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INTRODUCCION

Cancer es un érming genérice que se utifiza para definir &l crecimiento
anormal de células con caracieristicas transiermantas y ¢apacidad ds invadir
tejidos normales o de diseminarse 3 otros frganoes distantes (1,2), Por o

ganeral, este cracimiento anormal se debs a la existenciz ce algunaz

alteracidn en ia regulacidn det crecimiente celuiar (3).

Aln se dascenccen 105 mecanismes por Igs cuales se presenta, sin

embarge. existe la evidencia de cue la transiormacién de u

Cancerasa es consacusncia ce un cafc a nivel gen
causado por difersnies faciores:  a) Quimicos, comprends susizncias con
accién mutagénica v cancerigena:  b) Fisicos, coms gjsmplo tenemes a las
radiacicnes y ¢€) Biclégices tzles como los vircs {4.3).

Independientemente el facier que provegue la transicrmacidn celuilar,
s ha obsarvado que existan altaracicnes especificas an &l gencma celular
que provecan la proiifsracién masiva de un iefice cue caniende de una lesion
leve puace pasar per distintas etzpas intermedias hasta que finalmeanta
adguigra la casacidad de invacit de manera agresiva, consiituyendo el
vardadero céncer (8). Comd ejempio de este procesd se tiens &l cérvix

S ce

uizring, un Srgane en ol cual se han

transfsrmacidn duranie el cesarrclic de carsinoma cérvico utenino {(CaCu) (7).



BIOLOG!A DEL CERViX.
El cérvix tambidn llamado cuslla dai dtero s una formacidn cilindrica ¢
cdnica, de seccién 2lga aiiptica, que presanta notables variacicnes ce formay

tamafic (€2 2.5 a 3 cm celongitug) (8). Elcénix ss la pare mas infaricr dal

exccérvix que représenia la pane superficial cei cuello. y estd sn contacts

girecio ce con la cavidad vaginal.  Se encusnira revestica da un epitelio

plano paiestratiticacs  similar al g2 la vag cen la gue estd en cirscta
cantinuicad en ics farmices o fonces ¢a sacs {B). La cira porcidén censminada

canal cesrvical ¢ endacérvix  y esid tagizada por una muccsa rica en
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2co 2i espessr 4l 2pislio (9).

ALTERACIONES DEL EPITELIO CERVICAL.

El céncer cervical histogenéticamenta puede desarrolarse a través dz

BCENCErTsEs

un procesd progresive ce alisrasicnes cue :a en iesicnes gr
(e tempranas) hasiz ef carginema cenvical (10,11), Las lesicnes tempranas do

acuerdo a la ciasificacidn dlinica se agrucan en las dencminzdas Negplasias

Intrzagitelizies  Cervic




altaracicnas nuclaares (10,8).

La lesién NIC 1 {agrupa a las displasias leves): prssenta altsraciones
limitadas a la mitad interma dai epitsiic, pudiende incluir o no la capa basaly
reprasenta el grado mas bahnigro cea las lasicnes (10,8).  Histoidgicamenta

s2  caracterizan per: a) Diferenciacién  normal o lgsraments

ratardada; b) Eswatificacion ncrmal; vy ¢€)  Transternes en la maduracién,
ésta puece ser retarcacda a nivel de citoplasma o ancrmal a nivel nuclear. Los
niglees son ligeramente irregularss, aumeniados de tamafo, cremating
gruesa y ligera hipercromasia (1C,3).

La lesion NIC 1 6 displasia meoderada a difarencia ce la anterior
presenta una mayer vitaiidad de 1gs ndclees y mayor actividad preliterativa;
expresan un aumento significative ce ia actividad mitdtica y estados
hiperpidsicos mas 0 menes acentuadas. Eltransicrno se limita en general a

la mitad interna ¢l epitelic y s& caracteriza per: 2) Direfanciacion

erardaca, no destacdndese la formacién de puentes interceivlares en zona
cisplasica, b) Estratificacicn bastante conservada; y ¢} Transiorncs ce la
maduracién mas acentuades Gue =n la displasia leve, ya que las céluids
prasentan caracterisiicas de inmacdurez y asgecto en empalizaca. ancmalias
nuclezres marcadas y preséncia de mitcsis atipicas (10,8).

Las NIC IIl (cisclasias saverzs 0 graves y los carcinomas 17 S/tu ),

presentan alteraciones cue afsctan ya casi tode el espesor del epitziio y las

imagenas da atipia celular y spitelizl son muy patsntes | Las -- agieristicas

histclécicas de las diaplasias severas son: a2} Diferanciacicn egidermcids

idn tarcdia o ausents: y c) Trastornos
de tz maduracidn muy evidantes, tzles como célufas evaladas o incluso

fusiformes, con citoplasma escass airededer del nicleg y frecuentzs mitosis,

[N



generalmente en la mitad cel epitelio, muchas veces anormaias (10,8},

En el carcinoma a1 Sy las alteracicnes no reSasan la membrana
basal; histeldgicamanta, hay pérdida da Ja arguitsciura normal cel epitalioy
marcadas ancmalias celulares, pérdida de la polaridad y mitosis atipicas
{10,8). tlimite entre el epialio normal v el carsinoma 1 37U puede ser
bruscs ¢ prograsiva, con zenas de transicién entre el apitelic normal,
alteracicnas displéscas y 3t carcinerma 10 10y {(1C0,3).

Par otrg iaca, existsn  lesicnes del cérvix que no san consiceradas NIC
y que algunas aulcres safazian come la primera etapa en el proceso
necpldsica, estas lesionas sen ios ilamades Condilamas (14). Meisalsy
Fortin han insitide en la impoeriancia ca los candilomas (esgecificamente log
canciamas plancs) en la cénasis sl carcinema cervical {(15).

Celpasciricamente les cendilomas son manchas biancas con tfing

punteado vascutar (18,18}, e histoidgicamsante se presentan alteraciones
acanidsicas més ¢ mencs acentuadas y Cisgueraicsis surerficizl, gue en
ccasicnas pueden verse como lasicnas andoilicas {10,18).

En & Carcinema Carvical, 1as fesicres ya rebasan la membrana basal

asi coms el estroma, alcanzande a ics vasos linfaticos y sanguineos que scn

Ics puntes ce partids de fag pre

o

acacicres a distancia (8, 17). 8a presantan
nidcs o cardorgs da células atlpicas que infiltran el estrema subyscente de
forma irregular y andrquica. asi como las caracteristicas moriciégicas de fas
cilulas atipicas que determiran ol grade de difsrensiacion Cel carcinema,
Histoidgicamente s2 clasitica et graco cei carcineme cervica utering ds
zcusrdd a la  semejsnza  enie ias $3pas celuiares presenies en esie
céncar y las ecapas <3l apitalio pavimentosa normal (8,17); asicsmo porla
presencia da esginas interceluiares, que cenuncian €l origen maipighiane dal

carsincma (5.17). Ashiay sugiers la existencia de des formas de carcinemas:

wm



carcinoma {8,17). Ashiey sugiere la existencia ca dos formas de carcinomas:
uncs ce evolucidn lenta y progresiva (pasan per las fases cde cispiasia o
carcinoma In Situ )y los de pregresidn precoz y rdpida, que se convierien
diractamente en carcincma invasor.(18).

Tanto las condilomas camo Ies NIC (en sus diferentes grupes) pueden
ser revarsibles. Sin embargo, comparande el grado de reversidn de las

tesiones, 10s condilomas tieren mayor probabilidad de reversion que los NIC
{12, 19). Figura 1.
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EPIDEMIOLOGIA DEL CANCER CERVICAL.

Los esiucios epidemio]égic‘os realizados en cdncer cervical han
mostrads que es un cancer bastants frecuents, el cual ocupa en muches
paises de América Latina el primer lugar ce incidencia dentro d¢ las
necelasias presentes en la mujer (20,21). En Maéxico, de acusrdo a los datcs
del Registro Nacional de Cancer para el pericdo 1983.84 {Cuacra 1), el
cancer de cérvix ocupa el primar lugar de incidencia con un total e 6338
casos (21.4%) seguicdo por el cancer de mama con 3712 casos (11.4%) (21},
en tanto que, para la potlacién cel Instituto Nacional da Cancerdiogia ia
incidencia de cancar cervical parz 1883 fue de 434 casas (43.4%) (21)
Cuacro 2.

La edad promedio de  aparicién de lesiones cervicales varia segin la
pobiacién, pere de mansra general el promecio ¢e edad de pacientas ¢on
NIC es menor que para el carcinoma in Sify  yasuvez el de ambos es
manor que el promecio e ecdad de pacientes con carcinema cervical {22).
Por gjemplo, Mckay y cois.sefiaian como promedio de edad para NIC I 28,5
afcs, para NIC Iy 11! un premadio de 34.5 afics y para cancer cervical 40
afos {23). Otros autores repertan gua para lesionas condillomatosas el rango
de edad varia entre los 20 y 30 afias, en mujeras mayores de 40 afios sdlo se
encuentra en un 12% y para mujeres maycres de 50 afos se encuenira en un
3% (22). Carmichzal y cels. asi como Doll reporian que la incicencia de
cencer carvical se ha incrementado 2a las mujeres jdvenes, lo cual atrituysn
a cambies en los hébitcs sexuales e las nuevas generacicnes (25,25).

En la actualidad se han idantificado ciferantes faciores ¢e riesgo en el
desarrollo del Cancer Cérvico Uterino (CaCu). Diterentes grugos sahalan

Gue, tanto en las NIC como en el carcinoma cervical las varizbles



CUADRO 1.

LOCALIZACION.

FRECUENCIA DE CANCER DE ACUERDO A SU

CANCER CASOS %
1) CEAVIX §955 21.4
2) MAMA ar12 11.4
3) LEUCEMIAS Y LINFOMAS 3136 2.3
4) PROSTATA 1343 4
5) ESTOMAGO 1235 37
£ PULMON 1218 a7
7} OVARIO 853 2.5
8) VEJIGA URINARIA 27 23
8) TEJDO CONJUNTIVO 809 2.4
10) ENCEFALO 758 2.4
11} UTERO 754 24
12) TIRCIZES 735 22
13) TESTICULOD 41 1.3
14) PIEL (MELANOMA) 537 1.8
15) RIGON URETE? 7 17
16) COLON 588 1.7
17) HUESOS Y ARTICULAGIONES 555 1.7
13) LARINGE 509 1.3
18) BOCA s07 15
20) RECTO ANO 504 1.5
21) VESICULA Y VIAS BILIARES 485 14
2] PANCREZAS 200 0.9
23) HIGADO 280 0.3
24} VULVA Y VAGINA 283 0.3
25) PERITONEO-RETROPERITONED 252 0.8
26) ESOFAGO 247 0.7
27} 0JO 225 0.8
28) FARINGE 221 0.5
23) MIELOMA MULTIPLE 0.5
30) FOSAS Y SENOS NASALES, 0100 0.5
31) LENGUA 0.5
32) NEAVIOS PERIFERICOS 0.4
33) PLIURA c.a
~34) PENE 0.3
35) INTESTINO DELGADO 0.2
35) DESCONOCIDA O NO PRECISADA 6.8

TOTAL

32483

BARROSO , 1888,



scoicecondmicas, {a concucta sexual, los agentes infeccioscs transmitidos
sexualmente, el tipc de dieta, la historia reproductiva y ef usc de
anticonceptivos hormonales, rapresantan los principalas factores de riesgo
{27.28).

CUADRQO 2. CASOS DE CANCER EN LA MUJER ATENDIDOS EN
EL INSTITUTO NACIONAL DE CANCEROQOLOGIA DURANTE 1883-84

CANCER CASOS %
CERVIX 454 434
MAMA 235 20.7
OTROS 408 353
TOTAL 1138 100.0

BARROSO, 1338.

ACTIVIDAD SEXUAL: Desde 1822 Rigoni-Stern raconocieron la
impaniancia de la activicad sexuz! como un tacter ge rigsgo de cancer cervical
(23). A la fecha hey muches estudics que revelan el riesgo direcio de
desarrollar carcinema cervicat con el aumento de compafarcs sexuales,
cdebido a que aquellas muyjeres gque tienen Mas de un compafera sexual
prasentan una mayor frecuencia de desarroile def cancer cervical (30). Por
otra pafle, se corsidera como grupo de slto rlesgo agus!ss mujeres Gue
inician la vica sexual & temprzana odad. (20, Retuin ha demostrace
claramente que el “zzior epidemioldgics .t.3 importanis cde lesiones
prainvasoras y carcinamaz cervical as 1a adad del primer cantacto sexual (31).

FACTORES NUTRICIONALES:  Existe evidencia de que ta ceficiencia

de cientos nutrientes esia asocizda 2l gesarrcilo da lesiones cervicales, 13l es



actuar como prelactoras contra cancer de células escamasas (32). Wylie-
Rosset y cols. han moestrado gue mujeres con una dista baja en vitamina Ay
p-carotena presentan mas trecuentementa NIC W 6 carcincma in situ  en
comparacién con aguellas cen alta ingastién de éstes nutrientas (33).

USO DE ANTICONCEPTIVOS: Algures sstudios han mencicnacdo la
asaciacidn entre el cancer cervical y el uso ca anticonceptives (34.35,386).
Sin ambargo, esta asociacién  no es contundante, debide a que existen
reportes el los cuales no se encuantra relacidn alguna entre estas cos
varizbles {37). De acusrdo a Cramar el uso de anticonceptives puede
incrementar ef riesgo a desarrcllar cancer cervical (22).

AGENTES INFECCIOS0OS: En base a numarosss estucios
epidemclidgices y molecuiares se ha observado gqus, pesibles lactores
etictdgicas, aunades a factcres precdisgenentas (lactores de riesge) pueden
favoracer el dasarrolle da lesicnes c¢arviczies pramalignas a lesicnes
malignas {38). Inicialmente, se asociaren difersntes agentes infecciosos a la
carcinogénesis cenvical, 1ales como, ei yréscasma paliicum que en un
tismpo lud considerade como {fazior de riesgo en & desarrolio  del
carcinoma cervical, pearo estz id2z se ha dessechade debide a que

actuakments sdlo dol 1.1 al 3.8% ces los carcinemas cervicales tiznen

pruebas sercldgicas positives para 32,40).

De manera similar sucedid con un pretezozria Hagelado Trichomana




Papilomavirus Humane (PVH) (<2,43). Lz prirmera evidancia sobra la

posible ascciacion de VHS-2 can céncer csrvical fué reportada por Naib y
colaboradoras en 1866 (43), al encentrar que de 673 paciantas con herpes
genital, 11 presentaran ademas cancar cervical invaser; otres 25 prasentaro
carcinoma /% $icw  y 83 con displasia.  Sin embargo, acluglments este
ndmero se ha reducide; encontrando gue la incidancia de PVH esiz por
encima da ia de VHS-2 {23).

Lz primeras demcsiraciones de que les pagilcmavirus 2ran capaces de
inducir 1z transformacién cslular tueron dadas por Shope y Hurst en 1533
quignas aislaren y caractarizaran  papilemavirus en conejes cola c2

algoddn, y chsarvaron ia caga inducit fransicrmacion

en céiulas infectadas (48, 47). Aciuvalmente muchos autores mencionan al

PVH come el pesible agsnte causal del desarrclio neoplasico (£8,48).

PAPILOMAVIRUS HUMANO.

B Fapi

Tevirds es miambro cde lz familia F3povaviricas yse
distingu2 pergque 2l cbservarse en ¢l micréscopio elactrérico, 1a paricula viral
presenta una forma iccsaédrica ¢e aproximacdamente 43-55 nm de cdiametro;
1a cual contiene sdlo ADN y pretsinas (50, S1). E! ganoma asta conformade
por unz doble cadsna ce ADN citcular de 7500 pares de basass (pb)
aproximadamenta. La organizacidn genética es muy similar en casi todos los
tincs diferentss de papliomavirus {i2nto de humancs camo de animales) (51).
Presentan una estruciura bdsica muy similar, con hemelogia de secuencia

moedaraca (+3%) o &ita (E5%%.) (52,53). Lz estructura e los PVH se puede

cbservar en 2l mapa genstics mosirado en |z figura 2. Sin embargo prasentan

diferencies en cuanta a sitics ce cone con diferentes enzimas, por gjemplo la

11



Flgura 2. Mapa Genélico det Papilomavirus Humano 18 (PVH-18). Los
PVH presentan marcos ce lectyra abiertos organizados en regiones de
expresién' temprana que codifican para proteinas relacionadas conia
replicaciGn {E1), transcrigeidn (E2) y transtormacion celular (ES y E7) v,
regicnes de expresiin targizs (L1 y L2) que codifican para proteinas dela
capside. LOR es lz regidn jzroa de control; pA es 1a sefal de poliadeniiacion.
Se muestran los sitios de cana para las snximas Bam-Hl (8), Eca-R1 {R), Kpal

{K) y EccRV (V).
12



cuadra 3 muestra Ics patrenes de bandas de !cs liges &, 11, 18 ¥ 18 obtanidas

al contarss gen la enzima Pst-l.

CUADRQ 3. PATRON DE BANDAS DE DIFERENTES PVH AL
CORTARSE CON ENZIMA Pstl. (PESOS MOLECULARES EN
DALTONS X 10-8),

PVH § PVYH 11 PVH 16 PVH 18
3.45 1.12 2.8 3.8
0.82 0.88 1.9 2.8
0.53 Q.85 1.8 0.5¢
0.80 0.8 0.33
Q.50
0.80
0.39

os PVH prgserian marcds Ce lectura abierta (ORF), organizaces en
ragicnes da exprasién temprana (Ej y tardia (L) . Las regicnes tempranas
cocifican para protainas relacionadeas con la regiicacidn  (E1). transcripcidn

{£2), y translerm

én celular (B8 y B7) (Figura 2). Las ardias cadifican para
preteinas da la cdoside (L1 y LZ).  Eb gancma gonfigne una ragidn
larga da controt (LCR) de aproximadamente 1 Kilobase (Kb}, el cual no tiena
ningln ORF y sdic se han idenificado secuencias estimuladeras y represoras

ce 12 {ramgerinaidn viral, asi aomo 2! erigen 42 Iz rephizacitn.  La informagién

o

cciicala  s2 éncuentra localizada en una de las cadenas ve ADN y les
marcos ce leciura tienen la misma orleniscide Uanscripcienzl, con

sohrapssicidn da 2lzuncs de silas (34

P
(5]



Se ha observass que PVM infecta células epiteliales (cbiulzs basales)
de la piel y de superficies mucasas, en donde el virus puece permanacer en

forma latenta (54 53). De tal manera que, a medica gue se dife

céluias , el ADN viral se raglica, se transcribe y ferma viricnes cemgiaiss; lo
que sugiera que duramtg los difarentes sstagics ge g difsesngiasiin da les
epiteiics algunos facicras celulares paniicican en ja regulacién de! ciclo viral
(54). Cuanda ef FVH infecta las mucosas genitales incuce lz ciferenciacién de
koileeites (los Keilccites san fas céiulas caracteristiczs de la infzccién de
PVH), en aiguncs da los cuales zoarecan anticencs virzles de la cipside (33).

La especificicad gs ios PV

€T

per tgjica epiteiial puede estar gsterminada
pei elemeantes ce la regidn larga de ceontrol {LCR), cebide a gqua 52 han
caracterizade en asta regidn fragmentcs cenes de ADN capaces de csnferir
especificidad usutar (54,58}, Les ticcs 6,11, 16 y 18 por ejsmplo, presentan
una regidn con estas caracttaristicas (57.58,83).

Et rasultads mas freceente de la infeccién con FVH 25 1a prafiferacion
cde células epiteliales {83), lz  cual puecde persistit o puede revernirse
espontaneamsante. Con ei estudic ce les PVH s2 encuenira gue en los
papilomas existsn una safis de megificaciones tants en las membeanas de

calulas epitelialas comi
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miticas {80},

MECANISMOS DE TRANSFORMACION POR PVH.
Muchos easiudics reaiizades con carcer cervical y PVH., han dado la

pawta para supdner un pisitie efacto csusal ce PVH  en el cesarrolio dsi

cancer carvical {81}, Sin emoargs. e mesanisms por el coal el virus
transiorma a la célula aln no esta bien estzblecids (32), perc se sabz qus
1os PVH 8

ay
R

[

, 18 y 158 s2 pusdan 2nconirar 12n10 en 25tadd epissTal Some
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integracos al ADN en lesicnes precancsrosas y tenignas (63.34). En células
cancarssas ge encuentran les PVH 18 y 18 en forma no praoductiva e
integradcs al gencma calular, de ferma genaral astdn amplificades en unas

55-200 copias por cdlula {€3.54), ests parace indicar que la integracidn de les

PVH 18 y 18 se encuanira ralacicnada con @l process ca malignizacién de las

).

Los sitios de insercian Cel ADN viral en el ADN eslular al parecer son

células normaies o con la pragresidn tumcral (83,

variados y no hay un sitis drico. el ADN viral por lo regular se abre enia

ragidn EV-E2 duraniz |2 insercidn al ADN celular. Es positis que 1a insercidn

C-IMyC. C-1as y c-3
carcinema cenvical
c-myc ; io Gu2 Sngi

For ciro lado, s2 considsra que lasregicnes ESY E

ferman para da

algin mecanisma &2 transfermacid

&n y & su vel son impenanias parz la

, para




podrian explicar los grandas pericdos de tatencia entre la infeccién primania

ce PVH y el desarralio de! tumar (71).

PAPILOMAVIRUS Y CANCER CERVICAL,

A pariir de las primeras evicencias cel potencial fransicrmanta ce los
PVH y de su pasible ascciacidn con el precess necglasics. se iniciaren una
serie de estudics en diferentas tipos de cdncer; y se cbservéd la existancia de
afinidad  espacitica entre los difersnies tipos de PVH con lesiones
especificas, Cuadro 4.

Hzsta ol memento se tienen Garacterizades 80 lipos dilgrentas de PVH,
de los cuales 22 se asccian principalment2 a lesicrnes dai tracto genital (T2).
En paricular, los tipos 6, 11 (73,73 ale s premalignas y los PVH 18, 18,
31, 33, 35, 524 al carcinema cervical (78,78,77.78.73.80).

Los PVH 6§ y 11 se han encontrado en S0-100% de las lssiones
banignas, en 25% de lesiones precancercsas y muy raramenta en lasionas
cancerosas {2%) (54).  Entanto qua, &n cacinomas cervicales (CaCu) los
PVH 15 y 13 se encuentran en el 50-30% de los casaos. De manera
general sg stsarva gue en CaCu of PVH.16 es mas frecuente que ef PVH-18

{en una preporcidn de 3:1) (54),

DETECCION DE PAPILOMAVIRUS HUMANO.

Existen diversos métades de deteccidn de PVH, los cuales se pugdsn
agrupar en: morfolisgices, quimicos y molecularss.

MORFOLOGICOS: son aguslics cus s@ basan en la identificacién
mericlégica de células que presantan caracleristicas de infaccidn (15). Las
carzcieristicas citoldgicas e histcldgicas se encusntran bien cefinidas; por lo

Gue la defeccién por esle métods o5 canfizblz {15), sin embargo, la dificuitad

ey
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CUADRO 4. ASOCIACION DE LOS TIPOS DE PAPILOMAVIRUS
HUMANO CON DIFERENTES LESIONES BENIGNAS Y
MALIGNAS.
PVH LESIOMN REFERENCIAS
1 F, tal {1375)
2 CRTH et 2L (15T
3 7= et a. {1578
4 GISSMANN at 3. {157T)
s CARCINGMA o3 (1530)
§ GIESMAN AND ZUR RAUSEN
7
o
e
19" TR2UGAS PLANAS INTERMETIAS
1 SHMA ACUMINASO GSSMANN a2 2i, {1832)
12 et 8l £1330)
13 PESTER et x. 1583}
14 TEUNMORI oL ai. 11883
1517 LESISNES MACULA
18 DISSLASACARCINGIVA
13 DISFLASIATARS
15" .24 MACULARES EWSDOSF ot b (1384)
25" MACULARES GASSENMAIER at. al. {186%)
25 AMEDLAS CSTRCW et. al, {1564}
27 CSTROW et al_ {1965)
28" AT AND FAY
29 W,
ICOMUNICACION PERSONALY
. 2 KASN ot 3l {1528)
31 LSSNCT el 3l {1038}
32 AJDENCN et sl (135T)

- ASDCIADO CON

MODIZPLASIA VERRUCIFDRAME

TOMADD DT GALLOWAY ANSMcDOUGALL (1383).
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CUADRO 4,

ASOCIACION DE LOS TIPOS DE

PAPILOMAYIRUS

HUMANO CON DIFERENTES LESIONES BENIGNAS Y

MALIGNAS (CONTIKUACION)

PYH

LESION

REFERENCIAS

51

by
2%

£3

58

NIGTARSINGMA
PAPULOSIS DE SOWENOID
NG

KERATOSIS ACTINICA
KERATCACANTCMA
MELANSMA MALIGND
PAPULDS:S DE SOWENSID

CARIMNOMA LARINGED

CONDILOMANVERRUGAS PLANAS
PRIULGS:S OE SOWINGID
DISALASIA
CONDILOUMADISPLASA
CONDILEWA
LESICNES MACUL!

LESICNES VACULA

!

BATOSIS ACTINICA

CONDILIMA
ASCINOMA LEAVICAL

-

STREZLOWENSTEN

CONDILOMA

SEAUDENCN at. al. (1583)
WASHIMA ot 3, (Y882

LORINCT ot al. (1368)

KAWRS-IAL of. al. {1583)

SCHLE:

SC8L al. 1388)

SEAUDENCN #L 3l {(1887)

ot 3l (1538}

LORINGZ ot ad. (1583
LORING T o, 2l {1585)
NAGHASHFAR oL ai. (4387
GRCSS oL al. (1535)

DACH) st al, (1585
GALLAHAN o2 al. (1888
M. FAVRZ AND G. ORTH
(COMUNICASION PERSONAL]
M. FAVAZ AND. G, ORTH
(COMUNICACION PERSCNAL)
NOUVO ot 3l {1538)
SHIMODA et al, {1885

LAMAN et Al (1588)

KREMSOORT ANS G. OATH
COMUNICASION FERSONAL
M. FAVREZ AND G. ORTH
(COMUNICACION PERSONAL)

* ASOGIADS GON E?10TR

4S54 VESRUCIFORME

TOMADD 52 GALLOWAY AND MESOUGALL (19358).
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en el reconocimignto sigue representands un preblema, dsbido a gque, per
una parta los condilomas prasamian tanto carasiagristicas de displasias como
de cartinomas y pat oira 2 que el criteric varia de cbservadsr & cbservader,

ACemas, através de éstcs méetodes ng 2s posidie conocer &l tipo viral

especilico que es:a infectandc a 'a céluia (81).

CQURAICOS: La gstscsiin se basa sn técnicas d2 inmuninistoguimics, en
donde el complejo antigeng-anticuerpo  se marca ce tal mansra gue sea
posible detectar el antigeno relacionacc con las prelsinas e la cipsice
dal virus mediante micrescopla <2 ek, Sin embarge, 52 presamta
el probiemz cde que cuando coexisten NICy condiloma la positividad
hacia PVH gs menor que cuande se trata unicamente de condiicma (31,22), lo
Gue preveca gus la confisbilidag g2l diagnéstico s2a mengr.

MCLECULARES: Ccn esta lins da cdetsccién es pesitle identificar
particulas viralas ¢ prcieinas ce cipside asi come e ADN y ARN dsl virus
tanig en infeccicnes productivas como  en arsas  de  transiormagién
nacpidsica (83). A su vez permile identificar el tipo viral especfico que
se encuenira infectanco al tefida {84,85).

En 1z dsteccidn moizcular se utiliza Iz hibridacién, ésta se defin2 como
la formacién especilica de una cadena doble d2 ADN o ARN & panir de dos
cacdenas sencillas, caca una cbtenicda ce distinta fuenta (53). Parz ei caso
especiiico d2 PVH, la deizceién se resliza medianta aparsamients entre g
ADN viral cicnado en un plésmida (el cual es marcado con un isciopo
radicaciive) y 2l ADN virzl que se encuentra en el gencma celular del tejico
cervical (54}, Figura 3.

Existen diferantes métodcs o técnicas de hibridacian, como: Southern-

bict, Dot-blot.  Northern-bict,  Hibridacidn  1n .y €l méwdo de



ADN Sonda de ADN desnaturalizada
blanco y marcada radicactivamente

Szl ot
SF .

HIERIDACION
“*
. Sonda
/ *Naturalizada
~ N
T
| »
LAVADOS
*

Figura 3. Hibridacién de ADN en pzpel de nylén. El ADN sonda es
desnaturalizado y marcads radicactivamente, postzriormante s colocz el
ADN blanco en contactd con et ADN sondz para realizar la hibridzacion dz2 s
secuencias homélogas. El papel se fava para eliminar hibridaciones

inespecificas, parmanadiends las hibridacitnes mas sspecificas.
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ampliticacidn dot ADN por reaccisn an cadana de patimerasa (PCR) (85).

a) Scuthern-blorn: Este méteds se basa en el andlisis ds ADN
{cerado con erzimas de restriccidn esgeciticas para cada tipa vical) meadianta
alectroioracis en gales de agarssa y su postaricr dransfargncia 3 gapal, ef cual
puede ser de alrecelutosa ¢ de nylen (E4.88).  Madiante este métedo es
posible  conccer e tipc viral esgeciica, debids al patrdn de  bandas
especilics gue se cbtiene para cada tipo viral (82.85). La reainacién de
elacirolarasis es indicativa d2  una punhicasién extra dol matenial (E85). Ss
trata de un métode hasianis sensible {Cuzdro 53, ya que puadsn wilizar cde
Q.1 a 1.0 zcplas de gsnema virat por Céluiar adaemas de gque pusce

sepqrgionar infarmacida s3bre & estads de las

w
{0
O
€L

O

cizg ¢ ADN (si st

VIFLS $@ SRoNEntie iInte

o) NWorthsro
anifege al savihern-

ensimas de resinceidn, debids a que el ARN s& degrada lacliments porl

O
a
B

no es necssartc cortads (84,

o]

73

cz-olozr  Esun mitseo rapide para analizar ADN o ARN, en &
cual se omite of usa de enzimas de testncdiin y e 2lactrcioresis. Bl ADN o
ARN cbienigs se goisa directamenta sobre ¢ papel de niwrsceluicsa o nylen.

£n este méedy es izl

nguir entre subtipes viraies, debids a gue s2

puedsn taasr £on mayst fasilicad hibridaciznes truzadas entra los difsrantes
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CUADRO 5 COMPARACION ENTRE LOS DIFERENTES METODOS
DE HIBAIDACION MOLECULAR UTILIZADOS PARA DETECCION

OE PVH.

METCDO

NIVEL DE SENSIBILIDAD

CARACTERISTICAS

DOT.ELCT

HISRIDAGION in silu
EN PAPZL

HiSRiDACION 1 5ity
DETENLC

@ ar

AM?’.JHCAC«C\I DEL
ORAPOR REACCION
EN CADENA QE POui
RERASA (PCR)

EN FAOMEDIC RECUIERE BE 0.11.0
GENCMAS VIFALESCELULA PARA SU
ANALISIS $E AECUIEREN 105 CELLAS

KRECESITA CELULAS CUE CONTENGAN
WINIMG 19% GENCMAS VIRALES

PYEDE DETECTAR TIPCS
VIRALES ESPECIFICCS Y
ANALIZAR 81 ESTAN

TECCION DE
BCSITIVAS

JA  SENS(BILIDAD:
<O (NTENSD. S8
TILIZAR TESRO

ALTA ESPECIFICIDAD ,
AUTOMATIZADA ¥ PUEDE
UTILIZAR ESPECIMENES
FRE5C0OS O FIUADLS

CANCASTER Y NORALD {3858,
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a sansitilidad es comparabig con 8l sautharn-tict (Cuadro 5).

€) Eirzridacidn fn 2/ftu : En 2sta mdétocda se utiliza material
histolégico tratads y colocade especialmenta en portacbjetes; usanda los
acidos nucleices como  células blancs. Ests métcdo permite utilizar

espacimaneas frescos o fijades en parafina, sin embarga, tiene la desventaja
ge gue &8 requier‘en entre 20 & 30 c¢epias Cel gancma viral para sar
datecstada, por lo tanto la sansitilidad 25 baja (84,85). Cuacro 5.

e} PCR: Este métode uwiiliza oligenuctedtides y DNA polimerasa
para amplificar ef ADN y realizar fa detectién de sscuancias virales tanto en
células nermales como transformadas.  Este métcdo se puece realizar
utilizancdo sdic un paguefic segmanto de ADN viral, el cual es amplificada v
posteriormante cetsctado per hibridacién estandar.  De acuerdo con las

caracterisiicas de este méiwcde s considera el més sensible, ya gue en tecria

el limite ca dstaccidn seria de una copia Cel genoma viral, es decir, es pesibie

dstectar hasia una sdia copia viral (83). Cuadrs 5
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ANTECEDENTES Y JUSTIFICACION

Las primeras svidancias de asccizcicn entra Pagilomavirus Humano
(PVH) y iaesisres ganitales fueron dadas por Ciuffe en 1307 (E8), guien
detectd la prasencia da este virus en verrugas genitales. A pariir de ese
mamento s iniciaron gstudios tendientes a cbsarvar qué papel jugaban los
PVYH en la carcincgénesis canvical.

Los primercs esiucics sebre prevalsncia de PVH en lesicnes cervicales
ciarsn la paUl3 para gque alguncs auteres pansaran en los PVH come  pesible
agente gticlicgico del c3ncar cervical. En los 2708 TU's la hipdlesis de que (a
infeccién per PVH podriz ser la ceusante del cédncsr cervical fue pubiicada
(72), en 1876 sa raalizd 1a cescripeién de la heterocereidad genética (tipos y
sublipas) c2 les PVH (87,

Los estucios continuarcn y en 1880, Gissmann y zur Hausen (€0,72)
aisfaren y caracterizaron el primar PVH ganital, sa tratd enionces del
PYH-6 (73). Paostericrmanta, alb analizar lesicnes premaiignas del cérix
encontraren secuencias tamis de PVH-6 como de otro tipo, at  cual
cancminarcn PVH-11 (7). Enbase a ésics y olres estudios postariares se
consicard que existia cierta asaciacidn tante ¢3! PYH-3 como del PVH-11 &
lesicnes precancarcsas [73,74.88).

Estudics similzras an cédnger cérvics-utedna (CaCu) asociaren ies
PVH-18, PVH-18, PVH-31, PYN-353 y PVH-33 2 esta céncer §73,78,77,73.75).

Acteatments, los PVH se continfan 2studiands y nuevoes tipes se han

aiglzdo y caracterirads. Hasta el mymento $8 encusntran repsriades 80 tipos

LY
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cistintos, de los cualss 22 estan relacicnados con lesicnes genitales (72).
De manara gue, ademas de lcs PVH-6 y PVH-11 ascciades a  lesiones
terngranas @ agregan ahcra Ics tipes 4G, 42y 45(8S).  Entante qua,
para carcincma cervical se ha ascclads mas reciantemente el PVH-320 (85).
Es Meéxico, e cincer cénvice-utering es la necplasia més frecuent2 y s2
prasenta an el 21.2%% ¢2 los casos (21).  Debido a su alla frseuencia es un

cancar hastante estuciado, sin embarge, oo 25 lo gue s2 ha lograde &n su

ceteccidn y of
Esiugdics realizagss gn olres paisas muestran qua, s encusntran
secusncias da PVH-8 y PVH-11 en el 283 de las lesiones sracancerdsas y

muy raramente {agroximacament2 el 23

i2e bt

]

18s carcerssas (89,81). A
su ve2, el 80-8C%: ce los casos Ca cancgr carvical avanzado, présentan
saguencias de los tipss

Cuss estucdiss

la intzccién per PVH puede estar
influenciada por alguncs fzctores intringecss ca la ragidn o peblacién
estudiada {82,83), esios facleres podrian de algunz manera actuar en
conjunto con la infeccién viral por 10 que la detaczidn ce PVH en lesicnes
carvicales varia (82.88), sin embarge, esta influsncia ne es Cei todo clara. Se
ha mencionads a la zona gecerafice cemo une de estes facieres {92), o que
explicaria la variacién en ta dstecszidn de2 PVH en las cistintas poblacicnes
{92,95). En premadic el PVH-158 s& encuenira en el 83% de Ics czsos de
Eurspa y Sudamética v en el 40% en EUA y Africa, lo gque refleja una
verdacera heterzganeigas gsogrédfica (T3).

Pcocos scn les e2studics enfoczdes al andlisis melscular de PVH en
lesionss cervicales realizzdses en la poblacicn mexicana. Gariglio y cols, {68)

realizarcn ei andlisis e ADN cbisnico ce 18 bispsias de cancer avanzado y
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utifizanda la técnica de hitridacidr

de PVH-18 en 2l 313% (5 de 18) ¢2 !as muestras.  Un ast
enira la peblacidn de Mentasmey y la pedlacidn da !l

gue la prevalencia ce ssecuencizs ce FPVH-13

poblacianes.  Acemas, el 73 da les womeres prasan

PVH-18 y &n ol 253 detactaran oirds suZlioes virzias {83).

Recisntemente, un esiudic ezicemicilgica en conda sa evziud la

asocfacién da PVH tipc 18 y 18 en 733 c3s0s ca cancer cervical invasar en

Aménica Latina, mediarte la téenica ¢&  nhidncacién 17 ;orepens
secuancias de PVH-16/18 en €2% de ios cascs (82l

o8 estudics reaiizadss en Maxics, se 2asan primorgiziment2 en el
andiisis d2 cincat cenical avanzade. Sin emdargs. s2 requieran esiudiss C2

deteccidn de secusncias Ce PVH an lesicres 1empranas: Cekido a qua, side
2lguna manera ics PVH tienen impeonance &l

wiarine 58 hace nacesans concear &8l virus s2 encuentra

etapas iniciales de esia céncer.

Finalmente, cecico a que ng sx

SN piens !os estudics rezlizalcs en cancer cervical, en esi2 irabajo sa2
pretancde evziuar la presancia ce secusncias da ADN de PVH tipes 6, 11
18 &n &l ADN e=lular ebienico d2 teicsd tanio da lesicnss tempranas come de

cancer cervical avanzade.



MATERIALES ¥ METODQS

MATERIAL BIOLOGICO.
En 2! asiudic s¢ ingiuyarcn pacientas virgsnes ds vratamiants atencides

en &l Institvty Nacienal de Carcarsizgia. Se cbtuvisren 20 bispsias de t2)ide

T
1]

histalégicamente normal, 28 condilomas, 40 bicpsias de lesicnes tempranas
del cérvix, chignidas per caipesesoc@ y 7O Sicpsias de cartiroma  carvical

avanrzade.

PLASMIDOS:

‘gidelberg. Repdbiica Feceral Alsmana.
B! ADN caompiementaris {ADNe) de! gere §-Tubuling humano fue
pragarcicnado  por el Or. Lamy Kedses ¢e la Universidad &2 Stranterd.

Caliternis;

LINEA CELULAR:

zcigionanga
2 0.3 y EDTA Imi;

cH 7.3 ). pretainasa K (30 mgrmi) y dodech sulfato ds sodio (8TUS) £.53%, &




incubands 2 37 OC tqda !a noche. Postaricrmente, 1z mazcla se progesd
mediante  extraccion con  sclventes corganicos, agregande  un wolumen
de tenci-saturade con TE (Tris-HC! 10 mM y EDTA 1 mM). La mezcla se
cantrifugd a 2530-3080 rpm (GLC-2, roter HL-4) durantz 5 minutcs. Lz fase
acuosa se mezcld con un velumen de lencl saturadoicicroformo {2n una
propercién  24:1) repitiendo la cantrifugacién. Finalmente la fase acucsa se
mezcld un velumen ce clorofcrmo:alechel isoamiico centrifugands en las
mismas condicionas. El ADN se pracioité agicicnando a la fase acucsa 2
velumenes de elanol al 10054, dejanda pracipitar durante 2 horas a2 -7CCC.
El ADN precipitado s empastild per centrifugacien a 12000 rpm (RC3B, roter
8834} curant2 20 minutos y la pastilia s& resuspendid en agua bidestilada.
Fingmente, la canltidad de ADN sz cuantificd a una iencitud ce onda de 250
y 280 nm en el espacicictémetro.

Los linfocitos fueren obtenides maciants la tdenica de ficoll-hypague, de
una muesira de 10 mi de sangra de pacientes. Postariorments, ce elles se

exirajd el ADN que se utilizd cemo control.

ELECTROFORESIS DEL ADN EN GEL DE AGAROSA.

Et ADN celular se analizd maciante aleciroforesis en geles ce zgarosa
al 1%. Los geles se prepararen Cisglviendo 1g de agaresa y 100 pl de
bromuro de etidio (1 pVml) en 100 ml de TBE 1X [TBE10X=Tris-base 0.5 M,
Acido Bérico 0.5 My EDTA cisdcico 0.025 M } . Pestericrmente, s virti¢ la
mezcla en la cdmara a2 slecircicrésis en dende una ves que gelificd fa
agarosa se adiciond el amcrtiguader de corrida TBE 0.5X. Ei ADN se
mezcld con amortiguador cde muestra (azul de brometencl 0.025M y xilen-
cianol 0.025 M) se colocd en los pezds del gel y se sometid a 60 volts hasta

cue el colorante llegt al frente del gol. Finalmente el gel se observé en un
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transiluminader de luz uitravicleta.
El ADN de las muestras aralizadas da esta forma se almacend a -200C

hasta su utiizacién en los ansayss de hibridacién,

AISLAMIENTO DEL ADN PLASMIDO .

Las plasmicss que portan el ADN de los Papiicma Virus Humano (PVH)
tipes 6,11,18 vy 18 se propagaren en la basisra £ c2ly , de acuerdo al
méiodo de Sumenrter y ccls. Una colonia, cde la bacteria se inoculd a 10
ml de medic de cuttivo Luria- ampiciina  {bacts trigicna 10 ¢, bacto
extracso de levadura 5 ¢ y NaCl 10 g) da caga unc Ce ies tipes virales cen
incubzcién a 37° C teda la noche. Ests cultiva s incculd a 1 Lt del mismo
medic, se incuts con agitacién a 379C hasta que el cuitivo tuvo una Censida
cptica {D.0.) ce £.8, se agregd cleramitenical (C.15 on C.emi de etanel) ,y
nuevamente s mantuve en incubacidn a 37CC curania 10 heras. Despuds
de este tiempo el cultivo se enfrio a 09C y se centrifugd a 10000 rpm

(RC3B, rotor 8824) per 5 a 52 lavd cen PES (NaCl 3M,

KzHPOs 0.2M, NaaHPC:-7H20 0.25My KC! 036, cH 7.4) y se rapitid la
centrifugacidn.  Se desechd =l scbranadante y la pastila s8 agitd en el vorex
hasta que sz observé un hcmoganade lecnoss. Se adadic 10 mi de
amortiguader TES (Tris-base 0.1 M, EDTA 0.1 M, sacarcsa 0.3 gr/m! ; pH 8.1 ),
la suspensidn se vacid en un 1wbo ce policarbenato de 5aml y se afiadid 20l
de Diegiipirgcarbonzto (DEPC) para incubarlo en hiels por 5 minutes. Se
agiciend 2.5 mi de lisozima recién preparada a 0°C {6 mg/mi en HzQ
bidestlacz) y se mezcld suavementa. Pcostericrmeante, se agragaron 12.5 ml
Ca una sojucién de dstergentes fria (dsoxicolato de sacio 4 mg/mi, brij 58

19 mgiml, Nall 2N) se agitd suavemente y se caleed en bafio maria a 25°C
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por 20 minutes, 13 measia se ceminfugd a 13380 me (RCEE, ra:

curante 30 min

EV sozsaradants  f

triglereazatale de sscic 4.5 Meztanat (vgl, 101, s& mex

Sid tetaimenia y s
cslasd en hisis par w2 hera Las icidss nmucstss  sa2  empastilaren
centntigancs a 3388 ram (RC38, rotor 5834 vy 8! sifranadanie s2

dasechd. La

ENasa A (&K m
N caleriaca a

patzarsenats Za

reaiizd 1a cuantficas

285 nm en &l egmetdisiimers

AISLAMIENTO DEL ADN VIRAL

Dsl pldsm basignand S c223 und de fos wvirus 8,131,355y 18 sa
raalizd la axtraccidn 2! ADN virai de cada une. Bl piasmideo sa diging con la
endonucieasa indicaca, se cilizaron jas enximas BamMl parz conar PVH-
§,11,16 y EcoRt para PVMH-IS.

De azouerds a la siguiente mezcle ¢ reaccidn 3-5 ¢g e ADN

pidsmids, 53 U de encconucieasa {EzoRt 12 Wzl y Bamhb1 50U/, Sl de
Amgriguador 10X (para Bambl ge oiizd el ainociguzder ES y para EoorRy el

E3) y se alerd con asua Sideeileds a Soul y 52 incwdd 2 ITEC toda lz nogha,

El ADN digsrids se znafizd en gsi de agarssa 136 y se corrid 2 1060 vahts
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durante 2-2.5 heras. Se cortd la banda gue correspende al ADN viral y se
sumergid en gel de agarosa de bajc punto de fusidn al 134 (se prepard Ce
manera similar al agarosa normal ); se corrid el gel a 180 volts durante 2
horas. Se conid et troza de agarssa gue contenia eb ADN y se tuncid a 706C
curame 10 minuiss, después se adiciend amarniiguacder TE (£ velumenas), s2
acitd en &t vortax  y sé centrifugd a 125C0 rpm en la micracentriluga
(EECKMAN, micrcfuge 12) duranta 10 minutes, se separd la fase acucsay se
acregd un velumen de fencl-saturaco con TE, se agitd en el veriex y s2
centrifugd a8 12000 ram en la misma micrecenirifuga duranta 5 minutes, se
separd nuevamente la fase acucsay se adiciond un volumen ce fenol
saturado:ctorciermo  repitiencs la centrifugacién. La fase acucsa se separd y
seé precipité ecenm 1/10 del veiumen de acelats de secic IMpHSSy 2
velumenes de etancl al 1C03% , curante + hora a -709C El ADN pracipitado se
centrifugd a 120C0 rpm curante 20 mirutcs en las mismas condiciones: y se
resuspendié en agua bicestilaca. Les fragmentos obtenides se analizaren
en minigeles de agarosa &l 1% para confirmar su peso molecular, usando
camo marcacdsr ce peso molscular ADN cdel baciericfago A ecorizdo con

Hingltl, plasmida bacteriane sin digerir y 21 plasmide bacteriano gigerido.

GOTEO DEL ADN DE LESIONES TEMPRANAS (DOT-BLOT).

E! ADN obtznido de las muestras de lesiones tempranas, €2 contraies
ﬁegaxivcs y &2 contrsles positives fué goteado para su hibridacién posterior.
Se uliiizaron 5 pg €2 ADN da lesiones temgranas, ce controles negatives
{ADN de linfceitos) y €2 controles positives {en este casd se tratd de PVH-3,
PVH-18 y ADN de céiulas Hela) se atcraron a un voldmen final de 50 pl. A
cada uno se aciciond 5pi ¢e NaQOH 3 M filtrado y se incubaron a 609C
cgurant2 80 minutcs. Pesteriormente se adicicno 15 pide S5T 20X { NaCl
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3M, Citrato de sccio 0.3 M) fitrado. Al mismo tiempo, se prepard la cdmara
para el goteo ., en la cual se ¢siced la mambrana ce papel de naylen
praviamente hurmedesico con agua bidestiaca; la cdmara se ensambld cen
la membrana humedecica agretando Zien les tormillos bajo vacio. Cuande se
tuvo preparada la cimara se procecid a gotear el ADN en cada uno de s
pozos cerrands el vacio. Una verz Gue s2 gsotad el ADN se abrid &l vacio

hasta gque la filtracién fu

b

weial, entornces se lavd con 500 u! de SSC SX para
czca pcro, se Cejd filrar el SSC 68X y finalmanie se fijd el ADN al papel ce
nylen infrocuciéndeio en el horng  a BG-356C durante SO minutes con vacio
a -14 Ib de prasién. € papel s2 guardd en una belsa ce plasico a 48C

hasta su hibridacién.

TRANSFERENCIA DEL ADN DE CANCER CERVICAL A PAPEL DE
NYLON (SOUTHERN-BLOT).

El ADN cbtenico de las muestras de carcinema cervical, del contrel
negativo (ADN de cérvix normal} y ei ADN d2 los contrsles positives (PVH-
16 y PVH-13) se transferid a papel meciznts la técnica de Scuthern-Bict.
10ug de ADN fuergn digerides con 125 enzimas de restriccién Pst-l y Xba-i. Ef
ADN se digirid de acuerdo a las instrucsicnes del fabricante, con la mezcla
ca reaccién: 10 ug de ADN (de carcinoma cervical, del control normal y para
el cass da les controles positives 2-5 pg), 50 U ce enzima (Pst-1 50Uy
Xba-l 25Ural), 5ul de amoniguader 10X (amorticuader ES para Pst-l y E4
para Xba-1 ) y se alfcrd a 50 pl cocn agua bidestilzda. La mezcla se incubd a
370C cdurante todz 12 noche, Una zlicucts de la mezcla de reaccion s@
analizd en rminigeles ce acarosa al 1% para confirmar que las enzimas

cortaron, una ve: analizades. s@ somatiercn a eleciroforesis en gel de



agarosa al 1% (en las condicionas descritas) durants tcda la ncche.

Sa utilizd como marcacer c@ pese mclacular ADN del zacteriofago M
cortade can Hind-ill, asi coma Ies centroles positives que fuercn PVH-16y
PVH-18 , un cantrel negativo (muesira da cérvix nermal) vy &l ADN de las
muesiras de cancer cervical. Los geles se observaron en el transiuminacer

para ver la migrazién dsi marcader de paso melacular (en basz ala
distancia se cetarmind el peso molacular de las bandas que se cbtuviere
cdespués de la hibridacicn). Pcosilericrmenie, s2 prececid a desnaturalizar &
ADN en los gelas madianta lavadss con HCI0.025N durante 30 mirutes, un
sagundo lavads can NaQOH 0.5 M-MaCl t M por 30 minuics v s2 neutralizd
can uA lavado de Tris-HCI 0.5 M-NaCl 3 M, pH 7.4 per ctres 30 minutos.

Al mismc tismpo, se pragard la cidmara ¢2 transfersncia on la cualse

ccleed SS8C 10X (Centro de la cdmara), por encima de la cémara se colead

tamafio cel gal. Cuands se terminaren les lavaces, &l gei s coleed seore las
dos hojas dz pacel 3 MM con ics pozos hacia abajec. Se eiiminaren las
burtujas ce aire y encima dai gsf se cclocd el pagel de nylon {Zata-Frobe)
praviamentes humedecids con agua bidestilada, por encima cde éste se
cciccarcn oiras ¢os hejes de papel MM del mismo tamafc. Después, se
colecd pagei absorterita y un peso aproximado de 1 Kg y sa dejd transierir
toda la ngehe, Una vez terminada la transferencia el ADN se fij6 al papsl
madiante su expesicién a lz luz ultravicleta por 5 minutes, y se guardd en

una bolsa de plastics hasta su hitridacidn,



PREHIBRIDACION DEL ADN CELULAR.

El ADN fijado en papel ca nylen se pranbiidsd mediante la utiizacion de
amertiguadar cda prehibridacién @i cual corteniar 28 mi ce fermamica 100%
8 mlde SSPE 20X { NaCl 2.5 M, NapHPO .- 7H20 0.2 My EDTADO2M; ), 2
ml de SDS 20%, 2 ml de biciio {leche sveltas} 10%, 2 mi de ADN ce
espéerma de salmén (10 mg/mi) y s2 aferd a 40 mi con agua bicastilada esténil
fiitraga. La formamida, e! SSPE y el Eletlo se filtraren wiiizando titres de 0.45
M y finalmente se adicicnd tanto &l SDS camo el ADN ca esperma de
salmén, el cual fué previameme calentads a 7C9C pecr 10 minutes. El
amortiguader de prehibridacién  se agregd al papel dentro de una bolsa de

plastico y se incutd a 43°C per 12-24 horas.

MARCAJE RADIOACTIVO DEL ADN VIRAL (SONDA).

El ADN viral ce cada ung de los PVH (5,11.18 ¥ 18) y cel ADNc ce!
gene celular humaro f-Tutulina {es:a gene se utilizd para cenfirmar las
concentracicnss de ADN ceiular gotezds y transferide) se marcd con
deoxicitidina 3'(alia-32) trifosiato (cCTP-a32P), usands =l kit comercial ce
“Nick-Translation® ce zcuerdo 2 las instruccicnas del fabricante {Amersham).
Para el marcajs se prepard una mezcla ce reaccién gue contenia 1yg d2
ADN viral, 10 plde nucledtices (GATP, ¢GTP y cTTP}. 12 zlde dCTP-a P32,
5yl de enzima (2.5 U de DNA polimerasa ly 530 pg ca DNAsa l) vy seaforda
50 u!l con agua bidastliada esténi. La mescle, s2 incubd durante S0 minutes a
15%C, se precipitd adicionzndc 5 u} de ADN acarreader  (tRNA), 1/10 de
acetato de scdio 3M pH 5.5y 2 velumenes de etanc! absolute durante 80

minutos a -70°C 6 toda la noche a -200C. Se cantrifugd a 12000 rpm en la

1

worosenuifvga {micrefuge 12) durante 15 minvtos y se resuspencio en agua
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bidestilada. La sgnda marcada se calentd a ebuiicidn duranta 10 minutas y
rapicamenta sz calosd en higlo. Finalmente, se adiciond la ssnda al
amerniguader da hitricacidn, sa mezcld perfeciamente y s@ agregd al papet

prehibridaza.

HIBRIDACION DEL ADMN CELULAR.

mortiguadar de hitridacidn
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El ADN  prehioridace se M
ef cual cortenia: 20 mi ce formamica. B mi de SSPE 20X, 2 ml

d¢2 SDS, 2 mide Biano 103%, 2 mi de ADN d2 ssperma cde szimén, y dexiran

sulfato (dexiran suliar ic 2%, Yy se afcrda 40 mlcon

agua bidsstilada esidnl i icicnas cue el amcniguader ce

prahitrigaci¢n. Por ot
marcada), se Cesnaturalizd calentandeld a ebullicidn curamte 10 minutes €

desouds se cclocd en hieic. La scndz se adicicnd =l

¢z hibridzcidn, se mazcld parfectamenta y sa2 agragd al pagel
prehibridads. Ei papel se dej hibridandd de 12-24 heras a una temperatuia

ca 43°C.

LAVADO DEL PAPEL HIBRIDADO.

Con la finglidad ce eliminar la hibridacidn ingspecifica se realizarcn una
serie de lavacos a 183 papelas hibridades, uwlilizando las siguientas
soluciones: ei primer lavado fué con SSC 2X y 8D8 0.1% durante 13
minutes. £l segunca lavado fué ccn SSC 0.5X y SDS 0.1% durante 13
minytos. Los d2s Ultimes lavades tueron con S3C 0.9X y SDS £.1% durante
30 minutcs sacda ung; todes los lavades se rezlizaren a una temperatura ce

80-838C .

w
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Finalmente iqs pageizs lavadss fueron expusstes a una pelicula Kodak
de rayos X a-70°C con una pamalla intaasiticacdera Dupont Cecnax

Lightning plus, para detectar las sefalas cel ADN hibridado.

TRAZO DENSITOMETRICO.

Con el fin da detsrminar de unz manera mas cuantitativa la canticad ca
ADN vy asi poder caterminar cuales muesiras de cérvix (para el case de las
lesiones tempranas) fuercn pesitivas para PVH se realizd el trazo
censitemétrico 2@ las aurerradicgrafias de caca papel hibricado y expuesto.

€l trazo se realizd colocands en ¢l censitermatrs  las lingas dz l2
autcrracicgralia praviamente recanadas (tomando come base elfendodela
misma) utilizands una censidad dgtica e 2.0 y una lengitud de onca Ce
578nm,

Los trazos obtenidos para cada linea fueron comparaces con las trazas

tanido  ce los contrsies regal sme Ce o5 controles positives, obteniende

de esta manera cuales muesiras aran positivas para cada tipo de PVH.
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RESULTADOS

DETECCION DE PAPILOMAVIRUS HUMANO (PVH) EN LESIONES
TEMPRANAS DEL CERVIX UTERINO.
Can la finalidac de detactar sscuencias ce ADN viral de PVH 2n ticpsies

ce lesisnes tempran } del cérvix se realizé la hibridacidn del

ADN obienics de édsias 12giores con sandas virzles ce les FVH: 8, 11, 18y 18
cde manera indapencienie por el mitade de Dot-pict.  Las ADN celutares
cbienides se Golearan en oos passles Zata-Probs los cualss se denominaren
Dot-plct 1y Dot- biet 2.

En ¢ Det-bict 1 52 ¢otgaran o5 ADN cptenides ge un primer tleque 2

Por cira pane, se $oted un segunde Siogue ce lesiones tempranas el
Dot-bict 2, el cual caspués Ce la verificacidn histepatcidgica mostrd cue 55 da
estas lesicnes corresoondieron al cdrvix y las 21 resiantes a lesicnss de otras
regicnes cei fracta genital femeninc.

En tota!

a@signgs cerviczles, las cuales descuds da la
verificacién histoiégica s2 distribuysren de la siguienie manera: 47 lesionss

‘E’ﬁpr_‘nas (NIC I, Ily 11}, 20 condiiomas y 13 cérvix histolégicamente normales.

a) Deteccion de PVH-§ y 11 en Lesiones Tempranas.
Lzs muesiras contanicas en 2l Det-bict 1 se hitricaron con PVH-3, el

papel se axpusd en un Him Ze raycs X (sutsrrasiogratiz) durante 3 dias g-70°C

R
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y se encontrd que 5 de 27 muestras cervicales fuersn positivas para esi2 tipe
viral (muestras C-8, A-3, C-10, F-1, E-8). Este virus 1ambién se catectd en
ctras regicnas ganitales coma por ejemplo, las muestras C-12, D-1y B-11 las
cuales sosn muestras no cervicales (Figura 2). Para canfirmar 13 pesitivicad
de las muestras se sometié la avtorracicgratia a un trazo densitométrics, en el
cual los contreles positives (Fig. 4, H-3 y H-T) y los contrctes negativos (Fig. &,
H-1) sa compararon con las sefales de las muesiras y asi discriminar a las
negativas y considerar Unicamente a las pesitivas.

Como ejempic del andlisis densitométrico de las sefiales se muestrz el
trazo raalizade para la auterracdicgrafia obtenida de la hibridacién del Dot-Bliot
1 con PVH-8, en el cual se chserva que las muesiras 1y 7 scn posisivas para
gste tipo viral (Figura 5).

Cen ¢! fin ce comprobar que 135 musstras gue indican prasencia d2 PVH

no se cebiercn a ia existancia de una mayyr cantidad de ADN celular (o

viceversa) y por lo 1anio, evitar lss faisss posiivss {¢ negatives). sa nibridd e
ADN da las muestras con ei gene normal B-Tubulina (Figura6y 7).

Por otro lado, cepués de analizar el trazo densitométrico de la
autcrradiogralia obtenica de la hibridacién cel Dot-blct 2 con PVH-G se
encenird que 4 muesiras fuerom pesitivas para este tipo viral las cuales se
encuentran en las posiciones A-§, E-8, G-1 y F-8. En la autcrradiogratia
también se observan ctras dos safizles (G-2 y £-8) que representan muesiras
de otras regicnas diferentes al céovix, las cuales también resultaron pesitivas
para 2ste tipo viral {(Figura 8).

Posteriormente, al hibridar el Dot-bict ¥ con PVH-11y al realizar el trazo

densitométricn de su

n

utorradiogralia s2 encorird que, sdlo des ADN celulares

{C-5 y E-5) fueron positives para este tipo vird, Ademés, las muestras A-5, B-2



FIGURA 4. HIBRIDACION DE LA AUTORRADIOGRAFIA DEL
DOT- BLOT 1 ( LESIONES TEMPRANAS) CON PVH-6

>

POZO A-1 a G-§ ADN DE LESIONES TEMPRANAS
POZO H-t ADN DE LINFOCITOS.

POZO H-3 ADN DE CELULAS Hela.

POZO H.5y H.7 ADN PLASMIDO DE PVH-85.

POZO H-10y H.12 ADN PLASMIDO DE PYH-16.

LA AUTORRADIOGRAFIA SE DEJO EXPONIENBO A -70°C
DURANTE 3 DIAS.



FIGURA 5. TRA20 DENSITOMETRICO DE UNA LINEA DE LA
AUTORRADIOGRAFIA DE ADN DE LESIONES TEMPRANAS DEL
CERVIX HIBRIDADO CON PVH-6

-

S

En la parte superior se presenta una linea que contiene 8
muestras de ADN de Lesiones Tempranas Hibridadas con PVH-8
Yy en la parte inferior se encuentra el traze densitométlrico de la misma
linea, el cual, se realizé a una longitud de onda de 575 y a una
densidad dptica da 2.0.
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FIGURA 6. HIBRIDACION DEL ADN OBTENIDO DE LESIONES
TEMPRANAS CON EL GENE NORMAL B-TUBULINA
(DOT-BLOT 1).

) 2 3 4 5 6 7 8 8% 10 0 12

POZO A-1 a3 G-8 ADN DE LESIONES TEMPRANAS
POZ0O H-1 ADN DE LINFOCITOS.

POZ0 H-3 ’ ADN DE CELULAS Hezla.

POZ0 H-3 ADN PLASMIDO DE P‘.’H-S.

¥ H-7
POZ0 H-10 y KH-12 ADN VIRAL DE PVH-1
LA PLACA SE DEJO EXPONIENDO DU:ANTE 2 DIAS

A -70°C
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FIGURA 7. Spug DE ADN DE LESIONES TEMPRANAS
HIBRIDADO CON DEL GENE NORMAL B-TUBULINA
(DOT-BLOT 2).
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POZO A-1 2 G-4 ADN DE LESIQNES TEMPRANAS

POZO H-31 ADN VIRAL DE PVH-§
POZO H-3 ADN PLASMIDO DE PVH-8.
POZ0 H-5 ADN DE LINFOCITOS.
POI0 H-7 ADN DE CELULAS Heala.
PGIO H-10 ADN VIRAL DE PVH-'3
POIO0 H-12 ADN PLASMIDO DE PVH-15.

LA PLACA SE DEJO EXPONIENDO 2 DIAS A -72°C.



FIGURA 8.
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HIBRIDACION DEL ADN (5 pg) DE LESIONES
TEMPRANAS CON PVH-6 (DOT-BLOT 2).
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POZ0 A-1 3 G-4 ADN DE LE'SIONES TEMPRANAS

POZ0 H-1
POZO H-3
POZ0 H-5
POZO H.7
POZO H-10
PQOZO H-12

LA AUTORRADIOGRAFIA SE OBTUVO DESPUES DE 5 DIAS

A -70°C.

ADN VIRAL DE PVH-5

ADN PLASMIDO DE PVH-&.
ADN DE LINFOCITOS.

ADN DE CELULAS Hela.

_ADN VIRAL DE PVH-18.

ADN PLASMIDO DE PVH-15.



y C-12 tambiédn presentarcn seguencias ¢e PVH-11 pera no correspanden a
muasitas 82 cérvix (Figura 5.

" Enola autcrraciografis obisnica de la hitricacidn cal Dotbles 2 con
PVH-11, sa obsarvd gue sdlo una muastira contania secuencias € este tipo
viral y se encuentra ubiczda sn la posicien F-5 (Figura 10).

Resumiendo, para la ¢steccidn de PVH 6/11 se mosud que 12 {(25.53%) de
las 47 lesicnes tempranas, 2 (10.0%) de les 20 condifomas y 1 (7.0%) de los
15 cérvix histclégicamants nermales fueron pesitives pars ostos tipes virzlas
{Cuadro 8). Ademas, al realizar la divisién cz2 las lesicnes tempranas de
acuerdo a su grado de agresividad se encontré qua, el 25% (1 ca 4) delas
NIC |, el 42.8% (6 de 1) NIC il y el 17.2% (5 de 28) de las NIC (I fueron

positivas para PVH 8/11 {Cuagra 7).

CUADRO 8. PRESENCIA DE PYH EN CONDILOMAS, LESIONES
TEMPRANAS DEL CERVIX Y CERVIX HISTOLOGICAMENTE
NORMAL.

TIPQ DE NUM. DE PVH PVH
LESION CASOS 6/11 16/18
CONDILOMA 20 2(10.90%) aeee
LES. TEMPRANAS 47 12(25.5%) 3{5.4%)
HIST. NORMALES 15 1{ 7.0%) eeee
TOTALES 82
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FIGURA 9. DETECCION DE PVH-11 EN EL ADN OBTENIDO
DE LESIONES TEMPRANAS MEDIANTE HIBRIDACION DOT-

I O ® MO O m »

BLOT (DOT-BLOT 1).

2
POZO A-1a G-6 ADN DE LESIONES TEMPRANAS
POZO H-1 ADN DE LINFOCITOS.
POZO H-3 ADN DE CELULAS Hela.
POZO H-5y H-7 ADN PLASMIDC DE PVH-8.

POZO H-10y H-12 ADN PLASMIDO GCE PVH-18.
EL PAPEL SE DEJO EXPONIENDO & DIAS A -70°C



FIGURA 10. PRESENCIA DE PVH-11 EN 5 pg DE ADN DE
LESIONES TEMPRANAS MEDIANTE HIBRIDACION DOT- BLOT
(DOT-BLOT 2).

12 34 5 6 7 8 9 10 11 12
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POZO A-1 3 G-4 ADN DE LESIONES TEMPRANAS

POZ0O H-1 ADN VIRAL DE PVH-6
POZO H-3 ADN PLASMIDO DE PVH-6.
FOZO H-5 ADN DE LINFOCITOS.
POZ0O H-7 ADN DE CELULAS Hela,
POZO H-10 ADN VIRAL DE PVH-16.
PQZO H-12 ADN PLASMIDO DE PVM-16.

EL PAPEL SE DEJO EXPONIENDO A -70°C DURANTE
4 DIAS.
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CUADRO 7. DETECCION DE PAPILOMAVIRUS HUMANO (PVH)
EN LESIONES TEMPRANAS DEL CERVIX DE ACUERDO AL
GRADOQ DE LA LESION, MEDIANTE HIBRIDACION DOT-BLOT.

TiPO DE NUMERO DE POSITIVOS POSITIVOS
LESION CASOS /11 1618
NIC 1 4 1 (25.0%) 0
NIC 1l 14 6(12.8%) 1(7.1%)
NIiC i1 29 5(17.2%) 2(7.0%)
TOTAL 47 12(25.5%) 3(6,4%)

c) Deteccidn de PVH-16 y PVH-18 en Lesiones Tempranas..

Al realizar el trazo densitométrico da2 la hibridacién del Dot-blot 1 con
PVH-15 se encontrd que ninguna rmusstra de lesicnes tempranas fue positiva
para este tipa vira! (Figura 11).

Par ctra pan2, el Det-bict 2 al hibridarse con PVH-16 mestrd que sdle una
muestra fue positiva para este tipo viral (muestra F-8); ademas, la muestra D-4
también fue pasitiva para este virus. pero esta muesira no corresponce a un
ADN carvical {Figura 12)

En lo que respacta a la hibridacion cal Dot-blot 1 con PVH-18 se

encentrd que la muestra B¢ cortenia sezuencias de este tipo viral (Figura 13).

o
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FIGURA 11. HIBRIDACION DEL ADN OBTENIDO DE LESIONES
TEMPRANAS CON PVH-16 (DOT-BLOT 1).

1 2 3 a 5 8 7 8 8 1011 12,
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PO2Z0 A-1 3 G- ADM DE LESIONES TEMPRANAS
POZO H-1 ADN DE LINFOCITOS.

POZO H-3 ADN DE CELULAS Hela.

POZO H-5yH-7 ADN PLASMIDO DE PVH-6.

POZ0O H-10 y H-12  ADN PLASMIDO PVH-15.
AUTOARRADIOGRAFIA OBTENIDA DESPUES DE 5 DIAS DE
EXPOSICION A -70°C.
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FIGURA 12, DETECCION DE PVH-16 EN EL ADN OBTENIDO
DE LESIONES TEMPRANAS POR HIBRIDACION DOT- BLOT
(DOT-8LOT 2).

POZ20O A-1 2 G-4 ADN DE LESIONES TEMPRANAS

POZO H-1? ADN VIFAL DE PVYH-5
POZO H-3 ADN PLASHMIDO DE PVH-3.
POZO H-3 ADN DE LINFOCITOS.
FOIO H-T ADN DE CELULAS Hsla.
POZO H.10 ADN VIRAL DE PVH.13,
POZO H-12 ADN PLASMIDD DE PVH-15.

LA AUTORRADIOGRAFIA 82 GETUVD DESPUES DE 5 GIAS
A -709C.
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FIGURA 13. DETECCION DE PVH-18 EN EL ADN DE
LESIONES TEMPRANAS POR HIBRIDACION (DOT-BLOT 1).
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POZO A-1a G-6 ADN DE LESIONES TEMPRANAS
POZ0O H-1 ADN DE LINFOCITOS.
PO20 H-3 ADN DE CELULAS Hela.
POZ0O H-5y H-7 ADN PLASMIDC DE PVH-6.

POZO H-10 y H-12 ADN VIRAL DE PVH-16.
EL PAPEL SE EXPUSO A -700C DURANTE & DIAS.



Finaimente, la auvtorradicgralia ootenida cespuéds de la hibridacidn del
Det-olgt 2 con PVH-18 presentd t+ ADN celular pesitive para este tpo viral, &l
cual se ancuentra en la posicidn F-5 (Figura 12}, .

En rasumen, se datectd la presancia de PVH 18718 en ol 8.4%5 (3 da 47)
de las lesicries tampranas, en tartd gque, en los cendlomas y cérvix narmal a2
se encontraron sscuancias de dsios tioos virales (Cuadro &), De acuerdo al
grado dé la lasién temprana se encontraren secuencias de los PYH 1Sy 13 en
el 7.1% (1 ce 3) de los casos da NIC il y en el 7.0% (2 c= 23) da ios NIC Il
{Cuadro 7).
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. FIGURA 14. 5pug DE ADN OBTENIDO DE LESIONES
TEMPRANAS HIBRIDADO CON ADN VIRAL DE PVH-18 POR EL

METODO DOT- BLOT (DOT-BLOT 2).

2 3 4a 5 8 7 8 9 10 M1 12

POZO A-1a G-4 ADN DE LESIONES TEMPRANAS
POZO H-1 ADN VIRAL DE PVH.6

POZ0 H-3 ADN PLASMIDO DE PVH-6.

POZO H-5 ADN DE LINFOCITOS.

POZO H-7 ADN DE CELULAS Hela.

POZO H-10 ADN VIRAL DE PVH-16.

PO2Q H-12 ADN PLASMIDO DE PVH-16.

EL PAPEL SE DEJO EXPONIENDO A -709C DURANTE
3 DIAS

32




DETECCION DE PAPILOMAYVIRUS HUMANO (PVH) EN CANCER
CERVICAL AVANZADO.

Con el objative €& detoctar secuencias Ce PYH tipes 6, 1%, 16y 18 en
biopsias de Carcinema Cérvico Werino (Calu), se realizd la hibridac‘xén\ del
ADN celutar ctienico da las bispsias con el ADN ce caca virus mediante la
técnica Scuthern-blet.

Esta andlisls se realizd por duplicada, utitizando para ello 2 enzimas ds
restriccién Citerentes: Pst-l para las hibridaciones con PVH-18 y Xba-l para las
hibridacionas cen PVH-18. Oade que sa coneaen los parsnes ¢ bandas para
caca tipe viral con las enzimas, permitisnds asi distinguir entre un tipo y otro.

Se gnalizaren 70 muesiras de CaCu y el ADN  lue translerido a 14
pagaiss (7 d2 log cuales carrasponcsn al core con Pstl y les elres 7, al corte
cen Xba-f). Los papeles s2 nombrardn en prden progresive da acuerdo a cama

fueron obtenideos , per lo tanio se tienen cesda of papel G-t hasta e G-16.

a) Deteccidon de PVH 6 y 11 en Céncer Cervical Avanzado.

En lo que respecta al analisis ce PYH.5 y 11 para Calu, sélo se
realizéd la hibricacién de <0 mugstras {lemacdas al &zar). Estw debido a gue se
considerd la premisa de que estos lipes virales se présentan raramentg en
CaCu {50.81).

Se hibricaron 20 muestras para el corta con Pst-l, y 20 para Xba-l con
ambos tipos virales y s2 expusiercn en un film ce rayos X durante una semana
a -7¢%C y no sa detectaron secuencias ce esics tipcs virales, Por Jo tante, no
fuargn considarados postartormanie y el anéiisis sa2 enfocd el andlisis a los

tipos 18y 18,



b) Deteccion de PVH 16 y 18 en Cdncer Cérvico Uterino.

Los ADN c¢a CaCu cortades con Psisi se hiliridarcn con PVH-18, en tarto
que, los que fuarcn cartados con Xba-{ se hibricaren con PVH-18. En cada
papel se transfirieren, 1as muastras ¢a ADN ce CaCu, un centrol negative (ADN
da cérvix narmal), 2 centrclas positives (ADN viral de PVH-18 y ce PVH.18) y &l
marcadsr de peso melecular X conads con Hind NI, el cual presents 8 bandas:
23.1 Kilopatres de bases (Kasb), 2.4 Kb, 8.5 Kpb, 4.33 Kpb, 2.3 Kpb, 2.02 Kpb,
0.584 Kpb y 0.125 Kpb {(de las cuales en los geles sdle se alcanraron a
distinguir las § primaras).

Por ¢iro 1ade, los papsles G-2 y G-5 se realizaren ¢on 13 fingitdad de
congese el patrdén de bandas ast como el pese melecular de cada una al cortar
PVH-18 con Pstl ¥y PYH-18 cen Xba-l. Bl PVH-18 cortado cen Pstd, mosird &
bandas: la primera de peso melacuiar agroximads de 2.9-3.0 Kpb, una
segunda de 1.7 Kpb, ia tercara de 1.12 Keb v la litima de 0.8 Kgb, en tanto
Gua, este virus ng liena sitics <a corie para Xba-l cbservandose at ADN
completa {Figura 18}, Por otrg lads, ef PVH-13 gortado con Xba-! presentd un
patrdén de 4 bandas, cada una can peso malecular da 4.4-4.5 Kpb, 3.8 Kpb, 2.5
Kpb y 1.3 Kpb, ests a su ver fue corado con Hindlil y s2 observd qus ésta
enzima no ¢ana al PYH-18 (Figura 18),

El papel G-10 conteniz 10 muestras de CaCu contadas con Psil, éstas se
hibridaron  con senda viral de PVH-18 y se encontrd que 2 muesiras fusron
pesitivas para este tipo viral; las cuales se ubiczn en los carriles § y 12
(Figura 17). A su vez, el papel G-8 qua también contenia ADN de CaCu
cortaga ccn Pstel a8l hibricarse con PHY-16 mestrd que 1a muasira del carrl 13

fug pesitiva para esta tipo viral (Figura 18).



FIGURA 15. ANALIS|S DE PVH-18 EN10 g DE ADN DE CANCER
CERVICAL CORTADO CON Pst.l POR HIBRIDACION CON PVH-16 (G-2)

1 2 3 4 58 6 7 8 9
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CARRIL 1. MARCADOR DE PESG MOLECULAR X% CORTADO CON Hindlil.

LAS BANDAS DEL MARCADOR TIENEN PESO MOLEGULAR DE 23.3 Kpb
$.4Kpb, 6.5Kpb, 4.3Kpb,2.3Kpb, 2.02Kpd, 0.554Kpb, 0.125Kpd)

CARRIL 2. ADH VIRAL DE PVH-156 CORTADO CON Xba-l.
CARRIL 3. ADN VIRAL DE PVH-15§ CORTADO CON Pst-i.
CARRIL 4 ADN VIRAL DE PVH-1BCORTADO CON Pst-t
CARRIL § ADN DE CERVIX NORMAL CORTADO CON Psi-l

CARRIL 8§ A2 ADN DE CANCER CERVICAL CORTADO COHN Pst-l
{MUESTRAS §4,5§,71,51).
EL PAPEL SE DEJQ EXPSNIENDOATIOC DURANTE 3 DIAS
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FIGURA 16. DETECCION DE PVH-18 EN EL ADN DE CANCER
CERVICAL CORTADO CON Xba-! POR HIBRIDACION CON PVH-18 (G-5)

t 2 3 45 6 7 8

.
f.0 Kiab—e -
E

a5 w - -
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CARRIL 1. MARCADOR DE PESO MOLECULAR X MINDIN.
CARRIL 2. ADN VIRAL DE PYN-18 CORTADO CON Xba-|
CARRIL 3. ADN VIRAL DE PYN-18 CORTADO CON King-11,
CARRIL 4, ADNK DE CERVIX NORMAL CORTADO CON Xba-l.

CARRIL 5 A 8. ADN DE CANCER C2ZRVICAL CORTADO CON Xba-!
LA PLACA SE DEJO EXPONIENDOQ 5 DIAS A -TQC,
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FIGURA 17. PRESENCIA DE PVH-16 EN EL ADN DE CANCER
CERVICAL CORTADO CON Pst-t, HIBRIDADO CON PVH-15 (G-10)
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- .
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CARRIL 1. MARCADOR DE PESO MOLECULAR & CCRTVACO CON Hindtil,
CARRIL 2. ADN VIRAL DE PVH.15 CORTADO CON Pst-L.
CARRIL 3. ADN VIRAL DE PVH-1§ CORTADO CON X=a-lL
CARRIL 4 ADN DE CERVIX NORMAL CORTADO CON Pst-l

CARRIL 5 A 12 ADN DE CANCER CERVICAL CORTADD CON Pst-l
(MUESTARAS147,53,145,124,113,95,53,112,53,52).
EL PAPEL SE EXPUSO A -753°C DURANTE § DIAS.
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FIGURA 18. DETECCION DE PYH-16 EN ADN DE CANCER CERVICAL
CORTADO CON Pst-I E HIBRIDADO CON PVH-16 (G-8)

T2 3 4 5 6 7T 8 9 1013 12 1318

Kpb 2.37— - a -
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CARRAIL 1. MARCADOR DE PESO MOLECULAR A CORTADO CON Hindlll,

CARRIL 2. ADN VIRAL DE PVH-16 CORTADO CON Pst-l.

CARAIL 3. . AGN VIRAL OE PVH-18 CORTADO CON Xa-l.

CARAIL & ADN DE CERVIX NORMAL CORTADO CON Psti

CARRIL § A 14 ADN DE CANCER CERVICAL CORTADO CON Psiel
(MUESTRAS13%,121,125,118,111,82,130,985,129,122).
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De manera similar, los 5 pzpeles restantas cue contenian ADN ce CaCu
cortada con Pst-l (G-1,G-3,G-€,G-12,G-15) e hibridadas con PVH-18, los cu ales
no son masirades a fin Je que les rescltados no sean repetitives. Finalmente
se enconrd gua el 22.2°% de los 70 casos anaizados para el corte con Pstel
presentarcn musastras pesitivas para este tipo viral. Se enconird que,
prasentaron secuencias de PVH-16 (Cuadro 9).

En lo qus respecta a la deteccidn de PVH-13 en CaCu, se observa gue el
papel G-4 mestrd un ADN positivo para esie tipa viral, el cual se ubica en el
carnil 13 {Figura 18).

En el papel G-7 se deecid la presencia de secusncias e PVH-18en 2

muasiras uhicacas ar
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inaimenie, & 109 (7 fe T0) €2 'os ADN d2 CaCu conades con Xba-,
prasantaron positivicad para PVH-18. Ademds, cuando se realizd la
verificacién csl diagrostico histopatcidgico se encontrd gue, les carcincmas
epidarmoides presentan secusncias ce PVH-18/18 an 8l 27.2%% (15 da 55) de
las musastras. En tanto que, los carcinemas acenoescamcsos y les
acenocarcinomas présentan secuencias de est0s mismcs lpes virales en 6 ce

10 (€0 %= ) y 3 de 5 (60%) muesiras respeciivamente (Cuadro 8).



FIGURA 13. DETECCION DE PVH-18 EN EL. ADN DE CANCER
CERVICAL CORTADO CON Xba+! E HIBRIDADO CON PVH-18 (G.4)

4 2 3 4 = 8 7 8 8 10 11 12 33 14

a.aKon— - -
3.3 - - -
2.8 ° - -
e - - -
CARRIL 1. MARCADOR DE PESO MOLECULAR i CORTADO CON Hingll,
CARRIL 2. ADN VIRAL DE PVH-15 CORTADO CON Xba-l.
CARRIL 3. ADN VIRAL DE PVH-18 CORTARQ CON Xba-l.
CARRIL 4 ADN DE CERYIX NOAMAL CORTADO CON Xba-l

CARRAIL 5 A 14, ADN DE CANCER CERVICAL CORTADO CON Xba-i
{MUESTRAS 54,59,53,51,55,52,63,53,54,70).
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FIGURA 20. PRESENCIA DE PVH-18 EN EL ADN DE CANCER
CERVICAL CORTADO CON Xba-I E HIBRIDADO CON E PVH-18 (G-7)

ag = —» - ” -
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CARRIL 1. MARCADOR DE PTS0 MOLECULAR 4 CORTADO CON Hindilh
- CARAIL 2. ADN VIARAL DE PVH-18 CORTADO CON Xba-l.
CARRIL 3, ADN DE CEAVIX NOAMAL CORTADO COK X»na-l.

CARRIL & A 12, ADN DE CANCER CERVICAL CORTADO CON Xba-i
(MUESTRAS 85,57.75,110,123,589,115,113,132).
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CUADRO 8. DETECCION DE PAPILOMAVIRUS HUMANO (PVH)} EN CANCER
CERVICO UTERINO AVANZADO MEDIANTE HIBRIDACION SOUTHERN-BLOT.

TIPO NUM. DE  POSITIVOS POSITIV. POSITIV.
HISTOPATOLOGICO CASOS PVH 6/11 PVH-16 PVH-18
Ca. EPIDERMOIDE 55 11(20.0%) 4 (7.2%)
Ca. ADENOESCAMOSO 10 4(40.0%)  2(20.0%)
ADENOCARCINOMA 5 2(40.0%) 1(20.0%)

TOTAL 70 ———- 17(24.3%) 7(10.0%)
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DISCUSION

El-conocimisnto ce las caracteristicas de los Pagilemavirus Humano
{(PVH) ha permitidn cdetectarios meciante hibridacién, con 1o Gue & su vez se
aspera cenocar qué parcel juegan en el cincer carvical

En este trabajo se evalud la presancia de PVH tipes 8, 11, 16y 13 tanto
en 47 ADN obtenidcs de biopsias de lesicnas tempranas como en 70 ADN
de carginoma cérvico-utarine.

Debide a la poca cantidad de ADN cbtenido de las lesicnes tempranas
asi ccma los recurscs ¢on los que se contata en el iaboraterdo, la deteccidn
de secuancias de PVH en esias lesicnas sa razlizd mediants el méteds da
hibridagicn Det-blet: ya gque, este mélsco parmite delectar secuencias
especificas a partir de 1pg ce ADN, en ccontrasts con 0ros métoces csmo por
eiemplo, el Southern-biot para &l cual se recomienda utilizar minimo 101g €2
ADN ({84,835). Por otro 1acs, la caniicad de ADN oblanida de les bicpsias de
cincer cervical fue suficiente para realizar la ceteccién ce PVH mediante la

técnica ¢a hibricacidn Ssutharn-biot.

DETECCION DE PAPILOMAVIRUS HUMANO EN LESIONES
TEMPRANAS.

Los resullades de deteccidn de PVH en las lesicnes tempranas,
mostraron senales con cistinta grado de intensidad y, ésta se encusntra
relacionada con el mayosr ¢ menor grass de gesitvidad {a mayoer intensigad

da la sefial mayor nimern de copias virales y por lo tanto mavor positividad)

(85); lo que indica que existen muestras con un graco de infeccién mayer que

Blras.

o
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Por otro lado. se cbservaron zlgunas hitridaciores cruzzdas entra
contreles y las sancas ce PVH utilizadas. Per slempic, la hitriczcign del Dot-

bict 1, en gengds s& crasentd uma nibridacién entre la soncz de PVH-11 yel

contrel pesitiva para PVYH-5, la cual se presenid 2 pesar €@ gue se uillizarcn
congiciones de aita astringencia (8l término astringencia se refiere al gracs de
disgriminacién entrs urignaes inespeciicas o hidridaciones cruzadas y las
especificas) {84). Las hibridaciores cruzadas fusren Zebidas a gue & métedo
Dct-blot puede ser influenciaco per varics factcras come: el uso cal ADN

completa 1o gue origina que acueilas secuensias muy parscidas tiandan

[

hibridar {ceme ¢ caso de los PVH-11 y PVH-8, los cuales presentan af 25% de
homologia entre ellos y por tanto en algunas ocasiones llegan a hibricar), las
contaminacicres, variacicres de temperatura en el mamento de prehicricdar y
ce hibridar (83,86).

No en 19dos 125 casos se presentaron hibridaciones cruzadas como per
ejamplo, la deteccién de PVH-18 y 18 en estas mismas lesiones. en donde se
observa que hibricaran exciusivamente los controles positives y 125 musstras
positivas para estos tpos virales. Sin embargo, los rescltados obienides para
lesignes empranzs cebsn gsonsicderarse con reserva, hasta no haber realizado
una canfirmacion de los mismos wiilizando otres métodes de hibridacidn més
sensiblas ccmo per ejempio, el mélocs Scuthern-biot § 8l e Amplificacidn de
ADN por Rzaccion en Cadena de Polimerzsa {conocido como PCR),

Finalmente, debido a que en México no exisien esiudics que involucren a
las lesicnes tempranas, no hay lorma cde comparar estos resultades, sin
embargo, es nacesario buscar un mecanismo que permita obtener resultados

mas rezlss on o que respecia 2 £stas iesionss.
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PETECCION DE PAPILOMAVIRUS HUMANO EN CANCER
CERVICAL AVANZADO.

Bl mélcco Southern-tict permitié cetectar la presencia de PVH en ef ADN
cda 70 bicpsias de Calu  asi ¢omo icdantificar o0 tipo espacifics gqua ss
ercontrata infectande las células,

Las ADN (czcntrel y pretiema) se corrarcn can Pstel y con Xba-l, detido a
Gue &l patrén de bancas da Ics tipes virzles en estudio para éstas enzimas ya
esta bisn estzblecids, evitando asi cuaguisr confusin al interpratar les
resultados.

N2 se hibridaran todes las ADN celulares da céncer cervical avanzado

¢en PYH & vy 71, cabido a qua s& ha reponade que 85468 virus se presanian

myy rarameants en Calu (90,31) vy, partiendd Ce esta pramisa, se analizarcn
20 muestras al dzar, en don ninguna musastra fue pesitiva. Per io tanto, el

andlisis se eniecd en los PYH-13 y PVH-18, los cuales s8 han asociade
principalmente 2l cédncer cervical {S0.53%).

Los patrores cs bandas cbitanices para ics tipes virzles 18 y 18 fusron
simiaras a 1os regeonados por olros auteres gue han emplezado las mismas
scncas (34). Sin embargo, los pescs meleculares de las bandas varizn en un
rango da 0.1-0.3 Kob. Las variacienes se criginaren 2n el momenta de macdir
fa cistancia que recerrid el marcader de peso mclscular y de las bandas
problema, puesio que, esta observacién cependa co la perscna gue realice al

Iculs. Ademas, el pese melsgsuler tambidn esta giectads por la dsfinicién de

la tanca, es cecir, ias ta faciitzn la madicién, en {ants

e. las bancas cruesas ! entemente &l pesd molecular

variz, ng obstante, la variacidn se encuentra denird ¢e un rango nermal,



De manera similar a las lesicrnes tempranas, en las hibridacicnes
southern-blot la intensidad da las bandas incica la presencia de un nimer
mayor o mener d& capias virales en las muestras.

Los porcentajes cde presencia de PVH-18 (24.3%) y PYH-18 (7.0%)
encontrados en esie trabzic difieren un poco cde lo repcriacdo por otros autcras
tales come Gariglio y cols., {(67) quienes repontan presencia de secuencias de
PVH-18 en el 31% (5 ce 18) ce los cases ¢e CaCu analizados y Gonzéiez, et.
al. (S3), que reportan secuencias de PVH-18 en el 7% de los casos
analizades. Sin embarge, esta variacién no as grancda per lo tanto se pueden
cansidarar como similares.

Si bien, es cierd que los resuhtacss obtenidos varian con lo repenado en

otres paisas, es necesario consicarar algunos factoras propics ca la

pobiacién en estudic que influyan en 12 prasencia y deteccién de PVH; puesio
que @s conocido que el céncer resulta de un proceso muitifactorial, en donde
sa reguiere la suma de diversas aventos qua dan lugar a una transicrmacid
maligna. Peor lo tanto, es un tants dificil realizar cemparaciones entre lo
reportacdo y lo que se obtuvé en este trabzjo sin anies realizar la
caractarizacién da la pebizcidn (cansiderando todss los factores intrinseces
de la misma, que pueden influir 2n la presencia de PVH) y en base a ¢llo
establecer si existen diferencias significativas.

Otro punic a cansiderarse, es la sensibilicad del matede de hibridacién
utilizado (Southern-blot). Estz método es muy sensible (84,83), sin embeargo,
adn ¢2n la alta sensitilidad cel méiado, no sea posible detectar el virus enlas
muastras cen mangs da ypna copia dai ADN viral par célula, per lo tanto, sa
reguieran estucics con métedes mas sensidbles {come el PCR).

No obstants, comsideranco que les porcsntajes (tanto los reportades

como los obienicos) no san mayeras &l 50%, entonces, la posibilicad de que
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los tipos 15 y 18 no sean los pravalentes en la poblacién no debe
descariarse. Sin embarge, s muy aventurado realizar cualquier tipo de
aseveracidn sin antes caracterizar a la peblacidn estudiada y ademés efectuar

pruebas en las gque se analicen otros tipos virales.




CONCLUSIONES

¢ Lcos resuttades chitenidss en este iraSajo para lesicnes tempranas
muastran gque af méiado Dol-tict no es el mds adecuacn para datectar las
sgeuencies e PVH en £s%as lesicnes, pussio que s& presentan hibridzsiones
ingpeciicas. Cansscuenemente, los porcentajss de presencia de PVH parz
estas lesiones Zeben ser consiceradse con reserva, hasia no ser confirmacs

con ¢iros métocas ¢ hibridazidn mis sensidles.

" Con rescectd a Kos resuitzdocs g2 presencia de PVH en lssionss

invaseras, 83 ens

otres autores. Coind

tipss 18y 13, 10 cual

Ciros tipss VIrEkes 2855ia30s & cimcer Servical 1285 fomD PVH-3Y, 33 y 25,

prevalecid 12 presenciz d2 PVH-1S vy 18 (cansidaraaos de aito

ri
da los tipos § y 11 (consideradas ce baic riesgo), manizniendo de esiz manera

Finalmente, no s debe Jescattar lz posidil

c2 PVH en cance

g2 la podiztisn ssiu

carsignizasidn protunca
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REACTIVOS

Acetato de amenio

Acetato de sadio

Acido Bérico

Acida Clerhidrics

Agaresa

Agarosa de 'Saio punto de fusién
Alcghel isoamiico
Ameniguaderes 10X (E£,E5,E5,ES)
Azica de sodio

Bacto extracio de levacura
Bromure de aticle

Brij 38

Buffer para calibagién da potencicmetro
pH 6.840 y 7.384

Citrzls de sadio

Cleramianicol

Cloretermo

Cloruro de Potasio

Cloruio ce sedia

Cextran sudats

Deoxiciticing 3 (2lfa-P32) trifestato
Deoxicolato de scdio
Distilpirocarbonato

Dodecit sullata ¢e sodio

(41
n

{BAKER)
(BAKER)
(SIGMA)
(BAKER)
{BIO-RAD)
(BIO-RAD)
{BAKER)
(AMERSHAM)
(SIGMA)
(BIOXON)
(SIGMA)
{SIGMA)

(ILAB)

(BAKER)
(SIGIA)
{BAKER)
{BAKER)
(BAKER)
(SIGMA)
{AMERSHAM)
(SIGMA)
(SIGMA)
{MERCK)



EDTA

Enzimas de restriccion

Xba-l, Pst-[, BamHl, Eco-R1 y Hindlll

Esperma de satmén Tipo 111
Eiancl absoluto

Feno!

Formamida

Foslato de petasic

Fostaloc da scéio

Hidroxido de sedio

Kit “Nick Translaticn”
code N.3000
Leche sveltes

Lisozima
Marcador de Peso Mclecular

(Bactericfago 2)

Papel Whatman 3 MM
Proteinasa K

Peptona de Caseina
RNAsa

Sacarcsa
Tricioroacetato de sodio

Trizma base
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{BAKER)
{AMERSHAM)

(SIGMA)
(BAKER)
(SIGMA)
(SIGMA)
(BAKER)
(BAKER)
(MERCK)
(AMERSHAM)

(NESTLE)
(SIGMA)
{SIGMA)

(BAKER)
(MERCK)
(BIOXON)
(SIGMA)
(SIGMA)
(BAKER)
(SIGMA)



EQUIPO

Bafio maria sin agitacién (EMT-IB)

Bajio maria con agitacién {Mod. 3575)
Cdmara para Det-Biot { Bio-Det, 5<ER)
Centriluga clinica (GLC-2, rotor HL-4)
Centrifuga refrigeraca (RC5B, rotor $83+4)
Congelador a -20°0C (ULT 385)
Cangelader a -TCCC {ULT 385)
Densitématrs (CCD 16}
Espactefoémetrs (FM2DL)

Fuanta de Poder (203/2.0)

Horno ¢on vacio (3608)

Microcentrifuga {Mictsfuge 12)
Micropipetas (1000 pl, 200 11180 gl 20 1)
Pantafla intensificadora (8X10)

Papal Nyldn (Zeta-Probe)

Pelicula de raycs X (8X10)
Peienciometre (Mod. 3575)
Transiiminador (2011 Macrouve)

Voriex (PC351)
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(MAPSA)
(LAB-LINE)
(BIO-RAD)
(SORVALL)
(SORVALL)
(RHEEM)
(RHEEM)
(GELMAN]}
@E1z2)
(BIO-RAD)
(LAS-LINE)
(EECKMAN)
(GILSON}
(CRONEX})
(BIO-RAD)
{KODAK)
(METROHM)
{LKB)
(VORTEX-GENIE)
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