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t RESlKN. 

El c3ncer es una enfermedad, cuyo origen es multifaetorial 

e-n la que se modifica la célula tanto g~notípica como fenotr­

picarne-nte. Dentro de las modificaciones fenotípicos que 

presenta la ct'ilula transformada o cancerosa ostán I~• d6 •u 

me-mbrana citoplasmatic3; que sufre alteraciones a nivol de 

su• elementos constitutivos y de su• actividades funeionalee. 

Debido a que las proternas, cnnstituyentes fund•mentalea de 

la membrana celular. están alteradas en las células cancero­

sas o neopl•sicas e• interesante hacer un estudio compt'lirativo 

do éstas macromoléculas en celulas normales y caf'\cerosas, con 

el prop6eito de conocer el tipo de modifieacionea que presen­

tan; y de aer posible su repercución en la 111ctividad de la 

membrana de las cGlulas malignas. 

El ObJ&t.ivo de .. te tr•b•jo. es d&lurm1n.ar el patrón pro­

téico de la l!lemoran& ciloplasmalica de ce1ulas ep1t~l1al~~ du 

tejido en fresco hum.'lnO rle- Cérvix Uterino ta.n•_o Normal (Cu 

H.) corno Canceroso (C.-~. Cu. l; y e-stablecer las SE'tr.w:>janzas y 

difer19nc1as que t 1o=tnen "1'ntre si. Para tal efecto •• utili%ó 

la tecnica do electroforesis unidimensional en geles cilín­

dricos de pofi•crilamid•-dodec il sulfato deo aodio (SOS) •I 

7 SX. Se hizo un anali•is comparativo de los resultado• y 

•• obMtrvó lo eiguiente: 

1) El contenido protéico de I• membrana del tejido de 

Cu. N. , fue característico y constante en los 29 c•aoe 

.,.alizadoa; ee decir, existe un Patrón Protéico alt•-

mente reproducible. Contrari•mente, en loa 50 caeoe 

an•lizadoa de i_·a. C1..1. • Ftvasor no hubo un patrón pro­

teico único quo fueae car•cteriatico P.•r• toda• lae 

biopsia• o mueebaa; ya que se encontraron 3 diatinto• 

patronea protéico• y uno de ello9 fue el predominante. 



2) Los 3 p3trones protéicos derivados del tejido de Ce. 

Cu. mostraron alteraciones con respecto al pa:trón de 

1_>.1. N. , en proteínas de alto y bajo peso molecul~u 

(PH) Básicamente- se- encontró: pe.rdida de bandas 

protéicas de alto PH y un :.umento en el númei'o de- b:o.,-

das protéic:as de bajo PM Estas observaci~ ·es fue-

ron estadísticamente ajgnificativ•s (p< O. 05 ). 

3) Otra ob.ervac-ión, fue ~e en los 3 patrones protéicos 

de Ca. Cu. • hubo una menor concentración de proteina 

con r~ecto al patrón protéico de Cu. N. E•te •spec­

to fue muy evidente en una band• protéica con un PM de 

63 kDaltons (kD). I• cual tiene una concf!"ntración de 

proteina 10 vec~ mayor en el patrón protéico de e~. 

N., que el qLte mue9.tran lo• 3 patrone-s de Ca. Cu. Es­

tos reaultados fueron estadfsticamente significativo• 

(p<O.OS). 
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2. INTROOUCCION. 

El conocimiento de la c:oélula se inidó hace poeo m1iÍ• d., 

300 año$¡ desde- entonces hasta la$ últimas dée:>da.,, los ~,tu­

dios sobre las propiedade$ de la mi$tna. se han de$arrQllado 

<1-normemente, englobando para eJJo dívereos aspecto!'; como Jos 

fisiológicos, ~natómieos, morfológicos. moleculares. hioqut­

micos. ete -· aspectos que conllevarán, fin::.lmcnte. al conoci­

miento biolOgico de la célula en su totalidad. Aetualmente se 

conoce que la ctilula eucarióntfca. es.pec::ífieamante. pre~enta 

una estructura interna ba$tante compleja ya que constn de di-

versos organelos que se- encuontran separado' 

tales como mitocondrias, núcleo. vacuolas, 

por membranas; 

Hsosomas, retí-

culo endop1.ismjco (rugoso y liso}, aparato de Golgi y micro­

cucrpos- {petoxisomas y glioxi•omas) (1 y 2). 

Las membr:lnas, en partícular. son estructuras celulares 

bastante activa~ con una complejid3d e importnnda extraor­

din:.ria, aunque por mucho tiempo el estudio de las mismas 

permnneciO sin avanee debido a que no so le conside-r.aba un 

organelo de gran importancia dentro d~I complejo c-elufar: 

ademriis de que f;\S metodología• de las que so disponian on 

esos momentos, no eran las más adecuadas para llevar a co.bo 

un estudio profundo de la membrana, tanto a nivel estructural 

como a niv~I funcional. Sin embargo. en los ültimos 20 t\ños 

'Se han realizado grandes. adelantoll on las investigaciones •o~ 

brl!' este organelo celular (~). lo que ha permitido conocerlo 

un poco mas de tnl form~. que en In .-etualidad •e 

t"do$ los sis.temi:ls aislados o individualizado• por 

{c:itoplcitsmático, nucleM, mitoeondrial, etc.J, de 

s~be que 

membrana 

fos que 

constan las células "svn 11,.:0 ase-et.acre~ .... l tpc-prt:oté1-:o • ..;.,.., l•:! 

r.ual iC-"i C0"1.p:"H1'°"'nt.::-,; "lit" rr.cr.t tl:i'r.~"'.I _n,;n.to!.' "1>1'\ lJrVJ delt)aán l•Í1r,•. -
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Concepto que 

~e d~rivó del actual Modelo de t.:1 t!'5tructura membr1;1n¡;1I: "E::. 

Hco.rJ~io •.i_..l ff1.--,.::.··t.'.'"' t:~td~" (4). 

e.,ttuc::turafmenttl. une:> de lo~ componentes m.¡:i,yoritnrios d~ la 

membr:'lnll celular son tas proteinas ( J , ':" y 6) las .;::u:pif~s. 

a;demás de ser algunas. de ellas de tipo eehuc:tural. $On las 

responsables de lll mayorfa: de! las propiedades funeiotiales ac­

tivas de Ja rnetnbranz. GSÍ com..:;t de las de la célula .en general 

El análi$í.,- de esta., macr('lmoléeulas membranafcs, ha ~ido en 

los Ultimo" ::.ños. de- gran traee~nd~n.i::.ia en el cc,nocimiento de 

tan fundamental ()fg4..lnelo coluJar (7, ~ y 9). Lo c:.racteri­

rizacid.n dC!!I fas protein&5 membt"n.t1llf31J, requiere de su extrae· 

ck.;.n de este otgat'leio; y uri:t V~l' que esta pobfa:c:íón do macro· 

tnolécula::;: '!i-e separa en su1 divcnos f:ipQ<!t. se ha~e notabJ"' de 

inmt!tdiato. eu vari..,d.ttid y s~ presenta fa oportunidad de etstu­

diar cada pr()teina sin inte-rferencia de la$ dcmá~ (1 O. l 1. t :2: 

'I t.)). 

La Efectroforetis ef"t general ~ la 

Sulfato de Sodio (SOS) en p•rticular. 

d~ Pofi•etilamida~OodeeiJ 

es un método dtt frac-

eionamiento y/o car~eteriz2'c:i0n de mecromoléculas e:omo f:as 

prot'l!(nas fl4. 15. 1•.'· y 17); esb1 téeniea • ., basa en hui pro• 

piedede• de carga eJC~hica, peso y tamaño de las m.11etomo1é~ 

cu las quie se van a 5epar;\r. Así mismo. ef métodb •l•ctrofo­
retic:o es una heffam;cnta inditpiensablc, en I• re~olueión de 

afouno$ problemas ..:Hnko• y. sobre todo, bioquímí<.:os. E,, 

la cltnica. f• tóc:nie:a de electroforesi1 •• utilí~• para ••­

tabf.cer I•• alteradon~• <llJ• pu.de h•ber en una irna9.,.. el•e­

hofor«!tica df!o ci«to tipo de prote{naa de una l••jOn •epeef· 

fka del organi!Jmo (en é•t• ea•o humi.no ); comparada co" lo 

imagen •fe:etrofor~tiea de I•• Mismas proteínas. PffO la$ eu,.. .... 

IC5 no pre$entan ninguna o ninaún tipo de altl!'ta:ción 1 'l!S de­

cir. sCJn nC'..>rmaf't!'Ps. E:¡te- tipo de irnAgenes ~fie-c:troforétie.:u 

d• una tni*""a mue9tra, ya aea notft1al o patolcigica, que ee re~ 

pite c::on.tant•mente de un• elec.:trofote•i• a otrii. se dice que 

~on itnagene• f'lectrof4rétic3~ ··~tr:-:r:.e.:;'". 

' 



Por otra parte. la sepa.ración de ptoteítias por elcctrofore-

si.s, e• utiE::/!Jd;:,, eh 'º'' IRborntorio~ de investigación que 

•e rda('"\ot\en Cóh ;:,~pee tos bioquímico$, L~ ele-etrofor~sio;., 

e"S \..In.~ d1.• lo.ts he-rrami.;-nt.u que s~ u10an en el estudio do ma­

ervmol-!-<;uJ.as; desdo un grupo arnp.lio de protoin:.s hi'sta fa ca­

tacteri:aeí&n de una sola de ietla"S; tanto en modelo.- e:xperi-

m&ntales como en tejidos huma:nos. 

trono.a elcctroforCtico• de proteínas 

También se analizan pa­

de div~rso9 organelos 

celulares. que suefen $Cr cara<:t&rísticos do un organelo en 

particul.ar y de un Ofgani~mo especifico {19 y l.,;'•\ Por ejem-

plo. se han ho~ho los p~hones eloctroforéticos en gel, de la 

membrana eitopla!>mática (Cl· de eritrocito humano. de mombra-

fotorrt!'eeptora de c.Clul~s cifinddc:a:s ril!!ltini°"na$ y de fa 

mcmbr.ana del retículo smcoplt\-;mico de músculo. Se compara-

rori los p~'\hones obt~idos y se obserYO que estas tres mem­

brana$, poseen una eompo,icióf'\ protéica muy diferente. Ade­

más. Sil! visu•li:ó que h<\y diferencia en el número d"' tfpos de 

cadena"Sc polipeptídieas y en la distribución de au1 pesos mo­

leculiire'$ Este tipo de aná1isi-s bioquimieos además de 

otros de distinta índole, como los fisiológicos. morfológi­

co$. mol~culares. etc.: han permitido concluir que la comple­

jidad e importancia de la membrana celular. ntdica no sólo en 

su sistema estructural sino itdemás en fa diversidad d-e fun· 

ciones que lleva a cabo: mism'-'s que se mencionan a continua· 

ción: hin<sporta diferentes rn<>liéculas polares (micromohkulas 

y mac:romol~culas ), intervi«9'-ne- ~n la interacción entre célula 

y eélufa (uni<:'lne$ intercelulares), ayuda iel rec:onoc:imíento 

~,.tre c~lul."l y cOlula. propor('"Í<:'lna proteeeicin m~eánica, in­

torvicn(' 1,-. eomunic~ción <"eoluhu; pnrtíeipa ~ el moví· 

miento cefufc,r, proporción.'.\ fuerzn mecánica, particip<11 en la 

secrewión celular. aetüa eomo i'lislante el~ktrico. c:onduec im-

pulsos nerviosos etc (l, ~:., 4. 5. 8. 7 • .:?<.'\, C...t. c~Z. 2:::a. 

;.i ). 

Toda• las funciones de la m~mbtl'na citopl4'1smátic• antes 

Mt!neionadns, son de suma importancia partl la Célula: ya qu& 

influyen de manera decisiva y determinante en el buen desa .. 

rroUo de las ;.v: tividades de és.ta. repmcutiendo on c1 te ji-

5 



do. org.-Jno. sistema y por lC\ t:lnto en todo e-lindividuo. Peor 

ello, cuando la estructura de la membrana citoplasrnfitic;.1 se 

ve afectada por algún tipo de factor (mitógenos. virnl~-: 

etc- }, conocido o desconocido. también "SC' modlfic:'.\n ~ti~ fun­

cione!' :~. por ende el comport.::1rn1ent ... -. de J3 c:~lul3 en su tc:,-

talidad. Un ejemplo del comporh1m1ento celular alter;~_. 

con•ecuoncia, entre otros aspectos, (~~ las modificacione::. que 

presenta la membrana citoplasmcitica; es el que tiene una cé 

lula cuando sf!" ha tran!'formado en m.."'lligna o cancef"osa (.:. 2t1 . 

El cáncer es una en~ 

ferrnedad que implic"' modific:\c-iones de la c~lula a nivel ge­

notípico y consecu~temerite a nivel del fenotipo celuh>ir; es­

tos cambios pueden 1er here-dables y le confieren a la c~lula 

las característica'l d·~ proliferar de una m.."\nera descontrola­

da.. invadir tejido normal y metastati:ru en sitios distantes 

{28 y 3°" ). En la actualidad se considet'a quo el desarrollo 

de tumores m31ignos es el resultado de múltiples procesos 

complejos awí como de una serie de diversos fenóm~os causa­

les conocidos y desconocidos; por In que se estima que el 

c.incer es de or1gan r.iull1faclor1al (34 y 35\. 

Los desórdenes que presentan las células neoplasicas compa­

radas con bs célul3s normales son numerosos y muy variables 

(T?'='!c. A: y Ft.5. r). pero In membrana citoplasmática es el or­

ganelo celular en el que se han obsefvado alteraciones fund:1-

mentales y esencia leos tanto par a los procesos biológicos que 

caracteri:nn 3 una célula transformad3 (Ja invasión y la me­

tástasis); así como:> para explicar la inmunobiología de ll'.'l'S 

tumores (25, ¿7. G9 y ~ ). 

Las protein:u membrana.les, tanto la" simples cc:-mo las ("onju­

gadas, son de los componente~ de la membrana que pre!'entan 

diversas modificaciones en una célula transformada (2.. .2~ y 

321. Además las proteína~ alteradas pueden ser tanto es· 

tructurale'!t como funcionales: por ej~mplo. pueden ser <""n:i-

m""· que catali:en procesos celulares importólntes 

alteración en éstas enzimas. puede afectar aua 

cas cinéticas y ·o su respuesta a los metabolitos, 

pet"cute "" el met .. bolisrno celular. 

6 
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TABLA A. CAMBIOS QUE PRESENTAN LAS CELULAS EUCARIONTICAS MALIGNAS. 

Propiedades Al t:el"'edau 

1) Alteraciaies a ?\ivel Nuclear. 

• Ca."l'lbios cra:osér.i.icos: 

• Ccnibíos en el ~= 

2) r\lteraciones a Nivel CitoptáS":l.ico. 

• Clrlbios en el Citcesqucleto: 

Efecto 

... Rt:q)imiento 
-+ D.lplicaciái/Pérdida 
+ Interncclooes r.a:-.brana/matri;-
... Regiones de coloración ~énea 
... ca,:i1ejos transcrit."Cionales 
... Cariplej05 de n-plicación 
+ Interc,;.."':bio de crcr.útidas herr.unas. 

+ Mutaci oncs 
+ 1'ranslocadones 
+ telesioncs 
• A.""':plifica.cio11es 
+ oi.cogencs/\'irus 
+ Genes supresores 
+ Errores de reparad6n del A..''"N 
+ Errores de replicación del AIJ-.1 
+ Elernt.os transpc.sables. 

- Organización 
• Reducción 
• !nteraccion("s ~~ranales 
... !-brfol~{a de la célula. 

Referencia• 

+ Karp (2) 
+ Nicolson (34) 
+ Sandberg {37) 

• Karp (2) 
• Nicolson (34) 
• Sandberg (37) 

+ Rarp (2) 
+ Nicolson (34) 
• Vara (38) 

continúa ••.•.• 



Propled•d•• Alt•r•c!•• 

• catibios en el Citosol1 

J) Altll<3::iam. Ni\el m Hr.tl<m Ci~..lai. 

C'al!lbios en la carga de la superficie 
l!lll'!lbranal y en la top:ilograf!a de les 
grupos la>o¡énlcos' 

Ca.."'i:lios en la crganiz.aci6n estructu-

Ef'ectc 

... Inc:re:eito del rietabolis::JO celular 
(glucOlisis anom.al} 

• Segundos ~jeros 
• Prote!nas-eir.asas 
+ Ién/Cofactor. 

ral de la ce:-.brana pladtica: ... Reducciéa de los clcrofila.":l:?ntos 

Ca.."'i:lios en el ccq:ortar.úento celu­
lar influenciado por la organiz.a­
ciát de la superficie de la célula: 

• car:t>ios en la ccq:>os.iciéa lipídica 
y en su fluidez: 

asociados a la r:'e"\br"°'.a )' de tt.,"'t}; 

e!CO!ntos del ci toesquelcto 
• lncre:ento de la t:IJ'd lid.ad lateral 

de las proteínas intrínsecas. 

• Pérdida. del coo.trol de la divisiéri 
p::ir inhibicién por contacto 

"' Pérdida del n:wimiento JX)r in.iibi­
ci6n p::ir contacto 

+ ~rdida de la dependencia de anclaje 
• Pérdida de la adhesividad a los sus­

tratos f lK Vll';/!JJ 
• carencia de uniones en hendidura en­

tre célula )' célula. 

+ Alteraciéri en la micro•,:iscosidad 
+ Increr.ento en la rtO\'i l i dad de los 

l!pidos )' de las proteínas intdnsecas. 

Aaf'arencl•• 

• Karp 
• Nicolson 
• Vera 

"' Gallez 
• Karp 
• ~icolson 
• Nicolson 
• zucker 

(2) 
(34) 
(JB) 

(26 y 27) 
(2) 
(25) 
(34) 
(39) 

continúa •.•••• 



"' 

Propledad•• Al ter111dec 

• Catlbios en las ernirr.as asociadas 
a r.u:'lbrana: 

• Ci!::\bios e!'J. la activi~ad de trans­
porte de la C'lel':lt:.ranat 

• cambios en las glicoprote(nas, 
glkollp!dos y =p>llsaoárl­
dos rner.brana1es1 

Ef'•ctc 

"' Reduecil:a en 11 actividad <E la drJ.lcid.aae. 
~ Pérc!ida de l.& dependcm:ta pJr densidad y 

r00uct:i6n de l.a actividad enz1:-ática 
• "~nto en la a::tividad de e.'".tir.-.as pro­

teo.lhlcu .secreud!-.9 Al ::iedio 1nterce­
lulu. 

• Alr."le.1to del t.ran.spc:1rte di! az~cares y 
a.-:ir.oácidoa 

• Sacras i6n de enzir.as i:itnC'(l!U.-
lares1 H1 ~ de ant!qenos y otras 
glicoprotelnas al mdio circundante ... 
(!actores hl.o:¡ueadores). 

• Dh-ersaa 1:o:Uficacione1 en lu act.ivi· 
dldes y reactividades c:on .anticuerpos 

+ Aparici6n de nuevas protelr.as {anti~ 
nos asociados a t~ro•) 

... Marcada reduc:c:ita de loa reet')'torea pa­
ra la fibra"¡ect.ina. 

R•fl•rencl•• 

• Galle: 
... Karp 
• Niccuon 
• Nicclaon 
• Zucker 

(26 y 27) 
(2) 

(25) 
(34) 
(J9) 



,,_._ ---· .~ ....... :~ - .. ,........_.., 

rIGURA l. 

--­Cl9'p~CI--

... G!-~~-0 Ocl"~aill'M''wt~H 

~.~ --

O:. agram~ de 1 i:l'S d1 f Pren!.,es ~l ter~c1c-nes que- preserl.a 

la superficie c•lular. d•spuás de la lria.nsforrM.c1Ón 

neoplasica. (Tomado de Nicoloon,GL., 40). 

Uno de lo$ cambios más predominentes de- les protefnae de l"ftetn­

btana en laa células neoplaaica1, •• el d.cremento o pérdide 

completa o parcial de alguna• -:le eetas moWculas' (18, ~. 30, 

41 y 4Z) (Tct-~a A). La pérdida de protelnao conlleva a di· 

ven.a• con1ecuenci•1 para la "1embtana celular y, obviamente, 

10 



par.:-t la celul<:\ en general {2 )' 2':'l: por ejemplo <':(Jei las glic«? 

proteínas n~ se :.soC"ien en mime-ro ~ufk:iento a. ¡,, membrana e! 

toplasmatk~~ ademas es posible que algunas de estas mol-&cu· 

lns. rio. 'SC o:-icnten corrc<:tament~ en L" superficie celulM; y 

pueden e-..istir i:-nmbios <":onforrn'ó\cion.a:l~s de las proteft\;;t-J" intl_? 

grales o de las gficoproteínas reatant~s. 

De manera símila¡. 13 secrosiOn do protaa:sas o do glieo•ida.­

sas al medio circundante por parte de las propias células 

transformadas (25}, tambien implica eiedas .,.nomalias para la 

membrftna y por consiguiente para fa celula; asf a:ie puede ob­

&e.rvar pérdida dtt la r~ulación del 1:recimionto; alteto.cio­

noes en la habilidad de las lectinas para aolutinane. en la 

movilidad de los componentes de la superficie celul:\r, "!In el 

transporte d~ a~Ucar y fosfato. en Ja reactividad eon anti­

cuerpos y e.'.lmbios conformacionales en protefna.s integrales o 

en glicoprotoinns. 

La eap•cidad que tiene una céluln neoplasica de wb•iatir a 

pesar del sistema inmune. con el que cuenta el individuo al 

que está afectando, se hn atribuido a su eomposiclcin genOtica 

(34 ), que al parecer ea muy inedable. Esto implic•, que 

las células. f)4.l.den tener en au genotipo, gran cantidad de •I· 

teraciones e.pontWiea$ cuyo resultado fin•I podría •er una 

gran variabilidad en su fenotipo, propiedad~s do superficie. 

composición cromosómica. resistencia n los fármacos. depen­

de-ncia a las hormonas y pot(!lnciAI para metastatizar. entre 

otros asp~eto~ (:.?!.-\). 

Debido a que tas 

cltoplasmática con 

la• de las c"ulas 

có1ulas c•ncerosas pr .. enten una tn«nbt•n• 

caracteri.tica• muy p•culiares dtstinta• a 

norm~le•. serf• intefe••nt• htteer un• ca-

ractariz•c•ón de la• proteína• de la motnbrana citopl:11amátic• 

de células neopl~eicaa y compararlas con su contraparte nor­

m"I. En el caso del pr>!'sentc trabajo de inv,..•tígadón. la• 

c61ula• malignas que se eel..:-c;on•ron pata t•I efecto, fu4tton 

hH eélul•s epiteliales del C.ncer Cérvieo Uterino (Ca. Cu. ) 

Epidertnoid• hvascir t-;umano y las ce1ulas normale• fuwon la• 

epiteli21ilcs de Cérvix Uterino Norm<Ltl ~mano (C,-1. H. J A con-

ll 



tinu::\ción 'Se describen algunas de l<ls. caracter{sti.cas más ~o­

bre,afientes (anatómicas. morfológicas. biolOgicas, epidemio­

lógiea'S y etiológicas), de é$te tipo de n~oplasia. 

El t:érvix uterino junto con el cuerpo uterino, constituyen el 

aparato genital femenino; el U· .;or<j {.;·:,) El cérvix (portio 

o ectocervix}, en particular. tieno una forma tubular y pre­

senta 2 orificios unidos por un canal endoeorvieal. E1 orí· 

fieío externo o exocérvix, se comunica con la vagina y el In­

terno o endocérvix comunica con el cuerpci uterino (r~e ¿) 

El eérvix uterino normnfmente presenta un patrcin histológico 

caracteri$tieo. El epitelio que recubre la vagina y el exo­

eérvix e$ de tipo pl~no estratificado no qu0ratini:ante y 

práctico.mente est5 despro<visto de- glándulas (~~ ). Este epi~ 

tedio consta de cinco capos celulares (F'?!J. 3} f~3): capa 

g~r1;nn:!l o est.rat.c ctlindr1co~ estrat..o esp1;-,..,,so profu'">do e 

c.a.p.:\ bas.ttl; ""Sl:"""C.TC- ~SPlrJC'iO 'tlJ~rflC:...'l) o Cdpa inlt?t'"m~lJt; 

:on~ 1ntraep1téllal d~ Dierks y capa supe~f1c1al o capa fun­

cton~l. 
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Ec;;q•JP~ t1E"l A~'.\r3~C' (~n1' al Foitm.an1no. 

i:.J Porttr'I .... F,.•.-;v:,,>n11~; ~'.' l...-1f1c1..-. E:-"ferri.., ,., t::<r<:ér­

.. ,"(; 4.) .!on-. E~.:~ll":,.....,luwi.:lr~ s:;) 1::an•1 • o!'rv1•:.1il o Endo­

c~r"1,~a1. ~ "' 1 ,. o,:·· 11')•.rrnl' <' f"rv:!-<:e.r "'l -e~ 7:· 1:.).v1d.ad 

~:nd.:.·~''1~\; i:t"'I '::r•-.mpJ..>. d~ F"toplr.i: ~) Ova.r1•::>; 

h•" Cu"''"f"''.°" l11•r1 rv:-. (Tom&ctr> de Fent•n"'"· TE., 4 ~). 
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••h••• cn•••r••• 

Esque:r..l d~ las Ctpa~ Ce-1 uJ ar~!:. del Epi lel 1 o End-=~ 

cervical. (Tomado de Fentanea, TF" 43). 
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El canal endoce-rvica.I, cstt. constituido p.:ir un epitelio de 

tipo cilíndrico productor de 

v.ical. La :ona donde &e 

con el epitelio endocervienl, 

moco, llamado Epi~ P.l 1 o f:.'~cc-cer -

ur'e el epitelio plano estrntificndo 

se le denomina :":ona Es,:'"'"'!"".....-.·· 

lumnar del Endoct?rv.i:..: (Ft.e. J) (42'. Y es el sitio on dvn 

de, generalmente, se inician los carcinom~u del cérvix. L.1 un 

corte histológico, la zona eseamocolumnar del endocérvix, P''2 

senta un epitelio compuesto por ccilulas columnares En el en~ 

docérvix, estas células tienen una po"Sición perpendiculm a 

la membrana bas.al con su núcleo despla:ado hacia la base. Al­

gunas do las células presentan cilios y otras se ven cargadas 

de moco. 

La presencia de una neoplasia en cualquier tejido, pero 

en éste c~so específico en ~1 cervix uterino. implica una Mo­

dificación en el patrón histológico que caracteriza al tejido 

normal. Sin embargo, este cambio no sucede de manara drás­

tica ni espontáneamente: sino que C9 paulatino y va sucedien­

do conformo va avan:ando la enfermedad. Este hecho se ha 

podido establecer, estudiando el comportamiento de las lesio­

ne'." malignas del cérvix uterino, que es una de las neoplasias 

humnnns mri.s conocida$ ya que e!=- de focil acceso para $U de­

b:?ccii5n. 

El _~.J. CtJ. usu<llmente se origina en la unión escamocolumnar 

del endocérvix; y, comúnment1.?, es pre-cedida por lesiones pre· 

cancerosas fd1 spl "'Sl.151 y por carcinom<'ls lN ':.;!TU (45). Se 

podría decir, que esta o;ecuencia '"<&vcl ut l v.a" de la enferme­

dad, es i.~ liiatoria natural del Ca. Cu.; sin embargo, la pro­

gresión de la enfermedad, puede tener variadones, como se 

ilustrn en el ÚLco·:-'1.··i.a J (44). que !>eñala las diversas posi­

bilidades que tiene un epitelio normal del cérvix uterino de 

transformarse; de tal form<i que el cérvix que muestra peque­

ñaco nnormalidades puede tornarse displásico o directamente 

modificarse a carcinoma IN ·;/TU o a carcinomn invasor. Pue-

de suceder que- una lesión displásica progrese 

':ITU y luego ~ carcinC"ma invasor; pero la 

carcinoma l N $1 TU. pueden reotornar, 111nteti do 
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ocurra. a ser un epitelio "nor."'.:'l! ··, Es probable también, 

que la displasia pueda progre$ar, directa.mente hacia un car­

cinoma invasor pasando por la fase deo carcinoma 1 N 51 TU. O 

bien de displasia a carcinoma invasor directamente (44) 

_/''""'º ¡"""~ 
DISPLASIA CARClNOM/ .. IN s;ru---....., .. CARCINOtiA INVASOR 

DI AGRAHA 1. 

Secuencia evolutiva del Carcinoma Cervico Ut~r1-

no lnvascr Hum.ano (Tomado de Langley, FA., 

44). 

La relación secuencial anteriormente descrita, está soport•de 

por varias evidencias ( 44 )¡ aunque no del todo concluyente•. 

La secuencia evoluti ... a más común del Ca. Cu. , •e inicia con un 

precursor C?-Je puede ser el condilom• {4t3); pros~uir h•cia 

una displasia que a su vez progresa a un carcinoma I H SI TU; 

de ahí a le.iones microinvasoras hasta llegar a las franca­

mente invasora• (45). La evoh.1eicSn de áte 'tumor • l'MI)' 

lenta en - fases iniciale• dependiendo del tipo hietopeto­
lcigico de que tte trate; así, en laa 3 etapa• inM:iat.. el 
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tiempo promedio que trans.:urre de una etapa a otra es de 

aproximadamente 5 años; éste lapso se acorta en las fases si­

gui~ntes. Esto dá un periódo de casi 15 años para su de­

teccicin y mrmejo o hasta la total cura de la lesiOn cuando ee 

detecta tQmpranamente ( 3S l 

Cada una de las fases por las que atraviesa 

mal d.,I cérvix uterino, para transformarse en 

un epitelio nor­

maligno (dis-

pl.lsia. carc1r.c!:'t~ IN SITU y ca.rc1n::-rn;..s 1nvasoresl. presentan 

características muy particulares que permiten diferenciarla• 

entre si (,.3). Estas fases o etapas, so pueden dividir en 

do• grupos: aquellas que :se les considera como pre-invaeor•• 

pre-malignas~ y aquellas, que son francamente malignas 

(44). Dentro del primer grupo, se encuentran las displa1ias 

y el carcinoma 1 N $1 TU; mientras que loe carcinomas invaso­

res, son del segundo grupo. En la actu•lidad lae lesiones 

preinvasoras del cérvix uterino, son descritas por dos dife­

rentes sistemas de clasificación: ambos •mpliamente aceptados 

y muy usado• (35). El primer sistema de clasificación divi­

de a las lesiones prcmalignas en displaei•• (leves, mod•radas 

y severas), y carcinomas l N SITU. La eegunda claeific•­

ción las divide en tres, con el término de neopl•eia cervic•I 

intraepitelial (NIC-1. tHC-2 y ~IIC-3). En el presente tra­

bajo •e usará la primera clasificación {displa1ia y c•rcinoma 

IN $/TU). 

Gener.:.lmente, las displasias y loe carcinoma• lN SlTU. no 

presentan anormalidades macroscópicas; por lo que 

tico, se hace mediante citología exfoliativa y 

su di•gnóe­

colpoecopf• 

{ 35 ). Las lesiones visibles o con anormalidades rn•croecópi­

cas, pueden 9er dividas en dos: P.ndofit.1cas y exofit1cas (35 

y 43). 

Las neoplasias del cérvix uterino en etapas iniciales 

{displaeias leves), presentan cambios morfológico•, nivel 

microscópico, mínimo Conforme progresa la onfermed•d la• 

modificaciones se v::tn agrandando; el epitelio e'e va constitu­

yendo de células maligna• (en el carcinoma l H Sl ni), que al 

proliferar atravie-•an todas las capas epitelialee y entran en 



contacto con el estroma (carcinoma invasor}. En ésta etap3, 

se presentan los mayores cambios a nivel microscópico ( 35 ). 

En la Tablo E se presenta un resumen de las alteraeione$ ce· 

lulares a nivel microscópico fmorfológicas y fisiológicas), 

del Co. 1~u hva~or ( :?'5 y 4J) Así mismo. en la : ~hla 

y 43'}, '5C presentan las vmiedades histopatológica:¡ de este 

carcinoma. 

El porcentaje de sobrevida de las pacientes que presentan Ca. 

Cu. varía de acuerdo al tipo y clasificación histopatológic:. 

que presenten; pt'H ejemplo. la!' p~cicntes con Cr:. ,· •. 1. E~: der -

mo1de :i.;z. ceiutac::. c:.randt?'i: :>in Qu@rat.:.na, sobroviven en un 

68.3~· las de Ca C~. Ep1d.;ormc:>1de- de celulas L°;r.andes con Ql"Ja­

ra.+.ina. un 41.7%; y las de Ca.C•.i. Epidermo1de de Células Pe-­

quei'i:.a.s s1 n Querat1 na, sólo un 20X. La sobrevida en las de­

más clases histopatológicas, es muy baja (35} 
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NUCLEO 

CITCf'LASMA 

T AflLl. B. AL TERACIONE:S MORf'OLOOICAS V flSIOl.OOICAS 

at..: f'f'CSCNT A EL CANCER CCRVICO UTER9'«>. 

A t. T E P. A 1: O N 

• C""f"a.n v&r-1.-d~d .:ion .. 1 t.;.mal"ío nuclear. aún •n c@l u\.;is 

con el mismo grado ele dif•renci.aci.On CAn1sonucleo­

s1s); 

• Incr~irii&nt.o "'tr. •l cc.nten1C•'7" dA ADt~: 

• Mlt•'"lsis an~rrn.&l•s; 

• Va.r1.ac1ones t:"O e~ n1i~ro y e!"'lrc.;tur.a (:romcrsóm.1c.l: 

• An~rrnalid.ades en la cr~tina S•~~al: 

• Prolus10n ~•I núcleo; 

• f>ol i ll'Or J 1 srno n11cl •a.r : 

• C.siabl0$ il!'n Pl P"trcin crc-""-itico del nUclA-O; 13. c-.rc.­

r.:i..'l•.1na. e¡• •grupa s-n 9rull!'<;O'!> gruJN:)S d•llc¡o~ hipt;rr­

croN..t.ieos y .-puj.an •l liquido nucleAr dPj.ando 

•r~.as el.ar.as anormales d~ p~r.acroru.t..1n~; 

• Irre.Jular1dad..s en la mel:'obr-.n.a nuclear. Pr.-st!'nt.a 

tiobl.c<EK, pl~;aauent..os y v&r1a.c1on.s en •l grosor. 

incluso en una llLis...a c•lula: 

• Mult1nucl•.ac1cin: 

• Ca.Jnbio~ en la rt?-la.cl Ón Uúcleo··l.1 t..,:,pl.a~no.::i. 

C~lnl.as C<"'."n formas ·:a-

pr 1chos.as. 

plasma ~on lepr~isos: 

• Vacuolización: 

• Varíacionf!"S •n ~1J COlip.acldad dt!" ct.:olor•ción; 

• Allo nt..-.l d• olue~li31~: 

• 1 ncr.,.,..,,lC' ••:a l O'i nl val eor. d~ la I o¡~nz 1 N t...-sn1 -

drCi1.itn.l.<;.Jii L:i·~'- ic~-'3; 

Tom3do de C.. Vita. V.T. (331 'I Fent.,••. TE. (431. 
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TABLA C. TIPOS HISTQPATOLOGICOS DE CANCER CERVICO UTERINO INVASOR. 

Clu.lPlcac.1&-1 Hl•tciPat.ol6¡1c• X o. P'r-9v•lttnel• Tipo Hl•tcpatol6glco Grodo Hlncp•tol6glco 

Wláll!D E?ld!Q!!lld! 2 a síll!ill. célulu grande& o1n quera- Bien dlferenciado 

~:J:: =·~!;~1pai.n tina 
BO . CélUl&B gr:indes t.'al quera .. Moderadamente d1teren-

tina e indo . c4i1.ulu ¡:oquefl.a.s sin que- Pobrer.onto di rore?nch-
ratina. do. 

Mlps¡F•tsiJMMJ (se CQlpXW de c:é- Bii?n di!ercncilldo 
lulu glandularu y provieno do la . l-bderat!a.':iente di!or~-
<Wlulao a:>llMlar .. del ~). 16 - 34 - - - - - - - - - - ciado . Pob.r'tlcronto di roroncia-

do . 

.. 1 ~ ~!1S1!11191 (es IN Pobrcn?nte <!ilercmcin-
o ..:la d9 lüíis M ca~lna.ia do. 

lpidel'llOido y de <'91Ula8 de 1de-
nocan:inca). 2 - 5 

9.llá!l!D .l1l Wli1ll ruru. r:uy poca - - - - - - - - - - . Pob~nte cliCnroncia-
do. 

~- 2'1.1!1!! ~. ""Y poca - - - - - - - - - - . .Pobrer.ente di!orencla-
do. 

~~~· ""Y poca - - - - - - - - - - . Pobrar.entn di!crcncia-
do. 

~ lt!coG!d!I'l'fll\I!¡. ""Y poc:a - - - - - - - - - - PobrL-r:imto dl!orencil\-
fo. 



Ce•de el punto de vi.ta epidemiológico, el Ce.. Cu. junto 
con el cáncer de mama, son de las cnfermedade$ neoplasicas. 

más comunes en mujeres en edad reproductiva (ontre los 30 a 

55 años de edad). La frecuencia mundial reportada del C•-: 

Cu. es del 15%; siendo fil tercera m:\s frecuente de las neo­

plasias genitales femeninas (35, 40). 

En 1988 a nivel mundial, se diagnosticaron 12,900 casos de 

Ca. CtJ, invasor; pero no se incluyeron más de 50,000 casos de 

Ca. Cu, l N Sl TU, así como casos de lesiones preinvnsoras del 

eérvix -dieplasias- ( 35 ). 

Particularizando. según datos de> la OIY\S (~6). paises del 

primer mundo, se presenta un 20X de casos de Ca. Cu.; mien·· 

tra<J que en países del tercer mundo, el porcentaje se eleva 

a un 80%. 

Específicamente, en nuestro país. el Ca. Cu. es la neoplasia 

de mayor frecuencia; de tal forma, que se le ha considerado 

como un problema de salud pública. Tan aólo en el nño de 

1984. según informes del Registro Nacional del Cáncer de la 

Secretaría de Salud, se presentaron 3,364 caso• nuevos de 

Ca. Ct..1. (47). Ahora bien, de las neoplasia• atendidaa en el 

Inst1t..ulo Nacional de Cancerologi.a en 1983 (de acuerdo con el 

Registro Nacional de Tumores): el 43.4r. correspondieron a 

En el 76X de los casos las paciente• preaent&11ron le-

sionel en etapas clínicas !! , Il! y !V: es decir, la mayo­

ría do las enf~rmas que acuden al Instituto tfac1onal de Can­

cerolc9ia, llegan en estadios avanzado., de la enfermedad 

(47). 

Recientemente, se ha considerado la posibilidad do que 

ciorto41; agentes virales pueden ser factores etiológicos en el 

desarrollo del Ce. Cu. (::.e:;): como es el caso del HP?"'PtJ?>S V 1 rt.is: 

Tipo 2 y el Pap• !omn Vt rus HWN2nr>. De éste último hay 

rios tipoa pero los que iC llf!ls ha asociado con llf!lsionea del 

cérvix uterino son: el 6 y 11, con enfermedades benignas dlf!ll 

cétvix, mientras que el 16, 18, 31 y 33 35; ae encuentran muy 

comunmente en neoplasias intraepiteliales y en carcinomas 

francamente invasoras del cérvix uterino (4&). Adem.is. se 
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ha sugerido la participación de distintos factore' de riesgo, 

y divers<:ts causas QtJe se Mi.ocian con el de-sarrollo del Ca. Ct.:. 

Dentro de los factores de riesgo, se encuentran :.spectos ta.-

les (.:;'::;}; nivel socioeconOmico bajo; inicio temprana 

edad d.;. vid.a 

primer embara::::o a 

menare a temprana. 

sevual activa., 

temprana edad; 

mUltipl~s pareja.g sexuailes; 

múltiples embarazos y una 

En contraste. el Ca. Cu. es poco fr~uente en mujeres nilípa­

rits, con una vida sexual inactiva o en mujores con una sola 

pareja sexual y pocos hijos 

Otros factores que se encuentran implicados en ol desarrollo 

del Ca. Cu. son los nivelos do ?er-ept.i:-rffs HC"'rmonalP.s, para Es­

t..ra,ücl (E
2

) y Proq~$terona (Pg) (49, 50 y 51 ). Normalmen­

te, el cérvix utNino. es un tejido que responde a la acción 

hormonal y mue<Stra un cont~nido de receptores; tanto para E
2 

como para Pg (52. 53 ). En Ca. Cu. se ha sugerido que el con­

tenido de receptores hormonales tiene una clara correlación 

con la sobrevida de las pacientes; así, las pacientes cuyas 

células tumoral~s tienen roceptoros hormona le• po•itivo•. 

presentan una mayor sobrevida quo aquellas paciente• cuyas 

células tumorales muestran rece-ptores hormona.le• negativos. 

En el desarrollo del Ct'"!. Cu. además de la influencia hormo-

nal. se ha reportado la activación y/o expresión de eiertos 

genes denominados Prot.c-oncogenes; por ejemplo el c-,.,,yc y 

c-rasis4, 55 y 58). Recientemente también se ha considerado 

que los Factores de C:-ec1m1ento ".I sus P~ce-ptor ... ~s están invo­

lucrados (57, 58 y '39), e•pecíficamente, los niveles (o núme­

roJ de receptores para el F'actor de Crecimiento Ep.idérm.tco: 

que han sido asociados con la agresividad biológica de loa 

Carcinoma~ del Cérvix Uterino. 

A pe9ar quo "" los últimos 

la m~mbrana citoplasmiitica de 

tietT\po•. la caracterización de 

células transformadas compa-

rada con su contraparte normal. ha tenido un gr~n •uge con •I 

advenimiento de técnica9 sofisticadas par111 au an'li•i• mob 

complet<"I y profundo, hasta el momento todavía h•y mucho• aa-



pedos sobre tal organclo (de una célula normal y sobre todo 

de una neoplasiea ). a nivel func:ionnl, morfológico y estruc­

tural que SQ de$conocen. Las investigaciones que se han 

llevado a cabo para tal efecto, han sido extensas y diversa'S; 

y se han hecho tanto TN VITRO como IN VIVO. Por ejemplo, se 

han reali:zado estudios comparando células cultivadas (do ra­

ta, ratón, pollo o hanl$ter ), transformadas viralmente contra 

aquellC'!is no transformadas (31 • 32, 33, 60 y 61 ): en ello• se 

describen lee alteraciones específicas de algunas pfotefna• 

de la membrana citoplasmátiea principalmente las de tipo su­

perficial. 

Ch11tterjee y col. {6Z) reportó un e•tudio bioquímico compara­

tivo /1't VlVO, do la membrana plnsmática de tumores mam•rios 

de rata con diferente capac:ídnid metastá:sica y enc:ontrO dife­

rencia• eu•taneiale•. 

También han sido múltiples los estudios de la membrana plas­

mática de eélufa$ epiteliales en cultivo. de hígado y hepato­

ma de rata y ratón (36, 41, 63, 64 y 65). En ello• •• na 
examinando tanto la c:omposíción química y 1• actividad en:i­

mátic• de la• membrana•, a•í como •u patrón de proteína• -.. ... 

p.,ficialea y se h•n encontrado diferencia• entre un.a célula 

normal y una neoplaeíea. 

Hogg (42) y Bennikov y col. (l 9), trabajaron línea• eelularaa 

derivada• de tumore• de rata o ratón, comparando las proteí­

na~ de membrana de células transformadas y normalee. Para 

ello utilizaron la técnica do Electroforesit .,.. Gel•• de Po .. 

tratada•, para un an"i•i• a1ectroforático rn•• fino, m•rc:án­
dolae con un.a onzima iodinadai Lactoperoxidaaa·r"~!t. la eual 

se u,,e de una maher• e-.peeífic.-. • aquella• proteína• aupet~ 

fid•fee de membrana con reaíduos de tirosina. Ello• encon­

traron que el bandeo proteico de Jaa membranas de I•• célula• 

tranaformada•. fue eaenciailmente similar al de I•• célul•• 

normales; con la excepción de la ausencia o el· increnMnto .,, 

la intensidad de una o varias bandas prQtc&ica•. 
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La$ investigaciones en general de In membrana pl~lSmática de 

tumores humanos y en particul~r de sus compCinentes proteicos, 

se han retrasado dobido principalmente a la impo~íbilid<td de 

obtener continuamente el m.lt~rial tumor~I suficiente- y ade­

cuado (t~ó), La mayori;t. de fvs reportes en lo~ que s~ ;lnali­

:a la membran.A citophvsmática de tumores humanos. lo hacen n 

partir ya sea de líneas celulares establecidas derivadas de 

una determinada neoplasia humana o bien, transplanb.l.ndo el 

tumor en un ,;!>tema anim:.I adecuado (por ejemplo, en ratones 

atímicos ). 1'-\Jy pocos son los trabajos reali:::ado-s, en los 

que se estudia la membr°'n~ pl.asmatica de tumores en fresco, 

Knowles y -:-ot. (55). purificd la membrana pfnsmdtica de 5 tu­

mores humanos transpfantados en u.tdn atimicC> BALS..-nu c:on el 

propósito de haeer uni'I caracteri:ac:ión morfológica, funcional 

y estructural Dicho autor estudio un n~trocitoma g:rado IV, 

un carcinoma d~ c01ula$ aveniformes y 3 melanomas, encontum­

do que a nivr-1 funcional. In actividad enzimática e•pec:ífica 

de las enzimas que analí::ó (ATPa.sa-M;J .. 
2

# s• -Uuclecltda·:;.a. Ci -

loc:.romo C reduct.asa-NAD.H. Gl1cohidrola.sa-NAD .. y F"osfat.~sa 

..ic1 da J, varia en cada uno d~ los tumores individuales, y aún 

en los tumores del mismo tipo. 

electroforotícos en geles de 

El ::tnálisi• de los p41trone• 

pofiaeritnrnida-SOS de las frac-

cione$ de membrana citoplasmatic"tica de Jos S tumores, mQs­

tró una composición protOica momhranal muy compleja, encon­

trándo,.e m~s de 40 b:lndas protéicos díacernibles. Ademib 

hubo diferencias notables ontre los S tumores e5tudiados. 

Sin embargo, es importante mencionar que en Q9te trabajo se 

enfatiza que no se sabe sí las resiembra• en el rRtón, puedah 

afoetnr -.Iterar la compos1c1on bioquímica de la• células 

tumor ... lec, aunquo se vió una notable reproducibilidild de loa 

•n•ayos realizados. 

Por su parte Rogan y co(. (C.7 ), analizó mediante elec:trofore­

sis en geles planos de poliac:rilamida-SDS eti gradiente, las 

prot~inas de membrana marcadAs con Metionin• (s3~). de 6 lí­

neas celulares de linfoma humano eon el oh jet o de ; den t ificar 



dífefencias mol~cllhres entre c~c-s tumNes En primer.\1 in'!' 

tanc.ia s~ .observaron p:ltrones ~lee-hof.,reticos de- .-.1 

ICO bandas proteicas me-mbran.:il<-s por líne~1 cclul.-:..r, di.:ho~ 

p~trones fueron altamente c:on1plcjDs pero reproducibles y ;1d~­

rnits. ún1c>."'"i p."it,1 .::~'da t..Jmc·r. pur Je, .:lUC -se :;ugit"r~ q1..h~ piJed"n 

patrones proteicos seo vici que presentan divcrs<\s proteínas, 

unas cuantas di? ellas aparecen únicamente en uno o en pocos 

tumores Adem<ls. algunas d~'! J,.,s bC'ndas ptotCic<ts fuerl'.'\n 

fd~ntificad.,:,; por 

qeno$ de m~mbran~; ésti' i~entific~"lci6n se hi::-1,.., por electro· 

foresis de los ~ntígenos inmune.purifica.dos. e:-:perimento 

Ji:z:ado en par:lfelo a l~s muestras de m~mbran;;.. Se ídcntifi­

r o'.lton d~c.. ~i;.mplojos proté1cos. el i ..;4,. :: 1 Cl_...h un ~-"'~'º mol~ 

eut<.u •-i() 4-l-.000 y 12,0úO da/ton-.\ ":' .-.; 1~_: .. ,~-:...: (cc:i-n w\ peno 

MOle<:ulM de 2.9,000 y 34,000 dalton~ 1 El primero coues­

ponde " los antigeno5 YLA-:... H.L..:.-8 'f a la ¡\-niicro9lobulini\. 

y el -segundn ~,¡ ,,ntigt:-no d~ . ..-. .. -t... Ce :\Cuerdo i."l csb:'l"S resulta· 

dos obtenidos. q,<.HJ;:•n propone qu~ lot técnica dlf!!' olcctrofNe~i$ 

en g~fr.-$ de- p<"'lii."\o:rilarnid:\·SDS de alta re~olucicin. pucd4' ser 

u$ada r.omo un "·-~~ol,'rf,::": ':'ª que describe- l.ils proteinns m'!m-

prC"t~ico obt .. ~nido de 1<•9 pre tcín.;,-, rn~mbt<HHtle<; d~ e"ltvs tin 

f~.-:it.-,-~. puedP- servir para idcntific.:u sub9rupos d~ leuct:­

cemias y linfl:'f"f'l:\S al ,-orre-L,cion..-.r ol patrón protrl-i.:n c.-on la 

.,vofucicin díníc;, de los P"-l'i~ntes 

Lit in \t:-8 J utili20 la t.:>-.c:n1ca de eJectrofort!>sis bidi· 

mensional y 3 distinto!' métodos do marcaje- O•f.:.t 1 on1n3-~ .... 

membr .. ,nal"'i, ric coe'hJi.'.ls n,"">rm,,fc.,. y tJ;:,n~.form.td~:. cr¡n f'.!-1 t'ib 

jetivC\ de dotermin~u, 't'ói f;,s (;dulns han~forrn::\d~'s ticnon un 

patrfln prot•íc.o bidimc-nsional <::-:n.ac.t~~rishco .:orno yo lo ha 

blan sugerido otros autores. Pma ello. !>•~ utilizó un s1$­

tf!'ma de fibrobl::lstos: de ratón. quo inclu~~ t .. nto céluln~ nnr­

m.:.les eomo tr::ri.n~form~'1:•s. ~sp~nt:'tn.-.:11rnf:"nte o f'l")r virus En 



e~te reporti:- se d"?mo~tró que no todas las líneas celulares 

trans.form~das, tienen patrón protóico neoplasieo caracte­

rístico; pero sí difiere en poca o en gran medida según la 

línea celular de que se trate, del patrón de las células nor-

males. En general, por las diferencias observadas entre los 

patrones protéicos transformados y normales, se sugiere que 

estas alteraciones están relacionadas con. cambios en el con­

tenido do earbohidratoa y glicoproteinas mombranales y que, 

dichas modificaciones se pueden correlacionar con le inmune-

genieidad y tumorigenicidad de fas células Esto último de-

bido a que se observó que la línea celular más maligna de to­

das las células transformadas estudiadas, tiene un patrón 

protéieo muy similar al de las células normales. De ésto se 

puede proponer que los cambios múltiples en las protefnas 

membranales, se correlacionan con un incremento en la inmuno­

gonieidad y un decremento en su tumorigenicidad. Finalmen­

te, en este estudio se hace hincapie de que la técnica de 

electroforesis bidimensional, puede ayudar a la cl•sific•ción 

de varias células tumorales. 

Como ya se hizo notar, son pocos los estudios en los que se 

ha tratado de caracterizar la membrana eitopfasmatica de un 

tejido tumoral en fresco. 

tra el de rwin (89), cuyo 

Entre éstos reportes, se encuen­

trabajo consistió en el análi•i• 

de los patrones protéicos en geles de poliacril•mida-SOS, de 

la fracción soluble y de la no soluble ( fr•ccione• re•ultan­

te• de una eentrifugaeiOn • 100.000 g) de 3 tipo• de tumores 

humano• y su correepondiente tejido normel; se e•tudió car­

cinoma de mama, linfoma de Hodgkin y carcinoma de cólon. El 

objetivo del trabajo fue demostrar que no sólo los tumores 

tienen distintos patronea protéicos; •ino tambiién que en al­

gunos casos, los p3trones prctéicos de la m•yorí• de los tu­

mores son los mismos que los dr! su tejido normal reepectivo. 

Es importante mencionar, que en este trabajo no se analizó 

una fracción purificada de me:mbrana eitoplaoamática: pero es 

un intento de trabajar con tumores en fresco. Adem'• para 

el análisis se eligieron únicamente 3 proteína• (código de 
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tripletc- proté1c0 l. ,-fo ..-~,fo un.:t de J;ts. fracci.:>nes aisl<Jdas .. 

S.:- ._....,t:.;;ervO qt1e f'.:'n I¡¡ fr<1cc1ón solubl"" de loo:. tejidos tumor<J­

lc"S el código protéico no fue especifico; miPntras que el 

qu~ se prc~entó en la fracció!"I no ~nluble, no sOlo fue e:ipe­

cificn pM~t •:;:,dc1 uno de los .:a, tipl...., dc- tejidoo;, sino que tani­

bien \como en el <:<.1so del linfoma y el carcinoma dE" cólon) la 

fracción codifica un juego exacto al de su tejido normal res­

pectivo. Otra observación important,,, fue qUe a pesar de la 

alteración ncopbsii:-~1. la distribución de b~ proteínas mayo­

re~. determim1das ~Olo por 5lJ tilmaño. ~s similar a las de su 

Est.~ permitió sugirir que las neopla-

sias asocian con alteracionos de proteínas presentes en 

bi\j<l.:> concentracione"3 En ~I restC'I de la-s protC'inas, 

de no haber Mt:\dific~ciN1C'$ C'I C~tos r:<'mbio:> son t.:&n 

que no tier1en un efecto Jetectable en su t:>1mañn 

o pue· 

sutiles. 

Fin~tlmentc, no se encontrMon antecedentes directos sobre el 

analisi'3 protéico de membrana 

epiteliales de tejido en frcscC'l 

citoplasmaticA de las 

de .· •. ,•1. y de .. ~. ,:·~. 

células 

Sin 

°""mbmgo e"<i-:>ten 2 repodes ~n los que S"' utili::::ó la técnica 

de lnmunoelectroforesis de protdnas tumorales totales, como 

prueba diagnóstic<' d~ lcsionos malignas t"!'mpranas; ~ntre 

Ptl~s b-s .-Je tipo corvic"i ( · .,. ' 

Ccbid._.., :l qui! los r~portP$ l'.'ri los que ':ó•~ hil llevado n cabe- el 

an:ilisis de la mcmbri'\na c1t•'.'lpl~smatic¡1, especffic<:1mente el 

de '5U".t cnmponerat~s prot.jico$, en t~jido-s en fre!;CO .. on esca· 

sos; resuita interesante us.:tr c:.>ste método pnrr. conocer y ana· 

li::ar la~ n.lteraciones el contenido protéico de la mem-

brana .plasmática do las c:Clulao;; neoplasicas de C"1. Cu compa· 

da C·:'ln su ,: . .,ntr~1parte normal. Esta nueva información aunada 

a L. !""" e'(ident~~ dC" otros foc tores ya conocidos .,n éste tipo 

de ncopl<'sia (histológicos, clínicos, etc ), pNmitir.:t com·· 

pr1~ndtJ-r la .:ondui: tn .._iol.-•gi~a d~:- é'it;, dé'<:.e .-f~ r::lnccr Ad,,..más 

flS imrorh1nte t ... n~r u., n1~y·".'lr conoc1mi"!nt.:> del ·i~bido 

'' quo::- ~~ l.t ncopkt5ia de m•yor incidencia en nuestro pah. 

Posiblemente el estudio de l~'s protÚ'in:t": membranales de éste 

tipo do .-;:,ncer rcl~cionado r.on la evolución r.linica do la pa-

,·1 



de la paciente, pueda servir como un parámetro adici<'nal de 

utilidad pronóstica y/o diagnóstica. que influya el tipCt 

de tratamiento que se le proporcione a la enferma. 
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3. HIPOTESIS 

El patrón ptotéico de fa membrana citoplasmi'itica 

de las células epiteliales de Cu. N. , e:J diferente al 

de las células epiteliales de Ca. l'U , Epid~moide l•i-

~- OBJETIVOS. 

I. Estudiar por medio de Electroforesis en geles de 

Poliacrilamid:rsns. ef patrón protéico de Ja 

membrana eitoplasmátjca de célula• epitelialee 

de Cu. N. 

tl. t-nalizar por el m~todo me-ncioru:tdo anteriormente. 

el patrón protéico de la membrana citoplaemátic:a 

de ces.lulas epiteli111les de 1::a. CtJ. Epidermoide ~r 

!II. Comparar los patrones protéicos obtenidos de Ja 

membran" citoplat.mática de células epitefiale• d~ 

C•3.. Cu Epide-rmoide hvasor y de célula• epiteli11-

I•• de C'U. N. 

IV. Est11blecer las difNencias que s~ pres"'nt"""1 en~ 

tr~ lo'S patrones proteicos qutJ •e <"btengan, tanto 

de Ca. Ctt.. Epidermoide hvasor como de c:élula• 

epiteliales de ~-,.t. N. 



5. MATERIAL 

S. l. MATERT AL BIOLOGICO. 

El estudio se llevó a cabo en SO biopsia• de tuf04)'•• con 

un diagnóstico histopatológic<' de C-:::.rcLnoma Céruico Ul.erln.o 

Eptder~td• lnuascr (Ca. Cu. ), obtenid•• de pacientee ~e •cu­

diefon a1 Servicio de Ginecología del ~stituto N•cional de 

Canc•o logia. El rango de edad de eetrH pacient .. fue de 28 

a 79 año• y ningun• tuvo tratamiento previo a I• obtención de 

I• mu .. tr• 
El grupo control, e.tuvo eonatitu(do por rnuM:traa de tejido 

de cérvix uterino normal de 29 pacieritea con un rango de edad 

de 27 a 74 añoo. Eote tejido fue obtenido de pieza• quirür­

gicaa {histarec:tomía por patofogra benigna), de mujer•• ope­

rada• en los Servicios de Ginecología del Ho1pital Gea Gonz'­

lez, S.S., y de le Cllnica 32 del MSS. 

Todaa laa mue.trae de cérvix uterino colectada•, tanto laa 

normales como la• tumorale•, tuvieron un peeo mínimo promedio 

de 0.300g. 
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6. METODO. 

Las biopsias o muestras tanto de tejido de Cu. ti. como de 

Ca. Cu .• se colectaron paul3.tinemente y se procesaron de mane· 

ra semejante desde su obtención hasta el estudio de lo• pa~ 

trones protéicos. Las biopsias se recibieron en un vial con 

solución de Na.Cl al 0.94 (11. i?. 1. 1. ), con el fin de lavarlas 

y eliminar loe residuos de sangre y detritus celulares, 

A cada una de las biopsias, se loe tomó una impronta con el 

propósito de corroborar que la muestra con lo que se trabajó, 

fuese únicamente tejido maligno o benigno según el caso ( 11. 

4. 1. ). Las impronta• mas representativas del estudio, se 

fotoorafiaron Ct1. 4. 2. l.). Enseguida de practicada la im­

pronta, lae biopsia11 se colocaron en papel aluminio, se eti­

quetaron y 9e almacenaron a -'TOºC hasta la siguiente prueba. 

Debido a que las biop9Ía• de tejido normal y tumoral de cér­

vix uterino están constituídas por tejido conectivo (estroma) 

y epitelio escamoso estratificado plano no queratinizante. se 

hizo una microdisección para s"pare.r el epitelio (11. 4. 3. ). 

De este epitelio escamo110 estratificado plano no quef'atini­

zante se obtuvo, primeramente, una fraccicin de homogenado ce-

lular de!! la 1iguiente manera: 

solución de sacaro9n-TRlS·HCI 

primero en politrón y después 

El epitelio se colocó en una 

(11. 2. 2. 2. ) y homogenizó; 

con el homogenizador vidrio-te-

flón. E•te homogenado se tometió a centrifugación diferen­

cial. para obtener una fracción ric.:"! •?'l. ,.,.,,,.!flbrrina et t.oplaslftQ.­

t ·ca. (11. 4. 4 ); la cuflll se utilizó para la obtención de los 

patrones protéicot. En amb"s fraccione• celulares (homoge­

nado y 11'tembrana citoplasmatiea) se cuantificó la cnntidad de 

proteína mediante el Método de L~wry (11. 4. 5. ·72-). 

Con el objeto ·de confirmar la pureza de la fracción rica en 

membrana citoplasmatica (microsomas) se hizo un analisi1 de 

la actividad en:im~tica en és+~ fracción y en el homogenado 
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celular. com., la di!' la Ct»-shidrogenasa Lñctica (l! 4. e ~- ). 
(enzima marcadora específica de citosoJ); así como ft11 acti­

vidad de I~ S • + .. 1ucleotidasa (11. 4. e. 1 ), f en::ima intrinsica 

de membrana citoplasmatica) Dicho:\ actividt\d se determinó 

en 10 biopsias de tejido de i..··--4. t.. y 11 de ,_·;;. Ct.<. Eplder,....otd.e 

ln.t..•asc:-. Además se reali:aron observaciones morfológicas de 

la fracción microsomal, con el microscópio electrónico de 

transmisión (11. ~- 9. ). 

Las proteínas contenidas l!:n l.:. fracción tnicrosomal. se sepa­

Peso fvblecular (P~). a través de Electroforesis raron por 

en Geles de Poliacrilamida en condiciones desnatura-

li::ante!I- por el Método de •~ber y 05-born (7:'l), que permite 

conocer d PM mediante la movilidad relativa de fas proteínas 

en un campo eléctrico (1 t. 4. 7. ): y obtener así, un patrón 

proteico de la fracción rica en membrana citoplasmatica ;1;js~ 

lada tanto de células epiteliales normales como de las canee· 

roea•. 

Las prote(nas marcadoras de peso molecular conocido que se 

utilizaron fueron: Hemocianina (70 lcO}. Albúmina Séric:a Bovi­

na (ñS kD), Albúmina de Huevo (45 kD), Pepsina (34. 7 kD), 

TripsinOgeno (24 lcOJ. tr-Lactoglobina (te. 4 lcO) y Lisozima 

(14. 3 lO). Dichas proteinas so procesaron junto con Jas COI) 

tenidas en las fracciones microsomales y bajo las mismas c:on-

diciones. Cabo mene ion ar, que el corrimiento electroforéti· 

co de cada una de las fracciones microsc-m~les de fas biopsias 

de tejido de eérvix uterino normal y tumoral, se hizo por du­

plicado confirmándose así la reproducibilidad del procedi­

miento. 

Los patrones protéicos más representativos de fa fracción de 

membrana c.itoplasmatica tanto de células epiteliales normales 

como neopf¡o¡sicas así como los patrones proteicos de las pro­

teínas marcadoras de peso molecular conocido, fueron fotogra­

fiados (11. 4. 2. 2. l. 



Lo,. d=ttos que se obtuvieron de la electrofore•i• fu•ron el 

nUmero de banda'! prot~ir..as '/ la moV"ilidad electroforética 

relativa. Esta Ultima, •e calcule' midiendo la distti1incia de 

migración de cad:.t una de las proteína'! desconocidas a partir 

de '!'U origen y utili~ando h.\ ~iguiente ecuaC"icin· 

X 
M<.'»Vt1 ... lP40 •FT.ATl\'A X 

A partir de estos dato• se calculó, por extrapolación, el PH 

de la'! proteinas problemC\ contenidms en las fracciones mi- . 

crosomalcs. Para tal ef~cto. se utili~ó 

e ión: PM s •NTtLOOAa rTwo b X 1 1) • .,.. ....... "· 
1

. 

la •iguiente ecua­

Oonde ?H = pt*SO 

molecutor; b = ~rd•noda al orLeen d~ la curt>r.1; m = pt!"ndl•nte 

d~ l~'l <:l1l"V<.,.; y m.r. = 11.u1·tltdod relcitLVcr. 

Oicha ecurrición es el producto de la representación gr•fiea 

del logaritmo del PM de cada una de las proteínas marcadoras 

de PM vs la movilida.d relativa (m. r. ) de cada un• de é•tat 

proteína•. En ésta ecuación se calculó mediante o.tieitom.­

tría (l ! . 4. µ ). la concenb11ción de c3d• una de l•s fraccio­

nes protéicas problema 

Los resultados obtenidos a partir de la comparación de lo• 

patrones protéicos de células epiteliales norrnale1 y cancero­

sas, se analizaron eatadf1ticarnente. Las prueba• Mtadí•ti­

cas de ~ y Suma de Ranoo•, •• emplearon para loe dato• de 

promedio d.ao bandas protéic~.. qu• hubo en cada uno de los 
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rango~ de PM observ::>dos, concentr.:ición protCic<" y promedio de 

bandas protéicas por muestra o bi'='p~in: mientras que en el 

análisis comparativo d~I porccnt~'1jc de biop~ias proc-esad>'s 

que presentaron proteinAs con los pr,..1 encontrados, !lo utili:d 

la prueba binomial no paramétricai 
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~ •ETIXXLOOIC:O PA"iA LA OOTDCI°' !:E ?ATI'nES f'A'.JTEIOJS DE LA >effiANA CITtP~A..."­

MATICA CE CEl..U..l.S ~!Ta.IA.!. ... ES CEL c::a:NIX UTEAINJ ~ Y r-ECF\-ASICO. 

I. ~!!!.!_ E.:J:it!!lio Esc~..,.o Er.tretifics-o. 

T E J o o 

(S!cpsla ele 0.3Xlg) 

(Tejido CcnjLntivo -+ Epitelio Esesnoso Estre:tificado) 

Irrprcnt:a 

icrodiseeción s través de Microgcopfo 

EPITa..IO ESCA>CSJ ESTRATIFICAOO 

l 
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SO~i\(liir..Dkt,¡T( J tL 
(;uar~ara.c 0c)~ 

S06HNAOANH I + SCBH~iAOl.NTE 

UlTUCUTRJf~;! A Z7 .rnc R.?.<: I !C' 

soei::r~AO.t"irr <cesed11r>--.._H u.....-s E O I 

SGLUClON O~ SACAROSA 

cnmun.~a.;;. /. ecoo RP!" x is.• 

SEIHME\TO. h(SUSH1'0(i\ r HCl'O'.iENElZAA 

¡¡----H 
U<i;"'"sro:r.rxrc C~tsechar) 

H E • T O 

l RfSUSPE>1lfR COI! SOUICIOll DE SAtAAOSA 

ANALISIS OE PROTEINAS 
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1. Cuantificación de f'r:::-teín8'!3 por- el Méux:io de Lowry. 

2. Pruebas de Fl.nCional :!dad En::imática 

3. Ele:ctroforésis en t-.eles de Políac.ri­

¡.,.¡c1a-SOS al 7.5': 

4. Oensitonetr!a (Con::ent.reelón Pr-otéiea) 

Oeshidrogena:sa Láctica 

Hovilic'.ad Aolodva 

Peso ,,.,leculor 

IV.. Cbservaclones MorFol6aic:as 2=, $ ~ Clcq:>lasmét!CI!. 

1. Micros.copie Electrónica di! Trl!Jl"'1Stttis!ón 
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7. RESULTADOS 

7. t. CSSERVt.Cl 1)?1 MIC.Rt.'.ISCVPIC:A DEL EPITF.LIC.• DE CERVIX 

l/TEPINO. 

Las improntas tomfldas del tejido de ,;u././, como Ca. LH. 

muestran células epiteliales correspondiente al estrato o 

capa intermedia y :t la capa superficial del -epitelio. Estas 

efilulas son grandes y aplanadas, con un núcleo pequeño; ade~ 

más, de que el fondo de la preparación, se visuali%a limpio 

de debitu$ cefulares (F1s. " y 5). Es importante señalar 

que a pesar de que la$ preparaciones "Son de un ~xtendido ee­

lular y no de un corte hietofógieo, la uniformidad morfológi­

ca c:le ésta• células es muy evidente; caracteríatica dietinti­

va d~ un tejido normal. 

Las preparaciones de extendido• de tejido de Ca. e,...#, €ptd•r­

moirte I ~'ft7'SOr muestran, predominantemente, célula• epitelia­

les con morfología muy diversa y núcloos •umame-nte 9rand•• 

que. en algunos casos. abarcan casi la totalidad del c:itopl•! 

ma. Adem:t'S no existt!I una delimitación elara de loe dif•en-

t¡eas •on di•tintivas de un tejido neopla1foo. 
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F/,_;UR.-t 4. 

0.:o:iJ11l1-;; cel ~p1tel1--:- Pl.,n•· E~tratif1cado rol19onales 

rie- Cu. N ·)b~..,.rv~ lit"" c~l ul ~·~ r-on ;tbund;,.nle r:-í lopJ o\S­

Jn.3. n1icl~s eenlr.ales p1rncit.1cos c"'ri eroma.t.ina J9ve­

menlP 'jrumosa. :..a pr~'t".::.nc1A d~ 11nlocitos monc·nucte~­

rf=!'s (_f"t.;..i:-ha) dP.nola. nna l~v¿ reacc1..)n 1nfl:imatoría. 

CTínc1Cn: Papar11col-\•""J 

.)!> 



('".i-lt.1l"s L1·.~ ..... !¡.'tile"; ,.,.,.. C.•1.N .• d..:-1 o?<:!tr'\t•:" irit~rr.•.a­

di_r.. ~'of:ts¿.r•·t! ¡.;.5 c~l•tl i'> .- .... n abur1dl.nte c1 top\ as~. n~ 

cl"l"'(')s. rM~r,C•"''i 1~ r>·w:>}ad<:"!:. y crcm;t.\n:t h"!r'°'9•jnf~a. Di­

chas ,;-.P) 11\ ~s -?5t ~°'n :~qrupadas y pre~9nt.;in pl eg.~m1.:.or1• . ..,s. 

l°Ti n,-:¡ ,;;n: r·:i.para-:ol JOIJ. /l11mi&nlc 5'l;! V~'2'-,;;). 
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~ ohserv."ln c~luJ<ri"i del 

Epilelfo PJanr:"I Estr-alifll":".:\dn. con c1loplasma ~sc:,"So 

mal d~i1nido. nücleo gr."tndP. d~ contornes :-rrta9Ulares y 

.alguno'!'; de tt-llos hJpP.rcrorn:ilicos. La. uu9en seo ac.,m­

p.1f'la deo J 1nfoc1t.os, h1.tt iocj t.os y l~'lueoe1tos polifor~ 

nuel&.ares. CTine1+:in: H•mat~""l>nl.inai-Eostna. Aunwtnli:> 
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FJGVR.< 7. 

Células Epit.eltales de C.\. Cu. Ep1dermo1da de Ctilulas 

Se observ.1.n abund~nl•s 

r:@.l1r1.;.s con desr.roporc10n n1icleo-citoplasma, a e~n­

s.as de at1meonto de '.ama.i"'lo del ntlclao que muest.ra crorn.-

ti n.a. gr urnas.,. Los contornos nucleares son irregula-

res y el c1toplasina est.á mal de(1n1do. CTinctón: con 

He'1\at..,:d.l1n.a-Eosin~. Aumento '512 "1@-Ce>s). 
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7. -· A'.:T!\"IDAD EN::!M . .!.TICA c-F LAS FRACC'~ONES CELU! .... A-

La pure::a de la fracción rica en membrana citoplasmatica, 

se confirmó a través del ensayo de la actividad en::imática de 

la 5• -Nucl~l1dasa marcador específico de la membrana cito­

plasmatica; y de la D?c:;~udr<"'ge-n.:r.~¿\ Lá'ct.1ca_ enzim• específica 

del citoplasma_ También se realizó un experimento control 

en el que se d~terminó la actividad de éstas en%imas en el hC? 

moge-nado celular (Tcbtc D). La actividad en:imática prome-

dio de la 5'-Nucl~c'.ld"-r>a.. fue más alta ~n la fr•cción ric• 

en membrana plasmática, 2.7 veces en el ca'!o de Cu. N. y 2.11 

veces en el Cn. r•.1 . . comparada con la encontrada en el homoge­

nado celular Mientras que la actividad en:imática especifi­

ca de la r.-eo;h1dr09ena.s .. '& !_-\ct1.:a, fue mayor en el homogenado. 

8.36 veces en el caso de Ca. Cu. y 3.0 veces en el de Cu. N. , 

comparada con la analizada en la fracción membrana!. 

Al comparar la actividad enzimática de la Desh1 drogenasa L.ic­

tica del homogenado de Cu. N. con la del t:a. C•.J .• ee ve que és­

ta actividad e• menor en C'U. H. por 5.6 vece•. Todoe estos 

resultados (Tobta D) nos permiten concluir que la fracción c~ 

lular con que se trabajó si cuenta con un enriquecimiento de 

Membrana Citoplasmática; hecho que •e corroboró con lae ob•et 

vaeionee morfológicas de microecopía electrónica. 
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TABLA D. ACTIVlDAO ENZIMA TICA DE fRACOONES CELULARES 

DE CELUL.AS EPITELIALES, TANTO DE TI:...AOO HUMANO 

DE CU.N. COMO DE CA.CU. EPIOERHOIOE INVASOR. 

EJIOO DE CCRVI~ 

UTERINO 

FRACctON 

CELULAR 

'°"'' -Nl>ClEOTIOASA·;1 

H (11) 

MC(l 1) 

H Hot:\Ogen.a.do. 

HC: MP.rnbr3na CitoplasmatlcA. 

Ntj!'l't9rQ dP CAo;,os. E:,i:.-er1mE>-ntad~. 

'55.040 

116.174 

OCSH!OROOENASA 
b 

LACTICA 

·:•. 19•>7 

ú.0676 

l. 096 

o. 131 

UP1rlaC de l.a Act1v1.jad Er1:1m.it1..:a: nr.11:.le~ Pí ltbor.a.do .... m.in,...-

"14 prot. 

Unidad d.e La Act.1vidad En:1m.itica.: µsnoLac- L-lac:tato produc1dC'.,.._ 

intn'•Ti.e p>rot.. 
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7. 3. OBSERVACION H.:.XF"Ol.•.>3IC.\ L'E. LAS F"RA.CCIOOES .t\!Sl...~ 

:i!...S F'-:CAS EN HEHPRANA CIT ... '?LA..CM,:.TI\.~A 

Con el propósito de completar eJ análisis de purc:t". de la 

fracción rica en membrana eitoptasmatica producto de las cól\l 

las epiteliales det tejido dt: t:'u. N. y Ca. C1.t. , se Jfevó a cabo 

su observndón morfológica. Para tal efecto, so tomó una. 

alicuoti' de la frac:ciOn rica en membrana citoplasm..."ttica, d~ 

dos muestras de cérvix uterino se-loeecionadas aJ azar y se P'C? 

couuon para su obseorvacicin en microsc:ópio electrónico de 

transmisión. 

Se ob~~rvaron predominantemente, Vlf!"siculas d~ tamaños vari~­

dos, cuyos contornos se ••'Í'sualizan con un aspecto triJaminar, 

lo que es. S;Ugeetivo de un tipo do membfann celulat {FL~. B y 

;: ). Y dado su gro•or y morfología se sugif!lr• que ae trata 

de membrana t:itoplasmatica (2.. 3), propuesta confirmada por 

los resultados de los ensayo" enzimáticos. 
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Fl~VP. .. 45 ·~ Y <:J 

F.-:itomi.cf"ogra.fias ~lP.ct.rcin1cas de la "Frace1cin Rica en 

M,g.mbrani\ 1:itopl,,.smtr:.a" dq cE-lul:::iis: epit~li.ales corr•s­

pcind1e-nlPS .• TeJl.dC" de c..:.rv1: .. · Ul.ttrlnO Hum.a.no. Observe 

la presenc1a de .Abr;r-dantes vesiculas mernbr~nales Cmi­

croc;om,-¡,cr). Ne se .~elP.'"".•r' cc•..,t.,,rn1rnc16n con olr..:tS orga­

:-:~l c.s C""l u.1. .i.res COtn<..., 11 snsnm.\s c. rru •.oc::ondri 3S; aunque 

!"l os:~ ~hc;.erv'"'tron C/l9ct-o) vestíg!.Os de r•t.Lculo endo­

plásrru·::e> <t.t1mento X Z5.7~0). 
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7. 4. SE? A!1AC: 0N ELECTKC'f'ORE71 CA et: LAS PROTEI NAS HE:M-

9f?ANALES. 

Utili::ando la Téeniea de Electroforoeis en ~lee de Polia­

c:rifamida-SOS al 7.Si (8'. 7). s~ separaron l:n proteínas de la 

~ran~ e:itopleil'omatica de las células epit&liale•. tanto de 

tejido de Lu. N .. como de 1.-e C:u. E•te tipQ de análisis com'" 

prendió tres nsp~cto"S fundamentale,s: La obtencidn del núme~ 

ro de bandns proteica$ por mu~$tra anali::ada; d cftlc~lo del 

PM de cada una de las band•s pr()téicas y •u concientración. E! 

te último dato ee obtuvo por Oensitometrf•. 

7. 4.1. ANALISIS DE LAS PP.OTEINAS HEHBRAHALES DE: LAS 

CELl'LAS EPITELIALES DE 'ffi.J!OO HUMANO DE CU.N. 

La F"t$- to muestra un gel de polia;eril•mid1t-SOS al '1'.S'X t!t 
ñido eon a:ül d~ Coomas1ie, en el qu49 ae obserYa la imagen 

eleetroforética de I•• proteína• localizada• -. la frección 

membranal de la• eélulat epiteliales de Cu, H. 

Cualit•tivam.nte •e aproc:ia que el tn"yot nurnwo d• banda• P'2 
téícas poco d~sas, están entr• fo• 90 y 160 k:D de PM. Ad•'" 

más •xi1ten dos .grupo• de proteína• muy bien definido•. con• ... 

tituídC>t:, c-"d• uno. pot 3 bandas prot•icaa eon loa •iguiente11 
Pf,.!, 



a) Primer Grupo: 75, <)(X) ..:!alt.ons 

l! t:3, L·O~i dal tons 

I!! '34,l.'Ó('I dal tone; 

b) Segundo Grupo: 4-1,l~'-) daltor.s 

II 39,000 dalt0ns 

I!l 33.000 dal tons 

Es importante hacer notar que: 

1) La imagen electroforétic3 de la• proteína• de membfana 

que se observa en la Ft~. l(J es reproducible, ya que fue 

constante en las 29 muestras de Cu. N. procesadas (se pre­

sentó en más del 70'X de las muestras anali:ad11s ). 

2) La banda protéica, cuyo PM es de 63 kO, es la que tiene 

la mayor concentración de material. 
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r.rc-u:r:..A :o. 

! 
t 

GRUPO ~ 

PM 

•e 34 

¡.; 

" ¡¡ 

!tna"]en electrc-;foré-tica en geles de pol1acr1l.;im.ida-SOS 

al 7.5!~. teK10os ccin A:!:Úl c1e Cool:\a.ssie. A) Prot.ei nas 

de mPrnbr3.na cJtoplao;rnat1c.a. de células e-pile-tia.les de 

t~ Jld.:'! ht1ttQino en fresr'.o ne Cu. N. 9) Est..and.a1 e-s de 

PM: :':~ro Alt>Um1n"' Bovina (C\6 kD)o Albúmina de Huevo 

.... 4-=; U,-•; F·~r:sll''ª 1·1:~.7 kO"J; Trq:::,:1n6Qeno C24 k.D); (t-

1.¡;..;tc·-Jl.c·r,1n.'\ <18. 4 ~[I)~ y Lisoz1ma C14. ~ k:O). 
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El análisis cuantitativo del contenido protéico de l<.'1-s 29 

mue-stras de tejido de .:·.._. 1'' . • mostró que- el promedio de b~ridas 

proteicas, fue áe 16.~~195. C·ich:.\s bandas tuvier~n un PM 

de entre IS ~ 163 kD 

En la Gr':Í"l·-·a l. se obse-rv:a que- e-1 m:.yor núme-ro dei banda,;; Pf? 

teicas e$.ta en un rango de i'M de 120 a 150 l:O 

--------------------------- --- --·---, 
CERVIX UTERINO NORMAL 

l'DO ~ ft 91111Di1ia '9aTllt.M 

NUMERO DE BAN!JN.i (<I 
3 -·~·~--·-·-· ~----. .. ·--· - -·-·· -· ··--·-· ·- ·-· -·. 

o 
JO W 30 •O !>O 60 70 80 00 100 110 lZO 130 140 150 160 

PESO MOLEOJLAR (kDJ 

GP.AF'lCA I. 

Promedio de b.i.ndas prot.e1c"-S de te-11do d"t C•..s. N •• qutJ 

hay en cada uno de los rangos dli> P.-so Mol ~ular ""'S'.•.J-
01 ad'='S q·J~ ~e- tn.11.:an ..;.r. J.~ <':""r"ÍfJCJ. 
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El análisis densitométrico de lets imagenes eleetroforéti 

eas de las proteínas de la fracción membr.:1nal de la• ct'-lulas 

epiteliales de lils muestras de tejido de Cu. N. (Flt!'. 11 ), 

muestra las áreas de la~ 10 bandas más reproducibl"?'• observa­

das en éste tipo de tejido. Además se encontraron 2 regió­

nes heterogtineas; la que se localiza entre el origen y la 

banda 1 y r~ I I que se encuentra entre la banda 10 y el final 

del trazo. Dichas áreas engloban diversas bandas protéicas. 

que no fueron bien ~videnciadas aún densitométricamente pero 

es material protéico contenido en la fracción membrana!. Es 
importante señalar que en lit f"l(!. J 1 se observan dos aspectos 

interesantes: la presencia de- una banda (la número 6) que co­

rresponde " un PM de 63 kn. con una cresta o pico muy pronun­

ciado con respecto a los demás; y la presencia de 5 picos más 

(del 5 al 10) muy bien definidos. 

El ariálisis cuantitativo de los resultados den•itométricos 

(Tatil~ E), muestra que la banda número 6 contiene la mayor 

conccntraciOn protéica ( 12.90µlf ); y, obviamente, represent• 

el mayor porcentaje en peso del tot•I de b•ndas (25.30X). 
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rlGURA 11. 

Tra.:::!"'.> C-'!'ns1t.omélr1co represen1.at1vo de Geles de Pol1..a.­

i.;.r1l.arnit1a-SDS al 7. 5~~ t.ei'hdcs con Azúl de Coom.ilss1e. 

qu'3' cont1P.nen una coricentrac1cin de 50µ6 ée proteina. t.~ 

tal (p<'r 9el), obtenidas de la. Fracc16n Rica. en Hernbr~ 

n.a C1tr:-plasm.3.t1.:.a de ~lulas E;:1tel1.alos de C!J.N. 

La.s 12 .ire.'\s '1e\1m1' . .:.da~ Cl, 1-1!:1• 11), represa-ntan 

l.as ~"nddS prot.?1c.?os ~~ reprooue1blE?s d->l g.,l. El 

or1.;en del t.ra.:::o dens1tc~t.r1.:o, co1nride C-::'11'"> e-1 in1-

cio del gel. Estos.tra~os se usAron para obtener los 

result'\c:Jos dP ¡..,. Tctol".1 r. 
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~' 

N.JiERJ CE BAl'.aA 
f'RJTEICA 

1 
2 
3 
4 
5 
6 
7 
8 
9 

10 

11 

TOTAL 

TABLA E. ANALISIS CUANTITATIVO DEL TRAZO DENSJTOMETRJCO DE LOS GELES DE POLIACRILAMJDA-sos 
Al 7.5%1 TEÑIDOS CON AZUL DE COOM.ASSIE• DE PROTElt~AS DE MEMBRANA CITOPLASMATJCA 
DE CELULAS EPITELIALES DE CD.N. 

PE..CO CE L.A BANJA 
PRJTEICA (~) 1 ~~~!~?TA cn.cENTRACICN PR:ITEICA CE LA 

BAt-OA F'O... IPEPTIOICA Í/ 9- ) e 

0.01504' 7 .960' 3.980' 

0.00412 2.180 1.090 
0.00236 1.250 0.624 
0.00708 3. 740 1.870 
0.00376 1.990 0.990 
0.01582 8.370 4.200 
0.04870 25.800 12.900 
o.oFaO 13.960 6.9sO 
o.01n2 9.370 oJ.690 
0.02098 11.100 5.550 
0.01364 7.220 3.610 

0.01516 8.020 •1.010 

0.18820 100.00 50.00 

E.o¡tos valores se determinaron pesando cada WlO de los picos o bandas protétcas nús reproducibles trazados en el 
densi tánetro: 

b• Estos datos representan el porcentaje con el que contrib.Jye cada una de las blndas protéicas encontradas dcmsi­
ta..?tric~te, en relación con el peso total. 

e• Estos \'a.lores detenninan la concentración protéka. con la que contribuye cada una de las hlndas protéicas tra~ 
das densitatétrican-ente, en reiación C'On la CClllC'Cntración total de prote{na adicionada p::lC gel; que fue de 50~. 

d• Valores prt:lmi!dio de 5 rruestras tanadas al azar. 



7 4.2., .. ~UALIS'I.S DE LA$ PF'0TETN"A;~ HEHBf:'ANALl:S f.\E LAS 

t:::::u.n_I\::: FF~ rr:..r "L2? r.e: TEJtc··· HUM.<!t.N~\ t"E t:A -~1_1, 

l N\:J..~-.¡;· ::.:i_tB\.."PIJf>t'"l l. 

L:' imagen ele<::tr("lforéti<: a df:"I contenido protOico de la frac­

ción membrana! de l:Jo; células eptteliafes de Ca, Ct:, no es 

condante como sucede en el caso del Cu. N. Se visualizaron 3 

distintos comportamientos en el corrimiento ,electroforOtico 

que :. continuación se de-scri~n: 

La rt..'J- t2 muestra un gt:"I cilinddco de poliacrilamida-SOS 

al 7 5%, teñido con A:ül dt" Coomas$ÍC, en el que se observa 

la imagen -el~ctrofor~tict11: rie-prcsent3tiva del Subgrupo que 

repite en 12 de b'S 50 muestras analizados (23 tf, l d~ Úl. 

•:tt. Cualitativamente, a Jo lnrqo del gol se observan 8 bRn­

da" protéieae, que s.obresalen do todas las dem3.e, debido a 

que son las que Ge> visualí:aron r::on unO\ mejor d~finidón y a 

quf: son la• mó.s densas: é~tas proteínas •e encuentran entre 

los :34 ~ los 160 kO de Pl4 (Fi[j. 121. 

El an•'lisis cunotitativo mostró que tod;u las banda• protói­

ca!'J se encuehtran en el rangC'I de f'M entre 17 a 160 kD; y quc 

el promedio de bandas por muestra, fue de 17.75:3.30. Ade­

más se observ,,; qu., m~s def 80X d~ la' muo•trn~ de f!'"St,, Sub­

grupC'I. prcs-mtaron las 17 bandas ~vidcnc-iadas en .,.f gel. 

Y en fa f.:nf: 1 .- <'l T t se ob~.,.rva que la ma:yo-ri1" d"'!' la~ muetJ­

tra.!1- pte"entaro" un prom&dio de 7 b:trtdas prntéíea.• ~on un f'M 

~·hajo de SO HJ 
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FIGVFA 1~. 

7. s~;. te-i"\1docs o:on A-::.úl de COOTn.."-SSie. A) Prot.einas de 

mernt-r."l.n:\ r::.•.opla.c;:mat1c::i de ce.lulas ep1lel1a.les de t.eJ!. 

d" humi\nc ~n frt?SCr'.'I de CJ. Ct.1. I nv3sC>r: ~~':.1.:.!~ !.· 
E< Es•.~ndaro?> de f'M: Se>:"'e> t..lbÜm.ln~ Bov1n.'l <66 k:D); Al­

h•.im1 t1rt dP Hu1?v0 .,: 45 kO): Per-c:: na. ( 34. !' lcD) ~ Tr tps1 nó­

g~r,-: (¿.; k.OJ; ,,·~-L:v:tr:>glot-1na ".tB. ~ k.0-,~ y LlSO:'!'!ma 

.. : l ... ~~ \ 0). 
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¡-·-·-· - ----- -----------------·----· 

! GRUPO 1 DE CANCER CERVICO UTERINO 
1"00 MOl.EQJLAll VI ~ HM)mC.\I 

NUMERO DE BANDAS (x) 
::i¡- -- - .. --··--·-------·-- - -- -· --- --··-- -~ -- ~- ---··1 

1 

2~ 

e>rc.~J<."'.) dt..'- ba.nd.).-::; i:'role1c.as deol Subgrupo I dffl l&Jl­

do Co? Ca.. C11. I nva"ic-r; qu~ hay en cada •mo de 1 os ran­

·;l·""S d.,. p.,.i;C"' H:J ... c-11}.·,r qTJP o;P 1nd1c;.n en l;, C-.rif1c.a. 

s6 



Los resultados obtenidos en el análisis densitométrico de la 

imagen electroforétiea del Subgrupo I de Ca. Cu. (Fi~. t.?) di 
fieren do los obtenidos en el tejido normal {Fl~. I t ). Se 
encontraron 12 áreas eorrespondiente'S a las bandi.ls más repro­

ducibles y 2 regiones heterogCneas: una al inicio (I) y otra 

al final del tra:o densitométrico {ll) (Fttf. 13). En ti.ta 

última área heterogénea se e-ncuentra una eerie de bandas pro­

téicas de bnjo PM (10 a 20 lcO), c::uyo tra:o densitométrico no 

es lo suficientemente reproducible sin embargo, es materiAI 

proteico que forma parte de Ja fracción membrana! aislada. 

Dentro de las 12 áreas mayormente reproducibles, ee distin­

guen 6 cuyas crestas o picos son los más pronunciados (1, 3, 

5, 7, 9 y 10); y los otros 6 picos son meno• prominente• (2, 

4. 6, 8. 11 y 12) (F't¡<:. ,_<). 

El análisis cuantitativo de los trazo• deneitométricos de 

(Tabla F), muestra que las bandas o picos protéieos que tie­

nen una mayor concentración de proteína, por cierto muy aimi­

lar entre si, oon la 3 (3.435µ.r), 5 (4.06µ.r), 7 (5.3µ.r), 9 

(4.631µ.rl. 10 (528,,~l. 11 (3.13µ.rl y la 12 (4.453µ.rJ. Eo­

taa 7 band•• protéica• representan obviamente, el mayor por­

centaje del total de banda•. El re•to de pico• protéicoe, 

(1, 2, 4, 6 y 8J tienen una concentración protéica que oecila 

entre 1 a 2.3 µ11. Es interesante mencionar, que la zona he· 

terogénea I I, engloba un total del 19.9X de la• proteínas. 
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Flr;{JIU 13, 

Tr~7c ó~n~1tometr1~v ~epr~se~t~t1vo a~ 99les d$ pol1a­

cr-il lr...l.·ja--::r:;;s ~t 7.5~• •.tefüd,,,..,.s :::cin A:Vl de CoomJiss.1~). 

que r;otit.~eneri un.l. c.cncentrac16r: de 50µ~ de prot9lna 

tc-ta.l Cp.-,.r g~l). 0bt~n1do de la fracc10n r1ca en mem­

br•n~ c:1tc•;:-l~~!t'o;o.t.Jc~ de -=~lula~ ~p.tteltalPs d€" 1:a.Cu 

tnva::.r:r. ,::..·:rrA'ipr::..,,·Her1t_~s al Subgrttp:- I. 

L;,;;; 14 .:.r~a·,,. ..::!.P!1rr.ttJ.d'i'5 e;. 1-1.?. !!::. r&¡::-r~"S.a-n•an. 

!;;i5. b""nC.l:~ ¡::-r<:·t..:?i.ca~ :!" . .is r-(.-prr,..,..jt.S-:1ble~ dP.l gll?-l El 

or17""'n .1.,,.1 tr'\::w o.~nsJt..on-Wtr1cc. cotnc1cte con el l.t'lt-

C\0 Cf"i :_::,.¿.. •• 

resulta~os d& l~ Table F. 
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IUERJ <E BANlA 
f'F<JTEICA 

l 
2 
3 
4 
5 
6 

~ 1 7 
0 
9 

10 
11 
12 

11 

TOTAL 

TABLA f. ANALIStS CUANTtlATIVO DE\. TRAZO CEflSITOHETRICO OE \.OS GELES DE POLIACRILAMIDA-SOS 
AL 7 .5%. TEÑIDOS COtl AZUL DE COOMASSIE1 DE PROTEINAS DE MEMBRANA CITOPLASMATICA 
DE CELULllS EPITELIALES DE CA.CU,, lH\'ASOR, CORRESPONDIENTES AL SUBGRUPO 1, 

PESO t:E LA SAKlA ~~l~~~NTA CCN:ENTRACID'll PFVJTEICA t:E LA 
PR'JlEICA (?)' BMDA PU.IPEPTIOICA (,¡1~ }e 

0.0111• 2.977d ¡.490• 

0.0100 2.544 1.272 
0.0105 2.672 1.336 
0.0210 6.070 3.435 
0.0005 2.163 1.001 
0.0319 0.117 4.060 
0.0173 4.402 2.201 
0.0421 10.712 5.360 
0.0103 4.656 2.326 
0.0364 9.262 4.631 
0.0415 10.560 5.200 
0.0246 6.259 3.130 
0.0350 0.906 4,453 

0.0701 19.073 9.936 

0.3930 100.00 50.00 

Estos valore• se determinaron pesando cada uno de los picos o bandas protéicas irás reproducibles tra·•.Jc.ios en el dcn­
sitónetro. 

b• F.stos datos representan el porcentaje con el que contribuye cada Wla de las bandas protéicas encontr.)d,1~· (!nnsitor.ié· 
tricarrente, en relación con el peso total. 

e• Estos valores determinan la concentración protéica, con la que contribuye cada una de las b<'l.ndas protéicas trazadas 
densitcr.étricarrente, en relaci6n con la cor.':·'.':1traciÓ.'l total de protelna adicioni!.da por gel; que fue de 5Cpf· 

d• Valores pranodio de 5 muestras t.arodas al azar. 



Ln ri~·. ! .J muestr.:o1 un gel cilíndrico de poliacrilamida-

SDS al 7.SX teñido con a:.úl de Coomassir,-, en el que se ob•c:-r­

va la imagen electroforétit.:a representativa del Subgrupo 11. 

Est~ imagen se encontró en \6 casos (30.8%) de las muestras 

de Ca.e~. procesadas-

Este subgrupo se caracteriza por presentar. a nivel cualita­

litativo, una imagen de bandeo protéico. en su mayoría, bien 

definido; sobre todo tO bandas que tienen una densidad mayor. 

y muy similar entro si. Los PM en los que se engloban e.tas 

10 proteína•. van de 35 a los 160 k::D lFt~. 14). También 

existe una serie de bandas protéicas de bajo PM de antre 16 ei 

31 kD lr15. t ..J ). Otro aspecto intere-sante, es que se visua­

li:an 6 bandas proteicas bien demarcadas. cuyo PM se encuentra 

entre los 35 a los 100 k:D. Además, entro estas proteínas se 

observan bandas proteicas muy difusas { Ft!J,. 1-' ). 

El análisis cuantitativo mostró que f!'I promedio de b.mdas 

protéices por muestra es de 17 .4-0:3.10; que loe PM en los que 

se encuentran todas estas bandas proteícas es de 16 haeta 160 

kO; y que más del 70X. de las mueatras tienen lfts bendae pro~ 

téicas que se observan en la Ft~. 11. 

60 



rIGURA 14. 

=-- PM 

I
,,, __ ... < 66 k0d 

,,.. < 45 

• < J4 

¡ < 24 

ft < 18 

< 14 

A 8 

I:n.agPn P.leclrcfcret1c~ P.n gP.l rle poliacriL:tnud~-SDS .a.1 

7. 5•.o. t ef"h do con A::til da Coom.:1ss1 e. A) Proteínas de 

membran~ c1t.oplasma.ti<:a dft c.;;lulas ep1lel1.Jiles de tej!_ 

do humano en fr~<:o de Cai.Cu. Invasor. corr&spondien­

t"!'S a! ~~~~~ !!.; 9) Est.ánda.reos de PH: S!>ro AlbÜm!:._ 

na Bovina. <56 k0); AlbÜminco de Ht1PVO (45 tO); Pepsin:\ 

<34.7 kD:. Tr1ps1nÓ9eno (24 kO); ~-Lacloglob1n.a. C1S.4 

t0); y Liso~1ma (14.3 kO). 
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En la ~t"dt tea I ! ! , ha diferencia deJ Subgrupo anterior (Grc!­

J l O:a l ! ), s-ófo se observa un promedio de 6 band4!'l'S abajo de 

lo• 40 kO de PM. 

El análisis dens.itomi&tdco de la imag•n ofecttoforétiea do 

las proteínas del Subgrupo l I de 1_·a. c~.1. (Fla. t 5). muestra C! 

racterísticas diferontes a lae del Cu. N. {fltf. z t) y a la• 

dc1 Subgrupo I (Ft.e. t~). Se encontraron 13 Área• que co­

rresponden a las bandas protéica• m3s reproducibles de este 

Subgrupo II d~ Ca. Cu. Al igual que en el Subgrupo I. se pr!J 

sentaron 2 :zon'lls heterogóneac de banda11 protéicaa poco r•pro­

ducibles densitométdcamente; f!I área $e locnlizn al princi 

pio del trazo. mientras que la t t u~ ubica af finaL Los P! 

cos protéico l. 3, 5, 6. 7, 8 y 9 están bien definido• y con­

tienen una mayor concentración d<i proteína:•. En cambio. Jos 

picos protéico'!> 2. 4, 10. 11, 12 y 13: ton menos pronunciados 

y «e requiere del anióilisia cuantitativo, ~ara conocer la can­

tidad de proteine que contiene cada uno do eJl01. 

El análisis (:Uantit:\tivo de los resultado• don•itometricoc 

(Tabla G) mueaha que la'I bandas 7 y 8 contienen la mayor COI) 

.;entracjón de proteínn comparada• con el resto de las bandas 

(S.98 y 5.64 µfi re•pectivamento) y <:nda una repre•enta el UX 

del total de proteína•; mientras que los pieos 4, 1 y 2 son 

loa que tienie-n la menor concentración de protefna (0.91'8. 

t.26T y 1-422 µ~ re•p~tivamento ), La :::ona heterogJ..,e• l t. 
presenta un• concentración de 4.6 µe': de protefn:a. 
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·--------------------------
GRUPO 11 DE CANCER CERVICO UTERINO 

H90 ll&OllCU\..Ull VI U1rDU .. lllO'mCl.I 

NUMERO 0€ BANDAS { x) 3..-----------------------, 

o 
10 20 30 40 !iO 60 70 80 90 100 110 120 130 140 160 160 

PESO MOLEOJLAR (kD) 

ORAl'1CA 1 fT. 

Promedio de bandas prot..licas del Subf;rupo 11 de t.ejl­

do d. Ca.Cu. Invasor; qu.-. hay en e~ uno <M- los ran­

cos de Peso Molecular qu& ... tndJc•n en la OrUic:a. 



FIGURA 15. 

Tra::o de>ns1lomét.r1.co de gel11!'5 de pctliacrilamida-SOS al 

7.5"·-~ tef"i1d<:l'S con Azúl de Coomass1e, que contienen una 

concentración de 5ú µ6 de proteína total (por gel), de 

fracc16n de membrana citoplasm.at1ca de células ep1le­

J 1ale~ d~ Ca.Cu. Invasor, correspondientes al Subgrupo 

[ I. 

Las 15 ..;r•.as del1nut.adas CI, 1-13, IJ), r•pres•nlan 

las bandas protor?icas más reproducibles del gel: y el 

origen d9l ~razo dens1tomoitr1co, co1nc1de con •l in1-

eio d'Z-1 g~l. Los lra.zos observados, se usaron para 

obtener los resultados de la Tabla G. 
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1UEro CE BlKL< 
PRlTEICA 

1 
2 
3 
4 
5 
6 
7 
8 

~ 1 
9 

10 
ll 
12 
13 

II 

TOTAL 

TAELA G. ANA.LISIS CUAllTITATIVO DEL TRAZO CENSITOMETRICO CE LOS GELES OE POLIACRILAMtt'A-SDS AL 
7 .5'%. TEÑIDOS CON J\ZUL nE COOfo'.ASSIE1 t'E PROTEl~AS DE MEY.BRANA CITOPLASMATICA nF. CE-­
LVUS EPln:U,*,LES DE CA.CU. U\\'ASOR, CORRESrOSDIENTES Al Sl'BGRUPO n. 

PEEO CE LA EWOA l'Cff:ENTA..E o.E FEl'AES8-.'TA ~RACI~ PRJTEICA CE LA 
PF.OTEICA ( pl 1 LA SA."DA FAOTEICA ('!1;.) b llAN:JA PO-IPEPT IOICA (j.17} e 

0.00i9 d 3.511 e 1. 755d 

0.0057 2.sn 1.2(;7 
0.0064 2.8•i4 1.422 
0.0091 4.044 2.022 
0.0044 !.955 0.978 
0.0145 6.444 3.222 
0.0193 6.578 4.289 
0.0269 11.955 5.978 
o.02s.1 11.289 5.t)..~4 

0.0145 6.444 3.222 
0.0143 6.355 3.178 
0.0181 8.044 ..;.022 
0.0133 5.911 2.955 
0.0109 4.844 2.•122 

0.0208 9.244 4.622 

0.2250 100.00 so.oo 

•• Estos valore!J se determinaron pesando cada uno de los picos o blndas protéicas más ret:iroducibles trau1c:!os t:'n el den­
si t.énetro. 

b• Estos datos representan el porcentaje con el que contribuye cJ.da una de las bandas protéicas cncontr¡i;,~:.o~ dcnsitc.c:i-­
tricar.ente, en relación ccn el peso total. 

e• Estos valores determinan la concentración protéica, con la que contrib..lye carla una de las bandas protéic.d lrilzadas 
densita:-étricM!l.'!f'.lte, en rel<!ición con la concentración total de proteína adicionada por gel1 que fu(• Ce so,..;. 

d• Valores ~rcr.cdio de S r11.JeStras taradas al az..l.r. 



El t~rc~r grupo de ~ . i ·i•· 1~· .... -. CC'lnstn de 22 muestra-s 

j 4.2.31~): las cuales prec;entan una imagen electroferetica re-

prcsentativa como la que. se observi\ en el gel cilíndrico do 

poliacrilamid,rSDS al 7 .S'z:. teñido con Azúl de Coomassie ( Ft e. 
16). En esta imagen '$e observan de · 8 bandas proteicas con 

un f•M entre 34 a 140 k:[) que '$Obresalen de la9 demás debido a 

la mayor c.-.ntidad de r:olorante que absorbieron y a que se vi­

'$uali:an con una buena definición (r't~. 16). Contrariamen­

te. abajo de los 30 kD de PM &e obeerva una serie de 5 bandas 

difusas y con poca absorción de colorante (Ft~. fó). 

El aníilisis cuantitativo mostró que todas las bandas pro­

téicns obo;ervadas, se encontraron en el rango de PM entre 17 

a 161 k.D; además do que el promedio de bandas, por muestra. 

fue de 17 20:2.42. Y más del 80% de las muestras, presenta-

ron esta imagen eloctroforetica (Ftd. t 6}. 

tica cuantitativa import.:.nte de este Subgrupo es que preeen­

tó un promedio de 6 bandos protéiea'J a PM. por debajo de 40 k:D 

(Gr<;¡, ca !V). 

El análisis densitométrico de la imagen electroforética de 

la'l bandas protéieas de este Subgrupo t I I, se muestra en la 

En ella "Se observan 12 áreas que corresponden c. 

las bandas protéicas mejor definidas que visualizaron. 

También se marearon dos :onus (I y I I ), que contienen diver-

sas proteínas poco evidentes den•itométricC11mente. La l'Ona 

I. se encuentra al inicio del tra%o;mientr•• que la zon• I I, 

estó. al final (Fie. 17}. En esta Ft6. 17 se aprecian 7 pi-
eos protéicos qu~ al parecer tienen concentraciones similaree 

entre -;í; pero mayore-s al de las demás proteína•; dicho• pi­

cos son: 1, 3, 5, 6, 7, 9 y 10 Las áreas 2, 4. 8, 11 y 

12. cu.:.litativamente parece que contienen menos material. 
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.o. PM 

I 
• < 66k0a 

• < 4~ 

• < 34 

1 < 24 

t. < 18 

< 14 

A B 

F!GVP.~ tñ. 

l:n.agen 4>lect.rofore.t.1•:a en g~l~s d<B> pol1ac:r1lamida-SDS 

al ?.~~. t.ei'ltdos .:ori Aztil de Coeimass1e. A-) Protein.11s 

d"!' membrar1~ CJloplasm.attca de celulas eplleltales de 

lPJldo hu""no PO fr1tsco d• Ca..Cu. tnva"i:or. correospon­

d1~nt"!'s a.l ~!:!S9.::.~~ 1!.!.· 8) Esl.Índa.rP.s de PM: Serci 

Al búm.1 na Bov1 na (66 k:O): Al bdmt n~ dfl!I Huevo < •5 lcO); 

Pe~s1na C34.7 kO); Tr1ps1nOgeno (24 kO); n-L..:acto-;lo­
b1na (19.4 tD): y Liso:ima (1.f..3 kO). 
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GRUPO 111 DE CANCER CERVICO UTERINO 
POO WOl.ECUl.MI YI &U«IM HIOTDC'I 

NUt.E'lO DE 9AN°"'5 ¡x) 
3 --------------- --

-

10 w 30 40 t.o oo m eo oo 100 110 120 130 1•0 150 150 

PESO MOLEaJLAR (kD) 

l~RAF!t:A ll~. 

-, 

Pr;."'tt'le<llo dP band;.s pro~&i.cas dol Sub<]ru~ Il ! del t#1t­

JldO de Ca.Cu. Invasor; que hay en cada uno de- l~ 

rango~ de Peso Molecular estudiados. 
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.. 

r1~;uRA 17. 

Tr.'\Zo densi t.omcitrico r~presen1..~l1 vo d~ geles de poli a­

•:r 1 l .l.nud..\-sn5: al 7. 5% lef'U.dos con Azúl de Coom.assi e. 

que contien~n una concentractOn de 50 µ6 de prot~ina 

total C::por gel)~ d,.. fr.acción mentbranal de <~4lul.as epi­

lelt.,l~ de teJ1d" de Ca. C1.i:., corre-spcnd1ent.e ,¡,l Sub­

;¡rupo rrr. 
Las 14 .Ír-q:is d•ltrn1tad;.s <t. 1-1z y Il), r•pres•ntan 

l~s b3ridas pro;_ftlcas m.&s reproducibles del gl2>l. Los 

tra~ós obse~vados SP usaron p~ra obtener los datos d~ 

l.a Ta?li:i H. 
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El análisis cuantitativo de Ja Fts. z-r, se muestra en fa 

los picos proteicos 3, 5, 6, 7, Como se esperab~ 

9, 10 incluyendo además el 12 y con excepc:.ión del 1, muestran 

la mayor concentración protéic;a de las 12 áreas mnrcadas. ~ 

be re-ealtnr. que do loiJ 7 picos J='rotéicos, lo• marc•do11 con 

el número 7. 9 y 10; son 1os que más sobresafen. debido • la 

concentración de proteínn 

otros 4 picos protéicos. 

ción prot&ica da 5.093 µ~; 

ne 4.894 µ!( de proteína. 

que contienen con r~$pee to a los 

Así, ef pico 7 tiene una concentr! 

el 9 de 5 O ue y el pico 10 con tí! 

'f la~ bandas protéieas 1. 2. 4. 8 

y 11 eontien~n una eoneentraciOn prote.ica entre l y 2 µe, ca­

d• una de ella•. 

Fina.lmenta f:tl área htlterogénea t I es la que representa el ma­

yor porcentaje del total de proteíruu siendo el 2420%, 
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~CEeJ.."'ll4 
PRJTE.ICA 

5 
6 
7 
8 
9 

~ 1 :~ 
12 

II 

TOTAL 

TABLA H. A.NALJSIS CUANTITATIVO DEL TRAZO DENSJTOMETRICO DE LOS GELES DE POLJACRILAHIOA-SOS AL 
7 .Si. TE~ICOS COtl AZUL DE COOMASSIE· DE PROTEJt;AS DE MEMRRMIA CITOPLASMATICA DE CE-­
LULAS EPITELil.LES DE CA.cu. lN\'ASOR, CORRESP0~1HENTES AL SUBGRUPO In. 

PESO CE LA. eJ.1-.0A. PCFCENT A...E. r:t.E FEPfESENT A CCN:ENTnACIC:r.,¡ PRJTEICA CE LA 
F'AJTEICA {!l-} 1 LA BMO.&. PRJTEICA (,_,)b BAJ-OA. PO..!PE?TIDICA (JJ9)' 

o.0092c! 2.450(! J .223d 

0.0145 3.860 l.930 
0.0105 2.500 !.3% 
0.0250 6.810 3.404 
0.0101 2.6Bó l.343 
0.0275 7.31.; 3.657 
0.0216 5.796 2.899 
0.0383 10.186 5.093 
0.0139 3.697 l.848 
0.0376 10.000 5.000 
0.0368 9. 787 4.89·1 
0.0166 4.415 2.207 
0.0229 6.090 3.045 

0.0910 24.202 12.101 

0.3760 100.00 50.00 

•• Estos valorc-s se C:etenninaron ¡:esando cada una de las bandas o picos protóicos r.ús reproducibles trazados en el deo­
s! tér.ctro. 

b• Estos datos representan el porcentaje con el que contribuye cada una de las bandas protéicas cncontrad.1s donsitaré-
tricar.ente, en rotación con el peso total. · 

e• Estos valeros detcnninan ta concentración protéka, CCX'l la que contribu}'~ cada una de las bandas protéicas trazadas 
densitarétricanente, en relacifu coo la concentrac:iOO total de proteína aclicionada p:Jr gt"!l; cr-ie ft:i:i de 50,us>. 

d• \'alares pra:iedio de 5 ruestras tocuC.1s al a::ar. 



Como y~ se mencion\.i P.I e"ntenido protCico de la mombrort,¡1 

plasmñtica de la" célula-s epiteliales del tejido humano ien 

fresco de Ca. ,-1; .• no mostró un patrón protéico caracterl~tico 

en fos 50 casos ~studiados, sino que se visualizaron 3 disti~ 

bu imag•rmes olectroforOtic~s cuyas. Ci\racteri.sticns distinti­

va• ¡) .::ontinuación se corn.p~ra.n y anali:an: 

Una d~ l<\s primeras diferencias es ol nUrnero de c~sos d"' que 

con~ta r.n~a uno de ~stos sub9rupos. Así el s1.1b9rupr.- I t t es 

'="I que cnglob~ el mayor numero d .... muestras· 22.; mientr~" que 

el $Ubgrupo I I. tiene 16 y ol menor nümero fo presenta el -;ut> 

grupo :r. con 12. Esto quiero dcc::ir que aunque el grupo de 

e~:. r:u, nn ticnc una mism:t imagen eJectroforCtica. en todos 

lote catos estudiados: si hay una. de ~Has que pr("dominn. 

Cu~litativamcnt~ 

lientee (Fl,~. P~l: 

1) El sub gr upo 

observ~n v:\rias diferencias sobres:\-

muestra 8 band;ls protéicRs sobresnlientas 

que se encu~nhan entre los 34 R 160 kD de PM, mientras 

que- en el suhgrupo : ! se observan 10 b3ndas bien defini­

das pero entre los 35 a 160 kD y el subgrupo I ! I mue•tra 

tarnbi~n 8 bandas prcotéícRs ma.yorme-nte den•as y definid~u. 

«ntr" lc>s 3*.000 " 160.000 ~n d,. f•M. 

2) Lott 3 subgrupos mues.han una: terie de b~ndas protéic:ae p~ 

co densas t\bajo deo los 30 k:O de f'M 

A nivel cuantitativo las cnractedsticas má• sobres:.li~n­

tf!s de aste anoilisis compar..-.tívo entre los sub\Jrupos de t..."a . 

.;.,. fueron: 
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FIC.URA 18. 

Comparación de las iinagenes eleclroforét.icas en geles 

de pol1a.cr1laru1da-SOS al 7.5%. t.ef'lidos con Azúl de 

Coomass1P-. de los Subgrupos re-sult.~les del tejido en 

fresco humano de Ca.Cu. Invasor. A). 8) y C) Prolei­

nas de melftbrAna cilopla.~mal1ca de células epilel1ales 

de los Subgrupos I, II y 111 r&'Spect..iva,.,.,.,le. 

0) Estándares de PM: Sero AlbÚm.in.oa. Bovina C66 lr::D); Al­

búmina de Huevo C45 kO): Pepsina C34.7 tD); Trips1nóg~ 

no C2• k0); ~-W..ctoglobina (18.4 tD); y Lisozima (14.3 

tO). 
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1) El promedio de bandas protéicas por muestra observado en 

cada uno de estos subgrupos fue muy similar entre sí 

(17.4 bandas promedio), no existiendo una diferencia es­

tadísticamente significativa. 

2) En el análisis comparativo del númet'o de bandas protéic•• 

por rango de PH (GrÓ/lca V) ae observaron diferenci•s es­

tadísticamente significativas tanto en bajos como en al­

to• PM. En PM menores de SO lcD, los subgrupos I y IlI 

·tienen un promedio de 7 bandas; mientras que en el sub­

grupo I I h•y 6. 

En PM mayores a 110 lcO la• dif•.neiae mlÍ• importante• 

son: El subgrupo I I I, tiene 3 bandas protéicas promedio 

en un rango de 110 a 120 kO comparado con los otroa 2 su~ 

grupos que tienen 2 bandas protéicas en éste mismo rango 

de PM (p(0.0001 J. Entre los 140 a ISO kD el aubgrupo I I 

tiene 3 bandas protéieas en promedio comparado con los 

otros 2 subgrupos (p(0.0001). Y el oubgrupo I, tiene 3 

bandas protéieas entre los 150 a 160 lcD (p•0.0001 ). 

En la Tte. 19, se 1TK.Jestran loe trazos deneitoméhicoe re­

presentativo• de cada uno de los 3 subgrupoa de Ca. Ct.1. , estu­

diados; cualitativamente, en oste tipo de trazos, se visuali­

zan un poco mejor las diferencias que h•y entre loe aubgru­

pos de Ca. Cu. : así tenemos que el subgrupo que tiene un ma­

yor número de área., delimitadas correspondientes • 1•9 bandas 

protéicas más reproducibles, fue el subgrupo II, que conató 

de 13 áreas además de l•a 2 área• heterogéneas en donde •e °'.:.' 

globRn aquellas pr1>teínas poco reproducible• densitoméhica­

mente En tanto el eubgrupo r y 11 l presentaron 12 áreas 

protéicns y sus dos respectivas ::onns heterogéneas. 

Otra de las diferencias fue que mientras que en el aubgrupo I 

se visuali:aron 6 picos proteicos muy bien definidos y pronu!J 

ciado•, en los subgrupos T J y I I t, se observaron 7. 
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------------------------ -
GRUPOS DE CANCER CERVICO UTERINO INVASOR 

PESO MOl~CULAA Y8 IU.ND."9i PAOTtlC.U 

NUMERO DE S,..\NU,\S (Y 1 
3~--------

10 20 30 40 50 ISO 70 80 90 100 110 !W 130 140 150 150 

PESO MOLECULAR (1'0) 

- uRUPO 1 - GRUPO 11 c:J GRUPO 111 

*P <0.05 

Co~1par~--i6n del Prr:ime-dio d.,. t-af'jAs protétcas • .,,.o•.r~ 

c:at1a 1mn .::!~ los Subgr1.lpos fortna.OC·S .:Jel teJl do de 

Ca.Cu Tnvaso~ et. II y III): que hdy en cada uno de 

los rangos de Peso M<:·lf'h:ul.ar que -so indican en la Gr-.i-

t ica. 
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F'IWRA t9. 

Ccmparac1én de cada uno de los Tra~os Densitorr.O~ricos 

~epresentat1vos de g&les de poliacrtlam.J.da-SOS al 7.6~ 

tenidos con A=Ül da Cooma~s1e, que conlion&n una con­

cent rac:.On de 50 lit! de protein.a lo\.;.l por gel. de f?"".a.s_ 

ción do membrana c1toplasmal1ca de célul3s op1tel1ale~ 

de cada uno de los 3 Subgrupos dE- Ca. Cu. Inva.,.or {l. 

rI y !ID Todas las .irea<s: delimlt.adas. en c:ada uno 

o~ los 3 tra::c-'i oens1t.orr.ét.r1cos i:orrespondlfi>nt..•s a los= 

3 subgrr.rpos* r.=,preser,tan las b•nd•s prol.í1c:a.s m.is re­

producibl~~ del gel. El or1gen de c~da uno de éstos 3 

t r .a:cs, c:•..,1 ;,-,; l dt:!o con el ¡ nt e 1 o dfO>l gel. Los t.r.i:os 

observados se utJ.lizaron, pJt.r..). obl•r.er lo'S resultados 

t:ie la Tabla. l. 
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También se comp<uó l.:a concentración protéica de Jos picos 

más reproducibles y mejor definidos de los 3 subgrupos de Ca. 

C ·1 ( T1"'!t-1 a ! ) Cabe mencionar. que cada uno de los picos 

protéic-os escogidos para realizar el analisis; comparativo, ~e 

acomod~ron de r1cuerdo a su P11 y no por el número que se le 

asignó en el trazo densitométrico. 

En primera instancia, so puede observar (Ta~!a l }. que los 

subgrupos que presentan un mayor número de diferencias son 

f..)s subgrupos ! r y : Ir. debido a que no tienen 2 de los 5 pi­

cos protéicos mejor definidos y que se observan en el subgru-

po r. Estas diferencias son estadfsticamonte significativas 

lp(0.001 ). Respecto a Ja conccntraciOn protéica de los pi-

cos con un PH aproximado de 50 y 38 k:D, es mayor en el subgr~ 

po I I. comparado con el subgrupo r. Las diferencias son es-

tadísticament~ significativa$ (p(0.001 y p(0.0001 respectiva­

mente). 

El eubgrupo I Ir tiene un pico protéico con un PM aproximado 

de 40 kD cuya concentración protéica es mayor que la presen­

tada por el subgrupo l. La diferencia es estadísticamerite 

significativa (p(0.0001 ). Finalmente, el eubgrupo tiene 

el pico con mayor concentracicin protéica a un PH de 30 kD; 

comparado con los otros dos subgrupos de C•:t.. t:u. También la 

diferencia es estadísticamente significativa (p(0.001 ). 

En cu~nto al contenido protéico de membrana citoplasmatica, a 

través de este análisis queda de manifiesto que el subgrupo I 

de 1."a. Cu. es el que presl(!onta las mayores diferencil"ls con res­

pecto a Jos otros 2 subgrupos de Ca. Cu. 
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.... • 

SUBGRUt-0 

loo .... _, ... [""1""') 

6 6S,OOO 

7 Sl,000 

8 42,000 

9 38,000 

10 ll,000 

TABLA l. CO!!PAl\ACION DE LA CONCEJ;Tl\ACIOS PROTEICA DE LAS r.A.\"DAS POLIPEPTIDICAS M&JOR 
DEFINIDAS A PARTIR DEL 1'11.AZO DEXSlTOMET&lCO; DE LOS SUBGR\J'p0S DE CA.C\l. 1 -­

INVASOR. 

1 1 SUBGRUPO 11 1 SUBORUPO l: l 

1 [PN>tl .a lrc . .- - 1 A< ["'1..,._l 1 &'ro<l ~• 1,.,. m - J,.. [""1tcno) l {Protl ~• 

2.201 lio u ob•trva una banda prothca con - 6 
64 ·ººº 2,899 

un M(, 11.11.ilar, • 

S.360 7 S0,000 S,978• No lt oburva una banda prot'1ca con 
un PM1 lia.ilar. • 

2.328 ~: ~. o~~:~:r~~· b1nda protlica con - 9 40,000 !LOOO • 

4.631 8 38,000 S.644• No 11 oburva un1 banda prC'lotiÍica c:cin 
un PM1 1lta.i.lar, • 

S.280 • 10 32,000 3.178 11 32,000 2. 207 

' p(O,OS 



7. 4.e. A."lAL!S'!S c::M?AP.AT!l/O C'E LAS PROTE!NAS ~.EHBRA­

NALES DE CE!..L_AS EP!TELI .: .. LES DE TE.!!:":1 DE 

CV. N. , CONTRA CAr'A UNO DE LOS S\!BG;<L'POS DE~ 

TEJ!~) DF CA.~U. !NVASCR. 

Después de haber analizado comparativamente cada uno de 

los eubgrupos de Ca_ Cu. queda por aclarar qué tan parecidos o 

diferente11 eon estos subgrupos de Ca. f'.."'u. con el grupo control 

de Cu. N. en cuanto al contenido protéico. Anteriormente ya 

se habían vislumbrado algunas observaciones al respecto 

Ahora se hará el anülisis comparativo del contenido protéico 

de membrana citoplasmatica de cada uno de los subgrupos de 

1."u. contra el eontit"nido protéico de membrana citoplasmati­

ca del grupo r.ontrol de 1·u. N. 

Al observar y comparar en la Ft61..J.rc ¿,J que contiene cada una 

de las imagenes eloc:troforéticas del contenido protéico de 

C•1. N. y de los subgrupos de Ca. ,~'ll factible determinar a 

priori, ciertas diferencias cualitativas. Lo primero e-s la 

pre$encia en el patrón protéico del Lu. N. de una banda con un 

PH de 63 kD que se ob-servn bastante densa y teñida (Fte, . 

.::·11-c..¡ l. lo quo indica, una concentración de material protéico 

mayor; mientras que en las imagenes electroforeticas del con­

tenido protéico do membrana plasmriitica do los 3 subgrupoa de 

Ca. C·1. (F• '!· ¿¡··-E. L y !1) ::.unque existe una banda con un PH 

similar no se obseorva tnl característii::a. 

Tambien es ovidonte en el patrón proteico de Cu. N. JA presen­

cia do do!S grupos protéicos muy marcados cuyos PM vnn de 30 a 

75 lcD. En el c¡,so de los subgrupo• de Ca. Cu. aunque se ob­

servan agrupaciones de proteínas estas difieren de las del 

L-'U- N. ; aai tenemos que en lo• 3 subgrupos de Ca. Cu. se obser­

van 5 proteínas más sobresalientes que están entre los 30 a 

76 lcD de PH y que difieren en si, tanto en PM como en concen­

tración (F"te. 20 8. e )' [1). 
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PM 

< l-l 

Im.19~ne$ el~t.r•::.forét.1cd.5 en ge-les dE> pol1acr1l.;,.cr1-

nud<1.-SDS .ill 7.5•,~ 1.el''iidos. con Azúl de Coom.a.ssie~ del t! 

jldo h•J'l\.'lOO en. lrescc da Cu. U. y de los 3 Subt]rupos r! 

st.Jltant.es do=:tl l&Jldo de Ca.Cu. !nv-1\sor. A Prot.eÍn..l'S 

de me.mbr.ln;. c1tcpla:smat1c.a. de c,.;lul.as eptl&li•les del 

teJldo de Cu.N B, C y D Proteínas de membrana c1 to-

plosmat1ca d~ c&lulds ap1lel1ales d9 los Subgrupo~ del 

teJ1do de Ca.Cu. E Es1.Andares d& PH: ~ro Al bÚmJ n.=. 

Bovi.na. Ct3ó kD); A1blim1n~ d& Huev<:J (45 kD); Pepsina 

(.34.7 k0); Tr1ps1n6qer.o Ca4 kO)~ (f ... Lactoglobina (10.4 

kOJ; )l Liso=:1ma C14. 3 kD). 
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Otra obser"ación cualitativa distintiva entre los subgrupos 

de i:a. C'J., con rc!'pecto al _ .... N ; es que en los- prirn~roc;.. 

visuali::ó una mayor cantidad de bandas prot~icas d;?- b'1.jo f'K 

130 "º' Contrariamente. el · ·'-'- ,\· -;e ob.,erva un m-"'yor ri~1 

mero de bandas protCicas rle 3lt~ PM t."ntre- los 7$ ., le-:: 160 

kO (Ft5. ~ol 

Cuantit~tiv.'.'tme-nte este aniilisis comparativo mostró lo ~i­

guiente: 

1) El promedio de bandas protéicas. por muestra observado 

en el grupo de (1J. N. (16.93:1.95), difiere del que se pr'!:? 

senta en cad.,-, uno de los subgrupos de C.-:. C1J. (subgrupo I 

17.75:330, subgrupo _ .. 17.40:310 subgrup1..'1 Ir!• 

17 2:2 42 )~ pero éstas diferencias 9on estadísticamen-

te significativas 

2) El rango de PH en el que se engloban las bandas protéicns 

observndas, en el grupo de C•; N. , difiere con respecto a 

los de los 3 subgrupos de Ca. C""...l. ; ya que mientras en los 

subgrupos de Ca. C•i. el rango va de 17 n 161 kO; el grupo 

de ·: ...... 11. se encuentra entre 15 a 163 lc:O de PH Es de­

cir, este último grupo tiene el rango de rH m3s extremoso 

pues incluye el PH más bajo {15 lcD) y el PM mas nito (163 

>OJ, 

3) También se anali::ó e.,mparativnmcnte el número o pr.omedio 

de bandas protéicas que hay en cada uno de los rangos de 

PM estudiados en cada grupo de Ca. Cu. y en el Cu. H. (Gr&­

J t ca ~, 1) observándose lo siguiente: 

a) El grupo de Cu. N. muo$tra un mayor nUmero de bandas 

protéieas promedio en rangos altos de PH ( 120 a 160 

kO) La diferencia más notable se observó f!'M el ran­

go de PM de 120 a 130 kD, donde el IO•Upo de Cv. N. tie­

ene el mayor número de bandas protéieas promedio 

(p(0.0001 ), que lo'J 3 ~ubgrupos de 1:a. Cu. ; 
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b J Contr::ttiamente el grupo de .'tt. N tiene el menor número 

d~ banda~ proteicas promedio PH bajos 110 a 40 kD ); 

e 1 Las diferon~iQS ma~ notabfes 6~ visualf~an en el 

go de 20 :t 30 U, de PK en ~l que et grupo de ·.:. N. 

el que tiene el menor nUmero de band<\$ proteicas 

Cp<OOOOI); 

En cstt? análisis comparativo f ;;- -'•· ·.-''°: .·:) el subgrupo III de 

.;.··· ·,; e-s ,..j qu~ ticrrn !~-; mayare~ díferenci~s éomparado <:on 

et grupo de .; Los otros dos '$ubgruro"S. de c:\ncer 1 ! y 

l: l se a~e:mejan al grupo normal de ,_· ~· 

4) Finalmente. tarnhi'5n rel'li%o e-f análisis comparativ.:, 

de J:l!I- imagcncs den~itonvHricas. cuyos aspecto5 m.;is sobr~ 

saliente~ ~e revís.an " continth"tci6n· 

La Fi.~. .::..1 muestra Jos tra::os dcnsitométricos represcnt::itívos 

hlnto del grupo de '~··.L.•.¡ como el de- los 3 subgrupos del tejí-

En primera instancia se observa que los subgr~ 

pos. do Cu. Cu. mue•tra.n m3yor nUmofo de áreas cotrcs.pondi~ntes 

a las bnndas protéic:.s más reproducibl~s comparados eon las 

que tiene el grupC1 de r '.1 ,.,: Est~ hecho apoya fól su~crem:ia 

de que <!-1 (:ontenido pri:>téico de mcmbrnna citoplasm.;ticn de 

L - . con•t:.. de un mayor nUmoro de protoinas qu~ las que-

Otra observación !O-

br~s~liente f~ existencia de un pico protéico bastante 

promineontt? (el numero 6\. en el tra::o dt"nsitornétrico del gru­

po de e•.· N En ninguno de los tr .. :o-s den~ítométric:os d'-" los 

3 subgrupos de Ca.• . .':; existe un tra:o equivalente Esta ca­

r~cterística distintiva del grupo de ,_.'··":>.J. ya se h.-.bía visua­

lizado y descrito al estudiar la imao:J""'" eleetroforetíi:-a de su 

contenido f"r-:>t~ico y e:..;· c-onfirm~ a nivel o:ff.."nsitométrico 

Rcsp,,cto al .,.n.iJj,¡.., -:-ompar."'tivo de h1 .;on("~'1h<lc.ÍQn pratéiea 

de las han.das m<-Jc-r de-fin.idas tant('I del grupo de l...t. .ti <:omo 

de los subgrupos de Cu {:'"::~'le .rJ, se observ~ que una de 

las .-iife-reonci""s m_.~ not<tble~. con una p-. O 001, es la que mue~ 

tr" fil proteína r.oJ"I un PH de 63 kfl d~I grupo d~ Ct,1. N.; pues 

~o:; la que- ti~n~ una mayc-r <'.'.'l')nt::f!ntraci6n comparada con las pr9 
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----- ·----·-------------------·--¡ 
CERVIX UTERINO: NORMAL Y CANCEROSOS 

PDO MOl!alLAA Y3 NUM.E:RO oe: •UID.1.S 

N~\~EP.0 DE Bft.ND.-\S ¡;..) 
3 .----·------·-····-- ·-----------------·--¡ 

ri 
1 j 
l 

10 20 ao 40 &O 60 70 80 PO 100 110 120 130 140 150 160 

PESO MOLEO-.ILAR (kD) 

- NORMAL - GRUPO 1 - G/1UPO " CJ rnuf'O "' 

1 

"P<0.05 

GRAF1C'4. VI. 

Co~paraciCn del Pr-o~l?dio de Bandas Prolé1eas. enlrv •l 

Grt.spo del tejido de Cu. N. VCRSUS los Sut-grupos rosul -

tantes del t.eJido de Co.Cv., Invasor C!, It y III); 

que hay ~n CJida uno d~ l .:is rangos de Peso Mol e<:ul ar 

que se muest.ran ~n la C--ráfica. 
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c""LLJ:: ·u,. I ' )1 . ' . i ;.,\¡·\ ' l'. ' .. ·,·. ':·. 
1 ' . ' ' '• '.,, ' . 

·_'t'. . ., -

- -~-.. ---~ .. -... II-LJ lJrn ! . . . ~ ~ 
: . 'º! '·• • • • ' .... " 

. ~' . . ~ .... -~ .'.'._ .• : . 

i::.:m...:nr,trac-16n d~ 50p,'lf a~_. pr1:'.l!~1na. t • .:..1.11 1..por !)""•l.', ej .... 

tr.v:-;:~!·n º"" rr·B"",br:'lri1 .·1'.CJ'.·l1'~::·~111~~ ~E" i::o;ilul .:i,c; ~~t*·"-

:1.~l'=""'" "."!,.-_.\ l2.11d1:- •ji;? Cu".'., -.• ·11:" c,;¡¡,..-ia une, de :(""Is Snb­

grur .. :·'t r~sqlt_,jnf.•-~s .:i.-.1 tt:>Jld-'1 º": ,- ...... CH lnva~ur '..l. 

I;. : rr :i 
Tod;si.~ l'<'<i ,;.,t';:<..,.«: ···:-l1rr:11.11d."'""· et1 -:.'td; i.Jr ... ,,. te-.~ 4 tr:..· 
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teina•, con un •ilnilat Pte, de fo• 3 ~upo• de Co. Cu. Corn ... 

pwando el llfupo de Cu. H. con c9dai uno de lo• 9Mbo<upo• de 
Ca.Cu .. a nivel de concentraciOn protéic:a, .. obter'va que lo• 

~upos de <"a.Cu. [J y TTt. ~han la• .... Y°' .. dif•en~ 

c:.ias. con reepecto al 9fUPO de C1.A. N. y éetae dif•-.c••• eoñ 

eetadi•tic-te .;gnificati,,.. (p(0.05). Mienbn - el 

....._ I de Ca. cu. ee el - t;.,e una _,.... -.i-za en 

.;.te -to con el - ele Cu.11. alll e- -el ...,_o de 
bend•• -'-ccton.da•. por ..,. a.. ffta)"O'MWlt• .. ..,,.~Me., • 
niwef denMOMllitrico. 

E• inlport-te eeñalw - loa pM:oe f'OOt'6icoe - --.t.on 

de ecu•do • .., !'ti y no por el ...-o - - '-~ - el 
traao den•itoNtrico. 
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TABLA J, COMPARACION DE LA CONCE!o<RACION PROTEICA DE LAS BM1JAS POLIPEPTIDICAS MEJOR 
DEFIKIDAS 1 A PARTIR DEL TRAZO DtMSlTOMITRICO, E.\"TRE EL GRUPO DE CU.N. 1 

~ SUICRUPOS DE CA.CU. lh"\'ASOR. 

CEAVIX NOAJr4AL 1 BUIO"U,,O 1 

A 1 8 1 e 

5 72,000 4,200 

6 63,000 l2.900 • 

7 53 ,000 6,980 

8 41,000 4.690 

9 )7,000 5.550 

10 JJ,000 l.610 

A • No. de banda protéka. 
8 • PH (dllltono). 
e • CProt.l "t 

1 A 1 8 1 e 

So .. oburva una banda pro 
tUca con un PH, similar.•-

6 65,000 2.201 

7 51,000 5.)60 

8 42,000 2.328 

9 38 ,000 4.6)1 

10 ll ,000 5.280 

1 SUBGRUPO 1 r 1 SUBGAUPO 111 

1 A 1 B 1 e 1 A 1 B 1 e 

5 71,000 3.200 ?\o u obHrva una banda protUca 
CC1n un PM, 11J11lar,• 

lio u observa una banda --
protiica con un PH, similar 

. 6 64 ·ººº 2.899 

7 50,000 5.978 :io se oburva una b•'1nda protéic:• 
con un P!i, 11ia.ihr. 

No u ob11trva una banda --
protiica con un PH, similar• 9 40,000 5,000 

8 38,000 5.644 No se oburva una banda protéica 
con un PH, Sicilar,• 

10 32,000 3.178 11 32,000 2.201 

"P (0.05 



8. D!SCUSlON 

E! ttnálisis del contenido prot¿ico de la metnbratia cito­

plasmóitica de una célula cucari.5tie.n dept"'nd~ de una "ic-ri<-- de 

factores; Jos que determinan '=l\J~ los tesultados obtenidos 

sean °"ltame-nte repre.ducibles y confiabloe~ 

tores. es tan: 

a} Et modelo experimental que ~e utiH:e pnta ~I estudio. 

Este factor es d~ suma importanci" cuando se trata de '-'X­

plkar un fenómeno ocurrido en un $et humano, porque de­

pendiendo del modelo experimental utili:ado_ los re-sult'1-

do~ obt~nldos serán m.cis o menos extrapolables a lo ClUC "~ 

cede en el hombre En este aspecto el uso de tejido hu­

mano en fresco e., el modelo de e\'.periment~ción m:ls adec::u~ 

do~ aunque tambi~n ti&ne algunos inconvenientes como el 

no poder contar continuamente con ~I ~uficiente mnteriaJ 

de estudio proveniente de la mism<\ fuente. Por ello los 

reporte$ usando tejido humano en fresco. son pocos pero 

de gran valía { 0-6 J. 

En el presente trabajo de investi9adón, $0 hi20 el .anti.· 

lisi$ de los eomponente'5 protéic:os de membrana pfn$mtHica 

de células de tejido epitelial. tanto tumort11I como nor­

mal de cCrvix uterino humano l')n frcs<:o. La obtendOn do 

las mue~tras, fue relativ.::.mll!'nte fór.il y aunque no ful': po­

'!.Íbfe colectar más de una ""e% tejido de la mismi.\ paciente 

'9ólo -;o proc:ies~ron oquolla' mu,,utrn'* r.uyo P~"º fu., el su~ 

ficiente para rf!-alizar duplicados del itnálisi'5 protéico. 
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b \ Otrc f.,~tcr qu:- mfluye en In confiabilidad de los resul­

t:ldo~. e! b técnic.'.l utili::ada para el ai~lamiento de me?!' 

bn:ma citoplasmatica. Este punto es crucial, ya que de 

ella dependen los roe"Sultados que se obteng~n y la inter­

pretación de lo~ mismos. En este trabajo la purifica­

ción de la fracción rica en membrana citoplasmatica se 

reali:ci utiliz;:mdo la Técnica de Jorgensen (7.t ), que con­

siste en someter el tejido a una homogeni:tación en poli­

trón y en homogeni::ador vidrio-teflón para disgregar 

romper las cClulas. Posteriormente por centrifugación 

diferencial. se obtiene una fracción rica en membrana ci­

toplasmatica. El amortigu.-.dor de homogeni::ación contie­

ne principalmente Sacnrosa y Tris y es libre de inhibido-

res de proteasas El aislamiento de membrana plasmatica 

del tejido humano en fresco de cervix uterino. presentó 

cierta dificultad dependiendo del tipo de tejido (C:u. N. o 

Ca. Cu.)_ 

La dificultad fue mayor en el caso dl'?l Ctl N ya qu~ en 

este tejido, las células epiteliales están muy unidas 

una con otra sin que el tejido conectivo se entremezcle 

en ellas. lo que da como resultado un tejido duro y muy 

compacto de dificil disgregación; por lo que la tritura­

ción con bisturí tuvo que ser muy fina y aún así la homo­

geni::ación resultó difícil E9 posible que el rompimíet_:t 

to d~ la membran;. celular ~n fragmentos muy pequeños pu­

diera caus"'r pCrdida de éstos, repercutiendo en el rendi · 

miento de la fracción rica en membrana citoplaarnatic•. 

Contr•riamente. la purificación de la membrana celular 

del tejido de Ca. C\J. fue más sencillo; debido • que este 

tejido es muy friable; es decir. las células son de fácil 

disgregación. En éste caso el tejido conectivo, se en­

cuentra infiltradc:- por las celulas epíteoliales; lo cual 

res.ulta ~n tejido iepidt!-rmieo sumarn.,.nte blando. La 

trituración con bisturí a I• que se sometió este tejido 

no fue tan fina y la homogeni:taeión resultó fácil. 



Uno de lo:o; punto-s que se tiene que 

considerar si la tecnict'I cmple.,,fo pnra 

rrs1s 110 ernr 
DE LA BIBLJOTECA 
tomar en cuenta para 

la purificaci6n de la 

membrana celular es la adecuad<', es el grr..do de pure::a de la 

fracción membrana! aislada Esta evaluación generalmente se 

rcali:a mediante la cuantificación de la actividad de en:imas 

marcadoras específicas de membrana citoplasmatica y In obser­

vación de las características morfológicas de la muestra con 

microscopía electrciniea. Con el propósito de determinar el 

grado de pure::a de la fracción membrana! aislada a pttrtir de 

las células epiteliales de tejido humano en fresco de cérvix 

uterino, se utilizaron estas dos metodologias 

El análisis en:imático se realizó tanto en el homogenado 

como en 1a fracción rica en membrana citoplasmatica y se usa­

ron 2 marcadores: uno de membrana citoplasmatica (la 5"-Nu­

cleotidas•) y otra de citoplasma tia Deshidrogenasa Láctica). 

Respecto a la actividad específica de la s·-Nucleotidasa, los 

niveles encontrados en la fracción membranal t•nto de CtJ. ·N. 

como de 1:'1.. r__·u no fueron comparables a los reportados en la 

literatura, para otro tipo de tejido. A•f, en cérvix uteri­

no se encontró que esta en::ima tiene un enriquecimiento en la 

fracción de membrana celular de 2 a 3 veces comparada con el 

homogenado; mientras que en otros tejidos como pulmón humano 

(7'5); tumores humanos diversos. como astrocitoma, melanomas y 

carcinoma de células en avena (66}; glándula mamaria de rata 

(77); hígado de rata (65); y aún en una Hnen celular deriva­

da de un careinoma de cervix uterino como Hela (79); el enri­

quecimiento de ésta enzima en membrana celular, va de 10 a 

120 veces en comparación con la encontrada en homogenodo ce­

lular. E!ita actividad tan disminuida encontrada en el pre­

sente trabajo podría sugerir primera instancia, que la 

fracción membrana! obtenida por nosotros, no fue del todo pu­

ra y que probablamente esté contamin<11da con fracciones de 

otros organelos celulares. Sin embargo, el análisis morfo­

lógico con microscopía electrcinica de la fracción rnen*>ranal 

aislada descartó una probable contaminación, ya <.?Je en las mi 
crografías se observa cl•ramente que predominan veefcula• me'!' 
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branales y solamente se visuali:an algunos vestfgios de retí­

culo endoplásmico liso. 

Seria' conveniente para futuros trabajos determinar el gr!' 

do de pure::a de 1~ frai:ción membrana! :'lllislada de tejido de 

cérvix uterino, U&ando adotruie do la 5'-Nuclootidasa otras en­

zimas marcadoras específicas de membrana p)asmatica, tales Ce? 

mo fa ATPasa - N<11 .. /K .. (79); aunque hay quo recordar que se ha 

demostrado que algunos de los marc3.dores en::imáticos e'3tándar 

de membrana celular (o:-;1:'$}, tienen diferentes patrones de dis­

tribución en distintos tejidos y células. 

También es recomendable realizar el análiais enzimático, ens!I' 

guida que se aisla fa fr:.lcción micro-;om:.ll; ya que la activi­

dad específica de una en::ima, disminuye conforme pasa eJ tieT 

po (79) Así que se debe considerar el tiempo de almacenaje 

de la fracción microsomaf, antes de reafi::ar un análisis enzi 

mático. 

Otro aspecto que hay que tomar en cuenta es In lateralidad de 

la membrana. Se ha demostrado que cuando se aisla este org~ 

nelo, al encontrarse en un medio acuoso, forman vesículas ce­

rradas que muchas veces al sellarse invierten su orientación 

originnl; es decir. l:.l parte de la superficie membrana! exte~ 

na ahora queda como superficie interna en Ja vesícula; y la 

parte interna de la membrana, queda hacia el exterior de la 

vesícula Debido a esto los componentes macrornolecufares de 

la membrana cambian también de orientación {2). Ademá"S, de 

cambiar 5U orientación origina( las vesículas membranales al 

sellarse pueden atrapar su interior otras macromoléculas 

principalmente. de origen citoplasmatico y resto• de otros ot 

ganeloe de la célula. 

Estos hechos son sumamente importantes, ya que el sitio ncti­

vo de la mayoría de la• enzimas que se encuentran en la mem­

brana C'elular. está ubicado ~n su parte interna (f'S h y si és­

te quedó en el interior de la vooSÍCufa. por lo tanto los niv!' 

les de actividad específica de las mismas, aon bajos. Para 

evitar ésta situación, se recomienda agregar un detergente cqi 

mo el tritón, para disolver un poco la matriz lipídica membr~ 

nal; liberando de ésta forma sus otro~ componf!'ntes macromolc· 
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culares (proteín&s carbohidri1tos} \-:-~¡ pcrmitiend0 asi. ~1 

paso dol sustrato par:. que pueda .:u<"'ntificad;11 !.a acfr••-

dad de la en:im~ marcadora on estudio 

Por parte. '" Ceshidrogenas~ Lcictica mostro una tT'l.i:yur 

tividad especifica en el homogenado celular que en la frac-

ción membrana!, tanto en C-1 •.:t1 
dad fue de 3 a 8 vecc5 mns ;;,Ita. 

como en ,_-t., N. E:5ta ac ti...-i-

En Cste caso también se- e-~ 

petaría que hubier" un mayor enrique-cimiento de ésta enzima 

en el homogenado celular y casi ninguno en la fracciOn membr~ 

naL Pero, como ya se señaló en el caso anterior, se debe 

tener mucho cuidado la interpretnción de los result3dos 

por las razones anteriormente expuestas. Lo que si es de 

llamar la atencíón es que la actividad e-nzimática de la Des­

hidrogenasa Láctica en el homogenado celular del tejido de 

Ca. C•J. fue 5 6 veces mayor que en el homogenado celular del 

C11 ."{ Está reportado (80) que niveles alto9 de Oe~hidrogen~ 

sa Láctica on suero, <Se asocian con alguno"3 procesos tumora­

les m::ilignos: como en Linfomas No Hodgking y Sarcomas; por lo 

que la cuantificación de ésta enzima es un apoyo en el diag­

nóstico de Oste tipo de lesiones. Los niveles de Deshidro­

genasa Láctica c-n suero. junto con otras enzimas como creati­

nina fodoquinas;-t, transaminasa oxalacética, transaminasa pi­

rúvica, entre otras, son parámetros que sirven de apoyo en el 

diagnó'ltico de p.-.decimientos cardiacos (infartos al miocar­

dio); o hep3tico-; 11 7 y i«)) Respecto al tejido humano en 

fresco do cCrvix uterino neoplasico se ha reportado (81 ), que 

existe un incremento en los ni'ielcs de la koenzima Deshidro­

gennsa Lactica-5. 

L;oa función d~ la enzima Deshidrogenasa Lactica, es la de in­

tervenir en la última etapa de la Glucólisis: en la que el Pi 
ruvr..to se reduce a lactato Debido a que ésta reacción es 

catalizada por la Deshidrog•·m:t:<>a Láctica (':5 ); se sugiere que 

la olt3 actividad de la Deshidrogenasa Láctica encontrada en 

el homogenado celular de L·c. ,_-,J. comparada con Cu. N. es una 

indíca.ción de que las células transformadas tiene una alta a~ 

tividod energética; característica distintiva de éste tipo do 
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ciólula•. E•te punto e• tema de otro trabajo de investiga-

eión que sería interesante abordar en un futuro. 

Uno de los factores que se sugiere que altera la estruc­

tura y configuración de la membrana celular y espeeíficamento 

de sus proteínas. es la acción proteoHtica de algunas enzi­

zimas (e5 y 61 ). Por ello. en variosº de loa r<l!portes donde 

se trabaja con membrana citopfa$matica, al momento de su ais­

lamiento, se utiliza un amortiguador el cual contenga, entre 

otro• compuestos, inhibidores de proteaaas {42, 61. 69 y 75). 

Sin embargo, en este trabajo no se utilizó ningún tipo de in­

hibidor de proteasas pare la sepnraeión de la membrana celu­

lar. A pesar de ello, se obtuvo una gran reproducibilidad 

la imagen electroforética de la9 proteínas membranale•: 

tanto las del tejido de Cu. N. , como la.e del tejido de Ca. Cu. 

Si las enzimas prot60Htica• hubieran afectado a fae protei­

nas mernbf-anales, se esperada que las imagenee electroforéti­

eas tuvieran una eoorme variabilidad y no se hubiera podido 

observar un patrón protéico membrana!. Este aspecto ya se 

ha reportado en la literatura por Rogan y col. (67 ), quien 

llevó a cabo ensayos para determinar si la protaólisis celu­

lar, era un factor importante en la variabilidad de los p•trC? 

nes protéieos membranales de distintas líneas celulares y en­

contró que no existe diferencia en los patrones protéicos ob­

tenidos en pretiencia o ausencia de inhibidores proteoHticos. 

Estos resultli\dos concuerdan con nuestros halla:gos respecto n 

que la proteólisis celular es un factor que aparentemente no 

afecta la imagen electroforética de las proteínas membrana­

lcs. Tal vez lo que sur:edo, es que la acción de las enzima• 

proteolíticas so dé en mayor o menor medida. dependief'do del 

tipo de tejido con el que se trabaje. Sin embargo no hay 

que olvidar. que en el caso de un tejido neoplasico, incluyelJ 

do ol de cérvix uterino. hay unA actividt'd proteoHtica elev! 

da (2"' y 76). que ayuda a que IAs células ~umor•lee, invadan 

o metastatizen otros tejidos. Además se ha observado, que 

ésta actividad proteolítica es tod..,via mayor cuando en e1 te­

jido neoplasico hay sitios con procesos inflamatorios ''35). 



Se puede sugerir p:'.lr.a completar y ccnfirmar est~ estudio la 

reproducibilidad de Jos p:=th<:ine~ ptotéíeos de la presente in 

vestigactcin ll"var t1 cabo un experimento similar al realizado 

por ?•-..:::::tn y ,..~.,., 17.'"':" J. para comprobar si f01s prot~asi1~ no ~,¡~ 

tcran l~'S irnagon~' elechofot-etic:1' obtenidas de- mcml::-rana e~~ 
ular de cérvix uterino. 

Ya se habfo. se-ñafado que la sefecc::ión de In Técnicn d~ 

aislamie-nto de membrnna citopla:smatica m.'.l~ ado?cuada, "'rn. un 

punto crucial y que de etfo dependi<'1.n los resultados que se 

obtuvie,an así eomo la interpretación de los mismo$. Al ev~ 

luar l3 Téenica. de Jor ge-nsf?'n (74) uti1i:::ada en este trnbajo 

a partif' do los resultados obtl!nidos, ~e puede docir. que e~ 

ta tecnica .;erá mi\s >'dc-euadn parl.1: ~sto tipo dQ tejido hacién .. 

dote -::ieda~ modifícaciones; como $On: 

a} Usar en::imas protcolíticas (tripsin<', prona""'· papaína, 

etc) (79), C()mo tratamiento par.a aquellos tejidos do di­

ficil disgrcg~ción ceolular. debido su con&i"Stencia com~ 

pacta y dura; como es el c:aso del tejido on fresco humano 

No obstante, se de-be tener mucho cuidado -=:on 

e,tc- tipo de tratamiento$, ya que se ha reportado que l~"\'S 

eh:im::ts proteolític;.ts, 01;asionan la eliminacid" de parte 

d"C" lo'5 polip~ptidos eX'pue,tos en fa membrana celular 

(.;¡ J, 

b} L.:-. utili:rtci6h de un gradiertt~ discontinuo de Sncarosn 

después de la obtencicin de la fracción mic:rosoma1: pora 

asegurar una mayor purificación y enriquecimiento do 1::. 

fr:.cet6n d~ f'n"'!"mbr~n.-. citopla5tnatiea. C.-.sale (75) y Cha· 

tterjce 't)¿) usar..,n gradient~s disecintímins <:lo Snenros~ 

p1;1:ra un mayor rendimiento y pureza de su frttcdón membra· 

n1:1.I '1isinda a partir d•?> tejido& ~n fre$C::O; 

e) Determinar t!'I 9r3d,, de pureta de J~ fraccíón membranul 

aislada, por medio del análi:s.is de por Jo tneno5 3 ó 4 ma~ 

Cl!dores en.:irn:itieo'3 de distinto5 organel()s ceJulMe" ade· 

más de 1oc d& mombrana eitoplasmotíea. Tnloa como fn 



Citocromo C oxidas¡, o b Ces~idrogenl\sa Succinica amb<!~ 

en:::irní."!S esp~cific:as de •nitocondriil; 1~ Cito....-romo e reJu.:::­

tas3 marcadC·r=" d<;!' micros0mas en gencr<1I· In •?-D-Glucouro­

,..ídas~ o Fosfot;.1sa _.4.c¡da especificAs de lisosonias, !.<>: 

GiucosR 6 Fosf,,t.as.~ n-,;Hcndor~:t dot:t reticuk• •"ndcpl;isn~ic.:-, 

entre otras u.:·.=, 

El objetivo principal del presente trabajo de investig<>1~ 

cicin, fue de>terminar un patrcin proteico de rnembrnna citoplas­

matic3 de cClulas epiteliales, tanto de tejido de Ct.:. N como 

de tejido de Ce. (•..1 y establecer la-s semejanzas y diferencias 

que tienen entre sí Lo~ resultados obtenidos al respecto 

se anaH:an a continuación; 

Uno do los hallazgos más sobresalientes, fue que el conte­

nido protéico de la membrnna citoplas.matica de cOlulaa; epite­

liales de tejido en fresco humano de ,_-\J. N. presenta uno rei­

terada c.:instancia y una alta 1eproducibilidad de su imagen 

electroforética. en los 29 casos analizados; es decir. mues-

tran un Po.t :en P:-: 1 ~t =~ característico Se han repodado r~ 

sultados similares en otro tipo de células. tal es el caso de 

Hc-gg {4..:l, quien trabajando con líneas celulares do fibro­

blastos, derivados de ratón 8;.l.f.' C: 37~""; encontró que las b:ln" 

das protéicas de membrana pbsm;:itica de células normales mar­

cadas con Lactoperoxidasvi iod1n¡\da (: 11~). tienen un patrón 

protéico idéntico en todos los CAsos estudiados. 

El hecho de determinar un patrón protéico de membrana cito­

plasmática de cualquier tipo celular. ra es un avance muy im­

portante; pero ol hacerlo a partir de célulns do un tejido 

hum~no en fresco, tiene ;)Un mris relevancia debido al grado de 

dificultad que representa trabajar con un tejido humano ~n 

fresco y las per-;pectivns de in ... estigaciót;l que representa 

éste hallazgo El análisis del ,patr~n protéico obtenido de 

t: '"'· N. permitió oh-servar la existencia de dos grupos proteicos 

que van de 30 ~ 75 lD de PH. cuya concentración e"I mayor que 



la del resto de las b3ndas proteica~ Ademas L:i b,:,nda que 

presci-nt."l b mayo~ c-ant1dad de protein.;i form."l parte de unC' dt.' 

los 2. grupos protéicos ante$ tnen.:::ionndos y $U f'H ":!'!_!: de 63 i.:n 
Eda baMda protéi~::t. nltamt..'ntc- de-,..s.:1. llt l'.'"M<'.'cteri.,tic~· 

n1cn.$ de ana!i51$ de proteínas uti}i.::tdas en éste trabajo de 

inve~ti9ación. no permiten t.:-ner un c-onocfmll'..'nto m::'-s conipletc­

d~ i:.~ prote1nas que constituye-n k•$ dos grupos que caract~r~ 

:an et patrón rirotéic0 d-e y c-n go:--l'leral. de tod.u bs 

dc-m.:ís proteínas que lo conform~n A 1!'$te re-;:p~cto $cría muy 

inter"!'o;.antt!' estudiar a qt1e tipo de proteinas mcmbran~les per-

tenec:cn ípetiféric:.\oo;, integrales tran">membran~les 1 E!lte 

anrilisis. por lo 9~neral. se rettli~:i us>:lndo técf1ica.o; de m3r­

caJe en:im:\tico de proteínas que e""id~nr:"ian un d~t~rmina.do t~ 

po de proteoit1a s"gun IA cn::-itn:l m;:.rc.:1dora utili2ada; p<'r ejem­

plo fa L:lctoperox1d.,sa <'Weo incorpor..- un <ltotno de iodo rndiac· 

tivo a los rc-">íduos de Tir()-;.ina de un polipéptido e':ICpuesto o 

'" GAl01cto·Cl'<idas:'l. que- <lsoci<'I a tomos de tritio t"t'I los resi­

duos de gafai:tos:t y g¡,,bc: tos:lmina de l:u caderias de carbohi­

dra.tos 121 Otra forma de .nbordar est~ problc-ma e$ incuban­

do bs. rnembran.as con en2ím;,'l protcolitic:l.s, c-omo trip'lina, 

pr~nasa. papaína. t?tc ., { 79 84 l; la~ cuallf'!'s cfimin.:tn le1s 

prot~int\s complet;,-;. las partes expuestas dependiendo dt'."I 

tipo de proteína d~ que se tr<lte (integral o per!f¿.ric:a 1 

C·espu6s de que l~-u m'"mbranrt$ se someten al tra.t:\mfento en:i­

mático. $~ hace '" ~e-raración protéica por et~ctroforesis 

Finalmente- identifican ".!'! tipo al que pertenecen e"Sta!I 

protc-ínas, por medio de l¡) tineíón con un determin~d<'." colo­

rante (en el ca50 de que ló\s membran:i-s se incuben con enzimas 

proteofitieas ): o por medici d~ autorrar.fiografía (si 1e mnr~ 

c~n r~dÍoOlctivamente) 

PMa determinar si l.H moléculns que constituyen las diferen~ 

tes bandas son j:.'toteína~ pur.as (glucoprotein~., o Jípciprotei­

nas ): generalmehte 'Se U'!i':tn ciertos colorantes para teñir las 

bandas proteicas scp<\raidas por el~ctroforesis 11:: y 85) 

A<si, el a:úl de Coomassie. tiñe c~ui ;,, toda~ la'S J:'."roteina1. ~ 

e~~~po:ÍÓh dei ~q1.1el1as que cont~ngah grtll"1dao; 1;antid:\d~s dé a-:') 
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cares y las que se cnc:uentr.:in en poea cantidad. El ácido P!; 
riódit::o de Schiff (PAS) tiñe carbohidrato$, en padicuJ3r, el 

ácido 5iálico por lo que color~a aquellas proteínas altamente 

glucos.ifadas. mientras que el nitrato de plata, es usado para 

teñir I~ mayor parte de lae prot:oeina$; y ee earacteríza por 

ser un método altamente sensible y con una excelente reaolu­

ción ya que es c~paz de teñir proteínas con un bajo contenido 

de material. 

También es necesario conocer si las di5tintas banda'S protei­

cas ob5ervadas están constituidas por una sóla o varias pro­

teínas. Este punto se podrla elucidar utili2ando la ~lee­

troforesis bidimensional (8B); o las téc:nica5 de purificación 

de proteínas por electroforesis unidimenaional (07 y 97); en­

tr1Jo otra•. 

También es. importante saber ta fonción que desempeñan las. pro 

teinas observadas. Este análisis es mós compJícado ya que 

•e requi111Jre. primeramente, de la ca.racteri2ación de la protef 

na para poder investigar la función quo 11eva a cabo, 

Estos son algunos aspectos que se podrían abordar en futuros 

trabajos de investigación a partir del patrón protciico de 

Cu. N. obtenidos. A nivel clínico. teimbién ~xisten cuestio ... 

nes interesantes que se poddan analizar a partir de los Jf!l­

sultados encontrados, como es inve-stigat $¡ el perfil proté-i­

co de membr3na eitopf<:\s.matica de Cu. N. ¿es igual en cada una 

de las etapa"- endocrinomenopáusicas de la mujer? y ¿ cómo se 

altera dicho patrón proteico de e •i. N con el uso de l\gentes 

hormonales como Jos anticonceptivos'?, Como puede observar­

se, queda bastante pot estudiar con relación al contenido pre? 

téico de membrana citopkt$matica de células epiteliales de 

Cu. N.; ya que lo aquí encontrado 'j planteado npenas es un pun 

to de inicio de lo que puede analizarse al re•pecto. 

Por ~u parte, el contenido protóico de membrana plaermitica 

de c81uhn epiteliales de tejido humano en freeco de Ca. Cu. 

no mostró una misma imagen eJcctroforetica igÜal en los SO C! 

eos estudiados. Se encontraron 3 imagenes distinta• por lo 

cual el tota.t de ca.,os se dividió en 3 subgtupoa bien defini~ 



dos para su posterior an;.ifisi~ Los repodes que hay a.I re~ 

pecto con otro tipo de cCJuias. son un tanto controversion,-, 

les; L1t1n y · · ~ 10:31. trabajnndo con llneC\s c~Jul .. ues de f~ 

Problast .. ,s de ratcion F!.' F- '-.. nvrmalc.. y transformadas. domos·· 

tnuon que n".> tod~,$ i.a.s lineas C("luL·uf!!.:; tr~nsform;;,d.:\"S dan un 

patrón protéico caracteristico que las imagenes electrofo-

réticas encontradas de estas línea~ celulares trnnsformad<"\s 

estrin alteradas con respecto a la image-n observada en lineas 

c:elulares normales Contrmiamentl! ,\i.v~t:c,• :?t r."'!.nj (SB), 

~ugiricron que algunas cClulas tr~nsfon·nad~s. pueden te-ner 

patrón proteico bidimensional caracterí~tico. el cual estci ftl 

tarado con relación al patrón de las células normales 

En ef presente h::tbnjo a pcsM de que el tejido de ~ '."" Cti 

presenta un patrón l.inico en las 50 muestras anali::adas. se o~ 

servó que algunas de las muestras presentan imagenes electro­

foréticas similares entre ellas: por lo que se puede deducir 

que tienen un ccnlenido proteico semejante y por lo tanto un 

pabOn protéico caract<?rfstico. Ademas es obvio que los pa­

trones protéicos de membrana celular de Ca. Cu. t!'stñn :litera·· 

dos con respecto ni patrón protéico de C•J, N. lo cual se dis­

cutirá má!l adofante 

El análisis de los estudios comparativos entre los 3 sub­

grupos de C·-:. •:u permitié- observar varios aspectos interesan­

tes: L~ mayoría de li.'ls diferencias entre estos 3 subgrupos de 

.:-a. r.:t... se pre-sentan en PH altos. mayores a los 90 kD. Con­

trariamente fncwl es y col {66), trabajando con membrona cit<.? 

plasmatica de tumores en fresco de melanoma, estroeitoma y 

carcinoma do pulmón, encontraron que electroforéticnmente. 

las diferencias distintivas entre los diferentes himores. 

fueron en péptido• de bajo PH (40 kOl 

Otro aspecto interes~ntc fue qu"!' dos de Jo5 subgrupos de Ca. -

Ct..t. el t t y el I ! 1, son muy similares entre sí ya que a nivel 

cuantitativo. las diferencias observ.:ldas fuero"n realmente po­

cas, E"Ste hecho sugiere dos posibili..-Jndes: una es que a pe­

sar de que l.:t.~ diferencias son mínimas, an verdad se trate de 
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dos subgrupos de e~. e~. di~tintos;o bien puede trabtrse de un 

sólo subgrupo de •:c. ~-·i. y las pequeñas diferencias observa­

das, son debidas a las diferentes condiciones de experimenta· 

eión en las que se reali::aron los t'!'nsayos. Este tipo de 

cu&etionamie-ntos podrían elucidarse realizando ensayos mas 

sensibles de separación de proteínas, como los ya mencionados 

anteriormente (electroforesis bidimensional, marcaje de mem-

branas, etc.). 

Contrariamente. el subgrupo 1 fue el que tuvo las mayores di· 

ferencias comparándolo con los otros dos subgrupos (II y 

I I I ): dichas variaciones fueron principalmente a nivel cuan· 

titativo, sobresaliendo el hecho que el subgrupo I tiene un 

mayor nUmero de bandas protéicas, altamente reproducible~ en­

tre los 31 a 65 kD de PM. Esto se determinó mediante el 

análisis densitometrico: ya que en la imagen electroforéticn 

no fue posible visualizarlo con 

más este subgrupo presenta una 

na. al menos en la mayoría de 

en ésta aspecto. 

una buena definición. Ade-

menor concentración de proteí­

las b3ndas protéicas anali::adas 

L1 •.t. n y col. {68). analizando por electroforesi• bidimensio­

nal el contenido protéico de membrana celular de diferentes 

líneas celulares de fibroblastos de ratón, ob1ervaron que 

3qucllas celulas transformadas que tenían un mismo origen. 

mostrnron mucha~ similitudes: mientras que aquellas con dife­

rente origen: tenían mayores desigualdades en su contenido 

protéic<.'"l membrana!. -;,in embargo no hay que perder de vista 

que todas las line:t"S celulares fueron dr. fibroblastos de 

tón BALB ... C .::in. 
Los resultados obtenido$ a partir de la r:ompnración do los 

subgrupos de i..:a. 1...: .i. son de gran import.:incia, ya quo sugieren 

que en una misma neoplasia aún con el mismo diagnóstico his­

topatológico hay una heterogeneidad. en cuanto al contenido 

protéico de membran<'I plasm3.tica. Esto podría llevar a •upo· 

ner que la evolución biológica del tumor, es diferonte on ca­

da uno de los 3 subgrupos de Ca. Cu. que se encontraron. Lo 

que se podría corroborar realizando otro estudio correlacio­

nándo nuestros resultados con algunos parámetros clínicos e 
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histopatológicos de las muestras de las pacientes estudiadas. 

La comparación de los 

citopiasmatica de células 

patrones protéicos de la membrana 

epiteliales del tejido de Co. t.>..t. 

contra el patrOn protéico de membf-ana plasmática de células 

epiteliales del tejido de Cu. H. dió como resultado varios 

puntos de suma importancia. En principio. la observaciOn 

más interesante fue que los 3 tipos distintos de patrones pr'? 

téicos resultantes del tejido de Ca. Cu. estan alterados con 

respecto al patrón protéico del tejido de Cu. N. Las modifi-

caeiones 9e encontraron en proteínas tanto do alto como de b! 
jo P•. Respecto a las altMac iones observadas en PM altos. 

se puede mencionar que en el tejido de Cu .. "f. existe un mayor 

número de bandas protéicas con un PM mayor de 110 k:D, compa­

rado con los 3 patrones protéicos de rnerd:>r•na del tejido de 

Ca.Cu. En otros tipos celulares, se ha reportado qu~ las ""'! 

yor~ alteracion09 que so obsef"van en las proteínas men*wana-

1.. de una célula transformada. se encuentran en altos PM. 

Así, Ll lin y col. (M), trabajando con fibroblastos de ratón 

BALB/C normale. y nftoplasicos, observaron que la mayoría de 

las diferencias entre estas célulns ocurren eo las proteínas 

de membrana y en las glicoproteinas membronalee. de un PM ma­

yor a 100 k:O. Hogg (42l, por su parte trabajando tambiC:n 

con líneas celLJlares de fibroblastos de ratón BALB ... c. encon­

trO que la m3yor diferencia entre las ecilulas normales y 

tran•formadas fue la presencia en la célula normal comparada 

con la ausencia en la célula neoplasica, de una proteina mem­

btan•I de aproximadamente 250 lcO. Y BannU:ov y col. (18), 

utilizando lineas celulares epiteliales de híoado de ratn 

normal y transformado; reportó que todas l•s lineas celulare-s 

transformadas. tienen una proteína alterada de 135 k"O de PM. 

Debido a Mtos y a otros reportes de la literatura. se ha 

llegado a la conclusi6n de que una de las caracteristicas di! 

Untiva• de una c~lula cancerost" y espeeificamente de su mem~ 

bran• celular, es la p9rdid11 completa o parcial de •lgunos 

de MJS elemento• protéicos; o bien la modificación de los mi! 

moe. En el caso de esta última alteraciOn tambi'n •• modifi 



ca la migración electroforética de estos elementos y cambian 

de posición. Por lo general, se ha observado que las moléct: 

fas que muestran este tipo de alteraciones son glicoprotefnas 

de alto PN (19 y 25). Pero cabe resaltar, que la mayoría de 

loe report.. a éete reapecto, son trabajo• realizado• en lí­

neas colularea; y muy pocas son las publicaciones donde so ha 

trabajado con tejido en fresco. 

También se encontró que los 3 patrones protéicos del teji­

do de Ca. Cu. , constan de un mayor número de bandas proteicas 

de bajo PM entre 10 a 40 kD. Ni col sen y col. (25). entre 

atros, reportaron que otra de las características por las que 

se diferencia una célula transformada es la aparición, en I• 

membrana citoplasmatica, de nuevos antígenos (proteínas tumo­

rales). Se ha augerido que dichos antígenos son uno de los 

elemento• macromoleculares que proporcionan a la eelula can­

cerosa la capacidad para evadir el sistema inmune del indivi­

duo que las contiene y ovitar ser eliminada•; así como la de! 

treza para invadir y metaatatizar otros órgano• del mi.mo in-

dividuo y así seguir prolifer3ndo y subsistiendo. Esta es 

una de las explicaciones más factibles respecto a la apari­

ción de otras bandas protéieas en la membrana eitoplaematica 

de las celulas cancerosas. En el presente trabajo de inves-

tioaeión existe la po~ibilid11d de que las bandas protéicas de 

bajo Pfll pres~ntes exclusivamente en los patrones protéicos 

del tejido de Ce. Cu. , sean producto de la degradación de pro­

teína• existentes en el mismo patrón protéico debido • la ac­

ción de enzimas proteolfticas presentes en el contenido poli­

peptídico de la membrana citoplasmatica, ya que •e ueó un 

amortiguador libre de inhibidores de iiist•• enzima•. Y aun~ 

que los 3 patrones protéieos del tejido de Ca. Cu. eneontradoa 

en este trabajo fueron reproduc iblea y homogéneo a, cabe la PI? 

eibifidad de que exiatan una varia• enzimas proteolíticas 

que actuén siempre sobre uria misma proteína: Es neceaario 

para futuros trabajos del mismo tipo que el presente, intro­

dudr ensayos en loe que se incluyan inhibidores de prot•aaas 
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dos pma su posterior an:Jlisi$ Los repode:; que hay al re.~ 

pecto con otro tipo de células. son un t::mto controvers1on<!· 

les, Ll !.:.n ~t. {·:~).trabajando con lineas ce\ulare!:I de fi 
brobiast.:is d-. ... ratOn e: .. :.:~ ~·. norma\('<; y transformadas. demos· 

traron que no tod;.,s b'S líneas ce-\ulM~;; transformr1da<J: d.'.\n ur, 

patrón protCico caracteristico que l.'\s imagenes electrofo· 

réticas encontradas de estas línea!. celu\nres tr;;lnsformado"S 

están alteradas con respecto 3 la imagen ob~ervad;.l en líneas 

celulares normales Contro:uiamente /,•1;c.:~1 s· r ar.:1 (88 J. 

sugirieron que algunas ccilul.'.\s transformad<'s, pueden tener un 

patr.On protóico bidimensional caracteristico. el cual est~ a1 
torado con relacicin al patrcin de las cólul::ts normales. 

En el presente trnbajo a pesar de que el tejido de L'."'. t'1..:. 

presenta un patrón único en las SO muestras analizadas, se ol? 

servci que nlgunas de l3s muestras presentan imagenes electro­

forétícas similares entre ellas~ por lo que se puede deducir 

que tienen un contenido protéico semej.:mte y por lo tanto un 

patrón protéico característicC\. Ademñ'S es obvio que los pa­

trones protéicos de membrana celular de c.~. C·L están altera­

dos con respecto ni patrón protéico de 1:•1. N lo cual se dis­

cutirá más adolante. 

El análisis de los estudios comparativo!!- entre los 3 sub· 

grupos de C·-:.. •:u. permitió observnr 'larios 3spectos interesan­

tes: La mayoría de las diferencias entre estos 3 subgrupos de 

-:a. •:u. se presentan en F'M altos, mayores a los 90 kD. Con­

trariamente ~:n.;.w!es y col. l06), trobajando con membrana cit<_? 

plasmatict\ de tumores en fresco de melanoma, astrocitoma y 

carcinoma do pulmón, encontraron 

las diferencias distintivas entre 

fueron en péptido• de bajo PM (40 lcDJ. 

Otro aspecto interesante fue qu~ dC>~ 

('.;. el ¡r y el I ! I. •on muy "Similares 

que 

los 

electroforCticamente, 

diferentes tumore"S. 

de los -subgrupos de Ca. 

entre sí ya que a nivel 

cuantitativo, las diferencias ob5erv3das fuer~'n realmente po-

cas. E"Ste hecho sugiere do'5 posibilir!ades: un3 es que a pe­

sar de que la-s diferencias son mínimas, on verdad ser trate d1t 
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dos subgrupos de e". Cu. di•tintos;o bien puede tratarse de un 

sólo subgrupo de Ce. ('J. y las pequeñas diferencias observa­

das. son debidas a las diferentes condiciones de experimenta­

ción en las que se realizaron los ensayos. Este tip~ de 

cue•tiona.mic.ntoa podrían elucidar-se roali%•ndo ensayo• más 

sensible• de separación de proteínas. eomo los ya mencionados 

anteriormente (electroforesis bidimensional, marcaje de mcm-

b.'anas, etc.). 

Contrariamente. el subgrupo l fue el que tuvo las JY\4"'\yorcs di­

ferencias comparándolo con los otros dos sub-grupos ( I I y 

I 1 I ); dichas variaciones fueron principalmente nivel cuan­

titativo, sobresaliendo el hecho que el subgrupo I tiene un 

mayor numero de bandas protéicas, altamente reproducibles en­

tre los 31 a 65 kD de PM. Esto se determinó mediante el 

análisis densitométrico~ ya que en la imagen electroforética 

no fue posible visualizarlo con una buena definición. Ade­

más este subgrupo presenta una menor concentr•ción de proteí­

na. al menos en la mayoría de la• bandas protéicas analizadas 

en é.te aspecto. 

Li tin y col. (f'S). analizando por electroforesi• bidimensio­

nal el contenido protéico de membrana celular de diferentes 

líneas celulares de fibroblastos de ratón. ob<tervaron que 

aquellas células transfortn.."'\das que tenían un mismo origen. 

mostrilron muchas similitudes: mientras que aquellas con dife­

rente origen: tenían mayores desigualdades en su contenido 

protéic<."'I membrana!, sin embargo no hay que perder de vista 

que todas las líneas celulares fueron de fibroblastos de 

tón BALB ,.e 3T'3. 

Los resultados obtenidos a partir de la comparación de los 

subgrupos de Ca. L·J son de gran importancia, ya q1.1e sugieren 

que en un" misma neoplasia aün con el mismo diagnóstico his­

topatológieo hay una heterogeneidad, en cuanto al contenido 

protéico de membrann pla.&mátic"'. Esto podría llevar a 5Upo­

ner que la evolución biolOgica del tumor, es diferonte on ca­

da uno de los 3 subgrupos de Ca. Cu. que 9e encontraron. Lo 

que se podría corroborar realizando otro estudio correlacio­

nándo nuestros resultado., con algunos parámetros clínicos 



histopatológicos de las muestras de l;:is pacientes estudiadas. 

La comparación de los patrones protéicos de la mcmbran~ 

citoplasmatica de células epiteliales del tejido de C::.. C·.:.. 

contra el patrOn protéico 

epiteliales del tejido de 

de membrana plasmática de células 

l u.,"/. dió fC$Ultado v::irios 

puntos de suma importancia. En principio. la ohservaciOn 

más interesante fue que los 3 tipos distintos de patronC$ pr~ 

téicos resultantes del tejido de •:a.·~··~. e-stan alterados con 

respecto al patrón protéico del tejido de Cu. H. Las modifi-

cacioncs se encontraron en proteínas tanto de alto como de ~ 

jo PM. Res.pecto a las alten:iciones observadas en PM altos, 

se puede mencionar que en ol tejido de Ct.! .. "i. existe un mayor 

número de bandas protéicas con un PM mayor de 110 kO. compa­

rado con los 3 p3trones protéicos do membrana del tejido de 

Ca. Ct1. En otros tipos celulares. se ha reportado qu~ las ~ 

yores alteracion°" que se observan en las proteínas membrana­

les de una célula transformada. se encuf3ntran en alto• PM. 

Así, L1 ltn y col. (68). trabajando con fibroblastos de ratón 

BALB/C normales y neoplasicos, observaron que la mayoria de 

las diferencias entre estas células ocurren en las proteínas 

de membrana y en las glicoproteínas membranales de un PM ma­

yor a 100 k:O. Hogg l42l, por su parte trabajando también 

con líneas celulares de fibroblastos de ratón BALB -'C, encon­

tró que la mayor diferencfr, entre las eClulas normales y 

lrandormadas fue la presencia en la célula normal comparada 

con la ausencia en la célula neoplasica, de una proteína mem­

brnnal de aproximadamente 250 k:D. Y Bannikov y col. (1t3), 

utilizando lineas celulares epiteliales de hígado de rata 

normal y transformado; reportó que todas las líneas celulnres 

transformadas. tienen una proteína. alter.:.da de 135 lcl> de PH. 

~ido a éstos y a "'tros reportic-s de la literatura, s~ ha 

llegado a b conclusión de que una de las carncterieticas di:! 

tintivas de una célula cancerosa y cspecífieamente de su mem· 

bfana celular. es la petdida complet;:11 p;ncial de algunos 

de sus elementos protéicos; o bien la modificación de los mi! 

mo•. En el caso de esta última alteración también •e modifl 



ca la migración electroforética de estos elementos y cambian 

de posición. Por lo general, se ha observado que las moléc~ 

las que muestran este tipo de alteraciones son glicoprotefnas 

de alto PH {19 y 243) Poro cabe resrtltar, que la mayoría de 

los reportea a éete respecto. ~on trabajos realizados li­

neas celulares; y muy pocas son las publicaciones donde se ha 

trabajado con tejido en fresco. 

También se encontró que los 3 patrones protéicos del teji­

do de Ca. Cu. , constan de un mayor número de bandas protéicas 

de bajo PH entre 10 a 40 kO. N1 col s~n y cc-l. (25), entre 

Qtro~. reportaron que otra de las características por las que 

se diferencia una célula transformada es la aparición, en la 

membrana citoplasmatica, de nuevos antígenos {proteínas tumo­

rales). Se ha sugerido que dichos antígenos son uno de los 

elemento• macromoleculares que proporcionan a la cieilula can­

cerosa la capacidad para evadir el sistema inmune del indivi­

duo que las contiene y ovitar ser eliminada1; así como la de! 

treza para invadir y metastati.zar otros órgano• del mi•mo in-

dividuo y así seguir proliferando y subsistiendo. Esta es 

una de las explicaciones más factibles respecto la apari-

ción de otras beindas proteicas en la membrana citoplaamatica 

de las etilulas cancerosas. En el presente trabajo de inves­

tigación existe la posibilidad de que las bandas protéicas de 

bajo PM presentes exclusivamente en los patrones protéicos 

del tejido de Ce. Cu . • se•n producto de la degradación de pro­

teínas existentes en el mismo patrón proteico debido o la ac­

ción de enzimas protcolfticas presentes en el contenido poli­

peptídico do l:t membrana citoplaamatico, ya que se uaó un 

amortiguador libre de inhibidore9 de éstas enzimas. Y •un­

quc los 3 patrones protéicos del tejido de Co. Cu. encontrodoe 

en este trabajo fueron reproducibles y homogéneos, cabe I• PC? 

aibilidad de que existan una varia• enzimas proteolíticas 

que actuén 'Siempre sobre una misma proteína Es necesario 

para futuros trabajos del mismo tipo que el presente, intro­

dur.ir ensayos en loe que se incluyan inhibidoree de proteasas 
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en el amortiguador utiJiz3do para el .aislamiento de membrana 

citoplasmaticn y otro:s en donde no se LJSen inhibidores y en­

tonces comparar los patrones prot&icos resultantes •ugereneia 

que ya se había planteado on la pre$ente discusión 

La disminución '-"" fa concentr:.ción de i:::iertas ba.ndas pro­

téicns en los 3 distintos p.-.troncs del. tejido do Ca:. Cv. com­

parados con el perfil proteico del tejido de Cu. N., es otra. 

de las diferencias mas notables. Este aspee to fue más cvi-

dente en las bandas polipeptídieas con un PH mayor de 30 1c0 

(33; 37; 41~ 53 y 72 k:D} Sin embargo, el decromento de ma­

terial protéico más importante observndo los 3 perfiles 

del tejido de Ca. Cu. fue en la banda polipeoptídica de 63 k O 

de PH; Ja cual se presentt11, t:n una concenhacidn muy alta en 

of patrón proteico del tejido de C•..:. N. t13 µtf). comparada 

con loa de Ca. Cu. (3J"6). 

En primil:'ra instancia lo que so tendría quo anali:ar es si di­

cha banda protéica corresponde a la misma proteína alt•mente 

d..,nsa y con un f"tif simil>lr que se ob,erva en el patrón del te­

jido de Cu. N. Esto seria f.:1etible de llevar a cabo a través 

de la utili::ación de tCcnicas con anticuerpos rnonocfonnlcs o 

po-liclonale• (79). 

Una vez que se tuviera 13 :segurídad de que so trata de la 

misma o mismas proteínas en ambos tejidos, se podrla sugerir 

que esta banda protéica de 63 k"D presente en una alta concen­

ttaeicin en el patrón de t.:-.... N . • está """ menor concentracicin o 

está alterada de alguna for"1a en los patrones de Ca. C:u. El 

mismo anáHt:is puede reali2ar-se a toda~ aquella$ bandas poli· 

peptídicas de los patrones de Ca. Ct.1. que presentaron un de­

cremento en el contenido de su material proteico. 

otra de fas obse-rvacion~s interesant~s. producto de la 

comp<1radón entre los perfiles pr<>t•icos de los tejidos de 

cervix uterino normal y neophuico; e• que el subgrupo I del 

tejido de Ca. Cu. mueetra ~aracteristie•s muy tímil•re• • In• 

dc•critas para el patrón de Cu. 11, 1obre todo a nivel densito-

métrico. Los otroc do• subgrupoa tienen un patrón proteico 
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diferente al del 1:i.! . . "l. L1 t.!?"': y !:";" ! . {59 ), reZ11fi:3ron un 

análisis eompar3tivo del contenido proteico de membrana cito­

plasmatiea en 5 lineas celulares transfornlada,. y una normal 

derivadas de un sistema de fibroblastos de ratOn 8ALB ,·e: y o~ 

sorvaron que una de las clonas celulares, la 3Tl 2T. prese-nt:r.­

ba características protéicas muy similar("s las mostradas 

por la línea celular normal (,\
1 

l: a pesar de ser la línea c~ 

lular mBs maligna de todas las estudiadas en este reporte. 

Por lo que sugirieron que, aparentemente, cambios mUltiples 

en las proteínas y en gliC"olipidos membranales dan como re­

sultado un incremento en la inmunogenicidad y un decremento 

en Ja tumorigenicidad de la celula transformada. En el pre­

-sente estudi.'l "º s~ puedo definir una situación similar a la 

reportada por !...! •_in, dado que se desconocen la mayoria de las 

caracteristicas histopatol6gicas asi como la. evolución clíni­

ca de las pacientes de las que se tomaron las muestra; Pe-

son puntos de sumo interés que quodan por estudiar y que 

podrían retomar para futura'S investigaciones. 

La Técnica de Electroforesis en Geles de Poliacrilamida­

SOS del tipo unidimensional, es uno de los métodos más emplo~ 

do-s :-.ctualmente para el ..i.n::ilisis bioquímico de prci.teínas ce­

lularc.-~ (.:! y 5): y se considera que es capa: de una resolu­

ción altamente fina de las diferencias entre las proteínas en 

b."ts<e a su carga y su tamaño (5) Por ello se considera ade­

cuada para el estudio inicial del contenido protéico de In 

membran:i citoplasma.tic~ de c~lulas epitoliales de tejido en 

fresco humnno de cérvix uterino, tanto normal como canceroso~ 

ya que no se tenfon antecedentes de los cuales s~ pudiera par 

tir. Sin embargo, hay que tener en cuenta en este estudie. 

que es posible que no todas las proteínas e.ten en cantidad 

suficiente c:omo para sobresalir en loa patrones protéicos; p~ 

ro a pesar de ello. puedoen tener un rnpel muy importante en 

la función de la membrana. Ce aquí que se tenga que hacer 

uso de tecnicas adicionales {7~) que le proporcionen al méto­

do de electroforesis comúnmente empl~ado una mayor 'ensibili­

dad para el registro de proteínas e'casos. Otro punto es 
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que algunas bandas protéicas, pueden ser representativas do 

polipéptidos citoplásmicos; que se adhieren a la membrana du­

rante su preparación; o :t. la inversa, algunas proteínas de la 

membrann que están laxamente unidas pueden perderse. Por 

ello, se debe tener mucho cuidado en la interpretación de los 

patrones protéieos que se obtengan; así como en el manejo de 

las fracciones membranales de donde se van a extraer las pro-

teinas para su análisis. Finalmente no hay que olvidar que 

algunas do las bandas que parecen ser una sóla proteína pue­

den estar formadas por varias de ellas. Debido a ésto, des­

pués do un primer análisis protéico por electroforésis unidi­

mensional común, es indispensable realizar otras pruebas con 

mayor sensibilidad que permitan obtener resultados más vera-

ce•. 

Como ocurre en la mayoría de los trabajos de investiga­

ción, a pe•ar de haber cumplido con los objetivos de este tr!' 

bajo y haber corroborado la hipótesis; surgen nuevas inquie­

tudes, algunas de ellas ya planteadas en la diac:usión, y que 

requieren del empleo de técnicas más sensibles y sofieticn-

das. Algunas do estt11is cuestiones son: 

1) ¿Qué tipo de proteínas membranales, ya sea funcionales 

o estructurales, son his que están altetadas en los pa-

trones protOicos del tejido do Ca. Cu. ?. 

2) ¿Podría haber, una o vnrias proteínas cuyas característi­

cas o su presencia o ausencia, defina el tipo de compor­

t3miento quo va &11 tener un determinado tipo tumoral de 

Ca.CtJ. ?, 

3) Tomando en cuento los resultados aquí obtenidos como an­

tecedente, ¿se podría llevar a cabo un estudio similar al 

presente en lesiones pre-cancerosa• del Cu. ; cuyo compor­

tamiento biológico e-s aún impredecible?_ Quizás, algu­

nas do las prt>tefnas alteradas que ee observaron en los 
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patrones del tejido de Ce. Cu. . tengan un significado bio­

lógico clave relevante (por su presencia o ausencia). en 

el desarrollo de este tipo de lesiones. 

Tal vez en un futuro el uso de la Electroforesis en el co­

nocimiento del contenido proteico de la membrana celular, sea 

una herramienta más indispensable. para predecir o definir, 

el tipo de comportamiento biológico que pudiera tener una de­

terminada lesión de tipo cancerosa del Cu. ; lo cual ayudaría 

al clínico a elegir el tipo de tratamiento que se le propor-

donaría a la paciente, f...\is aún. si el estudio se reali:z•ra 

en lesiones pre-malignas y resultara positivo, seria de mucho 

más valor ya que s~ podría predecir. junto con otros paráme­

tros clínicos ya establecidos. cuando una lesión precanccrosa 

evolucionaría a una francamente cancerosa, o cuando retorna­

ría a un estado "normal": algo ideal en el estudio del Cán-

cer. 
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9. CONCLUSIONES. 

El objetivo fundamental del presente trabajo de investiga­

ción, fue conocer de manera general. las alteraciones en el 

contenido protóico de la membrana citoplasmatica de células 

epiteliales de tejido en fresco humano de Ca. Cu. comparado 

con C\1. N. y las conclusiones a las que se llegaron fueron las 

siguientes: 

1) Fue posible obtener un Patrón Protéieo caraeteri.tico al­

tamente reproducible, de membrana citoplasmática de cé­

lulas epiteliales de tejido de Cu. N. 

2) el contenido protéico 

las células epiteliales 

de membrana 

de 

citoplaa-Al estudiar 

mática de 

E:pidermot.de ]nt.'OSOT, se observaron 3 

tejido de Ca. ClJ. , 

tipos distintos de 
patrones protéicos de los cuales, uno de ellos fue el más 

predominante. Pero no se encontró, un patrón protéico 

único y característico del Cu. C1.i. 

Al hacer un análisis comp~rativo de los patrones protéicos 

obtenidos, tanto de Cu. N. como de La. Cu. se encontró lo si­

guiente: 

a) Los 3 patrones protéicos derivados de C".l, Cu .• están alte­

rados con respecto al de Cu. N. 

b l L3s nlter~ciones que mostraron los patrones protéicos de 

Ca. Cu., se presentaron tLinto en protefnas de alto PM como 

en protefnes de bejo PM .. 
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e) Las modificaciones que se observaron en lo" p:ltrone'! pro­

téicos de C::.. •:•..:.. fueron· pérdida de b:\ndas prótCicas. 

predomin3ntemente de alto PH; ll'SÍ como la presencia de 

un mayor nUmero de banda$ pr<"té-icas. sobre tod..:i. de bajo 

PM. Estas difer(!onci;:.s fueron estadísticamente 1:;ignifl­

cat:iv•u1. 

d) Finalmente, otra de las alteraciones encontradas en los 

patrones protéieos de Ca. Cu . fue en cuanto a la cantidad 

de material protéico o concentracicin de proteina. Así 

se obset"VÓ, que en los patrones protéicos de Ca. Cu. , hay 

una menor cantidad de material proteico. comparado con 

los patrones del tejido de ,~u. N : sobre todo, ~n una ban­

da con un PM de 63 k.D, lo cual fue estadisticamente sig­

nificativo. 
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1t APOl)!CE. 

11 • 1 • REACTIVOS. 

ClonJro de Sodio ('*"'."! -Baker-J. 

Agua Bid ... tilada lH,o ). 

Sacarosa (C H 0 ·Bak•-). 
1.2 22 u 

Acido Oorhidrico (HL l -Miet-ek-). 

C..,bonato de Sodio (Na CO -e.Ice<-). . . 
Hidróxido de Sodia (Nat1H -~er-l. 

Tartrato de Sodio y Potasio; 

(..-....-OC H 0 4H O -8al<...-· ). 
, ' n 2 

Sulfato Cúprico (Cu·;.1, 5H
2
0 ·Baka-). 

Folin-Cio<:alte&.1 (-Sigma-). 

Ser-o Albúmina Bovina ( SA.B -S.gma-). 

Acido Sulrurico (H SO ·Baker-). ' . 
Fo•fato de Sodio Monobátoico (NaH PO H O -Baker-1. 

z • z 
Fosfato de Sodio Dibá•ico Anhidro (Na HFV -Baker-) . . 
Oodecil Hidrogenosulfnto. S.I Sódica: 

(505 ,- H HaO 5 -Merck-). 
tZ .l'!l • 

Acrilamida (C»H'5NC1 -Sigma-). .. 
Bis-Acrilamida (-Sigrna-l 

P~rwlfato de Amonio (OtH;. SO -Baker-) . 
.. ~ 2 • 

N.N)'J' )'J' -Tetrametil-Etilenodiamina (TEHED -Sigma-) 

/l-Mefcaptoetanol (HSC H 
2 
CH 

2 
OH -Me-rck- ). 

Etanol lCli 1;11 OH ·Lait:-1 . . 
Azül de Bromofenol (-Sigma-) 

Glicernl (C: .H.., .. OH.'> -Sigma-). 

Arúl Brillante de Coom.a·Hie t-Sigm~-) 

two\etanol t<· J.J nn -Baker- l. , 
Acido Acético Glacial t<.:H CO':·.~ -Saket'~) 

' Aeido Trícloroacetico lCC L ,i.::ruH -Sigma· l. 

Aeido MoHbdieo:Sal de Amonio; 

(r•NH,-\/'·~'102.• 4>!
2
0 -Sigrna·). 
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Equipo de Reactivos de Prueba para la 5' -Nucleotidasa 

(-Sigma-). 

Equipo de Reactivos de Prueba para la Deshidrogenasa 

Láctica t-Lakeside-J 

Fosfato de Potasio (.k:H PO -8aker-). 
2 • 

Sulfato F"'roso (FeSO 7H O -S..ker-). 
• 2 

TRSS (Hidrometil-Aminometano) (C6~uN03 -Sigma-). 

Glutaraldehído. 

Tetróxido de Osmio (1."ls,.., ) . . 
Hematoxilina. 

Sulfato de Aluminio y Potasio. 

Oxido Rojo de Mercurio. 

Orange G-6. 

Acido Fosfotúngstico. 

Verde Claro SF. 

Pardo de Bismarck. 

Eoeina Y 

Eo•ina A%uJoea. 

C.rbonato de Litio. 

Xilol. 

Resina Sintética. 
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11 • 2. SOUICI OHES. 

11. 2 .. t. Solución para la Obtención del Epitelio Es.e amos.o Estra­

tificado. 

11.2.U. Solución Salina al 0.9'1:. 

Cloruro de Sodio 

Aforo con H
2
0 bid.e-stilttda a 

9.0 tf 

1000.0 .,¡_ 

tt.2.é'. Solueiones para 1"1 Obtención de Membranas Citoplavna­

tic;ii•. 

¡l. Z. 2. l. Solución de TRJS 1 M 

TRIS 12.1 ~-

Aforo cot\ H, O bidestil"da a 100.0 .. 1. 

l '! ~2. 2. C. Solución Amortiguadora de Sacarosa 025 M. TRIS-HCI 

0.03 M. pH 7 2. 

Sacara~ 

Solución de TRIS 1 M 

Aforo con H
2
0 bid~tilada a 

8.56 6· 

3.0 .. 1. 

100.0 "'!. 

11. 2. 3. Solucíon~ par• la Cuantificación de Proteína. por ef Me­

todo de LoM"y _ 

11. Z. ~. 1. Solución de Hidróxido de Sodio 0.1 N. 

Hidóxido de Sodio 

Aforo con H O bide-stilada a . 4.0 !f. 

1000.0 mi. 

11 L.:. 3. z. Solución de- Carbonato de Sodio al 2% en Hidróxido 

de Sodio 0.1 N. 

Carbonato de Sodio 

Aforo con f-.idróxido de Sodio O 1 N a 
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200 !f. 
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11. 2. 3. 3_ Solución de Tartrato de Sodio-Potasio al 2%. 

Tartráto de Sodio-Potasio 

Aforo con H O bidestilada a 
z 

t 1. 2 . .=t. 4. Solución do Sulfato Cúprico al I~ 

Sulfato Cúprico 

Aforo con H O bidestilada a 
z 

11 .. ~. 3. S. Solución A. 

Es una mezcla que está constituida por: 

Solución de Carbonato de- Sodio al 2'>': en: 

Hidróxido de Sodio 0.t N 

Solución de Tartrato de Sodio-Potasio 

al 2)' 

Solución de Sulfato Cúprico al tX 

\ l 2. 3. 6. Solución de Folín Ciocalteu 1 N. 

Folín-Ciocalteu (2 N) 

H O bid~stilada 
z 

Se prepar~l. en el momento de La prueM. 

2.0 ,, 

1000 ..,¡_ 

1.0 5· 

100.0 .. 1. 

49.0 ml. 

OS m!. 

OS ml. 

3.0 m!. 

3.0 m!. 

l 1. 2.. 3. 7. Solución estándar de Ser o Albúmina Bovina ( t 1716/ml ). 

Sero Albumina Bovina (SAB) 1.0 ""1· 

H,O bidestilada 1.0 m!. 

11. 2. 4. Soluciones para la Determinación de 1111 Actividad Enzimá­

tica de la s·-r"ueleotidasa. 

lt.é!. 4. t. Solución d .. Adenosín S • ·Monofosfato 2.38 mM, TRIS-

HCI 100 mM, pH 7 S. 

Adenos{n 5 • -Monofotfato 86.8 ""1· 

Solución TRIS 1 M 10S .. 1. 

Aforo con HO bidestilada " 105.0 onl. 
z 
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11. 2. 4. 2. Solución d., Glicerofosfato 1.52 mM. TRIS-HCI 100 mM, 
pH 7.5. 

Glicerofosfato 

Solución TRIS 1 M 

Aforo con H
2 
O bidestilada n 

11. 2. 4. 3. Solución de Aeído Trieloroacético •I 30't. 

19.5 mtf· 

10.S ,,,¡_ 

105.0 .. 1. 

Acido Tricloroae~tico -"O.O $· 

Aforo con H
2
0 bidestil.,da a 100.0 "'l. 

11. 2. 5. Soluciones para fa Determinación de Foafatos por el Mé­
todo de Tanoal<y y Shorr. 

11. 2. 5. 1. Solución de Addo Sulfúrico 10 N. 

Acido Suffürico Concentrado 

Aforo con H O bjdeatilada a . 
11. 2. 5. 2. Solución de Molibdato Amónico •I IOX. 

Molibdato de Amonio 

Afoto con Aeido Sulfúrico tON • 

11. 2. 5. 3. Solución de Molib(h,to Ferroso. 

Solución de Molibdato Amónico al lOX 

Sulfato Ferro•o 

Aforo con H O bidestifada a 
' 

11. Z. 5. 4. Solución Patrón de Foafato de Potaaio 5 

Tricforoaeétieo al O.SX. 

Fosfato de Potaaio 

Acido Tricloroac6tico 

Aforo con H O bidestilada a . 
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278.0 ... z. 
1000.0 .. 1. 

50.0 6· 

500.0 rlll, 

!O.O ntl. 

5.0 tf. 

100.0 mi. 

mM en Acido 

0.068 6· 

0.5 6-

100.0 mi. 



11. ~- 6. Solucior:e• para l.> Ceterminación de la Actividad En:imá­

tic:J de b Deshidrogenas3 Láctica. 

11. G. 6. i. Solución Amortiguadora de Fosfato de Potasio SO rnM, 
pH 75. 

Fosfato de Potasio 

Aforo con H O bidestilada a 
z 

; 1. 2. ~ .. Solución de Piruvato (Sustrato) 0.6 mM. 

Piruvato 

0.68 !<· 

100.0 mi. 

5.3 .,..,,. 

Aforo con Solución Amortiguadora de 

Fosfato de Potasio SO mM. pH 7 5 a 100.0 .. 1 

\ 1. 2:. oj. ~- Solución de Adcnosín hiícotinamK:la Oinucleótido. for­

""' reducida (NADhl, O 18 mM. 

Tableta de NADH con 

Solución de Piruvato 0.6 mM en SoluciOn 

Amortiguadora de Fosfato de Potasio SO mM 

pH 7.5 

0359 ~-

3.0 ,,.t. 

t t.¿. 7. Soluciones para la Elabor1'1ción de los Geles de Poliacri­

lamid.-i-SDS. 

! 1 .. ~. '· 1. Solución Amortiguadora de Fosfatos-SOS. 02 M. pH 

72. 

Fosfato de Sodio MJnobásico 

Foefato de Sodio Dib:isieo Anhidro 

Dodecil Sulfato de Sodio 

Aforo C'>n H O bidestifnda a 

' 
11 2. 1 a. Solue1ón cie A.crilamida al 40~. 

Acrili"'midil 

7.8 ~-

205 tf· 

2.0 tf· 

1000.0 ml 

40.0 •. 

Aforo c:on ¡...! O bide1tilada a 100 O ~l 

l.:=r . ..., ~r.-iu·~i~',-. ~~ r • l tr.-;J desp-i1/s de qu~ !l~ pre¡:'.lro y 

s.;. ~ 'l!1.'"d".". """T'I uri : r .. 1.st:c- f'J.!tt/:>.-ir a .J 0 t~. 
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11. _ 7. 3. Solución de 8is-Acrilamida al 2%. 

Bis-Acrilamida 2.0 8 

Aforo con H O bidestilada a 100.0 ml. •, 
E::: t ~ $~ l •.i·-- t ~n -=@ t l l t ra despu.ts di!!> ?'Jf? se prt"para ~· 

$e tJU'::r,:-,.,, e"! --"' } rcsct:> a...,...bar a .s"'c. 

1 i. a. 7. 4. Solución de Persuffato de Amonio (15 '71.¿f/m! ). 

Persulfato de Amonio IS.O "'-1!· 

H
2
0 bide•tifada 1.0 m.!. 

L-sto SO~•JCtci°rt ~q. prepara mó"le:'llOS ante-: de \ISa.rS~. 

11.2.7.'5. Solución de TEPYED. 

TEr-.ED 0.030 ~.!. 

11 . .:!. 7. ñ. Solución Amortiguadora de Fosfato.-SDS 0.1 M, pH 

7 2. Solución Amortiguadora de Fosfatos-SOS 

02 M, pH 72 

Aforo con H O bidestilada a • 
11. 2. 7, 7. Solución para Desnaturalizar Protelnas 

Oodecil Sulfato de Sodio 

¡Mnercaptoetanol (14 M) 

Aforo con Solución Amortiguadora de 

Fosfatos-SOS 0.1 M, pH 7 2 a 

500.0 ... t. 

1000.0 "ll. 

(Solución ¡ ). 

1.0 8· 

1.0 nt! 

10.0 ,,.¡ 

11. ::. , . e. Solución hdicadora del Frente de la Corrida Elec­

troforética (Solución 11 ). 

p-mercaploelanol (1'4M) 0.5 .. 1. 

Azúl de Bromofennl 2.3 "'8 

Glicerol 5.0 m(. 

Aforo C<>n Solución Amortiguadora de 

Fosfoto•·SDS O 2 M. pH 7 2 a 13.0 ,.¡ 

11.~.7_9, Solución de Metano! al 50i:. 

Melanol al IOOX 250.0 .. 1. 

Aforo con HO bideslilada " 500.0 T"\.l, 
> 



1 t =- 7 1 o. Solución de Coloración. 

Azúl Brilkmte de Coomassie 

Acido Acetico Glacial 

Aforo con Solucicin de Metanol 

al SO'.( a 

12S <'· 
46.0 n1. 

soo.o "'' 
IJnn vez m~zcl~dos tos có~ponentes. se flltra La so­

l1~c lrin. 

11. 2. 7. 11 Solución de C~cnloracicin. 

Aeido Acético Glacial 

l..lelanol al JOO:t. 

Aforo con H
2
0 bidestílada a 

11. 2. 7.12. Solución de Conservación. 

Acido Acético Glacial 

Aforo con H O bidestilada a . 
11. 2. 9. Soluciones para la Tinción con Papanicolaou. 

11. 2. e. 1. Solución de "4ematoxilin• de Harris. 

Cristales de Hematoxilina 

Sulfato de Amonio y Pota-sio 

Oxido de f.Aercurio Rojo 

Alcohol Elólieo Absoluto (1001:1 

Aforo i:on H O bide.,,tilada " 
' 

11. 2. B. 2. Solución de '"0range G-6". 

Orange G-6 en cristalee 

Addo Fo~Jotúngstico 

H O bideslilada . 
Aforo con Alcohol Etílico "' 95'.4 a 

I~ 

7S.O !'!lt, 

SO.O mt. 

1000.0 mt. 

7S.O ml. 

1000.0 mt. 

2.S d· 

SO.O 8· 

12S t!· 

2S.O ml. 

soo.o ml. 

s.o d· 

0.07S f!. 

SO.O n! . 

SOO.O ml. 



\ 1. 2. 8. 3. Solución de EA-50. 

Verde Clato S. F. (amarillento) 

Pardo de Bismarck 

Eosint\ Y (amarillenta) 

Addo Fosfotüngstico 

Solución saturada de carbonato de Litio 

en H
2 
O bidestilada 

H O bidestilada . 
Aforo con 41c:ohol Etílico al 95'( a 

2.5 ~ 

25 ~. 

2.5 ,_ 
1.0 ~· 

5 ~fffO(CS. 

75.0 mt. 

500.0 "'· 

11.C.9. Soluciones para la preparación de fas muestras para Mi­

croscopia Elecbóni<:'~ de Transmisión. 

11 ?.. '=>. l . S(\lución de Glutaralde-hido a:I TO't. 

GlutMald"!'hido 

Aforo con H O bid~tiladB a . 70.0 ~1. 

1000 ml . 

11. e. Y. 2. Solución Amortigu;;1dora de Fosfatos 0.1 M. pH 7 .35. 

Fosfato de Sodio Dibásico 355 lf· 

Fosfato de Sodio Monobá•ico Anhídro 

Aforo con H O bidestilada a , 
3.45 lf· 

500.0 ,.,¡_ 

~ 1. r~. ·-~ ·~ Solucion do Gfutaraldehido al 2.SX en Amortíguador de 

Fosfatos 0.1 M. pH 7 35. 

Glutaraldehido al 70'1: 

Aforo con Amortigu.ador de Fo,fatos 

O.IM.pH7 . .35a 

0.4 n.t. 

100.0 "'(. 

11.2.q. 4. Solución de Tetróxido de Osmio al 1% en Amortiguador 

de Fosfatos 0.1 M. pH 7.35. 

Tetróxido de Osft'\Ío 

Amortiguador de F='o•fato5 0.1 M, pH 7.35 

Afore eon H
2
0 hide"'tHada a 

1.0 '-'· 
40.0 ml 

100.0 ,,.1 



11.2.10. Soluciones para la Tinción con Hematoxilina-Eosin11. 

11. 2.1O.1. Solución de Hematoxilina de Harris. 

Hematoxilina 

Oxido Rojo de Mercurio 

Sulfato de Afuminio y Amonio o Potaaio 

Alcohol Etllieo Absoluto ( 100'.I:) 

Aforo con H O bidestilada a . 
11. Z. 10. e?. Solución de Eo•ina-Alcohcilic•. 

Eo•ina A.zulosa 
Orange G 

Aforo con Alcohol al 70% a 
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1.0 IS· 

05 IS· 

20.0 tf· 

10.0 ... 1. 

200.0 m.l. 

1.0 ,;. 

1.0 IS· 

100.0 mi. 



l l. 3. EQUIPO. 

Balanza Analítiea !Sartorios, 200HvP2). 

Potenciómetro (Corning, "'1odeJo 5). 

Homogenirador Vidrio-Teflón !Pyre)(. 7725). 

Politrón (PCU, Drehzahlregler. Kinematica Gmbh) 

Centrífuga Refrigerada (Sorvall, RC-58). 

Rotor tipo 5534 (Sorvall). 

Refrigerador (Bcndix). 

Ultrncentrífuga (Beckman, Modelo LS-658). 

Re>tor Tipo 50 (Beckmanl. 

Espectrofotómetro !Zeiu. PM2-DL). 

Micropipetas de 0·50µ1 !Finnpipette). 

Mlcropipetas de 0-250pl (Finnpipette). 

Termómetro (Propper Trophy, F 3498). 

Baño de H
2 

O con control de Temperatur" (Modelo BMT-8). 

Sartas ~gnéticas. 

Agitador Magnético (Corning, PC-351). 

Vortex (Corning;). 

Cámara de Electroforesis !Buchler, 3·1500). 

Fuente de Poder para la El,eetroforeeis, 

(Buchler, 3-1500). 

Densitómetro (Gelman. DCD-16). 

Microscopio de Disección ( Zeizx ). 

Microscopio Optico (ZC'izz. tvtodolo 730)_ 

Congelador -70°C CUJtra Low, Rovco ). 

Fotomie:roscopio l I I, para Juz transmitida. 

(Car! Zeízz, D-7082, Oberkochen). 
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t t • '· TECNI C-.AS. 

l 1. 4. 1. TEDffCA PARA U. 08TEllCIC-N \" PPEf>M'ACIC'fl 

('.lf: IMPi?'C'tITAS. 

Se tomaron improntas de c"da una de las mue.tras o biop­

sias colectatadas de CH. N. y 1:a. Cu. para confirm.;sr el diag­

nóstico histopatológico y verificar que la ~tra con la que 

se trabajó, fuese únicamente tejido normal o canceroso (neo­

plásico). segün el caso. 

Una ve:t colectada la biopsia. se lavaba en solución salina 

(11. 2. 1.1. ) para retWar el detritus celular y la Uingre. El 

tejido ae. colocaba. con unas pinzas finas, sobre un porta ob­

jetos limpio y seco que previamente se había rotulado con el 

número de expediente de Ja paciente. fecha y número de mue9-

tra. Posteriormente se hacia un extendido delgado y unifor-

me del tejido sobte la laminilla. Dicha preparación se co-

locaba en un lugar seco y aerado a temperatura ambiente para 

que se eliminara el exceso de agua. Enseguida se fijaba la 

preparación sumergiéndola en alcohol etl1ico al 96't. hasta 

que se hicieron las tinciones correspondientes. 

Las preparaciones de improntas de cada biopsia de tejido tan­

to normal como neoplásico, se hicief'on por duplicado con el 

objeto de realiz•r dos técnicas de tinción difetente que per­

miten un mejor diagnóstico. Se usó la Tecnica de Papanico· 

laou (11. 4. l. 1. ) y la Técnica de ~m•toxilin•-Eoeina (11. 4. • 

1. 2. ). El tejido restante de la impronta. •e almacenó a 

• 70c:-C con"venientemente etiquet•do. 
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11-4.!.l TECNICA OC TINC!ON DE PA?ANICOl...AOU. 

Esta técnica es muy ütil para las preparaciones de im­

prontas (extendidos). y se basa en la reacción química de los 

colorantes con los elementos celulares. Es una tinción tri­

crómica a base de Hematoxilina de Harris, que tiñe los nú­

cleos; el ·· Orange G-6 ··. que colorea los citoplasmas trans­

parentes y el •• EA-50 ••• que tiñe los citoplasmas más densos. 

La t&cnica conaiste en lo siguiente: 

Las prepar•ciones fijadas en •lcohol etílico al 96X, se fue­

ron SUn'H'!'fgiendo secuencialmente en fas soluciones que a con­

tinuación se mencionan~ 

Agua de la llave 5 b•ñoa. 

Hetnatoxilina de Harris (11.2. B. l.) 3 minutos. 

H O bidestilada 3 baños. . 
Alcohol al 96X JO bañoa. 

Alcohol al 96X JO baños. 

Alcohol al 96X JO baños. 

Orange G-6 (11. 2. 8. 2. ) 30 segundos. 

Alcohol al 96X JO baños. 

Alcohol al 96% JO baños. 

Alcohol al 96% JO baños. 

EA-50 (1 !. 2. 8. 3. ) 3 minutos. 

Alcohol al 96% JO baños. 

Alcohol al 96% JO baños. 

Alcohol al 96% JO baños. 

Xilol JO baños. 

Xilol JO baños. 

Xilol JO baños. 

Sin permitir que se secara el material teñido, se cubrió con 

una resina sint~tica y se colocó encima un..,. laminilla cubre­

objeto•. 
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~..)NE...5 P~·m•:>.:o:S ~ ·::E:PVIX l 1TE""t..,l..., S<~?-1.A!.. ~ 

NECPLAS!CO. 

Se toMaron fotografía~ d., 

pre•enh11tivos del e-studto de 

las células epiteliales del ,-.,. N. 

los patrones protéieos mas 

la men*tirana citopla.m<itiea 

y del Ca. Cu. También 

,.,_ 
d~ 

tornaron fotografias de los patrones. de las rroteínas ""3rcado­

ras de pe•o molecular conocido la• que se utilizaron como re­

ferc-ncia para calcular el peso molecular de las proteínas es­

tudiadas de Cérvix Uterino. 

La~ fotografías se tomaron con una c.;i.mara H1 ~:on d.;- ·~mm, en 

la cual s.e colocó un Fi1tr.., Amarillo e-n el l~te. La pe1i~ 

cula que se utilizó, fue la t:o.:bli.tl-\, ,_...,ti .. "' B-"'56. T1~ _i; eon 

rA imprimir las foto• en bl3nco y negro fue el t l ford # 4 

lL 4. '.•. TECNICA PAPA LA OOTENC!Cfl DEL EPITELIO l':SC4l+J­

SO ESilcAITFICAOO PI.ANO NO QUERAT!NIZJ.NTE, OCL 

1.:EJ7\.'1 X l~[ UO. 

Dd>ido • que el C•J. N. eomo el Ca. 1.:t.:. eatá constituido hi•~ 

tolóoic•mente por capas de c~lulas de epitelio escamoso e•­

trt'llilificado plano no qu.,,-atinizante!' y por un• cap• de tejido 

conectivo celular (e-stroma l, fue ne-ces•rio re•lizar una mi­

crodi•ección a cada unt'lli de la• biopsi•s col~t•das de c.,.vix 

uteorino. p2'ra obt~ner el epitelio libre del estroma Con 

~-ste pr"pó•ito se colocó la muestra l.!'n una r.aj• d• petri con 

solución de NaC l al 0.9'% (11. 2. t. t. ). El tejido conectivo 

se fue separando poco .'."l poco del tejido epitelial de manera 

~c3nic:3, observando a trnvés de un microscopio de di'tec:ción 
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y c.on la •yuda de un bisturí y unas pinzas muy finas. Una 

ve: 3islado el tejido epitelial, se lavó varias veces con so­

lución fría de Na( 1 al 0.9X par2fl quitar lo• restos de estro­

ma. Después. el epitelio '!e colocó en una ge.sa para elimi­

nar el exceso de liquido y enseguida se pesó en una bt11lanza 

analítica. Po•teriormente ee almacenó a -70°C haeta la rea-

1ización del siguiente procedimiento. · Para coneervar la 

funcionalidad de las proteínas que constituyen In membrana 

citoplasmtitica y evitar de-snaturali%ación de las mismas, el 

mAnejo del epitelio fue a 4-"'C. 

11. 4. 4. TEOl!CA PAPA LA OETENC!OH DE MEMBPANA C!Tv­

PLASMATICA. 

La fracción rica en membrana citoplaamlltica M obtuvo $Í• 

guiendo fa metodolog¡ía reportada por Jorgensen (74). y que 

con•i•te en lo sig¡uiente: 

1) La mue•tra de epitelio ewcamoso ewtratificado plano no 

queratinizante libre de estroma, se colocó en un tubo de 

polietileno y se le 111dicionaron 10 r.1l de •olueión de 511-

carosa-TRIS-~HCI {11. 2. G. 2.) por cede gramo de epitelio. 

2) El tejido epitelial su9pendido en la eoluc ión de Sacarosa 

TA'5+tCI, se homogenizó primero en pofitrón durante 1 mi· 

nuto " vefocidacl media y posteriorm.,.t• en un holtlOgeiriiza­

dor de vi•io·teflón, danrio 5 g,.,lp•s a velocidad totaf. 

Ce este homo~nado celular, se sep•6 un• alícuota de 

250 µl y •• guardó a ·70°C p•r• utitia.,tc, .., pr~•• 
po.teriore•. 



3} El homogcni=ado se centrifugó en una centrifuga Sorvall 

(RC-Se), a 7 .250 RPM. durante 15 minutos a 4.::iC. en un ro­

tor tipo SS34 Se separó el $obrenadante y se guardó a 

4''C . 

.+} El sedimento se rosuspendió por homogeni::.aeión en el ho­

mogenizador de vidrio-teflón en el volúmen original de la 

solución de Sacarosa·TRlS. HCI y se centrifugó a 7 .250 RPM 

por 15 minutos. 

5) Los sobrenadantes de la primera y segunda centrifugación, 

se combinaron y se centrifugaron a 27 ,500 RPM en una ul­

tracentrifuga 8eckman {Modelo LS-658 }, durante 30 minutos 

un rotor tipo SO. 

6) El sedimento, que es la fracción rica en membra.n• cito­

plasmática. se resuspendió en la solución de Saearos3. 

TRtS,....J-lel y se almacenó a -70°C hasta que se hicieron las 

~iguientes pruebas. 

11.4.'5. TECNICA PARA LA CUANTIF'ICACION DE PP.OTE!NA:S. 

Las proteínas de la fracción rica en membrana y del homo­

genado celular, so cuantificaron por el método de Lo'Jf'y 

l72) que a continuaeiOn se describe: 

l} Se construyó una eurv• patrón,virtiendo en tubos de ensa­

ye de 13 x 100 mr:i, una solución estándar de Sero Albúmina 

Bovina (SABl de 1 r.'\$/7"\t (l 1. 2. 3. 7. ) a las siguientes eon­

eentracionee: 
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TU•O SAB •µt' VOLUMES TOTAL •µl• 

40 

d 'º 

2) Se tomaron 50 µl de hu muestr3s problema. Los tubos de 

la solución estandar de SAB y los de las muestras proble­

se procesaron de manera semejante 

3) Se adicionaron a cada tubo 2 .~! de la solución A (11.2. 

3. 5. ) y se agitaron. 

4) Se incubaron por 10 minutos a temperatura ambiente. 

5) Se agregaron a cada tubo 02 ml de la solución de Folin 

Ciocalteu 1 N (11. 2. 3. 6_ ) en cada tubo y se agitaron in­

mediatamente. 

6) Se incubaron durante 30 minutos a temperatura ambiente 

para que se desarrollara el color. 

7) Se leyó la densidad óptica a 750 

metro (Zeizz ). Se utilizó agua 

rencia. 

nm., en un espectrofotó­

bidestilada como refe-

8) En papel milimétrico '9C hizo una gr3fica de:- la Densidad 

Optica (ordenada) , .. s Concentración de SAB (absci•a). para 

obtener la Curva Patrón. 
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9) El cálculo de los ¡..1e de prot~ína en 50 ;.il de o:ada muestra 

problema se hizo extrapolando su Densidad Optica en la 

Curva Patrón 

10) Lo'S result~dos se transformaron a frtt!""'~. 
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11. 4. e. TECNICAS ?ARA LAS PRUEBAS t.-E F"UNC!ONALtDA.D EN­

µ,_4Tit:A. 

La determinación de la actividad enzimática de la 5' -f'..'.u­

cleotidasa {S'Nt), se llevó a cabo siguiendo el método de D1 -

xon y Pur:1c":I (B9) El método toma en consideracicin que el 

Adenosin S • -monofosfato ( At ... P ), no sólo es sustrato de la S • -

Nt, sino que también lo es de fosfatasas inespecíficns, por 

ello propone una forma de estimar la actividad real de la 5' -

Nt sobre el AJ...P para ello utilizan un segundo sustrato sólo 

para las fosfatasas inespecificas: el Glicerofosfato. Las 

reneciones que se llevan a cabo en este proceso son: 

,._ 
F'O-;fc1ro Incrgc\nico CPi) • t.dPnc-sina (A) 

fo•f<:'llo.a.:i.• 

b) AMP P: + A 

ro.rota•o.a 

e) Gl lcerofosf ato ?1 ... Gl 1cerol 

Debido a que las tres reacciones so realizan simultrincamente, 

se considera la producción de Pi total. Por lo que. al ter­

minar la reacción, se resta el P1 formado en la reacción e) 

del producido en las reacciones a) + b). De ésta forma, se 

logra calcular la actividad real do la S'Nt, que se reporta 

en nmol~s de Pi. l1bera.do-·.':"'.,e,· prctPÍna.,...rr.1nuto. 

Se utilizaron dos diferentes medioe de reacción: Adenosin 5' -

r.--::-nct'osfato ¿38 :;i,.~. T;":IS-HC! 100 mM ~ pH 7 5 (.ll ?..4 1 ); y 

•.~l1·.::erof•:>SiiitL" 1.52 rnM, 7F':S.-H•.::~ !.·)!) orM a pH 7.~ 01 2..4.2. ). 

La metodología fue la eiguiente: A 480 µt del medio de reac­

ción (r y I ! }. se le adiciona.ron 20 pl de la fracción rica en 

membrana citopla~matica (0 01 a 0.03 "'-~ de proteína.} u homo­

genado celular (O.OS a 0.01 me de proteína), según el caso, 

el volúmen final fue de 1.0 m.l. La reacción se llevó a cabo 

a 37"C, siguiPndose- por espacio de 100 minutos y d,i;,toniicindola 
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por la adición de 1 .~ .. 1 de 3.cido tricloroacético frío al 30Y.. 

f ~ ! . .:: 4. -;i. ). El fósforo inorgánico que se liberó durante el 

proceso. se determinó mediante la técnica de Tauss~y y Shorr 

{11. 4-. 6 2. ). 

11.4.6.c. 0ETI;;PHIHACI0N DE FOSFATOS. 

Se cuantificó el Fcisforo norgánico {P1 ), siguiendo la 

técnica reportada por TaussJ:y y Shorr {90), que eonsi•te en 

lo siguiente: 

1) Se construyó una Curva Patrón de Fosfato de Potasio (KH
2 

-

PO•) 5 mM en ácido TricloroaeOtico al O.S'X (11. 2. 5. 4. ), 

la cual contenía las siguientes concentraciones de p¡_, 1 

m! de H O bidestilada' . 

... 
••o 

SOL. KH PO . . 
1µl 1 

'°º 

H o •IPCST. . 
1noo 

.... 

VOl.UMCM TOTA1. 

1µl) 

ªººº 
'ººº 

2. i Se adicionó a todo• los tubos de la curva ·p•trón <HÍ corno 

a lo• tubo• que cont.,,ían la' muestr•• problema tr•t•d•• 

par• la determinación enzimática de I• s•-Nt, 2ml de eo­

lución d• Molibd.to Ferroeo (t 1. 2. -:;. 3. ) y ee •oitaron vi­

gorosament'!. 



3) Se incubf'lton por 1 minuto a temperatura amb;ente para qu<­

se desarroll,.ra el cnlor. 

4) Se leyó la Densidad Optiea a 660 ~ en espectrofotómetro 

(Zei:::z) y se utilizó Hz O bidestilada corno referencia. 

5) Se hizo una grafica en papel milimétrico de la Densidad 

Optica vs Concentración de Pi. 

6) La Densidad Optica obtt"nid• por cada muestra problema. se 

extrapoló en la curv.-patrón y se obtuvieron los nmoles 

de Pi liberado en laa rnueatras problema. 

11. 4. 6. 3. nrrERHINACION DE LA ACTIVIDAD EllZIMATICA DE 

LA ['E.SHICP.0..'€.NASA LACTICA. 

La actividad de la Ceshidroge-nasa L"ctico. (LDH). se deter­

minó por el método .. estándar optimizado de la Sociedad Alema­

na de Ouimic• Clínic•: Monotest b••: en el cual la LC+-1 eatali · 

za la conv~r•ión de Piruvato a L-lactato llevándo~e a cabo 

una oxidación del NADH a NAO. 

•• b•sa ésta prueba ea: 

Pu• .. v'l.•o • NADM • w· 

La reacción química en la que 

L-Loelalo • NAl'Jo • 

La técnica utiliza un medio de reacción que contiene: 

N<\C+i 0.18 rnM 111.?.<'l.3. ). Piruvato 06 rnM (!t.2.5.i".) "' 

amortiguador de Foaf.ato de Pota•io SO rnM, pH 7 .S ( 11. z. t:-. 1. ) 

y I• metodología fu• corno sigue: 

A 61'5 1-·l del medio df!> reaC"ción, •• le adicionar"" 25 J1l del 

homog9"ado celular (de 0.01 a 02 ""8 de proteína); o bien, de 
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la fracción rica en metni><ana citoplasmatica (0.01 a 0.1"'-.? de 

proteina),teniendo un volúmen final de 700 ;1l. 

La •ctividad de I• enzirNi LCH, se determinó a 235~C a 365 T\JT\ 

(U.V.). por espacio de 5 minutos, registrando los cambios de 

densidad óptica (0.0.) cada minuto. Una unidad de I~ acti­

vidad de la LDH. se define como la cantidad de actividad de 

LCl-4 que catafiza la conversión de 1 micromof de piruvato a t 

micromol de lactato en un minuto a 365 ""' y se reporta como 

los µ1ft0le>s de lactato producido,·minuto..-me protefna. 

11. '· 7. TECNfCA.<; Pl,PA LA SEPAl>AOOO DE PP.OTEI 'lAS CON­

TENIDAS EN LA FRACOQI DE IEMBRAllA CITOPLAS>IA­

T!CA. 

La separación de laa proteína• contenidas en ta Fracción 

Rica en Meont>f-• CitoPl•-tica, M hizo pot -.fio del método 

de ElectroforHia en Geles Cilíndrico• de Poliacrilamida-SOS, 

ll'!n condiciones desnaturalizantH, técnica reportada por W.t-er 

y Osl:<>rn (73). O. -t• tnan•a M conoce el fMirnero de pro­

teinaa existent.. ., la fracción microeomal aai c:omo eu P M. 

E1to ac:lenlili• p«mite viM1aliz•. ai la irna.-n elrectrofor4itic:• 
de la rnuMtr• de tejido de Cu. N. dir._e d• la de Ca. Cu. "1-

vaeor. 

ta 



al 

•.. 4 -

Con ~1 pr"pOsito de prcp:u;lr el '::]el 

crilamida·SDS , ¡ji 7_5;:, se hi:o la 

t~mpe.-ratura ambiente y con agit¡\cicin 

$e-parador de polia­

sigui~ntc me:cla a 

constante. 

Solución amortiguadora de fosfatos-SCS 

02 M. pH 72 tt• .. 2."".1 1 

Soludón d~ .acrihtmid.:'.t "l 407- i l l .• ::. - .2 1 

Solución de bis-acrilam1d.-i. al .:?!~ f: ! ;: . 7 

Solución de peorsutf-'lto de amoni<:'> í ! ;:, . ?. - 4. 1 

Soludcin de TEfvEC 1:. : 2 - ::;- l 

r o bidestilada , 
C:l :-->Ñ:- ::· ! :·:'!·. x~ ..;..-.. -- · 

15.0 ·'" 
5.63 _, 

3.05 -•. 
1.50 .,, 

0.03 ,, 

48 

b) Para preparacicin el 9cl i:oncentr.:\dor de poJiac:rílamida­

SDS al 3%. se hicieron las $iguii:!'ntes m~::ckas con agita­

ción constante y a temperatura ambiento: 

SoluciOn amortiguadora de fosfatos-SC·S 

02 M. ph 72. \11.<! ·.i l 

Solución dtii acrilamid" al 407. (t l . .:..·.-.-. Z. 

Solución de bis-acrilamida aif 2~ (l l . .:. 7. ~. 

Solución de persulfo,to de amonio ll l. 2. 7, -=.. ) 
Solueión de TElvEO l l t.~- - 5. 

125 "''· 
02 ")!. 

0,l "41. 

0.125.·t<. 

0.003•.1. 

1-1,0 bideatilada 0.82 .-,!. 

Ei F~rsutfr.!o dt?> A""\C""'::- :::!'1. -:o . ..-.c, ~1 Tri1E:D, s-9 odrcloncn. 

al /l nal. de t ·t >i:"f>2C ta. 

<: J Los g:ele$ 'Se prepararon ien tuhos de vidrio de f2.S cm. do 

longitud con un dióm,,tro intern('I de 4 ':".tr>; se- s"'tlaron do 

un e'Ctr"'mo con p.trafifm. En e~to1: tubos. ~e virtíoron 2 

"'ll de la mezcla de poli.acrilamida-SCS al '7 .SY.. .Sobre é~ta 

solución se añadieron 300 1 ·>. de la me:cla de poliacríla­

mid:.-SC.S .-.1 3:< en form" d~ gradi~nte y encima de esta ü1r 



tima cnp3 de poJiactilamida, se coloco 2.50 µl 

destil~da. Los 91?1~'5 se dejaron polimerizar 

tura ambient~ 

de H O bi-
2 

a tempera-

11. 4 . .,.. 2. T¡;>ATAMI E"4T'..: f.S i_AS PRt.:'\TEHU.~~ MEHB~ANA.1..ES", 

PARA SEPA?A?..~AS A TPAVES DE ELEC~OF1:-.Rt:S!S. 

Se trataron 50 i...~· de protein°' de cada una de las muestr-.s 

problema. de la siguiente manera: 

a) En un tubo de en••Y"' de vidrio de 12 x: 75 ~. •• eolocO 

la proteína a la cual se le adicionaron 10 µl de la Solu· 

ción r <11. 2. 7. 7. J. El tubo •• pueo ..., un baño MI.ría, e 

punto de ebullición por 1 minuto. El volümen total de 

la proteína m'• ef de I• Solución I, fue de 100 µl. 

b) Se adicionaron a la mezcla ant•rior 50 µl de la Solución 

l1 (11.e.?.e. ). e.t. m~zcl• total fue r. que se corrió 

en la electrofQre9ie. 

11. 4. 7. 3. ELECTF'Of'ORE':SIS EN GELES DE PO!..IACP.ILAHIDA­

SDS. 

a) $& extrajn e! Ka O del eYtr.m<:> supetior del tubo que 

contenía el gel d• poliaerilamida. 

b) Se e.o loe aron IC's. tubo• en la cárnar• de aleetroforeei• 

ltt!f. Z2). 
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e) Se llen•ron la~ cámara~ con IOJi Solución amortigu~dora df?' 

fodat"s-SOS 0.1 '"''· p~ 7.2 ( 1 \ ;;_ .... ··~ }, hast~ que -se cu 

brieron bien los tubos. 

d) Se colocó en lo~ tubos con el gel de poliacrilamido 150 

µl de la me::i::la de proteína tratada. 

e) La electroforesi~ corrió aplicando una corriente eléc· 

trie a de 4 mA por tubo durante 1 hr. 

f) Una ve: pasada la hora de corrida a 4 mA. se aumentó la 

corriente electrica a 8 mA por gel. hasta que el frente 

del cok1r.11nte indicador (Solución I ! . -1 ~. 2. _,. ~- - ). llegó 

al extremo inferior del tubo 

g J Se s•caron los tubos de la e amara y se extrajeron los 

gel••· 

h l Se midió la distancia de migración del colorant~ indica­

dor de•de el origen, hasta la zon• de tinción má• denea 

del miemo. 

i J Se tiñieron los geles durante 5 hr-, , en la Solución de 

coloración (tl .2:. 7. ¡1)) 

j l El exceso de colorante de los gele-s se eliminó colocan· 

dolo• en llil! Solución de decolor•ción (l!..2.7.11. ). ha.ta 

que sólo I•• bandae de proteinae, e.tuvieron teñidou. 

k) Finalmente, los geles se eumergieron en la Solución d~ 

con•ervaeión (11 2' . ..,. 12 l. 



3) •"'.::imar ·' Su?er::. -=:?" 

4.) Ei~c•.r·;·.-j.:os. 

Es: .. :p1e1 •. -. r:l'""'l AparAf<"':' .'!.;:. ~!~~,r·:·t'~:->?os:..: 

~l-a-s <:1 l i t1'1r ~ .:.:-"i {"j..:. r-:-t i '-t • .,.~ 1 arrn o:j,. 

11.4. ·:O. TE:CNt1:,4 PE AUAL!SI$ oe: LA CONG.ENT~A.-:roH PP0-

7f't ~:.A. 

11 4. ti.¡. CiENSITtJMETP.l ~-

El anAHsís cuantit"tivo de ¡.,, fracciono• o banda• proR 

t~ic•s que se "lep1uaron por Electrofore•Í•, •e hizo por medio 

de un DenaitOmeh'o {..:;e.1m..an. OC0-16) (lt.S y ! 7). En ••t• méR 

todo meodiante un Si$tema Optico especial. •• mide la cantidad 

de luz transmitida o la inten•idad de luz reflej:.da por Ja 

fr~ec:ión d<e- la proteint111 t"ñída. 

medidon,,s, ~I de-n!'itóm..,.tro tiene acoplado un sen$OI .,n forma 

<ie plumHlat. que mu'l.'s.tra e-n fQrma osquem~ticn de v:.lles y pi~ 

cos. lo<t ('::tmbios en e,J indice de refr~ceión a lo largo del 

oel. Estos pieo'S y valles. r-.flejan C.:\mbio& f9'0 la conr.ll'!ln ... 

trndOn d.- cadí" un~' tJo las protefn3t' '>ep;.r.,.daa pc:-r efec:tro~ 
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fore-1fo y 'lUC '~ encuentran contenidas en ~r geL Por lo 

que el ~iir~a bajo un pico, es proporcional a la concentrac:iOn 

del r.omponr.-nte c:orre<Jpondiente ~n la me:de de ~roteinas. 

Los pa~o3 quf!' ~e siguieron para el . aná1i9is de-nsitotnetri­

co de la.5 band~s proteícas ~oparadó'\s por eleetroforetis, 9e 

e-num~<ln .t eontinuaeión: 

1) Et 9el un~ ve: teñido. decolorado y pueato e-n coneerv3-

cicin, ,,. mcintó '! centró. f!n una plancha de vidrio delgado 

3 .,-.,m. de e--spest'lr, que 'Se c~foró sobre el aoport~ para las 

mu~strn,. y 'e ;<t•J.e-guró con un.u pequeñas pinzas 1 !La. .>3). 

Et:.;:•u=•m' C~! f:-::."::.: ... :·m-'.r·-, (t~:r.1-l•::;), 1:1 r'~··.r">n '!"" ar:--.\r,~ 
·1~.oi-; .E:) Esc-'.c·n•:! d~ ; •J:- ·1 c..rif'i>~ :H v.-.;:s-'!"; ;..;. 9..._, ·~n ~e oen­
,.~1.•u.~r:·. 4~. Pl~l r-~i a •Jr3tl··•:-~ .::·. F1•Jrn.,t!!.i. cte- r~q1s­

t.r~; 6• s.a.~t·l• de.i. h4:!.d~ t1.r:; ?) F·t.~nch.'.\ d• Vtdrto; 
":"'"• ••\: O'> c:".:"l!""'"'r"'.• dA "•"J.D,..trl·~~ !•.»• ''rr¡IA~ ··\J'!~'f" 

·····r··· ·,. -:-~1•y-:o! ;.+ ::-'"'="~:~: ~·, .-:..,.l :~r-r!l '.a.Ju:-,­
'... ,,•.:.t ' l . "'~.) 



2) Utili:3ndo lo$ tomillos de ajuste vertical del densitó­

metro, l<l pl<lncha de vidrio se fue dc$fi:z:ando manualmente 

ha.st"' que el '"'ª: de lu:: del aparato, quedó en el centro 

del gel, 

31 El carril de desli::amiento horizontal del denaitómetro, 

se acomodó al tamaño d~I gel con los tornillos de ajuste 

horixC'tntaL 

4) Se seleccionó la longitud de onda ~ '"' que se registraron 

las fracciones prottfica,. En ie,.te caso fue de 515 nm: 

porque en ésta. el Azúl de Coomassie (9l l tiene su maxima 
ab•orcíón. La densidad óptica fue de 1.0. 

5) Se marco en el .aparato, la longitud total del gel, y el 

modo •n .,J que el don•itómetro d.bía de funcionar; en éa~ 

te ca•o fue en •utom.atic:o. 

6) Se presionó el botón de in¡cio de funcionamiento del den­

sitómetro y et'Tlpe:z:ó el análiaia den•itométrico. 

7) Los trazos densitométricoa iJe ,.,.gistraron en un p•pel de 

Gráfica espedal con el que cuenta e-1 aparato. 

El anáili•i• cuantitativo d& lo• trazo• obtenido• en el 

Densítómetro se hizo 9egún la Técnica deacrita por Gorovsky y 

ce>!, (92), 
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11. 4. 9. TEOII CA PAf'A Pf'EPAf'AR MUESTRAS DE MEMBRANA <'.:I -

TOPLASMAT!CA PARA MICPOSC<Yl A ELECTI''tHCA 1-E 

TO AN~";lolI SI C'tl. 

Con el propósito de corroborar la 

citopl•smaticas en la fracciOn qu~ se 

vix Uterino (11. 4. 4 ), realizaron 

eas en el MicroscopiC"> Electrónico de 

presencia de membranas 

aisló de tejido de cer­
obeervacione• morfológi­

Transmisión. Para tnl 

efeeto, se tomó una pequeñr11 porción del botón o sedimento re­

sultante de la centrifugación a 27 .500 RPM. que se hizo en l::a 

técnica para la obtención de membrana citoplasm...'ltica (11. J.. 

4. ). El eedimento de fracción rica en mombrana citopla.ma­

tica. se sometió a los si9tJíentes pasos para la obtención de 

lae preparaciones: 

1) El botón de fracción microsomal se fijó en una solución 

de Glutaraldehído •I 2SX en Amortigu•dor de Foofatoo 0.1 

M, pH 7.35 (!J. 2. 9. 3. ). La fijación se llevó a cabo du­

rante 1 hr. a 4°C; ein .....,_,go, 5 minutos doapuff del 

ff1icio de la fij•ción la muestra se centrifugó 

RPfi.4 durante S minutos para que •e formara un botón. 

3000 

2) Pasado el tiempo de fijación, el botón se lavó 3 veces 

con el amortiguador de fosfatos 0.1 M. pH 7.35, (11. 2. 

9. 2. ) con el fin de eliminar el exceso de fijador. 

3) El botón •e poot-fijó dur•nle hr. a temperatura ambien-

te en Solución de Tetróxido de Osmio al IX en amortigua­

dor de foofatoo 0.1 M, pH 7.35 (11.Z.9.4. ); y se l•YÓ el 

3 veces con Solución amortiguadora de fosfatos 0.1 M, pH 

7.35 (11 _a."- a. 

4) S. deshidrató el botón microsomal, con alcohole• del 70, 

80, 90 y 100~- La deshidratación con cada uno de los 

alcoholes fue durante 10 minutos. 

tOOX •e hicieron 2 cambio•. 

Y con el alcohol al 



5) Se hicieron 2 lavados con Oxido de Propileno cada uno de 

10 minutos. 

6) La pre· inclución se hi:o en 3 pasos: primero una una mez­

clo:" Id de Oxido de Propileno y EPON, durante 1 hr .; 

gundo en una me:cla 2:1 de EPON y Oxido de Propileno; du­

rante toda la noche y tercero en EPON puro por 1 hr. 

7) El botón s~ incluyó en EPON puro y "Se metió al horno a 

60'-'C para que se polimerizara. 

8) Se hicieron cortes ultrafinos. ae montaron en laa reji­

llas para microscopía electrónica y se tiñieron con plo­

mo y uranilo. 

Sólo ~e hicieron preparnciones de microscopía electrónica, 

de una muestra de tejido tumoral y una muestra de tejido nor­

mal. las cuales fueron elegidas al azar; como repre•entativ•• 

del estudio. 
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