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Resumen 

 

RESUMEN 

 

 El VPH es considerado uno de los patógenos más comunes transmitidos sexualmente y el 

principal agente causal de neoplasias intraepiteliales cervicales (NIC) y cáncer cervical. 

Aproximadamente 40 de los genotipos conocidos han sido detectados en la mucosa anogenital y 

clasificados como VPH de alto y bajo riesgo. La mayoría de las pruebas para detección por PCR 

(Reacción en Cadena de la Polimerasa) del ADN viral utiliza como blanco el gen L1. Sin embargo el 

efecto oncogénico depende de la expresión contínua de los genes E6 y E7 para la persistencia y 

transformación de fenotipos malignos de las células. El objetivo de esta investigación consistió en 

diseñar un sistema de PCR-SSCP del gen E6 para detectar y tipificar la presencia del virus en 

muestras del área genital. Se diseñaron los oligonucleótidos degenerados DAM_E6F/R1 que 

permitieron la amplificación mediante PCR de un fragmento de 214 pb del gen E6 de 25 tipos de 

VPH. Amplificados de los tipos virales 6, 11, 16 y 18 se sometieron a SSCP (Polimorfismo de 

Conformación de Cadena Sencilla) con la finalidad de determinar un patrón de movilidad 

electroforética por tipo de VPH obteniéndose patrones distintos para un mismo tipo de VPH. La SSCP 

resulta tan sensible para detectar diferencias de tan sólo un nucleótido que revela patrones de 

movilidad electroforética que nos permiten sugerir la existencia de variación nucleotídica intratipo en 

la región amplificada del ORF del gen E6. 

 

Palabras Clave: Virus del papiloma humano (VPH), oligonucleótidos, oncogén, intratipo. 
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Introducción  

 

INTRODUCCIÓN 

 

Los virus que inducen cáncer en animales han desempeñado una función importante en la 

búsqueda del conocimiento sobre la genética del cáncer en humanos (Klug et al., 2006). La actividad 

transformadora de estos virus reside en algunos de sus genes, por lo que estos virus oncogénicos se 

han convertido en potentes herramientas moleculares para el estudio del cáncer y otras 

enfermedades, así como en la investigación y aplicación de terapias génicas (Sánchez, 2004). El 

virus del papiloma humano (VPH) es un virus cuyo ADN es circular de cadena doble perteneciente a 

la familia papilomaviridae; ésta originalmente considerada como el género papilomavirus junto con el 

polyomavirus dentro de la familia papovaviridae; fueron separados en dos familias por el comité 

internacional de taxonomía de virus ICTV (del inglés International Committee on the Taxonomy of 

Viruses) (de Villiers et al., 2004). 

Los papilomavirus son capaces de infectar y ocasionar lesiones epiteliales mejor conocidas 

como verrugas en más de 20 especies de mamíferos, aves y reptiles; en humanos se han encontrado 

cientos de papilomavirus relacionados con neoplasias malignas y benignas en piel y las membranas 

mucosas; aproximadamente 40 de los genotipos conocidos han sido detectados en la mucosa 

anogenital siendo clasificados como VPH de alto y bajo riesgo, asociados a la progresión de lesiones 

cervicales y verrugas genitales respectivamente (Doorbar, 2005). 

Actualmente, el cáncer cervical es la principal causa de muerte por cáncer en mujeres a nivel 

mundial (Mark et al. 2009). Cada año se diagnostican más de 500.000 nuevos casos en el mundo con 

una mortalidad superior a 275.000 individuos (Schiffman et al. 2007). Según el Anuario de Mortalidad 

del Ministerio del Poder Popular para la Salud del año 2006, en nuestro país el cáncer de cuello 

uterino se ubica como la segunda causa de muerte por cáncer en la mujer venezolana. 

El método convencional para el diagnostico del cáncer cervical continúa siendo la citología 

cérvico-vaginal, su sensibilidad se encuentra entre el 40-80% (Reid et al., 1991; Cox et al., 1995; 

Cruzick et al., 1995 citado por Cruzick et al., 2000). Este método tiene limitaciones entre las que se 

encuentra el impedimento de una automatización completa de la técnica, variaciones constantes para 

mejorar su sensibilidad, además de que únicamente permite sugerir la presencia de una infección por 

VPH, debido a esto, técnicas para la detección del ADN de VPH como el PCR resulta una 

herramienta sensible para el diagnostico (Cruzick et al., 2000). 
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Virus del papiloma humano (VPH). 

En el siglo pasado, gran parte de los papilomavirus identificados y secuenciados completamente 

se asociaron a una de las principales causas del cáncer de cuello uterino debido a  la presencia de 

ADN del virus en biopsias de tumores cervicales, la expresión de oncogenes virales E6 y E7 en el 

material tumoral, la identificación de las propiedades transformantes de los oncogenes virales, la 

expresión contínua de los genes E6 y E7 responsables de mantener del fenotipo maligno en células 

de carcinoma cervical, la interacción de oncoproteínas virales con proteínas reguladoras del 

crecimiento celular, así como por todos los estudios epidemiológicos que apuntan a la infección por 

VPH como el principal factor de riesgo de desarrollar cáncer cervical (zur Hausen, 2000).  

 

Clasificación.  

En la actualidad se encuentran descritos 118 tipos de papilomavirus cuyos genomas han sido 

secuenciados completamente. Las propiedades genómicas de estos virus son el punto de partida 

para su clasificación, siendo los genes L1, E6 y E7 los más estudiados. El ORF (del inglés Open 

Reading Frame) L1 es la región más conservada dentro del genoma del virus por lo cual ha sido 

utilizada para la identificación y clasificación de estos virus: si al comparar la secuencia del gen L1 

esta difiere en más de un 10% se podría considerar un nuevo tipo viral, si la secuencia difiere entre 

un 2 y 10% se define un subtipo y si la diferencia es menor al 2% entonces se considera como una 

variante (de Villiers et al., 2004). 

de Villiers et al, (2004) realizaron un análisis del gen L1 de 118 tipos de VPH estableciendo los 

siguientes criterios de clasificación: 

1. Los géneros denominados anteriormente supergrupos deben compartir menos del 60% 

de identidad del gen L1, mientras que deben tener más del 23% pero menos del 43% de 

identidad en la secuencia nucleotídica del genoma. 

2. Los grupos ahora llamados especies deben compartir entre el 60% - 70% de identidad 

nucleotídica. 

3. Dentro de las especies los distintos tipos de papilomavirus deben compartir entre el 71% 

- 89% de la identidad nucleotídica del gen L1. 

Estos criterios permitieron la construcción del árbol filogenético que se muestra a continuación 

en la Figura 1. 
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Figura 1. Árbol filogenético de 118 tipos de VPH; clasificados en géneros, especies, tipos, subtipos y variantes. Los 

números al final de cada rama definen un tipo de VPH, la letra c seguida de de un número hace referencia a un candidato 

para tipo de papilomavirus, las otras abreviaturas hacen referencia a tipos de papilomavirus animales. 

(de Villiers et al, 2004). 
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De acuerdo a su tropismo los papilomavirus se han clasificado en cutáneos y mucosos 

(Morales et al., 1997 citado por Guerrero et al., 1999). Los VPH mucosos que infectan el tracto 

anogenital a su vez se agrupan en virus de alto, intermedio y bajo riesgo (Ver Tabla 1). Según esta 

clasificación se consideran virus de alto riesgo aquellos que están relacionados con lesiones 

intraepiteliales escamosas de alto grado (LIE AG) y con ciertos carcinomas anogenitales. Los virus de 

riesgo intermedio o riesgo desconocido aún no se han asociado con el desarrollo de de lesiones 

malignas. Mientras que los virus de bajo riesgo se encuentran asociados a lesiones proliferativas 

benignas y/o lesiones intraepiteliales escamosas de bajo grado (LIE BG) (Muñoz et al., 2003 citado 

por Fernández, 2009).  

Tabla 1. Clasificación de los papilomavirus de acuerdo a su tropismo y lesiones asociadas al subtipo 

viral (Márquez, 2005 modificado por Cáceres, 2009). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Estructura del virión y organización genética. 

El virión de los papilomavirus es de aproximadamente 55 nm de diámetro, no encapsulado y 

con cápside icosaédrica (Figura. 2); se replica en el núcleo de la célula hospedera infectada y posee 

un tamaño de 8Kb. Su ADN se encuentra asociado a histonas celulares formando complejos 

parecidos a la cromatina (Howley, 1996 citado por Longworth & Laimins, 2004). Su genoma viral está 
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dividido en tres regiones principales: temprana, tardía y región larga de control LCR (del inglés Long 

Control Region) o región no codificante NCR (del inglés Region No Coding) organizadas en 8 ORF 

que se transcriben en ARN mensajeros policistrónicos desde una de las cadenas de ADN (Longworth 

& Laimins, 2004). La región temprana E (del inglés Early) ocupa más del 50% del genoma viral y 

posee 6 ORF. La región tardía L (del inglés Late) abarca casi un 40% del genoma, se localiza aguas 

abajo de la región temprana y alberga 2 ORF, mientras que la región reguladora LCR se ubica entre 

el ORF L1 y el ORF E6 con una extensión de 850 pb, lo cual constituye un 10% del genoma del virus 

(Bernard, 2002 citado por Zheng & Baker, 2006). En esta región se encuentra el origen de replicación 

y múltiples sitios de enlace para los factores de transcripción importantes en la regulación de los 

promotores virales tempranos (Figura. 3) (Meyers et al., 1995 citado por Dell & Gaston, 2001). 

 

 

 

  

     

 

 

 

Figura 2. Estructura del virión de papilomavirus. A la izquierda recreación artística del VPH no encapsulado y con cápside 

icosadrica. A la derecha microscopia electrónica de transmisión de partículas virales de VPH (Modificado de Spinoso & 

Muniesca, 2008). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3. Organización genómica del VPH 16. Los ORF E6, E7, E1, E2, E4, E5 L1 y L2 se muestran ocupando 7.9 Kb. A: 

señal de poliadenilación. P97: promotor temprano. P670: promotor tardío. La expansión de la región LCR muestra la caja 

TATA, los sitios 1, 2, 3 y 4 para el enlazamiento de E2 y sitios de unión Sp-1 indicados con S y T (Dell & Gaston, 2001). 
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Proteínas virales. 

El producto de los genes del virus del papiloma humano da origen a la estructura de proteínas 

tempranas y tardías respectivamente con las propiedades resumidas en la tabla 2: 

 

Tabla 2. Propiedades de los productos génicos del VPH (Modificada de Boulet et al., 2007). 

Producto génico Propiedades  

E1 Función helicasa; esencial para la replicación viral y control de la transcripción. 

E2 Factor de transcripción viral; esencial para la replicación viral y control de la 

transcripción. 

E4 Interacción con proteínas del citoesqueleto, ensamblamiento viral. 

E5 Estimulación del crecimiento por interacción con receptores de factores de 

crecimiento celular. 

E6 Inmortalización celular, degradación de p53; efecto antiapoptótico, inducción 

de inestabilidad genómica. 

E7 Inmortalización celular, interacción con pRB, transactivación del factor de 

transcripción E2F, inestabilidad genómica. 

L1 Proteína mayor de la cápside. 

L2 Proteína menor de la cápside, recluta genoma viral por encapsidación y está 

involucrada en el transporte de ADN viral al núcleo. 

 

Las proteínas tardías L1 y L2 constituyen la cápside icosaédrica; organizada en 72 

capsómeros conformados por 360 copias de la proteína L1 y 12 copias de la proteína L2 (Trus et al., 

1997 citado por Doorbar, 2006). L2 se expresa primero y es específica de cada tipo viral mientras que 

L1 es un gen bien conservado dentro del genoma (de Villiers et al., 2004). Debido a señales 

localizadas en los extremos N-terminal y C-terminal, L2 se une al núcleo asociándose con cuerpos 

PML (del inglés Promyelocytic leukaemia) (Doorbar, 2006), aunque algunos papilomavirus asocian L2 

directamente al ADN (Fay et al., 2004 citado por Doorbar, 2006). L1 ensambla en capsómeros en el 

citoplasma y se ubica en el núcleo asociado a los cuerpos PML solo después que L2 une y desplaza 

el cuerpo PML (Florin et al., 2002 citado por Doorbar, 2006), no obstante, algunos viriones se 

ensamblan sin proteína L2, pero la eficiencia en el ensamblaje disminuye (Doorbar, 2006). 
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E1 es una proteína de 68 KDa con actividad helicasa dependiente de ATP (Hughes & 

Romanos, 1993) que reconoce secuencias ricas en Adenina y Timina en el origen de replicación, sin 

embargo, en ausencia de la proteína E2 el reconocimiento no se lleva a cabo o es defectuoso, E2 se 

une a sitios cercanos de la secuencia de reconocimiento de E1 y por interacciones proteína-proteína 

E1 aumenta su afinidad por el ADN, formando complejos de hexámeros que desenrollan el ADN con 

ayuda de proteínas chaperonas (Frattini & Laimins, 1994). E2 es esencial tanto para la replicación 

viral como para el control de la transcripción (Laimins, 1998 citado por Longworth & Laimins, 2004); 

posee un peso de 50 KDa, forma dímeros y presenta dos dominios; el dominio C terminal promueve 

la unión a secuencias especificas de ADN y el dominio N terminal interviene en la activación de la 

transcripción y replicación viral (Hegde et al., 1992). En general la región larga de control (LCR) de los 

VPH de alto riesgo posee una zona conservada con 4 sitios de enlazamiento para la proteína E2 

(Figura 3), así como numerosos sitios de unión para una variedad de factores de transcripción celular 

(Dell & Gaston, 2001). Tres de estos sitios flanquean la secuencia de reconocimiento de E1 en el 

origen de replicación , por consiguiente, la cantidad de proteína E2 dentro de la célula así como su 

afinidad por estos sitios influye en la activación o represión del promotor viral (Longworth & Laimins, 

2004). 

El producto del ORF E4 se expresa en estado tardío de la infección cuando los viriones son 

ensamblados, desempeña un papel importante en la maduración y replicación del virus (Brown et al., 

1994 citado por Motoyama et al., 2004) induciendo colapso en el citoesqueleto; situación que 

explicaría la liberación de los viriones desde la células infectadas (Doorbar et al., 1991). El ORF E4 

carece del codón de iniciación AUG por lo que utiliza una parte de la secuencia de E1; el transcripto 

de los primeros 5 aminoácidos que genera una proteína de fusión E1-E4 para el inicio de la 

traducción (Howley, 1996 citado por Longworth & Laimins, 2004). 

E5 es una proteína dimérica de aproximadamente 80 aminoácidos (Halbert & Galloway, 1988) 

con naturaleza hidrofóbica que se localiza en la membrana endosomal, en el aparato de Golgi y en 

ocasiones en membranas celulares (Burkhardt et al., 1989 citado por zur Hausen, 2000). Esta 

proteína se expresa durante la fase tardía del ciclo de vida en las células diferenciadas del epitelio 

(Fehrmann et al., 2003 citado por Longworth & Laimins, 2004), la perdida de la expresión de E5 

producto de la integración viral sugiere que no está involucrada en la tumorogénesis, no obstante, se 

expresa en algunos canceres que poseen ADN de VPH episomal (Chang et al., 2001 citado por Dell 

& Gaston, 2001). 
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El ORF E6 codifica para una proteína pequeña de aproximadamente 150 aminoácidos con un 

peso molecular de 18 kDa (Androphy et al., 1987). E6 contiene motivos Cys-X-X-Cys (Cole & Danos, 

1987; Barbosa et al., 1989) (Figura 4) con función importante en la activación transcripcional, 

transformación, inmortalización y asociación con proteínas celulares entre las que se encuentra p53 

(Boulet et al., 2007). En los VPH de alto riesgo la región C-terminal posee un domino de 

reconocimiento PDZ involucrado en la interacción con varias proteínas responsables de la regulación 

de la proliferación celular, las cuales presentan dominios PDZ (Doyle et al., 1996; Songyang et al., 

1997 citado por Mantovani & Banks, 2001). 

 

Figura 4. Representación esquemática las oncoproteínas E6 y E7. La proteína E6 representada en azul es de 

aproximadamente 150 aminoácidos posee 4 motivos CxxC importantes para activación transcripcional, transformación, 

inmortalización y asociación con proteínas celulares, en su extremo C-terminal (en verde) posee un dominio de 

enlazamiento PDZ involucrado en la en la interacción con proteínas celulares que poseen motivo PDZ. E7, un polipéptido 

predominantemente nuclear de 100 aminoácidos aproximadamente muestra tres regiones conservadas; la primera, el 

dominio N-terminal (en gris) necesario para la transformación celular y degradación de pRb. La segunda región conservada 

(en fucsia) posee el dominio de enlazamiento y degradación de pRb (LxCxE y sitio de fosforilación para la Kinasa II). En azul 

se muestra el dominio C-terminal (que posee 2 copias CxxC) involucrado en la asociación con pRb y otras proteínas, 

dimerización y unión a zinc (Boulet et al., 2007). 

El gen E7 codifica para una proteína predominantemente nuclear de aproximadamente 100 

aminoácidos (Smotkin & Wettstein, 1986), presenta 3 regiones conservadas (Figura 4); el dominio N-

terminal necesario para la transformación y degradación de la proteína retinoblastoma (pRb), la 

región conservada que contiene el sitio de unión de pRb de secuencia LxCxE junto con el sitio de 

fosforilación para CKII,y finalmente, el dominio C-terminal que posee 2 copias del motivo C-x-x-C 

relacionado con E6, que en unión con metales se encuentra implicado en la dimerización (Phelps et 

al., 1992; Boulet et al., 2007). La unión de E7 a pRb (Banks et al., 1990) causa la liberación, por  

fosforilación, del factor de transcripción E2F que promueve el ciclo celular, a su vez E7 unida a pRb 

media la degradación por proteólisis de retinoblastoma (Dell & Gaston, 2001). 

  

E6 E7 E7 
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Propiedades transformantes de los oncogenes virales. 

Las proteínas E6 y E7 de los VPH de alto riesgo son las principales mediadoras de la 

carcinogénesis debido a su interacción con varios blancos celulares (zur Hausen, 2000). E6 activa 

telomerasas y kinasas SRC e inhibe p53 y BAK; actuando como represor de la apoptosis y mediador 

de la supervivencia de las células que poseen daños significativos, mientras que E7, inhibe pRb y 

estimula ciclinas promoviendo la replicación y el crecimiento celular (Figura 5)                                    

(Boulet et al., 2007). Independientemente ambas proteínas inmortalizan células humanas, pero su 

función conjunta genera un interesante sinergismo que incrementa la actividad transformante (zur 

Hausen, 2000). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 5. Interacciones celulares de las oncoproteínas E6 y E7 e inducción de a la inmortalización de las células.                           

La proteína E6 incrementa la vida celular por sobreactivación de telomerasas y kinasas SRC al mismo tiempo que inhibe                 

la función de p53 y la proteína proapoptótica Bak. E7 inhibe la proteína pRb y los inhibidores de kinasas dependientes de 

ciclinas p21 y p27 al mismo tiempo que estimula la actividad kinasa de las ciclinas A y E así como la amplificación del 

centriolo. La unión de E7 a pRb promueve la liberación del factor de la transcripción E2F y la sobreexpresión de p16,                       

el  cual es inactivado por E7 mientras que E6 impide la apoptosis inducida por los altos niveles de E2F. Juntas                                

E6 y E7 incrementan la actividad transformante (Boulet et al., 2007). 

La primera evidencia de que E6 es una oncoproteína viral viene de los estudios en tumores 

cervicales y líneas celulares derivadas donde se encontró que lograba ser retenida y expresada años 

después del evento inicial de transformación (Schwarz et al., 1985; Androphy et al., 1987; Banks et 

al., 1987 citado por Mantovani & Banks, 2001), éstos, junto con el análisis de los blancos celulares de 

E6 demostró su contribución en la transformación; teniendo como primer blanco identificado y 

probablemente todavía el más importante la proteína p53 (Mantovani & Banks, 2001). 
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p53 es una proteína supresora de tumores que protege al ADN de mutaciones (Klug et al., 

2006) Desde su descubrimiento en 1979 por los estudios de Lane & Crawford (1979) esta proteína se 

convirtió en el centro de atención de muchos estudios dado que su función principal es controlar la 

progresión del ciclo celular. Cuando el ADN celular sufre algún daño p53 activa la transcripción de los 

genes que codifican p21 ó GADD45, retardando la entrada en fase S del ciclo celular hasta que se 

produzca la reparación del ADN, alternativamente, p53 puede inducir la apoptosis mediante la 

activación de los genes Bax y represión del gen Bcl2 (Spitkovsky et al., 1996 citado por Motoyama et 

al., 2004). Cuando los genes supresores de tumores están mutados o inactivos, las células no 

pueden responder normalmente a los puntos de control del ciclo celular y son incapaces de realizar 

muerte celular programada si el daño en el ADN es significativo, esto, conduce a un incremento en 

las mutaciones y a la incapacidad de la célula de dejar el ciclo celular (Klug et al., 2006). La apoptosis 

y la mitosis están estrechamente interrelacionadas, existe evidencia de mecanismos multifactoriales 

complejos de control, tales como la expresión de los genes que codifican para p53, c-myc, c-fos, bax 

y bcl2 que determinan si las células progresan hacia mitosis o apoptosis tanto en tejidos normales 

como neoplásicos (Tjalma et al., 2005).  

La proteína E6 de los VPH de alto riesgo une p53 en conjunción con ubiquitin-ligasa E6-AP 

(Huibnegtse et al., 1991), la ubiquitinacion de p53 resultado de la formación del complejo E6-AP-p53 

reduce significativamente la vida media de p53 (Scheffner et al., 1990) y gracias a la degradación 

mediada por proteosoma, disminuyen los niveles de p53 permitiendo la replicación viral (Lepik et al., 

1998; Lepik & Ustav, 2000 citado por Dell & Gaston, 2001) (Figura 6). Se ha demostrado que una vez 

que E6 une el complejo E6-AP puede unir proteínas celulares y mediar su degradación 

(Tungteakkhun & Duerksen-Hughes, 2008). 

 

 

 

 

 

 

Figura 6. Proteína E6 une p53 en conjunción con E6-AP. Cuando las células están sometidas a cualquier tipo de estrés; 

bien sea producto de daños en el ADN y/o de la infección por VPH si p53 se encuentra activa induce la apoptosis o detiene 

el ciclo celular, la proteína E6 junto con la ubiquitin ligasa E6-AP une p53 y promueve su degradación (Dell & Gaston, 2001). 
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Los patrones de unión en las interacciones de la oncoproteina E6 con proteínas celulares han 

sido identificados por sobreexpresión in vivo de estas proteínas. Las proteínas que son blanco de E6 

intervienen en la apoptosis, regulación de la transcripción, estabilidad cromosómica, diferenciación y 

organización epitelial, adherencia célula-célula, polaridad y en el control de la proliferación de células 

infectadas (Tabla 3) (Mantovani & Banks, 2001). E6 afecta a dichas proteínas a nivel de la 

transcripción así como por formación de complejos (Tungteakkhun &  Duerksen-Hughes, 2008). 

 

Tabla 3. Función celular de los blancos de E6 según tipo de riesgo asociado a VPH (Modificada de Mantovani & 

Banks, 2001). 

Proteína 
blanco 

E6-AR E6-BR Degradación Función celular 

p53 Si Si Si 
Supresor de tumores, Factor de 

transcripción, induce la apoptosis. 

E6AP Si No Si Ubiquitin-ligasa. 

hMcm7 Si Si Si Inicia la replicación de ADN. 

E6TP1 Si Si Si Proteína GAP putativa. 

Bak Si Si Si Induce apoptosis. 

c-Myc Si No Si Factor de transcripción. 

P300/CBP Si Si No Coactivador transcripcional. 

AMF-1/Gps2 Si Si Si Coactivador transcripcional. 

IRF-3 Si (VPH16) No No Factor de transcripción. 

E6BP/ERC-55 Si No No Proteína de unión Ca
2+

 

Paxilina Si No No Transducción de señales. 

hDlg Si No Si Transducción. 

MAGI-1 Si No Si Control de polaridad y crecimiento celular. 

MUPP-1 Si No Si Señal de transducción putativa. 

hScrib Si No Si Control de polaridad y crecimiento celular. 

AR: alto riesgo; BR: bajo riesgo 
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Virus del papiloma humano y cáncer cervical. 

Durante la progresión a cáncer, se generan cambios importantes en la expresión de los genes 

virales; estos cambios en el patrón de expresión son diferentes dependiendo del tipo viral (alto o bajo 

riesgo). Los VPH que infectan el epitelio cervical atacan la capa basal y junto con el proceso de 

diferenciación de las células pueden migrar hacia las diferentes capas del epitelio para sufrir 

replicación viral (Dell & Gaston, 2001). Normalmente, durante la infección con VPH el genoma viral se 

mantiene en bajo número de copias como episoma y durante la diferenciación del epitelio se 

incrementa la expresión de las proteínas E1, E2, E4 y E5 así como L1 y L2 produciendo el 

ensamblamiento y la liberación de los viriones. En la progresión a cáncer cervical, la producción de 

viriones se restringe a pequeñas áreas en la superficie del epitelio y la integración del genoma del 

virus en el genoma de la células va acompañado de la perdida de la regulación de la expresión de E6 

y E7, así como la pérdida de los genes E2, E1 y L1 (Figura 7) (Doorbar, 2005; Doorbar, 2006). Debido 

a la interrupción del ORF de E1 y E2 se genera sobreexpresión de los oncogenes E6 y E7 que 

favorece la transformación maligna (Yu et al., 2005; Cricca et al., 2007). La integración viral genera la 

reorganización no sólo del genoma del VPH sino también de la región que rodea el sitio de 

integración dentro del genoma humano, el VPH se integra en varios lugares del genoma humano por 

lo que muchos investigadores concluyen que la integración es un evento aleatorio, no obstante, sólo 

algunas integraciones sitio específicas contribuyen a la transformación maligna (Yu et al., 2005). 

La zona de transformación cervical (Figura 8) punto donde cambia la naturaleza del epitelio 

del cérvix y de la pared uterina, es una zona de transformación dinámica gradual donde el epitelio 

glandular es reemplazado por epitelio escamoso estratificado, es en este lugar donde con mayor 

frecuencia se originan los carcinomas; desarrollo que suele ir precedido por alteraciones histológicas 

de las células epiteliales escamosas; generando células anormales que presentan un patrón 

estratificado irregular, un índice núcleo-citoplasma elevado, variaciones de tamaño y forma junto con 

un aumento de la actividad mitótica (Schiffman et al. 2007; Stevens & Lowe, 2006).  
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Figura 7. Expresión de los genes de VPH durante la progresión a cáncer cervical. Durante la infección productiva el 

genoma viral se mantiene en bajo número de copias como episoma y durante la diferenciación del epitelio se incrementa la 

expresión de las proteínas E1, E2, E4 y E5 así como L1 y L2 produciendo el ensamblamiento y la liberación de los viriones. 

En la progresión a cáncer, un NIC I generalmente presenta los mismos eventos de una infección productiva. En los NIC II y 

NIC III la producción de viriones se restringe a pequeñas áreas en la superficie del epitelio, la integración del genoma del 

virus en el genoma de las células va acompañada de la perdida de la regulación de la expresión de E6 y E7, así como la 

pérdida de los genes E2, E1 y L1. En un cáncer cervical no se mantienen los estados productivos del ciclo de vida y la 

infección la forma episomal se pierde (Modificada de Doorbar, 2005; Doorbar, 2006). 
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Figura 8. Zona de transformación cervical. La flecha indica la zona de unión del epitelio columnar de la endocervix                        

con el epitelio escamoso estratificado de la exocervix. Esta zona es especialmente suceptible a la carcinogénesis causada 

por la infección persistente con VPH (Schiffman et al. 2007). 

 

Las infecciones por papilomavirus suelen presentarse en forma clínica, subclínica y latente. La 

fase clínica se presenta con diferentes formaciones condilomatosas; las cuales comúnmente se 

observan en la vulva o en el epitelio escamoso, las lesiones de la fase subclínica con frecuencia se 

localizan en el cérvix y únicamente se detectan por colposcopia, en la fase latente; en la que no 

existen lesiones, la prioridad es determinar la presencia del ADN de VPH utilizando técnicas 

moleculares. La infección clínica como la subclínica se asocian a cambios morfológicos que conducen 

a neoplasia intraepitelial cervical (NIC) (Trejo-Solórzano et al., 2007). La neoplasia intraepitelial 

cervical es el conjunto de alteraciones progresivas de la maduración y la diferenciación celular del 

epitelio escamoso que van desde la mínima alteración estructural (displasia leve) al carcinoma in situ 

(Richart, 1967). En términos histopatológicos, un NCI I afecta la maduración de 2/3 de la superficie 

del epitelio, presentando atipias nucleares en 1/3 basal con mitosis anormales escasas. Un NCI II, 

presenta maduración de las capas superficiales con atipias nucleares próximas a la superficie y 

mitosis anormales más frecuentes, mientras que en un NCI III existe escasa maduración, las atipias 

nucleares se evidencian en todas las capas celulares (en el caso de displasias severas hay mayor 

variación en la forma y tamaño de los núcleos que en un carcinoma in situ, donde tienden a ser 

ovoides e hipercromáticos) y la mitosis se encuentra en todos los niveles variando en cantidad y en 

su mayoría son atípicas (Figura 9) (Grases et al. 2006).   

 

 

14 



Introducción  

 

 

 

Figura 9.  Cambios en la maduración y la diferenciación celular del epitelio escamoso. Un NCI I afecta la maduración 

de 2/3 de la superficie del epitelio. Un NCI II presenta maduración de las capas superficiales con atipias nucleares próximas 

a la superficie y mitosis anormales en NCI III existe escasa maduración, las atipias nucleares se evidencian en todas las 

capas celulares y la mitosis se encuentra en todos los niveles (Talaat, S. & Tadros, MD., 2008) 

 

Diagnóstico convencional del virus del papiloma humano. 

Desde hace más de 50 años la citología cérvico-vaginal realizada por el método de 

Papanicolaou ha sido el procedimiento de rutina para el monitoreo y diagnostico del cáncer de cuello 

uterino (Brestovac et al., 2005). Esta metodología permite sugerir la presencia de infección por VPH 

mediante la evaluación de los cambios que sufren las células de las capas superficiales del epitelio 

escamoso, las cuales poseen características morfológicas y de tinción bien definida. Un cambio 

citológico diagnóstico de VPH es la célula coilocítica o coilocito, cuyas características morfológicas 

completas se consideran patognomónicas de la infección. Estas células superficiales  presentan un 

halo perinuclear amplio e irregular, condensación citoplasmática periférica, hipercromacia y 

angulaciones nucleares con o sin multinucleación. Otras células asociadas a la infección por VPH son 

los disqueratocitos y las células parabasales, células con núcleos picnóticos y núcleos atípicos sin 

angulaciones respectivamente (Torres, 1998). 
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La colposcopia, es la técnica o procedimiento que permite visualizar mediante un aparato 

binocular (colposcopio) áreas especificas de células infectadas por el virus; gracias a la reacción 

producida por la aplicación de ácido acético diluido y/o lugol sobre el tejido, generando zonas 

blanquecinas temporales para identificar cambios sutiles del epitelio inapreciables a simple vista. El 

estudio colposcópico tiene la finalidad de confirmar la lesión, determinar sus características y 

seleccionar la conducta terapéutica o tratamiento a seguir (De Palo, 1996). Otro tipo de diagnostico 

es el histopatológico, que permite determinar el grado de extensión de la lesión; se analizan 

fragmentos de tejido obtenidos a partir de una biopsia bajo el microscopio, logrando diferenciar los 

estratos del epitelio infectado y el área de invasión (García, 2005; Márquez, 2005). 

 

Diagnóstico de VPH por métodos moleculares. 

El desarrollo de la tecnología para verificar la presencia de ADN de VPH en especímenes 

celulares, así como la capacidad de discriminar entre los grupos de alto/intermedio y bajo riesgo, tuvo 

sus inicios a principios de los años 80. Según Bosch et al. (2002) la evolución en las técnicas de 

investigación para detectar e identificar el virus del papiloma humano en cáncer cervical incluyen: 

entre 1980-1990; Southern blot, Hibridación in situ (HI) y PCR-tipo específica y para los años 1990-

2000; Captura de híbridos (HC) y PCR-primer general. 

El Southern blot se basa en la digestión del ADN viral con enzimas de restricción, los 

fragmentos generados se separan por electroforesis y el patrón de bandas es transferido a una 

membrana de nylon e hibridado con sondas específicas, posteriormente, se compara con patrones 

controles (Klug et al., 2006). La HI se basa en la utilización de sondas de ADN o ARN marcadas 

capaces de hibridar con el ADN de VPH intracelular, ésta técnica permite localizar la infección en las 

muestras facilitando la correlación entre la presencia del virus y el estado morfológico del tejido 

(Molijn et al., 2005). Estos métodos poseen baja sensibilidad debido a que se requieren grandes 

cantidades de ADN viral aunado a su alto costo y laboriosidad para ser aplicados en monitoreos 

masivos de la población así como en investigación (Márquez, 2005; Fernández, 2009). 

La Captura de Hibridos (HC) es un método que utiliza sondas que tienen la capacidad de 

hibridar con el ADN viral en solución (Lorincz, 1996; Bozzetti et al., 2000 citado por Molijn et al., 

2005). La HC II (Hc2) detecta 13 tipos de VPH de alto riesgo (16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 

58, 59 y 68) y 5 tipos de VPH de bajo riesgo oncogénico (6, 11, 42, 43 y 44), está estandarizada y es 

sumamente reproducible.  
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Esta técnica es reconocida por la FDA estadounidense (Foods and Drugs Administration) 

como único método de diagnostico in vitro del VPH. La HC II genera señales de luz proporcionales a 

la cantidad de ADN del VPH presente en la muestra; el principio de la técnica es la formación de 

híbridos ADN-ARN que se exponen al reconocimiento de anticuerpos que están acoplados a 

moléculas quimioluminiscentes (Molijn et al., 2005). La HC proporciona una sensibilidad cercana a la 

reacción en cadena de la polimerasa (PCR), no obstante, muestra desventajas: solo puede realizarse 

sobre muestras cervicales extendidas en base liquida y no en tejido incluido en parafina, la tipificación 

no es exacta; ya que no especifica el tipo viral que está produciendo la infección (Smits et al., 1995; 

Cope et al., 1997 citado por Molijn et al., 2005). 

La reacción en cadena de la polimerasa (PCR), es el método de amplificación de ADN más 

utilizado para obtener múltiples copias a partir de un único fragmento de ADN (Molijn et al., 2005). La 

amplificación de un fragmento específico de ADN se lleva a cabo mediante el uso de oligonucleótidos 

sintéticos; conocidos como primers, capaces de hibridar con la secuencia a amplificar y delimitar la 

región de amplificación, son necesarios además dNTPs (desoxirribonucleotidos), así como una ADN 

polimerasa termoresistente encargada de adicionar los dNTPs para generar múltiples copias del 

fragmento de ADN; esto ocurre en ciclos repetidos de tres reacciones con cambios en la temperatura 

que implican desnaturalización, alineación y extensión en un aparato termociclador. En teoría la 

cantidad de ADN amplificado está limitada por el número de repetición de ciclos (García, 2005; 

Márquez, 2005; Klug et al., 2006). 

Las ventajas de el PCR incluyen la sensibilidad, rapidez y especificidad en la detección de 

secuencias de ADN en muestras con escaso material genético, además de que este último no 

requiere estar purificado ni clonado (Márquez, 2005). Schiffman et al. (1991) compararon el Southern 

blot y el PCR como métodos para la detección de ADN de VPH, validaron el PCR como un método 

sensible para verificar posibles infecciones mixtas en mujeres. Años más tarde se alcanzaron 

acuerdos de diagnostico que condujeron al uso amplio de esta técnica.  

Dos métodos de PCR son relevantes para la detección de ADN de VPH: el PCR tipo 

especifico y el PCR general o de amplio espectro (Figura 10), el primero implica la realización de 

múltiples reacciones por separado para detectar la presencia de ADN de VPH en una sola muestra, lo 

cual requiere de una labor intensa, mientras que, el PCR general utiliza oligonucleótidos que permiten 

detectar un gran número de genotipos de VPH, tales oligonucleótidos tienen como blanco una región 

conservada en los diferentes genotipos de papilomavirus (Molijn et al., 2005). 
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Figura 10. Regiones para la detección de VPH mediante PCR tipo específica y PCR general o de amplio espectro. 

Se muestra una representación esquemática de las regiones del genoma del virus que son importantes para el análisis por 

PCR. En la región L1 los oligonucleótidos consenso SPF, GP5+/GP6+ y MY09/11 tienen como blanco diferentes regiones 

conservadas dentro del Gen L1 permitiendo la amplificación de muchos tipos de VPH en una sola reacción. Para la región 

E6/E7 el diseño de  oligonucleótidos tipo específicos permite la amplificación de sólo un tipo de VPH, lo que implica 

múltiples reacciones. El PCR Tiempo Real permite establecer la presencia del virus, su genotipo y la carga vira; la 

cuantificación de el gen E2 permite determinar el estado de integración del virus (Boulet et al., 2008). 
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El método de PCR general más popular es el que amplifica el gen L1 utilizando los 

oligonucleótidos MY09/MY11, GP5+/GP6+, entre otros. La desventaja de este sistema de PCR, es 

que el ORF del gen que se usa como blanco para la amplificación puede perderse cuando el virus se 

integra en el genoma de la célula hospedera, por lo que se ha empleado el sistema PCR tipo 

específica; que utiliza oligonucleótidos para los genes E6 y E7 (Figura 10), los cuales se mantienen 

intactos y nunca se pierden durante la integración viral y además poseen secuencias nucleotídicas 

ligeramente variables, del mismo modo, estos genes admiten el empleo de sistemas de PCR como el 

PCR cuantitativo (PCR tiempo real), que permite determinar carga viral (Boulet et al., 2008; Morris, 

2005). 

Park et al. (1993) evaluaron la eficiencia de los oligonucleótidos MY09/MY11 y de 

oligonucleótidos específicos para E6 en la detección de VPH, reportaron una tasa de detección 

significativamente alta con los oligonucleótidos E6 de 54% en comparación con un 26% para los 

oligonucleótidos L1, no obstante, a pesar de los resultados obtenidos, apoyan el uso de los 

oligonucleótidos consenso L1 por su capacidad para detectar simultáneamente varios tipos de VPH. 

Resnick et al. (1990) así como también Yoshikawa et al. (1991) diseñan sistemas para la detección 

de VPH que emplean oligonucleótidos consenso E6, tipificando por Southern Blot y RFLP 

respectivamente, diez años más tarde, Sasagawa et al. (2000) amplifican todo el gen E6 y parte N-

terminal del gen E7 de más de 34 papilomavirus, estos amplificados, son analizados mediante RFLP 

para tipificación. De igual modo, Sotlar et al. (2004) diseñan un sistema PCR nested multiplex del gen 

E6 que permite tipificar por diferencias en el tamaño de los amplificados.  

El producto de la amplificación por PCR general o de amplio espectro puede ser analizado 

mediante varios métodos, como lo son: la hibridación en placas de microvaloración, el 

secuenciamiento directo, el análisis de polimorfismos de longitud de los fragmentos de restricción, la 

hibridación con sondas especificas (hibridación reversa), el polimorfismo de conformación de cadena 

sencilla, entre otros (Boulet et al., 2008). 

 

Polimorfismo de conformación de cadena sencilla (SSCP). 

La técnica de SSCP es una técnica que permite detectar variaciones en secuencias 

nucleotídicas, mutaciones y polimorfismos; ésta se basa en la movilidad electroforética de una hebra 

de ADN en función de su estructura conformacional y peso molecular (Orita et al., 1989). Cualquier 

cambio incluso de una sola base en los fragmentos que se amplifican, pueden detectarse en relación 

directa con los cambios en los patrones de movilidad electroforética (Cruz, 2003; Márquez, 2005).  
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La PCR-SSCP se ha utilizado para la tipificación del virus del papiloma humano permitiendo 

identificar en una sola reacción varios tipos de VPH (Alonio et al., 2000; Gómez et al. 2001). En 

Suecia Zehbe et al. (1996) detectaron y tipificaron 12 tipos de VPH mediante PCR-SSCP empleando 

los oligonucleotidos consenso GP5+/GP6+, mientras que Alonio et al. (2000) en México del mismo 

modo que Gómez et al. (2001) en argentina diseñan sistemas de PCR-SSCP para diagnostico y 

tipificación de 6 y 7 tipos de VPH respectivamente, empleando los oligonucleótidos MY09/MY11 y 

GP5+/GP6+ demostrando que esta metodología es eficiente y altamente reproducible.  
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA 

 

A nivel mundial la mayoría de las pruebas para la detección del ADN viral por PCR tienen 

como blanco la región L1. Esta metodología ha demostrado ser eficiente y altamente reproducible, sin 

embargo, el efecto oncogénico del virus es dependiente de la expresión continua de los genes E6 y 

E7; necesaria para la persistencia y transformación de los fenotipos malignos de las células, por lo 

cual se puede incurrir en diagnósticos falso-negativos a causa de la integración del virus en el 

genoma de las células.  

Estrategias dirigidas a la región E6/E7 del genoma del virus, son prometedoras para el 

diagnostico del VPH, ya que, entre los tipos de alto y bajo riesgo estas secuencias difieren y su 

uniformidad en cada tipo de papilomavirus significa menor probabilidad de alineamientos no 

específicos durante la PCR (Morris, 2005). 

La cantidad de tipos virales infectantes detectados en la población merideña es considerable. 

Estudios realizados por Quintero et al. (2008), reportan como tipos virales más frecuentes para la 

población merideña: 6, 16, 31, 53, 59, 61 y 68. A nivel mundial, los tipos de VPH 6, 11, 16 y 18 son 

los más frecuentes, siendo 16 y 18 de alto riesgo oncogénico, el VPH tipo 18 es el segundo tipo más 

común en mujeres infectadas (de Sanjosé et al., 2007). 

Actualmente, el Laboratorio de Biología y Medicina Experimental (LABIOMEX) realiza la 

detección y tipificación del VPH en muestras de pacientes que asisten a consulta pública y privada, 

provenientes de la población merideña y de otras regiones del país mediante la técnica PCR-RFLP 

del gen L1. Por lo tanto, resulta necesario diseñar y estandarizar un sistema de PCR que permita 

detectar un amplio espectro de tipos de VPH en una sola reacción utilizando como blanco la región 

E6, con miras a disminuir la realización de posteriores ensayos de confirmación y mejorar el 

diagnóstico y seguimiento de los procesos malignos asociados al virus. 
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HIPÓTESIS 

 

La variabilidad de la secuencia del gen E6 entre los distintos tipos de VPH permitiría diseñar 

un sistema de PCR-SSCP capaz de detectar y tipificar el virus a partir de muestras del área genital 

incluso en aquellos casos donde se sospecha de integración viral. 
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OBJETIVO GENERAL 

 

Diseñar un sistema de PCR-SSCP del gen E6 de VPH que permita detectar y tipificar la 

presencia del virus en muestras del área genital.  

 

OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

 Diseñar un par de oligonucleótidos iniciadores consenso-degenerados para amplificar un 

fragmento del gen E6 de 25 tipos de VPH incluyendo tipos de alto y bajo riesgo. 

 Realizar una revisión retrospectiva y seleccionar las muestras que resultaron positivas para 

los 25 tipos de VPH durante el periodo de diagnostico Junio 2007-Enero 2009. 

 Cuantificar la cantidad de ADN de muestras ya purificadas y tipificadas mediante PCR-RFLP  

del gen L1 por métodos espectrofotométricos. 

 Estandarizar un sistema de PCR que permita amplificar un segmento del gen E6, utilizando 

los oligonucleótidos diseñados, a partir de las muestras de ADN ya tipificadas por PCR-RFLP 

del gen L1. 

 Evaluar la sensibilidad de los oligonucleótidos diseñados comparándolos con el sistema 

MY09/MY11. 

 Examinar casos en los cuales las muestras resultaron negativas para VPH por el sistema 

MY09/11. 

 Optimizar la técnica SSCP para determinar los patrones de movilidad electroforética de los 

VPH tipo 6, 11,16 y 18. 
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MATERIALES Y MÉTODOS 

 

Diseño de oligonucleótidos consenso degenerados. 

 Mediante un estudio paralelo llevado a cabo en el Laboratorio de Biología y Medicina 

Experimental LABIOMEX-ULA, en el cual se realiza la detección y tipificación del VPH en muestras 

de pacientes que asisten a consulta pública y privada, provenientes de la población merideña y de 

otras regiones del país mediante la técnica PCR-RFLP del gen L1, 25 tipos de papilomavirus fueron 

detectados y tipificados (45, 83, 33, 31, 11, 58, 39, 56, 35, 52, 54, 66, 62, 59, 80, 26, 70, 44, 67, 51, 

61, 6, 53, 16 y 18) en el período de diagnóstico comprendido entre Junio 2007-Mayo 2008. Se 

ubicaron las secuencias del gen E6 de estos 25 tipos de VPH en la base de datos del NCBI                      

(Tabla 4) (National Center for Biotechnology Information). Seguido a esto, se realizó el alineamiento 

de las 25 secuencias en el programa Mult Alin versión 5.4.1. Una vez obtenida la secuencia 

consenso, se seleccionó de forma manual la región que mediante el uso de los programas Oligo 

Analyzer 1.1.2 y el programa BLAST del NCBI cumpliera con las condiciones del diseño de 

oligonucleótidos: una longitud entre 20-24 pb, entre 40-60% de contenido GC (Guanina-Citosina), 

temperatura de alineamiento similar, evitar regiones con potencialidad para formar estructuras 

secundarias internas y la formación de dímeros de oligonucleótidos.  

Tabla 4. Números de acceso en el Gen Bank de las secuencias codificantes del gen E6 por tipo de VPH. 

Tipo de VPH Nº de acceso Tipo de VPH Nº de acceso 

45 Y13218 59 X77858 

83 AF151983 80 Y15176 

33 M12732 26 X74472 

31 J04353 70 U21941 

11 M14119 44 U31788 

58 D90400 67 D21208 

39 M62849 51 Determinada mediante alineamiento* 

56 X74483 61 U31793 

35 M74117 6 AF092932 

52 X74481 53 X74482 

54 U37488 16 K02718 

66 U31794 18 X05015 

62 AY395706   

*Ver apéndice 
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Muestras biológicas. 

  Para la estandarización del sistema PCR-SSCP del gen E6 de VPH se utilizaron muestras de 

ADN de cepillados y biopsias del área genitales de pacientes que asistieron a consulta pública y 

privada a los cuales se les practicó, previo consentimiento, un examen de tipificación de VPH por 

bilogía molecular el cual se realiza en las instalaciones del Laboratorio de Biología y Medicina 

Experimental (LABIOMEX) mediante protocolo propuesto por Quintero et al. (2008). Para la selección 

de las muestras se realizó una revisión retrospectiva de las muestras que resultaron positivas para 

VPH durante el periodo de diagnóstico Junio 2007-Enero 2009; las muestras seleccionadas incluyen:  

 25 muestras de ADN de cepillados y biopsias genitales, cada una positiva para un solo 

tipo de VPH por el sistema PCR-RFLP del gen L1. 

 4 muestras de ADN de cepillados y biopsias genitales, cada una positiva para VPH 6. 

 4 muestras de ADN de cepillados y biopsias genitales, cada una positiva para VPH 11. 

 4 muestras de ADN de cepillados y biopsias genitales, cada una positiva para VPH 16. 

 2 muestras de ADN de cepillados y biopsias genitales, cada una positiva para VPH 18. 

En la tabla 5 se observa la identificación que poseen las muestras seleccionadas.  

Tabla 5. Número de muestra seleccionada por tipo de VPH para la estandarización. 

Tipo de VPH Nº de muestra Tipo de VPH Nº de acceso 

45 2182 59 01046 

83 2065 80 1191 

33 2229 26 06307 

31 06318 70 1190 

11 07464,07778,J921,2568 44 07189 

58 1903 67 1859 

39 2099 51 06229 

56 06224 61 07374 

35 04086 6 2027,06509,07950,2801,2628 

52 06243 53 1829 

54 07024 16 2030,06513,07953,2572,2640 

66 2323 18 04083,07622,ADN de células Hela 

62 1536   

Una vez seleccionadas las muestras se procedió a determinar la cantidad de ADN. 
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Cuantificación del ADN por espectrofotometría. 

  Para determinar la cantidad de ADN total contenida en las muestras se realizaron diluciones 

1/50 (volumen final 50 μl) de cada una y seguidamente se realizaron mediciones de densidad óptica 

(D.O.) a 260 nm y 280 nm (para la estimación de la concentración de ADN y de proteínas 

respectivamente) en un espectrofotómetro Spectroscopy System Agilent 8453, empleando el software 

UV-Visible Chem-Station.  

 La concentración de ADN se calculó empleando los valores de la D.O. a 260 nm, basándose 

en que una D.O. de 1 a 260 nm equivale a 50 ng/μl de ADN, así:  

[ADN ng/μL]= (D.O. 260 nm) x (Factor de Dilución) x 50 ng/μL 

La pureza del ADN se determinó mediante la relación D.O. 260 nm/280 nm teniendo en cuenta 

que un rango óptimo de pureza se encuentra entre 1,5 - 2, valores inferiores son indicativos de 

contaminación con proteínas y un valor superior a 2 indica contaminación con ARN (Sambrook et al., 

1989). 

Cabe destacar que las muestras seleccionadas para este estudio fueron previamente 

sometidas a tipificación de VPH por bilogía molecular mediante protocolo propuesto por Quintero et 

al. (2008). Esta metodología incluye una evaluación de la calidad e integridad del ADN purificado 

mediante la amplificación de un fragmento del gen humano β-globina por medio de los 

oligonucleótidos PC04 y GH20 (Saiky et al., 1996 citado por Márquez, 2005). Los oligonucleótidos 

empleados, los componentes de la mezcla de reacción y el programa de amplificación de este 

sistema se resumen en las tablas 6, 7 y 8 respectivamente. Las muestras fueron positivas para VPH 

por el sistema de PCR MY09/11 y posteriormente sometidas a la técnica RFLP utilizando las 

endonucleasas de restricción DdeI y RsaI. Los oligonucleótidos empleados, los componentes de la 

mezcla de reacción, y el programa de amplificación del sistema de PCR MY09/11 se muestran en las 

tablas 9, 10 y 11 respectivamente. 

Tabla 6. Oligonucleótidos empleados para amplificar mediante PCR un fragmento del gen humano β-globina. 

Oligonucleótido Secuencia 
Tamaño del 
amplificado 

Referencia 

PC04 5 'CAACTTCATCCACGTTCACC 3'  

268 pb 

Saiky et al., 
1996 citado por 
Márquez, 2005 

GH20 5 ' GAAGAGCCAAGGACAGGTAC 3' 
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Tabla 7. Componentes de la mezcla de reacción del sistema de PCR β-globina. 

Componentes Concentración Final 

Tampón de PCR* 1X 

MgCl2 1,5 mM 

dNTPs 25 mM 

Oligonucleótido PC04 25 pmol 

Oligonucleótido GH20 25 pmol 

ADN polimerasa (Taq*) 0.5 U 

Agua m.p.e c.s.p. 25 μl 

ADN molde Entre 50 y 100 ng 

Volumen final 25 μl 

*Ver apéndice 

 

Tabla 8. Programa de amplificación del sistema PCR β-globina. 

Paso Temperatura ºC Tiempo (min) 

1 94 3 

2 94 1 

3 55 1 

4 72 1 

5 Ir al paso 2, por 30 ciclos 

 

Tabla 9. Oligonucleótidos empleados para amplificar mediante PCR un fragmento del gen L1 de VPH. 

Oligonucleótido Secuencia 
Tamaño del 
amplificado 

Referencia 

MY09 5 'CGTCCMARRGGAWACTGATC 3'  

450pb 

Manos et al., 
1989 citado por 
Márquez, 2005 

MY11 5 ' GCMCAGGGWCATAAYAATGG 3' 
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Tabla 10. Componentes de la mezcla de reacción del sistema de PCR MY09/11. 

Componentes Concentración Final 

Tampón de PCR* 1X 

MgCl2 5,5 mM 

dNTPs 200 μM 

Oligonucleótido PC04 50 pmol 

Oligonucleótido GH20 50 pmol 

ADN polimerasa (Taq*) 2,5 U 

Agua m.p.e c.s.p. 25 μl 

ADN molde Entre 50 y 100 ng 

Volumen final 25 μl 

*Ver apéndice 

 

 

Tabla 11. Programa de amplificación del sistema de PCR MY09/11. 

Paso Temperatura ºC Tiempo 

1 94 1 min 

2 94 30 seg 

3 55 45 seg 

4 72 30 seg 

5 Ir al paso 2, 35 por 35 ciclos 

6 72 2 min 

 

 

 

 

 28 



Materiales y Métodos  

 

 Sistema PCR general del gen E6 de VPH. 

 Con la finalidad de amplificar un segmento del gen E6 de los 25 tipos de VPH incluyendo tipos 

de alto y bajo riesgo se diseñaron oligonucleótidos iniciadores consenso de tipo degenerados 

denominados DAM_E6F y DAM_E6R1/R2 (Tabla 12). Los componentes de la mezcla de reacción se 

resumen en la tabla 13 y las condiciones del programa de amplificación se pueden observar en la 

tabla 14. Se utilizó un termociclador Eppendorf Mastercycler ep gradient S®. 

Tabla 12. Oligonucleótidos iniciadores consenso-degenerados DAM_E6F y DAM_E6R1/R2 diseñados para 

amplificar mediante PCR un fragmento del gen E6 de 25 tipos de VPH. 

Oligonucleótido Secuencia 

DAM_E6F 5 'GAGGTATATGANTTTGCATT 3' 

DAM_E6R1 5 ' GGACACAANGGTTTTTGACA 3' 

DAM_E6R2 5'TTTTCTTCTGGACACAANGGTTT 3' 

N= A, C, G ó T; de acuerdo al código IUB (ver apéndice) 

 

Tabla 13. Componentes de la mezcla de reacción del sistema PCR general del gen E6. 

Componentes Concentración Final 

Tampón de PCR* 1X 

MgCl2 3 mM 

dNTPs 25 mM 

Oligonucleótido DAM-E6F 25 pmol 

Oligonucleótido DAM-E6R1/R2 25 pmol 

ADN polimerasa (Taq*) 0.5 U 

Agua m.p.e c.s.p. 25 μl 

ADN molde Entre 50 y 100 ng 

Volumen final 25 μl 

*Ver apéndice 
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Tabla 14. Programa de amplificación del sistema PCR general del gen E6. 

Paso Temperatura ºC Tiempo (min) 

1 94 3 

2 94 1 

3 56 1 

4 72 1 

5 Ir al paso 2, 35 por 35 ciclos 

6 72 1 

 

Se realizó un estudio para evaluar la sensibilidad de los oligonucleótidos iniciadores consenso-

degenerados DAM_E6F/R1 diseñados, comparándolos con el sistema MY09/MY11 (Ver tablas 7 y 

10). Para ello se realizaron diluciones seriadas de una de las muestras de estudio (nº 07464) positiva 

para VPH 11 mediante el sistema PCR_RFLP del gen L1, siguiendo los parámetros ya establecidos 

para cada una de las reacciones (Tablas 11 y 14). 

 Además de la prueba de sensibilidad se examinaron 16 casos donde las muestras resultaron 

negativas para VPH por el sistema MY09/11 (estudio paralelo realizado en LABIOMEX), para ello se 

sometieron  dichas muestras al sistema de PCR con los oligonucleótidos iniciadores degenerados 

diseñados DAM_E6F/R1 bajo las condiciones ya establecidas. 

 

 Electroforesis en geles de poliacrilamida. 

 Los amplificados obtenidos fueron corridos en geles de poliacrilamida al 6% preparados de 

acuerdo al protocolo propuesto por Cruz J (Comunicación Personal). Inicialmente se preparó una 

mezcla de acrilamida-bisacrilamida (29:1) al 30%. Para preparar los geles se tomaron 17,5 ml de 

agua m.p., 2,5 ml de tampón TBE 0,5X, 5 ml de poliacrialimida 30%, 80 μl de TEMED (N, N, N’, N ’-

Tetrametil-etilendiamina -Sigma-) y 750 μl de persulfato de amonio 10%. Esta mezcla fue vertida en 

una lámina soporte a la cual se le insertó un peine para la formación de los pozos donde 

posteriormente se colocaron las muestras. Una vez polimerizado el gel, se sumergió en una cámara 

electroforética modelo Termo EC, Minicell Primo 330 y se retiró el peine. Seguidamente las muestras 

fueron cargadas en los pozos. La cantidad de muestra por pozo fue de 3 μl del amplificado mezclado 

con 2 μl de tampón de carga (ver Apéndice).  
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Las muestras fueron sometidas a un campo eléctrico de 120 V, 300 mA, 30 W, en una fuente 

de poder modelo EC 4000P series 90 por 40 minutos. Luego de transcurrido el tiempo de corrida, los 

geles fueron teñidos con bromuro de etidio 0,0006% (Promega) durante 15 min y fueron observados 

en un trans-iluminador bajo luz ultravioleta para observar las bandas. 

 

Sistema SSCP del gen E6. 

Para determinar los patrones de movilidad electroforética de los VPH tipo 6, 11, 16 y 18 se 

optimizó la técnica SSCP cuyo protocolo original de Orita et al. (1989) fue adaptado por Cruz (2003) y 

Márquez (2005). Se procedió a la preparación de las 2 placas de vidrio donde se vierte la mezcla para 

el gel. En un primer paso las placas fueron lavadas con agua y detergente líquido, luego se 

introdujeron en una estufa hasta que se secaran completamente. Posteriormente los vidrios, los 

separadores y el peine fueron limpiados con etanol absoluto para eliminar cualquier residuo que 

pudiera afectar la corrida de las muestras. Una vez limpios, se procedió a preparar la solución para 

pegar el gel a uno de los vidrios, ésta consistió de 300 μl de etanol absoluto, 1.5 μl de ácido acético 

glacial y 1.5 μl de Blind Silane (Sigma). Esta mezcla fue vertida sobre el vidrio frotándola 

uniformemente con papel para lente hasta que estuviera completamente seca.  

El vidrio que despega del gel fue tratado con 300 μl de solución de silicón Sigmacotte (Sigma), 

ésta fue agregada al vidrio frotándolo uniformemente con papel para lente hasta que estuviera 

completamente seco. Los vidrios se juntaron colocando entre ellos los separadores, se fijaron con 

cinta adhesiva y se colocaron en un soporte. Seguidamente se preparó el gel de poliacrilamida 12%; 

la mezcla fue realizada con 6 ml de acrilamida - bisacrilamida (29:1) al 30% (preparada con 

anterioridad), 1.5 ml de tampón TBE 5X, 1.5 ml de glicerol 10%, 25 μl de TEMED, 180 μl de persulfato 

de amonio 10% y agua destilada c.s.p. 15 ml. Esta mezcla fue agregada inmediatamente entre las 

dos placas de vidrio, se insertó el peine para formar los pozos y se dejó polimerizar.  

Una vez polimerizado el gel, se retiró el peine y los pozos fueron lavados cuidadosamente con 

agua destilada para eliminar los residuos de poliacrilamida sin polimerizar. Los vidrios tiene una 

medida de 18 x 16 cm, el grosor del gel es de 0.4 mm. 
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Las placas de vidrio junto con el gel fueron introducidos en la cámara de electroforesis de 

marca Hoffer SE 660 Amersham Bioscience, acoplada a un refrigerante Poly Science Moldel 90, se 

empleó como tampón de corrida TBE 0.5X con glicerol 1%, y se realizó una pre-corrida de 2 h a 1285 

V, 300 mA, 30 W en una fuente de poder modelo EC 4000P series 90. Antes de ser cargados a los 

pozos del gel, los amplificados fueron desnaturalizados, empleando para ello tampón de carga para 

SSCP (ver Apéndice), se sometieron a 95ºC durante 10 min y se colocaron inmediatamente en hielo 

por 10 min. Seguidamente se cargaron en el gel. Las muestras fueron sometidas a un campo 

eléctrico bajo las mismas condiciones de la pre-corrida, durante un tiempo de 4 h.  

Transcurrido el tiempo de la corrida electroforética, las placas de vidrio se separaron usando 

una paleta plástica, y el gel, adherido a uno de los vidrios, fue teñido con nitrato de plata cuyo 

protocolo se describe a continuación. 

 

Tinción con Nitrato de Plata (según BIORAD). 

El vidrio que posee el gel adherido fue sumergido en ácido acético glacial al 10% (solución 

fijadora), durante 30 minutos. Una vez transcurrido el tiempo, el gel se lavó con abundante agua 

destilada 5 veces. Luego se transfirió a la solución de tinción durante 30 min en agitación, esta 

solución está compuesta por 0,250 g de nitrato de plata, 375 μl de formaldehido 37% y agua m.p. 

para 250 ml. 

Pasado los 30 min, el gel se enjuagó durante 10 seg con agua m.p. y y fue sumergido en la 

solución de desarrollo; ésta incluye 8 g de Carbonato de Sodio, 750 μl de formaldehido 37% y 100 μl 

de Tiosulfato de Sodio 10% y agua m.p. hasta completar 400 ml (esta solución de desarrollo es 

previamente enfriada a 0 ºC antes de sumergir el gel). Cuando comenzaron a visualizarse las bandas 

en el gel, la reacción se detuvo agregando ácido acético glacial al 10%. Por último se tomó la 

fotografía del gel. 
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RESULTADOS 

 

Diseño de Oligonucleótidos consenso degenerados. 

Las secuencias codificantes del gen E6 para los 25 tipos de VPH que poseen los números de 

acceso en el Gen Bank que se resumen en la tabla 7 de la sección Materiales y Métodos se alinearon 

utilizando el programa Mult Alin versión 5.4.1. (Figuras 11a y 11b). 

Obtenida la secuencia consenso; la región que presentó la mayor homología para el caso del 

oligonucleótido sentido fue la región que se encuentra entre los 142-161 pb (Figura 11a) Para el caso 

del oligonucleótido antisentido se seleccionaron 2 regiones, la primera (oligonucleótido antisentido 1) 

entre 340-359 pb (Ver Figura 11b) y la segunda (oligonucleótido antisentido 2) entre 346-368 pb (Ver 

Figura 11b). 

Con la finalidad de determinar el tamaño de los fragmentos amplificados para cada tipo de 

VPH se realizaron los alineamientos de cada juego de oligonucleótidos con cada una de las 

secuencias del gen E6 de los 25 tipos VPH (Ver Apéndice), resultando en su mayoría una longitud de 

214 pb para el amplificado del juego DAM_E6F/R1 y 223 pb para el amplificado del juego 

DAM_E6F/R2 (Tabla 15)  
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*ver apéndice  

Figura 11a. Alineamiento múltiple de las secuencias del gen E6 para 25 tipos de VPH de la región comprendida entre el nucleótido 1 al 260. El recuadro indica la región 

seleccionada de forma manual para el oligonucleótido sentido DAM_E6F. 

34 



Resultados 

*Ver Apéndice 

Figura 11b. Alineamiento múltiple de las secuencias del gen E6 para 25 tipos de VPH de la región comprendida entre el nucleótido 261 al 501. El recuadro color verde 

indica la región seleccionada de forma manual para el oligonucleótido antisentido DAM_E6R1 y el recuadro color naranja indica la región seleccionada de forma manual 

para el oligonucleótido antisentido DAM_E6R2. 
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Tabla 15. Tamaño de los fragmentos amplificados por juego de oligonucleótidos y tipo de VPH. 

Tipo de VPH 
Tamaño del amplificado por 

DAM_E6F/R1 
Tamaño del amplificado por 

DAM_E6F/DAM_E6R2 

45 214 pb 223 pb 

83 214 pb 223 pb 

33 214 pb 223 pb 

31 214 pb 223 pb 

11 214 pb 223 pb 

58 214 pb 223 pb 

39 214 pb 223 pb 

56 214 pb 223 pb 

35 214 pb 223 pb 

52 214 pb 223 pb 

54 214 pb 23 pb 

66 214 pb 223 pb 

62 87 pb 96 pb 

59 214 pb 223 pb 

80 143 pb 165 pb 

26 214 pb 223 pb 

70 214 pb 223 pb 

44 214 pb 223 pb 

67 214 pb 223 pb 

51 214 pb 223 pb 

61 286 pb 294 pb 

6 214 pb 223 pb 

53 214 pb 223 pb 

16 214 pb 223 pb 

18 214 pb 223 pb 
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Muestras biológicas. 

Todas las muestras seleccionadas para este estudio fueron utilizadas para estandarizar el 

sistema de PCR general del gen E6 con los oligonucleótidos diseñados DAM_E6F/R1. Estas 

muestras tal y como se describe en la sección Materiales y Métodos fueron previamente sometidas a 

evaluación de la calidad e integridad del ADN por medio de la amplificación de un fragmento del gen 

humano β-globina, resultaron positivas para VPH por el sistema de PCR MY09/11 y mediante la 

técnica RFLP presentaron el patrón característico para un solo tipo de VPH. 

 

Cuantificación del ADN por espectrofotometría.  

Las muestras seleccionadas presentaron una concentración de ADN total mínima de 24,17 

ng/μl y máxima de 740,69 ng/μl. La pureza mínima fue de 1,32 y la máxima de 2,20. 

 

Sistema PCR general del gen E6 de VPH. 

Se realizó la estandarización del sistema de PCR bajo los parámetros de amplificación que se 

muestran en la tabla 14 (sección Materiales y Métodos). 

Los oligonucleótidos diseñados permitieron amplificar un fragmento del gen E6 en todas las 

muestras.  

Oligonucleótidos DAM_E6F/R1 Vs. oligonucleótidos DAM_E6F/R2: 

Se realizó una prueba exploratoria con la finalidad de evaluar la sensibilidad de cada juego de 

oligonucleótidos. Ésta se realizó con diez muestras correspondientes a los tipos de VPH que se 

indican en la Figura 12, cada muestra se amplificó con ambos juegos de oligonucleótidos; resultó más 

sensible el par de oligonucleótidos DAM_E6F/R1. 
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Figura 12. Amplificados del fragmento del gen E6 para los tipos de VPH 70, 33, 18, 35, 16, 58, 31, 67, 6, 53 con los 

oligonucleótidos DAM_E6F/R1 y DAM_E6F/R2. M: marcador de peso molecular BioLabs. 

 

En base a esta prueba exploratoria, donde resultó ser más sensible el juego de 

oligonucleótidos DAM_E6F/R1, el sistema de PCR general del gen E6 de VPH utiliza estos 

oligonucleótidos iniciadores consenso-degenerados para amplificar un fragmento del gen E6 de 25 

tipos de VPH incluyendo tipos de alto y bajo riesgo 

Amplificados del fragmento del gen E6 por el sistema PCR general DAM_E6F/R1. 

Al someter las 25 muestras de los diferentes tipos de VPH al sistema de PCR general del gen 

E6 (Figura 13) se obtuvo para todas ellas una banda que se encuentra entre los 200-250 pb.  

 

 

 

 

 

 
 

Figura 13. Amplificados del fragmento del gen E6 para los 25  tipos de VPH con los oligonucleótidos DAM_E6F/R1. M: 

marcador de peso molecular BioLabs. 

 

DAM_E6F/R1 DAM_E6F/R2 

 70  33 18  35  16  58  31  67  6  53   _   M   70   33  18  35  16   58  31  67   6   53  _ M(pb) 

45 83 33 31 11 58 39  56 35 52  54 66 M 62 59 80 26 70 44  67 51 61  6  53 16 18  M 
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Las muestras seleccionadas para VPH 6 permitieron la amplificación de un fragmento de 

aproximadamente 214 pb mediante el sistema de PCR general del gen E6 de VPH (Figura 14). 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 14.  Amplificados de 214 pb del fragmento del gen E6 para las 4 muestras de VPH 6. A: muestra nº 06509. B: 

muestra nº 07950. C: muestra nº 2801. D: muestra nº 2628. M: marcador de peso molecular BioLabs. 

 

En la figura 15 se pueden observar los amplificados de aproximadamente 214 pb 

correspondientes al fragmento del gen E6 obtenidos para las 4 muestras de VPH 11. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 15.  Amplificados de 214 pb del fragmento del gen E6 para las 4 muestras de VPH 11. A: muestra nº 07778. B: 

muestra nº 07464. C: muestra nº J921. D: muestra nº 2568. M: marcador de peso molecular BioLabs. 

  

  A         B        C         D        M (pb) 

   A          B         C         D       M (pb) 
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De igual modo las 4 muestras seleccionadas para VPH 16 permitieron la amplificación de un 

fragmento de aproximadamente 214 pb mediante el sistema de PCR general del gen E6 de VPH 

(Figura 16). 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 16. Amplificados de 214 pb del fragmento del gen E6 para las 4 muestras de VPH 16. A: muestra nº 06513. B: 

muestra nº 07953. C: muestra nº 2572. D: muestra nº 2640. M: marcador de peso molecular BioLabs. 

 Finalmente para las 3 muestras de VPH 18 las bandas obtenidas correspondientes a un 

amplificado de aproximadamente 214 pb se observan en la figura 17. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 17. Amplificados de 214 pb del fragmento del gen E6 para las 4 muestras de VPH 18. A: muestra nº 04083. B: ADN 

de Hela. C: muestra nº 07622 M: marcador de peso molecular BioLabs. 

 

  A         B        C         D        M (pb) 

    A        B         C       _   M (pb) 
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Prueba de sensibilidad comparada. 

Se realizó una prueba de sensibilidad que compara el sistema PCR del gen E6 que utiliza los 

oligonucleótidos DAM_E6F/R1 con el sistema de PCR del gen L1 que emplea los oligonucleótidos 

MY09_MY11. Se realizaron diluciones seriadas de la muestra nº 07464 positiva para VPH 11 por 

PCR_RFLP del gen L1, estas diluciones fueron probadas bajo los parámetros de reacción ya 

estandarizados para DAM_E6F/R1, así como también bajo los parámetros ya establecidos para la 

reacción MY09_MY11. En la figura 18 se pueden observar los amplificados correspondientes a cada 

dilución para ambos casos. 

 

 

 

 

 

 

Figura 18. Prueba de sensibilidad comparada de los sistemas de PCR DAM_E6F/R1 y PCR MY09_MY11 SD: muestra sin 

diluir con una concentración de ADN total de 196,78 ng/μl. Diluciones seriadas: 10
-1 

10
-2 

10
-3 

10
-4 

10
-5 

10
-6 

10
-7

 10
-8 

 M: 

marcador de peso molecular BioLabs. 

 

Al someter 15 muestras negativas para VPH por el sistema MY09/11 (seleccionadas de un 

estudio paralelo levado a cabo en LABIOMEX) al sistema de PCR general del gen E6 bajo las 

condiciones establecidas, 9 de ellas presentaron la banda de 214 pb (Figura 19) correspondiente al 

tamaño del amplificado esperado con los oligonucleótidos diseñados DAM_E6F/R1. 

 

 

 

MY09_MY11 DAM_E6F/R1 

 SD  10-1 10-2 10-3 10-4 10-5 10-6 10-7 10-8   _  M(pb) SD  10-1 10-2 10-3 10-4 10-5 10-6 10-7 10-8   _ 
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Figura 19. Amplificados por el sistema PCR general del gen E6 utilizando los oligonucleótidos DAM_E6F/R1 de 15 muestras 

negativas para VPH por el sistema PCR MY09/11. Nueve de estas muestras presentaron la banda de 214 pb. 

 

Sistema SSCP del gen E6.  

Los amplificados fueron sometidos a la técnica SSCP tal como se describe en materiales y 

métodos. 

SSCP para VPH 6. 

Los patrones de movilidad electroforética encontrados para el fragmento del gen E6 en las 4 

muestras de VPH 6 se muestra en la figura 20. 

 

 

 

 

 

 

Figura 20. Patrón de movilidad electroforética del fragmento del gen E6 para las 4 muestras de VPH 6. A: muestra 

nº 06509 con 2 bandas (2 y 4). B: muestra nº 07950 con 4 bandas (1, 2,3 y4). C: muestra nº 2801 con 3 bandas (2,3 y4). D: 
muestra nº 2628 con 2 bandas (2 y 4). 

 

   1         2         3         4        5         6         7         8       9       10      11      12      13       14       15      16        M 
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SSCP de VPH 11. 

Los patrones de movilidad electroforética encontrados mediante la SSCP para los 

amplificados de VPH 11 se muestran en la figura 21. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 21. Patrón de movilidad electroforética del fragmento del gen E6 para las 4 muestras de VPH 11. A: muestra 

nº 07778 con 10 bandas (1, 2, 3, 4, 5, 9, 10, 11,12 y 13). B: muestra nº 07464 con 8 bandas (3, 4, 5, 6, 7, 8,9 y11). C: 
muestra nº J921 con 9 bandas (3, 4, 5, 7, 9,11, 13, 14 y 15). D: muestra nº 2568 con 7 bandas (3, 4, 5, 6, 7, 8, y 11).  

SSCP de VPH 16. 

Los amplificados de 214 pb del fragmento del gen E6 para las 4 muestras de VPH 16 se 

sometieron a SSCP, los patrones obtenidos se muestran en la figura 22. 

 

 

 

 

 

 

Figura 22. Patrón de movilidad electroforética del fragmento del gen E6 para las 4 muestras de VPH 16. A: muestra 

nº 06513 con 2 bandas (1,y 5). B: muestra nº 07953 con 4 bandas (1, 2, 5 y 6). C: muestra nº 2572 con 4 bandas (1, 3,4 y 
5). D: muestra nº 2640 con 3 bandas (1, 3 y 5). 

 

       A               B               C             D 

    A             B                 C            D 
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SSCP de VPH 18. 

Los amplificados del fragmento del gen E6 de dos muestras de ADN positivas para VPH 18 y 

de ADN de células Hela se les sometió a la técnica SSCP encontrando los patrones de movilidad 

electroforética que se observan en la figura 23. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 23. Patrón de movilidad electroforética del fragmento del gen E6 para las 2 muestras de VPH 18 y del ADN 

de células hela. A: muestra nº 04083 con 6 bandas (1, 3, 6, 7,8 y 12). B: ADN de células hela con 6 bandas (1, 2, 4, 5,8 y 
11). C: muestra nº 07622 con 4 bandas (2, 8,9 y 10). 

   A              B             C  
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DISCUSIÓN 

 

Debido a que numerosos estudios epidemiológicos y moleculares han demostrado la 

asociación del VPH con el desarrollo de lesiones preneoplásicas y neoplásicas del tracto anogenital, 

las infecciones localizadas en el cuello uterino constituyen el principal foco de atención por presentar 

mayor susceptibilidad a la transformación maligna (Alonio et al., 2000).Estudios epidemiológicos 

realizados en Brasil, Colombia, México, Perú y Costa Rica, entre otros países, ratifican la importancia 

del cáncer del cuello uterino en Latinoamérica. En Venezuela, desde la década de los años cuarenta, 

el cáncer del cuello uterino es una de las principales causas de muerte por cáncer en la mujer. El 

cáncer cervical es responsable aproximadamente del 20% del total de las muertes por cáncer en 

Venezuela; los Estados Trujillo, Guárico, Yaracuy, Zulia, Lara, Aragua, Mérida, Táchira, Bolívar y 

Falcón son las entidades más afectadas por esta patología, con tasas de mortalidad superiores al 

promedio nacional (Molina et al.,2005)  

El gran número de tipos, subtipos y variantes del VPH descritos hasta el momento, solo 

admite el desarrollo de técnicas moleculares que permitan el estudio de tal diversidad genética. 

Considerando la importancia clínica que posee el conocimiento del tipo viral presente para el 

seguimiento de mujeres con tratamiento de las lesiones y posterior al mismo, así como el desarrollo 

de estudios epidemiológicos detallados; generar nuevas metodologías que aborden dicho asunto 

reviste de gran importancia (Gómez et al., 2001; Sotlar et al., 2004). 

 

Diseño de Oligonucleótidos consenso degenerados. 

Mediante el alineamiento de las secuencias codificantes del gen E6 de los 25 tipos de VPH 

seleccionados para este estudio (Figura 11a y 11b) se logró determinar las regiones consenso que 

permitieron el diseño de los oligonucleótidos iniciadores consenso degenerados DAM_E6F/R1 y 

DAM_E6F/R2. Actualmente en nuestro país no existe una metodología de diagnóstico y detección 

que utilice la región E6 como blanco; con el diseño de estos oligonucleótidos iniciadores consenso 

degenerados se pretende iniciar una línea de investigación que apunte a la estandarización de una 

técnica que detecte un amplio espectro de tipos de VPH y mejore el diagnostico y seguimiento de los 

pacientes, disminuyendo la posibilidad latente de diagnosticar falsos negativos cuando se utiliza la 

región L1. 
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El tamaño de los productos de PCR esperado según los alineamientos de cada juego de 

oligonucleótidos con la secuencia de cada tipo de VPH correspondieron con el tamaño de la banda 

observada luego de la amplificación en la mayoría de los casos, el tamaño de dicha banda se 

encuentra entre los 200-250 pb del marcador de peso molecular BioLabs (Figura 13). Para el caso de 

los papilomavirus tipo 61, 62 y 80 el tamaño del amplificado obtenido no se corresponde con el 

tamaño que se determinó mediante los alineamientos, no obstante podría decirse que de igual modo 

como en estudio realizado por Márquez, (2009) estos VPH hayan sido tipificados erróneamente por 

confusión de patrones de digestión similares en la RFLP, así como también, hay que tener en cuenta 

que a pesar de que la bioinformática es una poderosa herramienta que ayuda a simular condiciones 

en los sistemas biológicos, sólo es un instrumento de predicción y las condiciones reales pueden ser 

diferentes. También resultaría interesante realizar el secuenciamiento automático del amplificado de 

cada tipo de VPH para determinar con mayor exactitud el tamaño de cada amplificado dado que el 

gen E6 y su secuencia. 

 

Procesamiento de las muestras biológicas.  

En la aplicación de los sistemas de PCR la calidad y cantidad del ADN son factores que 

determinan la obtención de resultados confiables (Cáceres, 2009). Las muestras seleccionadas para 

cada tipo de VPH (Tabla 5 Materiales y Métodos) fueron utilizadas en la estandarización del sistema 

PCR general del gen E6, éstas poseen una concentración promedio de ADN total mínima de 24,17 

ng/μl y máxima de 740,69 ng/μl, la pureza mínima fue de 1,32 y la máxima de 2,20. Fue necesario 

evaluar la concentración y pureza de más de una muestra por tipo de VPH a pesar que previamente 

habían resultado positivas para el sistema de PCR β-globina y sistema de PCR MY09/MY11. Un 

estudio realizado por Smith et al. (2005) (citado por Fernández, 2009) determinó que el ADN se 

preserva mejor seco a temperatura ambiente o en presencia de trealosa a -80ºC y que la calidad de 

éste disminuye significativamente a 4ºC y -20ºC. Por lo tanto, las condiciones de almacenamiento 

juegan un rol fundamental en el proceso de conservación; las condiciones de almacenamiento 

utilizadas en el laboratorio son 4 ºC y -20 ºC en tampón TE, probablemente estas condiciones estén 

favoreciendo la degradación del ADN viral presente en las muestras (Fernández, 2009) e impidiendo 

la reproducibilidad del resultado anterior.  
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Sistema PCR general del gen E6 de VPH. 

Para la estandarización del sistema PCR general se ensayaron distintas condiciones que 

permitieron establecer las concentraciones óptimas de los componentes así como los parámetros del 

sistema de amplificación. La mayor eficiencia del par de oligonucleótidos DAM_E6F/R1 sobre el par 

DAM_E6F/R2 fue determinada mediante la prueba exploratoria que se realizó para ambos juegos de 

oligonucleótidos (Figura 12) bajo los mismos parámetros de amplificación, por consiguiente, el 

sistema de PCR general del gen E6 utiliza estos oligonucleótidos iniciadores consenso degenerados. 

Otra prueba realizada (datos no mostrados) fue un intento por estandarizar una PCR multiplex 

utilizando ambos oligonucleótidos antisentido, esta no fue factible por la formación de dímeros de 

oligonucleótidos, los cuales hibridan a causa de su complementariedad.  

Los oligonucleótidos diseñados hibridan con pequeñas regiones consenso dentro del gen E6 

en 25 papilomavirus permitiendo la amplificación de tipos de alto y bajo riesgo como se puede 

observar en la figura 13; estos resultados se corresponden con el estudio realizado por Resnick et al. 

(1990) en California donde dos regiones conservadas en la región E6 identificadas por medio de 

alineamientos permiten el diseño de oligonucleótidos consenso que amplifican un fragmento de 240-

250 pb para los VPH 6, 11, 16, 18, 31 y 33. Años más tarde la reproducibilidad con respecto al diseño 

de oligonucleótidos consenso degenerados para la región E6/E7 sigue en aceptación gracias a 

estudios como los de Sasagawa et al. (2000) en Japón y Sotlar et al. (2004) en Alemania. 

 La prueba de sensibilidad que compara el sistema de PCR general del gen E6 diseñado en 

este estudio con el sistema de PCR general del gen L1 MY09/MY11 (Figura 18), muestra que a partir 

de una concentración de 1,9678 ng/μl (correspondiente a la dilución 10-2) el sistema de PCR que 

emplea los oligonucleótidos diseñados DAM_E6F/R1 no es capaz de amplificar un fragmento del gen 

E6, mientras que para el sistema PCR MY09/11 del gen L1 se observa amplificado hasta la dilución 

10-3 (correspondiente a una concentración de 0,19678 ng/μl), estos resultados contradicen los 

resultados obtenidos por Sasagawa et al. (2000) en Japón donde un sistema PCR LCR-E7 en el cual 

amplifican todo el gen E6 y parte N-terminal de E7, resulta más sensible que la PCR MY09/11; 

reportando una sensibilidad equivalente a 0,01 copias de genoma de VPH por célula y en donde los 

resultados de su tipificación por ambos sistemas concuerdan en un 96%. A pesar de que nuestro 

sistema de PCR general del gen E6 no resulte tan sensible en comparación con el sistema MY09/11 

del gen L1, es de resaltar la amplitud de tipos de VPH que logra amplificar. 
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Se sometieron al sistema de PCR general del gen E6 16 muestras que resultaron negativas 

para VPH por el sistema MY09/11 (escogidas al azar y sin distinciones de ningún tipo) de un estudio 

paralelo realizado en LABIOMEX. Nueve de estas muestras presentan la banda de 214 pb 

correspondiente al amplificado del fragmento del gen E6 mediante los oligonucleótidos diseñados 

(Figura 19). De las nueve muestras positivas para E6, 6 presentan LIEBG y 3 no presentan lesiones 

por lo que se apoya el hecho de que la amplificación de regiones del gen E6 permiten la detección del 

virus en estado integrado donde la región L1 podría perderse (Park et al., 1993). Sin embargo, ésta 

es sólo una pequeña prueba exploratoria de la eficiencia de los oligonucleótidos diseñados. Para 

comprobar el argumento referido en la literatura por muchos autores y que se ha expuesto 

previamente en este trabajo; donde la elección del gen E6 resulta ventajosa para el diagnostico como 

sitio blanco para el diseño de oligonucleótidos iniciadores consenso degenerados porque este gen no 

se pierde a consecuencia de la integración del genoma viral en el genoma de las células y su 

expresión continua ha demostrado ser necesaria para la transformación de las células hospederas 

(Resnick et al., 1990) es necesario un estudio estadísticamente significativo en nuestra población que 

permita evidenciarlo. 

En vista de la necesidad de que en nuestro país se desarrolle una metodología de diagnóstico 

que utilice la región E6 como blanco, resulta importante determinar los patrones de movilidad 

electroforética, con el propósito de establecer un protocolo de detección y tipificación viral, para ello, 

en este estudio se aplicó la técnica SSCP a los amplificados de los VPH tipo 6, 11, 16 y 18. 

 

 Sistema SSCP del gen E6 para VPH 6, 11, 16 y 18. 

 Gracias a que la SSCP permite detectar sustituciones de nucleótidos en varias posiciones de 

un mismo fragmento (Orita et al., 1989), esta técnica es empleada frecuentemente para realizar 

análisis de mutaciones puntuales y resulta una herramienta poderosa para determinar variabilidad 

genética. La eficiencia en la resolución electroforética está relacionada con el tamaño del fragmento 

amplificado; para fragmentos menores de 200 pb existe un 90% de eficiencia, mientras que para un 

fragmento de 200 a 400 pb se encuentra entre 70-80% (Cruz, 2003). Los amplificados de 214 pb 

correspondientes a las 4 muestras de VPH 6, 11 y 16 y de las 3 muestras de VPH 18 (figuras 66-69) 

fueron sometidos a la técnica SSCP; la información que se obtuvo de esta es que los productos de 

PCR no son idénticos. 
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Discusión 

 

Se encontró para todos los casos (figuras 20-23), patrones de movilidad electroforética que 

difieren para un mismo tipo de VPH; para VPH 6 las bandas 2 y 4 son comunes en todas las 

muestras, la banda 1 solo aparece en una de las muestras mientras que la banda 3 es común para 2 

muestras (figura 20), en el caso de VPH11 sólo 4 bandas son comunes (3, 4, 5, 11 ver figura 21). El 

VPH 16 presenta 2 bandas comunes (1 y 5 ver figura 22) mientras que VPH 18 sólo muestra en el 

patrón de movilidad electroforética de las tres muestras evaluadas una banda en común (banda 8 ver 

figura 23). Estos resultados se corresponden con los encontrados por Márquez, (2009) donde la 

técnica SSCP para la región L1C1, reveló patrones de migración distintos en muestras tipificadas con 

el mismo tipo viral; sugiriendo variación nucleotídica intratipo.de esta región, contradictoriamente, 

años atrás los estudios realizados por Zehbe et al., (1996), Alonio et al., (2000) y Gómez et al,. (2001) 

en los que diseñaron sistemas de PCR-SSCP, se establecieron patrones de bandas específicos por 

tipo viral para el diagnostico y tipificación de VPH empleando los oligonucleótidos MY09/MY11 y 

GP5+/GP6+, afirmando que esta metodología es eficiente y altamente reproducible por ser L1 un gen 

bien conservado dentro del genoma viral. 

 En un principio se planteo realizar la tipificación por PCR-SSCP para los tipos de VPH 6, 11, 

16 y 18 utilizando los oligonucleótidos diseñados, dado que la técnica SSCP resulta tan sensible y 

permite detectar diferencias de un solo nucleótido, la variación intra tipo existente en nuestra 

población no pasa desapercibida, es por ello que se requiere un estudio detallado de variación 

intratipo con análisis de secuenciamiento que permitan corroborar la variabilidad del ORF E6 tal y 

como lo realizó Moreno et al. (2008) en VPH 16 presente en la población colombiana. 

 El fundamento para la identificación de las variantes intratipo es la comparación con la 

respectiva secuencia de un clon referencial, estas secuencias referenciales se emplean a nivel 

mundial como base para el establecimiento de protocolos de diagnostico y tipificación; así como 

también, el desarrollo de vacunas (Márquez, 2009). En vista de que no se contaba con un clon 

referencial puesto a que los objetivos iniciales no fueron determinar variabilidad y aunado al limitado 

número de muestras analizadas, no es posible estimar ningún índice de variabilidad del ORF E6 ni la 

frecuencia de posibles variantes en nuestra población. 

 No obstante, resulta interesante determinar variantes del ORF E6 de los papilomavirus 

presentes en nuestra población, con la finalidad de determinar las diferencias entre las variantes y los 

prototipos utilizados como referencia a nivel mundial ya que al momento de decidir si un protocolo de 

diagnóstico se ajusta a las variantes presentes en esta población es relevante. 

 

68 

49 



Conclusiones 

 

CONCLUSIONES 

 

 El alineamiento de las secuencias codificantes del gen E6 para los 25 tipos de VPH 

seleccionados en este estudio permitió determinar las regiones consenso que hicieron posible 

el diseño de los oligonucleótidos iniciadores consenso degenerados DAM_E6F/R1 y 

DAM_E6F/R2. 

 

 Los alineamientos de cada juego de oligonucleótidos con cada una de las secuencias del gen 

E6 de los 25 tipos de VPH, permitió determinar la longitud del fragmento amplificado, 

resultando en su mayoría una longitud de 214 pb para el amplificado del juego DAM_E6F/R1 y 

223 pb para el amplificado del juego DAM_E6F/R2. 

 

 Se logró la estandarización del sistema de PCR general del gen E6 que utiliza los 

oligonucleótidos iniciadores consenso degenerados DAM_E6F/R1 permitiendo la amplificación 

de un fragmento del gen E6 de 25 tipos de VPH. 

 

 Se consiguió la optimización de la técnica SSCP para determinar los patrones de movilidad 

electroforética del fragmento del gen E6 amplificado en los tipos de VPH 6, 11, 16 y 18. 

 

 La técnica SSCP resulta tan sensible para detectar diferencias de un solo nucleótido que 

permitió revelar patrones de movilidad electroforética diferentes en un mismo tipo de VPH, lo 

que sugiere variación nucleotídica intratipo en esta región del ORF del gen E6. 
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Recomendaciones  

 

RECOMENDACIONES 

 

 Con respecto al diseño de oligonucleótidos consenso degenerados para la región E6 ampliar 

el número de muestras analizadas para afianzar la reproducibilidad de utilizar esta región 

como blanco para la detección de ADN de VPH. 

 

 Para diseñar un protocolo de diagnóstico es importante primero determinar las variantes 

intratipo que presenta un mismo tipo de VPH, con la finalidad de ajustar dicha metodología a 

la población en estudio. 

 

 Para futuros análisis de variabilidad del ORF de gen E6 comparar con la respectiva secuencia 

de un clon referencial. 

 

 Realizar análisis de secuenciamiento que permitan corroborar variabilidad en el ORF del gen 

E6.
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Apéndice  

 

APÉNDICE 

 

 Secuencia E6 para VPH 51. 

 La secuencia codificante del gen E6 de VPH 51 no se encuentra reportada en la base de 

datos, por ello, se propuso una secuencia determinada mediante el alineamiento de la suecuencia 

parcial del genoma completo de VPH 51 que se encuentra reportada en el Gen Bank con la 

secuencia codificante del gen E6 de VPH 26 dado que ambos se encuentran estrechamente 

relacionados; pertenecen a la misma especie según clasificación por de Villiers et al., (2004) (Figura 

1). A continuación se muestra dicho alineamiento (se muestra solo la primera parte, dado que la 

homología de ambas se encuentra entre los primeros 500 nucleótidos como se esperaba)  
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 Alineamientos que permitieron determinar la longitud de los fragmentos amplificados: 

 

Par de oligonucleótidos DAM_E6F/R1: 

VPH 45 
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 VPH 62 
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 VPH 80 
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 VPH 70 
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 VPH 67 
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 VPH 61 
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 VPH 53 
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VPH 18 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Par de oligonucleótidos DAM_E6F/R2: 

 

VPH 45 
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 VPH 83 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 VPH 33 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 



Apéndice  

 

 VPH 31 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

VPH 11 
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VPH 58 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

VPH 39 
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VPH 56 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

VPH 35 
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VPH 52 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

VPH 54 
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VPH 66 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

VPH 62 
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VPH 59 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

VPH 80 
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 VPH 26 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

VPH 70 
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 VPH 44 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 VPH 67 
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 VPH 51 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 VPH 61 
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 VPH 6 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

VPH 53 
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 VPH 16 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

VPH 18 
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Consentimiento informado. 

Mediante la presente yo, ______________________, CI. _________________, domiciliada 

en_______________, de ___ años de edad, de oficio ______________, luego de ser informada por el 

médico a cargo de la existencia de un Plan pilotode Despistaje de Cancer Cervical y VPH, doy mi 

consentimiento para que se me realice una toma de muestra para Prueba Molecular por PCR con el 

fin de determinar si hay infección por VPH y, se me informe del resultado. 

 

  Firma del Participante                    Firma del Representante Legal               Firma del Médico  

                                                                         

 

Código de la Unión Internacional de Bioquimica (IUB). 

 Utilizado para la elaboración de oligonucleótidos degenerados: 

 R: A o G.                              Y: T o C.                             W: A o T 

 S: G o C.                              M: A o C.                            K: G o T 

 H: A, T o C.                          B: G, C o T.                        V: G, A o C 

 D: G, A o T.                          N: G, A, T o C. 

 

Tampón TE 1X (Tris-EDTA).  

     -Tris-HCl pH 8,0          10 mM  

     -Na2EDTA                    1 mM  

Tampón de PCR (Invitrogen).  

     -Tris-HCl pH 8,4          200 mM  

     -KCl                             500 mM  

 

   Si es menor de edad 
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Tampón TBE 10X (Tris-Borato-EDTA).  

     -Tris-HCl pH 8,0          108 g  

     -Ácido Bórico                55 g  

     -EDTA                          7,6 g 

Tampón de carga para geles de poliacrilamida.  

     -Azul de bromofenol          0,1%  

     -EDTA                             1 mM  

     -Sacarosa                          40%  

Tampón de carga SSCP 2X.  

     -Formamida                        95%  

     -EDTA                            20 mM  

     -Azul de bromofenol        0,05%  

Platinium® Taq ADN polimerasa (Invitrogen).  

Enzima recombinante que posee la propiedad de bloquear su actividad polimerasa a 

temperatura ambiente. Concentración 5U/μL. 

 


