Un número desconocido de infecciones por 
VPH de alto riesgo progresan a neoplasia cervical intraepitelial de alto grado (NIC). La progresión 
de lesiones no tratadas a cáncer microinvasor e invasor, se ha relacionado con la integración del 
genoma viral en los cromosomas del huésped (núcleos rojos), con la pérdida asociada o la 
interrupción de E2 y la subsecuente sobreregulación de la expresión de los oncogenes E6 y E7. 
LCR es la región larga de control. Modificado de Woodman, 2007. 

 

La integración es un evento al azar, no es objetivo del virus inducir la 

transformación a la malignidad ya que las células transformadas por VPH son 

incapaces de producir nuevas partículas víricas porque solo contienen una parte 

de su genoma. Puede ocurrir en cualquier sitio frágil del ADN celular y causa la 

interrupción de los genes virales E1 y E2, frecuentemente se acompaña por la 
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deleción de secuencias virales río abajo que abarcan el gen E5 y sitios tempranos 

de adición de poli-A (Stoler, 1992) lo que resulta en la pérdida de la regulación 

negativa del promotor P1 que trae como consecuecia la sobre expresión de E6 y 

E7, que además de ser importantes en la infección productiva, tambien son 

cruciales en la progresión a cáncer (Doorbar, 2007). 

 La proteína viral E7 de los VPH de alto riesgo media la degradación de Rb a 

través de mecanismos dependientes de proteosomas (Berezutskaya, 1997; 

Boyer, 1996) lo cual es importante para la transformación celular mediada 

por E7. 

 La pérdida de la respuesta al daño del ADN celular mediado por p53 en 

células que expresan la proteína E6 de VPH de alto riesgo, predispone a la 

acumulación de mutaciones. También la proteína viral E6 de VPH de alto 

riesgo tiene la capacidad de transactivar la subunidad catalítica del gen de la 

telomerasa (hTert) (Klingelhutz, 1996), así como contribuir al desarrollo de 

tumores metastásicos por la alteración de la adhesión celular a través del 

carbono terminal en el dominio de unión a PDZ (acronimo de las primeras 

tres letras de proteínas en las que se encontró por primera vez: proteína de 

densidad postsináptica [PSD95], .proteína supresora de tumores en 

Drosophila [DIgA], y proteína zonula occludens-1 [zo-1]), (Thomas M, 2002). 
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Ciclo celular y proteínas p16INK4a y Ki-67. 

Las proteínas reguladoras que conforman al ciclo celular, son principalmente 

cinasas dependientes de ciclinas (Cdks), permanecen constantes a lo largo del 

ciclo celular y únicamente se activan al unirse a las proteínas ciclinas, que al 

aumentar o disminuir su concentración, inician o regulan los principales eventos en 

el ciclo celular. Los complejos ciclina-Cdkfosforilan a diferentes conjuntos de 

proteínas sustrato (cuadro 1). 

Cuadro 1. Principales proteínas ciclinas y proteínas cinasas dependientes de ciclinas 
(Cdks) en vertebrados y su función. 

 
Complejo 

ciclina-Cdk Ciclina Cdk Función 

G1-Cdk Ciclina D Cdk4, Cdk6 Ayudar a regular la actividad de la ciclina 
G1/S. 

G1/S-Cdk Ciclina E Cdk2 Desencadena la progresión a través del 
punto de restricción en G1 tardío. 

S-Cdk Ciclina A Cdk2, Cdk1 
Estimula la división de cromosomas, 
contribuye al control de algunos eventos 
tempranos en la mitosis. 

M-Cdk Ciclina B Cdk1 Estimula el ingreso a la fase de mitosis en el 
punto de control G2/M. 

(Cdk) Cinasas dependientes de Ciclinas; (G1) fase Gap 1 del ciclo celular; (S) Fase de síntesis del ciclo 
celular; (M) fase de mitosis del ciclo celular (Bruce A, 1983). 

 

Además de los complejos Ciclinas-Cdks, el sistema de control del ciclo celular 

cuenta con otras proteínas que ayudan a la regulación de los eventos en las 

diferentes etapas del ciclo celular. 

Una de éstas son las proteínas inhibidoras de Cdks (CKIs), que al unirse a los 

complejosciclina-Cdks, específicamente a G1/S-Cdk y S-Cdk, regulan su actividad 

en el comienzo del ciclo celular (Alberts, 1983). 
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La proteína p16INK4a es un regulador negativo del ciclo celular cuya acción tiene 

lugar en el núcleo celular, es el principal miembro de la familia INK4a de proteínas 

CKIs, la codifica un gen localizado en el cromosoma 9p21 dentro del locus 

INK4a/ARF, que también codifica a la proteína p19ARF. Ambas proteínas tienen 

actividad biológica antiproliferativa relacionada con la vía de la proteína del 

Retinoblastoma(pRb) y con la proteína supresora de tumores p53, 

respectivamente (Romagosa, 2011). 

La presencia del factores de crecimiento o mitógenos incrementan la expresión de 

genes que codifican ciclinas G1 (Ciclina D), promoviendo la formación de los 

complejos Ciclina D-Cdk4/6 que median la fosforilación de pRb, lo que permite la 

liberación de la familia de proteínas E2F que a su vez estimulan la síntesis de 

proteínas requeridas para el ingreso a la fase S del ciclo celular como las 

relacionadas con la síntesis de ADN, y con la regulación celular como p16INK4a y 

p19ARF (figura 6). Su papel regulador consiste en, que al unirse p16INK4a con las 

Cdk4/6, inhibe la formación del complejo Ciclina D-Cdk4/6, sin el cual no se 

fosforila la proteína pRb. Este estado hipofosforilado en el que se mantiene a pRb 

promueve una asociación estable con la familia de proteínas E2F, que al no 

activarse detiene el ciclo celular en la fase G1, mientras que la proteína p19ARF 

interviene en la concentración de la proteína Mdm2, una ligasa de ubiquitina que 

mantiene baja la concentración de p53 mediante proteólisis (Romagosa, 2011). 
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Figura 6. Bases moleculares de la expresión de los marcadores de ciclo celular. La figura muestra 
la regulación en la progresión de la fase S en células no infectadas. i) En células no infectadas, la 
estimulación de la progresión de la fase S requiere la presencia de factores externos de crecimiento que 
activan al complejo CiclinaD/CDK lo que permite la fosforilación de pRb. En caso de infección con HPV, 
la proteína viral E7 une a pRb. ii) La consecuencia en ambos casos es la liberación de E2F que actúa 
como factor de transcripción. iii) E2F estimula la expresión de las proteínas necesarias para la 
progresión de la fase S, tales como PCNA y MCM. En las células no infectadas, p16 regula la expresión 
continua de estas proteínas inhibiendo la activación del complejo CiclinaD/CDK. En las células 
infectadas por HPV, p16 es incapaz de ejercer un efecto regulador y la progresión de la fase S se 
estimula por E7.iv) La expresión descontrolada de p16 que se detecta con la expresión de E7, se 
acompaña por un aumento en la concentración de p14. Esto permite la inactivación de MCM y un 
incremento en p53 que se regula por la proteína E6. En células no infectadas, la concentración de p14 
se regula por la retroalimentación de p16, que mantiene la concentración de p53 baja. v) La proteína E6 
forma un complejo con E6AP y p53, el cual permite la degradación de p53 mediado por arresto en el 
crecimiento y/o apoptosis. E6 también puede estimular la degradación de proteínas del dominio PDZ, 
las cuales afectan la adhesión celular y el señalamiento. Modificado de Doorbar, 2007. 

 

En la infección con elvirus del papiloma humano, la vía p16INK4a-pRb 

frecuentemente es el blanco de las oncoproteínas virales E6 y E7, ya que su 

actividad es crítica para prevenir la proliferación celular inapropiada (Romagosa, 

2011). Al unirse la proteína viral E7 a pRb, se permite la liberación de la familia de 
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proteínas E2F, lo que estimula la progresión de la fase G1 a la fase S, 

independientemente de factores externos de crecimiento. El consecuente aumento 

de las proteínas necesarias para el ingreso a la fase S se descontrola causando 

una sobreexpresión de p16INK4a que, al no poder unirse a Cdk4/6 (que no se 

encuentra de forma activa), no puede suprimir la función de pRb con lo cual la 

progresión del ciclo celular continua. A su vez, la estimulación inadecuada de la 

proteína p19ARF inactiva a la proteína Mdm2, dando como resultado un aumento 

en los niveles de la proteína p53, lo que normalmente conduciría a la detención del 

ciclo celular mediante otra proteína inhibidora de Cdks, la proteína p21. Pero este 

efecto se contrarresta con la proteína viral E6, ya que se une a p53 mediante su 

proteína asociada (E6-AP), provocando la degradación proteolítica de p53 por 

ubiquitinas (figura 6). 

Es por esto que la presencia de las oncoproteínas virales E6 y E7 es el 

mecanismo molecular que explica la sobreexpresión de p16INK4a en estos casos, 

ya que la inactivación de pRb por la proteína E7 de Virus de Papiloma Humano de 

alto riesgo (Munger et al, 1989; Huang et al, 1993) libera a p16INK4a de su control 

de retroalimentación negativa, causando su sobreexpresión como un intento fallido 

para detener la proliferación celular en tumores relacionados con virus del 

papiloma humano (Reuschenbach et al, 2008), mientras que la oncoproteína E6 

induce la degradación de la proteína supresora de tumores p53. 

Por otro lado, la proteína Ki-67 también se considera un marcador, ya que está 

asociada y es un requisito indispensable para la progresión a través del ciclo 

celular (Scholzen T, 2000). Se localiza en el núcleo celular tanto en las fases G1, S 
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y G2 del ciclo celular, así como en la mitosis, mientras que en células en estado 

inactivo o G0 no la presentan (Gerdes J, et al, 1984). Es por esta razón que la 

expresión de la proteína Ki-67 se puede utilizar como herramienta para estimar la 

fracción de células normales o células tumorales que presentan proliferación 

(Scholzen T, 2000). 

Por lo tanto, la expresión en conjunto de la proteína p16INK4a y Ki-67 proporcionan 

un marcador específico y sensible de lesiones malignas y premalignas en la 

mucosa cervical, las cuales no se esperan en células benignas y que no están 

cursando el ciclo celular (Singh M, et al, 2012). 
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III. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA 

Se sabe que el virus del papiloma humano es el principal factor de riesgo para 

desarrollar cáncer cervicouterino. Tan solo en México en el año 2008 se 

registraron 10186 casos de cáncer cervicouterino invasor y una mortalidad por el 

mismo de 5061 casos (Globocan, 2008). Además se ha observado que la 

prevalencia de infección por virus del papiloma humano de alto riesgo es mayor en 

mujeres con ectopía cervical, en comparación de aquellas que no la presentan. 

En pacientes con ectopía cervical e infección por virus del papiloma humano de 

alto riesgo se desconoce si: 

 El virus del papiloma humanoorigina un proceso oncogénico, 

 Si, estas pacientes tienen mayor riesgo de desarrollar cáncer 

cervicouterino, y por lo tanto 

 Si, será necesario proporcionar un tratamiento oportuno y seguimiento 

clínico. 
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IV. HIPÓTESIS 

La infección de células de ectopía cervical por virus del papiloma humano de alto 

riesgo tipo 16 y tipo 18, provocará modificaciones en el ciclo celular que se 

evidenciará por la expresión de las proteínas celulares p16INK4a y Ki-67. 
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V. OBJETIVOS 

Objetivo General 

 Determinar el potencial oncogénico de VPH de alto riesgo en células de 

ectopía cervical mediante la evaluación de la co-expresión de p16INK4a y Ki-

67. 

 

Objetivos Específicos. 

 Determinar la presencia de ADN de virus del papiloma humano de alto 

riesgo tipo 16 y tipo 18 en muestras de ADN de células de la zona de 

ectopía cervical, usando oligonucleótidos específicos y la técnica de PCR. 

 Determinar la presencia en conjunto de las proteínas celulares p16INK4a  y 

Ki-67 en muestras de células de ectopía cervical con presencia de ADN de 

virus del papiloma humano de alto riesgo tipo 16 y tipo 18 realizando una 

tinción Inmunocitoquímica con el Kit CINtec® Plus Cytology. 
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VI. DISEÑO EXPERIMENTAL 

 

Tipo de estudio: Experimental 

 

Población de estudio. 

El material biológico analizado en el presente trabajo se obtuvo de pacientes que 

acudieron a la Clínica de Colposcopía Fundación “Cruz Talonia”, durante el 

período del 4 de agosto al 4 de noviembre de 2011. Un total de 200 mujeres con 

diagnóstico colposcópico de ectopía cervical se incluyeron independientemente de 

la presencia de lesión por virus del papiloma humano. De cada paciente se obtuvo 

una muestra de células de la zona de la ectopía cervical, que se tomó mediante un 

cepillo citológico “cytobrush” al cual se le dobló el extremo con cerdas, para 

facilitar la recolección. 

Se colocaron dentro de tubos Eppendorf con 600µL de PBS frío y se colocaron 

dentro de una hielera con gel refrigerante que las mantuvo a 10°C el tiempo 

necesario hasta procesarse el mismo día en el laboratorio. 

Al final del procedimiento ginecológico, se aplicó a cada paciente un cuestionario 

sobre factores de riesgo de Cáncer Cervicouterino, que incluyó preguntas como 

edad actual, edad en la que se tuvo la primera relación sexual, número de parejas 

sexuales hasta el momento, número de embarazos, método anticonceptivo 

empleado, existencia previa de infecciones de VPH, realización del examen 

Papanicolaou e ingesta frecuente de alcohol y tabaco. 
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Criterios de inclusión. 

Muestras celulares de pacientes con diagnóstico de ectopía cervical. 

 

Criterios de exclusión. 

Muestras celulares de pacientes cuyo diagnóstico colposcópico resultó en: 

◦ Sin presencia de ectopía cervical. 

◦ Lesiones premalignas como: cualquier grado de Neoplasia cervical 

intraepitelial (CIN) I, II ó III; Lesión intraepitelial escamosa de bajo grado 

(LSIL), Lesión intraepitelial escamosa de alto grado (HSIL). 

◦ Cáncer. 

 

Criterios de eliminación. 

◦ Muestras que no presentaron ADN amplificable. 

◦ Muestras con células en condiciones inadecuadas para la realización de 

frotis. 

 

Variable. 

Presencia de lesión por virus del papiloma humano diagnosticada 

colposcópicamente. 
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Procesamiento de las muestras. 

Se agitó en un vórtex cada tubo para homogeneizar las muestras. Conayuda de 

unas pinzas, se separó el cepillo citológico y se volvió a agitar. 

Debido a la presencia de moco cervical, las muestras se lavaron con una solución 

de N-Acetilcisteína (NAC) [Sigma-Aldrich] 5% en PBS, un agente mucolítico que 

facilita el manejo de las muestras. (Gutiérrez, 2009). El lavado delas muestras con 

NAC se realizó de manera rápida ya que se observó que un tiempo de incubación 

prolongado, dañó las células. 

El lavado se llevó a cabo centrifugando a 1200 rpm y desechando el PBS 

sobrenadante en el que se transportaron las muestras, se agregaron 600µL de 

NAC (N-Acetilcisteína) 5% en PBS y se agitaron inmediatamente en un vórtex 

durante 20 segundos, se centrifugaron a 14000 rpm durante 30 segundos y se 

eliminó el sobrenadante. Se adicionaron 600µL de PBS y se agitó en un vórtex 

para homogeneizar. 

En tubos diferentes se separó cada muestra en dos fracciones de 300µL cada 

una. La primera se sometió a extracción de ácidos nucleicos y la segunda se 

volvió a centrifugar a 1200 rpm, se eliminó el PBS sobrenadante, se agregaron 

300µL de etanol al 70% y se almacenó a -20°C hasta que se realizó el análisis 

inmunocitoquímico con el Kit de tinción CINtec PLUS Cytology [mtmLaboratories]. 
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Extracción de ácidos nucleicos. 

Las fracciones destinadas a extracción de ácidos nucleicos se centrifugaron a 

3000 rpm durante 10 minutos, se eliminó el sobrenadante y se resuspendió en 

500µL de amortiguador de lisis para romper las células y núcleos. Se agregaron 

50µL de RNAsa (100µg/mL) y 50µL de Proteinasa K (100µg/mL) para degradar 

ARNs y proteínas, respectivamente. Se agitaron en un vortex y de incubaron a 

37°C durante toda la noche. (Magdalena, et al, 1997). 

La extracción del ADN se realizócon 500µL de una mezcla 

fenol/cloroformo/alcohol isoamílico (25:24:1) [Amresco]. Se agitó con un vórtex y 

se centrifugó a 14000 rpm durante 20 segundos.  

Cuidando de no romper la interfase, se recuperó la fase acuosa y se colocó en un 

tubo nuevo en el cual se repitió la extracción con mezcla fenol/cloroformo/alcohol 

isoamílico (25:24:1) una vez más. De nuevo, la fase acuosa se transfirióa otro 

tubo. 

Se adicionó 1mL de Etanol absoluto frío y se incubó toda la noche a -20°C. 

Pasado este tiempo se centrifugó a 14000 rpm durante 5 minutos a 4 °C, se 

eliminó el sobrenadante con cuidado de no perder el botón de ADN. Se dejó secar 

a temperatura ambiente y una vez seco se resuspendió en 20-50µL (según el 

tamaño del botón de ADN) de agua ultrapura estéril y se conservó a -20°C. 

(Sambrook, 1989). 
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Cuantificación de ácidos nucleicos. 

Cada muestra de ADN se cuantificó en un espectrofotómetro Nanodrop modelo 

ND-1000 V3.3.0. 

La concentración se calculó utilizando la ecuación de Lambert-Beer que 

correlaciona la absorbancia calculada con la concentración de la muestra: 

A= (E) (b) (c) 

donde: 

A= absorbancia (A) 

E= Coeficiente de absortividad molar o coeficiente de extinción (L/mol-cm) 

b= Longitud de la celda (cm) 

c= Concentración del analito (mol/L) 

El procedimiento se realizó colocando 1 µL de cada muestra cada vez en el 

pedestal del Nanodrop y registrando la concentración la concentración obtenida. 

Los valores obtenidos de absorbancia a 260/280nm y 260/230nm se utilizaron 

para evaluar la pureza del ADN. 

Para la relación de las absorbancias a 260/280nm se consideró adecuado un valor 

aproximado a 1.8. 
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Reacción en Cadena de la Polimerasa (PCR). 

 Integridad de ADN. 

Se evaluó la integridad del ADN de las muestras amplificando un fragmento de 

260-268 pares de bases del gen β-globina, que es un control interno en la 

técnica de PCR (Herrel, 2009). 

 

Se utilizaron los oligonucleótidos GH20 (5’-GAA GAG CCA AGG ACA GGT 

AC-3’) Y PC04 (5’-CAA CTT CAT CCA CGT TCA CC-3’) (Meshkat. 2006) con 

el siguiente programa de ciclaje de PCR: precalentado a 95°C por 10 minutos, 

40 ciclos de desnaturalización a 94°C durante 1 minuto, alineamiento a 65°C 

durante 1 minuto y elongación a 72°C durante 1 minuto. Al terminar los ciclos, 

se sometió a 72°C durante 10 minutos. 

Las condiciones de reacción se enlistan en el cuadro2. 

 

Cuadro 2. Concentraciones de los reactivos en la técnica dePCR de β-globina. 
 

Reactivo Concentración Cantidad Marca 
Amortiguador 10x 5µL Invitrogen 

MgCl2 25mM 1 µL Invitrogen 
Mezcla de dNTP’s 2mM 1 µL Invitrogen 

Oligonucleótido GH20 0.0560 µg/µL 2.7 µL Invitrogen 
Oligonucleótido PC04 0.0359 µg/µL 3.1 µL Invitrogen 

Taq Polimerasa 5U/µL 0.2 µL Invitrogen 
Muestra ADN 50-100ng 2 µL - 

Agua ultrapura estéril - la necesaria GIBCO 
Volumen final - 25 µL - 

Como control positivo se utilizó ADN de una muestra confirmada como positiva para VPH 
y como control negativo se usó agua ultrapura estéril. 
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 Determinación de la presencia de virus del papiloma humano (VPH). 

Se utilizó el par de oligonucleótidos universales MY09 (5’-CGT CCM ARR 

GGA WAC TGA TC-3’) y MY11 (5’-GCM CAG GGW CAT AAY AAT GG-3’) el 

cual amplificó un fragmento de 450 pares de bases, entre los nucleótidos 

6722-7170 en el gen L1, que además de ser muy conservado entre los tipos 

virales VPH 6, 11, 16, 18 y 33, también se mantiene en caso de que el ADN 

viral se integre al genoma celular (Manos et al, 1989). Estas características 

hacen que el gen se utilice de rutina para la detección de ADN viral (Husnjak 

K, 2000). 

El programa de amplificación fue el siguiente: Precalentado a 94°C durante 5 

minutos, 30 ciclos de 95°C durante 30 segundos para desnaturalización, 45°C 

durante 30 segundos para alineamiento y 72°C por 60 segundos para 

elongación. Una vez terminados los ciclos, se incubó a 72°C durante 10 

minutos para la extensión de fragmentos incompletos. 

Las concentraciones de los reactivos se enlistan en el cuadro3: 

Cuadro 3. Concentraciones de los reactivos en la técnica dePCR de VPH general. 
 

Reactivo Concentración Cantidad Marca 
Amortiguador 10x 2µL Invitrogen 

MgCl2 50mM 2 µL Invitrogen 
Mezcla de dNTP’s 2mM 2 µL Invitrogen 

Oligonucleótido MY09 10 µM 1 µL Invitrogen 
Oligonucleótido MY11 10 µM 1 µL Invitrogen 

Taq Polimerasa 5U/µL 0.2 µL Invitrogen 
Muestra ADN 50-100ng 6 µL - 

Agua ultrapura estéril - la necesaria GIBCO 
Volumen final - 20 µL - 

Como control positivo se utilizó ADN de células HeLa (Línea celular de adenocarcinoma que 
contiene ADN viral de HPV 18, integrado al genoma viral), y como control negativo se 
usóagua ultrapura estéril. 
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 Identificación de virus del papiloma humano tipo 18. 

 

Se utilizaron tres pares de oligonucleótidos diferentes, así como diferentes 

protocolos de PCR para determinar el genotipo 18 del virus del papiloma 

humano. 

 

Para la amplificación de genE7, se usaron los oligonucleótidos HPVE7 18F 

(5’-AAG AAA ACG ATG AAA TAG ATG-3’) y HPVE7 18R (5’-GGC TTC ACA 

CTT ACA ACA CA-3’) que amplificaron un fragmento de 100 pares de bases, 

entre los nucleótidos 696–716 y 799-780 respectivamente.  

 

El programa de ciclajefue: 94°C por 5 minutos, 38 ciclos de 95°C durante 30 

segundos para desnaturalización, 53°C durante 60 segundos para 

alineamiento y 72°C durante 90 segundos para elongación. 

 

Finalizados los ciclos, se incubó a 72°C durante 10 minutos para completar la 

extensión de fragmentos incompletos. (Monroy, 2010). 

 

Las condiciones de reacción se enlistan en el cuadro 4: 
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Cuadro 4. Concentración de los reactivos en latécnica de PCR de VPH tipo 18 gen 
E7. 

 
Reactivo Concentración Cantidad Marca 

Amortiguador 10x 2µL Invitrogen 
MgCl2 50mM 0.5 µL Invitrogen 

Mezcla de dNTP’s 2mM 2 µL Invitrogen 
Oligonucleótido HPVE7 18F 10 µM 1 µL Invitrogen 

Oligonucleótido HPVE7 
18R 10 µM 1 µL Invitrogen 

Taq Polimerasa 5U/µL 0.2 µL Invitrogen 
Muestra ADN 50-100ng 2 µL - 

Agua ultrapura estéril - 11.3 µL GIBCO 
Volumen final - 20 µL - 

ADN de células HeLa (Línea celular de adenocarcinoma que contiene ADN viral de VPH 18, 
integrado al genoma viral) se utilizó como control positivo, mientras que como control 
negativo se usó agua ultrapura estéril. 

 

La LCR y el gen E6 se amplificaron utilizando los oligonucleótidos diseñados y 

donados por la Dra. Marcela Lizano Soberón del Instituto Nacional de 

Cancerología (De la Cruz-Hernández, 2005) (Cuadro5). 

Cuadro 5. Pares de oligonucleótidos que se usaron para amplificación de los genes 
LCR y E6 del VPH tipo 18. 

 
Oligonucleótidos Secuencia Posición Longitud 

(pb) 
LCR sense 5’-CCC CCC GGG TGT ATG ATT GCA TTG TAT GG-3’ 7201-7219 787 LCR antisense 5’-CCC AAG CTT GGA TCC TCA AAG CGC GCC AT-3’ 124-105 

E6 pcDNAsense 5’-GGG GGA TCC ATC CCG CGC TTT GAA GAT CCA ACA-3’ 105-128 

495 E6 
pcDNAantisens

e 
5’-GGG GAA TCC TTA TAC TTG TGT TTC TCT GCG TCG-3’ 581-558 

(pb) pares de bases. 

El protocolo de PCR fue el mismo para ambos pares de oligonucleótidos: 94°C 

por 10 minutos seguido por 30 ciclos de 94°C durante 40 segundos para 

desnaturalizar, 59°C por 40 segundos para alineamiento y 72°C por 55 
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segundos para elongación. Y al termino de los ciclos, de nuevo 72°C durante 7 

minutos para completar fragmentos incompletos. 

 

Las condiciones de reacción fueron las mismas para ambos pares de 

oligonucleótidos, con diferencia de que se adicionaron a una concentración de 

50pM en lugar de 10µM. (Cuadro 6) 

Cuadro 6. Concentraciones de los reactivos en latécnica de PCR de VPH tipo 18 
genes LCR y E6. 

 
Reactivo Concentración Cantidad Marca 

Amortiguador 10x 2µL Invitrogen 
MgCl2 50mM 0.8 µL Invitrogen 

Mezcla de dNTP’s 2mM 2 µL Invitrogen 

Oligonucleótido 1 50 pM 0.2 µL IDT (Integrated DNA 
Technologies) 

Oligonucleótido 2 50 pM 0.2 µL IDT (Integrated DNA 
Technologies) 

Taq Polimerasa 5U/µL 0.13 µL Invitrogen 
Muestra ADN 50-100ng 4 µL - 

Agua ultrapura estéril - 10.67 µL GIBCO 
Volumen final - 20 µL - 

ADN de células HeLa (Línea celular de adenocarcinoma que contiene ADN viral de VPH 18, 
integrado al genoma viral) se utilizó como control positivo, mientras que como control 
negativo se usó agua ultrapura estéril. 

 

 Identificación de virus del papiloma humano tipo 16. 

Se usaron los oligonucleótidos Pr3 (5’-GTC AAA AGC CAC TGT GTC CT-3’) y 

Pr4 (5’-CCA TCC ATT ACA TCC CGT AC-3’) que amplificaron un fragmento 

de 499 pares de bases, entre los nucleótidos 420 y 919 en el gen E7 del VPH 

tipo 16 (Karlsen, 1996). 

El programa de amplificaciónusado fue el siguiente: precalentamiento a 95°C 

por 5 minutos, 38 ciclos de desnaturalización a 94°C durante 30 segundos, 
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alineamiento a 54°C por 60 segundos y elongación a 72°C por 90 segundos. 

Al término de los ciclos se sometió a 72°C durante 10 minutos para completar 

fragmentos incompletos (Monroy, 2010). 

 

Las condiciones de reacción se enlistan en la cuadro7: 

Cuadro 7. Concentraciones de los reactivos en la técnica dePCR de VPH tipo 16 gen 
E7. 

 
Reactivo Concentración Cantidad Marca 

Amortiguador 10x 2µL Invitrogen 
MgCl2 50mM 0.6 µL Invitrogen 

Mezcla de dNTP’s 50mM 2 µL Invitrogen 
Oligonucleótido Pr3 10 µM 1 µL GIBCOBRL® 
Oligonucleótido Pr4 10 µM 1 µL GIBCOBRL® 

Taq Polimerasa 5U/µL 0.2 µL Invitrogen 
Muestra ADN 50-100ng 4 µL - 

Agua ultrapura estéril - 9.2 µL GIBCO 
Volumen final - 20 µL - 

Como control positivo se usó ADN de células SiHa (Línea celular de carcinoma de células 
escamosas con ADN viral de VPH 16 integrado a su genoma), y como control negativo se 
adicionó agua ultrapura estéril. 

 

Todos los PCRs se llevaron a cabo en un termociclador marca PERKIN ELMER 

GeneAmp PCR System 9600 y los ampliconesse analizaron por electroforesis en 

geles de agarosa (1%), teñidos con bromuro de etidio. Los geles se visualizaron y 

fotografiaron en elfotodocumentador de geles con luz UV [KODAK GEL LOGIC 

IMAGING CABINET] 
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Análisis Inmunocitoquímico de citologías exfoliativas. 

Se utilizó el kit CINtec® PLUSCytology para la detección inmunocitoquímica de los 

antígenos celulares p16INK4a y Ki-67 en muestras citológicas provenientes de la 

zona de ectopía cervical en el cuello uterino. 

 

 Preparación de los frotis. 

Las muestras con células conservadas en etanol 70% [J.T. Baker] se 

centrifugaron y resuspendieron en 20 µL a 200 µL de etanol absoluto [J.T. 

Baker] (según el tamaño del botón celular) y se agitaron para homogeneizar. 

En portaobjetos cargados electrostáticamente [BIOCARE MEDICAL] y 

debidamente identificados, se aplicaron 5 µL de muestra, se secaron y se 

observaron con un microscopio óptico [Carl Zeiss 426126, Axiostar plus] para 

corroborar la existencia de una cantidad considerable de células (> 200 

células).  

 

 Tinción Inmunocitoquímica. 

Se llevaron a temperatura ambiente todos los reactivos del kit (a excepción de 

la solución Fast Red) durante 1 hora a y se prepararon la solución de 

recuperación del epítopo y la solución de trabajo DAB (como lo indica el 

manual del kit) antes de comenzar con el procedimiento de tinción. 
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Se hidrataron las muestras celulares en agua destilada durante 10 minutos, en 

seguida se recuperó el epítopo sumergiéndolas en solución de recuperación 

del epítopoen baño María, durante 10 minutos a una temperatura de 92°C-

96°C dentro de una olla exprés, a la cual se le colocó la tapa sin válvula. Se 

dejaron enfriar hasta que el baño alcanzó una temperatura < 50°C. 

Una vez que la solución llegó a la temperatura, las muestras se lavaron con 

tampón de lavado [CINtec® Cytology, mtmlabs] durante 5 minutos, 

posteriormente se bloqueó la actividad de la peroxidasa incubando durante 5 

minutos con el reactivo de bloqueo de la peroxidasa (peróxido de hidrógeno 

3%). Se repitió el lavado con tampón de lavado y se incubaron las muestras 

con anticuerpos monoclonales de ratón antihumano p16INK4a y conejo 

antihumano Ki-67 (50 mM), durante 30 minutos a temperatura ambiente. 

 

Nuevamente se lavaron las muestras celulares con tampón de lavado durante 

5 minutos y se incubaron con reactivo de visualización HRP (polímero 

conjugado con peroxidasa de rábano y fragmentos FAB de anticuerpos de 

cabra anti-ratón purificados) durante 15 minutos a temperatura ambiente. 

Posteriormente se lavaron las muestras con tampón de lavado tres veces 

seguidas, cada una por 5 minutos. En seguida se adicionó el reactivo de 

visualización AP (polímero conjugado con fosfatasa alcalina y fragmentos FAb 

de anticuerpos de cabra anti-conejo purificados) y se incubó durante 15 

minutos a temperatura ambiente. 
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Se realizaron tres lavados con tampón de lavado, cada uno durante 5 minutos, 

después se les adicionó la solución de trabajo DAB (preparada anteriormente) 

y se incubó durante 10 minutos protegiendo las muestras de la luz directa. 

Esta solución contiene el cromógeno 3-3’-diaminobencidina que al reaccionar 

con la peroxidasa de rábano picante, produce un color marrón, el cual indica la 

presencia de la proteína p16INK4a en el citoplasma de las células. 

 

Las muestras se lavaron con agua destilada y se les adicionó la solución de 

trabajo fast red (preparada justo antes de usarse y tal como lo indica el 

manual) y se incubaron durante 15 minutos protegiendo de la luz directa. 

 

Finalmente se lavaron las células una vez más con tampón de lavado y se 

enjuagaron con agua destilada. 

 

 Contratinción. 

Una vez finalizada la tinción Inmunocitoquímica, se realizó la tinción de 

contraste sumergiendo las muestras celulares en Hematoxilina sin alcohol 

[BIOCARE MEDICAL] durante 10 minutos. Se les eliminó el exceso de 

colorante enjuagándolas con agua destilada durante 30 segundos. 
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 Montaje. 

Las muestras se incubaron durante al menos 1 minuto en agua destilada, se 

les eliminó el exceso de agua con una toallita de papel y se cubrieron con 

medio de montaje acuoso [CINtec® PLUS Mount]. Se dejaron secar toda la 

noche en un lugar protegido de la luz directa.  

 

Pasado el tiempo, y una vez secas, las muestras se incubaron en xileno [J.T. 

Baker] durante 10 minutos, después se les eliminó el exceso de xileno, se les 

añadió una gota de medio de montaje a base de xileno [EcoMount, BIOCARE 

MEDICAL] y se les colocó un cubreobjetos de cristal. Se dejaron secar toda la 

noche a temperatura ambiente en un lugar protegido de la luz directa. 

 

Finalmente se analizaron y se capturaronimágenes de cada muestra en un 

microscopio óptico con los objetivos de 20x y 40x [Carl Zeiss426126, Axiostar 

Plus]. 

 

Diseño estadístico. 

Para analizar los diferentes grupos de pacientes se utilizó el programa estadístico 

GraphPadPrism versión 6, los resultados se analizaron a través de frecuencias y 

porcentajes, y como prueba de comparación se usó la prueba exacta de Fisher, 

tomando en cuentauna significancia de p<0.05.  
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VII.RESULTADOS 

 

Integridad del ADN en las muestras. 

De 200 muestras recolectadas de ectopía cervical, se logró extraer el ADN a 176, 

las cuales se sometieron a una amplificación, mediante PCR, de un fragmento de 

260-268 pares de bases del gen β-globina que comprobó que el ADN se 

encontraba en condiciones óptimas para su uso. Se descartaron 8 muestras por 

no presentar ADN apto para la amplificación, por lo que se trabajó con 168 

muestras. 

 

Presencia del virus del papiloma humano (VPH). 

Se determinó la presencia de ADN del tipo 6, 11, 16, 18 y 33 del virus del 

papiloma humano mediante la amplificación de un fragmento de 450 pares de 

bases, en las 168 muestras de ectopía cervical que presentaron ADN apto para la 

amplificación. 

 

Se obtuvieron 14 (8.33%) muestras sin la presencia de ADN de algún tipo de VPH 

antes mencionado y 154 (91.66%) muestras positivas para la presencia de ADN 

del tipo 6, 11, 16, 18 ó 33 de VPH, que se clasificaron según la intensidad de la 

banda amplificada, en 66 (39.28%) muestras fuertemente positivas y 88 (52.38%) 

débilmente positivas (Cuadro 8). 
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Cuadro 8. Presencia de ADN de virus del papiloma humano tipo 6, 11, 16, 18 ó 33, en 
muestras de ectopía cervical. 

 
Muestras con 

ectopía cervical 
Muestras Positivas 154 (91.66%) Muestras 

Negativas Fuertes Débiles 
168 (100%) 66 (39.28%) *88 (52.38%) 14 (8.33%) 

Oligonucleótidos usados MY09 y MY11 que identificaron los tipos virales 6, 11, 16, 18 y 33. 
*Se consideró una baja cantidad de ADN en las muestras débilmente positivas, por lo que se 

descartaron del estudio. 
 

De las muestras positivas, solo las que resultaron fuertemente positivas se 

utilizaron para continuar con la identificación del tipo viral, ya que las muestras 

débilmente positivas, al considerarse con baja concentración de ADN, se 

descartaron del ensayo (Figura 7). 

 

 
Figura 7. Determinación de los tipos 6, 11, 16, 18 y 33 de 
virus del papiloma humano en gel de agarosa [1%]. Primer 
carril: Marcador de peso molecular 1Kb, segundo carril: Control 
positivo ADN de línea celular HeLa, tercer carril: Control 
negativo (agua ultrapura estéril), cuarto carril: Muestra EX212 
débilmente positiva para VPH general, quinto carril: Muestra 
EP213 fuertemente positiva para VPH general, sexto, séptimo y 
octavo carril: Muestras EX215, EP216 y EP217, todas 
débilmente positivas para VPH tipo 6, 11, 16, 18 y 33. 
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Identificación del tipo viral 16 y 18 del virus del papiloma humano (VPH). 

La identificación del tipo viral 16 y 18 se realizó amplificando fragmentos definidos, 

con oligonucleótidos específicos para cada caso, en las 66 muestras fuertemente 

positivas para la presencia de ADN del tipo 6, 11, 16, 18 ó 33 del virus del 

papiloma humano. 

Para el tipo viral 18 se usaron seis pares diferentes de oligonucleótidos, ya que al 

no obtener resultados iniciales, se creyó que estaban defectuosos. Se obtuvieron 

solo 2 (3.03%) muestras positivas para la presencia de ADN de VPH tipo 18, una 

muestra cuando se amplificó el gen E7 (Figura 8 y cuadro 9) y otra cuando se 

amplificó la región larga de control (LCR) del virus (Figura 9 y Cuadro 9). Se llevó 

a cabo una amplificación más, esta vez del gen E6 del VPH tipo 18, pero no 

generó resultados (Figura 10). 

 
Figura 8. Identificación del gen E7 del VPH tipo 18 en gel de 
agarosa [1%]. Primer carril: Marcador de peso molecular 1Kb, 
segundo carril: Control positivo ADN de línea celular HeLa, 
tercer carril: Control negativo (agua ultrapura estéril), cuarto 
carril: Muestra EX186, quinto carril: Muestra EP187, sexto 
carril: Muestra EX200, séptimo carril: Muestra EP201 y octavo 
carril: Muestra EX212. Solo la muestra EP201 fue positiva al 
PCR, por lo que tiene presencia de ADN de VPH 
específicamente del tipo 18. 
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Figura 9. Identificación de la región larga de control (LCR) 
del VPH tipo 18 en gel de agarosa [1%]. Primer carril: 
Marcador de peso molecular 1Kb, segundo carril: Control 
positivo ADN de línea celular HeLa, tercer carril: Control 
negativo (agua ultrapura estéril), cuarto carril: Muestra EP220, 
quinto carril: Muestra EP224, sexto carril: Muestra EP226, 
séptimo carril: Muestra EX227 y octavo carril: Muestra EX241. 
Solo la muestra EP220 amplificó la banda buscada, por lo que 
fue positiva para la presencia específica de ADN de VPH tipo 
18. 

 

 
Figura 10. Identificación del gen E6 del VPH tipo 18 en gel 
de agarosa [1%].Primer carril: Marcador de peso molecular 
1Kb, segundo carril: Control positivo ADN de línea celular 
HeLa, tercer carril: Control negativo (agua ultrapura estéril), 
cuarto carril: Muestra EX122, quinto carril: Muestra EP123, 
sexto carril: Muestra EX137, séptimo carril: Muestra EX138 y 
octavo carril: Muestra EX139. Todas las muestras fueron 
negativas para la presencia específica de ADN de VPH tipo 18, 
ya que ninguna amplificó la banda buscada alrededor de 495 
pares de bases. 

 

Al contrario que con el tipo 18, solo se utilizó un par de oligonucleótidos que 

amplificaron el gen E7 del tipo 16 del VPH. Los resultados obtenidos se muestran 

en el cuadro 9. 
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De las 66 muestras, 33 (50%) fueron positivas para la presencia de ADN del tipo 

viral VPH 16, 31 muestras (46.96%) resultaron negativas para este mismo (Figura 

11), mientras que las dos últimas resultaron positivas para VPH tipo 18, como se 

mencionó anteriormente. 

 
Figura 11. Identificación del gen E7 de VPH tipo 16en gel de 
agarosa [1%]. Primer carril: Marcador de peso molecular 1Kb, 
segundo carril: Control positivo ADN de línea celular SiHa, 
tercer carril: Control negativo (agua ultrapura estéril), cuarto 
carril: Muestra EX122, quinto carril: Muestra EP123, sexto 
carril: Muestra EX137, séptimo carril: Muestra EX138 y octavo 
carril: Muestra EX139. Las muestras EX122, EP123, EX137 Y 
EX139 presentan una banda alrededor de 500 pares de bases, 
esto indica la presencia de ADN de VPH especificamente del 
tipo 16. La muestra EX138 no presenta banda, por lo que es 
negativa a este tipo viral. 

 

Cuadro 9. Identificación del tipo viral en las muestras fuertemente positivas a la presencia 
de ADN de algún tipo viral del VPH. 

 
Muestras 

analizadas 
VPH tipos 6, 11 ó 

331 VPH tipo 162 VPH tipo 183 

66 31 (46.96%) 33 (50%) 2 (3.03%) 
1Oligonucleótidos usados: MY09 y MY11 que identificaron los tipos virales 6, 11, 16, 18 y 33. 
2Oligonucleótidos usados: Pr3 y Pr4, amplificaron un fragmento  de 499 pares de bases del gen 

E7 del VPH tipo 16. 
3Oligonucleótidos usados: 18R y 18F, amplificaron un segmento de 100 pares de bases en el 

gen E7; LCRsentido y LCRantisentido amplificaron un segmento de 787 pares de bases en 
la región larga de control (LCR) y los oligonucleótidos pcDNAsentido y pcDNAantisentido 
que amplificaron un segmento de 495 pares de bases en el gen E6, todos para identificar el 
virus del papiloma humano tipo 18. 
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Una vez que se identificaron las muestras positivas para los tipos virales 16 y 18, 

se agruparon las muestras restantes como positivas solo para los tipos virales 6, 

11 ó 33 del virus del papiloma humano, también se muestran en el cuadro B. 

 

En la figura 12 se presentan los diferentes grupos identificados con distintos tipos 

de ADN de virus de papiloma humano. Un total de 80 (100%) muestras se 

analizaron molecularmente: 14 (17.5%) muestras resultaron negativas; 31 

(38.75%) positivas para VPH entre el tipo 6, 11 ó 33; así mismo, 33 muestras 

equivalentes al 41.25% presentaron ADN de VPH tipo 16 y finalmente 2 muestras 

(2.5%) positivas para VPH tipo 18. 

 

 
Figura 12. Gráfica porcentual de la identificación de los tipos virales del virus de 
papiloma humano en muestras de ectopía cervical. 
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Estudio de la expresión de las proteínas celulares p16INK4a y Ki-67 mediante tinción 

inmunocitoquímica con el kit de tinción CINtec Plus®. 

 

Se consideraron las muestras de ADN positivas y negativas para la identificación 

del tipo VPH, así como aquellas que resultaron negativas a cualquier tipo viral de 

VPH, para evaluar las muestras de células conservadas en etanol (-20°C) 

correspondientes con las anteriores. Estas muestras se clasificaron en grupos 

para su comparación: 

 Grupo A. 14 muestras negativas para la presencia de ADN de cualquier 

tipo de VPH (Cuadro A). 

 Grupo B. 31 muestras positivas a los tipos virales 6, 11 ó 33 de VPH 

(Cuadro B). 

 Grupo C. 33 muestras positivas al tipo viral 16 de VPH (Cuadro B). 

 Grupo D. 2 muestras positivas al tipo viral 18 de VPH (Cuadro B). 

 

Un total de 80 muestras celulares se sometieron a una tinción inmunocitoquímica 

con el kit de tinción CINtec Plus®, para identificar la expresión de las proteínas 

celulares p16INK4a y Ki-67. Se clasificaron como positivas las muestras con una o 

más células que presentaron la doble tinción, es decir, que mostraron citoplasma 

color marrón (café oscuro) y núcleo rojo brillante, como lo indica el fabricante. Los 

resultados se muestran en la cuadro 10. 
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Cuadro 10. Resultados de la tinción inmunocitoquímica con el kit de tinción CINtec Plus®. 
 

 Muestras positivas 
p16INK4a y Ki-67 

Muestras negativas 
p16INK4a y Ki-67 

Total de 
muestras 

Grupo A*1 2 (16.66%) 10 (83.33%) 12 
Grupo B*2 1 (4.16%) 23 (95.83%) 24 
Grupo C*3 16 (53.33%) 14 (46.66%) 30 

 Grupo D 0 (0%) 2 (100%) 2 
 Total 68 

*1Se excluyeron dos muestras de este grupo ya que las células no se encontraron en 
condiciones adecuadas para el procedimiento. 

*2En este grupo se excluyeron siete muestras por la misma razón que las células no se 
encontraron conservadas adecuadamente y/o que el número de células no fue el suficiente 
para realizar la tinción. 

*3Del grupo C se rechazaron tres muestras por la inadecuada conservación y/o ausencia de un 
número adecuado de células para realizar el ensayo. 

 

El Grupo A de muestras celulares que no mostraron presencia de ADN de algún 

tipo viral VPH, 2 (16.66%) muestras presentaron las proteínas p16INK4a y Ki-67, 

mientras que 10 (83.33%) no las presentaron (figura 13). Cabe mencionar que en 

este grupo, originalmente formado por 14 muestras, se excluyeron dos de ellas a 

causa de que las células no se encontraron en condiciones óptimas para llevar a 

cabo la tinción inmunocitoquímica. 

 
Figura. 13 Tinción inmunocitoquímica de la muestra EX64, del Grupo A, con el kit CINtec 
Plus®. Control positivo (izquierda): Células de línea celular HeLa que presentan poco 
citoplasma color marrón y un gran núcleo color rojo brillante. Control negativo (centro): Células 
de muestra positiva a PCR de β-globina, pero negativa al PCR de VPH general, el citoplasma 
es abundante y ligeramente grisáceo mientras que el núcleo es pequeño y azulado. Muestra 
EX64 (derecha): las flechas verdes indican las células que presentan las proteínas p16INK4a  en 
el citoplasma (marrón) y Ki-67 en el núcleo (rojo brillante). 
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El Grupo B, formado por muestras celulares con ADN del tipo viral 6, 11 ó 33 de 

VPH, solo 1 (4.16%) muestra fue positiva para ambas proteínas, mientras que 23 

(95.83%) resultaron negativas (figura 14). También este grupo se redujo de 31 

muestras iniciales a 24 muestras porque las células de 7 muestras no se 

encontraron conservadas adecuadamente y/o su número no fue suficiente para 

realizar la tinción. 

 
Figura 14. Tinción inmunocitoquímica de la muestra EP160, del Grupo B, con el kit CINtec 
Plus®. Control positivo (izquierda): Células de línea celular HeLa que presentan poco 
citoplasma color marrón y un gran núcleo color rojo brillante. Control negativo (centro): Células 
de muestra positiva a PCR de β-globina, pero negativa al PCR de VPH general, el citoplasma 
es abundante y ligeramente grisáceo mientras que el núcleo es pequeño y azulado. Muestra 
EP160 (derecha): No presenta ninguna célula que exprese las proteínas celulares p16INK4a y Ki-
67. 

 

Para el Grupo C que clasificó las muestras celulares positivas a la presencia de 

VPH tipo 16, solo 16 muestras (53.33) resultaron positivas para las proteínas 

p16INK4a y Ki-67 mientras que 14 (46.66%) resultaron negativas (figura 15). En este 

grupo también se rechazaron tres muestras por la misma razón: las células no se 

encontraron bien conservadas y/o no se encontró el suficiente número de células 

para realizar el ensayo. 
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Figura 15. Tinción inmunocitoquímica de la muestra EP123, del Grupo C, con el kit CINtec 
Plus®. Control positivo (izquierda): Células de línea celular HeLa que presentan poco 
citoplasma color marrón y un gran núcleo color rojo brillante. Control negativo (centro): Células 
de muestra positiva a PCR de β-globina, pero negativa al PCR de VPH general, el citoplasma 
es abundante y ligeramente grisáceo mientras que el núcleo es pequeño y azulado. Muestra 
EP123 (derecha): las flechas verdes indican las células que presentan las proteínas p16INK4a en 
el citoplasma (marrón) y Ki-67 en el núcleo (rojo brillante). 

 

Por último, en el Grupo D, las dos muestras identificadas con presencia de ADN 

de VPH tipo 18 resultaron negativas para la presencia de las proteínas celulares 

p16INK4a y Ki-67(figura16). 
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Figura 16. Tinción inmunocitoquímica de la muestra EP201, del Grupo D, con el kit CINtec 
Plus®. Control positivo (izquierda): Células de línea celular HeLa que presentan poco 
citoplasma color marrón y un gran núcleo color rojo brillante. Control negativo (centro): Células 
de muestra positiva a PCR de β-globina, pero negativa al PCR de VPH general, el citoplasma 
es abundante y ligeramente grisáceo mientras que el núcleo es pequeño y azulado. Muestra 
EP201 (derecha): Negativa para la expresión de las proteínas p16INK4a  y Ki-67 ya que no 
presenta ninguna célula con el citoplasma marrón y núcleo rojo brillante. 

 

 

 

Análisis estadístico 

Se utilizó el programa estadístico GraphPadPrism, versión 6 para realizar el 

análisis estadístico mediante la prueba de Fisher, de las muestras positivas a 

algún tipo viral VPH 6, 11 y/o 33 (Grupo B), las muestras positivas a VPH 16 

(Grupo C) y VPH 18 (Grupo D), así como un control negativo conformado por 

muestras celulares VPH negativas (Grupo A), los resultados se muestran a 

continuación. 
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Figura 17. Resultados de la tinción inmunocitoquímica con el Kit de 
tinción CINtec Plus® entre el control (Grupo A) y las muestras positivas al 
tipo VPH 6, 11 y/o 33 (Grupo B). 

 

La figura 17 muestra la comparación de las muestras positivas al tipo VPH 6, 11 

y/o 33 (Grupo B) contra el control negativo (Grupo A), se observó que la mayoría 

de las muestras no presentaron las proteínas celulares p16INK4a y Ki-67, por lo que 

resultaron negativas para la tinción, la diferencia con el control negativo no fue 

estadísticamente significativa (p>0.05). 
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Figura 18. Resultados de la tinción inmunocitoquímica con el Kit de tinción 
CINtec Plus® entre el control (Grupo A) y las muestras positivas al tipo VPH 
16 (Grupo C). 

 

La siguiente figura, muestra la comparación entre las muestras del control 

negativo (Grupo A) y las muestras que resultaron positivas al tipo VPH 16 (Grupo 

C). Se encontró prevalencia de las muestras del grupo C positivas para la tinción, 

presentando ambas proteínas marcadoras, en comparación con las muestras que 

no presentaron dichas proteínas (p=0.0415). Por otro lado, en el grupo del control 

negativo, predominaron las muestras negativas. 
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Figura 19. Resultados de la tinción inmunocitoquímica con el Kit de 
tinción CINtec Plus® entre el control (Grupo A) y las muestras positivas al 
tipo VPH 18 (Grupo D). 

 

A continuación, en las muestras del grupo D, positivas a VPH tipo 18, ninguna 

resultó positiva a la presencia de las proteínas celulares p16INK4a y Ki-67 indicadas 

por el kit de tinción. En comparación con el grupo control negativo, la diferencia 

nofue estadísticamente significativa (p>0.05). 
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VIII. DISCUSIÓN 

De las muestras de células recolectadas de la zona con ectopía cervical, que se 

analizaron para la identificación de ADN de algún tipo del virus del papiloma 

humano, solo el 8.33% fueron negativas, mientras que el 91.66% presentó ADN 

de algún tipo VPH (cuadro 8). 

Lo anterior puede indicar la relación de la ectopía cervical con la infección por este 

virus, ya que se sabe por trabajos anteriores (Toon P G, 1986), incluidos los de 

nuestro grupo (Rocha-Zavaleta L, 2004; Monroy, 2010), que la presencia de 

ectopía cervical en el cuello uterino de la mujer, se puede considerar como un 

factor de riesgo para la obtención de infección por virus del papiloma humano. 

Esto es debido a la exposición de las células columnares del endocérvix en el 

ambiente ácido del exocérvix, lo que propicia que las células basales del epitelio 

escamoso se vuelvan accesibles para agentes potencialmente infecciosos, 

incluidos los tipos virales oncogénicos de alto riesgo como el tipo 16 y 18 del VPH 

(Tatti, 2008). 

Comúnmente la ectopía cervical se trata clínicamente como un padecimiento 

normal al cual no se le da un seguimiento oportuno, lo que trae como 

consecuencia que la incidencia de infección por virus del papiloma humano, así 

como de cáncer cervicouterino sean altas (GLOBOCAN, 2008). Sería de gran 

ayuda entender más sobre la ectopía cervical y los tipos de VPH que se pueden 

encontrar en los diferentes tipos de epitelio en el cuello cervical, para tratar de 
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comprender el por qué se encuentran ahí, así como el impacto que ocasionan en 

la salud. 

 

Por otro lado, la identificación del tipo viral del virus del papiloma humano en las 

muestras con ectopía cervical (cuadro 9), se detectó al tipo 16 como el más 

frecuente en comparación con los otros tipos virales. La mitad de las muestras 

(50%) presentaron ADN de VPH 16 mientras que, de la otra mitad, la mayoría 

(46.96%) presentó ADN de los tipos virales 6, 11 ó 33, y por lo tanto, la fracción 

más pequeña presentó ADN de VPH tipo 18 (3.03%). Estos resultados 

concuerdan con uno de los trabajos de nuestro grupo (Rocha-Zavaleta L, 2004), 

en el que se encontró que la infección por virus de papiloma humano tipo 16 es 

más común en pacientes con ectopía cervical, aunque por otro lado, no concuerda 

con otro trabajo también de nuestro grupo (Monroy, 2010), en el que prevaleció el 

VPH tipo 18 sobre el tipo 16, también en pacientes con ectopía cervical. 

 

Cabe mencionar que en el trabajo de Monroy, 2010; las muestras de tejido 

columnar expuesto, se recolectaron mediante biopsias dirigidas 

colposcopicamente, se analizaron histopatológicamente para corroborar la 

presencia de epitelio glandular y se analizaron con dos conjuntos diferentes de 

oligonucleótidos (MY09-MY11 y L1C1-L1C2) para la identificación de los tipos 

virales presentes, por lo que la técnica usada resultó más específica, mientras que 

en el trabajo de Rocha-Zavaleta L, 2004, las muestras se trataron de forma más 
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sencilla, lo que confirmó que el ADN con el que se trabajó fue extraído tanto de 

tejido columnar como escamoso, por lo que no se logró demostrar que las células 

infectadas con VPH fueran de naturaleza endocervical. 

En el presente estudio, trabajamos con muestras celulares de citologías 

exfoliativas de la zona de ectopía cervical, que se recolectaron mediante un cepillo 

citológico “cytobrush”. Se sabe que con esta técnica de recolección es fácil 

recoger células columnares y escamosas a la vez, por lo que creemos que al igual 

que en el trabajo de Rocha-Zavaleta, 2004; las muestras contenían ADN de 

células tanto de tejido columnar como escamoso y por lo tanto no podemos 

concluir que subtipo del virus del papiloma humano se encuentra en un tejido 

especifico. 

Es de gran importancia continuar con la determinación de los tipos virales que se 

podrían encontrar específicamente en los diferentes tipos de epitelios en el cuello 

uterino para tratar de comprender el porqué de su localización, así como para 

tomar las medidas necesarias en caso de que presenten actividad oncogénica. 

 

En cuanto a los resultados de la tinción inmunocitoquímica, en la que se buscó la 

presencia de las proteínas marcadoras p16INK4a y Ki-67, las muestras estudiadas 

se clasificaron como: 

Grupo A) Control negativo. Muestras negativas para la presencia de ADN de 

virus del papiloma humano. 
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Grupo B) Muestras positivas a la presencia de ADN de virus del papiloma 

humano tipo 6, 11 y/o 33. 

Grupo C) Muestras positivas a la presencia de ADN de VPH solamente del tipo 

16. 

Grupo D) Muestras positivas a la presencia de ADN de VPH solamente del tipo 

18. 

Los resultados mostraron una fuerte asociación (16/30 muestras, 53.33%) entre la 

presencia de las proteínas p16INK4a y Ki-67 con la infección por virus del papiloma 

humano tipo 16 (clasificado como un tipo viral oncogénico de alto riesgo), 

reportado en trabajos como el deDonà, 2012; en el que se encontró la misma 

asociación de estas proteínas marcadoras con la presencia de infección por VPH 

de alto riesgo resultó dos veces más fuerte para los tipos VPH16 y VPH18 que 

para los demás tipos.  

Esto también concuerda con nuestros resultados en el grupo B (muestras positivas 

a VPH tipo 6, 11 y/o 33) ya que solo una muestra (4.16%) presentó las proteínas 

marcadoras. Esto se puede deber a que la proteína E7 de los tipos VPH de alto 

riesgo (como el tipo 16 y 18) se une más fuertemente a la proteína del 

retinoblastoma (pRb), en comparación con las proteínas de los tipos virales de 

bajo riesgo, estimulando así la progresión de la fase G1 a la fase S del ciclo celular 

y originando la sobreexpresión de p16INK4a en la célula infectada, lo que junto con 

la expresión de la proteína de proliferación Ki-67, se interpreta como la pérdida del 
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control celular junto con una proliferación activa, lo que eventualmente se puede 

traducir como un potencial proceso oncogénico. 

Por otro lado, se encontró que ninguna de las muestras positivas a la presencia de 

ADN de VPH18, presentó las proteínas p16INK4a y Ki-67, resultado 

estadísticamente no significativo (p>0.05) ya que el tamaño de la población de 

este grupo resultó muy pequeño (2 muestras positivas a la presencia de ADN de 

VPH18); mientras que en el grupo control negativo dos muestras resultaron 

positivas para las proteínas p16INK4a y Ki-67, posiblemente debido a la falta de 

especificidad en la técnica de identificación usada, ya que se sabe que diferentes 

sistemas de oligonucleótidos tienen patrones de detección discrepantes (Speich, 

2004) y por lo tanto pueden permitir la presencia de muestras falsas negativas 

(Lee, 2007) 

 

Otros estudios en los cuales se trabajó con el kit de tinción 

inmunocitoquímicaCINtec Plus®, encontraron resultados semejantes que han 

indicado su elevada sensibilidad y especificidad relacionada fuertemente con la 

presencia de lesiones intraepiteliales de alto y bajo grado (por sus siglas en ingles 

H-SIL y L-SIL, respectivamente), con neoplasias cervicales intraepiteliales, grado 

1, 2 o 3 (CIN, por sus siglas en inglés), con células glandulares atípicas (AGC, por 

sus siglas en ingles) y para los resultados catalogados como células escamosas 

atípicas de significado indeterminado (ASC-US, por sus siglas en ingles) en la 

prueba de Papanicolaou (Singh M, 2011; Schmidt, 2011 y Donà, 2012), en 
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comparación con la identificación de VPH por la técnica de la reacción en cadena 

de la polimerasa (PCR) (Donà, 2012; Singh M, 2011), además ésta técnica de 

tinción doble no requiere correlación de los resultados con la morfología celular o 

la evaluación del número de células reactivas, lo que disminuye la variabilidad 

interobservador (Singh M, 2011). Lo anterior indica que en muestras de ectopía 

cervical, un fenómeno benigno del útero que se produce durante la adolescencia y 

el primer embarazo, en las que se encontró infección por algún tipo VPH de alto 

riesgojunto con la expresión de las proteínas p16INK4a y Ki-67, puede existir una 

alteración del ciclo celular, así como una proliferación descontrolada, lo que se 

podría interpretar como una potencial transformación de las células hacia la 

malignidad. 

Por este motivo se considera de gran importancia proporcionar mayor vigilancia a 

los casos de pacientes en los que hay presencia de ectopía cervical relacionada o 

no con el uso de anticonceptivos orales, así como de infección por virus del 

papiloma humano de alto riesgo, ya que, al igual que en las lesiones antes 

mencionadas, la presencia en conjunto de las proteínas p16INK4a y Ki-67 podrían 

indicar la potencial existencia de un proceso oncogénico, con el cual se podría 

determinar la posibilidad de evolución a lesiones más graves. Es así que a medida 

en que se detecte desde una etapa más temprana, será más fácil proporcionar el 

tratamiento adecuado para tratar y limitar el curso de la infección. 
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IX. CONCLUSIONES 

 Se encontró relación de la presencia de ectopía cervical con la infección por 

virus del papiloma humano de alto riesgo tipo 16, en muestras de citologías 

exfoliativas de la zona de ectopía cervical del cuello cervicouterino. 

 De acuerdo a nuestro trabajo, el tipo 16 de alto riesgo del virus del papiloma 

humano se presentó con mayor frecuencia en muestras de citologías 

exfoliativas de la zona de ectopía cervical del cuello cervicouterino, en 

comparación con otro tipo viral de alto riesgo, el virus del papiloma humano 

tipo 18. 

 Encontramos relación entre la presencia de infección de virus del papiloma 

humano de alto riesgo tipo 16 con la expresión de la proteína marcadora de 

progresión celular (de la fase G1 a la fase S) p16INK4a, y la proteína de 

proliferación celular Ki-67, igualmente en muestras de citologías exfoliativas 

de la zona de ectopía cervical del cuello cervicouterino. 

 

Por estas razones se recomienda el oportuno seguimiento y atención clínica a 

pacientes que presenten ectopía cervical, así como infección por algún tipo de 

virus del papiloma humano de alto riesgo, ya que al ser un padecimiento frecuente 

y común en la mujer, es de gran importancia no restarle valor en el diagnóstico 

colposcópico. 
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Sería de gran utilidad realizar un estudio más detallado sobre la preferencia de los 

tipos de virus del papiloma humano en los diferentes epitelios con los que está 

formado el cuello cervicouterino, así como en su prevalencia.  
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