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Resumen 

La utilización de las técnicas de identificación molecular como las analizadas en el presente artículo (reacción en cadena 

de la polimerasa, técnica de captura de híbridos, southern dot y dot blot) permite clasificar y tipificar el virus del papiloma 
humano presente, para confirmar la asociación de algunas lesiones cervicales con tipos virales de alto y bajo grado, orien-
tando de manera significativa un diagnóstico más acertado frente a otros métodos de detección o tamización rutinaria. Sin 
embargo, la implementación de dichas técnicas como método paraclínico de rutina, sería poco asequible para las pacientes 
por su elevado costo. 

Introducción 

El virus del papiloma humano (VPH) pertenece 
a la familia "Papovaviridae" y ya se han identifi-
cado cerca de 100 tipos. Posee un tropismo por la 
citoqueratina que contienen las células epiteliales 
escamosas, a donde llega para integrar su ADN 
viral al ADN de la célula huésped. La infección 
causada por el VPH puede permanecer de forma 
episomal o integrada. En forma episomal el ADN 
viral permanece en el citoplasma como una mo-
lécula libre, circular, lo que significa el manteni-
miento de la infección sin producción del virus. 
En la forma integrada se produce la replicación 
del ADN viral conduciendo a la producción de 
viriones. 

La información genética se encuentra contenida 
en una molécula de ADN circular de doble cadena 
con 8.000 pares de bases aproximadamente. Presenta 
una cápside icosaédrica (Figura 1), compuesta de 72 
capsómeros con un diámetro de 55 nm, conformados 
por dos proteínas estructurales L1 y L2 que rodean 
el genoma. 
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Los VPH poseen una homología aproximada del 
90%. Estos contienen entre siete y nueve genes, que 
se clasifican en (E) y (L). Los primeros (El, E2, E4, 
E5, E6, E7) son de expresión temprana y están rela-
cionados con el control de la replicación y la expre-
sión de proteínas de transformación celular. El inicia 
la replicación y regula la trascripción del ADN viral. 
E2 es una proteína que funciona como reguladora en 
la transcripción de los genes E6 y E7. E4 se encuen-
tra asociada con la ruptura de la citoqueratina en la 
célula. E5 interactúa con los receptores del factor de 
crecimiento celular para producir mitogénesis. E6 y 
E7 se encuentran asociadas a la transformación ma-
ligna. La expresión continua de E6 y E7 es necesaria 
para mantener el estado proliferativo en las células. 
Los genes de expresión tardía L1 y L2 codifican 
proteínas estructurales, su expresión ocurre en la fase 
final para la producción de viriones. 

Los genomas de todos los tipos de VPH poseen 
un patrón de organización común, un filamento ADN 
que contiene dos marcos de lectura abiertos ORF 
"Open reading frames" o segmentos de codificación 
del gen, que codifican todas las proteínas virales. La 
ORF de la región temprana (E) codifica proteínas 
para la replicación viral y transformación celular. 
La región tardía (L) del genoma, contiene el ORF 
para L1 y L2 expresados en la fase de producción 
de nuevos virus. 
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Replicación viral 

Los genes Ll y E6 están separados por una región 
de ADN de 400 a 1000 pb, que varía dependiendo 
del tipo de VPH. Esta región no codifica ninguna 
proteína, pero contiene el origen "ori" secuencia de 
ADN donde se inicia la replicación viral. 

Fig.l. Microfotografía electrónica de transmisión. Se observan 
viriones del VPH en el epitelio cervical. (Cortesía del Dr. 
Gerzaín Rodríguez. ProfesorTitular y Maestro de la U. Nacional 
de Colombia; Investigador del Instituto Nacional de Salud. 

Bogotá, Colombia. 2004). 

Transcripción y síntesis de 
proteínas virales 

Los elementos que dirigen la expresión genética 
de estos virus se localizan en una región no codi-
ficadora, conocida como "LRC" región larga de 
control. La unión de estos sitios mediante varias 
proteínas celulares y virales, modula la transcripción 
viral y la replicación del ADN. 

Al inicio del ciclo viral interactúan factores celu-
lares con la LRC, promoviendo la transcripción tem-
prana de los oncogenes virales E6 y E7 encargados 
de regular la replicación viral, los cuales favorecen 
la división célular interrumpiendo los mecanismos 
regulatoríos celulares. El gen E6 degrada la proteí-
na supresora del tumor p53 y el gen E7 degrada la 
proteína p105 Rb+. 

La transcripción temprana produce un aumento 
de las proteínas virales El y E2, esenciales para la 

replicación viral. La presencia de la proteína E2 im-
pide la transcripción temprana de los genes E6 y E7 
y permite la unión a la proteína El, la cual promueve 
la replicación viral. 

Es entonces cuando la ORF que corresponde a los 
genes L1 y L2 produce las proteínas de la cápside 
viral, permitiendo la maduración de viriones en el 
estrato superior del epitelio. La no producción de 
proteína E2 causada por la ruptura del gen E2 durante 
el evento de integración del genoma, impide la pro-
gresión del ciclo viral y baja la producción de viriones 
iniciando la transcripción de los genes E6 y E7. 

Clasificación y asociación 
entre VPH y lesiones cervicales 

Se han establecido más de 100 tipos de VPH; 
dentro de estos cerca de 40 se han asociado a lesiones 
del tracto genital. Los tipos 6, 11, 30, 34, 40, 42, 43, 
44, 53, 55, 57 y 66 son denominados de bajo grado 
por estar presentes en condilomas y displasias leves. 
Los tipos 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 54, 56 y 
58 son considerados de alto grado, ya que han sido 
identificados en lesiones displásicas de alto grado 
"NIC II - III - Ca in situ" (Figura 2; Figura 3). 

Epidemiología 

Se estima que el cáncer cérvicovaginal causa 
alrededor de 500.000 muertes al año en el mundo. 
En Colombia donde la incidencia anual es de 23 por 
1000.000, es una de las causas principales de mor-
talidad en las mujeres. En los países en desarrollo, 
su incidencia llega hasta 40 por 100.000 mujeres. 
En la actualidad el cáncer cervical afecta principal-
mente mujeres jóvenes, con una incidencia global de 
400.000 casos nuevos diagnosticados cada año. Es de 
vital importancia continuar con la implementación de 
programas para la prevención del cáncer cervical. 

Técnicas de identificación 
molecular 

Las técnicas de identificación molecular per-
miten analizar las secuencias genómicas del ADN, 
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Fig. 2 Microfotografía electrónica de transmisión. Se observan 
viriones del VPH en el núcleo de una célula escamosa tipo 
intermedia, donde se ve vacuolización intranuclear. (Cortesía del 
Dr. Gerzaín Rodríguez. Pro fesorTitular y Maestro de la U. Nacional 
de Colombia; Investigador del Instituto Nacional de Salud. Bogotá, 
Colombia. 2004). 

Fig. 3 Microfotografía electrónica de transmisión. En el 
citoplasma de una célula escamosa tipo superficial se 
evidencian prolongaciones acompañadas de queratinización y 
estructuras víricas del VPH, acompañadas de vacuolizaciones 
intracitoplasmáticas. (Cortesía del Dr. Gerzaín Rodríguez. Profesor 
Titular y Maestro de la U. Nacional de Colombia; Investigador del 
Instituto Nacional de Salud. Bogotá, Colombia. 2004). 

logrando así grandes descubrimientos en el área de la 
medicina y en especial en la infección de los VPH en 
muestras citológicas y biopsias cervicovaginales. 

Southern blot: denominada también transferencia 
de Southern, basada en la extracción del ADN de 
la muestra fresca o conservada. Permite identificar 
tipos y subtipos, e informar sobre el estado episomal 
o integrado en que se halla el ADN viral. Es una  

técnica que detecta fragmentos de ADN, separados 
por tamaño mediante electroforesis en gel. Combina 
la separación electroforética del ADN con su trans-
ferencia a un soporte sólido o filtro de membrana 
para su hibridación. 

Metodológicamente, implica cinco etapas: separa-
ción electroforética, desnaturalización, transferencia, 
hibridación y detección. 

Dot blot: se utiliza para el estudio de ADN, direc-
tamente sobre una membrana de nitrocelulosa seguida 
de una hibridación con ADN marcado con fluoresceí-
na. Esta técnica inmoviliza preparaciones de ADN en 
sonda por medio de un soporte sólido (una membrana 
de nylon). La hibridación con la muestra en blanco 
permite estudiar la cantidad de secuencias blanco esti-
madas por señales de intensidad. Este método detecta 
siete tipos de VPH: 6, 11, 16, 18, 31, 33, 35. 

Reacción en cadena de la polimerasa (PCR): 
esta técnica consiste en crear copias adicionales de 
la secuencia deseada o segmento específico de ADN. 
Se realiza a través de ciclos repetidos de desnatura-
lización, hibridación y extensión. 

La combinación apropiada de los primeros para 
PCR facilita la detección de VPH en lesiones intrae-
piteliales. Los primers más empleados en la identifi-
cación del virus son MY9 — MY11 /GPS /Gp6, estos 
amplifican un amplio espectro de genotipos de VPH 
en muestras cervicovaginales y detectan similares 
tipos de VPH. 

La detección de un tipo específico de ADN VPH 
es muy importante para la definición de la historia 
natural de la infección por VPH. Los primers MY9 
— MY11 han sido usados predominantemente en 
estudios epidemiológicos originados en Norteamé-
rica, Suramérica y Asia, mientras los GP5/GP6 son 
primers empleados en Europa. 

De todas formas, debe buscarse el diagnóstico 
acertado empleando técnicas como PCR que per-
mitan identificar y genotipificar con mayor acierto 
el tipo de infección viral. 
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Captura de híbridos: la "HCT técnica de captura 
de híbridos" utiliza unas sondas de ARN específicas 
para diferentes tipos de VPH y empleando la hibri-
dación busca blancos de ADN complementarios a 
la secuencia de ARN específica. Ha sido diseñada 
para detectar grupos virales, por lo que se puede 
aplicar para la búsqueda de grupos de virus de bajo 
o de alto riesgo. 

Existen versiones mejoradas de la técnica de 
captura de híbridos tales como: 

• Técnica de captura de híbridos I (HCT I) 
• Técnica de captura de híbridos II (HCT II) 
• Técnica de captura de y híbridos III (HCT III) 

Técnica de captura de híbridos (HCT 1) en tubos: 
la muestra del paciente contiene ADN viral, esta se 
desnaturaliza y la cadena ADN sencilla se hibridiza 
en una solución mixta de ARN, que contiene 14 tipos 
virales; 5 de bajo riesgo (6, 11, 42, 43 y 44) y 9 de 
alto riesgo (16, 18, 31, 33, 35, 45, 51, 52, 56). 

Técnica de captura de híbridos (HCT H) micro-
placa: en la captura de híbridos HCT II se utiliza 
una placa de microtítulo en cinta desprendible y 
cuatro sondas adicionales para tipos de VPH de alto 
riesgo. Puede detectar 13 diferentes tipos de VPH 
carcinógenos (tipos 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 
52, 56, 58, 59 y 68) que representan virtualmente 
todos los tipos de VPH importantes que causan 
cáncer. 

La HCT suministra suficiente ayuda diagnóstica 
para la rápida detección de VPH en muestras cer-
vicales, esto permite la identificación de un amplio 
índice de tipos de VPH, logrando así la distinción 
de uno especifico de alto a bajo grado. 

El uso en la clínica de esta técnica para la detec-
ción del VPH es útil para identificar pacientes con 
citologías que presenten cambios displásicos que 
impliquen riesgo de desarrollar un cáncer cervical. 
Algunos autores sugieren que la HCT puede ser usa-
da en combinación con la citología cervicovaginal  

en la tamización o programas para la prevención del 
cáncer cervical, suministrando información más pre-
cisa acerca del estado del tracto genital femenino. 
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