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RESUMEN 

Los papllomavlrus humanos (HPV) son virus pequeños de DNA que 

producen tumores benignos, y que poseen un alto potencial oncogénlco. Han 

sido . asociados como agentes etiológicos del cáncer cérvlco-uterlno (CaCU) 

debido a que se han encontrado distintos tipos de HPV en un alto porcentaje de 

lesiones cervicales. En tejidos Infectados por HPV, el virus es detectable mediante 

análisis Inmunológico del antlgeno de la cápslde (antlgeno tardio) en las células 

epiteliales. Sin embargo, cuando ha ocurrido transformación maligna hasta 

carcinoma, se pierde la Integridad estructural del virus y no se pueden detectar las 

proteínas de la cápside, por lo que para detectar la presencia de HPV se deben 

usar métodos que Identifiquen el DNA viral. 

Con el objetivo de determinar la distribución de HPV en pacientes del 

Instituto Nacional de Cancerología, se analizaron casos con diversas lesiones 

cervicales. Se estudiaron 13 casos de Neoplasia lntraepitelial Cervical (NIC) de 

grado 1 y 11, 1 O casos con Carcinoma In Situ, 18 casos de Carcinomas invasores, y 
6 muestras de cérvix normal, obtenidas de piezas de histerectomía por patologia 

benigna de la matriz. Como control positivo se utilizaron 6 condllomas o 

papilomas Infectados por papllomavirus. Mediante análisis lnmunohlstoquimico 

se detectó el antigeno de cápslde común de los HPVs. 

Se encontró la presencia de HPV en: 1 de 6 de los cérvlx normal , 9 de 13 

NIC, 4 de 10 carcinomas In Situ, 6 de 18 carcinomas invasores, y en los 5 

condilomas. Sorprendentemente se encontró que algunas de las muestras 

positivas de las dlsplaslas (6 de 9) y de los carcinomas In Situ (4 de 4), 

presentaron núcleos positivos en las células basales (Indiferenciadas), lo cual que 

no habla sido reportado sino hasta estos momentos. 

Este hallazgo podria sugerir que en México los HPVs presentan algún 

mecanismo de regulación de genes tardíos diferente, que se trate de otro tipo de 

HPV, o bien que los virus se encuentren en forma episomal debido a una etapa 

temprana de infección. También podria sugerir la presencia de algún tipo especial 

de células permisivas en estos tejidos. Con este análisis no podemos dilucidar la 

causa de la presencia de células Indiferenciadas positivas, por lo que seria 

necesario hacer un análisis mas detallado utilizando técnicas de Blologia 

Molecular. 



ANTECEDENTES 

Los animales superiores están compuestos por una gran variedad de 

células especializadas. Esta especialización se da por el proceso conocido como 

dilerenclaclón, el cual generalmente Implica una elevada especialización y una 

restricción para realizar otras funciones como la división celular. Defectos en la 

dilerenclación pueden llevar al desarrollo de una hlperpfasfa, que es el aumento 

en tamano de un tejido u órgano por un Incremento en el número de células, y que 

puede originar formas patológicas: las neoplasias (1 ). 

La neoplasia es una masa de tejido anormal que presenta crecimiento 

Incontrolado y que persiste aún después de terminado el estímulo el cual provocó 

el cambio; esta masa es virtualmente autónoma aunque depende del resto del 

organismo para su nutrición y vascularlzación. De acuerdo al comportamiento 

cllnico de la neoplasia se le llama benigna o maligna (2). 

Las neoplasias altamente diferenciadas, es decir, aquellas que difieren 

morfológlcamente muy poco del tejido original, son llamadas benignas, y 
generalmente tienen un crecimiento relativamente lento. Por otro lado, aquellas 

neoplasias que muestran una marcada anormalidad celular (atipla) y poca 

dilerenciación (anaplasla), son llamadas malignas. El cáncer es una neoplasia 

maflgna (1). 

Las células de estas neoplasias malignas muestran muchos cambios 

celulares, entre ellos: mitosis numerosas y frecuentemente anormales, mayor 

tamano celular y nuclear, presencia de múltiples nucleólos, complementos 

cromosómlcos aberrantes (aneuploidías), composición genética Inestable que 

provoca alteraciones espontáneas, elevación del nivel de la función glucolltica, 

reducción y desorganización del cltoesqueleto que provoca cambios morfóloglcos 

en la células transformadas, adquisición de nuevas proteínas de superficie 

llamadas antlgenos asociados a tumores (ya que se producen anticuerpos contra 

las células tumorales), lnmortallzaclón (se dividen en forma Indefinida), y 

alteraciones en la permeabilidad celular aumentando el transporte de metabolitos 

a través de la membrana (3) (ver Figura 1). 
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FIGURA 1: lluslraclón diagramátlca de dlferenles alteraciones de la 

superficie celular que se encuentran después de la translormaclón neoplásica 

(Tomado de Karp G.,Blologfa Celular, 1987). 
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El cáncer puede definirse como: una enfermedad que implica defectos 

heredables en los mecanismos de control celular que dan como consecuencia la 

formación de tumores malignos y usualmente Invasores. Dado que diversos 

factores tienen efecto en la producción tumoral, se reconoce al cáncer como una 

enfermedad multifactoriaJ (3). 

En las últimas décadas se han Identificado una gran variedad de agentes 

que pueden inducir cáncer, a estos agentes se les conoce como carclnógenos (4 ). 

Un carcinógeno se define como: aquel agente cuya administración en animales, 

lleva a una Incrementada Incidencia, estadísticamente significativa, de neoplasias 

de uno o más tipos histogenélicos, comparada con la incidencia de los animales 

no tratados con él ( 5 ). Diferentes agentes carcinogénicos son capaces de 

convertir a una célula normal en una célula maligna (transformación) ( 3 ). Se 

conocen 3 tipos principales de agentes carcinogénicos: 

~ ~ Para que un agente químico pueda ser considerado 

como un carcinógeno debe ser directa o indirectamente mutagénico. Se ha 

encontrado que estos agentes se convierten en carcinogénlcos después de ser 

activados en et cuerpo. Algunos de estos agentes son: Aflatoxina B, Etionina, 

Dimetil-nitrosamina, 0-aminoazotolueno, etc. (3,5,6). 

~ ~ Rayos X, Ultravioleta, gama, radioisótopos (radiaciones 

ionizantes en general). Cuando una célula absorbe radiación, la energía 

disponible causa la expulsión de electrones de las moléculas afectadas causando 

que la molécula se fragmente, o altere su estructura. También puede producir que 

el agua se disocie en particulas cargadas eléctricamente (H +y OH"). El radical 

OH" es un agente oxidante muy poderoso que atrae fuertemente a los electrones 

para convertirse en el ión OH", pero al hacerlo rompe enlaces químicos 

produciendo efectos biológicos. Las moléculas que pueden ser afectadas, entre 

otras son: proteÍ'las y ácidos nuclélcos (7). 

~ Biológicos· Hay evidencias que senalan a ciertos virus como 

agentes carcinogénicos. Se han relacionado a varios virus como agentes 

etiológicos importantes de diferentes tumores animales, por ejemplo el virus VSR 

o virus del Sarcoma de Rous, y VEB o virus de Epstein·Barr relacionado con el 

Llnfoma de Burkitl en humanos, entre otros. Por otro lado, se han encontrado a 

ciertos genes celulares Involucrados en el fenómeno tumoral; a éstos genes se les 
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llama proto-oncogenes, y son genes que se encuentran en todas nuestras células, 

desarrollando funciones muy Importantes y que potencialmente pueden 

transformar células en cultivo, siempre y cuando sufran mutaciones que conforman 

a los llamados oncogenes (c-onc) (3,4,6,8,9). 

En cuanto a los virus se conocen 3 familias de DNA-virus y una famllla de 

ANA-virus que son capaces de causar tumores en diversos animales Incluyendo al 

hombre: 

BNA-Vjrus: Reciben el nombre genérico de Betrovirus. Su nombre refleja 

el hecho de que el RNA (su genoma), debe ser transcrito en DNA (camino 

contrario a la dirección normal) mediante Ja enzima transcriptasa reversa, para 

que el virus sea capaz de funcionar dentro de una célula. Algunos ejemplos son: 

el virus VSR que produce el Sarcoma de Rous en galllnas, el virus HTL V-1 causa 

leucemia de células T y linfomas en humanos, el HTLV-2 que causa leucemia de 

células vellosas en l1umanos. y el virus de Inmunodeficiencia Humana HIV que 

causa el Sindrome de Inmunodeficiencia Adquirida (SIDA) (3,5,10). 

DNA-Vjrus: Se conocen tres familias, que están relacionadas con el 

desarrollo de tumores: Adenovirus, Herpesvlrus, y Papovavirus 

Los Adenovirus causan comunmente infecciones en la conjuntiva y en el 

tracto respiratorio en humanos. Existen 3 tipos de adenovlrus (12, 18 y 31) que 

son muy oncogénicos en hamster, pero no asf en humanos. 

Los Herpervirus son responsables de una variedad de enfermedades 

prollferativas y cfrncer en varias especies de vertebrados. Algunas formas se 

relacionan con ciertos cánceres humanos. Uno de los miembros más importantes 

de esta familia es el virus de Epstein-Barr (EBV); otros miembros son: 

Citomegalovirus, Varicella zoster y Herpes Simplex 1 y 2 (el cual ha sido asociado 

al cáncer cérvlco-uterino) (5, 11). 

La famllla Papovavlrus es la más importante ya que los 3 miembros de que 

consta, están involucrados en el desarrollo de diferentes tumores en animales y en 

el humano. Sus miembros son: 1) Papilomavlrus: que Induce papilomas o 

verrugas (los cuales pueden progresar hasta carcinomas) en varios mamíferos; 2) 

Polyomavirus: causa adenomas, hemanglomas, fibromas y flbrosarcomas en 

ratón, y 3) SV-40: causa fibrosarcomas en sus hospederos naturales (los simios) 

(2,5). 
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APARATO GENITAL FEMENINO 

Uno de los cánceres humanos en el que se piensa los virus tengan un 

papel Importante, es el Cáncer Cérvlco-Uterino (CaCU) (12). 

El aparato genital femenino está constituido por los siguientes órganos: 

vulva, vagina, útero, trompas de Falopio y ovarios. El útero es un órgano muscular 

hueco que mide aproximadamente de 6 a 7 cm de largo; se sitúa en la cavidad 

pélvlca atrás de la vejiga y delante del recto. Está conslitufdo por el cuerpo y el 

cuello o cérvlx uterino. 

El cuerpo es una formación muscular gruesa, hueca que se ensancha hacia 

la parte superior. Su cavidad endometrlal se continúa hacia abajo con el canal 

endocervlcal, y hacia arriba cerrada en el fondo uterino; se comunica a los lados 

con las trompas de Falopio. Su forma es cónica invertida, y está recubierto por 

epitelio cllfndrico columnar denominado epitelio endometrial (que produce moco y 

glucógeno). 

El cérvlx o cuello uterino es una estructura tubular que sale a la vagina; ésta 

reglón se denomina ectocérvlx, presenta un orificio externo a la vagina y uno 

Interno hacia el cuerpo; el canal endocervical une las cavidades uterina y de la 

vagina. Este canal está recubierto por epitelio cllfndrlco denominado epitelio 

endocervlcal. La unión del epitelio estratificado del exocérvix y del epitelio 

cilíndrico del endocérvlx se denomina zona escamocolumnar (o de 

transformación) del endocérvix y representa· el sitio dónde comunmente se Inicia el 

CaCU (13), en este sitio tiene lugar aproximadamente el 90% de las Infecciones 

por Papilomavlrus Humano (14) (Figura 2). 
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FIGURA 2A. Esquema de la estructura del aparato genital femenino: 1) 

Vagina, 2) Fortlo, 3) Cérvix, 4) Zona escamocolumnar, 5) Canal cervical, 6) Orificio 

Interno, 7) Cavidad endometrial, B) Trompas de Falopio, y 9) Ovarios, (Tomado de 

Fentanes TE., Citologia Clínica, 1980). 

Orificio cervical externo anatómico 
,¡. 

FIGURA 20, Esquema de la estructura del epitelio estratificado 

exocervical (flecha delgada), y la transición a epitelio cilindrlco mucosecretor 

endocervical (flecha gruesa), se observa una glándula endocérvlcal (cabeza de 

flecha). (Tomado de Carrera JM., Tratado y Atlas de Colposcopla, 1975). 
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CANCER CERVJCO-UTERINO (CaCU) 

El CaCU es una neoplasia que hlstogenétlcamente se va desarrollando a 

través de un proceso progresivo de alteraciones que van desde Condlloma, 

Neoplasia lntraepltelial Cervical (NIC, ahora denominada Lesión Escamosa 

lntraepltellal o LEI), pasando por el Carcinoma In Situ hasta llegar al Carcinoma 

Invasor (1 3). 

El Condi!oma es una lesión polipoide caracterizada por papilomatosis, 

vacuollzación citoplásinlca de las células escamosas (coilocllosls) e Infiltración 

Inflamatoria. Estas lesiones se caracterizan por presentar cambios morfológicos 

causados por Infecciones por papilomavlrus humanos (HPV) en el cérvix. Las 

características de estas lesiones son: células basales relativamente normales, ca­

pa parabasal expandida o hiperplásica, actividad mitótica elevada y coilocitosis. 

Los coilocitos son células escamosas maduras o Intermedias caracterizadas por 

una vacuolizaclón perlnuclear bien marcada, tinclón citoplásmica periférica densa 

e Irregular, y con cambios degenerativos en el núcleo (15) (Figura 3). 

La Nepplasia lntraeplte!ial Cervjca! involucra el epitelio escamoso del 

exocérvix, y a veces áreas de metaplasla escamosa del endocérvix: Las células 

dlspláslcas son grandes, irregulares, e hlpercromátlcas. Estas lesiones se 

graduan en ligeras, moderadas y severas de acuerdo al grado de anormalidades 

que se observen en el núcleo. Anteriormente se les denominaba Neoplasia 

lntraepltelial Cérvlcal o NIC ahora también se les denomina Lesión lntraepitelial 

Escamosa (LIE). (Figura 3). 

El Carcinoma In Situ del cérvix es un cambio en la superficie del epitelio 

escamoso hacia un patrón anapláslco; una característica Importante es la 

desorganización de Ja capa basal. El proceso Involucra la superficie del epitelio, 

así como elementos glandulares, pero sin Invasión al estroma (Figura 3). 
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Se llama Carcinoma Invasor a la lesión que penetra al estroma subyacente 

al epitelio rompiendo la membrana basal. Se caracteriza porque sus células 

presentan diferentes tamanos, al Igual que los núcleos, con mllosis anormales e 

invasión desordenada del estroma por el epitelio; las células muestran diferentes 

grados de madurez. Se clasifica en 3 tipos: 1) Carcinoma Invasor de células 

grandes no queratlnlzanle, 2) queratinizante, y 3) de células pequel!as. 

Caraclerísticamente se expande a vagina, cuerpo, parametr!o, tracto uterino 

Inferior, y ligamentos uterosacra!es (13, 16) (Figura 3). 

El CaCU representa aproximadamente el 35% de las neoplasias que 

a!ectan a la mujer que acude a los centros de atención de cáncer de la Ciudad de 

México. Constituye la neoplasia ginecológica más frecuente en México, y es una 

de las principales causas de muerte por cáncer en el país. Con mayor frecuencia 

afecta a la mujer en la etapa más productiva de la vida, entre los 30 y 40 anos de 

edad, por todo ésto se le considera un serio problema socioeconómlco y de salud 

nacional (14, 17). 
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FIGURA 3. Esquema de los precursores del Cárcinoma Cérvico-Uterlno, 

desde el epitelio estratificado normal hasta carcinoma invasor, pasando por las 

diferentes lesiones tales como Neoplasias lntraepiteliales Cervicales de Grado 1 a 

111 y Cárcinoma In Situ. (Tomado de Robbins SL .. Patología Estructural y 
Funcional, 1988). 
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FACTORES DE RIESGO EN EL CaCU 

Dentro de los factores que tienen el efecto de Incrementar el riesgo de 

desarrollar CaCU están: 

Act!yfdad sexual femenina· El Ca CU ocurre con mayor frecuencia en 

mujeres casadas que solieras, en mujeres con más de un campanero sexual (el 

riesgo parece crecer directamente con el número de campaneros). Mujeres con 

relaciones sexuales tempranas tienen un incremento en el riesgo a diferencia de 

mujeres vírgenes o con vida sexual tardía. También se incrementa el riesgo en 

mujeres multíparas, con abortos numerosos, con menarca temprana, y con 

diferentes lesiones cervicales (11, 13, 18). 

Factores dA riesgo asociadqs al hombre: Esposas de hombres con cáncer 

del pene tienen una elevación signilicativa en el riesgo de desarrollar CaCU. El 

comportamiento sexual del hombre es importante; relaciones sexuales tempranas, 

enfermedades sexuales transmisibles, relaciones extramarita/es, muchas 

compaf1eras sexuales y visitas a prostitutas, incrementan el riesgo de que sus 

pare)as desarrollen CaCU. Esto parece indicar que el hombre puede ser 

transmisor de algún agente etiológico del CaCU (19,20). 

Enfermedades Sexuales transmisjbles: Se ha encontrado que algunos 

virus como Herpes slmplex tipo 2 (HSV-2) ( 5, 11, 21 ,22), y los virus del Papiloma 

Humano (HPV) (23·26), así como las infecciones producidas por Clamldia, Sífilis, 

Haemophjlus ~y Tricomonas (11 ,21,27) se relacionan de alguna forma 

con el CaCU. 

Qig.illli2.;. Recientemente se han asociado ciertos factores de riesgo no­

venéreos para el CaCU, tal es el caso del cigarro, anticonceptivos y dieta. El 

cigarro es un factor de riesgo Independiente para el cáncer cervical de células 

escamosas: mujeres que fuman de manera regular tienen un riesgo elevado (un 

50%) comparado con las no fumadoras. Existe una relación lineal entre el riesgo 

de desarrollar CaCU con el tiempo que tengan de ser lumadoras y con el número 

de cigarros por día; también se ha encontrado que el riesgo crece en aquellas mJ.[ 
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jeras que fuman cigarros sin filtro. No se sabe con certeza cuales son los 

mecanismos biológicos del cigarro en el CaCU; pero si se ha observado la 

presencia de cotlnlna, nicotina y mutágenos en el mucus cervical de fumadoras, y 

al parecer el cigarro tiene un efecto lnmunosupresor (28). 

Aoticqnceptiygs: Se ha encontrado un riesgo incrementado de 

enfermedades cervlcales prelnvasoras en mujeres que usan anticonceptivos por 

largo tiempo. Estudios recientes han Indicado que el uso de los anticonceptivos 

orales es un factor de riesgo Independiente y que las usuarias de largo tiempo 

están en un riesgo mayor de desarrollar cáncer cervical (29,30). 

Ql.fil.a.: Recientemente ha empezado a surgir el posible papel de la dieta 

como un factor de riesgo para el CaCU. Este factor puede ser particularmente 

Importante con respecto a las diferencias regionales de la incidencia de cáncer. 

Varios estudios han indicado que existe un mayor riesgo para las mujeres que 

consumen una dieta baja en vitamina A o C. Se ha observado que la deficiencia 

en vitamina A puede provocar alteraciones del tejido cervical haciéndolo más 

vulnerable a la carclnogénesls. La Deficiencia de ácido fóllco también se 

considera como un factor de riesgo (18,21,31 ). 
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EL VIRUS DEL PAPILOMA HUMANO COMO UN CARCINOMAVIRUS 

Como ya se ha mencionado el cáncer es una enfermedad multifactorial, de 

modo que en el CaCU también son varios los factores que intervienen para su 

génesis y mantenimiento. Se sabe que en esta neoplasia en particular los HPVs 

tienen un papel muy Importante. 

Los HPVs son virus pequeños que producen tumores benignos cutáneos y 

mucosos en sus hospederos naturales. Los HPVs pueden producir tumores en 

sus hospederos naturales e incluso en no·naturales infectados experlmentalmen. 

te; debido a este potencial oncogénico se les considera un grupo Importante de 

virus tumorales. Estos se encuentran ampliamente distribuidos en la naturaleza e 

infectan a muchas especies de vertebrados superiores, desde aves hasta el 

humano. 

La cápside de éstos virus es icosaédrica de 50 a 55 nm de diámetro, y 

constan de 72 capsómeros. El genoma de HPV consta de una molécula circular 

{cerrada) de DNA de doble cadena superenrollada, y contiene aproximadamente 

8000 pares de bases (pb) y un peso molecular de 10x10 6 Daltones. Se han 

encontrado 4 pollpéptidos asociados al DNA viral que son semejantes a las 

hlstonas (5,32,33). 

La nomenclatura de éstos virus en tipos o subtipos se basa en la 

homología da las secuencias polinucleotídicas. Para que un virus se clasifique 

como un tipo nuevo, debe existir un máximo de 50% de homología con otros virus 

ya clasificados. Los virus con más del 50% pero menos del 100% de homología 

con otros virus son llamados subtipos. Hasta estos momentos se han identificado 

más de 60 tipos, muchos de los cuales se asocian a cánceres del cérvix y del pene 

(32). 

El genoma viral se divide en tres reglones distintas. Una región temprana 

constituida por los genes E1 a E7, que codifica las proteinas involucradas en la 

replicación del DNA, la transcripción y transformación celular; una región tardía 

constituida por los genes L1 y L2, que codifica para las proteínas de cápslde; y 

una reglón control denominada LCR, que controla la expresión genómica y la 

replicación (34,35) {Figura 4). 
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FIGURA 4: Mapa genómico de HPV-16, deducido de la secuencia de 

DNA. El número de nucleótidos esta escrito denlro del círculo. La transcripción 

Inicia en el sentido de las manecillas del reloj. La región control se denomina 

LCR, la reglón temprana esta constituida por los genes E 1 a E7 .• y la región tardia 

por los genes L 1 y L2 .. (Tomado de DeVila VT ., Canear. Principies and Practica of. 

Oncology, 1989). 
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Las regiones temprana y tardía son transcritas secuencialmente durante la 

Infección lltica de una célula permisiva, que es aquella en la que el virus se puede 

replicar sin restricción hasta provocar la íisis de la célula hospedera. En las 

células no permisivas, que son aquellas en las que el DNA viral se integra al 

genoma de la célula hospedera, su replicación no es independiente y lleva a la 

transformación maligna, la activación de la región tardía· no se efectúa, sólo la 

reglón temprana se transcribe formando las proteínas que tienen la capacidad 

transformante y regulan la replicación del DNA (5,6). 

en: 
Según la respuesta del hospedero, los papilomavirus se pueden subdividir 

1) los que inducen neoplasias en el epitelio estratificado cutáneo, 

2) Inducen hlperplasias del epitelio escamoso no-estratificado, 

3) inducen papilomas cutáneos y fibropapilomas (fibromas del tejido conju11 

tivo). 
4) inducen fibromas con poco epitelio cutáneo hiperplásico (3 2). 

La Infección natural por papilomavirus se limita generalmente a la piel o a 

las membranas mucosas de sus hospederos de acuerdo al tropismo tisular de los 

virus (32). En general los papilomavirus son epiteliotrópicos (26). 

La Infección por papilomavirus de células epiteliales causa hiperplasia de 

las células de la capa espinosa (acantosis}: estas células muestran un aumento en 

el tamaño y número de desmosomas y tonofibrillas; otras células epiteliales 

muestran cambios degenerativos con pérdida de tonofibrillas, separación de 

desmosomas, atipia nuclear y vacuolización citoplásmica. En las capas más 

superficiales del epitelio estos cambios son más pronunciados. En la capa 

granular, ocurre degeneración nuclear con marginación y condensación de la 

cromatina. Un análisis en el microscopio electr6nico pueda· demostrar la 

presencia de viriones en forma cristalina en el núcleo de células degeneradas de 

la capa queratinizante (32). 

En lesiones aso.ciadas a HPV, se ha encontrado que el genoma de los virus 

se distribuye .de la siguiente manera: 
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1) el DNA viral está confinado al núcleo de las células epiteliales, 

2) la mayor cantidad de DNA viral se encuentra en los coilocitos, 

3) el contenido de DNA viral varia de célula a célula, 

4) se observa un incremento gradual de la concentración del DNA viral 

extendiéndose desde la capa inferior del epitelio hacia la superficie, y 

5) el DNA viral se detecta más tempranamente (por ejemplo en las capas 

profundas del epitelio) que el antigeno de cápside el cuál se detecta en las 

capas superficiales del epitelio (36). 

Se sugiere que la infección por HPV. empieza en la capa basal del epitelio, 

la replicación del DNA viral tiene lugar en las células basales proliferativas, pero 

no es posible detectar en éstas células las proteinas estructurales de cápside. Se 

cree que la proliferación en las células basales de debe a la actividad de genes 

tempranos de los HPVs. Arriba de la capa parabasal profiferativa, las células 

empiezan a madurar y diferenciarse, el citoplasma se vuelve más abundante y 

eosinofílico (lo cual indica la síntesis de queratina), y empieza a manifestarse la 

expresión de los genes tardíos virales, y es posible detectar, mediante técnicas 

inmunohistoquimicas, el antigeno de cápside de HPV (37,38). 

Se ha observado que en algunos casos las verrugas causadas por 

papilomavirus sufren regresión: esta regresión parece estar asociada con la 

respuesta inmune. La respuesta inmunológica a la infección por HPV se 

caracteriza por la aparición de lnmunoglobulina M (lgM) antes de la regresión, 

después de la regresión sólo se encuentra lnmunoglobulina G (lgG) ( 32,37), 

como ocurre en cas'1 cualqu·1er ·infección. 

En papilomas escamosos inducidos por HPV, el virus es detectable 

mediante métodos inmunológicos para localizar el antígeno de cápside, pero si ha 

ocurrido transformación maligna del tejido hasta carcinoma, la integridad 

estructura/ del virus se pierde y el antígeno estructural no esta presente, por lo que 

para detectar al virus, hay que usar algún método que evidencie Ja presencia del 

DNA viral (32 1 39 1 40). El no encontrar antígeno de cápslde en carcinomas, 

sugiere que con la transformación maligna, los genes que codifican para .la 

replicación del virión (genes tardíos) se pierden, o se vuelven Inoperantes (37). 

Se ha observado que los condifomas o papilomas, son las lesiones 

genitales más frecuentemente inducidas por HPV. Los tipos de HPV 16,16, 31 y 
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33 se encuentran en un alto porcentaje de todos los cánceres cervicales, por lo 

que se les ha propuesto como virus de alto riesgo; mientras que los tipos 6 y 11 se 

han encontrado en lesiones benignas, proponiéndolos como virus de bajo riesgo 

(1B,24,41 ,42). Incluso se ha observado que el genotipo de los HPVs puede 

influenciar en el desarrollo clínico del cáncer cervical: mujeres con tumores que 

presentan HPV 18 tienen un alto porcentaje de recurrencia, y un peor pronóstico, a 

diferencia de aquellas que tienen HPV-16 o sin HPV (43). Se sugiere que los 

tumores con HPV-18 tienen un curso clínico más agresivo y progresan más rápido 

desde LIE hasta carcinoma invasor (25,44,45). Se ha observado que algunos 

tipos específicos de HPV tienden a estar asociados con patrones histopatológlcos 

específicos: por ejem. HPV-16 se encuentra más frecuentemente en 

adenocarcinomas, (la linea celular Hala que se derivó de un adenocarcinoma 

cervical, contiene HPV-18), HPV-16 en tumores queratinizantes de células 

grandes, y HPV-31 en carcinomas adenoescamosos poco diferenciados (26). 

Las evidencias que apoyan a los HPVs como agentes etiológicos del 

cáncer cervical, son las siguientes: 

1) los papilomavirus de conejo y borrego inducen transformación maligna 

del epitelio escamoso infectado, 

2) en tumores cervicales humanos se encuentra el DNA de los HPVs, y la 

expresión de sus proteínas codificadas, 

3) el DNA de los HPVs puede transformar morfológicamente a células de 

rata y ratón en ensayos in vitro , 

4) en líneas celulares derivadas de carcinomas cervicales, tales como 

HeLa. SiHa y CaSki, el DNA de HPV se encuentra integrado al genoma 

celular, y el genoma viral es transcripcionalmente activo ya que se han 

encontrado transcritos de los genes EG y E7 en estas células, y 

5) el DNA de HPV parece estar estable tanto en lineas celulares transfor­

madas, como en tumores cervicales. En algunas líneas celulares se ha en­

contrado el mismo número de copias de HPV a lo largo del tiempo. En lesiQ. 

nes metastásicas originadas de cánceres cervicales primarios, se ha encon. 

trado el mismo tipo de DNA viral que en la lesión cervical, lo que soporta el 

concepto de interacción estable entre el genoma viral y la célula maligna 

(18,25,44). 
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MECANISMOS DE ACCION DE LOS PAPILOMAVIRUS 

No se conocen con exactitud los mecanismos por los cuales los HPVs 

participan en la génesis y desarrollo del CaCU; sin embargo se cree que algunos 

de estos mecanismos pudieran ser: 

1) El DNA de los HPVs es capaz de integrarse al genoma hospedero y ser 

transcrlpclonalmente activo (esto se observa principalmente en carcinomas 

cervicales, en cambio en las lesiones benignas HPV se encuentra en forma 

episomal y transcripcionalmente activo) (25,46-48). Esta integración del genoma 

viral puede tener implicaciones en el desarrollo de neoplasias humanas, pues con 

la integración del genoma viral, el hospedero adquiere genes transformantes. 

También se ha observado que esta integración viral puede ocasionar alteraciones 

en genes celulares, inclusive en protooncogenes: en las líneas celulares C4-I y 

HeLa, el DNA del HPV-18 se encuentra integrado en el cromosoma 8, cerca del 

protooncogén c-MYC, causando amplificación y sobre expresión de éste. 

También se han encontrado a los oncogenes c-MYC y e-Ha-RAS amplificados y 

rearreglados en un alto porcentaje de muestras de carcinomas cervicales ( 41,49-

5 2). La integración viral involucra una región esp~cífica del genoma viral, pero se 

integra azarosamente en la célula hospedera. Si esto acure así, existen 3 

posibles mecanismos de transformación maligna de las células cervicales: 

1) los productos de genes tempranos, tales como E6 y E7 pueden actuar 

como moléculas transactivadoras que alteran la expresión de genes celula· 

res que controlan la proliferación célular (tales como los antioncogenes RB 

y p53). La capacidad de las proteinas E6, E7 y ES de papilomavirus bovino 

(BPV) para inducir transformación en células en cultivo soportan esta hipótll. 

sis (1 8 ). Las evidencias que apoyan la importancia de éstas secuencias en 

la transformación maligna son: 

a) Carcinomas cervicales humanos y líneas celulares derivadas de 

tumores cervicales, expresan el mRNA y las proteínas E6 (de 11 a 18 

Kd) y E7 (de 12 a 1 SKd). Células cervicales humanas inmortalizadas 

y transformadas por HPVs de alto riesgo (tipos 16, 18, 31 y 33) expre· 

san tas proteínas E6 y E7. 
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b) Existe un grado significativo de homología po/ipeptídlca entre las 

proteínas E6 de BPV-1{papilomavirus bovino tipo 1) y la E6 del HPV· 

16 y HPV-18. Comparten la secuencia de aminoácidos Cys·X·X-Cys 

la cual se repite a intervalos regulares. Esta región está implicada en 

la unión a DNA. 

e) Existe un patrón consistente de integración viral al DNA en carci­

nomas cervicales y líneas celulares, lo cual permite que sigan expre­

sándose los genes E6 y E7. 

d) Las secuencias de aminoácidos de la proteína E7 de HPV-16 tia· 

ne una región que comparte con la proteína E1A de Adenovirus y el 

Antígeno T grande de SV40; esta región es la que es capaz de unirse 

a la' proteína p105R 8 del antioncogén Retinoblastoma, esta unión prQ 

voca que la célula prolifere incontroladamente. Estas regiones homQ. 

legas son las requeridas para la transformación (18,23,53). 

e) La proteína E? puede cooperar con el oncogén RAS activado Pil 

ra transformar células de riñón de ralón; o bien actuar solo y causar -

translormación rnorlológica de la linea celular NIH 3T3. Además el 

gen E7 codifica para un lactar que puede transactivar la transcripción 

del promotor del gen E2 de Adenovirus (53). 

2} las regiones que regufan la transcripción del genoma viral integrado, 

pueden alterar la transcripción de oncogenes celulares; se han encontrado 

niveles elevados de rnRNA del encogen c·MYC en 2 líneas celulares que 

tienen integrado a HPV-18; y niveles elevados de mRNA de los oncogenes 

C· MYC y c·Ha·RAS en tumores cervicales humanos {52). 

3) productos de fusión creados en los sitios de integración del ONA viral 

pueden actuar alterando el fenotipo oelul:r (1 8). 

Sin embargo, también se ha encontrado que algunos carcinomas pueden 

presentar ONA de HPV en lorrna episomal y/o integrada, de modo que puede ser 

que la integración no sea un paso indispensable para / a tumorigénesis del Ca CU, 

y la simple presencia del virus en la célula hospedera sea suficiente para activar 

alguna señal para la transformación celular {54). 
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11) El punto de apertura del genoma viral para la integración, involucra 

predominantemente los genes E1 y E2 (en lineas celulares y algunos carcinomas 

cervicales) (55). El gen E2 de HPV-16 codifica por lo menos 2 proteínas capaces 

de regular la transcripción: 1) una proteína E2 completa que regula la 

transcripción de otros genes virales uniéndose y activando una secuencia que 

aumenta la transcripción de algún gen específico (secuencia enhancer}. A esta 

proteína se le llama transactivadora, ya que activa la transcripción; y 2) una 

proteína E2 truncada que es codificada por la mitad del gen E2; esta proteína se 

une a la misma secuencia enhancer que la E2 completa, compitiendo con ella e 

inhibiéndola, tiene una función represora de· la transcripción, por lo que se le llama 

E2 represora. 

En verrugas infectadas por 8PV~1 el nivel de transcritos de Ja proteína E2 

represora es 1 O veces más alto que el de E2 transactivadora, de modo que si el 

balance normal entre estas dos proteínas causa represión de la transcripción, al 

interrumpir el gen E2 con la integración, puede esperarse que se elimine la 

represión, y ocurra una expresión incontrolada de los oncogenes virales E6 y E7. 

En líneas celulares y tumores con algún HPV integrado, los genes E6 y E7, los 

cuales codifican proteínas que están involucradas en la transformación, se 

conservan y transcriben normalmente. Estos hallazgos apoyan la idea de que la 

alteración del control del promotor viral pueden permitir libremente la transcripción 

de las proteínas transformantes de los virus (23,26,56). 

111) Recientemente se ha propuesto un mecanismo en el que las proteínas 

E7 y E6 de HPV-16 son capaces de unirse a los productos de los genes de 

Retinoblastoma (p1QSAB) y p53 respectivamente, para formar complejos (57). La 

unión de E7 inactiva a la proteina AB, simulando una pérdida o alteración del gen 

o su producto, provocando una proliferación celular incontrolada (5 8 ). Los 

productos de los genes RB y p53 son secuencias que controlan negativamente la 

proliferación celul8.r, por lo que se les llama anticncogenes o genes supresores 

del tumor (5 9-61 ) . Se ha observado que la pérdida o alteración de éstos genes o 

sus proteínas, puede contribuir a la falta de regulación en la proliferación de 

diferentes linajes celulares, ya que se han encontrado alterados en diferentes 

neoplasias {10,62,63). 
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Esta unión se ha observado con otras proteínas virales (por e¡emplo, E1A 

de Adénovirus y antígeno T grande de SV40), por lo que se sugiere que la unión 

de oncoproteinas virales a una proteína que controla la proliferación celular sea 

un mecanismo común de transformación (64,65). 

IV) Se ha encontrado que bajo condiciones experimentales y naturales, 

algunos tipos de papilomavirus requieren ser activados por algún carclnógeno 

para provocar la progresión de un papiloma hasta carcinoma. Por ejemplo, 

muchos de los papilomas laríngeos juveniles progresan hasta carcinoma de 

células escamosas, después de terapia por irradiación con rayos X. También se 

ha observado que el carcinoma del tracto digestivo del ganado vacuno se 

desarrolla cuando el animal ingiere cierto helecho, el cual contiene un 

carcinógeno muy potente, y la Epidermodisplasia Verruciforme progresa a 

carcinoma cuando se expone a los rayos ultravioleta de la luz solar. 

El vrrus HSV-2 presenta potencial oncogénico grande, ya que actúa como 

mutágeno (pude inducir aberraciones cromosómicas). de modo que este virus 

puede actuar como un agente carcinogénico. Como se han encontrado 

evidencias de la presencia de HSV-2 en algunas lesiones cervicales infectadas 

por HPV, es posible que HSV-2 actúe como iniciador activando a HPV, el cual 

permite la progresión hasta CaCU (37 ,66,67). 
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ZurHausen sugiere un modelo de sinergismo entre la Infección de HPV y 
eventos Iniciadores que llevan a la progresión (66): 

CELULAS NlORM~ES '- '- '-. 

1 ' 
Infección por HPV ____. 1 Sist:'.'.1~ Inmune 

1 ,,,/' 
Condiloma I .,,,. 

~1 
Mutágenos (HSV, ~ NIC 1 

clgocm, etc) . ~ l 
\\;ICll 

l 
NIClll 

Ca. Invasor 
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TECNICAS DE DETECCION DE HPV 

Se reconoce a los HPVs como agentes etiológicos importantes del CaCU, 

por lo que actualmente es muy común que se desee detectar a este virus en el 

tejido cervical. ya sea para auxiliar a los clínicos en su diagnóstico, o a los 

investigadores en sus intentos de dilucidar el papel de éstos virus en el CaCU. 

Existen diferentes técnicas para determinar la presencia de HPV en tejido 

cervical. Algunas de éstas permiten reconocer la presencia del DNA o ANA viral: 

Southern blot, Dot blot, Hibridación In Sítu, y Northern blot. Con éstas técnicas se 

puede utilizar tanto material fresco como fijado e incluido en parafina, y nos 

permiten detectar tipos especificos de HPV y cantidad de DNA viral. 

Existe otra técnica que sirve para detectar las proteínas virales: la 

lnmunohistoquímica. Esta técnica tiene la ventaja de ser más rápida que las 

anteriores, por lo que se pueden analizar un mayor número de muestras. Asi se 

puede detectar el antígeno tardío común de HPV (proteínas de cápside), y como 

se realiza sobre cortes de tejido incluido en parafina, se puede determinar el tipo 

de células en que ocurrió la infección, y la distribución de la infección en el tejido. 

Sin embargo, éste no puede detectar tipos especilicos de HPV y es un método 

cualitativo y no cuantitativo, por lo que no podemos analizar el número de coplas 

del virus que existe en cada célula. 

Las técnicas inmunohistoquimicas se emplean. desde hace mucho tiempo 

por histopatólogos, ya que les permite dar un mejor diagnóstico, al Identificar 

específicamente a una célula de acuerdo a su constitución antigénica o sus 

productos. La inmunohistoquímica se basa en el reconocimiento específico de 

una molécula llamada antígeno, por otra conocida como anticuerpo. 

Un antfgeno es una molécula extraña al hospedero que estimula la 

formación de un anticuerpo específico, y que reacciona con el anticuerpo 

producido. Esta reacción involucra la formación de complejos inmunes 

constituidos por varias moléculas de antígeno v anticuerpo. Sus principales 

características son: 1) lnmunogenicidad, que l.S la habilidad para inducir la 

formación de anticuerpos, y 2) Reactividad especifica, esto es que el antígeno soto 

reacciona con el anticuerpo que se produjo. 
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Un anticuerpo es una gllcoproteína sérica, producida por los vertebrados, 

que se forma en respuesta a la exposición a un antígeno. La producción de 

anticuerpos tiene como objetivo eliminar a la molécula extraña del cuerpo del 

hospedero. Los anticuerpos pueden existir en millones de formas diferentes (ya 

que son específicos para cada antígeno). De manera general se les conoce como 

lnmunoglobulinas (lg) (8,68). 

La unidad estructural básica de una inmunoglobulina (lg) consta de 4 

cadenas polipéptidicas unidas formando un complejo macromolecular. Está 

constituida por 2 cadenas ligeras (L) idénticas (polipéptidos pequeños), y 2 

cadenas pesadas (H) Idénticas (polipéptidos grandes); las 4 cadenas se 

mantienen unidas mediante interacciones no covalentes, y por enlaces disulfuro: 

•:r~ ~)~· . •; -~"l•; ~~ 

'·, .•OI" :~ V ::.·~·r .. ":· C 

~--c:::s::::J 
~,-~ 

[s;D 
CT;D 

Si una lg es cortada por enzimas proteol~icas (tales como la papaína o 

tripsina), ésta se divide en 2 dominios funcionales básicos: Fragmento f..¡¡_t¡ que 

tiene las dos cadenas L y un fragmento de las cadenas H; el otro fragmento se 

denomina tt y está constituido por el resto de las cadenas H. 

En los vertebrados superiores existen cinco clases diferentes de 

anticuerpos: lgA, lgD, lgE, lgG, e lgM. Cada uno se diferencia por que las cadenas 

H son diferentes, existen cadenas H de tipo: a, ó. <, y yµ. La lgA tiene cadenas 

alfa, la lgG cadenas gamma, etc. Las diferentes cadenas H dan una conformación 

distintiva a los anticuerp'os y confieren a cada una características propias (69). 
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Las técnicas de inmunohistoquímica nos ayudan a reconocer la presencia 

de un antigeno específico dentro de un tejido. Para esto es necesario obtener los 

anticuerpos contra el antígeno que se desea detectar. 

Para obtener un anticüerpo contra un antígeno especifico, se debe inyectar 

el antígeno puro a un animal. Al ser inyectado el antígeno, los linfocitos B se 

encargan de producir los anticuerpos. Cada célula B puede producir anticuerpos 

contra un sólo epitope antigénico (cada antígeno tiene varios epítopes o 

determinantes antigénlcos), pero como hay muchos tipos (clonas) de células B, se 

producen anticuerpos contra cada epítope, a estos anticuerpos se les llama 

policlonales (pues son producidos por muchas clonas celulares). En algunas 

técnicas se desea tener anticuerpos contra un sólo epítope, de modo que tienen 

que ser producidos por una sola linea de células 8, y se les denomina 

monoclonales (8). 

Existen diferentes técnicas de tinción lnmunohistoquímica, y una de las más 

usadas es la tinción con lnmunoperoxidasa, la cual tiene 4 métodos principales: 

a) Método Directo: El anticuerpo es marcado con la peroxidasa de rábano 

fuerte (HAP) (7 O); la reacción de éste con un crómogeno. por ejemplo la 

Diamlnobencidina (DAB) dan un producto final de color calé en el sitio dónde se 

encuentra el antígeno. 

b) Método Indirecto: Se hace reaccionar el antígeno con el anticuerpo 

producido en conejo (lgG de conejo), luego es tratado con un anticuerpo anti-lgG 

de conejo producido en otra especie y marcado con HRP; todo et complejo es 

tratado con DAB produciendo un color café en el sitio del antígeno. 

e) Método del Puente Enzimático: El antigeno es marcado con lgG de 

conejo, este complejo se une indirectamente al anticuerpo anti-HRP usando como 

puente un anti-tgG de conejo. La región variable del anti-HRP se enlaza con la 

peroxidasa libre; todo el complejo es evidenciado con la reación de DAB. 

d) Método Peroxidasa-anti-Peroxidasa (PAP): Combinan los 2 últimos 

pasos del anterior método, el anticuerpo anti-HRP y la peroxidasa libre se hacen 

reaccionar formando un complejo soluble PAP; este complejo actua como el último 

sistema antigénico el cual se enlaza al anticuerpo anti-lgG de conejo por medio 

una lgG de cerdo anti-lgG de conejo (71 ). 
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Considerando pues, las caracterislcas de la infección por papilomavirus, los 

mecanismos de regulación de éstos virus, asl como la Importancia de este tipo de 

infecciones en la génesis y desarrollo del cáncer cérvico-uterino, el cuál es el 

cáncer ginecológico más importante que afecta a nuestra población, trabajamos 

considerando las siguientes hipótesis y objetivos: 

HIPOTESIS 

- El antígeno común de Papilomavirus se encontrará di~ 

tribuido en las capas más superficiales e intermedias del 

epitelio cervical . 

• Debido a que la fase lítica ·forma libre o episomal· de 

HPV se presenta en las primeros estadios de la gama de 

lesiones cervicales, y que en lesiones más avanzadas el 

virus posiblemente se encuentra integrado al genoma ce­

lular, se encontrará un mayor número de casos positivos 

pa~a el antígeno tardío de Papilomavirus en lesiones pre­

neoplásicas que en las lesiones invasoras. 
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OBJETIVOS 

- Determinar la expresión de genes tardíos de Papilomll. 

virus y su prevalencia, en tejido cérvico·uterino normal y 
con patología preneoplásica y neoplásica, mediante In· 

munohistoquímica, en pacientes del Instituto Nacional • 

de Cancerología (INCAN). 

- Determinar la distribución del antlgeno tardío común 

de Papilomavirus en el epitelio cervical. 
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MATERIALES Y METODOS 

MATERIAL BIOLOGICO: 

El estudio se llevó a cabo en: 13 muestras de Neoplasias lntraepitelial 

Cervical de grado 1-11, 10 muestras de Carcinomas In Situ, y 18 muestras de 

Carcinomas Invasores, que Incluyen un adenocarcinoma y 17 carcinomas 

epidermoides. Las muestras se obtuvierqn del Departamen:o de Patología del 

Instituto Nacional de Cancerología (INCan). 

El grupo control, estuvo constituido por 6 muestras de tejido cérvlco-uteriño 

normal, obtenido de piezas quirúrgicas (histerectomía por patología benigna) de 

mujeres operadas en el servicio de Ginecología del Hospital Juárez del Centro. 

También se usaron 5 muestras de tejidos infectados por papilomavirus como 

controles positivos, obtenidos del PAP-Kit de los laboratorios DAKO. 

METODOLOGIA: 

Las muestras problema se obtuvieron del archivo del Departamento de 

Patología del INCan (biopsias incluidas en parafina). Se obtuvieron cortes de 

4-5 µm de grosor y se montaron sobre portaobjetos cubiertos con una solución de 

poli-D-llsina SOµg/ml en Buffer Salino de Fosfatos (PBS) 1 X. Este recubrimiento 

permitió mantener a los tejidos adheridos a los portaobjetos durante todo el 

procedimiento de la técnica. 

De cada tejido se obtuvieron varios cortes seriados, uno de los cuales fue 

sometido a tinclón de Hematoxillna-Eosina (HE), para ser revisadas por el médico 

Patólogo y verificar el diagnóstico. El resto de los cortes se sometió al análisis 

inmunohistoquímico por el método de tinción por Peroxidasa-anti-Peroxidasa 

(PAP), para determinar la presencia y distribución del antígeno tardío común de 

papllomavlrus. 
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El método de PAP utiliza tres reactivos principales: anticuerpo primario, 

anticuerpos secundarlo, y complejo PAP, constituido por 3 moléculas de la enzima 

peroxldasa y dos anticuerpos contra dicha enzima. El anticuerpo primario es 

específico para el antígeno; el anticuerpo secundarlo o de unión, es capaz de unir 

al anticuerpo primario con el complejo PA P. El anticuerpo secundario une uno de 

sus sitios Fab al anticuerpo primario, y el otro queda libre para unirse al anticuerpo 

del complejo PA P. La enzima peroxidasa se visualiza mediante una reacción con 

sustrato-cromógeno: 

Oxidación de la Diamlnobencidina (3,3',4,4'-Tetramlnodifenil): 

HRP + H20 2 -------~ HRP-H20 2 

HRP-H202 + C12HuN4 

HRP=Peroxidasa 

----~ Molécula coloreada + H20 + HRP 

Polimerización 

Oxida ti va 

Ciclización 

Oxidativa 

Polímero de Fenazlna 
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Las ventajas de éste método son: permite que se emplee material fijado en 

formol e incluido en parafina, lo que permite que se realizan estudios 

retrospectivos; no se requiere de equipo especial, las muestras pueden ser 

revisadas en microcopia de campo claro; el tejido queda permanentemente teñido, 

por lo que puede ser almacenado por mucho tiempo; se puede usar para estudios 

ultrastructurales y es una técnica muy sensible (68, 72·75). 

TECNICA INMUNOHISTOOUIM!CA POR EL METODO PAP· 

Antes de iniciar. con la técnica, todos los cortes se desparafinaron en un 

horno a 50°C por 2 horas; fuego se lavaron varias veces en Xilol, y fueron 

rehidratados en soluciones de etanol de concentraciones decrecientes: 100%, 

95°/o, 70% y 30%. Finalmente se pasaron a PBS 1X. 

1. Se anadió peróxido de hidrógeno al 3% a cada tejido, y se incubó 5 min a 

temperatura ambiente. El peróxido inactivó la peroxidasa endógena, que pudiera 

dar señales positivas falsas. 

,2, Se lavó en PBS 1 X. y se secaron los alrededores del tejido. Se anadió la 

solución bloqueadora {suero de cerdo) que suprime la unión protéica inespecífica 

al anticuerpo que se emplea, se incubó 15 min a temperatura ambiente en cámara 

húmeda. 

~ .. Se eliminó el exceso de bloqueador y se añadió el primer anticuerpo, el 

cual va dirigido contra la proteína tardía común de Papilomavirus. Se incubó por 

15 mln a temperatura ambiente en cámara húmeda. 

JI, Se lavó en PBS 1 X y se agregó el segundo anticuerpo que va dirigido 

contra el primer ariticuerpo; a este anticuerpo se le conoce como anticuerpo de 

unión o puente. Se incubó 15 mina temperatura ambiente en cámara húmeda. 

~. Se lavó en PBS. 1 X, y se anadió el complejo PA P, el cual se une al 

anticuerpo secundario por el extremo que le queda libre. Se incubó 15 min a 

temperatura ambiente en cámara húmeda. 
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'll. Se lavó en PBS 1 X y se añadió una solución de 3,3' Diamlnobencldlna· 

Tetrahldroclorada (DAE¡l de Sigma) 6 mg en 10 mi de agua destilada con 100 µI de 

peróxido de hldrógenó 3%. 

Cuando el peróxido entra en contacto con la peroxidasa del complejo, se 

descompone en agua y oxigeno; el oxigeno oxida a Ja DAB lo que resulta en la 

precipitación localizada de un polímero (fenacina) de color café que es Insoluble 

en agua (72, 76); de modo que en los sitios en los que había antígeno y se unió 

todo el complejo de tres reactivos, se observará al microscopio de campo claro un 

precipitado de color café. 

j. Bajo el microscopio se checó el tiempo de reacción de la OAB con la 

peroxidasa. Cuando ya se había llevado a cabo la reacción, las laminillas se 

lavaron en PBS 1 X. 

D. Se tiñió con Hematoxilina de Harris para contrastar la señal positiva del 

resto del tejido; despues de teflir 1-2 min se viró en agua corriente. 

tl. Se deshidrató en soluciones de etanol de concentraciones crecientes hasta 

llegar a Etanol absoluto, y finalmente se aclaró en Xilol. 

·]U. Se montaron en resina sintética y se revisaron al microscopio de campo 

claro para determinar si hubo o no reacción positiva. 

Las siguientes soluciones se obtuvieron del Kit DAKO PAP para tinción 

especifica de Papilomavirus, de los Laboratorios DAKO: Peróxido de Hidrógeno 

3%, Bloqueador, Anticuerpo primario, Anticuerpo secundario, y Complejo PAP. 
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ESQUEMA METODOLOGICO DE LA TECNICA INMUNOHISTOOUIMICA POR 

EL METODO DE PAP (68): 

Tlnción con Hematoxilina 

<-- "• ,- -

. fo A~ll~u~r1~ (Ab) anti-antl­
g~no ·.tardío· de. papílomavírús. 

2o Ab. anti-1erAb 

Complejo PAP 

3,3'-Díaminobencidina 
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RESULTADOS 

Al considerarse estos virus importantes en el CaCU, es dese.able 

detectarlos en estas lesiones en la población Mexicana y determinar si tienen 

algún papel en el desarollo de esta neoplasia. Para esto existen varias técnicas, 

una de ellas es la lnmunohlstoqulmica, la cual nos permite detectar productos 

protélcos de estos virus, tales como las proteínas de cápslde {codificadas por los 

genes tardíos); esto nos permite detectar en una forma aproximada, que tan 

frecuente es y como se distribuye la infección por HPV en lesiones cervicales de 

dilerente grado en pacientes del Instituto Nacional de Cancerología. 

Se utilizaron cortes de tejidos incluidos en parafina de biopsias con 

dlsplasias cervicales con diferentes grados, los cuales fueron sometidos al análisis 

inmunohistoquímico por el método de Peroxidasa-anti-peroxldasa (PAP), y 

revisados en microscopio de campo claro. Se consideraron positivas para el 

antígeno común de papilomavirus, aquellas células cuyos núcleos estuvieran 

teñidos de color café, ya que al reaccionar la Diaminobencidina {DAB, 3,3',4,4'­

Tetraaminodifenil} con Ja peroxidasa, ésta se oxidó originando un precipitado 

insoluble coloreado. Las células positivas se diferenciaron de las negativas, ya 

que éstas últimas se tiñieron de azul por la hematoxilina (Figura 5). 

Se analizaron 6 muestras de cérvix normal (Figura 6) por el método de PAP 

y se encontró una muestra positiva para la expresión de la proteína tardía de HPV, 

y el resto fueron negativas {Figura 6 y Tabla 1). Los 5 papilomas {condilomas) 

estudiados fueron positivos para la expresión tardia de HPV {Figura 5yTabla 1). 

De las muestras de Neoplasia lntraepitelial Cervical {NIC) grado 1 y 11 se 

encontraron 9 positivas de 13 {Figura 7 y Tabla 2); en el caso de las muestras con 

Carcinoma In Situ 4 de 10 fueron positivas {Figura 8 y Tabla 3); en tanto y 
sorpresivamente 6 de los 18 Carcinomas invasores fueron positivos (Figura 9 y 
Tabla 4). 
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Tabla 1: Análisis lnmunohlstoqulmico para la detección del. antígeno· 

tardío de papilomavlrus en tejido cervical normal y en pa~ilomiis': -

TEJIDO Expresión de proteína 

tardía de HPV. 

í.o't:ai1iaciÓn 'éfe la s~ñat 
positiva. 

Cérvlx- uterino 

N1 

N2 

N3 

N4 

NS 

N6 

PS 

N = biopsias de tejido normal, 

+ 

+ 

parte sup. del epitelio 

parte sup. del epitelio 

parte sup. del epitelio 

parte sup. del epitelio 

parte sup. del epitelio 

parte sup. del epitelio 

P • biopsias de papilomas infectados con papllomavirus; 

sup. ,. superior. 

+ :i:s positivas 

• - negativas 
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Figura 5: Tinción positiva para el antígeno tardío de papilo'mavirus, por el 

método inmunohistoquímico de Peroxidasa-anti-peroxidasa (PAP): se añade uri 

anticuerpo (Ab) 1 o. dirigido contra la proteína tardía de papilomavirus, despu~s 

se incuba con ~n Ab 2o .que actúa como puente para unir al A~ 1 o con el 

complejo PAP, el cual se detecta por una reacción sustrato-cromógeno.con DAB. 

126X. Contratinción con Hematoxilina. A. Células positivas (flecha blanca), 

B. células negativas (flecha blanca). 
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F 1 GUA A 6: Tejido cérvico-uterino normal negativo al análisis 

Jnmunohistoquímico para la expresión de la proteína de cil.pside de 

papilomavirus. 1 GOX. Contratinción con Hematoxilina. 



LOCALIZACION DE LA PROTEINA TARDIA VIRAL EN LOS TEJIDOS: 

La sena! positiva se encontró distribuida en las células epiteliales de ta 

reglón Intermedia y superior del epitelio {Fig. 10), las cuales corresponden a las 

células más dilerencladas, tal y como se esperaba, ya que la expresión de tos 

genes tardios de HPV está regulada por los mecanismos de diferenciación celular. 

Es decir, sólo es posible encontrar proteínas de cápside en las células más 

diferenciadas del epitelio infectado. 

Al examinar detenidamente las tinciones de inmunohistoquímica y en forma 

por demás interesante, ya que contrariamente a lo reportado en la literatura hasta 

ahora, también se encontró señal positiva en células de la capa basal (Figuras 11 

y 12) (que son células indiferenciadas) en un número elevado de muestras 

positivas como se muestra en la G rá 11 ca 1. 

De las muestras positivas para la expresión de proteínas tardías de HPV, de 

NIC 1-11, 6/9 de ellas mostraron células basales positivas, y en las 4 muestras de 

Carcinoma In Situ con proteína tardía de HPV se encontró señal positiva en el 

núcleo de células basales. También se encontró que conforme aumentaba la 

gravedad de la lesión disminuia la prevalencia del antígeno tardío de HPV ( ver 

Granea 1). 

Para verificar el hallazgo de células basales positivas se repitió el análisis 

en un corte adyacente de muestras con este tipo de células positivas, 

nuevamente se encontró Unción positiva en la capa basal del epitelio. 

Por otro lado, para el caso de los carcinomas invasores positivos, estos 

también mostraron células positivas en cortes adyacentes. Con esto se confirma 

que la Unción positiva que se obtuvo no fué inespecífica. 

Además, al realizar los controles adecuados, es decir, no usando el 

anticuerpo anti-proteína tardia de HPV, la señal no fué observada, corroborando 

una vez más que la tinción positiva obtenida no fué lnespecífica. 
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Tabla 2: Análisis lnmunohistoquímico para la expresión de la proteína 

tardía de papilomavlrus en biopsias de Neoplasia lntraepitelial Cervical 

de grado 1 y 11. 

TEJIDO Expresión de proteína 

tardía de HPV. 

Localización de la señal 

positiva. 

NIC 

NICI 

NICI 

NICI 

NICI 

NICI 

NIC 1 

NICI 

NICll 

NICll 

NICll 

NICll 

NICll 

NICll 

++ 

+ 

++ 

++ 

+ 

++ 

+ 

++ 

+ 

NIC 1 a Neoplasia lntraepitelial Cervical grado 1 

NIC 11- Neoplasia lntraepitelial Cervical grado 11 

parte superior y basal 

parte superior 

parte superior y basal 

parte superior y basal 

parte superior 

parte superior y basal 

parte superior 

parte superior y basal 

parte superior 

+ • biop~las con células positivas para el antígeno de cápside sólo en la · 

región superior del epitelio. 

++ ::s biopsias con células positivas en las regiones superior y basal del 

epitelio. 

- • negativas 
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A 

FIGURA 7: Expresión de proteínas't<:irdias de papilomavirus en una biopsia de 

Neoplasia lntraepitelial Cervical grad9 1 (célula positiva señalada con la flecha). 

Contratinción con Hematoxilina. A. SOX, B. 160X. 
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Tabla 3: Análisis lnmunohistoqulmico de la expresión de la proteína . 

tardla de papllomavlrus en biopsias de tejidos de Carcinoma In Situ. 

TEJIDO Expresión da· protelna 

-tardía de HPV: 

Localización de la senal 

positiva.·-

C·IS 

CIS 1 

CIS 2 

CIS 3 

CIS 4 

CIS 5 

CIS 6 

CIS 7 

CIS 8' 

~CIS 9~ 

CIS 10 

CIS m Carcinoma In Situ; 

++ 

++ 

++ 

parte _superior y basal 

parte su~erlor y basal 

parte superior y basal 

parte superior y basal 

++ • biopsias con células positivas para el a antígeno tardío en las 

reglones superior y basal del epitelio. 

- • negativas 
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Tabla 4: AnAlisis lnmunohlstoquínico da la expresión da genes tardíos da HPV en biopslas de carcinomas 
Invasores. 

TEJIDO 

NIC 111, CIS con lnvaslon glandular 

CIS c/lnVaslón glandular 

CIS con lnv~lón glandular 

NIC 111, CIS Con Invasión glandular 

Ca. epld. mlcrolnvasor e/invasión glandular 

Ca. epld. mlcrolnvasor 

Adenocarclnoma Endocervlcal Invasor 

Ca. epldermolde [\ 
o \1 

Ca. epld. ~células;grandes ' u 
Ca. epld. i asar de células grandes. 

Ca. epld. i asor de células grandes 

Ca. epld. invasor de células grandes 

Ca. epld. Invasor de células grandes 

Ca; '¡P1d~ de células grandes 

Ca ~ lnvasd( de células grandes 

Ca. ep'kt. Invasor~ ~élulas grandes 

Ca. epld. Invasor de célu~ grandes 

Ca. epld. Invasor de cels.'gdes. queratlnizan1e 

; \ 

Expresión da protelna 
tardía de HPV. 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

Ca.-Carclnoma; · CIS-Carcinoma In Sítu; Epid.• epldermolde, Cels • células 
- = negativo, + 7 rltlvo. 

l). 

Localización da la salla! 
posilivL 

células naoplAslcas 

células neoplAsicas 

células neoplAslcas 

células naoplAslcas 

células neoplásicas 

células neoplásicas 



A B 

FIGURA 9: Expresión de proteínas tardías de Papilomavirus en una biopsia de 

Carcinoma Epidermoide Invasor (célula positiva seflalada con la flecha). 

Contratinción con Hematoxilina. A. 63X, B. 31 SX. 
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FIGURA 10: Expresión del antígeno tardío de cápside de papilomavirus en las 

regiones: A. superior (células diferenciadas) 200X, y B. intermedia del epitelio 

cervical de una biopsia de Neoplasia lntraepitelial Cérvical grado 1 (las células 

positivas están señaladas con flechas). Contratinción con Hematoxilina. 126X. 
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A 8 

F l GUA A 11 : Expresión del antígeno tardío de cápside de papilomavirus en las 

regiones: A. intermedia 126X, Y B. basal del epitelio cervical de una biopsia de 

Neriplasia lntraepitelial Cervical grado 1 (células positivas señaladas con 

flechas). Contratinción con Hematoxilina. 315X. 
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FIGURA 12: Expresión del antigeno tardío de papilomavirus en células·de la 

capa basal del epitelio cervical de una biopsia de una Neoplasia lntraepitelial · 

Cervical grado 1 (!lechas). Contratinción con Hematoxilina. 315X .. 
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GRAFICA 1: Relación de la expresión de protelna tardía 
de HPV y lesión cervical 

•• - •• : •••.••• _ ••• 0.111 

NIC 

loalonoa 

N = Cérvlx normal 

C = Condllomas (papilomas) 

D 

biopsias positivas / , 
biopsias analizadas 

P!>Sltlvas en células basales/ 
biopsias positivas 

NIC = Neoplasia lntraepitelial Cervical grado 1 - 11 

CIS = Carcinoma In Situ 

Ca = Carcinomas epldermoides invasores 
(incluye un adenocarclnoma) 
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DISCUSION 

Existen evidencias que sugieren a los HPVs como agentes etiológicos del 

CaCU. Entre ellas se ha encontrado que Inducen transformación maligna en el 

epitelio Infectado (de modo que las Infecciones por HPV pueden ser 

potencialmente oncogénicas) (79), pueden transformar morfológicamente células 

de rata y ratón In vitro, y se ha encontrado el DNA de HPV presente y estable tanto 

en lfneas celulares derivadas de carcinomas cervicales, como en tumores 

cervicales (18, 25, 44). Recientemente, basándose en estudios de microscopia 

electrónica y citológicos, se ha sugerido que la Infección por HPV del cérvix puede 

ser la principal causa de la displasia cervical ( 12, 23 ); también se ha encontrado 

antígeno viral en algunas biopsias con atiplas en el epitelio cervical (7 8). 

Ya que se sugiere que los HPVs sean agentes etiológicos importantes del 

CaCU, os muy común que se desee detectar este virus en tejido cervical con el 

objetivo de tratar de dilucidar su papel en el CaCU o bien para auxiliar a los 

clínicos en el diagnóstico. Existen diferentes técnicas para detectar la presencia 

de HPV, algunas permiten reconocer la presencia del DNA o sus transcritos, lo que 

nos ayuda a detectar tipos específicos del virus, y la cantidad de material genético 

viral, información que es útil para estudios más finos y detallados. También existe 

otra técnica que nos permite identificar la presencia de proteínas virales: la 

lnmunohistoquímica, la cual se basa en el reconocimiento especifico de un 

antígeno mediante un anticuerpo (68). Con esta técnica se puede Identificar el 

antígeno tardío de HPV (protelna de cápside). Esta técnica se realiza sobre cortes 

de tejido incluidos en parafina, lo que nos permite determinar en que tipo de 

células ocurrió la infección, y como se distribuye ésta en el tejido. Existen 

diferentes técnicas de Unción lnmunohistoquimica. Una de las más usadas es la 

Unción con lnmunoperoxidasa por el método de PAP. 

Se sabe que el genoma viral consta de tres regiones: una región Control 

denominada LCR que controla la expresión genómica y replicación; una región 

Temprana, la cual contiene los genes que codifican las proteínas involucradas en 

la replicación de su DNA, la transcripción y transformación celular (oncoproteínas), 

y una reglón Tardía que codifica para las proteínas de cápside (73, 74). 
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Las reglones tardia y temprana son transcritas secuencialmente durante 

una Infección lltlca en células permisivas (que permiten que el virus se repllque 

libremente hasta causar lisis celular), mienlras que en las no-permisivas el 

genoma viral puede Integrarse al genoma hospedero, de forma que su replicación 

no es Independiente y la transcripción de la reglón tardía no se efectúa, solo se 

transcribe la región temprana formando las proteínas oncogénlcas (5, 6). 

Se ha encontrado que los genes tardios se expresan sólo en células 

diferenciadas del epltelio, ya que su expresión está regulada por los mecanismos 

de diferenciación celular (37, 38). Se ha demostrado que los papliomavlrus 

humanos, caninos, bovinos y de conejo comparten 10 o más determinantes 

antlgénicos de cápslde, de modo que puede detectarse por un anticuerpo común 

preparado contra vlrlones rotos de cualquier miembro del género (78, 80). 

Con el objetivo de determinar la expresión de los genes tardíos de 

papilomavirus y su distribución, así como su prevalencia en lesiones cervicales de 

diferente grado de severidad, se analizaron cortes de tejidos incluídos en parafina 

de biopsias con diferentes lesiones cervicales mediante lnmunhlstoquímlca por el 

método de PAP, el cual ofrece las siguientes ventajas: 

1) Se pueden usar tejidos Incluidos en parafina. lo que permite 

2) hacer estudios retrospectivos, 

3) estudios ultrastructurales, 

4) da un buen detalle morfológico, 

5) no se requiere equipo sofisticado, 

6) la Unción positiva es permanente, 

7) la técnica es reproducible y sencilla, y, 

B) nos permite determinar exactamente en que tipo de células y en que 

reglón del tejido se encuentra la proteína que estamos buscando específicamente 

(72, 74). 

Asi pues, nos permite establecer la distribución de la proteína que se está 

buscando en el tejido. También podemos determinar en cuantas células está 

presente esta proteína. 
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Al determinar en que tipo de células se localiza el antígeno tardlo de HPV 

así como su dlstrlbucl6n dentro de los tejidos, los cuales presentan lesiones 

cervicales de diferentes grados, nos permite analizar un poco la historia natural de 

la Jnfeccl6n. 

En nuestro caso las técnicas lnmunohistoqulmicas nos permitieron evaluar 

simultáneamente la morfología de las células que se analizan, así como la 

presencia del virus en ellas, de modo que se puede correlacionar la lnfeccl6n con 

el grado de diferenciación celular. 

A pesar de las ventajas que tiene el método de P AP, tiene las siguientes 

llmltantes: no nos permite Identificar especiflcamente que tipo de HPV está 

presente en las muestras, y es un método cualitativo, no cuantitativo, por Jo que no 

podemos determinar el número de coplas del virus. 

Para detectar el antígeno tardío de papilomavirus, utilizamos un Kit (DAKO 

PAP Kit) que contiene todos los anticuerpos y reactivos nscesarlos para el ensayo 

por el método de PA P. Antes de Iniciar la técnica todos los tejidos fueron tratados 

con peróxido de hidrógeno al 3%, para eliminar la actividad de peroxldasa 

endógena. 

Una reacción positiva fue interpretada como un precipitado granular de 

color café lntranuclear confinado a las células epiteliales, este precipitado es el 

producto.ge la oxidación del DAB. Se encontró que la reacción positiva variaba 

en intensidad, lo cual puede deberse a diferente cantidad de proteína viral 

presente en los tejidos, o que algunas células apenas estuvieran comenzando a 

sintetizarla. Las células que mostraban una reacción positiva para el antígeno 

común de papllomavirus, no se distinguieron morfológicamente de aquellas que 

fueron negativas. La sei'\al positiva se encontró siempre en los núcleos y a 

diferentes niveles en el epitelio cervical. Se observó que mientras aumentaba la 

severidad de la atipla epitelial, la prevalencia del antígeno disminuía; esto sugiere 

que al aumentar la severidad de la lesión, los mecanismos de regulación de los 

virus pueden cambiar de tal forma que ya no es necesario que se sintetice 

proteína de cápslde, esto puede deberse a que el genoma viral puede Integrarse 

af genoma hospedero (41, 49). 
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Las diferencias en tlnción dentro un mismo tejido, es decir que se 

encontrarán. algunas células positivas y otras negativas, puede deberse a que las 

diferentes células se encontraban en diferentes estadios de Infección viral; no 

todas estaban produciendo las proteínas de cápside al mismo tiempo o bien, que 

fas células no tuvieran virus. Una célula negativa no indica necesariamente que 

no haya infección por papilomavlrus; en éstas células puede ser que el genoma 

esté presente, pero que no haya síntesis de proteína de cápslde. Así, las células 

que Unieron lnmunológlcamente son sitios de producción viral. 

También hay que considerar que se trabajó sobre cortes histológicos muy 

delgados, de tal forma que debido al plano que tenga el corte, puede ser que se 

esté subestimando de alguna forma algunas células que sean positivas , pero que 

no se alcanzan a observar en el corte. 

Los tejidos que tenían núcleos positivos para el antígeno común tardío de 

papllomavirus, se encontraban en un rango de diagnóstico histológico que va 

desde endocervicitis crónica inespecífica (no neoplásico) hasta Carcinoma 

Invasor. La distribución del antígeno en los tejidos positivos fue variable, pero no 

todas las células afectadas se tiñieron para el antigeno. En los tejidos positivos el 

número de células positivas varió. En algunas muestras la distribución de las 

células positivas fue irregular y dispersa, y la identificación de las células poco 

positivas requirió de una cuidadosa revisión de todo el tejido. 

Algo que llamó la atención fue que se encontró que una de las muestras de 

tejido cérvlco-uterlno •normal" presentó antígeno de cápside de HPV. Puede ser 

que esta paciente al Infectarse estuviera en buen estado inmunológico, de modo 

que no desarrolló la lesión caracteristica de estos virus. En algunos países de 

América del Norte y Europa se ha reportado una incidencia relativamente alta de 

HPV en mujeres sanas, que al momento del análisis no habian desarrollado 

ninguna lesión cervical relacionada con la presencia de HPV (81 ), por lo que 

nuestro resultado puede considerarse válido. Aún cuando se trata de una 

mue,tra muy pequeña, esto es importante, por que nos indica que puede existir 

población aparentemente ·sana" que está infectada por papllomav/rus, de forma 

que potencialmente, están expuestas a desarrollar una lesión caraterlstlca de éste 

virus en algún momento. 
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Se encontró una cantidad mas alta de lo esperado de carcinomas Invasores 

positivos para el antígeno de cápslde (6118). Debido a que en los carcinomas 

Invasores (excepto los bien diferenciados), la mayor parte de las células son 

Indiferenciadas que están en constante división y que se ha observado que la 

expresión de los genes tardlos sólo se lleva a cabo en células diferenciadas ( 37, 

38), se esperaba un número menor de casos positivos para estas muestras. Se 

repitió el ensayo en otros cortes adyacentes, y se volvió a encontrar sena! para el 

antígeno común. Esto nos Indica que la senal que se obtuvo en el primer ensayo 

en las muestras de carcinomas Invasores, fue especifica y no se debió a algún 

efecto In vitro o a Unción lnespecifica. 

De acuerdo a nuestros objetivos encontramos que la prevalencia de HPV 

(determinada por la presencia del antígeno tardio de cápslde) que encontramos 

para el caso de los cérvlx normales y las Neoplasias cervicales lntraepiteliales fué 

muy semejante a los que se ha observado en otras poblaciones. Sin embargo 

para el caso do los carcinomas In Situ y carcinomas invasores la prevalencia del 

antígeno tardlo de HPV fué mucho más alta de lo que se ha encontrado en otros 

países (de Europa y América del Norte) y de lo que se esperaba (81 ). 

En todos los tejidos sometidos al análisis inmunohistoquímico para 

determinar la expresión de los genes tardios de HPV, se encontró que la mayorla 

de los núcleos positivos portenecian a las células de las capas superficiales e 

intermedias del epitelio, donde se encuentran las células más diferenciadas. Esto 

coincide con lo que se ha reportado hasta ahora, ya que se sabe que la expresión 

de éstos genes está regulada por los mecanismos de diferenciación celular, y 

apoya la hipótesis del trabajo. 

Sin embargo, en un gran número de las muestras positivas (6/9 NIC 1-11 y 4/4 

Carcinomas In Si/u), también se encontraron células basales positivas, siendo que 

estas células son Indiferenciadas. En algunos de los casos con células basales 

positivas, se repitió el ensayo sobre cortes adyacentes del mismo tejido, y 
nuevamente se encontraron células basales positivas ratificando los primeros 

resultados. 

El encontrar células lndilerenciadas (células basales y células de los 

carcinomas Invasores) con el antígeno de cápside de papilomavirus, puede 
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sugerir la presencia de algún tipo especial de célula Indiferenciada permisiva en 

estos tejidos, favorece que se expresen los genes tardíos y se sintetice la protei'1a 
de cápslde; o bien puede sugerir que los HPVs que Infectaron a estas muestras 

presenten algún mecanismo diferente de regulación de expresión de sus genes 

tardíos (por lo menos), que les permite presentar proteínas de cápslde en células 

que presentan división constante (Indiferenciadas). También puede deberse a 

que los tejidos no-diferenciados pueden permitir la expresión de los genes virales. 

Otra posibilidad, es que en los carcinomas Invasores e In Situ donde se 

detectó proteína tardía, los HPV se encuentren como formas libres (episomales) 

(5 4) y no Integrados, de tal forma que los genes tardíos se encuentran íntegros y 

activos y por lo que hay síntesis de cápside, y es lo que se está detectando. Ya se 

ha observado que en carcinomas Invasores pueden existir formas eplsomales de 

papilomavlrus, por lo que esta puede ser una buena explicación a nuestro 

hallazgo. 

Por otra parte el Dr. Luis Mara! Alvarez Salas (CINVESTAV-IPN) (82) en una 

comunicación personal, sugiere que en todas las células existen los factores que 

permiten que los genes tardíos de HPV se expresen, pero de acuerdo al estado de 

diferenciación de la célula, éstos se encuentran en mayor o menor cantidad, de tal 

forma que hasta ahora se habla encontrado que sólo se expresaban los genes 

tardíos de HPV en células diferenciadas; pero debido a que estos factores se 

encuentran en todas las células es posible que en células no diferenciadas se 

expresen también debido por un aumento en la cantidad de éstos. 

Con este tipo de ensayo no podemos caracterizar con precisión nuestro 

hallazgo, por lo que seria necesario realizar estudios más especiflcos (que nos 

permitan detectar DNA o RNA), tales como análisis .por Hibridación In Situ, y 

determinar, que tipo de HPV se encuentra en éstos tejidos, y que mecanismos 

podrían estar participando en la regulación de éstos genes. 

Aunque el análisis inmunohlstoquímico no nos proporciona información 

muy detallada, si nos permite detectar una infección por papilomavlrus en lesiones 

cervicales con patologlas de dilerente grado. Esto nos puede ·ayudar en el estudio 

de la historia natural de estas lesiones y así apoyar la idea de que estos virus 

tienen algún papel en et desarrollo de las mismas. 
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CONCLUSIONES 

Con los resultados obtenidos podemos llegar a las siguientes conclusiones: 

1 • Se determinó la expresión, prevalencia y distribución del antígeno tardío 

de HPV en biopsias de tejido cérvico-uterino normal y con patologla preneopláslca 

y neoplásica mediante tnmunohístoqulmlca. 

2. Se encontró un porcentaje elevado de muestras de Carcinomas 

Invasores y Carcinomas In Situ positivos para el antígeno de cápslde de 

papilomavirus. 

3 • Se encontró reactivldad para la expresión de proteína de cápslde de 

papílomavirus en células Indiferenciadas (de la capa basal del epitelio, y células 

de carcinomas Invasores) y en células diferenciadas epiteliales. 

4 • La presencia de protelnas de cápside en células . en división continua, 

sugiere la existencia de algún tipo especial de células Indiferenciadas permisivas 

que soportan la expresión de los genes tardios de papilomavirus. 
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A11ellyo1: 

Fosfato monobáslco de sodio (Nafi:!P04, Baker) 

Fosfato Dlbáslco de sodio (Na2HP04 , Baker) 

Cloruro de sodio (NaCI, Baker) 

3,3' Dlamlnobencidina (C12H14N4 , Sigma) 

Poll-D·Llsina ( P.M. 150,000·300,000, Sigma) 

Agua Bidestllada (H20) 

Peróxido de Hidrógeno (H202) 

Hematoxilina 

Eoslna 

Etanol (CH3-CH2-0H, Laitz) 

Xilol (Merck) · 

Resina Sintética (Sigma) 

Soluclones: 

- Buffer Salino de Fosfatos 1X (PBS): 

Fosfato monobásico de sodio 

Fosfato dibásico de sodio 

Cloruro de sodio 

Aforo con ~o bideslilada a 

- po!i-p-t lsina 1 Omglml (solución stock): 

Poli·D-Lislna 

PBS 1X 

- So!ud6o de Eoslna Alcgh611ca· 

Eosina Azuiosa 

Orange G 

Aforo con etanol al 70% a 

0.092 gr 

0.320 gr 

B.480 gr 

1000 mi 

10 mg 

1 mi 

1.0 gr 

1.0 gr 

100 mi 
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&lucl6n da Hematoxilina de Harris· 

Hematoxilina 

Oxido rojo de Mercurio 

Sulfato de Aluminio o Potasio 

Etanol absoluto (tOO%) 

Aforo con agua bldestllada a 

~= 

Iécnica de Tjnci6n de Hematoxmna-Eos!na· 

1.0 gr 

0.5 gr 

20.0 gr 

10.0 mi 

200 mi 

Esta linción se usa comunmente para diagnósUcos hlstopatológlcos. Es 

una Unción diferencial, en la que la Hematoxilina Une al núcleo, y la Eoslna tina al 

citoplasma y al tejido conectivo. 

Las preparaciones se sumergieron en las siguientes soluciones: 

Hematoxilina de Harrls min 

Agua de la llave 10 bal\os 

Agua bldestilada 1 min 

Eosina-alcohólica 5 min 

Etanol al 70 % 2 min 

Etanol al 80 % 2 min 

Etanol al 96 % 5 min 

Etanol al 100% 5 min 

Etanol-Xllol mio 

Xllol mln 

Xllol 3 mln 

Por úttimo, los tejidos ya tenidos y aclarados en Xilol, se montaron en resina 

sintética. 
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.. Técn!M de Tlncl6n ego Hematgxll!na: 

Se usó como tlncl6n de contreste. Las preparaciones se pasaron por las 

siguientes soluciones: 

Hematoxilina de Harrls 2 min 

Agua de la llave 2 mln 

Agua destilada min 

Etanol al 50% mln 

Etanol al 70% mln 

Etanol al 96% 3 mln 

Etanol al 100% 5 mln 

Xilol 5 min 

Por último se montaron las preparaciones en resina sintética. 
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