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I.RESUMEN 

 

INTRODUCCIÓN. La integración de los VPH-AR se considera un evento clave en la 

progresión de las lesiones escamosas intraepteliales (LEIs), este proceso se lleva a 

cabo en regiones de ADN. También la carga viral se ha relacionado con la infección 

persistente de los VPH-AR. La integración viral puede ser inducida por el estrés 

oxidativo al generar productos oxidantes en el ADN. OBJETIVO. Determinar el estado 

físico, la carga viral del VPH-16 y coinfección con otros tipos virales y su relación  con 

el estrés oxidativo en las LEIBG y en muestras sin LEI. METODOLOGÍA. Se realizó 

un estudio transversal en el que se incluyeron 72 muestras de citología en base liquida. 

Se realizó Hibridación in Situ con amplificación con tiramida (HIS) para determinar el 

estado físico del VPH. Para la determinación de las especies reactivas del oxígeno 

(ROS) se utilizó Kit CellRox Green Reagent. Se realizó PCR en tiempo real para la 

expresión de las enzimas antioxidantes y para la determinación de la carga y estado 

físico del VPH-16. RESULTADOS. Se diagnosticaron 17 citologías sin LEI y sin VPH, 

20 citologías sin LEI con VPH y 35 con LEIBG. Por HIS se encontró el estado mixto 

del VPH en un 75% y el estado integrado en un 10% en las citologías sin LEI. En las 

LEIBG un 62.9% y 20% en el estado mixto e integrado respectivamente. Las LEIBG 

con VPH-16 en coinfección con VPH-AR y con el estado mixto, mostraron un aumento 

en la carga viral. Se encontró un aumento de las ROS en las LEIBG versus las 

citologías sin LEI (p=0.02). La infección por VPH-16, la presencia de cervicitis crónica 

y la coinfección por agentes patógenos mostraron los niveles de ROS más altos. La 

integración del VPH mostró mayor producción de ROS y un aumento de la SOD-1 y 

GPX. CONCLUSIONES. La integración del VPH-AR se presentó desde la infección 

latente del virus. Pero los caso de LEIBG mostraron más el estado integrado, aunado 

a un mayor número de copias del VPH-16 en coinfección con VPH-AR, un aumento en 

la producción de ROS y una mayor expresión de SOD-1 y GPX.  

PALABRAS CLAVE. Lesión escamosa intraepitelial de bajo grado, carga viral, 

integración viral, ROS. 

 



 
 

2 
 

II. ABSTRACT 

 

INTRODUCTION. Integration of HR-HPV is considered a key event in the progression 

of squamous lesions intraepteliales (LEIs), this process takes place in regions of DNA. 

Viral load has been proposed as an additional parameter in conjunction with the 

integration, as has been associated with persistent infection of HR-HPV. Viral 

integration can be induced by oxidative stress to generate DNA oxidizers. OBJECTIVE. 

Determine the physical state, viral load and HPV-16 coinfection with other HPV types 

and their relationship with oxidative stress in LSIL and samples without LEI. 

METHODOLOGY. A cross-sectional study in which 72 samples were included cytology 

was performed in liquid foundation. In Situ Hybridization was performed with tyramide 

amplification (ISH) to determine the physical state of HPV. For determination of reactive 

oxygen specie (ROS) CellRox Green Reagent Kit was used. For the expression of 

antioxidant enzymes and for determining the physical condition of the cargo and HPV-

16 and co-infection with HR-HPV was performed by real time PCR. RESULTS. 17 were 

diagnosed NSIL without HPV, 20 NSIL HPV and 35 with LSIL. By HIS mixed HPV status 

was found in 75% and the state 10% integrated in smears NSIL. In LSIL 62.9% and 

20% in the mixed state and integrated respectively. The LSIL with HPV-16 coinfection 

with HR-HPV with mixed HPV status showed an increase in viral load. Significant 

increase ROS in LSIL versus NSIL. The HPV-16 infection, the presence of chronic 

cervicitis and pathogens coinfection showed higher levels of ROS. HPV integration 

showed increased production of ROS and increased SOD-1 and GPX. 

CONCLUSIONS. HPV integration is introduced from the latent virus infection. But most 

cases LSIL integration showed coupled to a larger number of copies of HPV-16 in 

coinfection, increased ROS production and increased expression of SOD-1 and GPX.  

KEYWORDS. Squamous intraepithelial lesion of low grade, viral load, viral integration, 

ROS. 

 

 

 



 
 

3 
 

III. INTRODUCCIÓN 

El virus del papiloma humano (VPH) de alto riesgo (VPH-AR) es una causa necesaria, 

pero no suficiente en el desarrollo del carcinoma cervical invasor (CCI). El VPH-AR se 

transmite sexualmente e infecta epitelios mucosos donde se pueden desarrollarse las 

lesiones escamosas intraepiteliales (LEIs) (Alba et al., 2009), y carcinomas de células 

escamosas y adenocarcinomas (Kim et al., 2012). Existen más de 100 tipos de VPH, 

los cuales se designan de bajo o alto riesgo en función del desarrollo de lesiones 

benignas o cancerosas. La infección persistente de los tipos de VPH-AR como el VPH-

16, 18, 45, 31, 33, 51 y 52 es un factor de riesgo importante para el desarrollo de CCI 

(Pett y Coleman, 2012). Además, es importante mencionar que la coinfección viral con 

más de un tipo de VPH es muy frecuente, especialmente en las mujeres jóvenes y se 

ha asociado con un mayor riesgo de las LEIs (Chaturvedi et al., 2011). 

El sistema de Bethesda clasifica a las lesiones tempranas como LEI de bajo grado 

(LEIBG) también conocidas como displasia leve o la  neoplasia intraepitelial cervical 1 

(NIC 1), mientras que las LEI de alto grado (LEIAG) incluyen la  displasia moderada  o 

NIC 2 y  la displasia severa y carcinoma in situ o NIC III (Miraval y Morón, 2005). Es 

importante mencionar que los cambios citológicos pueden ocurrir después de 3 meses 

de la infección por el VPH y aunque se plantea  que en 2 a 3 años podría haber 

regresión (alrededor del 90%), se ha demostrado que las LEIBG a través de  factores 

virales como la persistencia, carga e integración viral y recientemente se ha propuesto 

que el estrés oxidativo, podrían progresar a una LEIAG en un plazo de un año (Trotier 

et al., 2009). 

El ADN viral puede encontrarse en la célula infectada de forma integrado al genoma 

hospedero y se ha relacionado frecuentemente con los casos de LEIAG y CCI y 

actualmente se ha señalado que está presente en el 19.6% de las LEIBG (Jiménez-

Tagle et al., 2014). También se puede encontrar libre en el núcleo en forma episomal 

y compartiendo  las formas integradas y episomales (forma mixta) en las LEIs (Das et 

al., 2012). Al respecto Zubillaga-Guerrero et al., (2013) evaluó el estado físico del VPH-

AR en LEIBG, encontrando el estado mixto en un 90% y el estado integrado en un 

10%. Por lo que la integración puede ser un evento temprano en el desarrollo de CCI. 
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La integración de los VPH-AR se considera un evento necesario en la progresión de 

las lesiones cervicales, este proceso se lleva a cabo en regiones de ADN llamados 

Sitios Frágiles Cromosómicos (SFC). La región E2 ha sido identificada como el sitio de 

integración preferencial, su ausencia da como resultado la expresión desregulada de 

los oncogenes virales E6 y E7, lo que origina la degradación de proteínas supresoras 

de tumores como pRb y p53 (Raybold et al., 2011).  Diversos estudios han reportado 

un aumento en la frecuencia de integración de los VPH-AR.  

Estudios han propuesto la evaluación de la integración del VPH-AR en conjunto con 

parámetros adicionales como la carga viral, lo que se ha relacionado con la infección 

persistente de los VPH AR como el VPH-16 y la progresión de las LEIs (Raybouldo et 

al., 2011). En este sentido, Wanram et al., (2009) evaluaron la carga viral del VPH-16 

encontrando un aumento en relación al grado de la lesión, mientras que Xi et al., 2009 

determinaron la carga viral en mujeres con infección múltiple encontrando un 

incremento en la carga viral en comparación con las que tenían un solo tipo viral  

(p=<0.001). 

Actualmente se considera que el proceso por el cual el VPH-AR integra el ADN al 

genoma del huésped no ha sido completamente dilucidado. Un posible mecanismo es 

el daño al ADN mediado por la inflamación, debido a la producción de cantidades 

excesivas de especies reactiva del oxígeno (ROS) (William et al., 2011), tales como el 

anión superóxido (O2) y el peróxido de hidrogeno (H2O2) son producto del metabolismo 

celular aeróbico normal y juegan un papel relevante actuando como segundos 

mensajeros en numerosas vías de señalización relacionadas con la homeostasis 

celular (Reuter et al., 2010). Sin embargo, existen diversos factores que aumentan las 

concentraciones de estos metabolitos por encima de las condiciones fisiológicas 

normales, dentro de los cuales se encuentran el humo del tabaco, la obesidad y la 

infección persistente por microorganismos patógenos caracterizada por la infiltración 

de leucocitos polimorfonucleares (PMN) provocando en el huésped una respuesta 

inflamatoria crónica (Lonkar et al., 2011; Sethi et al., 2012).  

La inflamación ha sido implicada en la progresión de una gran variedad de canceres, 

en el caso de CCI asociado a los VPH-AR se ha propuesto como un posible promotor 
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de progresión de las lesiones del cérvix uterino (William et al., 2011). Por lo que 

algunos estudios han evaluado las ROS en las diferentes etapas de las lesiones 

cervicales, al respecto Carrero et al., (2009) evaluaron la expresión de O2 en muestras 

con NIC 1, NIC 2 y NIC 3 encontrando un incremento en la producción de O2 en relación 

a la progresión de las NIC. 

Los niveles de las ROS se equilibran con diversos mecanismos de defensa 

antioxidante, que consisten en componentes enzimáticos como la superóxido 

dismutasa, catalasa y glutatión peroxidasa, y los componente no enzimáticos como las 

vitaminas E, C, entre otras (Nirmala y Narendhirakannan, 2011). La función de los 

mecanismos antioxidantes consiste en la donación de electrones neutralizando la alta 

reactividad de las ROS convirtiéndolo en metabolitos no radicales (Durackova, 2010). 

Sin embargo, en un proceso inflamatorio crónico se ha reportado una disminución de 

los niveles enzimático antioxidante y en consecuencia estrés oxidativo (William et al., 

2011), lo que permite que las ROS reaccionen con diversas moléculas de importancia 

biológica, que principalmente conducen daño al ADN (Kaushal y Kudva, 2013). 

El daño oxidativo al ADN inducido por las ROS le confiere susceptibilidad e 

inestabilidad genética. Los productos oxidantes más reportados son 8-oxo-7,8- 

dihydroguanine (8-oxoGua), 8-oxo-7, 5,6-dihidroxi-5,6-dihidrotimina (timina glicol,Tg), 

lo que puede causar detección de la transcripción, errores en la replicación e 

inestabilidad genómica (Marco, 2013).  Se ha propuesto que el daño al ADN inducido 

por las ROS puede facilitar la integración del VPH-AR y así contribuir en la progresión 

de las LEIs (Murata et al., 2012).  

Por otro lado, diversos estudios han analizado la integración viral en mujeres con CCI 

y en sus lesiones precursoras, sin embargo no se ha esclarecido por completo los 

factores que se encuentran asociados (Pett y Coleman, 2007). La carga viral ha sido 

el principal factor al que se le ha relacionado con la persistencia viral, pero este tema 

por las diferencias de resultados que se han reportado sigue siendo objeto de debate, 

además de que también existen pocos estudios que han evaluado la carga viral en las 

coinfecciones con VPH-AR por  lo que sería importante su análisis en estas 

condiciones (Kim et al., 2012; Chaturvedi et al., 2011). Por lo que este estudio permitirá 
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evaluar la integración de los VPH-AR en las lesiones tempranas del cérvix uterino y 

así tener una mayor comprensión de los factores virales asociados y del 

microambiente cervical. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

7 
 

IV. MATERIALES Y MÉTODOS 

 

POBLACIÓN DE ESTUDIO. En este estudio participaron 72 mujeres residentes del 

estado de Guerrero, México durante el periodo de 2012-2014 que asistieron al Servicio 

de Diagnóstico Integral en la detección oportuna del Cáncer Cérvicouterino y VPH de 

la Unidad Académica de Ciencias Químico Biológicas (UACQB) de la Universidad 

Autónoma de Guerrero (UAG). Cada una de las participantes firmó un consentimiento 

informado (Anexo 1) y respondieron a una encuesta (Anexo 2) con el objetivo de 

obtener  información clínica y obstétrica y variables de riesgo.  

TOMA DE MUESTRA. A todas las mujeres que refirieron no haber consumido 

antioxidantes en un tiempo menor de seis meses se incluyeron en el estudio y se les 

realizó una toma de muestra de la zona exo-endocervical utilizando una espátula de 

Ayre de madera para el exocérvix y cepillo endocervial para el endocérvix, asegurando 

así la toma de muestra de la zona de transformación. Los extendidos de citología 

convencional y en base liquida (Liqui PREP) fueron teñidos con Papanicolaou y fueron 

clasificados en base a la clasificación de Bethesda por una citopatóloga con 22 años 

de experiencia certificada por el Consejo Mexicano. Los casos de cervicitis aguda se 

determinaron por la presencia de polimorfonucleares (PMN, mientras que la presencia 

de histiocitos clasificó los casos de cervicitis crónica. También en las citologías se 

realizó la búsqueda de la presencia de pseudomicelios y levaduras morfológicamente 

compatibles con Cándida sp y cambios en la flora por la presencia de células clave 

indicadoras de Gardnerella vaginallis.  

 

TIPIFICACIÓN DEL VPH. La segunda toma se utilizó para la genotipificación del VPH, 

utilizando la técnica de Reacción en Cadena de la Polimeraza (PCR) acoplada a 

hibridación de INNO-LiPA genotyping Extra (Innogenetics) procedimiento que se 

realizó en colaboración con el Laboratorio de Biomedicina Molecular de la UACQB de 

la UAG. 

 

CITOLOGÍA EN BASE LIQUIDA. El material citológico se depositó la muestra en un 

frasco de solución de conservación del Kit Liqui PREP, se agitó la muestra en vortex y 
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posteriormente se centrifugó a 3,500 rpm durante 5 minutos, el sobrenadante se 

decantó y se homogenizó el sedimento, a partir del cual se preparó una dilución de 1:5 

para la realización de extendidos en laminillas silanizadas para la determinación del 

estado físico del ADN del VPH por Hibridación in Situ (HIS) con amplificación con 

tiramida (DAKO). 

DETECCIÓN DEL ADN DEL VPH EN CITOLOGÍA EN BASE LIQUIDA POR 

HIBRIDACIÓN IN SITU (HIS). La detección del genoma viral por la HIS se realizó con 

el sistema de amplificación de señal de tiramida (GenPoint Dako Cytomation, 

Carpinteria, CA, USA). Los extendidos citológicos en monocapa se sometieron a 

digestión durante 1 minuto con proteinasa K (1:1000). Posteriormente se aplicó 0.5 µl 

del reactivo prueba (ADN viral biotinado) que contiene para 13 genotipos de VPH-AR 

(VPH-16, 18, 31, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59 y 68) y sondas individuales dirigidas a 

los tipos de VPH-BR 6 y 11. Los extendidos fueron desnaturalizados por 10 minutos a 

95°C y posteriormente a hibridación por 20 horas a 37°C (Hibridizador Dako, 

Carpinteria, CA, USA). Posteriormente las muestras se colocaron en una solución 

astringente y se les agregó el anticuerpo primario estreptavidina peroxidasa, después 

biotil-tiramida y el anticuerpo secundario estreptadivina. Se agregó el cromógeno DAB  

y finalmente Hematoxilina de Mayer (Merck). La reacción positiva se visualizó con un 

color marrón en el interior del núcleo y en relación al tipo de señal se clasificó como 

difusa (Estado episomal), puntiforme (Estado integrado) o mixta (Estado episomal e 

integrado). Las líneas celulares SiHa (VPH-16) se utilizaron como control positivo 

mostrando el estado integrado, la misma línea celular sin la sonda se utilizó como 

control negativo. 

 

MEDICIÓN DE LA PRODUCCIÓN DE LAS ROS. Se utilizó una técnica fluorométrica 

utilizando el Kit CellRox Green Reagent (Invitrogen, Oregón, USA) como sonda para 

la detección de las ROS totales. Después de la incubación por 30 minutos a 37°C con 

la sonda a una concentración de 2.5 µM se realizaron lavados con PBS a 1x. La 

intensidad de fluorescencia de excitación se midió a una longitud de onda de 485 nm 

y la de emisión a 520 nm utilizando el equipo de citometría de flujo Guava easyCyte 
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HT (Millipore) (Anexo 3). La fluorescencia obtenida se reportó como unidad de 

fluorescencia relativa (UFR) en base a la lectura de 5,000 células. 

 

EXPRESIÓN GÉNICA DE SUPERÓXIDO DISMUTASA (SOD-1) Y GLUTATIÓN 

PEROXIDASA (GPX). La expresión de las enzimas antioxidantes fue realizada 

mediante el Kit KAPA SYBR FAST One-Step qRT-PCR (Biosystems, Foster City, 

California). El ARN fue extraído a partir de las citologías en base liquida por el método 

del Trizol (Anexo 4) Reagent Life Technologies (Invitrogen, Carlsbad, California) Se 

verificó la integridad del ARN en geles de agarosa al 1%. Los ensayos se realizaron 

en el PCR en tiempo real 7500 (Applied Biosystem, Foster City, USA). El volumen de 

la mezcla de reacción fue de 10 µL preparada como sigue: 5.8 µL de la mix de PCR, 

0.25 µL a una concentración de 10 pM cada primer [Superóxido dismutasa (SOD-1) 

FW 5’-UUGGAGAUAAUACAGCAGGC-3´ y RV 5’CCAUCUUUGUCAGCAGUCAC-3’; 

Glutation peroxidasa (GPX), FW 5’- GTACTACTTATCGAGAATGTGGCG-3´ y RV 5’- 

CAAACTGGTTGCACGGGAAG-3’] y 1 µL de ARN (200 ng). Para la reacción de PCR 

se llevó a cabo ciclos preliminares de 30 s a 37°C, 5 min a 42°C y 5 min a 95°C. 

Seguido por 40 ciclos de 20 s a 95°C, la Tm de alineamiento de los primers fue de 30s 

a 60°C y para la curva de disociación fue de 15 s a 95°C, 1 min a 60°C y 15 s a 60°C. 

La expresión de SOD-1y GPX fue normalizada con el gen GADPH. El método de 

cuantificación relativa Δ Δ Ct se utilizó para determinar la expresión de SOD-1 y GPX 

de acuerdo con la fórmula 2 (-Δ ΔCt). 

 

CARGA VIRAL Y ESTADO FÍSICO DEL VPH 16 POR PCR EN TIEMPO REAL. Para 

la determinación del estado físico y la carga viral del VPH 16, se realizó la amplificación 

de los genes E6 [FW 5´-ACCGTTGTGTGATTTGTTAATTAGGTGTA-3´ y RV 5´-

CGTTTTTGTCCAGATGTCTTTGCTT-3´, sonda 5´-CAGGACACAGTGGCTTT-3´]; E2 

[FW 5´-TGGATATACAGTGGAAGTGCAGTTTG3´ y RV 5´-

CCACAGTTACTGATGCTTCTTCACA-3´, SONDA 5´-FAM-

CACCCCGCCGCGACCCATA-BHQ-1-3-3´]; RNAsaP [FW 5´-

TGCATTTGACTCCTGAGGAGAG-3´ y RV 5´-GGGCCTCACCACCAACTTC-3´, 

sonda 5´-VIC-CTGCCGTTACGTCCCT-BHQ-1-3-3´] por PCR en tiempo real utilizando 
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el equipo 7500 (Applied Biosystems), usando el kit Taqman Universal Master Mix II. 

Para la el estado físico se interpretó como estado episomal puro cuando no se observó 

disminución ni ausencia del gen E2 en relación a E6, el estado integrado puro se 

determinó cuando la expresión de E2 fue indetectable, mientras que la forma mixta fue 

determinada mediante la disminución del número de copias de E2 en relación a E6 

(Cheung et al., 2006). 

CONSIDERACIONES ÉTICAS Y DE BIOSEGURIDAD. La presente investigación se 

basó a lo establecido por los ordenamientos y principios nacionales e internacionales 

para la investigación en seres humanos en el Reglamento de Investigación de la Ley 

Federal de Salud, Organización Mundial de la Salud (OMS). El manejo y eliminación 

de residuos peligrosos biológicos infecciosos se realizó de acuerdo a la Norma Oficial 

Mexicana NOM-087-ECOL-SSA-2002 y la declaración de Helsinki para investigación 

médica en seres humanos, incluida la investigación del material humano y de 

información identificable (Mazzanti-Di Ruggiero, 2011). 

ANÁLISIS ESTADÍSTICO. Los resultados fueron expresados en frecuencias y se 

utilizó la prueba exacta de Fisher para el análisis del estado físico del VPH. La carga 

viral, la determinación de las ROS y la expresión de las enzimas antioxidantes fueron 

expresadas en media ± DE y se utilizó la prueba t-Student.  El valor de p<0.05 fue 

considerado estadísticamente significativo. 
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V. RESULTADOS  

 

Población de estudio. Los grupos de estudio fueron 17 mujeres con diagnóstico de 

citología sin LEI y sin VPH comprobado por INNO-LiPA, 20 con citología sin LEI con la 

infección por el VPH y 35 con LEIBG. Las mujeres mayores de 25 años fueron las más 

frecuentes en los tres grupos de estudio. El total de la población cursaba por procesos 

inflamatorios asociados a cervicitis y el 100% de las LEIBG presentó la infección por 

el VPH (p=<0.05) (Tabla 1). 

Tabla 1. Características generales de los grupos de estudio 

 SIN LEI SIN 
VPH 

n=17 (%) 

SIN LEI CON 
VPH 

n=20 (%) 

LEIBG 
n=35 (%) 

*P 

EDAD     
<18 2 (11.8) 0 (0) 0 (0) 0.057 

18-25 2 (11.8) 8 (40.0) 8 (22.9)  
>25 13 (76.5) 12 (60.0) 27 (77.1)  

HÁBITO DE FUMAR    
SI 0 (0) 1 (5.0) 5 (14.3) 0.256 
NO 17 (100.0) 19 (95.0) 30 (85.7)  

CONSUMO DE ALCOHOL    
SI 3 (17.7) 2 (25.0) 8 (22.9) 0.934 
NO 14 (82.4) 15 (75.0) 27 (77.1)  

CERVICITIS     
NO 1 (5.9) 0 (0) 0 (0)  

AGUDA 16 (94.1) 18 (100.0) 32 (91.4) 0.383 
CRÓNICA 0 (0)  0 (0) 3 (8.6)  

MICROORGANISMOS    
NO 15 (88.3) 16 (80.0) 28 (80.0) 0.851 

Gardnerella 
vaginalis Y/O 
Cándida sp. 

2 (11.8) 4 (20.0) 7 (20.0)  

INFECCIÓN POR EL VPH    
NEGATIVO 17 (100.0) 0 (0) 0 (0)  

VPH-BR 0 (0) 2 (10.0) 6 (17.1)  
aVPH-AR 0 (0) 4 (20.0) 9 (25.7) <0.05 
VPH-16 0 (0) 4 (20.0) 5 (17.1)  

VPH-16 EN 
COINFECCIÓN 

0 (0) 6 (30.0) 5 (14.3)  

bIM 0 (0) 4 (20.0) 9 (25.7)  

VPH Virus del Papiloma Humano, LEI Lesión Escamosa Intraepitelial, LEIBG Lesión Escamosa de Bajo 

Grado, VPH-BR Virus del Papiloma Humano de Bajo Riesgo, VPH-AR Virus del Papiloma Humano de 

Alto riesgo,  aTipos de VPH-AR diferente al VPH-16 (51, 52, 39, 45 y 59). bIM Más de un tipo viral. El 

valor de p fue calculado usando la prueba exacta de Fisher. 
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Estado físico del VPH por HIS. Interesantemente, los resultados muestran (Tabla 2), 

que las citologías sin LEI con VPH-16 en coinfección con VPH-AR, presentaron el 

estado mixto en un 33.3% y un caso presentó el estado integrado. En las LEIBG con 

infección múltiple el 36.4% presentó el estado mixto, en el caso de las mujeres con el 

VPH-16 en coinfección con otros tipos virales, el 22.7% presentó el estado mixto y sólo 

en un caso se observó el estado integrado (p=<0.05) (Figura 1A). El 100% de las 

infecciones con VPH-BR presentaron el estado episomal (Figura 1B). 

 

Figura 1. Estado físico del VPH en las LEIBG. A. Grupo de núcleos desnudos con cariomegalia  y 

que presentaron el patrón de señal puntiforme, que corresponde al estado integrado del VPH-16. B. 

Células del epitelio plano con caromegalia que presentan el patrón de señal puntiforme (flecha azul) 

que corresponde al estado integrado. C. Células intermedias normales con el patrón de señal difuso 

que cubre el núcleo y que corresponde al estado episomal del VPH-6 (flecha negra). Método: Citología 

en base liquida. Técnica: Hibridación in Situ con amplificación con tiramida (HIS). 40X 
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Tabla 2. Estado físico del ADN de los grupos de VPH 

DIAGNÓSTICO 
CITOLÓGICO 

DIAGNÓSTICO  
MOLECULAR 

EPISOMAL 
n= (%) 

INTEGRADO 
n= (%) 

MIXTO 
n= (%) 

*P 

 VPH-BR 2 (66.7) 0 (0) 0 (0)  
 *VPH-AR 0 (0) 0 (0) 4 (26.7)  

SIN LEI VPH-16 0 (0) 1 (50.0) 3 (20.0) 0.056 

 VPH-16 EN 
COINFECCIÓN 

0 (0) 1 (50.0)  5 (33.3)  

 *IM 1 (33.3) 0 (0) 3 (20.0)  

 VPH-BR 5 (83.3) 0 (0) 0 (0)  
 aVPH-AR 0 (0) 5 (71.4) 5 (22.7)  

LEIBG VPH-16 0 (0) 1 (14.3) 4 (18.8) ˂0.05 

 VPH-16 EN 
COINFECCIÓN 

0 (0) 1 (14.3) 5 (22.7)  

 bIM 1 (16.7) 0 (0) 8 (36.4)  

VPH Virus del Papiloma Humano, VPH-BR VPH de Bajo Riesgo; VPH-AR VPH de Alto Riego; aTipos 

de VPH-AR diferente al VPH-16 (51, 52, 39, 45 y 59). bIM Más de un tipo viral.; LEI Lesión Escamosa 

Intraepitelial, LEIBG Lesión Escamosa de Bajo  Grado. El valor de p fue calculado usando la prueba 

exacta de Fisher. 

 

Carga viral del VPH-16 y su relación con el estado físico del VPH por HIS. La 

determinación de la carga viral se realizó a 18 de 20 muestras, debido a la baja 

concentración de ADN que presentaron dos de ellas. Al evaluar este parámetro 

encontramos que no existen diferencias significativas entre el número de copias en 

relación al diagnóstico citológico, solo se observó una tendencia al aumentar la media 

en las LEIBG. También se encontró un claro aumento en la media del número de 

copias en los grupos que presentaron el VPH-16 en coinfección en comparación con 

las que solo tenían el VPH-16, sin embargo estas diferencias no fueron significativas 

(Tabla 3A). Además al relacionar la carga viral y el estado físico del VPH-AR, se 

encontró que el estado mixto tanto en las LEIBG y sin LEI se reportó un aumento en 

la media del número de copias en comparación con las que presentaron el estado 

integrado (tabla 3B). 

 

 

 



 
 

14 
 

Tabla 3 A. Carga viral del VPH-16 

  MEDIA± DE CARGA VIRAL 
BAJA 
n (%) 

CARGA VIRAL 
ALTA 
n (%) 

SIN LEI VPH 
 

MEDIA± DE 
4.8256±4.2341 

VPH-16 
n=3 

0.2062±0.1529 3 (100.0) 0 (0) 

VPH-16 EN 
COINFECCIÓN 

n=6 

7.1352±6.3103 5 (83.3) 1(16.7) 

LEIBG 
 

MEDIA± DE 
5.2054±4.5469 

VPH-16 
n=4 

0.6810±0.3936 4 (100) 0 (0) 

VPH-16 EN 
COINFECCIÓN 

n=5 

8.8249±8.1833 4 (80.0) 1 (20.0) 

VPH Virus del Papiloma Humano, LEI Lesión Escamosa Intraepitelial, LEIBG Lesión Escamosa 

Intraepitelial de Bajo Grado, Media± DE. Prueba t-Student. 

 

 

Tabla 3B. Carga viral del VPH-16 en relación con el estado físico viral 

 ESTADO 
FISICO POR 

HIS 

MEDIA± DE 
 

CARGA VIRAL 
BAJA 
n (%) 

CARGA VIRAL 
ALTA 
n (%) 

SIN LEI VPH 
 
 

INTEGRADO 
n=1 

0.0898±0 1 (100.0) 0 (0) 

MIXTO 
n=7 

6.0554±5.4396 6 (85.7) 1 (14.3) 

LEIBG 
 

 

INTEGRADO 
n=3 

0.8918±0.4458 2 (100.0) 0 (0) 

MIXTO 
n=6 

7.3622±6.8402 5 (83.3) 1(16.6) 

VPH Virus del Papiloma Humano, LEI Lesión Escamosa Intraepitelial, LEIBG Lesión Escamosa 

Intraepitelial de Bajo Grado, Media± DE. Prueba t-Student. 

 

Concordancia del estado físico del ADN del VPH entre la HIS y la PCR en tiempo 

real.  La PCR en tiempo real además de determinar el número de copias, permite 

determinar el estado físico del VPH, en este caso el VPH-16 al igual que en la HIS, 

esto nos permitió determinar la concordancia entre ambas metodologías. En la tabla 4 

se observa que la HIS y la PCR coincidieron en 14 de las 18 determinaciones que se 

realizaron obteniendo una concordancia moderada. 
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Tabla 4. Concordancia del estado físico del VPH-AR entre la HIS y la PCR en tiempo 

real  

 

  PCR  

  INTEGRADO 
n (%) 

MIXTO 
n (%) 

TOTAL 
n (%) 

 
HIS 

INTEGRADO 
n (%) 

3 (16.7) 1 (5.6) 4 (22.2) 

MIXTO 
n (%) 

3 (16.7) 11 (61.1) 14 (77.8) 

 TOTAL 
n (%) 

6 (33.3) 12 (66.7) 18 (100.0) 

Kappa 0.045 (Moderada concordancia). HIS Hibridación in Situ 

Producción de las ROS y el diagnóstico citológico. La media del grupo de las 

citologías sin LEI y las LEIBG fue de 66.4 y 91.7, respectivamente, mostrando 

diferencias significativas (Figura 2).  

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

ROS y estado antioxidante en los grupos de estudio. En la figura 3 se observa un 

aumento lineal en relación al grado de la lesión, sin embargo no se encontraron 

diferencias significativas aparentemente entre las citologías sin LEI y LEIBG. Además, 

hemos encontrando una mayor expresión de SOD-1 y GPX en las LEIBG versus 

1a 
1a 

Figura 2. Análisis de las ROS en mujeres 

con citología sin LEI y LEIBG (Media± 

D.E). Prueba t-Student. Sin LEI versus 

LEIBG p=0.02. 

LEI Lesión Escamosa Intraepitelial; LEIBG 

Lesión Escamosa Intraepitelial de Bajo Grado; 

UFR Unidad Relativa de Fluorescencia. 
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citologías sin LEI. En el caso de GPX, se observaron diferencias significativas entre 

los tres grupos, al observarse un aumento lineal de la expresión en relación al grado 

de lesión. Este incremento en la actividad enzimática puede atribuirse como una 

respuesta al aumento de las ROS en la etapa productiva del VPH, es decir, en las 

LEIBG. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 3. ROS and antioxidant status in the study groups (Mean ± S. E) A. Analysis of 

ROS. B. Gene expression of SOD-1. NSIL versus NSIL HPV p= 0.001. C. Gene 

expression of GPX. NSIL versus NSIL HPV p=<0.0005, NSIL versus NSIL HPV p=0.03, 

NSIL HPV versus LSIL p=0.04.Test t-Student. 

 HPV Human papilloma virus; NSIL No sign of intraepithelial lesion; LSIL Low grade squamous 

intraepithelial lesion; RUF Relative Unit Flourescencia. 
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ROS y estado antioxidante en relación a la infección por VPH por riesgo 

oncogénico. Nosotros hemos encontrado un aumento de las ROS en todas las 

mujeres que presentaron la infección por el VPH-16. Sin embargo, solo las LEIBG que 

presentaron VPH-16 y aquellas que presentaron la infección por VPH-AR con una 

media de 144.3 y 115.5 respectivamente se encontraron diferencias significativas en 

comparación con el grupo de sin LEI y sin VPH (Figura 4A).  

En relación a la parte antioxidante, se encontró un marcado incremento en la expresión 

de la SOD-1 en las citologías sin LEI y LEIBG con VPH-16 (p=0.003, p=0.01) (Figura 

4B).  

La expresión de GPX se encontró aumentada en los casos de LEIBG con VPH-16 y 

en la citologías sin LEI asociadas con infecciones múltiples, sin embargo no mostraron 

diferencias significativas (Figura 4C). 
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Figura 4. ROS y estado 

antioxidante en relación a la 

infección por el VPH por 

riesgo oncogénico (Media± 

E.S). Prueba t-Student. A) 

Análisis de las ROS. Sin LEI 

VPH (-) versus LEIBG VPH-

AR p=0.03. Sin LEI (-) versus 

LEIBG VPH-16 p=0.003. B) 

SOD-1. Sin LEI (-) versus Sin 

LEI VPH-BR p= <0.0005. Sin 

LEI (-) versus Sin LEI  versus 

VPH 16 p=0.003. Sin LEI (-) 

versus LEIBG VPH-16 p=0.01. 

C) GPX.  

LEI Lesión Escamosa 

Intraepitelial; VPH Virus del 

Papiloma Humano; (-) VPH 

negativo; BR VPH de Bajo 

Riesgo; AR VPH de Alto Riesgo; 

16 VPH 16; 16 C VPH 16 en 

coinfección con otros VPH; IM 

Más de un tipo viral; LEIBG 

Lesión Escamosa Intraepitelial de 

Bajo Grado; UFR Unidad 

Fluorescencia Relativa. 
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Producción de las ROS y estado antioxidante asociado a la cervicitis y a la 

coinfección con agentes infecciosos. Al analizar las ROS en las mujeres con y sin 

patrón inflamatorio cervical (cervicitis) donde observamos un aumento gradual en 

relación al grado de la inflamación cervical con respecto al grado de la lesión, pero no 

se encontraron diferencias significativas (figura 5A). En la figura 5 B encontramos un 

aumento significativo en la expresión de SOD-1 en las LEIBG con cervicitis crónica en 

comparación con las que presentaron cervicitis aguda en el mismo grupo. En el caso 

de la GPX, se encontraron diferencias significativas entre las citologías sin LEI con 

VPH y en las LEIBG tanto con cervicitis aguda y crónica en comparación con las 

citologías sin LEI y sin cervicitis, pero no entre los mismo grupos (Figura 5C). 

 

En la figura 6 A encontramos un aumento estadísticamente significativo de las ROS 

en las mujeres con citología sin LEI con VPH en presencia de agentes infecciosos en 

comparación con aquellas mujeres que solo tenían la infección por VPH en el mismo 

grupo de estudio. En la figura 6 B se observó una respuesta estadísticamente 

significativa en la expresión de SOD-1 al aumento de las ROS, al encontrarse 

aumentada en las citologías sin LEI con VPH en coinfección con agentes infecciosos. 

En el caso de la GPX, su expresión fue diferencial, al observarse un aumento 

estadísticamente significativo en las citologías sin LEI con VPH en coinfección con 

agentes infecciosos en comparación  con las que solo presentaban la infección por 

VPH en el mismo grupo (Figura 6C). 
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Figura 5. ROS y estado antioxidante en los grupos de estudio asociados a cervicitis 

(Media± E.S). Prueba t-Student. A) Análisis de las ROS. B) SOD-1. Sin LEI sin cervicitis 

versus sin LEI VPH aguda p=0.02. Sin LEI sin cervicitis versus LEIBG aguda p=0.002. Sin 

LEI sin cervicitis versus LEIBG crónica p=<0.0005. LEIBG aguda versus LEIBG crónica 

p=0.03.  C) GPX. Sin LEI sin cervicitis versus sin LEI VPH aguda p=<0.0005. Sin LEI sin 

cervicitis versus LEIBG aguda p=<0.0005. Sin LEI sin cervicitis versus LEIBG crónica 

p=<0.0005.  

LEI Lesión Escamosa Intraepitelial; VPH Virus del Papiloma Humano; LEIBG Lesión Escamosa 

Intraepitelial de Bajo Grado; Sin C Sin cervicitis; A Aguda; C Crónca; UFR Unidad Relativa de 

Fluorescencia. 
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Figura 6. ROS y estado antioxidante en la coinfección con otros agentes infecciosos 

(Media± E.S). Prueba t-Student. A) Análisis de las ROS. Sin LEI VPH ausencia de agentes 

infecciosos versus Sin LEI en presencia p=0.03  B) SOD-1.  Sin LEI ausencia de agentes 

infecciosos versus Sin LEI VPH en presencia p=<0.005 C) GPX. Sin LEI VPH ausencia 

versus Sin LEI VPH presencia de agentes infecciosos 

LEI Lesión Escamosa Intraepitelial; VPH Virus del Papiloma Humano; LEIBG Lesión Escamosa 

Intraepitelial de Bajo Grado; Si Presencia de agentes infecciosos; No Ausencia de agentes 

infecciosos; UFR Unidad Relativa de Fluorescencia. 
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ROS y estado antioxidante en relación a algunas covariables. Con respecto al 

hábito de fumar observamos un aumento de las ROS estadísticamente significativo en 

las mujeres con LEIBG que refirieron tener este hábito en comparación con el grupo 

de sin LEI que refirieron no tenerlo. Además en el grupo de las LEIBG se observó un 

comportamiento diferencial, al aumentar significativamente los niveles de las ROS solo 

en las mujeres que fuman. Este comportamiento de las ROS pareciera activar los 

sistemas antioxidantes tanto de la SOD-1 como de la GPX, ya que se observó un 

aumento significativo de las mujeres con LEIBG que fuman en comparación con el 

grupo de sin LEI y que no presentan este hábito (Tabla 5). 

Tabla 5. ROS y estado antioxidante con respecto al hábito de fumar 

 HÁBITO 
DE 

FUMAR 

ROS 
(UFR) 

SOD-1 
(EXPRESIÓN 

RELATIVA SOD-
1/GADPH) 

GPX 
(EXPRESIÓN 

RELATIVA 
GPX/GADPH) 

SIN LEI NO 61.3±8.7 1.0±0 1.0±0 
 SI 0 0 0 

SIN LEI VPH NO 72.9±18.8 6.3±1.0 3.9±0.7 
 SI 31.0±1.0 5.3±1.6 8.3±2.6 

LEIBG NO 80.3±10.8 20.7±8.2 5.0±2.0 
 SI 160.0±47.8a,b 25.9±14.8c 17.0±8.1d 

a LEIBG Si versus Sin LEI No p=0.003, b LEIBG Si versus LEIBG No p=0.019, c LEIBG Si versus Sin LEI 

No p=0.02, d LEIBG Si versus Sin LEI No p=0.009. LEI Lesión Escamosa Intraepitelial; VPH Virus del 

Papiloma Humano; LEIBG Lesión Escamosa Intraepitelial de Bajo Grado; UFR Unidad Relativa de 

Fluorescencia. Media± DE. Prueba t-Student. 

Al realizar el análisis en cuanto al hábito del alcohol, no se encontraron diferencias en 

los niveles de las ROS en los grupos de estudio, sin embargo las mujeres con LEIBG 

que refirieron tener este hábito reportaron los niveles de ROS más altos y que además 

presentaron un aumento significativo en la expresión de SOD-1 y GPX en comparación 

con el grupo de sin LEI que refirieron no tener este hábito (Tabla 6). 
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Tabla 6. ROS y estado antioxidante con respecto al hábito del alcohol. 

 HÁBITO 
DE 

ALCOHOL 

ROS 
(UFR) 

SOD-1 
(EXPRESIÓN 

RELATIVA SOD-
1/GADPH) 

GPX 
(EXPRESIÓN 

RELATIVA 
GPX/GADPH) 

SIN LEI NO 63.1±9.7 1.0±0 1.0±0 
 SI 52.7±22.6 8.8±3.9 11.2±4.1 

SIN LEI VPH NO 46.1±35.7 22.4±7.5 3.9±1.2 
 SI 35.7±10.0 19.9±8.2 12.8±8.1 

LEIBG NO 86.3±11.4 31.2±10.5 4.4±1.7 
 SI 109.9±37.6 41.1±26.2a 8.9±3.1b 

a LEIBG Si versus Sin LEI No p=0.02, b LEIBG Si versus Sin LEI No p=0.0005. LEI Lesión 

Escamosa Intraepitelial; VPH Virus del Papiloma Humano; LEIBG Lesión Escamosa Intraepitelial de 

Bajo Grado; UFR Unidad Relativa de Fluorescencia. Media± DE. Prueba t-Student. 

ROS y estado antioxidante en relación al estado físico del VPH por HIS. En esta 

investigación encontramos un aumento significativo de las ROS en los casos que 

presentaron el estado integrado del VPH-AR, tanto en las citologías sin LEI como en 

las LEIBG. Sin embargo, se observó un aumento diferencial de las ROS solo en las 

LEIBG con el estado integrado del VPH en comparación con las que presentaron el 

estado mixto, del mismo grupo (Figura 7A). 

La expresión de SOD-1 se encontró aumentada en los casos que presentaron el 

estado integrado del VPH en comparación con el estado episomal o mixto tanto en las 

citologías sin LEI  como en las LEIBG, sin embargo no encontraron diferencias 

significativas entre estos. Solo en el caso de las citologías sin LEI con el estado 

integrado versus citología sin LEI sin VPH, se encontró un aumento significativo 

correspondiente al aumento de las ROS  que presentó este mismo grupo (Figura 7B). 

El mismo comportamiento de expresión se observó con la GPX, la cual se incrementó 

en los casos de LEIBG y en las citologías sin LEI que presentaron el estado integrado 

del VPH-AR (Figura 7C). 
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MIXTO 

Figura 7. ROS y estado antioxidante en relación al estado físico del ADN del VPH por 

HIS (Media± E.S). Prueba t-Student. A) Análisis de las ROS. Sin LEI VPH (-) versus Sin 

LEI integrado p=0.03. Sin LEI VPH (-) versus LEIBG integrado p=<0.0005. LEIBG integrado 

versus LEIBG mixto p=0.02. B) SOD-1. Sin LEI VPH (-) versus Sin LEI integrado p=0.01. 

C) GPX.  

LEI Lesión Escamosa Intraepitelial; VPH Virus del Papiloma Humano; LEIBG Lesión Escamosa 

Intraepitelial de Bajo Grado; (-) VPH negativo; E Episomal; I Integrado; M Mixto; UFR Unidad Relativa 

de Fluorescencia. 
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VI. DISCUSIÓN 

 

La infección por VPH-AR es una causa necesaria en el desarrollo de las LEIs y el CCI. 

Aproximadamente el 80% de las mujeres sexualmente activas adquieren una infección 

por el VPH durante su vida (Schemeik et al., 2011). Existen factores que se han 

asociado con en el desarrollo de las LEIs, como el estado integrado del VPH 

considerado como un paso critico en la carcinogénesis cervical; durante este evento 

los VPH-AR promueven la transcripción de las oncoproteínas E6 y E7 (Guo et al., 

2007), incluso autores han reportado que la carga viral podría participar en este 

mecanismo, ya que se ha observado un aumento en el número de copias de E6 y E7, 

lo que podría influir en la transformación y mantenimiento del fenotipo maligno 

(Manawapatt et al., 2011;Ho et al., 2011). La progresión de las LEIs también puede ser 

modulada en un ambiente de estrés oxidativo originado por el desequilibrio entre 

oxidantes y antioxidantes, donde las ROS pueden causar daño al ADN participando 

así en el inicio y promoción de la carcinogénesis (Williams et al., 2011; Ziech et al., 

2011). 

Para tratar de explicar lo anterior, primero se caracterizó a los grupos de estudios en 

relación con algunos factores que podrían ser determinantes en el grado de las LEIs. 

No se encontraron diferencias significativas en cuanto a la edad, el fumar, el ingerir 

alcohol ni la presencia de cervicitis y/o algunos microorganismos. Sin embargo, se 

observa que en el grupo de las LEIBG, el 100% presentó cervicitis, encontrándose solo 

tres casos de cervicitis crónica, además, se encontró la presencia de microorganismos 

en 7 de estos  casos; mientras que en las muestras de citologías sin LEI sin y con 

VPH-AR no presentan casos de cervicitis crónica, y los casos de infección por 

microrganismos fueron menores. Al respecto, se conoce que la infección por 

Gardnerella vaginallis altera la flora vaginal protegida por los Lactobacillus sp, al existir 

un crecimiento excesivo de esta bacteria anaerobia, se considera que hay mayor 

susceptibilidad de adquirir otras infecciones entre ellas la infección  por VPH-AR,  lo 

que aumenta el riesgo de  desarrollar una LEI (Guillet et al., 2012) esto podría explicar  

el mayor número de hallazgos de las patologías benignas asociadas a las LEIBG. No 

se ha reportado si la cervicitis es una causa o consecuencia de la infección por VPH, 

pero autores como Caste et al., 2001 sugiere que la inflamación cervical puede ser un 
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cofactor en el desarrollo de las LEIs, ellos en un estudio de casos y controles 

encontraron un aumento estadísticamente significativo de casos de cervicitis en 

mujeres con NIC I (p=0.003) y con 1.9 veces de riesgo de tener una lesión mayor. 

Aunque se sabe que los cofactores como la edad, el inicio de vida sexual activa, el 

número de compañeros sexuales y la paridad son determinantes en la persistencia del 

VPH (Tota et al., 2011; Illades-Aguiar et al., 2008), pocos estudios se han dirigido a 

resaltar la importancia de los procesos que están coexistiendo con el VPH. Por lo que 

este trabajo es importante para implementar nuevas estrategias de pronóstico y 

diagnóstico.  

El estudio citológico y molecular se realizó en conjunto para un diagnóstico más 

integral. En este este estudio el VPH-16 en coinfección se encontró como el más 

prevalente en un 30% en el grupo de las citologías sin LEI y en el caso de las LEIBG 

el más frecuente fueron las infecciones múltiples (25.7%) seguido de la infección por 

tipos de VPH-AR (17.1%). Es importante destacar que las mujeres que presentaron 

VPH-16 solo o en coinfección no se incluyeron en el grupo de los VPH-AR en el 

análisis, ya que diversos estudios han demostrado que el VPH-16 desarrolla 

infecciones persistentes (Mirabello et al., 2013; Carcopino et al., 2012; García-Tamayo 

et al., 2009) y además tiene una alta prevalencia en las LEIs debido al tropismo que 

presenta por los filamentos intermedios de las células escamosas del cérvix uterino 

(Cambruzi et al., 2005). 

Además, está bien establecido que los VPH-AR tienen la capacidad de integrarse al 

ADN del huésped (Pett y Coleman, 2012; Raybould et al., 2011) pero poco se ha 

indagado en las lesiones tempranas y más aún en las citologías sin LEI. Partiendo de 

este conocimiento, en este estudio se determinó el estado físico del ADN del VPH-AR 

para conocer su patrón de expresión, encontrando el estado integrado y mixto en las 

LEIBG con VPH-AR en un 71.4% y 22.7%, respectivamente. En el caso de las 

citologías sin LEI con VPH AR solo se encontró el estado mixto en un 26.7%. En cuanto 

a la infección por VPH-16, las citologías sin LEI presentaron el estado mixto en un 20% 

y las LEIBG en un 18.8%. Todos los VPH-AR, VPH-16, VPH-16 en coinfección y las 

infecciones múltiples presentaron tanto el estado integrado como el mixto, excepto solo 

un caso de infección múltiple que presentó el estado episomal. Estos resultados fueron 
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mayores a los obtenidos por Chih-Ming et al., 2011 donde analizaron 46 muestras con 

NIC I con VPH-AR, encontrando el estado mixto en un 47.8% y el estado integrado en 

un 4.3%. Y fueron similares a los reportados por Zubillaga-Guerrero et al., 2013 donde 

en citologías en base liquida reportaron el estado integrado en un 10% y 20% en las 

LEIBG y en las citologías sin LEI. Esto nos indica que la ubicación geográfica influye 

en el patrón de expresión del VPH, ya que existen diferentes variantes de VPH con 

diferente potencial oncogénico (Jang et al., 2011), y puntualiza que el haber 

encontrado en nuestro estudio el estado integrado del VPH-AR en las LEIBG y aún 

más en las citologías sin LEI nos podría indicar que de manera temprana se esté 

llevando acabo cierta inestabilidad a nivel celular, por lo tanto podrían aumentar las 

probabilidades de progresión de ambos grupos, por lo que se requiere control y 

seguimiento estricto en estos casos (Raybould et al., 2011). 

Aunado a esto, diversos estudios han reportado la asociación de una alta carga viral 

con el riesgo de desarrollar CCI y las lesiones precursoras (Shukla et al., 2014; Marks 

et al., 2011; Guo et al., 2007). En este estudio se observó un ligero aumento en la 

media del número de copias en las LEIBG en comparación con las citologías sin LEI. 

Aunque estos resultados no pueden ser concluyentes por el tamaño de la muestra, 

esto concuerda biológicamente con el ciclo del VPH, ya que las lesiones tempranas se 

caracterizan por desencadenar infecciones productivas dando origen a múltiples 

copias virales por la presencia de coilocitosis (Briolat et al., 2007), mientras que en las 

citologías sin LEI la infección se mantiene latente a un bajo número de copias (Lizano 

et al., 2009), y a su vez se puede explicar por el hecho de que las células anormales 

expresan menos moléculas de adhesión intracelular que las células normales y por lo 

tanto son exfoliadas con mayor facilidad. Estos hallazgos fueron similares a los de 

Briolat et al., al reportar una media de número de copias en las NIC I de 113,160 

mientras que las mujeres con histología normal presentaron una media de 2,114. 

Además se observó un aumento en el número de copias en las infecciones con VPH-

16 en coinfección en comparación con las que presentaron solo el VPH-16. En 

contraste, con lo reportado con Xi et al., 2009 al reportar un número de copias mayor 

en las infecciones individuales de VPH-AR en comparación con las que presentaron 

más de un tipo viral, ellos concluyen que es debido a la competencia entre más de un 
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tipo viral por replicarse, ya que utilizan la misma maquinaria celular, por lo tanto la 

disponibilidad de factores de transcripción y traducción se hacen insuficientes.  La alta 

variabilidad de los resultados de la carga viral puede deberse por la falta de 

homogenización en los análisis de medición y de análisis, así como también de la 

diferencia del número de células infectadas a pesar de que tenga el mismo diagnóstico, 

o también pude deberse a que se necesite diferentes niveles de replicación para 

interrumpir la homeostasis celular e inducir cambios biológicos que conducen el 

desarrollo de una LEI. Los resultados encontrados son relevantes ya que diferentes 

estudios han determinado la carga viral sin analizar el estado físico del VPH (Mark et 

al., 2011; Xi et al., 2009). Además algunos han utilizado la carga viral total de una 

mezcla de diferentes tipos de VPH (Schlecht et al., 2003). A pesar de que la literatura 

señala una relación importante entre la carga viral, la integración y el grado de las LEIs 

con los diferentes tipos de VPH (Saunier et al., 2008; Ho et al., 2006). Nuestro estudio 

relaciona la carga viral del VPH-16 con su estado físico de este virus, encontrando un 

aumento en el número de copias en el estado mixto de los grupos de estudio en 

comparación con el estado integrado. Yoshida et al., 2008 también reportaron un 

aumento de la carga viral del VPH-16 en el estado mixto de las NIC I en comparación 

con las que presentaron el estado integrado y para complementar esta información 

Cheung et al., 2008 reportaron un aumento en la carga viral en el estado episomal en 

comparación con el estado mixto e integrado. Estas observaciones concuerdan con el 

hecho de que en los episomas se lleva a cabo la replicación viral por lo tanto existe un 

aumento en la carga viral, este aumento podría aumentar la probabilidad de integración 

de las células, mediante una selección de clonas, al estar integrado el virus ya no se 

replica y por lo tanto disminuye su carga viral. Esto es coherente con la carga 

relativamente baja encontrada en las líneas cervicales de carcinoma como SiHa (1-2 

copias del VPH-16 integrado). Sin embargo, la baja carga viral con un genoma 

integrado puede ser suficiente para promover la carcinogénesis, esto lo demuestra la 

alta frecuencia de integración viral en los casos de CCI (Zhang et al., 2010).  

Existe cierta discrepancia sobre el estado físico del VPH de las LEIBG, 

específicamente el estado integrado por el uso de diferentes metodologías. En nuestro 

estudio al utilizar la HIS mostró una moderada concordancia con los ensayos de PCR. 
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Esto representa una mejora importante en la sensibilidad de la HIS al coincidir en 14/18 

casos. En este sentido Takuma et al., 2005 reportó una menor tasa de concordancia 

entre estas metodologías al coincidir en 37 de 43 casos. En relación a los casos donde 

hubo discrepancia, se pudiera deber que en los 3 casos donde la HIS detecto el estado 

mixto y la PCR el estado integrado a que la sonda de la HIS al ser de amplio espectro, 

es decir al identificar la señal de 13 tipos de VPH-AR, pudiera detectar la señal 

episomal de otro tipo viral diferente al VPH-16 y por ello al tener ambas señales, las 

muestras fueron asignadas con el estado mixto. Sin embargo, este fue un problema 

técnico,  ya que en la HIS existen sondas individuales para el VPH-16. Aunque también 

pudiera deberse a la distribución heterogénea de la infección por VPH en las LEIBG, 

lo que pudiera repercutir en el comportamiento del estado físico. Ambas técnicas 

puedes ser complementarias y su uso puede ser importante, ya que la PCR posee una 

alta sensibilidad y la HIS tiene la ventaja de preservar el material citológico y a la vez 

hacer la detección de la señal de una copia integrada del VPH-16 en la línea SiHa 

(Guo et al., 2007; Raybould et al., 2007), por lo que la combinación de ambos métodos 

puede ser un medio más fiable al evaluar el estado físico. 

Aunado a esto, existen otros factores que pueden actuar de manera dependiente o 

independiente en relación a la infección por el VPH, ya sea como consecuencia de una 

respuesta inflamatoria, alterando el estado redox y por lo tanto promoviendo la 

carcinogénesis (Giuliano, 2003). Por lo que este estudio, es uno de los pocos o si no 

es que el primero en evaluar el estrés oxidativo en el microambiente cervical. Nuestros 

resultados mostraron un aumento significativo de las ROS en las mujeres que 

presentaron la imagen patognómica del VPH, que es la presencia del coilocito que se 

diagnostica como una LEIBG en comparación con las que no presentaron ninguna 

alteración a nivel citológico (Sin LEI). Los autores plantean que la producción de las 

ROS en las lesiones tempranas está relacionado con las etapas de infección que 

presenta el virus. Por ejemplo, Williams et al., 2011 describe que cuando la infección 

por el VPH se encuentra en un estado productivo en las LEIBG, el aumento del número 

de copias podría activar una respuesta inmune activa, desencadenando una respuesta 

inflamatoria, provocando por esta vía un aumento en las ROS, mientras que en las 

citologías sin LEI no se activan los presentadores de antígeno por permanecer la 
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infección aún bajo número de copias.  En este sentido, se ha reportado una importante 

relación de la respuesta inmune con el grado de las LEIs, como Hammes et al., 2007 

al reportar una asociación significativa entre el número de macrófagos y la intensidad 

de la respuesta inflamatoria con el grado de la lesión, desde una citología sin LEI hasta 

carcinoma de células escamosas, ellos explican que algunos de los factores 

quimiotácticos de los macrófagos son derivados de células cervicales, los cuales 

pueden promover su proliferación, además al encontrar el aumento en los macrófagos 

en paralelo con la inflamación argumentan que no solo el ambiente inflamatoria atrae 

a los macrófagos, sino que la lesión en si también participa en este aumento. 

También evaluamos si la infección por VPH per se modula el estado redox, donde 

encontramos un aumento gradual de las ROS en relación al grado de la lesión y a la 

infección por VPH, este aumento fue directamente proporcional para el estado 

antioxidante de ambas enzimas. Datos que en conjunto muestran una respuesta 

efectiva de los sistemas antioxidantes ante las ROS. Los altos niveles de ROS no 

necesariamente dan lugar a estrés oxidativo, ya que dependiendo de la dosis y el 

tiempo de producción de las ROS va a ser la magnitud del daño celular (Monoghan y 

Torres, 2009). Por lo que al ser una lesión temprana probamente los niveles de ROS 

sean bajos, pudiendo así ser equilibrados por una regulación positiva de las enzimas 

antioxidantes. También se puede especular que el aumento en la expresión 

antioxidante en las células oncogénicas sea una forma de adaptación (Termini et al., 

2011) porque recordemos que en nuestro estudio el estado mixto e integrado del VPH 

se encontró en una mayor frecuencia en las LEIBG. Por lo que aún quedan algunos 

planteamientos sin resolver, ya que no se evaluó el daño oxidativo en los grupos de 

estudio. 

También realizamos el análisis en relación a los grupos de VPH, e interesantemente 

encontramos un claro aumento de las ROS solo en los casos que presentaron VPH-

16, estas diferencias solo fueron significativas en las LEIBG. A su vez, observamos 

que también la expresión antioxidante particularmente en estos casos se encontró 

aumentada, encontrando diferencias significativas en la expresión de SOD-1 en las 

LEIBG con VPH-16. El aumento de las ROS relacionado con la infección por VPH-16 

podría explicarse por las investigaciones recientes que han demostrado in vitro que la 
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isoforma de E6* del VPH-16 incrementa significativamente los niveles de ROS 

(Williams et al., 2014). En nuestros resultados se desconoce si está presente esta 

variante en estos casos, pero se sabe que este patrón de empalme solo es 

característico de los VPH-AR (Her et al., 2011), por lo que se podría explicar el 

aumento de las ROS significativo solo en estos tipos virales. Sin embargo, los estudios 

que han evaluado el estado antioxidante asociado al VPH-16 han sido in vitro, y en 

contraste a nuestro estudio han encontrado una disminución antioxidantes (Marco et 

al., 2013). Estas diferencias se pueden deber a que se ha reportado que los modelos 

in vitro generan inconsistencias para la evaluación de estrés oxidativo. Unas de las 

principales es que en un cultivo celular se lleva a cabo en un 95% de oxígeno y que 

además estos carecen de antioxidantes (Halliwell, 2003) por lo que existe una 

sobreestimación de los niveles de las ROS y por consiguiente del estado antioxidante, 

por lo que antes estas condiciones las células podrían realizar cambios en la expresión 

génica y actividad metabólica.  Además que nuestra población son lesiones tempranas 

y las líneas celulares son células cancerígenas. 

Además de los factores virales, la susceptibilidad genética, factores epigenéticos y de 

estilo de vida, así como los procesos inflamatorios y la coinfección con agentes 

patógenos se ha demostrado que aumentan el riesgo de progresión en mujeres con 

VPH (Williams et al., 2011). Nosotros encontramos un aumento en las ROS en las 

mujeres con LEIBG con cervicitis crónica en comparación con todas las mujeres que 

presentaron cervicitis aguda. En paralelo se observó un aumento significativo de SOD-

1 en este grupo. Estos resultados se deben tomar con cautela por el tamaño de la 

muestra que presentaron cervicitis crónica. El aumento de las ROS en los casos de 

cervicitis crónica podrían deberse a la expresión de enzimas constitutivas o inducibles 

que ante un ambiente oxidativo presentan un alto rendimiento al reaccionar con las 

ROS y dar origen a metabolitos más agresivos. En este sentido, Hiraku et al., 2007 

reportó un aumento en la expresión de iNOS, una enzima que durante procesos 

inflamatorios reacciona con el anión superóxido para formar peroxinitritos, un radical 

altamente reactivo en pacientes con NIC mas cervicitis, además encontraron una 

asociación significativa entre la expresión de la iNOS y la formación de 8-oxodG, un 

marcador de daño al ADN. Por lo que sus resultados apuntan a que los procesos 
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inflamatorios están relacionados con el grado de la neoplasia (al encontrar la expresión 

de iNOS correlacionarse con el grado de las NIC) y que podrían iniciar un proceso 

carcinógeno en un ambiente oxidativo mediante el daño al ADN. Hasta el momento no 

existen reportes sobre la actividad de las enzimas antioxidantes en casos con 

cervicitis, sin embargo se ha reportado un aumento en su expresión en enfermedades 

inflamatorias como gastritis crónica, asma, diabetes, entre otras (Comhair y Erzurum, 

2001). Por lo que el aumento en la expresión antioxidante pudiera deberse a la 

participación de factores de transcripción sensibles a reacciones redox, como Nrf2 y 

AP-1, estos se traslocan al núcleo mediante señales oxidación dando lugar a la 

expresión de genes protectores como un sistema de adaptación. En este punto, se ha 

observado que AP-1 y Nrf2 al activarse aumentan la expresión génica antioxidante 

(Domenico et al., 2011; Kensler et al., 2006).  

Además, observamos un aumento significativo en las ROS, en la expresión de SOD-1 

y GPX en las citologías sin LEI con VPH en coinfección con agentes patógenos en 

comparación con las que solo presentaban la infección por VPH en el mismo grupo. 

Helicobacter Pilory, VIH y Chlamydia trachomatis son algunos de los patógenos que 

se ha reportado que aumentan las ROS (Awodele et al., 2011; Baum et al., 2011). Muy 

poco se ha indagado sobre los efecto que representaría tener más de una infección ya 

sea viral, bacteriana o micótica. Al encontrar un aumento de las ROS en presencia de 

una coinfección podría deberse al acumulo de efectos que podrían ejercer ambos 

patógenos en las células, como un aumento en las actividad enzimática de NADPH 

oxidasa encargada del proceso denominado “estallido respiratorio” dando lugar a un 

aumento en las ROS. En este sentido, Boncompain et al., 2010 reportó un aumento de 

las ROS en células epiteliales infectadas por Chlamydia trachomatis, sin embargo 

también observaron que después los niveles de ROS  disminuían, esto es debido a 

que la bacteria reprimió componentes de la NADH oxidasa inhibiendo su función, 

confiriéndole persistencia microbiana. Por lo que el aumento antioxidante encontrado 

en nuestro estudio podría favorecer la prolongación de la infección considerando que 

G. vaginallis y Cándida sp podrían presentar el mismo comportamiento. La infección 

por microorganismos como G. vaginallis se ha implicado como un factor de riesgo para 

la adquisición de infección por VPH (incluyendo a los alto riesgo oncogénico) para el 
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desarrollo de las LEIs, ya que también se ha asociado en estudios prospectivos con 

un mayor riesgo de transmisión del VIH, debido a los cambios que genera en el medio 

vaginal lo que podría promover la supervivencia de estos agentes infecciosos (Watss 

et al., 2005). 

En cuanto a los factores conductuales, el grupo de las LEIBG que refirieron fumar 

mostró los niveles más altos de ROS, y se observaron diferencias significativas en 

comparación con las que refirieron no tener este hábito. Sin embargo, el fumar en este 

estudio pareciera no ser determinante, ya que las citologías sin LEI que refirieron fumar 

mostraron niveles de ROS inferiores con las que refirieron no tener este hábito en el 

mismo grupo de estudio. Lo que pareciera que la presencia de la lesión sigue siendo 

un factor importante en el aumento de las ROS. También pudiera deberse a que las 

citologías sin LEI que refirieron fumar hayan tenido poco tiempo con este hábito,  y por 

ello no se ve reflejado en los niveles de ROS. Está bien establecido que el humo del 

cigarro presenta dos fases de gases, una es característica de la presencia de los 

radicales libres de corta vida como el anión superóxido y peróxido de hidrogeno, y en 

la otra está presente la semiquinona un radical más estable y capaz de reducir al 

oxígeno en anión superóxido (Moktar et al., 2009). En este sentido, Russo et al., 2011 

en cultivo celulares demostró que el aumento en la concentración de exposición al 

humo de cigarro y el tiempo es proporcional con la producción de ROS. Lo que nos 

indica que la cronicidad de este hábito coadyuva al aumento de ROS. Además Stringer 

et al., 2004 en un modelo in vivo reportó un aumento de la SOD al inducir la exposición 

de alquitrán en un periodo prolongado de tiempo, mientras que en una exposición 

aguda observo que la actividad de la SOD disminuía. Lo que podría explicar en nuestro 

estudio el aumento en la expresión antioxidante en los caso de LEIBG. 

Los niveles de ROS y el estado antioxidante en relación al hábito del consumo de 

alcohol no mostraron diferencias importantes, aunque no se encontró correlación se 

ha reportado que sistemas enzimáticos como el citocromo P450, monooxigenasas, 

xantina oxidasa y oxidasas de aldehído se han implicado como fuentes de ROS 

durante la intoxicación de alcohol (Albano, 2006).  

En un ambiente de estrés oxidativo existe daño al ADN, mediante cambio de 

nucleótidos, rompimiento de cadena sencilla o doble (Ziech et al., 2010). Por lo anterior 
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se ha planteado la hipótesis de que el daño oxidativo al ADN puede facilitar la 

integración del VPH (Murata et al., 2012), sin embargo no existen evidencias donde 

hayan evaluado directamente esta relación. Por lo que en este trabajo, encontramos 

un aumento significativo en la producción de las ROS en el estado integrado del VPH 

en las citologías sin LEI y en las LEIBG. Y en respuesta a las ROS encontramos los 

niveles de expresión de SOD-1 y GPX aumentados. Cabe resaltar que los casos de 

integración presentaron los factores que mostraron mayores niveles de ROS  en este 

estudio como la infección por VPH-AR y VPH-16, así como 3/4 casos de cervicitis 

crónica, lo que pudiera deberse el aumento de ROS solo en el estado integrado en 

comparación con el estado mixto y episomal. La actividad de las enzimas antioxidante 

se ha reportado disminuida (Nirmala y Narendhirakannan, 2011) y en otros estudios 

aumentada (Termini et al., 2011) en relación al grado de la lesión. Estas diferencias se 

han atribuido por el ambiente celular y los factores que pueden estar asociado en cada 

población. Cabe destacar que estos estudios no tomaron en cuenta el estado físico del 

VPH, por lo que estos cambios le son atribuidos solo a la lesión. El aumento en la 

expresión de las enzimas antioxidantes encontrado en los casos de integración puede 

explicarse a lo reportado por Pani et al., 2000 donde en cultivos celulares observaron 

que la inhibición de p53 regula positivamente la expresión de SOD. Se sabe que 

durante la integración p53 es degradado por la proteína E6 del VPH (Raybould et al., 

2011), por lo que al encontrar estos hallazgos podríamos sugerir que cuando ocurre 

este proceso las células podrían ser menos susceptibles a estrés oxidativo, lo que 

podría repercutir en la resistencia a algunos tratamientos como la cauterización que 

mediante la utilización de sustancias químicas o laser conlleva la producción de ROS. 

El haber identificado los factores que pudieran coadyuvar la producción de ROS, es 

importante ya que al estarse generando continuamente estos radicales, en un tiempo 

determinado la expresión antioxidante no serán suficiente, lo que pudiera favorecer el 

aumento de los casos de integración. 

Sin embargo, se recomienda seguir explorando estos hallazgos en poblaciones más 

grandes y darles seguimiento para tener un contexto más amplio del comportamiento 

de la carga viral. También mediante estudios in vitro o evaluando el daño oxidativo en 
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los casos de integración, para demostrar una asociación directa entre los efectos del 

estrés oxidativo y la integración del VPH. 
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VII. CONCLUSIONES 

Finalmente los resultados muestran que la integración es un evento que se da desde 

la infección latente del VPH-AR, evento que comprobamos en las citologías sin LEI 

mas la infección viral. Aunado a esto las LEIBG mostraron mayor frecuencia de 

integración que los estudios reportados, indicando que este proceso temprano y es 

multifactorial ya que requiere de otros factores como la susceptibilidad genética, el 

sistema inmune del huésped para que se lleve a cabo. 

Las LEIBG que presentaron el VPH-16 en coinfección con otros tipos virales y que 

además presentaron el estado mixto, mostraron un aumento en el número de copias 

del VPH-16 en comparación con las citologías sin LEI con VPH-16 y con el estado 

integrado. Sin embargo, para validar estos resultados se debe realizar un estudio a 

mayor escala donde también se evalué este parámetro en las LEIAG y en cáncer 

cervical para conocer una asociación más real entre la carga viral, el grado de la lesión 

y el estado físico del VPH. 

Además, al determinar el estado físico del VPH por dos metodologías, nos permitió 

observar que la HIS mostró una concordancia moderada con la PCR en tiempo real, 

lo que representa una mejora importante en la sensibilidad de las HIS. 

La producción de ROS en las LEIBG mostró un aumento significativo con respecto a 

las citologías sin LEI a nivel citológico, y en cuanto al diagnóstico citomolecular se 

observó un aumento lineal de ROS. 

Los factores que mostraron mayores niveles de ROS fueron la infección por VPH-16, 

la presencia de cervicitis crónica, la coinfección por agentes patógenos y el hábito de 

fumar. La expresión de SOD-1 y GPX en estas condiciones se observó aumentada. 

El estado integrado del VPH mostró mayor producción de ROS, así como un aumento 

en la expresión de SOD-1 y GPX, confiriendo un efecto protector ante posibles daño 

oxidativo. Sin embargo, los casos de integración se relacionaron con los factores antes 

mencionados, lo que podría generar más ROS y en un tiempo determinado exceder la 

capacidad de las enzimas antioxidantes lo que podría conferir más riesgo de 
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progresión a los caso que presenten el virus integrado, por lo que se sugiere un control 

y seguimiento de las mujeres en estas condiciones. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

38 
 

VII. ANEXOS. 

Anexo 1. Consentimiento informado. 

 
UNIVERSIDAD AUTÓNOMA DE GUERRERO 

UNIDAD ACADÉMICA DE CIENCIAS QUÍMICO BIOLÓGICAS 
LABORATORIO DE INVESTIGACIÓN EN CITOPATOLOGÍA 

Av. Lázaro Cárdenas, S/N. Ciudad Universitaria. Chilpancingo, Gro. 39090. Tel/Fax (747)4710901 
Responsable: Dra. Luz del Carmen Alarcón Romero. 

Citotecnóloga  del área ginecológica acreditada y recertificada por el Consejo Mexicano de Médicos 
Anatomopatólogos A.C., y Técnicos en Patobiología A.C. No. de Registro: 0152. 

Servicio de Diagnóstico de Cáncer Cérvico Uterino 

 
N°  de control  
 

CONSENTIMIENTO INFORMADO 
 
Chilpancingo, Guerrero,  a                                                                             
 
 
A quien corresponda. 
 
 
Por medio del presente hago constar que he sido informada acerca del estudio que se 
pretende conducir en el laboratorio de Investigación en Citopatología que está bajo la 
dirección de la  Dra. Luz del Carmen Alarcón Romero que  incluye: citología 
convencional de Papanicolaou y citología en base liquida. Se ha pedido mi autorización 
para participar en este estudio y acceder a las encuestas necesarias, me aseguran no 
se provocara daño físico, mental o social, además de que se tendrá ética profesional 
y confidencialidad en los resultados y se me entregará un resultado por escrito y 
debidamente avalado por la responsable del proyecto. 
 

Doy autorización para que me incluyan en este estudio. 
 

Atentamente 
 

 
 

Nombre y firma del paciente 
 

 
Atentamente responsable del proyecto: 

 
 
 

                                           Dra. Luz del Carmen Alarcón Romero 
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Anexo 2. Encuesta. 
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Anexo 3. Determinación de las especies reactivas de oxígeno (ROS) (Trends 

Biochem Sci, 2010). 

 

1.- A las muestras cervicales en citología en base liquida se les da Vortex de 1 a 3 

minutos, posteriormente se le quita el Citobrush para inactivarlo en cloro. 

2.- Se toman 500μL de la muestra y se coloca en un tubo Eppendorf para la 

determinación de las ROS. 

3.- De los 400 μL se separan 200 μL a un tubo Eppendorf, para tener dos tubos con la 

misma cantidad de muestra, se les da Vortex y se etiquetan los tubos con y sin CellRox. 

4.- El tubo sin CellRox se conserva en hielo, al tubo con CellRox se le agregara 2 μL 

del reactivo CellRox a una concentración de 5 µM (dar Vortex por 1minuto). 

5.- Ambos tubos (con y sin CellRox) previamente cubiertos con papel aluminio se 

incuban por 30 minutos a 37°C. 

6.- Se realizan tres lavados con 500 μL de PBS (entre cada lavado dar Vortex y se 

centrifuga a 10,000 r.p.m. por 5 minutos). 

7.- Se resuspende el pellet en 200 μL de PBS y se le da Vortex.  

8.- Finalmente se procede a leer en el Citómetro de flujo Guava easyCyte HT a 485/520 

nm. 
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Anexo 4. Extracción de ARN por el método del trizol (Hummon et al., 2007) 

1.- Centrifugar la muestra (1mL) a 4°C durante 10 minutos a 12 000 r.p.m.  

2.- Decantar el sobrenadante  y dejar la pastilla en el fondo del tubo. 

3.- Realizar un lavado con 500μl PBS estéril, exclusivo para la extracción de ARN. 

4.- Centrifugar a 4°C durante 5 minutos a 12 000 r.p.m.  

5.- Agregar 350μl de trizol y homogenizar con ayuda de una pipeta automatica o dar 

vortex por 3 segundos. 

6.- Incubar a temperatura ambiente 5 minutos. 

7.-Agregar 70μl de Cloroformo.  

8.- Agitar por inversión 15 segundos. 

9.- Incubar durante 3 minutos a temperatura ambiente. 

10.- Centrifugar a 4°C durante  10 minutos a 12 000 r.p.m. 

11.- Separar la fase acuosa a un tubo nuevo y estéril.  

12.- Agregar 500 μl de Isopropanol frío y homogenizar por inversión. 

13.- Incuba de 12 minutos a temperaturaambiente.  

14.- Homogenizar por inversión 3 veces. 

15.-Centrifugar a 4°C durante 12 minutos a 12 000 r.p.m. 

16.-Decantar por inversión o puede ser con la ayuda de una pipeta automatica. 

17.- Agregar 200μl de etanol al 70% 

18.- Centrifugar a 4°C durante 5 minutos a 12 000 r.p.m.  

19- Decantar por inversión o con la ayuda de una pipeta automatica. 

20.- Secar la pastilla colocando el tubo boca abajo por unos 10 segundos en un pedaso 

de papel.  

21.- Secar la pastilla en hielo frío duramte 12 minutos con la tapa abierta. 

22.- Agregar 15 μl de agua miliQ tratada con DEPEC a 4°C y homogenizar con la 

pipeta en repetidas ocasiones. 

23.- Cuantificación de ARN en el nanodrop.  
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