
 

 

UNIVERSIDAD NACIONAL AUTÓNOMA DE MÉXICO 

 

FACULTAD DE QUÍMICA 
 
 
 

DETECCIÓN DEL VIRUS DEL PAPILOMA HUMANO 
EN CÁNCER EPITELIAL DE OVARIO 

 
 

TESIS 
QUE PARA OBTENER EL TÍTULO DE 

QUÍMICA 
 

 

PRESENTA 
EDNA MOLOTLA LÓPEZ 

 

CIUDAD UNIVERSITARIA, CDMX                                  2017 

 



 

UNAM – Dirección General de Bibliotecas 

Tesis Digitales 

Restricciones de uso 
  

DERECHOS RESERVADOS © 

PROHIBIDA SU REPRODUCCIÓN TOTAL O PARCIAL 
  

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

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

 

  

 



   
 

JURADO ASIGNADO 

 

PRESIDENTE Profesor: Dr. Rogelio Rodríguez Sotres 

VOCAL Profesor: Dra. María Eugenia Torres Márquez 

SECRETARIO Profesor: Dra. María del Carmen Méndez Herrera 

1er SUPLENTE Profesor: Dr. Efrén Pérez Vázquez 

2º SUPLENTE Profesor: Dr. Luis Tonatiuth Sánchez Linares 

 

 

 

 

 

 

SITIO DONDE SE DESARROLLÓ EL TEMA 

LABORATORIO DE DESARROLLO GONADAL, EDIFICIO E, FACULTAD DE 
MEDICINA, UNIVERSIDAD NACIONAL AUTÓNOMA DE MÉXICO 

 

 

 

 

ASESOR DEL TEMA 

DOCTORA EN CIENCIAS MARÍA DEL CARMEN MÉNDEZ HERRERA 

 

 

 

SUSTENTANTE 

EDNA MOLOTLA LÓPEZ 



   
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Este trabajo de investigación se realizó bajo la dirección de la Dra. en Ciencias 
María del Carmen Méndez Herrera, en el Departamento de Embriología de la 
Facultad de Medicina, UNAM. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



   
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Un agradecimiento especial a la Dra. Luz Elena Espinoza de los Monteros, por el 
apoyo académico para  la detección del Virus del Papiloma Humano en las 
muestras de tumores epiteliales de ovario. 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 



   
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Por su valioso apoyo en la realización de este proyecto, un enorme agradecimiento 
al General Brigadier M. C. Manuel Quirate Medina, director del Hospital Militar de 
Especialidades de la Mujer y Neonatología, SEDENA y a la Coronel M. C. Azucena 
del Carmen Hernández Martínez, subdirectora de la misma institución. 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



   
 

 
AGRADECIMIENTOS 

 
A la Universidad Nacional Autónoma de México-Programa de Apoyo a Proyectos de 
Investigación e Innovación Tecnológica (UNAM-DGAPA-PAPIIT) por el 
financiamiento a través de los proyectos IN224116 e IN224617, así como por la 
beca otorgada a la estudiante Edna Molotla López para la realización de esta tesis. 
 
Este trabajo forma parte del proyecto aprobado por el Instituto Nacional de 
Cancerología (INCan) con número 080340MI  y del proyecto aprobado por el 
Hospital Militar de Especialidades de la Mujer y Neonatología Secretaría de la 
Defensa Nacional con número 123/12.  
 
Al Dr. Enrique Antonio Pedernera Astegiano, Profesor Titular "C" del Departamento 
de Embriología de la Facultad de Medicina, UNAM por su invaluable apoyo 
académico. 
 
A la Dra. Flavia Morales Vásquez y a la Dra. María Delia Pérez Montiel por 
su  asesoramiento académico en el área de Patología Oncológica. 
 
A la QFB. Verónica Rodríguez Mata y a la CD. María José Gómora Herrera, por el 
apoyo en la realización de las Técnicas Histológicas. 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



   
 

 
DEDICATORIAS 

 
A mi madre Ana, por haber dedicado tu vida a construir lo que soy, por la manera 
en que te esfuerzas cada día para continuar hacia el futuro sin importar las 
circunstancias. Mil gracias. 
 
A mi padre Ignacio, por estar conmigo siempre que lo he necesitado y por todos los 
sacrificios que has hecho para que no nos falte nada. Gracias. 
 
A mis hermanos, Montse y Said por llenar mi vida de ruido y alegría. Los quiero 
muchísimo. 
 
A mi amigo Kamui, por tu inquebrantable amistad y tus consejos llenos de 
sabiduría. Gracias por todo.  
 
A Manuel Aguilar por tu paciencia, tu comprensión y por estar siempre dispuesto a 
escucharme. Conocerte fue lo mejor que me sucedió durante la Licenciatura. Te 
quiero.  
 
A Conrado Rosas por recordarme que para alcanzar una meta, lo más importante 
es la confianza en uno mismo. Gracias amigo. 
 
A Xochitl Talabera por haber confiado en mí desde el primer momento y por 
brindarme apoyo aún sin solicitártelo. Gracias amiga. 
 
A mis amigos Adrián Mejía, Anabel Ruiz, Eduardo Castañeda, Karla Rangel y 
Jesica Alvarado, por las risas y los invaluables momentos que hemos compartido, 
por alegrar mi estancia en la Facultad. Gracias. 
 

 

 

 

 

 

 

 

 



   
 

 
ÍNDICE 

 

 

CONTENIDO PÁGINA 

ÍNDICE DE FIGURAS i 

ÍNDICE DE TABLAS ii 

ABREVIATURAS, SÍMBOLOS Y ACRÓNIMOS iii 

RESUMEN v 

ANTECEDENTES 1 

I. EL VIRUS DEL PAPILOMA HUMANO (VPH) 1 

II. EL OVARIO 10 

III. CÁNCER DE OVARIO 14 

OBJETIVOS 17 

HIPÓTESIS 18 

METODOLOGÍA 19 

RESULTADOS 21 

DISCUSIÓN 24 

CONCLUSIONES 27 

REFERENCIAS 28 

ANEXO 1 37 

ANEXO 2 39 

ANEXO 3 40 

ANEXO 4 41 

ANEXO 5 42 

 

 

 

 

 

 

 

 



i 
 

 
ÍNDICE DE FIGURAS 

 

FIGURA 
NO. CONTENIDO PÁGINA 

1 Genotipos del VPH agrupados con base en los análisis de 
secuenciación de su ADN, sus diferentes tropismos epiteliales y 
lesiones asociadas. 

 
2 

2 Clasificación de los genotipos del género Alfa con base en su 
potencial oncogénico. 3 

3 Ensamblaje de las proteínas que componen la cápside del VPH. 5 

4 La cápside del VPH carece de una envoltura lipídica. 6 

5 El genoma del VPH se divide en tres regiones. 6 

6 El blanco de una infección por VPH es el epitelio escamoso 
estratificado. 7 

7 La región LCR del genoma del VPH contiene sitios de unión para 
factores de trascripción celulares. 8 

8 Degradación de la proteína p53 por acción de la proteína E6 viral. 8 

9 El VPH expresa dos principales oncoproteínas, E6 y E7. 9 

10 Papel de la proteína E5 viral. 9 

11 El ovario adulto humano. 10 

12 Eje hipotálamo-hipófisis-ovario. 11 

13 Maduración de los folículos ováricos. 13 

14 Grados Histológicos de los carcinomas ováricos asignados por el 
Comité de Oncología Ginecológica de la FIGO. 15 

15 Sistema de clasificación FIGO 2006 para los tumores de ovario. 15 

16 Clasificación de las muestras de tejido ovárico empleadas en 
este estudio para la detección de VPH, de acuerdo al estado 
hormonal de las pacientes. 22 

17 Genotipos de VPH detectados en tejido ovárico. 23 
 

 

 



ii 
 

 
ÍNDICE DE TABLAS 

 

TABLA NO. CONTENIDO PÁGINA 

1 Características histológicas de las muestras seleccionadas para 
la detección de VPH. 21 

2 Clasificación de los carcinomas de ovario positivos a VPH. 23 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



iii 
 

 
ABREVIATURAS, SÍMBOLOS Y ACRÓNIMOS 

 

ADN Ácido Desoxirribonucleico 

AR-VPH Genotipo del Virus del Papiloma Humano de alto riesgo oncogénico 

BRAF Cinasa de la serina/treonina (Serine/Threonine Kinase) 

BRCA 1 Cáncer de mama tipo 1 (Breast cancer type 1) 

BRCA 2 Cáncer de mama tipo 2 (Breast cancer type 2) 

BR-VPH Genotipo del Virus del Papiloma Humano de bajo riesgo oncogénico 

CaCu Cáncer cervicouterino/cáncer de cérvix 

CEO Cáncer epitelial de ovario 

cm Centímetros 

E Región temprana (Early region) 

E6AP Proteína asociada a E6 (E6-associated protein) 

FIGO Federación Internacional de Ginecología y Obstetricia 

FSH Hormona Foliculoestimulante (Follicle-Stimulating Hormone) 

g Gramos 

GnRH Hormona liberadora de gonadotropina (Gonadotropin-releasing hormone) 

HSPG Heparan sulfato proteoglicano 

IARC Agencia Internacional para la Investigación sobre el Cáncer (International 

Agency for Research on Cancer) 

INCan Instituto Nacional de Cancerología 

KRAS Kirsten Rat Sarcoma Viral Oncogene Homolog 

L Región Tardía (Late region) 

LCR Región larga de control (Large Control Region) 

LH Hormona luteinizante (Luteinizing Hormone) 

Mdm2 Murine double minute 2 

p53 Proteína supresora de tumores codificada por el gen humano TP53 

PCR Reacción en cadena de la polimerasa (Polymerase Chain Reaction) 

PFA Paraformaldehído 

PI3KCA Fosfatidilinositol-3-cinasa (Phosphatidylinositol 3-kinase) 

PTEN Homólogo de la fosfatasa y la tensina (Phosphatase and tensin homolog) 

Rb Proteína supresora de tumores codificada por el gen humano RB1 

TP53 Gen humano que codifica la proteína supresora de tumores p53 

Ub Ubiquitina 

UNAM Universidad Nacional Autónoma de México 



iv 
 

 
ABREVIATURAS, SÍMBOLOS Y ACRÓNIMOS (CONTINUACIÓN) 

 

VHS Virus del Herpes Simple 

VIH Virus de Inmunodeficiencia Humana 

VPH Virus del Papiloma Humano 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



v 
 

 

RESUMEN 
 
El contagio con el Virus del Papiloma Humano (VPH) es la infección de transmisión 
sexual más común a nivel mundial que afecta a hombres y mujeres por igual. 
Actualmente se han identificado más de 150 genotipos del VPH, clasificados dentro 
de cinco grupos: Alfa, Beta, Gama, Mu y Nu. Los virus incluidos dentro del género 
Alfa son los mejor estudiados, ya que se ha detectado ADN de estos genotipos en 
99.7% de los casos de cáncer cervicouterino (CaCu) y de otras neoplasias como 
las de vulva, pene, ano, orofaringe y laringe; por esta razón, se les ha clasificado en 
función de su potencial oncogénico como de alto riesgo (AR-VPH) o de bajo riesgo 
(BR-VPH). 

La patogénesis del cáncer epitelial de ovario (CEO) aún no ha sido totalmente 
elucidada, sin embargo, se ha sugerido que el VPH podría estar implicado en el 
desarrollo de estas neoplasias. Este cáncer es el más letal del tracto reproductor 
femenino: anualmente, causa la muerte de alrededor de 150 000 mujeres en el 
mundo y afecta principalmente a pacientes pre-menopáusicas, menopáusicas y 
post-menopáusicas.  

A nivel mundial, el CEO representa aproximadamente 90% de las neoplasias 
malignas ováricas e incluye distintos subtipos histológicos y grados de malignidad: 
seroso de alto grado, seroso de bajo grado, endometrioide, de células claras y 
mucinoso.  

En México, no se cuenta con información acerca de la presencia del VPH en tejido 
ovárico, ni en el no tumoral, ni en el maligno; por lo que, este trabajo exploratorio 
tiene como objetivo la detección y genotipificación del VPH en ovarios no tumorales 
y en carcinomas ováricos de pacientes mexicanas. 

Los resultados muestran la presencia de ADN viral en 2/11 (18.2%) de las muestras 
de tejido ovárico no tumoral y en 8/28 (28.6%) de los carcinomas. El único genotipo 
encontrado en el tejido ovárico no tumoral, así como en los carcinomas serosos fue 
el VPH11, considerado de bajo riesgo oncogénico, mientras que los genotipos 
VPH43 y VPH89, también considerados de bajo riesgo, fueron detectados en 
tumores del subtipo endometrioide.  

Aunque es poco probable que una infección con genotipos de VPH de bajo riesgo 
oncogénico por sí sola sea el agente causante de la transformación maligna en el 
epitelio ovárico, se requieren más estudios para conocer si es posible que, 
asociada a otros factores de riesgo, como una historia familiar de cáncer, infertilidad 
o tabaquismo pueda contribuir al inicio o la progresión del CEO en las pacientes 
mexicanas. 
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ANTECEDENTES 
 
I. EL VIRUS DEL PAPILOMA HUMANO (VPH) 
 
El contagio con el Virus del Papiloma humano (VPH) es la infección de transmisión 
sexual más común a nivel mundial [1] que afecta a hombres y mujeres por igual [2]. 
Está demostrado que la mayoría de los individuos sexualmente activos la adquirirán 
en algún momento de su vida [3]. La tasa de contagio del VPH es mayor que la del 
Virus de Inmunodeficiencia Humana (VIH) y que la del Virus del Herpes Simple tipo 
2 (VHS2); se estima que la probabilidad de transmisión del primero es de 40% por 
acto coital, mientras que la de los dos últimos es de 0.001% por acto coital [4]. 

Entre los factores de riesgo para adquirir VPH que se han reportado de manera 
consistente en estudios epidemiológicos, se encuentran aquellos asociados al 
comportamiento sexual, incluyendo un alto número de parejas sexuales y una edad 
temprana al momento del primer acto coital [5]. Además del contacto pene-vagina, 
otras prácticas sexuales como el coito pene-ano o el dedo-vagina y el sexo oral, 
también son conductas de riesgo para la infección por VPH [6].  Por otra parte, el 
uso adecuado y constante del condón puede reducir el riesgo de contagio, sin 
embargo, el virus puede propagarse a través del contacto piel con piel de las 
superficies que no están cubiertas con el preservativo [7].  

Otros factores relacionados con el riesgo de adquirir una infección por VPH 
incluyen un nivel socioeconómico bajo, el tabaquismo, la multiparidad, una mala 
alimentación [8,9]; también puede transmitirse durante el parto, desde el cérvix 
infectado de la madre hasta la mucosa de la orofaringe del recién nacido [10]. El 
VPH es resistente a temperaturas elevadas y a la sequedad, por  lo que cabe la 
posibilidad de infección a través de vías no sexuales como el intercambio de ropas 
con personas infectadas [11]. 

Hasta la fecha, se han identificado más de 150 genotipos del VPH [12], los cuales 
tienen tropismo por los epitelios escamosos estratificados de la piel (VPH cutáneos) 
y de la mucosa oral y/o del tracto ano-genital (VPH de la mucosa) [13]. Todos estos 
genotipos del VPH han sido catalogados, con base en la secuencia de nucleótidos 
de su ADN genómico y de sus tropismos, dentro de cinco grupos designados con 
letras del alfabeto griego Alfa, Beta, Gama, Mu y Nu [14]. Además, se les ha 
clasificado en función de su potencial oncogénico como de alto riesgo (AR-VPH) o 
bajo riesgo (BR-VPH) (figura 1) [15]. 

Los genotipos incluidos dentro del género Beta, son considerados como BR-VPH, 
ya que se les ha asociado con infecciones aparentemente asintomáticas en 
individuos inmunocompetentes, sin embargo, en individuos inmunosuprimidos, una 
infección persistente puede conducir al desarrollo de cáncer de piel [16,17]. 
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Los genotipos incluidos dentro de los géneros Gama, Mu y Nu, también han sido 
clasificados como BR-VPH debido a que pueden causar lesiones cutáneas 
benignas; sólo ocasionalmente se han encontrado en cánceres de piel [15]. 

Los virus del papiloma Alfa están asociados con infecciones de la mucosa oral y del 
tracto ano-genital, e incluyen a los genotipos de BR-VPH  que pueden causar 
verrugas benignas en la región ano-genital o en la piel, así como infecciones del 
sistema respiratorio (figura 1) [18,19]. Sin embargo, el grupo mejor estudiado son 
los genotipos de AR-VPH del género Alfa debido a que han sido claramente 
vinculados con el desarrollo de carcinomas de las células escamosas y 
adenocarcinomas del cérvix [20,21], además de otros cánceres del tracto ano-
genital como el de vulva, pene y ano además de zonas extra-genitales como laringe 
y orofaringe  [22–26]. 
 

 
Figura 1. Genotipos del VPH agrupados con base en los análisis de secuenciación 

de su ADN, sus diferentes tropismos epiteliales y lesiones asociadas. Los 
genotipos de VPH cutáneos contenidos dentro de los grupos Alfa (gris), Gama 
(azul) y Beta (verde) generalmente no se asocian con el desarrollo de cáncer, a 
excepción de algunos virus del género Beta involucrados en neoplasias de 
individuos inmunosuprimidos. Los virus del papiloma Alfa (color naranja) 
causan verrugas genitales; la rama de color rosa corresponde a los genotipos 
de alto riesgo que están vinculados con las neoplasias cervicales, entre otras 
[15]. 

Aunque la mayoría de las infecciones con genotipos AR-VPH comunes entre 
hombres y mujeres jóvenes sexualmente activos, son eliminadas por una respuesta 
inmune del individuo, en menos del 10% de los casos, estas infecciones se hacen 
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persistentes, es decir, el virus permanece en estado latente [5,27], causando 
inestabilidad genética que, de no tratarse, puede evolucionar a cáncer invasivo 
[28,29].  

Debido a la participación de los distintos genotipos del VPH en la etiología de 
lesiones malignas, la Agencia Internacional para la Investigación sobre el Cáncer 
(IARC, por sus siglas en inglés) ha propuesto categorizar a los genotipos del grupo 
Alfa en función de su potencial oncogénico (figura 2) [30]. 
 

 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2. Clasificación de 
los genotipos del género 
Alfa con base en su 
potencial oncogénico 
[15]:  

1: Oncogénico 

2A:   Probablemente 
oncogénico 

2B: Posiblemente 
oncogénico 

3: No oncogénico 
*: Sin clasificar 
 



4 
 

De acuerdo con los estudios epidemiológicos realizados por la IARC, la distribución 
de los genotipos oncogénicos del VPH varían en función del grupo étnico y del 
epitelio en que producen la lesión neoplásica (como el del cérvix, pene, vulva, ano y 
orofaringe) [31].  

El vínculo causal entre la infección por VPH y el desarrollo de lesiones neoplásicas 
fue demostrado por primera vez en la década de los años 70 por Harald zur Hausen 
y colaboradores [32], quienes detectaron ADN viral en tejidos de cáncer 
cervicouterino (CaCu). Los esfuerzos de diversos grupos de investigación han 
culminado en el desarrollo de vacunas profilácticas efectivas contra el VPH [33].  

De los cánceres asociados a la infección por VPH, el CaCu es el que muestra las 
tasas de incidencia más altas a nivel mundial, es por esta razón que la distribución 
y la prevalencia de los genotipos virales están reportadas principalmente en 
pacientes con CaCu. Un estudio publicado en 2013 en Brasil mostró que 99% de 
las muestras analizadas resultaron positivas a la infección por VPH y que los 
genotipos que se presentaron con mayor frecuencia fueron 16 (77.6%), 18 (12.3%), 
31 (8.8%), 33 (7.1%) y 35 (5.9%) [34]. En Malasia se analizaron 84 muestras 
identificando a los genotipos de AR-VPH 16 (40%), 18 (3.3%), 31 (0.6%), 33 (1.7%) 
y el de BR-VPH 87 (0.6%), como los más frecuentes en esa población [35]. Por otro 
lado, en Arabia Saudita se analizaron 100 pacientes de las cuales 82% resultaron 
positivas a la infección por VPH; los genotipos hallados con mayor frecuencia 
fueron 16 (71%), 18, 73, 45 (con 4% cada uno) y 31 (7%) [36].  

En México existen trabajos realizados en diferentes regiones geográficas acerca de 
los genotipos de VPH prevalentes en los casos (CaCu). Uno de ellos se llevó a 
cabo en la Ciudad de México, y consistió de 462 pacientes de las cuales el 98.7% 
resultaron positivas para VPH; de ellas, 90.5% presentaron infecciones simples, es 
decir, con un solo genotipo de VPH y 8.2% presentaron infecciones con más de un 
genotipo viral (infecciones múltiples). Los genotipos 16 (46.5%), 18 (10.4%), 45 
(6.7%) y 31 (4.1%) fueron los más frecuentes en las pacientes con infecciones 
simples [37]. 

Un segundo estudio se realizó en el estado de San Luis Potosí, donde 67.7% de las 
pacientes resultaron positivas a la infección por VPH; 52% de ellas presentó 
infección simple y el 48%, infecciones múltiples. Los genotipos de AR-VPH 
prevalentes fueron 33 (33.1%), 16 (16.6%), 18 y 51 (con 6.7% cada uno) [38]. 

De la literatura es importante resaltar, primero, que la incidencia de la infección con 
genotipos virales oncogénicos parece ser más alta que aquella con los no 
oncogénicos y, segundo, que existe prevalencia a nivel mundial del genotipo 
VPH16 [11]. Por otro lado, se ha encontrado que las infecciones múltiples conducen 
a la persistencia, la cual es un factor asociado con la progresión a lesiones 
malignas. 
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La organización del genoma viral es común para los distintos genotipos del VPH 
[39] y consiste en un ADN circular cerrado de doble cadena, asociado con proteínas 
tipo histona y protegido por un armazón proteínico o cápside de geometría 
icosaédrica formada por dos tipos de proteínas, L1 y L2. La cápside está 
compuesta por 72 capsómeros; cada capsómero es un pentámero de L1, la 
proteína principal del armazón. Los pentámeros de L1 se distribuyen para formar 
una red de enlaces disulfuro intra- e interpentaméricos, lo cual proporciona 
estabilidad a la estructura [40]. Para ensamblar la cápside, los pentámeros se unen 
con copias de L2, las cuales ocluyen el centro de cada capsómero pentavalente 
[41,42]. Por lo tanto, cada virión contiene 360 copias de L1 (72 capsómeros), 
siendo el componente mayoritario del armazón, y un número variable de copias de 
L2, dando como resultado una partícula de 50-60 nm de diámetro [43,44]. El 
ensamblaje de las proteínas que constituyen la cápside del VPH se ilustra de 
manera esquemática en la figura 3. 
 

 
Figura 3. Ensamblaje de las proteínas que componen la cápside del VPH: las 

unidades de L2 (rojo) ocluyen el centro de los pentámeros de L1 (verde) que 
están unidos por enlaces disulfuro, proporcionando de este modo estabilidad a 
la estructura [45]. 

En algunos tipos de virus, como el VHS2, la cápside está cubierta por una envoltura 
constituida por fosfolípidos, colesterol, glucoproteínas y glucolípidos, como 
consecuencia, es posible disolver dicha envoltura mediante el uso de detergentes y, 
de este modo, inactivar al virus [46,47]. La cápside del VPH carece de esta 
envoltura lipídica externa, por lo tanto, este virus es resistente ante la presencia de 
detergentes, condiciones de temperaturas elevadas, valores bajos de pH, y 
desecación (figura 4) [48]. 
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Figura 4. La cápside del VPH carece de una envoltura lipídica, por lo que a 

diferencia de los virus envueltos, es más resistente a condiciones de 
temperaturas elevadas y desecación [48]. 

El genoma del VPH contiene de 6000 a 8000 pares de bases y se divide en tres 
regiones. La primera es la región larga de control (Large Control Region, LCR), la 
cual cumple con la función reguladora de la transcripción de los genes virales E6 y 
E7; la segunda es una región temprana (Early region, E), que consiste de seis 
marcos de lectura abiertos (E1, E2, E4, E5, E6 y E7), los cuales codifican proteínas 
no estructurales involucradas en la replicación viral y la oncogénesis. La tercera es 
la región tardía (Late region, L), la cual codifica para las proteínas estructurales L1 
y L2 [14]. La organización del genoma del VPH puede apreciarse en la figura 5. 

 
 

 
 
 
 
Figura 5. El genoma del VPH se divide 
en tres regiones: la región larga de 
control, LCR; la región temprana, E, que 
contiene los genes que codifican para 
las proteínas no estructurales E1 a E7; y 
la región tardía, L, donde se encuentran 
los genes L1 y L2 que codifican las 
proteínas estructurales que constituyen 
la cápside viral [49]. 
 

 
El modelo de infección por VPH ha sido descrito principalmente para la infección 
del epitelio cervical por genotipos virales de alto riesgo oncogénico [13]. El blanco 
es el epitelio escamoso estratificado; en este tejido, la célula unida a la membrana 
basal, es decir, la célula basal o célula madre, es la única con potencial 
proliferativo: se divide para dar origen a una nueva célula basal y a una célula hija, 
la cual se desprende de la membrana basal y comienza su proceso de 
diferenciación, por lo que abandona el ciclo celular y cambia su patrón de expresión 
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génica para proceder a la diferenciación terminal y, finalmente, a desprenderse del 
epitelio [50]. 
 
Los viriones del VPH infectan las células de la capa basal del epitelio  que han 
quedado expuestas a causa de microlesiones [14]. A pesar de que el receptor para 
la infección por VPH no ha sido totalmente caracterizado, se ha propuesto el 
siguiente modelo: inicialmente, los virus se enlazan a los heparan sulfato 
proteoglicanos (HSPG) localizados sobre la membrana basal y se transfieren hacia 
el receptor α-integrina, expresado en las células epiteliales que se mueven sobre la 
membrana basal durante el proceso de cicatrización de la herida, entrando de este 
modo en las células [51]. Una vez dentro de la célula huésped, el ADN viral se 
replica conforme las células de la capa basal se diferencian y progresan hacia la 
superficie del epitelio (figura 6) [43] . 

 
Figura 6. El blanco de una infección por VPH es el epitelio escamoso estratificado. 

El ciclo de vida del VPH es dependiente del proceso de diferenciación de las 
células de la capa basal del epitelio [52]. Se ha propuesto que la entrada del 
VPH en las células sucede a través del HSPG,  posteriormente el virus se 
enlaza al receptor membranal α-integrina. Una vez dentro de la célula, ocurre la 
replicación del ADN viral y finalmente la liberación de células epiteliales 
cargadas con el virus; las flechas rojas indican la ruta del VPH, mientras los 
puntos de colores representan la expresión génica del VPH dentro de las 
células del tejido epitelial estratificado (verde para E1 y E2; morado para E4; 
rojo para E5, E6 y E7; naranja para L1 y L2). 

Para la replicación del genoma viral se requiere la maquinaria de la célula huésped, 
ya que los genes virales no codifican ADN polimerasas. En un tejido sano, las 
células epiteliales que inician el proceso de diferenciación abandonan el ciclo 
celular, por lo que el VPH necesita reactivar esta división para asegurar que el 
genoma viral sea replicado [39]. A continuación, se describe la manera en que 
ocurre la duplicación del ADN del virus y cómo logra reactivar la proliferación de la 
célula huésped. 
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El proceso de replicación del ADN viral comienza con la interacción de los factores 
de transcripción de la célula con la región LCR del virus, siendo E6 y E7 los 
primeros genes virales en ser transcritos (figura 7) [53]. 

  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 7. La región LCR del genoma del VPH 
contiene sitios de unión para factores de 
transcripción celulares. 
 

La proteína viral E6 se enlaza a una proteína celular denominada proteína asociada 

a E6 (E6AP). En una célula infectada por VPH, el complejo proteínico E6AP/E6 se 
une a una proteína supresora de tumores, p53, promoviendo su poli-ubiquitinación 
y su subsecuente degradación por el proteosoma (figura 8) [12], mientras que en 
una célula no infectada es la proteína Mdm2 (por sus siglas en inglés murine double 

minute 2), quien degrada a p53 [54]. 
 

 

Figura 8. Degradación de la proteína p53 por acción de la proteína E6 viral. La 
Proteína Asociada a E6 (E6AP, morado) forma un complejo con la proteína viral 
E6; este se enlaza a p53 (rojo) catalizando así su poli-ubiquitinación (Ub, azul) 
y posterior degradación por el proteosoma (gris) [12]. 

Por su parte, la proteína E7 viral se une a la forma hipofosforilada de la proteína 
retinoblastoma (Rb) [11,53,55], como consecuencia se rompe el complejo formado 
entre Rb y el factor de transcripción E2F-1. Al quedar libre E2F-1, se enlaza a 
promotores de genes necesarios para que la célula entre en fase S del ciclo celular 
y así comenzar su transcripción (figura 9) [53]. 
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Figura 9. El VPH expresa dos principales oncoproteínas, E6 y E7, las cuales 

inhiben cooperativamente la apoptosis e incrementan la proliferación de las 
células tumorales al inducir la degradación del gen supresor de tumores p53 y 
la disrupción de la función de la proteína del retinoblastoma (Rb), 
respectivamente [56]. 

El evento posterior a la acción de las proteínas E6 y E7 es la transcripción de la 
proteína E5, que induce un incremento en la actividad de proteínas cinasas, 
principalmente receptores, por lo tanto, la respuesta celular a los factores de 
crecimiento y de diferenciación se estimulan, lo que resulta en una proliferación 
continua y diferenciación retardada de la célula huésped (figura 10) [53,57,58]. 

  

 

 

 

 

                            Figura 10. Papel de la proteína E5 viral [13]. 
 

El siguiente evento que se presenta es la transcripción de las proteínas E1 y E2; la 
primera actúa como helicasa, separando las hebras de ADN y permitiendo la unión 
del complejo de replicación [58]. Mientras tanto, E2 bloquea la transcripción de E6 y 
E7, permitiendo que E1 se una al origen de replicación del virus [53,55]. Este 
proceso inicia la replicación del ADN viral, en conjunto con la fase S del ciclo 
celular. Cuando cesa la transcripción de E6 y E7 por la acción de E2, las proteínas 
p53 y Rb continúan con su función normal. 
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Finalmente, se producen las proteínas que forman la cápside viral, L1 y L2, las 
cuales, con la ayuda de la proteína E4, ensamblan el virión completo, mismo que se 
libera posteriormente en las capas superiores del epitelio, sin que se presente lisis 
celular [53,58,59].  

La importancia de los genotipos de AR-VPH en el desarrollo de CaCu radica en la 
alta afinidad de las proteínas E6 y E7 por las proteínas p53 y Rb (respectivamente) 
de la célula [53], ya que en los BR-VPH esta afinidad es menor, por lo tanto, no se 
efectúa la unión a p53, o esta es muy débil y no se induce su degradación [54]. 

Las altas tasas de proliferación celular y la ausencia de apoptosis comienzan a 
generar inestabilidad genómica en la célula huésped, hecho que conduce al 
desarrollo de cáncer [53]; el proceso de infección de las células epiteliales por el 
VPH se muestra resumido en la figura 6. 
 
II. EL OVARIO 

El ovario adulto humano es un órgano ovalado con una longitud de 2 a 5 cm en su 
diámetro mayor; durante la etapa reproductiva, pesa alrededor de 10 g [60] y está 
constituido por  una región cortical externa, rodeada de una capa de tejido fibroso 
llamado falsa túnica albugínea y que está cubierta por el epitelio germinal. En la 
corteza se encuentran los ovocitos contenidos dentro de folículos ováricos en 
diferentes estadios de desarrollo. La médula ovárica está compuesta por tejido 
conjuntivo laxo con numerosos vasos sanguíneos y nervios asociados [61]. Las 
regiones del ovario adulto humano descritas en las líneas anteriores y los diferentes 
estadios de desarrollo de los folículos ováricos se ilustran en la figura 11.  
 

 
Figura 11. El ovario adulto humano está constituido por una región cortical externa, 

en la cual se encuentran los folículos ováricos en diferentes estadios de 
desarrollo, y una región medular, que posee numerosos vasos sanguíneos y 
nervios [60]. 
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Los ovarios cumplen dos funciones interrelacionadas: la producción de ovocitos 
maduros (ovogénesis) y la síntesis de las hormonas sexuales femeninas 
(esteroidogénesis). Ambos procesos son regulados por el eje hipotálamo-hipófisis-
ovario, que constituye un sistema típico de retroalimentación donde el hipotálamo 
produce la hormona liberadora de gonadotropina (GnRH), que controla la liberación 
de la hormona luteinizante (LH, del inglés Luteinizing Hormone) y de la 
foliculoestimulante (FSH, por Follicle Stimulating Hormone). La FSH es la hormona 
encargada de estimular el crecimiento de los folículos ováricos, mientras que la LH 
controla la ovulación y regula la esteroidogénesis (figura 12) [62]. 

 

Figura 12. Eje hipotálamo-hipófisis-ovario. El hipotálamo produce la hormona 
liberadora de gonadotropina (GnRH), que regula la liberación de la hormona 
foliculoestimulante (FSH) y de la hormona luteinizante (LH), producidas en la 
parte anterior de la hipófisis y encargadas de controlar la síntesis de las 
hormonas esteroides producidas en el ovario [63]. 
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Los folículos ováricos son esenciales para la reproducción. Estos están formados 
por el ovocito y diversas capas de células de soporte que lo protegen, lo alimentan 
y le suministran un ambiente hormonal adecuado [62]. Los folículos más pequeños 
y numerosos son aquellos que se formaron durante la vida fetal (folículos 
primordiales) [64], los cuales constituyen un almacén de reposo inactivo del que se 
desarrollan todos los folículos en crecimiento; se localizan en la corteza más 
externa, por debajo de la falsa túnica albúginea y constan de un ovocito primario, 
rodeado por una sola capa incompleta de células de la granulosa planas e 
indiferenciadas (figura 13A) [62].  

El folículo primario representa el segundo estadio del desarrollo folicular. Consiste 
de un ovocito primario rodeado por una sola capa de células de la granulosa 
cubicas. En esta etapa, se forma una capa acelular que separa al ovocito de las 
células de la granulosa, denominada zona pelúcida, rica en glucoproteínas 
secretadas por el ovocito y mucopolisacáridos, producidos por las células de la 
granulosa (figura 13B) [65].  

El folículo secundario contiene múltiples capas de células de la granulosa. Por fuera 
de la membrana basal, las células del estroma se diferencian, formando la capa de 
la teca (figura 13C) [62].  

El siguiente estadio de desarrollo folicular  corresponde a un folículo terciario 
(antral), el cual contiene aún más capas de células de la granulosa que forman una 
cavidad llena de líquido folicular, denominada antro. En el folículo antral, las células 
de la teca se diferencian en dos capas [65]: la teca externa y la teca interna. Esta 
última capa celular está altamente vascularizada y posee numerosas células 
cuboidales, dentro de las cuales se lleva a cabo la síntesis de las homonas 
esteroides sexuales que regulan diversas funciones corporales como la ovulación, 
el embarazo, los cambios emocionales, la memoria y el aprendizaje, entre otras  
(figura 13D) [66].   

El folículo preovulatorio o folículo de De Graaf, representa el estadio final del 
desarrollo folicular. Durante esta etapa, el líquido folicular llena todo el antro y el 
ovocito, que alcanza su máximo tamaño, se desplaza hacia una posición excéntrica 
y se adhiere a la pared folicular. Las células más internas, que rodean al ovocito, se 
denominan corona radiada, la capa más externa recibe el nombre de cumulus 

ooforus (figura 13E) [62].  

El cuerpo lúteo se desarrolla a partir del folículo de De Graaf evacuado en la 
ovulación.  
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Figura 13. Maduración de los folículos ováricos. Cada una de estas estructuras 

está constituida por un número variable de capas de células de la granulosa y 
células de la teca, las cuales presentan alta actividad esteroidogénica [63]. 
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El ovario de una mujer en etapa reproductiva sintetiza y secreta hormonas 
esteroides sexuales (estrógenos, andrógenos y progestágenos) durante el ciclo 
sexual. El folículo produce principalmente estradiol y el cuerpo lúteo progesterona. 

III. CÁNCER DE OVARIO 

El cáncer de ovario es el padecimiento más letal del sistema reproductor femenino: 
causa la muerte de 150 000 mujeres en todo el mundo cada año [67]. Este cáncer 
afecta principalmente a grupos de mujeres en las etapas de la peri-menopausia, 
menopausia y post-menopausia. El porcentaje de incidencias aumenta con la edad. 
El mal pronóstico de pacientes con cáncer de ovario está asociado con un estadio 
avanzado de la enfermedad al momento del diagnóstico, debido a que no se 
presentan síntomas clínicos específicos durante las primeras etapas de la 
enfermedad y, por lo tanto en la mayoría de los casos (más del 70%), se reconoce 
el padecimiento en una etapa avanzada [68]. 

El cáncer de ovario se presenta como una enfermedad compleja y consiste en 
diferentes tipos de tumores clasificados dentro de dos grupos principales: 1) 
epiteliales y 2) no epiteliales. Este último grupo incluye el cáncer de las células 
germinales y el cáncer de los cordones sexuales [69]. 

El cáncer epitelial ovárico (CEO) es un cáncer heterogéneo que es el más común 
de los tumores ováricos: a nivel mundial, se presenta en aproximadamente 90% de 
los casos y engloba distintos subtipos histológicos: seroso (75% de los casos), 
endometrioide (11%), de células claras (11%) y mucinoso (3%) [70].  

En México, la distribución de los subtipos histológicos, reportada en 2016 por 
Morales y colaboradores fue: seroso 55% de los casos, endometrioide 19%, 
mucinoso 8%, de células claras 8% y carcinomas mixtos 10% [71]. 

Recientemente, Kurman y Shih [72] han sugerido un modelo dualístico que divide a 
los carcinomas ováricos en dos categorías: Tipo I y Tipo II, basándose en las 
diferencias moleculares y clinico-patológicas que existen entre los subtipos 
histológicos. En esta clasificación, los tumores serosos de alto grado son de Tipo II 
y el resto de los subtipos histológicos son de Tipo I. Los tumores Tipo II son 
biológicamente más agresivos que los de Tipo I. Los tumores de Tipo I poseen 
mutaciones en los genes KRAS, BRAF, PI3KCA y PTEN. Los tumores de Tipo II se 
caracterizan por mutaciones en los genes BRCA1 o BRCA2 y TP53 [73]. 

Un grupo diferente es el de los carcinomas de bajo potencial maligno (limítrofes), 
cuya biología en la mayoría de los casos, se asemeja a la de las lesiones benignas, 
sin embargo, en el 20% de los casos se presenta una lesión más allá de los 
ovarios. Este tipo de tumores representan del 15-20% de todos los carcinomas 
ováricos y fueron clasificados como un grupo separado de los tumores epiteliales 
por la Organización Mundial de la Salud en 1973 [68]. Su principal característica es 
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la ausencia de invasión estromal destructiva, con una actividad mitótica y una atipia 
moderadas, además de un aumento excesivo de células epiteliales [74,75]. 

De acuerdo con el sistema de estadificación establecido en 2006 por el Comité de 
Oncología Ginecológica de la Federación Internacional de Ginecología y Obstetricia 
(FIGO), los carcinomas de ovario se clasifican además en función de su grado de 
malignidad (grado histológico) (figura 14) [76]. 

Categoría Grado de malignidad 
GX El grado no puede ser evaluado No aplica 
G1 Bien diferenciado Bajo 
G2 Moderadamente diferenciado Alto 
G3 Pobremente diferenciado Alto 

 
Figura 14. Grados Histológicos de los carcinomas ováricos asignados por el 

Comité de Oncología Ginecológica de la FIGO con base en el grado de 
malignidad de la neoplasia [76]. 

De este modo, los tumores G1 están designados como de bajo grado de 
malignidad, mientras que los G2 y G3 corresponden a tumores de alto grado. Esta 
clasificación sólo se aplica en el caso de los tumores epiteliales [77]. 

Por otra parte, los tumores también se estadifican de acuerdo con el nivel de 
diseminación que presenta la enfermedad al momento del diagnóstico (figura 15). 

Etapa 
FIGO Descripción 

I Crecimiento limitado a los ovarios 
IA Un ovario 
IB Ambos ovarios 

IC Neoplasia en estado IA o IB, pero con tumor en la superficie de uno o 
ambos ovarios 

II Crecimiento limitado a la pelvis 
IIA Metástasis hacia las tubas uterinas y/o el útero 
IIB Metástasis hacia otras estructuras pélvicas como el colon o la vejiga 
IIC Neoplasia en estado IIA o IIB pero con presencia de ascitis 
III Crecimiento limitado al abdomen 

IIIA Metástasis microscópica (implantes < 2 cm) hacia el peritoneo 
IIIB Metástasis macroscópica (implantes > 2 cm) hacia el peritoneo 
IIIC Metástasis hacia los nodos linfáticos 

IV El cáncer se ha extendido hasta órganos extrapélvicos como el hígado 
o los pulmones 

 
Figura 15. Sistema de clasificación FIGO 2006 para los tumores de ovario de 

acuerdo con el nivel de diseminación de la enfermedad al momento del 
diagnóstico [76]. 
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Sin embargo, en 2014 se realizaron algunas modificaciones a este sistema de 
clasificación, de modo que los grados de malignidad que se muestran en la figura 
14, se emplean ahora para los subtipos endometrioide, de células claras y 
mucinoso, mientras que los carcinomas serosos, se designan como de alto o bajo 
grado histológico [78]. Estas modificaciones se toman en cuenta para la 
clasificación de las muestras incluidas en el presente estudio. 

La etiología del cáncer epitelial de ovario aún no se comprende totalmente, sin 
embargo, se ha sugerido que están involucrados factores genéticos, reproductivos 
y hormonales. Mutaciones en los genes BRCA1 o BRCA2, una historia familiar de 
cáncer de ovario y nuliparidad, son factores asociados con el incremento del riesgo 
de padecer CEO [79–81]. En contraste, existen reportes de que el uso de 
anticonceptivos orales y la ligación de las tubas uterinas disminuyen el riesgo de 
CEO [80,82]. Se ha sugerido que el VPH podría estar implicado en el desarrollo del 
CEO, debido a que se ha detectado ADN de este virus en muestras de CaCu, y de 
otras neoplasias, incluyendo las de vulva, vagina, ano, pene, orofaringe y laringe, 
entre otras. 

Hasta el momento, se desconocen las rutas de entrada del VPH al ovario [83]. 
Algunos autores sugieren que asciende desde el tracto genital inferior hasta la 
gónada [84], por esta razón, se han realizado estudios que buscan detectar el ADN 
viral en tejido ovárico tanto no tumoral como tumoral, con el objetivo de determinar 
si el VPH desempeña un papel importante en el desarrollo de las neoplasias 
ováricas. A continuación, se describen algunos de estos estudios. 

El grupo de investigación de Wu y colaboradores, en 2003 [85], buscó  el genotipo 
VPH16 en 50 carcinomas de ovario de los cuales 52% resultaron positivos. Además 
se analizaron 30 ovarios no tumorales donde se observó que 6.7% también fueron 
positivas a dicho genotipo viral. Los resultados de esta publicación sugieren que la 
prevalencia de la infección con VPH16 es más alta en los tumores epiteliales en 
comparación con los ovarios no tumorales, lo que da lugar a la especulación acerca 
de la participación del virus en el desarrollo del CEO. 

En Turquía, el grupo de Atalay y colaboradores [86], llevó a cabo un análisis que 
incluyó 94 pacientes, de las cuales, 76/94 tuvieron diagnóstico clínico-patológico 
confirmado de carcinoma ovárico del subtipo seroso. Se detectó VPH en 8/76 
(10.5%) de las pacientes: seis de ellas presentaron el genotipo VPH16 y las dos 
restantes, el genotipo VPH33. Ninguna de las pacientes mostró infección múltiple. 

En México no se cuenta con información acerca de la presencia de VPH en tejido 
ovárico, ni normal, ni maligno, por lo que este trabajo exploratorio tiene como 
objetivo la detección de la infección y la genotipificación del VPH en ovarios no 
tumorales y en carcinomas ováricos. 
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OBJETIVOS 

 
OBJETIVO GENERAL 

 
Detectar la presencia de ADN del Virus del Papiloma Humano en carcinomas 
ováricos de pacientes mexicanas y realizar la genotipificación en las muestras que 
resulten positivas a esta infección, comparando los resultados con muestras de 
ovarios no tumorales. 
 

OBJETIVOS PARTICULARES 
 

1. Analizar 58 muestras quirúrgicas de pacientes mexicanas con diagnóstico 
confirmado de carcinoma de ovario primario y que cumplan con los criterios 
de inclusión establecidos. 

 

2. Discriminar las muestras quirúrgicas obtenidas en función de su tipo 
histológico y grado de malignidad. 

 

3. Obtener el ADN genómico de las estructuras epiteliales de las muestras 
mencionadas. 

 

4. Realizar la genotipificación de los virus con la técnica de PCR mediante la 
plataforma tecnológica CLART (Clinical Array Technology) que identifica 35 
genotipos virales. 

 

 

 

 

 

 

 

 



18 
 

 
HIPÓTESIS 
 
 

Será posible detectar genotipos del Virus del Papiloma Humano tanto de alto riesgo 
como de bajo riesgo oncogénico en carcinomas de ovario de pacientes mexicanas. 
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METODOLOGÍA 
 
Este proyecto fue aprobado por el Comité de Ética de la Universidad Nacional 
Autónoma de México (UNAM) y del Instituto Nacional de Cancerología (INCan). 

Las muestras de ovarios no tumorales (n = 18) se obtuvieron de pacientes con 
diagnóstico de CaCu o carcinoma de endometrio, que fueron extirpados como parte 
del tratamiento médico indicado. 

Las muestras quirúrgicas de tumores del epitelio ovárico (n = 40), fueron obtenidas 
de pacientes que ingresaron al INCan, diagnosticadas con cáncer epitelial de ovario 
primario entre los años 2008-2014, y que cumplieron con los siguientes criterios de 
inclusión: 

1. Diagnóstico anatomo-patológico confirmado de cáncer epitelial de ovario de 
los subtipos histológicos seroso y endometrioide. 

2. Consentimiento Informado firmado (ver Anexo 1). 
3. Sin tratamiento quirúrgico previo ni quimioterapia. 
4. Información de la historia clínica disponible. 
 
En todos los casos se mantuvo el anonimato de las pacientes, cumpliendo con las 
normas éticas establecidas para los bancos de tumores internacionales, de acuerdo 
con la Norma Oficial Mexicana NOM-087-ECOL-SSA1-2002. 

La recolección de las muestras se realizó durante el transoperatorio de las 
pacientes que se sometieron a un proceso quirúrgico. Enseguida, se fijó la muestra 
en paraformaldehído 4% (PFA) en buffer de fosfatos, y se procedió con la técnica 
histológica ordinaria hasta su inclusión en parafina (ver Anexo 2). 

Se realizaron cortes histológicos de 3 µm y se tiñeron con hematoxilina-eosina (ver 
Anexo 3) para identificar un área representativa del tumor y de este modo, ubicar la 
zona en el bloque de parafina y extraerla mediante el uso de un sacabocados. 
Cabe mencionar que para cada muestra se utilizó material nuevo desechable para 
evitar la contaminación entre los diferentes tejidos. Posteriormente, se extrajo el 
ADN genómico mediante el PureLink Genomic DNA Mini Kit (INVITROGEN K1820-

01), siguiendo el protocolo del proveedor (ver Anexo 4).  

Una vez obtenido el ADN se verificó la integridad, concentración y pureza del 
mismo. De las muestras cuyas condiciones de ADN fueron óptimas, se amplificó un 
fragmento de 450pb de la región L1 del genoma del VPH, mediante una PCR punto 
final. 

Los productos amplificados de la PCR se visualizaron mediante la electroforesis en 
un gel de agarosa al 2% utilizando como revelador bromuro de etidio, para observar 
la presencia del amplicón correspondiente a 450pb del VPH. 
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A las muestras que resultaron positivas a la infección por VPH, se les realizó la 
genotipificación mediante la plataforma tecnológica CLART HPV2 (Clinical 

ArrayTechnology Human Papillomavirus 2, GENOMICA) la cual consiste en un 
microarreglo de 35 genotipos de VPH (6, 11, 16, 18, 26, 31, 33, 35, 39, 40, 42, 43, 
44, 45, 51, 52, 53, 54, 56, 58, 59, 61, 62, 66, 68, 70, 71, 72, 73, 81, 82, 83, 84, 85 y 
89) a través de la hibridación de zonas específicas del microarreglo con el producto 
amplificado marcado con biotina, que al entrar en contacto con estreptoavidina-
peroxidasa, genera un producto insoluble que se visualiza a través de un lector 
CAR (Clinical Array Reader, GENOMICA) (ver Anexo 5). 
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RESULTADOS 
 
En total se analizaron 58 muestras quirúrgicas: 18 correspondieron a ovarios no 
tumorales y las restantes, a tejidos tumorales. En los ovarios no tumorales se 
seleccionaron estructuras epiteliales, mientras que los cortes provenientes de los 
carcinomas se observaron al microscopio para confirmar que pertenecía a tejido 
tumoral sólido y al diagnóstico anatomo-patológico reportado en la respectiva 
historia clínica. Todas las muestras cumplieron con los criterios de inclusión 
descritos previamente. 

Los tejidos tumorales fueron clasificados por subtipo histológico, resultando en 35 
tumores serosos de los cuales 19 fueron de alto grado, 5 de bajo grado, 10 
limítrofes y 1 tumor con grado histológico indeterminado. De los carcinomas 
endometrioides (n = 5) todos fueron moderadamente diferenciado (G2) de acuerdo 
al sistema FIGO 2014. 

Del total de muestras analizadas, 39 presentaron un ADN con las condiciones de 
integridad, concentración y pureza requeridas para llevar a cabo la detección y 
genotipificación de los 35 tipos virales de VPH mediante la plataforma CLART 

HPV2 (GENOMICA). De estas, 11 correspondieron a tejidos no tumorales y las 28 
restantes fueron carcinomas del subtipo seroso (n = 23) y endometrioide (n = 5). En 
la tabla 1 se muestra el grado histológico de los tumores que fueron seleccionados 
para este estudio. 

Tabla 1. Características histológicas de las muestras seleccionadas para la 
detección de VPH. 

Tejido ovárico Subtipo 
histológico 

Grado 
histológico** 

Número de 
muestras, n = 39 

No tumoral (n = 11)  11 
Tumoral Seroso 

(n = 23) 
Alto grado 12/23 
Bajo grado 4/23 
Limítrofe 6/23 
Desconocido 1/23 

Endometrioide 
(n = 5) 

Moderadamente 
diferenciado (G2) 

5 

**FIGO 2014 

La edad promedio de las pacientes cuyos tejidos ováricos se seleccionaron (n = 39) 
fue de 47.9 años. Al catalogar las muestras en no tumorales y tumorales, la edad 
promedio de las pacientes fue 50.9 años en el caso de los tejidos no tumorales, 
mientras que para los tumorales fue de 46.8 años. 
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La clasificación de las pacientes por su estado hormonal fue de 35.9% (n = 14) en 
la pre-menopausia; 25.6% (n = 10) en menopausia y 25.6% (n = 10) en post-
menopausia. Del 12.8% (n = 5) restante, no se tuvo información (figura 16). 

Se observó que de las muestras de ovarios no tumorales, 27.3% correspondieron a 
mujeres pre-menopáusicas y 72.7% apacientes post-menopáusicas. En cuanto a 
los ovarios tumorales, 39.3% fueron de pacientes pre-menopáusicas; 39.3% 
menopáusicas; 7.1% post-menopáusicas y de 14.3% de los casos carecieron de 
datos acerca del estado reproductivo de la paciente (figura 16). 

 
Figura 16. Clasificación de las muestras de tejido ovárico empleadas en este 

estudio para la detección de VPH, de acuerdo al estado hormonal de las 
pacientes. 

La detección del ADN viral en las muestras se realizó mediante una PCR punto 
final. Resultaron positivos 10/39 tejidos, los cuales se sometieron a genotipificación. 
De los ovarios no tumorales, 2/11 (18.2%) fueron positivos y el genotipo VPH11 
estuvo presente en el 100% de las muestras infectadas. En el caso de los 
carcinomas, 8/28 (28.6%) resultaron positivos para VPH: 6/8 fueron del subtipo 
seroso y nuevamente el genotipo VPH11 se manifestó en el 100% de estas 
muestras. El resto de los tejidos tumorales infectados (2/8) correspondieron a 
carcinomas del subtipo endometrioide, donde una de las muestras presentó el 
genotipo VPH43 y la otra el VPH89 (figura 17). 
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Figura 17. Genotipos de VPH detectados en tejido ovárico. Resalta la presencia del 

VPH11 tanto en el total de muestras tejido no tumoral, como en los carcinomas 
del subtipo seroso. 

Dado que las muestras analizadas correspondían a ovarios de pacientes del INCan, 
los patólogos usaron el sistema de clasificación FIGO 2006 para asignar el estadio 
de los tumores al momento del diagnóstico. De este modo, de los carcinomas 
positivos a la  infección por VPH, dos se encontraban en estadio IA al momento del 
diagnóstico; uno en estadio IC; uno en estadio IIA; uno en estadio IIC; dos en 
estadio IIIC y uno más en estadio IV (tabla 2). 

Tabla 2. Clasificación de los carcinomas de ovario positivos a VPH. 
Subtipo 
histológico 

Grado 
histológico** 

Estadio FIGO* Genotipo de 
VPH 

Seroso 
(n = 6) 

Alto grado IIA 11 
Alto grado IIC 11 
Alto grado IIIC 11 
Alto grado IV 11 
Bajo grado IA 11 
Bajo grado IIIC 11 

Endometrioide 
(n = 2) 

Moderadamente 
diferenciado (G2) 

IA 89 

Moderadamente 
diferenciado (G2) 

IC 43 

*FIGO 2006 y **2014 
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DISCUSIÓN 
 
Los resultados de este trabajo muestran que el Virus del Papiloma Humano (VPH) 
es capaz de infectar el ovario y los carcinomas derivados del mismo. En este 
estudio se eligió trabajar con la plataforma tecnológica CLART HPV2 (Clinical Array 

Technology Human Papillomavirus 2, GENOMICA) por su alta sensibilidad  para la 
detección del ADN viral e identificación de 35 genotipos específicos de alto y bajo 
riesgo oncogénico.  

El genotipo viral VPH11 fue el único encontrado en las muestras de ovarios no 
tumorales y en los carcinomas serosos de ovario. Este virus está clasificado como 
de bajo riesgo oncogénico para el epitelio del cérvix, sin embargo, en los epitelios 
escamosos de la cavidad oral y de la laringe, se ha reportado capaz de inducir la 
formación de tumores malignos [87,88]. Otros estudios lo relacionan con el 
desarrollo de carcinomas peneanos y de neoplasias intraepiteliales anales [89–91]. 
En la literatura destaca el reporte de un paciente que a los 2 años de edad padeció 
papilomatosis respiratoria recurrente juvenil, vinculada a la infección por VPH11; el 
mismo individuo falleció a los 19 años de edad, cuando ya había desarrollado 
carcinomas de células escamosas en los pulmones y en el corazón, estos 
asociados a la infección por  VPH11 [92].  

La infección por VPH se ha detectado en carcinomas de mama [93–95] incluyendo 
a la población mexicana  donde se encontró ADN viral en 15/51 (29.4%) muestras 
analizadas [96]. Específicamente para el VPH11, Pereira y colaboradores [97] 
mostraron que estaba presente en 16/61 (26%) carcinomas mamarios de pacientes 
argentinas. Nótese la similitud que existe entre los resultados del grupo de Pereira y 
los obtenidos en este trabajo, pues si bien los tumores malignos, tanto de mama 
como de ovario, tienen una etiología compleja, que no se explicaría sólo por la 
infección con VPH, tampoco puede descartarse que ésta participe en la 
carcinogénesis de dichos tejidos.   

Por otro lado, el  genotipo VPH89 se detectó en uno de los dos los carcinomas 
endometrioides que resultaron infectados (2/5, 40%). Al igual que el VPH11, el 
VPH89 también está clasificado como de bajo riesgo oncogénico para el epitelio del 
cérvix, sin embargo,  Datta y colaboradores [98] reportaron la presencia de VPH89 
en muestras de cérvix de mujeres hindúes, haciendo énfasis en que este genotipo 
infecta de manera persistente al epitelio cervical, por lo que puede considerarse 
que la infección con VPH89 podría ascender a la parte superior del tracto 
reproductor femenino y llegar hasta el ovario. Se requiere tener más información 
para saber si el VPH89 está involucrado en el desarrollo de las neoplasias ováricas. 

En el segundo carcinoma endometrioide infectado, se detectó el genotipo VPH43, 
clasificado como de bajo riesgo oncogénico para el epitelio del cérvix. A pesar de 
que hasta donde se ha revisado la literatura no existen trabajos que reporten la 
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presencia del VPH43 en algún tipo de carcinoma, Li y su grupo de investigación 
[99] , lo reportaron como genotipo prevalente en mujeres de Shanxi, China, pues 
estuvo presente en 38.13% (151/396) de las muestras de tejido cervical que 
analizaron.  

Otro estudio realizado por Wang y colaboradores [100] en el cual, durante 5 años, 
se estudiaron los cambios que ocurrieron en el tejido cervical infectado con VPH de 
mujeres de Shenzhen, China, se reportó una tasa de prevalencia para el VPH43 de 
1.36%, cifra que se mantuvo aproximadamente constante durante el periodo de 
estudio, sugiriendo que al igual que en el caso del VPH89, una infección con 
VPH43 podría estar asociada con la persistencia en el tejido cervical, ascendiendo 
posteriormente al tracto superior femenino e infectando el ovario, contribuyendo así 
al desarrollo de lesiones malignas en este tejido.  

Las infecciones por VPH en el tracto genital son más frecuentes en mujeres 
jóvenes [5], sin embargo, en este estudio se detectó ADN viral en un carcinoma 
seroso de alto grado en una mujer de 90 años, lo cual sugiere que la infección  
puede permanecer latente dentro de las células epiteliales del ovario durante varios 
años. 

En la literatura no se dispone de información suficiente para determinar si la 
infección por VPH en el ovario y los carcinomas derivados de éste son eventos 
aislados sin relevancia clínica, o bien, si la infección asociada con otros factores de 
riesgo puede contribuir de alguna manera a la malignización del tejido y participar 
en la progresión de los carcinomas. 

Por una parte están los trabajos que han buscado intencionadamente genotipos 
virales de alto riesgo como VPH16, 18 y 33 en carcinomas de ovario [85,101–106], 
obteniendo resultados contradictorios: Lai y su equipo de investigación [101],  
identificaron los genotipos de alto riesgo VPH16 y 18 en carcinomas ováricos, 
siendo la infección con  VPH16 la más frecuentemente encontrada en estas 
neoplasias; sin embargo, el número de muestras es bajo y no permite sacar 
conclusiones definitivas. 

En contraste con estos resultados, otros grupos de investigación no lograron 
detectar ADN viral en carcinomas ováricos, tal es el caso de Chen y colaboradores 
[102], quienes buscaron intencionadamente los genotipos VPH16 y 18 en 20 
muestras de carcinomas ováricos, pero ninguna mostró la presencia de ADN del 
VPH. Anttila y su grupo de investigación [107] ampliaron tanto el número de 
muestras como el espectro de búsqueda al incluir genotipos de alto y bajo riesgo 
oncogénico pero a pesar de ello, no encontraron ADN viral en las muestras que 
analizaron (98 carcinomas ováricos). Estas contradicciones podrían ser atribuidas a 
la precisión de la técnica utilizada en los estudios y al hecho de que la prevalencia 
de los genotipos virales varía en función de las poblaciones estudiadas [108,109]. 
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Aunque es poco probable que por sí sola, una infección con genotipos de VPH de 
bajo riesgo oncogénico sea el agente causante de la transformación maligna en el 
epitelio ovárico, se requieren más estudios para saber si es posible que, asociada a 
otros factores de riesgo, como una historia familiar de cáncer, infertilidad o 
tabaquismo, pueda contribuir al inicio o la progresión del CEO en las pacientes 
mexicanas. 

Aun cuando el número de muestras que se analizaron en este estudio fue bajo y no 
pueden, por tanto, generalizarse los resultados obtenidos, si puede concluirse que 
los carcinomas serosos pueden estar infectados por VPH y se destaca la presencia 
del genotipo de VPH11, mismo que fue encontrado también en los ovarios no 
tumorales. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



27 
 

 

CONCLUSIONES 
 
El Virus del Papiloma Humano es capaz de infectar el tejido ovárico. Los genotipos 
virales encontrados en ambos tipos de tejido ovárico fueron VPH11, 43 y 89, todos 
considerados de bajo riesgo oncogénico. Siendo VPH11 el genotipo prevalente 
tanto en las muestras no tumorales como en los carcinomas. 
 
Aunque la detección ADN del VPH no necesariamente implica una relación causal 
entre la infección por este virus y el desarrollo de carcinomas ováricos, los 
resultados mostrados en este trabajo evidencian la necesidad  de estudios más 
detallados acerca de los factores que pudieran asociarse a la infección por VPH y 
que están implicados en el desarrollo de carcinomas ováricos de pacientes 
mexicanas. 
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ANEXO 1 

 

CARTA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO 

Determinación de receptores hormonales y GPR 30 en pacientes con sospecha de cáncer de Ovario en 
el Instituto Nacional de Cancerología. 

 

JUSTIFICACION  
 
A través de este conducto la  invitamos a participar en un estudio de investigación. Los médicos del Instituto 
Nacional de Cancerología estamos interesados en conocer la expresión de los receptores hormonales en tejido 
tumoral  de  cáncer epitelial de ovario y la relación de  dicho estado con el tratamiento recibido y la evolución de 
la enfermedad. 
 
PROPOSITO 

El cáncer de ovario es un tumor maligno que está asociada con una importante  resistencia a los tratamientos 
sistémicos por lo que es necesario investigar y conocer mejor el comportamiento de las células de este tipo de 
tumor. 
 
Nuestro propósito es identificar la expresión de receptores hormonales en estas células tumorales y la relación 
que pueda tener la expresión de estos marcadores moleculares con la respuesta a los diferentes tratamientos 
que usted pueda recibir, a fin de conocer mejor el comportamiento de su tumor. 

Para ello será necesario tomar una pequeña muestra en fresco y al menos un bloque de tumor conservado en 
parafina, del tumor que le sea quitado al momento de la cirugía laparotomía exploradora y citorreductora con 
que los médicos cirujanos iniciarán el tratamiento de su enfermedad. 
 
RIESGOS 

Usted no tendrá ningún riesgo al participar con nosotros  ya que únicamente  se tomarán las muestras  y el 
procedimiento no tiene riesgo ni implica ninguna manipulación adicional al tratamiento que de por sí debería 
recibir. 

Asimismo, al inicio del estudio, se le realizará una entrevista para llenar un cuestionario con datos 
sociodemográfico, antecedentes ginecológicos y obstétricos, uso de anticonceptivos hormonales, hábitos y 
costumbres. 

Finalmente, también se revisará su expediente de manera rutinaria a fin de llevar el control de sus tratamientos 
y conocer su evolución.  
 
BENEFICIOS 

Los tratamientos que se utilicen serán  asignados o establecidos por los médicos del servicio de Gineco-
Oncología y Oncología Médica,  de acuerdo con la evolución de su padecimiento. 

El costo de las tomas adicionales de tumor o sangre corre a cargo de los médicos investigadores. 
 
TX  ALTERNATIVOS  

En caso de que  no aceptar participar en el estudio usted tendrá los mismos derechos que los pacientes que 
acuden al Instituto, es decir recibirá la atención y los tratamientos correspondientes de acuerdo a las 
características de su enfermedad, sin que su negativa signifique o represente alguna represalia en contra de 
usted.  Además como en todo paciente del Instituto gestionaremos todos los apoyos posibles para evitar que 
abandone su tratamiento. 
 
PARTICIPACION VOLUNTARIA 
 
Tomar parte en este estudio de investigación es su decisión. Usted no tiene que participar en el estudio si no lo 
desea. En caso de que usted decida participar, también le hacemos saber que está en libertad de  abandonarlo 
en momento que usted lo decida sin tener que dar explicaciones. Su cuidado médico no se verá afectado en 
ningún momento si decide no participar en el estudio o abandonarlo en algún momento. Al aceptar  participar en 
este estudio usted se compromete a asistir a sus consultas en las fechas señaladas, si usted se cambia de 
lugar dónde vive o no regresa a la clínica, se le llamará para averiguar donde se encuentra y poder seguir 
teniendo contacto con usted. 
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INDEMNIZACION 
 
No recibirá remuneración alguna por su participación, tampoco habrá indemnización de ningún tipo ya que el 
proyecto no implica  algún tipo  de riesgo para usted, los gastos derivados del tratamiento deberán ser 
cubiertos por usted. 
 
CONFIDENCIALIDAD 
 
Los resultados que se obtengan del estudio realizado y de la información que usted nos proporcione solo será 
manejada por el grupo de investigadores, usted será identificada  por un código y número de paciente en el 
estudio. Usted no será identificada en ningún reporte o publicación resultante de este estudio. 
 
EN CASO DE DUDA 
 
Usted podrá hablar con la Dra. Flavia Morales-Vásquez 56 28 04 00 ext 429. 

Dra. Carmen Méndez 56 28.04.00 ext 429 

El Dr. Juan Zinser Sierra. Presidente del Cómite de Ética  56 28 04 00 ext 125 
 
Con base en la información presentada  ACEPTO VOLUNTARIAMENTE participar  en el estudio 
“Determinación de los Receptores de estrógeno, progesterona y GPR-30  en cáncer epitelial del ovario y 
su asociación con la respuesta al tratamiento” 

Nombre, apellidos  del participante  

________________________________________________________  

Dirección 
________________________________________________________ 

 

Teléfono 
______________________ 

 

Fecha 
______________________ 

 Firma 
___________ 

Nombre, apellidos del investigador  

Flavia Morales-Vásquez 

Carmen Méndez-Herrera 

 

Dirección 

San Fernando No 22 col Toriello Guerra, Del. Tlalpan 

 

Teléfono 

56.28.04.00 ext 429.  

 

Fecha 

______________________ 

 Firma 
___________ 

 

Nombre, apellidos  testigo 1  

________________________________________________________  

Dirección 
________________________________________________________ 

 

Teléfono 
______________________ 

 

Fecha 
_____________________ 

 Firma 
___________ 
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ANEXO 2 

 

PROTOCOLO DE PROCESAMIENTO DE MUESTRAS DE TEJIDOS PARA HISTOLOGÍA 

INCLUSIÓN EN PARAFINA 

 

El tejido procedente del transoperatorio, se fijó con paraformaldehído al 4% en buffer de fosfatos (añadiendo 15 
mL de fijador por cada gramo de tejido), durante  24 h. Posteriormente, se lavó la muestra con PBS; 5 lavados 
de 20 minutos cada uno. Enseguida se procedió con la deshidratación del tejido, utilizando una serie de 
disoluciones de etanol de concentración ascendente: la muestra se sumergió durante 1h en cada disolución, en 
el siguiente orden: 30%, 40%, 50%, 60%, 70%, 80%, 90%, etanol absoluto 1, etanol absoluto 2, xilol 1 y xilol 2. 

Una vez deshidratado el tejido, se incluyó en parafina 1 a 56 oC durante 1h. A continuación, se incluyó en 
parafina 2 durante 1 h. Para realizar esta última inclusión, se colocó la muestra en un molde metálico que ayudó 
a colocar el tejido en un casete de plástico. Se dejaron enfriar los moldes sobre una base fría durante 30 
minutos con la finalidad de poder retirar el molde y obtener el casete que contiene el tejido incluido en parafina. 
Los bloques de parafina resultantes, se etiquetaron con el número de muestra y el número de expediente y de 
este modo se almacenaron a 4 oC. 
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ANEXO 3 

 
PROTOCOLO DE TINCIONES HEMATOXILINA/EOSINA 

De cada bloque de parafina se hizo un corte de 3 µm de grosor, mediante el uso de un micrótomo. 
Posteriormente, se extendió y se adhirió el corte en un portaobjetos (laminilla). 

Para poder llevar acabo la tinción hematoxilina/eosina, fue necesario desparafinar cada uno de los cortes, por lo 
cual se acomodaron las laminillas en una canastilla de portaobjetos y esta se introdujo a una estufa durante 2 
horas a 56 oC. 

Una vez transcurridos los 30 minutos dentro de la estufa, se sacó la canastilla y se transfirió a un vaso coplin 
para  hacerle tres lavados con xilol de 10 minutos cada uno, para eliminar el exceso de parafina de los cortes. 

Enseguida, se procedió con la hidratación de los tejidos utilizando una serie de disoluciones de etanol de 
concentración descendente: se sumergió la canastilla durante 10 minutos en cada disolución, en el siguiente 
orden: etanol absoluto, etanol al 96%, 80% y 50%. Luego, se lavó con agua corriente durante 5 minutos.  

Posteriormente, se introdujeron las laminillas en hematoxilina de Hill (previamente filtrada) durante 5 minutos y 
al cabo de ese tiempo, se lavaron nuevamente con agua corriente durante 5 minutos. Enseguida se realizó un 
baño de agua amoniacal para neutralizar la hematoxilina de las laminillas y nuevamente se lavaron con agua 
corriente durante unos segundos. 

Con un microscopio electrónico, se observaron los cortes para determinar si la tinción de los núcleos celulares 
era óptima; en caso de no serlo, se sumergió la laminilla una vez más en la hematoxilina. Una vez que la tinción 
fue óptima, se retiró el exceso de colorante con agua corriente y posteriormente se colocó la canastilla dentro 
un vaso coplin lleno de agua destilada y se mantuvo ahí durante 5 minutos. 

Al cabo de ese tiempo, las laminillas se introdujeron en un vaso coplin que contenía eosina al 0.2% durante 2 
minutos y luego se lavaron con agua corriente, pero esta vez, sólo durante unos segundos, para evitar que la 
tinción desapareciera. 

A continuación, se procedió con la deshidratación de los tejidos ya teñidos, para lo cual, se sumergieron las 
laminillas una serie de disoluciones de etanol de concentración ascendente: 50%, 60%, 70%, 80%, 90%, etanol 
absoluto 1, etanol absoluto 2, xilol 1 y xilol 2. 

De nuevo, se observaron los cortes en el microscopio para verificar que la tinción fuera óptima; en caso de no 
serlo, se sumergió la laminilla una vez más en la eosina. Una vez que se obtuvo la tinción óptima, se colocaron 
unas gotas de resina en uno de los bordes del corte y de este modo, adherir un cubreobjetos evitando la 
formación de burbujas de aire entre el tejido y el cubreobjetos. 

Al final de este proceso, cuando la tinción fue óptima, al observar los cortes en el microscopio, pudieron 
apreciarse los núcleos de las células de los tejidos en color morado y los citoplasmas en color naranja muy 
tenue. 
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ANEXO 4 

 

PureLink® Genomic DNA Kits 

Para la purificación de ADN genómico 

Números de Catálogo K1820-01, K1820-02, K1821-04 
Número de Documento 25-1012 
Número de Publicación MAN0000601 
Revisión 2.0 
 
Procedimiento para usuarios del Mini Kit experimentados 
 

Introducción Esta guía rápida de referencia está incluida para usuarios experimentados del  PureLink® 
Genomic DNA Mini Kit. Para más detalles, consultar este manual. 

Etapa Procedimiento 

Preparación del 
lisado 

Preparar el lisado utilizando el protocolo adecuado para la muestra, como se indica a 
continuación: 

Muestra Cantidad Página No. 
Células de mamífero, tejidos 
y cola de ratón 

5 × 106 células, ≤25 mg de tejido, 0.5–1 cm 
de cola de ratón 

16 

Sangre ≤1 mL de sangre no nucleada (se necesitan 
reactivos adicionales, ver página 17)  
5–10 μL de sangre nucleada 

17 

Bacterias ≤2 × 109 células 18 
Células de levadura ≤5 × 107 células 19 
Hisopos bucales Hisopos bucales humanos 19 
Tejidos incluidos en parafina 1–8 secciones de 5–15 μm de grosor y 20–

50 mm2 de área 
20 

Oragene™ saliva ≤1 mL 21 

 1. Remover la columna PureLink® Spin Column del tubo collector del empaque.  
2. En la columna, cargar el lisado (~640 μL) con Buffer de Lisis y etanol preparado como 

se describió en las páginas 16–21 de PureLink® Spin Column. 
3. Centrifugar la columna a 10,000 × g por 1 minuto a temperatura ambiente. 
4. Descartar el tubo colector y colocar la columna dentro de un tubo colector nuevo. 
5. Proceder al lavado del ADN.  

Lavado del 
ADN 

1. Lavar la columna con 500 μL de Buffer de Lavado 1 preparado con etanol (página 23). 
2. Centrifugar la columna a 10,000 × g por 1 minuto a temperatura ambiente. Descartar el 

tubo colector y colocar la columna en un tubo collector nuevo. 
3. Lavar la columna con 500 μL Buffer de Lavado 2 preparado con etanol (página 23). 
4. Centrifugar la columna a máxima velocidad por 3 minutos a temperatura ambiente.  

Descartar el tubo colector. 
5. Proceder con la Elución del ADN.  

Elución del 
ADN 

1. Colocar la columna dentro de un tubo de 1.5-mL de la microcentrífuga. 
2. Eluir el ADN con 25–200 μL de Buffer de Elución PureLink® Genomic. Ver los 

Parámetros de Elución (página 13) para elegir el volumen de elución óptimo para sus 
necesidades. 

3. Incubar la columna a temperatura ambiente por 1 minuto.  
4. Centrifugar la columna a máxima velocidad por 1 minuto a temperatura ambiente. Este 

tubo contiene ADN purificado. 
5. Si se desea, efectuar una segunda elución para incrementar el rendimiento, 

disminuyendo la concentración de la disolución. Este tubo contiene ADN purificado. 
Remover y descartar la columna. 

6. Utilizar el ADN genómico purificado para los análisis deseados. Almacenar el ADN 
genómico purificado a 4ºC en caso de periodos de almacenaje cortos o a –20°C en 
caso de periodos más largos.   
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CLART® PAPILLOMAVIRUS HUMANO 2 

GENOTIPADO DE  PAPILLOMAVIRUS HUMANO  MEDIANTE  IDENTIFICACIÓN GENÓMICA PARA 
DIAGNÓSTICO IN VITRO 

DESCRIPCIÓN DEL PROTOCOLO   

CLART® Papillomavirus Humano 2 detecta la presencia de los 35 virus de VPH (6, 11, 16, 18, 26, 31, 33, 35, 
39, 40, 42, 43, 44, 45, 51, 52, 53, 54, 56, 58, 59, 61, 62, 66, 68, 70, 71, 72, 73, 81, 82, 83, 84, 85 y 89) con 
mayor importancia clínica (ver fig. 1) en distintos tipos de muestras humanas (frotis, suspensiones celulares y 
tejido fijado en formol e incluido en parafina). 

 
Figura 1: JAMA, Dunne et al., 2007 

La detección se lleva a cabo mediante la amplificación de un fragmento de unos 450 pb dentro de la región 
L1 del virus por tratarse de una secuencia que está altamente conservada entre los distintos tipos de VPH. Sin 
embargo, esta región presenta suficientes variaciones como para poder diferenciar cada tipo de virus con 
sondas específicas. De esta manera, se asegura la especificidad de la detección.   

La detección del producto amplificado por PCR se lleva a cabo mediante una nueva plataforma tecnológica 
basada en microarrays de baja densidad: CLART® (Clinical Array Technology). La plataforma se fundamenta 
en un principio muy sencillo pero a la vez muy cómodo y eficaz que consiste en incluir un microarray en la parte 
inferior de un tubo de 2 mL (Array TubeTM-AT) o en el fondo de un pocillo de placa microtiter (CLART® Strip-
CS) (figura 2), lo que simplifica todo el proceso de hibridación y visualización frente a los sistemas de arrays 
clásicos. 

 
Figura 2. Plataforma CLART® Strip-CS en forma de tira de 8 pocillos. 

El sistema de detección con CLART® Papillomavirus humano 2 se basa en la precipitación de un producto 
insoluble en aquellas zonas del microarray en las que se produce la hibridación de los productos amplificados 
con las sondas específicas. Durante la PCR, los productos amplificados se marcan con biotina. Después de la 
amplificación, estos productos se hibridan con sus respectivas sondas específicas que están inmovilizadas en 
zonas concretas y conocidas del microarray, tras lo que se incuba con un conjugado de estreptavidina-
peroxidasa. El conjugado se une a través de la estreptavidina con la biotina presente en los productos 
amplificados (que a su vez se encuentran unidos a sus sondas específicas) y la actividad peroxidasa provoca la 
aparición de un producto insoluble en presencia del sustrato o-dianisidina, que precipita sobre las zonas del 
microarray en las que ocurre la hibridación (figura 3). 

 
ANEXO 5 
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Figura 3: Esquema del método de visualización.  Las sondas, inmovilizadas sobre la superficie, capturan sus 
productos amplificados complementarios marcados con biotina.  A través de la biotina, se une el conjugado, en 
este caso estreptavidina-HRP (peroxidasa de rábano, HorseRadish Peroxidase).  El sustrato o-dianisidina por la 
acción de la HRP, produce un precipitado sobre la zona en la que se produce la hibridación. 

La sensibilidad obtenida combinando la amplificación genómica y la visualización en el microarray con el kit 
CLART® Papillomavirus Humano 2 es tan alta, que no es necesario hacer dobles amplificaciones (nested) 
evitando el riesgo de contaminación que éstas conllevan. 

COMPONENTES Y CONSERVACIÓN DEL KIT 

El kit CLART® Papillomavirus Humano 2 contiene suficientes reactivos para la extracción y análisis del ADN 
de 24, 48 ó 96 muestras clínicas. Los reactivos incluidos en el kit se han agrupado en varias cajas, 
dependiendo de la temperatura a la que se han de conservar. Todos los reactivos son estables en las 
condiciones indicadas de conservación hasta la fecha de caducidad indicada. 

1. Reactivos de amplificación    

• Los reactivos de amplificación se envían a -20 ºC. Son los siguientes:   

Tubos de Amplificación contienen 45 µL de mezcla de reacción. Están listos para su uso y deben mantenerse 
a -20 ºC. Sólo se deben descongelar sobre hielo el número preciso de tubos de amplificación que se vayan a 
procesar, conservando el resto de los tubos a la temperatura indicada.   

En la caja del kit se incluye un indicador adhesivo e irreversible de temperatura; la aparición de un color 
rojizo en la ventana de visualización indica que en algún momento los productos han sobrepasado la 
temperatura de conservación de –20 oC y no deben utilizarse.     

2. Reactivos de visualización   

Se envían a 4 ºC. Son los siguientes: 
  
1. Microarrays: Tubos AT o Tiras CS (sondas específicas incluidas). Se suministran en un sobre 
termosellado. Conservarlos siempre cerrados, a temperatura ambiente y protegidos de la luz. 
2. SH (Solución de Hibridación). Conservar a 4 ºC. 
3. DC (Diluyente de Conjugado). Conservar a 4 ºC.  
4. CJ (Conjugado). Conservar a 4 ºC. Dar un pulso en la centrífuga antes de usar. 
5. RE (Solución de Revelado). Conservar a 4 ºC. 
6. TL (Tampón de Lavado). Conservar a 4 ºC. 
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7. Soporte y tapa para tiras de 8 pocillos.    

¡ADVERTENCIA!: Una vez recibido el kit, los microarrrays deben conservarse a temperatura ambiente.     

3. Otros componentes   

Para la captura y posterior procesamiento de la imagen se necesita un equipo o lector, un adaptador, y un 
software, capaces de generar de manera automática un informe por cada muestra analizada:   

• Lector CAR (Clinical Array Reader) (figura 4): permite la lectura e interpretación automática de hasta 12 CS, 
es decir, de hasta un máximo de 96 muestras. En este lector también pueden leerse ATs. Está fabricado y 
distribuido por GENOMICA para su uso exclusivo con los kits de diagnóstico.    

• Soporte adaptador que se coloca sobre la bandeja del CAR, sobre el cual se acopla la placa antes de la 
lectura.   

• Software: específico para CLART® HPV2, diseñado y validado por GENOMICA. 

       

CAR 
(Clinical Array Reader) 

 
Figura 4. CAR 

MATERIAL REQUERIDO, NO SUMINISTRADO    

1. Reactivos y material   

1 Agua destilada. 
2 Etanol 96% 
3 Guantes desechables. 
4 Puntas de pipeta con filtro o desplazamiento positivo. 
5 Recipiente con hielo picado. 
6 Tubos Eppendorf de 1.5 mL autoclavados. 
7 Gradillas para tubos de 1.5 mL. 
8 Soporte para tubos de 0.5 mL/0.2 mL. 
   
2. Equipos   

1 Microcentrífuga. 
2 Termociclador. 
3 Tres micropipetas ajustables entre 1-20 µL, 20-200 µL y 200-1000 µL para el laboratorio de extracción. 
4 Tres micropipetas ajustables entre 1-20 µL, 20-200 µL y 200-1000 µL para el laboratorio de visualización. 
5 Termomixer con agitación ajustable a 37, 55, 60 y 100 ºC. Compatible con tubos tipo Eppendorf y con tiras de 
8 pocillos. 
6 Vortex. 
7 Sistema de vacío (opcional). 

RECOMENDACIONES Y PROCEDIMIENTOS DE MANIPULACIÓN   

¡Muy importante para evitar contaminaciones! Leer detenidamente antes de comenzar la técnica.  
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Recomendaciones generales:   

1. La técnica se debe realizar en dos áreas separadas físicamente, para evitar la contaminación de las 
muestras con el producto amplificado anteriormente. Cada una de las áreas debe tener su propio material de 
trabajo identificado (pipetas, puntas, tubos, gradillas, guantes, etc.) y nunca debe salir de cada una de ellas.   

1 Área pre-PCR: En esta área se hace la extracción del ADN y preparación de las muestras.   

1 Área post-PCR: En esta área se lleva a cabo la amplificación y la visualización del producto amplificado. El 
material de esta área nunca ha de entrar en contacto con el del área de extracción. Evitar ir al área de pre-PCR 
después de haber estado trabajando en el área de visualización.   

2. Utilizar guantes en todo momento. Es recomendable cambiarse de guantes con cierta frecuencia.   

3. Limpiar las zonas de trabajo (poyatas, campanas, gradillas, pipetas, termociclador) en profundidad con lejía 
diluida al 10% cada vez que se procese una tanda de muestras, y obligatoriamente después de una 
contaminación.   

4. Emplear siempre puntas con filtro o pipetas de desplazamiento positivo para evitar contaminaciones 
debidas a la micropipeta.   

5. Emplear material de laboratorio desechable y autoclavado.   

6. Nunca mezclar reactivos de dos tubos diferentes aunque sean del mismo lote.   

7. Cerrar los tubos de reactivos inmediatamente después de su uso para evitar contaminaciones.   

8. Desechar la punta de la micropipeta tras cada pipeteo.   

9. GENOMICA no se hace responsable de los resultados obtenidos con el kit si se emplean otras 
muestras distintas a las indicadas o ADN extraído por un protocolo distinto al indicado.    

Precauciones para la visualización    

1. Evite que la punta de la pipeta o del sistema de vacío toque el fondo del tubo, ya que podría dañarse el 
micro-array situado en el fondo.    

2. Se recomienda añadir cada solución sobre la pared del tubo AT/CS, nunca directamente sobre el fondo.   

3. Es conveniente no añadir la solución SH hasta que se vayan a añadir los productos desnaturalizados de 
PCR.   

4. En el caso de procesar AT es muy importante eliminar completamente todo resto de solución antes de añadir 
la siguiente.   

En el caso de procesar CS se dejará un ligero remanente de volumen de manera que el array en ningún 
momento quede seco.    

5. Tras la incubación con la solución CJ, es muy importante lavar bien el tubo AT/CS y la tapa del tubo para 
evitar que queden restos de éste y que reaccionen con la solución RE, produciendo un precipitado inespecífico 
que pueda dar lugar a interpretaciones erróneas del resultado.   

6. Evite burbujas sobre la superficie del microarray al añadir cualquiera de las distintas soluciones.   

7. Mantener limpia la base del tubo AT/CS para evitar posibles interferencias en la lectura de resultados.   

8. Al visualizar la imagen en el lector, comprobar que aparezcan los marcadores de posición y de que no haya 
burbujas o manchas que interfieran en la lectura. En caso contrario, limpiar el fondo del tubo por fuera con un 
papel de celulosa o golpear suavemente el tubo con el dedo. 

TOMA DE MUESTRAS 

Tejido fijado en formol e incluido en parafina   

Fijar las muestras en formol tamponado durante el menor tiempo posible (nunca más de 24 horas). El empleo 
de formol no tamponado o la fijación durante más de 24 horas puede degradar el ADN de la muestra. Es 
importante limpiar cuidadosamente la cuchilla con xileno, antes y después de cortar la muestra, para evitar 
arrastrar restos de otra muestra cortada anteriormente. Quitar con una cuchilla la parafina sobrante alrededor 
de la pieza. Hacer con el microtomo 2-3 cortes de 5 µm y ponerlos en un tubo estéril de 1.5 mL. 

PROTOCOLO DE TRABAJO 

Extracción del ADN: seguir la guía de usuario del equipo. El volumen de elución es 110 µL. 

Una vez finalizada la extracción se toman con pipeta los 110 µL de ADN eluido y se introducen en tubos 
eppendorf de 1.5 mL. Utilizar 5 µL para la reacción de amplificación y guardar el resto a –20 oC. 

 



46 
 

Reacción de amplificación   

1. Descongelar un Tubo de Amplificación por cada muestra que se va a estudiar y mantenerlos en hielo. No 
usar temperaturas superiores a 37 ºC para la descongelación.   

2. Centrifugar unos segundos los Tubos de Amplificación en la microcentrífuga para que quede todo el líquido 
en el fondo del tubo (si no se dispone de adaptadores de microcentrífuga para los Tubos de Amplificación, se 
pueden utilizar en su lugar tubos de un tamaño mayor a los que se les haya cortado la tapa).   

3. Si el ADN ha sido obtenido de muestras incluidas en parafina, añadir 1.5 µL de Cloruro de Magnesio 25 mM 
en los tubos de amplificación.   

4. Añadir 5 µL del ADN extraído de las muestras a los Tubos de Amplificación y resuspender varias veces con 
la micropipeta. Dejar los tubos en el hielo.   

5. Programar en el termociclador los siguientes ciclos de temperaturas:   

1 ciclo 95 oC 5 min 
40 ciclos 94 oC 30 seg 
 55 oC 60 seg 
 72 oC 90 seg 
1 ciclo 72 oC 8 min 
20 oC continuo hasta la recogida de tubos (opcional) 

 
6. Arrancar el programa y colocar los Tubos de Amplificación en el termociclador cuando el bloque haya 
sobrepasado los 90 ºC. De este modo se minimizan las posibles amplificaciones inespecíficas debidas a 
incubación por debajo de la temperatura de hibridación. La duración de la amplificación es de unas 4 horas, 
aunque puede variar ligeramente dependiendo del termociclador. 

Visualización del producto amplificado 

Visualización en CLART® Strip (CS)   

Recomendaciones específicas antes de comenzar la visualización:   

EL PROTOCOLO DESCRITO A CONTINUACIÓN SE DEBE REALIZAR SIEMPRE EN EL ÁREA POST-PCR. 
NUNCA LLEVAR EL PRODUCTO AMPLIFICADO AL ÁREA DE PRE-PCR.    

1. Encender el CAR (Clinical Arrays Reader) al comienzo del proceso. La autocalibración del equipo tarda unos 
minutos y es necesario además introducir el nombre de las muestras de cada pocillo en el programa antes de la 
lectura. El aparato debe estar listo en el momento de la lectura para evitar esperas innecesarias que produzcan 
un exceso de revelado.   

2. Asegurarse de que antes de comenzar la hibridación el termomixer de placas ha estado a 65 ºC al menos 
durante 30 min ó 1 hora.   

3. Atemperar la SH (solución de hibridación) a temperatura ambiente.   

4. PREPARAR LA SOLUCIÓN DE LAVADO ANTES DE CADA ENSAYO, NO REUTILIZAR SOLUCIONES O 
RESTOS PREPARADAS CON ANTERIORIDAD.   

5. Limpiar el termociclador con solución de lejía diluida al 10% antes de poner en marcha el programa de 
desnaturalización. Colocar los tubos de amplificación separados en el termociclador durante el proceso y nunca 
sobrepasar los 10 minutos de desnaturalización.   

6. Durante la visualización no hace falta utilizar puntas con filtro pero sí es necesario usar una punta diferente 
para cada pocillo y cambiarla cada vez que se añada un reactivo, aunque se trate de TL. Sí es necesario utilizar 
puntas con filtro durante la adición de amplificados al tubo CS.   

7. En el caso de utilizar bombas de vacío equipadas con peines de 8 puntas para aspirar las soluciones, 
desechar los peines después de cada uso o descontaminarlos con una solución de lejía diluida al 10% tras 
cada ensayo. Asegurarse de que la bomba aspira adecuadamente y no deja restos en el fondo del pocillo.   

8. Aspirar completamente las diferentes soluciones dentro de los pocillos sin tocar el array.    

VISUALIZACIÓN:   

1. Desnaturalización: utilizar el termociclador para desnaturalizar los productos de PCR. Para este paso, colocar 
los tubos amplificados en el termociclador e incubar a 95 ºC durante 10 minutos. Programar en el termociclador 
15 minutos para que una vez transcurridos los 10 minutos los amplificados sigan a 95 ºC. Sacar los tubos de la 
incubación a 95 ºC y colocarlos inmediatamente en un recipiente con hielo.   

2. Preparación de la Solución TL diluida:   

Por cada tira CS (8 pocillos en total), preparar 10 mL de solución de lavado diluida, añadiendo 1 mL de Solución 
TL a 9 mL de agua destilada.   
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3. Prelavado de los CS: antes de empezar el ensayo es necesario lavar los tubos AT añadiendo 200 µL de 
Solución TL diluida a cada pocillo del CS, resuspender de 10 a 15 veces con la pipeta multicanal, teniendo en 
cuenta que no se debe tocar la superficie del array. Desechar la Solución TL diluida con pipeta o 
preferiblemente con bomba de vacío.  El array debe quedar sin restos de solución, aunque nunca debe 
permanecer seco durante mucho tiempo. Añadir la siguiente solución inmediatamente.   

4. Hibridación: Antes de usar la Solución SH, ésta debe estar a temperatura ambiente. Una vez 
desnaturalizados los productos de PCR, añadir 100 µL de solución SH (evitar que se forme espuma) a cada 
pocillo de los CS. Añadir 5 µL de producto de PCR desnaturalizado a cada pocillo de los CS, resuspender 
varias veces para que se mezcle con la solución de hibridación, con cuidado de no tocar el cristal. Incubar la tira 
cubierta con la tapa de plástico transparente en el termomixer de placa tapado durante 1 hora a 65º C, agitando 
a 550 rpm.  

Tras esta incubación, sacar la placa y desechar la Solución SH con pipeta o bomba de vacío. (Dejamos 
programado el termomixer de placa a 30º C y en movimiento para su utilización posterior en el paso 6. 
Podemos quitar la tapa para que baje antes la temperatura).   

5. Doble Lavado: usar puntas diferentes para cada pocillo en ambos lavados. Añadir 200 µL de Solución TL 
diluida a cada pocillo del CS, resuspender de 10 a 15 veces con la pipeta multicanal. Desechar la Solución TL 
diluida con pipeta o preferiblemente con bomba de vacío multicanal. Repetir la operación. Si llegado a este 
paso, el termomixer no hubiera llegado a los 30 oC, se dejan los pocillos con esta solución hasta que el 
termomixer alcance la temperatura.    

6. Bloqueo y conjugado: 15 minutos antes de concluir la hibridación, se debe preparar la solución CJ diluida y 
mantener en hielo. Se recomienda centrifugar la solución CJ durante 10 segundos antes de usarla. A 
continuación, preparar la solución CJ diluida. Por cada CS, se añade 1 mL de solución DC y 7.5 µL de Solución 
CJ. Se debe dar un vórtex a la solución una vez diluida para homogenizar. 

Desechar la Solución TL diluida sin dejar seco el array y añadir a cada pocillo del CS 100 µL de Solución CJ 
diluida. Incubar durante 15 minutos exactos en el termomixer de placa a 30º C, agitando a 550 rpm. Tras esta 
incubación, sacar la placa y desechar la solución rápidamente con pipeta o bomba de vacío multicanal. (Dejar 
programado el termomixer de placa a 25 oC y en movimiento para su utilización posterior en el paso 8. 
Podemos quitar la tapa para que baje antes la temperatura).   

7. Triple Lavado: añadir inmediatamente 200 µL de Solución TL diluida a cada pocillo del CS, resuspender de 
10 a 15 veces con la pipeta multicanal y desechar la solución con la pipeta o vacío sin dejar seco el array. 
Repetir la operación dos veces más.   

Es muy importante que no queden restos de Solución CJ ya que ésta reaccionaría con la Solución RE dando 
lugar a una señal inespecífica.    

8. Revelado con Solución RE: quitar la solución TL diluida sin dejar seco el array, añadir 100 µL de solución RE 
a cada pocillo del CS e incubar 10 minutos a 25 oC en el termomixer de placa sin agitación.    

¡Advertencia! Es muy importante utilizar el termomixer sin agitación    

9. Desechar la Solución RE completamente con pipeta o vacío. El array debe quedar seco   

10. CAR (Clinical Arrays Reader): Se coloca un adaptador especial sobre la bandeja del CAR y a continuación 
se colocará la placa en el CAR para tomar las imágenes de todos los pocillos para posteriormente ser 
analizadas automáticamente.   

LECTURA DE RESULTADOS   

El procesamiento de los datos obtenidos a partir de cada uno de los análisis, se realiza de forma automática. El 
equipo de lectura y análisis presentará un informe en el que se indican los resultados. 
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