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r ALLA DE ORIGEN 
INTRODUCCIÓN 

Las modernas técnicas de blologla molecular han demostrado la participación de 

los VPH en la patogénesls del cáncer en las diferentes localizaciones del cuerpo 

humano, Incluyendo neoplasias de mucosa bucal, cabeza y cuello. El 

epiteliotroplsmo viral permite el desarrollo y proliferación del virión en cualquier 

epitelio. EÍ diagnóstico directo del ADN de HPV ha cobrado importancia dado que 

el virus no necesariamente debe estar intacto para Inducir la enfermedad, además 

puede permanecer como ll)fecclqn latente en la célula hospedera y manifestarse 

ta;rdlamente. 

Los resultados obtenidos han determinado la identificación de los mecanismos 

moleculares que lo presentan como el virus de mayor potencial oncogénico. Cada 

tipo especifico viral tiene su propio comportamiento molecular y de Interacción 

celular por lo que en todos los casos se vuelve de importancia fundamental la 

identificación del genotipo .La detec_s~ó_n, .~e ,secuencias genómicas de HPV se 

basa e~p~cialmente en la ~!11Piificación .~e .. secuenclas virales blanco por PCR o en 

la hibridización (y las , técl)icas derivadas de éstos) las limitaciones de éstos 
• . • . ,- •. "' '. f ~. • 

métodos estál) dadas Por. su se.11iii?ilidad, utilidad cllnica, complejidad, fiabjlidad, 

facilidad de ~jec.uciÓn y d
0

i~p_o¡iibi~cÍ~d ~on:ier~i¡¡I. .•. 
•• • • ~ • ' '. fo. • • • • 

Las metodologlas utiliza~!!~.~~-:i~ri. cjifer~ntes y cada una de ellas. posee! ·su 

significante imp'.'lcto desde el punto de vista de sensibilidad y/o espe~ificida.d En 

los últimos años se han unificado criterio.s metodológicos para su diagn_óstlco y 

fundamentalmente para su tipificación. Recientemente de ha des~'.rollado un 

sistema diagnóstico que identifica la presencia de ADN del virus denominado 

Captura Hlbrida de segunda generación, éste es el único sistema disponible que, 

sin amplificación previa del ADN v!Jal, es capaz de diagnosticar la infección con 

pequeñas cantidades de muestra. l?.!ológica. J\Plicable por su sencillez y eficacia a 

la identificación del virus papiloina.humano en mucosa bucal. 

. :> ;~;~~~-~·:·:.· .1·; 



ANTECEDENTES 

En 1925, Buschke A y Loweistein D. describieron un tumor peculiar del área 

genital, verrucoso, bien diferenciado con caracterlsticas de condiloma acuminado, 

ésta lesión finalmente se trans.formaba en. tumor maligno 7 • 

En 1933 Shope R. aisló el primer virus papiloma· de lesi.ones papilomatosas en piel 

de conejos, estudió también. el ~ánce~:.cie -esófago en bovinos en donde se ha 

identificado al papiloma vir'lis bovino tipo 4 .; Éstos virus son epite.liotróplcos y su 

genoma mide aproximád~rileríte' 8 kilCJbases de lon~itud con un peso molecular de 

5 x 106 daltons. 7• 13 • · - · • · · 

Presentan una cápslde icosahédrlca .·compuesta. de. 72. cap~ó~eros ·.·.-con .. un 

diámetro de 52-55 n~ rCÍdeado el genoma de DNA y conforr'ii~d6 'pÓr dos , __ . ", .. -,~_,,.--; .. , -" ' 

proteinas mayores de la cáp~id~ : 1.\ y L2. 1• 
7

• 
13 

El VPH exhibe un alto grado de tr~pismo por el epitelio ~~~amosb en diferentes 

regiones corporales. Es posible que -las diferencias en 'ia cÚstribuciÓn de los 

receptores para el VPH en dichas células sea un factor importante para - la 

presencia restringida de tipos especlficos de VPH, sin embargo los elementos más 

importantes que determinan la especificidad de los virus son los factores de 

transcripción producidos por las células hospederas. La expresión de los genes- de

los diferentes tipos de VPH la regulan de manera estricta y especifica factores de 

transcripción, como AP-1, el factor especifico de queratinocitos, NF-1/CTF, CEFI, 

CEFll y TEFI y algunos factores de origen hormonal 2 

La naturaleza de las verrugas humanas se conoce desde 1907 cuando Ciuffo G. 

estableció la etiologla viral de estas lesiones, pero sólo desde hace poco .tiempo 

con el advenimiento de la virologia molecular, el virus causal está 'siendo 

estudiado. 1 

Actualmente los métodos proporcionados por la Biologla Molecular y la Tecnologfa 

de Recombinación demuestran ser útiles en la detección de m¡;¡terlal_ genético de 

los virus relacionados con el cáncer éomo el virus del papiloma humano· 3 
- -

6 



Hasta fines de la década de los años 60, se crela que todas las lesiones 

verrugosas de piel y mue.osas, ya sea condilomatosas o planas juveniles, eran 

causadas por un sólo tipo de HPV y que las diferencias en su aspecto clinico 

morfológico se deblan a su localización. Las técnicas de hibridación molecular han 

permitido caracterizar el DNA de diferentes tipos de HPV, en base al estudio de su 

organización genética y secuencias nucleotldicas e identificarlos en muestras 

clinicas, independientemente de la diferenciación celular o del grado de severidad 

de la lesión 3 

Spielgman inventó la técnica de hibridación de ácidos nucleicos sobre filtros de 

nitrocelulosa. En 1975 Southern E. disei'\a una técnica pilar de la ingenlerla 

genética; las endonucleasas de restricción y las sondas o rastreadores 

moleculares. La técnica llamada Southern blot de transferencia de ADN desde los 

geles donde se ha hecho la electroforesis a un filtro de nitrocelulosa, lleva el 

apellido de su Inventor, además de significar en inglés, -hacia el sur"" . En broma 

se bautizó a la técnica para transferir ARN Northern blot y a la que. transfiere 

protelnas Western blot . La palabra blot podrla traducirse como secante; pues el 

filtro de nitrocelulosa absorbe el ADN del gel como un papel secante.8 

Se ha demostrado el valor de la detección del DNA del HPV de alto ries.go ~DNA 
HPV testing" como método complementario de diagnóstico_moléé.~~a·r.~.- "~"-'-~"'e'=-· 

La diferencia entre las técnicas de hibridación que se utilizan actuálm~nteradican 
en las caracterlsticas de las muestras a estudiar (células· o tejid~s. frescos· o 

fijados, parafinados o congelados), necesidad de extracción del DNA. información 

que brindan, sensibilidad y especificidad.3 

La Hibridación in situ de fluorescencia (FISH) es más rápida que el Dot - Blot ya 

que no se realiza la extracción de DNA. Es poco especifica, pero es útil para 

estudiar con gran número de muestras. La hibridación "in situ" es una técnica 

relativamente rápida y accesible a los laboratorios de diagnóstico; en este caso, se 

obtiene una coloración especifica en los núcleos positivos, fácilmente observable 

en un microscopio óptico de rutina.6 

7 



La experiencia del laboratorio es fundamental para obtener resultados fiables 

(sobre todo en el caso de las técnicas de PCR). Los métodos clásicos de 

diagnóstico vlrico, como la microscopia electrónica, los cultivos celulares y ciertos 

métodos inmunológicos, no son adecuados para la detección del VPH. Este virus 

no puede cultivarse en cultivos celulares~ El método estable~ldo para la detección 

vi rica sistemática es la hibridación de ácidos nucleicos:.ª 

- Ensayo de captura de hlbridos en mlcroplaca (HC 11). 

- Reacción en cadena de la polimerasa = PCR 
. ' ·: ' ·'·'. 

En los últimos 20 años, los al/anees en el conocimiento de la Virología molecular, 

se han producido c~mo co~secu.encía del desarrollo de la lngenierí~ Genética y de 

los métodos de cllagnóstlco molecular.6 

Además d~·'1as té~nlcas del laboratorio clínico existen hoy en dla métodos 

moleculares para la detección del VPH. La captura de híbridos se basa en la 

formaC:ión de híbridos de moléculas de DNA viral con sondas especificas de RNA, 

estos · hlbridos se exponen al reconocimiento de anticuerpos especialmente 

diseñados. y que se encuentran acoplados a moléculas coloridas, las que son 

finalmente detectadas en un luminómetro. La captura de hibridos ha sido diseñada 

para detectar grupos virales, por lo que se puede aplicar para la búsqueda de 

grupos de virus de bajo riesgo o de alto riesgo.6 

8 



1.- BASES MOLECULARES FUNDAMENTALES 

ÁCIDOS NUCLEICOS 

Los ácidos nucleicos son macromoléculas de suma importancia biológica. Todos 

los organismos vivos contienen ácidos nucleicos en forma de ácido 

desoxirribonucleico (ADN) y ácido ribonucleico (ARN). Algunos virus solo 

contienen ADN, mientras que otros contienen ARN. 17 

El ADN constituye el depósito fundamental de la información genética .. Esta 

información es copiada o transcripta en las moléculas de ARN , éuyá~- secú~ricias 
de nucleótidos contienen el código para las secúenciás 'especificas de 

aminoácidos, entonces se produce la slntesis de _las< protelnas, '~~ 1 un ·:proceso 

llamado transducción del ARN. Esta serle ·d~ fenó~enos IÍ~ r~cibicl&'~lnombre de 

"dogma central de Ja biologfa molecular ~e:¡~~ puecie i~surilir~e de>i~ siguiente 

manera: 

Transcripción Transducción 
ADN '------,> ARN 

Los ácidos nucleicos están - formados por un azúcar (pentosa). una base 

nitrogenada (purina o pirimldina) y ácido _fosfórico. 17 

La hidrólisis del ADN o de ARN genera: 

Pentosa 

Bases 
r Purinas 
~ Pirimidinas 

L 
Ácido fosfórico 

ADN -

-· desoxlrribosa 

adenina-guani~a 
timina-citosina 

P04 H 3 

N~DIBO ~a V11VA 
NO:J SIS3J. 

ARN 

ribosa 

adenina-guanina 
uracilo-citosina 

9 



Una molécula de ácido nucleico es un polimero lineal en el cual los monómeros 

son nucleótidos que están ligados por medio de uniones fosfodiéster. Éstas 

uniones ligan al carbono 3· de la pentosa de un nucleótido con carbono s· de la 

pentosa del nucleótido adyacente. En consecuencia el eje de un ácido nucleico 

está formado por pentosas y fosfatos y las bases nitrogenadas están unidas a las 

pentosas del eje. El extremo de la molécula que contiene la pentosa con el 

(carbono)C S'libre se llama extremo s·y el que posee la pentosa extremo 3'. 17 

El ácido fosfórico utiliza dos de sus tres grupos ácidos en las uniones 3', s·
diéster. El grupo restante confiere al pollnÚcleótido sus propiedades ácidas y 

permite que las moléculas forme uniones iónicas con proteínas básicas llamadas 

histonas con las que forma un complejo núcleo proteico. denominado cromatina. 

Dicho grupo ácido libre también hace que los ácidos nucleicos sean basófllos. 17 

Las pentosas son de dos tipos: ribosa en el ARN y desoxirribosa en el ADN. LA 

única diferencia entre dos azúcares es que la desoxirribosa tiene un átomo menos 

de oxigeno. Se puede utilizar una reacción especifica para la desoxirribosa, 

llamada reacción de Fulgen para visualizar el ADN con el microscopio óptico. 17 

Las bases que se encuentran en los ácidos nucleicos son también de dos tipos; 

pirimidinas y purinas. Las plrimidinas poseen un anillo heteroclclico mientras que 

las purinas tienen dos anillos fusionados. En el ADN · 1as pirimidinas son la timina 

(T) y la citosina (C) y las purinas son la adenina (A) y la guanina (G) . El ARN 

contiene uracilo (U) en lugar de timina. La diferencia de las bases pirimldicas 

permite usar timidita radiactiva como marcador especifico del ADN y Úrldlna 

radiactiva para el ARN. Las bases heteroclclicas absorben luz ultrávioleta a 260 

nm. La combinación de una base más una pentosa (sin el fosfato) con.stituye un 

nucleósido, por ejemplo adenina + ribosa = adenosina . Finalment~·ade.nosina 
monofosfato (AMP), adenosina difosfato y trifosfato son ejemplos de nucleótidos. 17 

Además de actuar como bloques en la edificación de los ácido~· nucleic~s. los 

nucleótidos son utilizados para depositar y transferir energla q~'1..;,ié:a.· Cuando se 

produce la hidrólisis de estas uniones la energla liberada puede s.er usadá por la 

10 



célula par.a realizar sus funciones. El ADN se encuentra en tos organismos vivos 

como moléculas lineales de muy atto peso molecular. 

Toda tá Información genética de un organismo vivo se encuentra acumulada en la 

secuencia lineal ,el~ las cuatrobases del ácido nucleico. La estructura primaria de 

todas las pr~t~lná~ (secuencias de sus 20 aminoácidos) debe estar codificada por 

un alfabeto de cuatro tetras ( A, T, G, C) . 

TESIS CON 
FALLA DE ORIGEN 

3' 
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Es un polímero, es decir; una larga cadena de monómeros unidos entre si. Cada 

monómero en el ADN es un nucleótido que está constituido por tres componentes: 

una base nitrogenada, una pentosa y una molécula de ácido fosfórico. 8 

La molécula de ADN está formada por dos cadenas de ácidos nucleicos 

helicoidales con giro a la derecha, que compone una doble hélice alrededor de un 

mismo· eje central. Las dos cadenas son antiparalelas, es decir su uniones son 

3',5 'fosfodiéster siguen direcciones opuestas, además las bases están situadas 

en el interior de la hélice en un piano helicoidal. Ambas cadenas se hallan unidas 

por medio de puentes hidrógeno establecidas en pares de bases.8
• 

17 

Puesto que entre dos pentosas de las cadenas opuestas existe una distancia fija , 

sólo ciertos pares de bases pueden darse dentro de la estructura.Los únicos pares 

posibles son: A -T, T-A, C-G y G-C. Entre la A y la T se forman dos puentes de 

hidrógeno y entre las C y G , tres puentes, el par C-G es más estable que el par 

Ay T. Junto los enlaces de hidrógeno, las interacciones hidrofóbicas entre las 

bases mantienen estabilizada la cadena. 17 

Fig. 2 

ESTRUCTURA DEL l\DN 

BASES 

TESIS CON 
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- Bases nitrogenadas 

Las bases nitrogenadas ; adenina, guanina, citosina, limlna y uraciio son las 

bases encontradas en el ADN y en el ARN. Suelen nombrarse con sus iniciales A, 

G, e, T y u. En el ADN hay A,G,C y T. 

La adenina y la guanina son bases púricas constiÍulcfas· por 'dos anillo~. La citoslna 

y timlna son bases purimldicas de menor.ileso'mol~c~la'r, constituld_os por un solo 

anillo. Ambos tipos de bases contie~·en v~rio~dobl~s enia~es y los átomos de 

hidrógeno, de modo que las bases pueden ·~xlstir·indifeirentes formas llamadas 

tautoméricas dependiendo de la coloC:acióll ·relativa de los dobles enlaces· y los 

átomos de hidrógeno. 17 

H.Cd-',CJ-cc:- H.,.N,H 

tlmlna . ' (JQ"" · · • H - I adenlna 

/ 'Ó .... ......___ 
Fig. 3 

- Pentosa 

El segundo componente es una molécula de azúcar de cinco carbonos. Las pentosas pueden 

existir en forma de cadena lineal extendida o en anillo, aunque tanto en el ADN como el 

ARN se encuentra el anillo . En el ADN la pentosa es la 2'desoxirribosa y en el ARN 

ribosa. La diferencia entre ambas reside en que el carbono en posición 2· grupo hidroxilo (-

01-1) está sustituido por un átomo de hidrógeno(-H). En el azúcar los átomos de carbono se 

numeran l ',2'comenzando por el carbono del grupo carbonilo (-C=O) de un extremo de la 

cadena. Los átomos de carbono se numeran l. 2 para distinguirlos de los carbonos de 

azücnr 1 ·~ 2' 17 

TESIS CON 
FALLA DE ORIGEN 13 



11.-VIRUS 
v· . 

• • • . . ····~·~.· . /. (,.~";"• . . : ,,, ~·· .. . . . . '-.. ·"'' -~~. . ····· .. • • • 

nena" 

TESIS CON 
FALLA DE ORIGEN 

Los virus son partlcuias infecciosas muy pequeñas, parásitos genéticos 

obligados que carecen de organelos y metabolismo propio por lo que para su 

reproducción dependen por completo de los sistemas de replicación y expresión 

genética de sus huéspedes para poder realizar la suya propia.8
• 

15 

Contienen ADN o ARN con · 1a información necesaria para reproducirse pero 

carecen la mayoria de las veces de las polimerasas o ribosomas para realizar su 

propia replicación o sintesis de proteínas. Tienen un cromosoma de ADN o ARN 

con unos pocos nucieÓtidos ::q~~ es pequeño comparado con el de los 

eucariotas. Debido a -esto s·e llegan a conocer en su totalidad gen a gen, 

nucleótido a nucleótido, además pueden obtenerse cientos de miles de 

descendientes tras algunos experimentos.8
•
15 

ESTRUCTURA 
Los virus consisten en un genoma de ácido nucleico rodeado por. una cápside 

viral, algunas veces encerrada en una envoltura ; a ésto se le llama virión o 

partícula viral9
• 

14
· 

15 

El tamaño se mide en nanómetros(nm). y los viriones de_ irnpoi:tancia cllnica 

'<.''~-~"<~~(/::' . -~-~ ·-~"" ;,'/---" oscilan desde 18 a 300 nm 9 
,,,, 

:; \;~: 

El virión puede contener enzimas esenciales o accesoria~ , asl cómo proteinas 

que asociadas al genoma form~n 1á' nucli;;oéáp~idé. El ~eno;¡.;a~o~~is'té en ADN 

ó ARN. El ADN puede ser bicatén~rio C>'~~noé~í~n~~io; 1in~a1 6 éi;6u1ar. El ARN 

puede ser sentido - -·positivo · --·ccomo ARNÍTi>. -. negativo, "ti1cátenaiio º 

14 



ambisentido. 9 · 15La · capa exterior cápside( .del· griego capsa, caja) ó envoltura 

proporcionan recubrimiento, protección y sirven ·como vehículo de transporte 

para la transmisión del.virus. La cápside es una estructura rígida, formada por 

capsómeros y éstos a su vez formados por protámeros; subunidades proteicas 

capaces de soportar factores ·ambientales desfavorables.9
· 1

5 

La disposición de la nui::iecicápside en el espacio nos da la ~imeÍria viral y de 

acuerdo con ello se· obs~rvan. distintos tipos; simetria helicoid~I (cilíndrica 

extendida o enrollada en si misma), icosaédrica (aspecto de poliedro con veinte 

caras triangulares, 30aristas, 12 vértices y tres ejes 

de simetría) bfnaria(en un mismo virus dos simetrfas)o compleja(ovoides, 

esféricos o pleomórficos). 15 

La envoltura es una membrana compuesta de lfpidos, proteínas Y. 

glucoprotefnas;· · los virus con envoltura deben permanecer húmedos y se 

transmiten de modo habitual a través de fiufdos, gotitas respiratorias, sangre y 

tejidos.9 

En la envoltura se encuentran proyecciones, espiculas o peplómeros que sirven 

de fijación, pueden unirse a glóbulos rojos y provocar aglutinación( in vitro) 15 

@ -
. 
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CLASIFICACIÓN 

Los virus se clasifican. de acuerdo a : .1) su genoma de ácido nucleico(ARN -

ADN monocatenario/bicatenario) 2) la presencia de un envoltorio y 3) la 

morfologla de la cápside viral ~ 4 • 15 

INTERACCIÓN VÍRUS~CÉLULA 

- Fijación 

La primera etapa de Ja infección vlrica es Ja fijación del virión a Ja célula objetivo, 

varias estructuras de la superficie celular pueden actuar como receptores para 

ellos o bien la entrada del virus puede estar orientada hacia .células específicas 

(tropismo celular) éste determina la enfermedad clínica órgano especifica 14
•
15 

Una vez fijados a la superficie celular, los viru~· tienen que entrar~ al citoplasma 

celular para que puedan denudarse y liberar el·· ácido·· nucleico. Los ·virus 

envueltos consiguen esto por medio de la fusión tras la endocitosis mediada por 

receptores 14 

/ 
! 

/---
/ 

Clcio lltlco lrtd¡,ccoonalcldolltlco 

Fig. 5 
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-Replicación viral 

Una vez que ei'virus ha entrado en una célula y ha liberado su genoma, necesita 

expresar los genes virales y replicar su ácido nucleico, la estrategia para esto 

depende de la naturaleza del virus 14 

La célula Infectada proporciona los sustratos, la energla y la maquinaria 

necesaria para la slntesls de protelnas vlrlcas y la replicación del ger:icirna. La 

competencia entre el virus y la célula por la maqUinaria biosintética determinan el 

destino de la célula y Ja naturaleza de la infección virica; Ja sintesls de 

macromoléculas vlricas continúa al ensamblaje y Ja liberación de Ja progenie 

vlrica; todos los virus fabrican ARNm y proteinas para generar una copia idéntica 

de su genoma.9
•
15 
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-Transcripción 

Una vez introducido el genoma vfrico deben ser transcrito en ARN mensajeros 

funcionales capaces de unirse a Jos ribosomas y ser traducidos en protefnas 

tempranas, éstas detienen el metabolismo celular para permitir fa multiplicación 

viral. Luego se producen las prÓtefnas clestinadas a la sf~tesis y procesamiento 

del ácido nucleico y por Último· f~s tardra°éq~eforr:rian fa estrucitura y se unen al 

genoma . El medio por. el que'c~da~virÜs r~áhia éstos pasos dependé de fa 

estructura del genoma~ del IÚga~ de ~~~flca~ló·n 9:1~·15 •.. ·· .. . ' . .,_ ' - . . ~· ., ' - ·- -··· -' .. ' ' . -- - - . ,_ 

La maquinaria p~ra la. transcripción y el' pr~cesami~?to deARNm •se encuentra 

en el ~úcfeo; los .. ;,¡~us:/~~.{AoN: ~Jec!e~~~p~ove~ha/ la. AÓN polimérasa ·" 

dependiente . del :ADN ,'y otras •enzimas :paraAabricár ARN., Leís virus . que ·se 

multiplican en el citopl~~ma d~be'n r~'a'1iza/porell~s in1~~ii~ é~tas fülÍcióñes 9 •.
15 

Los virus de ARN deben. c6cllficar ~nzlitia~ nec~s~ri~~;pa'ra i~";r~~lica~ión· y 

transcripción puesto que _fa célula carece.cié medios pa'~a ~;¡pflc~rARN -~ • · 

La replicación del virus puede Iniciar cambios en las•cé11Jias.\iue conducen a 

histolisis o cambios en propiedades funcionales ó. •en· la~ cáracterfstié:as 

antigénicas de fa célula. Los efectos sobre las células pu~d~n'deil:>~r~e a _la 

utilización por parte del virus de fa maquinaria para sfntesis de macr6moléculas, 

a fa acumulación de proteinas o partículas vfricas o modificación ·estructural 

celular como la incorporación de glucoproteinas en las membranas. 

,- ·--------------. 
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-Ensamblaje y liberación 

La unión se lleva a cabo en el citoplasma o en el núcleo, finalmente los virus son 

trasladados a través del citoplasma en vesÍculas qué se fusi~nan con la 

membrana celular y finalmente salen' de í~·céJula .. En 1'os vir~s sin erivoltura se 

produce lisis de Ja célula. Cuando 1a' m·aduÍació'n es'coní~Jet~' 1icéJÚJa púede sufrir 

distintos efectos; de ser virus mCÍdeíad;,s () at~f;.lp~·r~dos iacéJÜI~ n~ se ve 

alterada, pero si la maduración no fu~ ~oiliiiiet~ eñÍon~es se hal:ÍÍ~ c:I~ infección 

abortiva. 15 

Cuando Jos virus no se liberan y p~~~ist~~e~ ~1}~teriord~ Ja ~é1u1a'. pfoducen 

transformaciones en ella. Éstos sC>ri. virus on.cogénico~ 15 ~ 

PATOGENIA VIRJCA 

El virus entra al organismo a través ele' fisuras en'la 'J)iel,o en las membranas 

muco-epiteliales exlsientes en J~s orifici~s. corprir~les ('djo~· •• tracto respiratorio, 

boca, genitales y tracto gastrointestinal) • Una vez dentro del organis~o; el virus 

se replica encélul~s rec~ptores especificas y tien~~ un~ rna'quinaria .blosintética 

apropiada. Los sintomas pueden acompañars~ o no de replica~ión virica en el 

foco primario. El virus puede multiplicarse y perman~C::er'er"l:el ~iti¿ p~imario o 

diseminarse a otros tejidos por medio del torrente sángÚlneo;-' el~llirl.15 puede 

alcanzar el torrente linfátlco o sangulneo, Iras i~du~i~· l~~iÓn c~lular por 

fagocitosis o mediante transporte de activos. Much~s vlr~~.:iri'fectan y son 

transportados por las células muco-epiteliales de la orofa;Íng~··}:1~s tractos 

gastrointestinal. vaginal y anal.9•
15 

El periodo inicial se conoce como pródromo o periodo de incubación; durante éste 

periodo el virus se multiplica antes de alcanzar el tejido diana o inducir lesión 

suficiente para que aparezcan los slntomas. El periodo es relativamente corto si la 

1ntecc1on en el toco primario produce los slntomas caracteristicos de la 

enfermedad. 9 
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Las enfermedades pueden ser aparentes o inaparentes y. producir enfermedad 

aguda o crónica. Las infecciones in aparentes se detectan· por la presencia de 

anticuerpos especificas contra el virus. La susceptibilidad del individuo y la 

gravedad de la enfermedad dependen de factores como nivel de exposición, 

estado inmune, salud general, dosis del virus y caracterlsticas genéticas tanto del 

virus como del huésped.9
·
15 

La infección viral de una célula puede conducir a tres resultados; infección 

fracasada (infección abortiva) , muerte celular (infección lltica) o multiplicación 

vlrica sin muerte celular (infección persistente no lltica) . Las infecciones 

persistentes pueden ser crónicas, latentes, recurrentes y transformadoras 

(inmortalizadas).La naturaleza de la infección está determinada por las 

caracterlsticas tanto del virus como de las células. Una célula no permisiva no 

permitirá la replicación de un tipo o cepa particular de virus .Una célula permisiva 

proporcionará la maquinaria biosintétca necesaria para permitir el . ciclo 

replicativo completo del virus. Una célula semipermisiva puede ser muy ineficaz_ 

o permitir algunas pero no todas las fases vlricas de la replicación vlrica.9 

Cuando el virus Infecta una células sin matarla se produce una Infección 

persistente . En la infecC:ión persistente productiva; los virus de la progenie 

salen de la célula sin causar daño aparente por exocitosis o gemación a través 

de la membrana plasmática. Se produce una Infección latente cuando un virus 

ADN infecta células que carecen de la maquinaria necesaria para transcribir 

todos los genes vlricos ( o que no permiten su uso por el virus) . Los factores de 

transcripción especlficos requeridos por un virus quizá se expresen sólo en 

determinados tejidos por células en fase de reproducción , pero no por las que 

están en fase de reposo o Iras la inducción por hormonas o ciloquinas.9 
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VIRUSADN 

La transcripción de .. éstos virus ocurre en el núcleo; utilizan polimerasas y 

enzimas de las células huéspedes para la slntesis de',t.,RN vlrico. La slntesis de 
•. - ·- - . 

ADN y ARNm vi ricos se. pueden· potenciar al. acelerár. el ·crecimiento de las 

células o aumentar el nÜmero de plantiilasADN · pafa' la transé;ipción después· de 

la replicación del genoma. La transc'ripción cl~,los genes vlricos está reguláda 

por 1a interacción de '1a proteína de Llº'ó;, a1 AoN cone1eménios fac1,11tadores y 

potencializadores víricos presentes en. el genoma vi rico; é.stos tienen secuencias. 

similares para permitir la unióri .de lo~factoré~ de acÍivaciÓn de¡~ IÍ~n~éíipción 
celulares y la ARN polimerasa cl~peridiente del ADN. 9 

Se transcriben primero ARNni 'pa~a productos genéticos pre6oces'(proíéín~sno 
_ ••• , ... - • ' • • • ' •• ,, • '> ,• ' ' ~ • 

estructurales) que son con. frecuencia proteínas y erizimastrélaclori.adas con ' 

ADN, Incluyendo poliméras~s. La replicación del genoma sÚel~f'! Ini~iar, u¡;-a .· 

transición a la transcripción de productos génicos tardlos/éstcis:téodifican 

proteínas estructurales; Los' genes víÍicos recién repllcados''propo~~l~ñari 'ri~ev~s , 
plantillas que amplific~n la slntesis de ARNm de los ge'~es·,¡'~¡~¡p~:f.:ci~.:nás 
pueden ser transcritos desde cualquiera de las cadenas· del genoma'.:y.en 

.. ·. ·-- ·11o··· -· -

direcciones opuestas. Por ·ejemplo; los genes precoces :y'darciro·s,.de. los· 

Papovavirus y' adenovirus ·.,son transcritos' inicialmente como Á~N lar~i~·.~artir 
de un solo promotor y después son procesados para producir .varis ·ARN de 

secuencias intermedias (intrones). 9•
14 

Las polimerasas víricas son· más rápidas pero menos precisas . que la·s: del 

huésped, lo que. causa Úna tasa de mutación alta en los virus'. Los ~i~us ÁDN 

mayores pueden proporcionar enzimas y otras protelnas qu~·~stirii'u1á11 el 

crecimiento celular y aumentan la cantidad de dexosrribonucleicos,·'co¡,:;o el E7 

de los papilomavirus.9
• 

14 
· 

Las protelnas tc~lulares indispensables para el contro.1 

consecuencia.es.la división celular descontrolada y la transformación neoplásica. 

21 



Muchos de los primeros genes expresados por casi todos los virus de ADN 

durante la infección poseen características similares. No sólo activan genes 

virales precoces y tardíos, sino que también regulan la expresión génica celular 

con el fin de optimizar el medio celular para la producción del virus. 14 
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Fig.8 

Algunos virus ADN y retrovirus establecen infecciones persistentes que pueden 

estimular el crecimiento celular incontrolado causando transformación o 

inmortalización de la célula. Las características de las células transformadas 

incluyen crecimiento continuado sin senescencia, alteraciones en la morfología 

y metabolismo celulares, aumento en la tasa de crecimiento celular y del 

transporte de azúcares, pérdida de Inhibición del crecimiento por contacto con 

otras células y capacidad para crecer en suspensión o en agar semisólido.15 

Los virus tiene diferentes mecanismos para inmortalizar a las células; 

favoreciendo o proporcionando genes estimuladores del crecimiento o mediante 

la eliminación de mecanismos de subescisión intrínsecos que normalmente 

limitan la síntesis de ADN y el crecimiento celular. La inmortalización ocurre en 

células semipermislvas que sólo expresan los genes víricos precoces. La 

¡' --·----·---------¡ 
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sintesis de ADN virico y la progresión hasta la fase tardia de sintesis de ARNm y 

proteinas suelen causar muerte celular 1o:qué im.pide la· inmortalización . 15
• 1

6 

La transformación vi rica es . el prirn'er pasó p~r~ no resulta suficiente para la 

oncogénesis y la formación \Íel tumor." Las .cé1'u1~s inmortalizadas experimentan 

mayor riesgo que las no,rrnales.Ae.'.a~umular otras mutaciones o reagrupaciones 

crornosómicas .en el trans.éursó·:del Uernpó, ·lo que favorece el desarrollo de 

células tumor~les: asi .111¡~~() 'é~tá~ células . se muestran más susceptibles a 
. - . ... . - .,.. ' .,- . ~ l . .-.- ' - . 

cofactores y promotores tumorales, lo qUe facilita la formación neoplásica. 

Aproxirnadarn~nÍ~.é1.'1s%~d~l 'cáncer ~urna~o se relaciona virus oncogénicos 

corno el viru~ d~ Ja·h~patiÚs. B, el p~pÚoma virus 16 y 18, el virus herpes simple 

tipo 2yeí111rusEp~t~1~:8~rr.~ª••·· . . . 

Existe una.)rítima ; relación. entre la expresión. de los genomas de la célula 
·. .. . .. ~- _.·";. ; ~-· -.. «·:'~::_ .. ··:.-:-,o·:--: ··,..:e_: •. -. - :· . : .. : •. . • : • - - , ,, , . • 

huéspecj Y. e;J vlr,us:j;;i que sé requiere' de ambos para la formación y desarrollo 

de tumores malignos: Algu'rios patrones familiares se han asociado a ciertas 

formas de rie'oplasl~~. ~derná~ de Jos factores genéticos el envejecimiento en el 

huésped de~e,:npel'Ía· una función importante en la susceptibilidad de las células 

a los virus cíílcogénicÓs. 16 

Muchos virus tienen una molécula de ADN circular que se identifica con el 

microscopio elec!lónico corno una estructura superenrollada; el cual es negativo , 

lo cual hace que la estructura del ADN se encuentre bajo tensión. Éste fenómeno 

se produce por un relativo número de vueltas negativas en la doble hélice del ADN 

circular. En el ADN de superenrollamiento el número de 10 pares de bases por 

cada vuelta de hélice, la hélice da una vuelta cada 10.5 nucleótidos.'5•16 
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111.-VIRUS PAPILOMA HUMANO 

El virus del papiloma humano pertenece al grupo de Papovaviridae en el que 

están varios virus que infectan tanto a los animales como al hombre produciendo 

lesiones neoplásicas. Se encuentran en un grupo heterogéneo cuyos diversos 

genotipos son capaces de producir lesiones en la piel y las mucosas: en la 

actualidad se sabe que su patrón de crecimiento depende no solamente de su 

genoma, sino de las condiciones del tejido infectado7 9 

Los virus papiloma humano (VPH) son patógenos epiteliales que infectan los 

queratinocitos de distintos lugares del cuerpo humano. La mayorla de las 

infecciones inducidas por VPH son auto-llmitantes y espontáneamente 

desaparecen en meses o pocos años; es posible que en algunas personas el DNA 

viral persista, con niveles de carga viral muy baja en el epitelio por largos periodos 

de tiempo. Estas infecciones pueden reactivarse a lo largo de la vida o cuando se 

produce una disminución de las defensas inmunológicas7
•
9 
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ESTRUCTURA 

Son un grupo de virus. de DNA, que .no poseen envoltura, y tienen un diámetro 

aproximado de 52-55 nm, se replican espec.'ficamente en. el núcleo de. células 

epiteliales escamÓsas; son viriones epiteliotrópicos y' su genoma mide 

aproximadamente 8 kilobases de longitud, con un peso molecular de 5 x 106 

daltons, icosaédricos no encapsulados éon un diámetro de 50 nm:79
• 

Las p~rtlculas virales están compuestas por una cápside proteica, cÓnfÓ;mada en 

un 95% por la protelna L 1 y en un 5% por la protelna L2, las cúales se en~aml:Ílan 
para formar 72 capsómeros heicosaédricos. Hacia el interior d~ la cáp~lde se 

encuen.tra un DNA circular de doble cadena de aproxlmadament~ SSOÓ p~res d~ 
bases, constituido por ocho genes y una región regulatoria no codlfiéantei ·;.fa. cual 

contiene sitios de unión pa;a factores proteicos y hormonaies /cieJ hospedero 

necesarios para que el virus pueda completar su ciclo de replic~~iÓn/Jas'~~giones 
de ADN de los VPH que codifican protelnas virales están Joc~IÍzá~a~ ~n . una 

cadena plus. que se subdivide en una región temprana y otra tardla; ~'qu~.ll~s que 

son codificados en las etapas tempranas de la infección, conocidos coriio genes E 

(del inglés Early = temprano), y aquellos que son codificados durante las etapas 
. . ' 

tardlas del.ciclo replicativo del mismo, conocidos como L (del inglés Late= tardlo. 

Son seis genes tempranos: E1, E2, E4, ES, E6 y E7 (aunque se considera que E4 

es en realidad un gen tardio ;la secuencia de éste gen , está totalmente contenida 

dentro de la secuencia del gen E2, pero en un marco de lectura diferente), E6 

destruye p53 , en la mitad de los casos de neoplasias malignas se descompone y 

dos tardios: L 1 y L2. 9 
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Los genes tempranos codifican proteínas involucradas en la replicación y 

regulación vfral, asf como en su capacidad carclnogénica. Éstas protef~as son las 

encargadas. de favorecer el creciml13nto celular; en una célula permisiva, esto 

facilita la replicación viral lftfca. Sfn embargo ellas mismas pueden inducir 

transformación.oncogénlca en una célula no permisiva 9 

Por otro lado los genes tardíos codifican las proteínas estrueturales que 

conforman la cápside viral. La región de control posee sitios de unión para 

elementos reguladores del cfclo reproductivo viral. 
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REPLICACIÓN 

El ciclo de los VPH esta estrechamente ligado al crecimiento y diferenciación de 

las células epiteÍiales ,hospederas.,EI virus se une a su célula blanco a través de 

un receptClr de' ~e'mb'ran~i;·la ,;,olécula a6-lntegrina y se establece dentro del 

núcleo, de' éstá'.forll1~·inÍcia•su delo productivo infectando a las células poco 

diferenciádas:cié l~·~~~~~as basal~~ del epitelio. El DNA viral permanece en estado 

episomal (~ircÜiar) fuera de los cromosomas del hospedero, replicándose a niveles 

muy bajos en'C:ocircilnaclón con la .división celular e inicia la transcripción de sus 

genes. Cuando la~ ~éii'.ií~~ Infectadas se diferencian y migran desde la capa basal 

hacia el estrato e~plnoséi del epitelio, la replicación viral se estimula, produciendo 

la acumulación de viriones dentro del núcleo. La forma en que el VPH alcanza las 

células de los est'r~t'os 'bajos del epitelio es a través de lesiones, micro-heridas y 

abrasiones del tejido.' El análisis de las moléculas de.RNA mensajero viral durante 

las dife~entes etap~s d~ dlf~rerÍciaciÓn de las célul~~ Infectadas demuestra que la 

expresión de los genes témpranos ocllr~e ~' le)' largo de .todos los estratos 

epiteliales, sin 'emba~g() 1~ e~pr;;;ió~ de los ~enes tardlos se observ~ ú~icámente 
en los queratinocitos' totalmente diferenciados de los' ~stratos córneos, donde 

también ocurre el ensamblado de las cápsides virales que dan lugar a la formación 

de viriones Los VPH no presentan una fase lltica, por lo tanto se valen de las 

caracterlsticas propias de las células que los albergan para propagar su progenie, 

la cual es liberada cuando las células terminales del estrato córneo sufren un 

proceso de descamación. 

CLASIFICACIÓN 

Sobre la base de la homologla de la secuencia del ADN se. han identificado más 

de 200 tipos de VPH clasificados en 16 grupos , Pueden clasificarse también 

como cutáneos o mucosos de acuerdo con el IÚgar de Infección y replicación. 9 
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'TIPO DEVPH 

'Cutáneos 
¡ 1,4 
;2,4 
i 310 
¡5:8,14,11,20 
,7 

: LESIÓN ASOCIADA 

; Verruca plantaris 

1 
Verruca vulgaris 

, Verruca plana 
; Epidermodisplasia verruciformis 
· Verrugas del carnicero 
: Epidermodisplasia verruciformis 

1

9, 12, 15, 19,21-25,36,46,47 
41 

1 

¡ Carcinoma de células escamosas 

1 

cutáneas 

¡ 

Mucosos 
6 
11 
13,32 

¡ 16, 18,31,33,35,45,51,52,56 
130 
.39 
34,58 
40 
42 
43 
44 
54 
55 
57 
59 

! 

1 Condiloma acuminado 
, Papiloma larlngeo 
; Hiperplasia epitelial focal 
! NIC, Carcinoma de cérvix 
¡ NIC, Carcinoma larlngeo 
1 NIC, Carcinoma de cérvix y pene 
•NIC 
NIC, NIP 
NIC, papiloma vulvar 
NIC, hiperplasia vulvar 
NIC, condiloma vuivar 

; Condiloma acuminado 
i Papulosis Bowenoide 
NIC 
NIV 

N/C = Neoplasia intraepitellal del cérvix 
NIP = Neoplasia intraepitelial del pene 
NIV = Neoplasia intraepitelial de la vulva Fig.12 

Existen variantes de cada tipo de VPH encontrados que difieren entre ellas en más 

del 1 O % . La distribución de las variantes de papilomas refleja los movimientos 

geográficos humanos . Se conocen las siguientes variantes; Asiático- americana, 
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Asiática, Europea, y dos tipos de Africana. En México la variante mayor es la 

asiático americana . Se cree que ésta tiene un riesgo relativamente mayor que las 

restantes al desarrollo de cáncer.24 

Fig.13 

PATOGENIA 

El VPH exhibe un alto grado de tropismo por el epitelio escamoso en diferentes 

regiones corporales. Los tipos virales que inducen lesiones anogenitales se 

encuentran solamente en la reglón genital, mientras que los tipos asociados con 

verrugas cutáneas en manos y ples se encuentran restringidos a dichas áreas; Es 

posible que las diferencias en la distribución de los receptores para el VPH en 

dichas célula's sea un factor importante. para la presencia restringida de tipos 

específicos de VPH, sin embrago los elementos más importantes que determinan 

la especificidad de los virus son los factores de transcripción producidos por las 

células hospederas. La expresión de los genes de los diferentes tipos de VPH la 

regulan de manera estricta y eflpeclfica factores de transcripción, como AP-1, el 

factor especifico de keratinocltos, NF-1/CTF, CEFI, CEFll y TEFI y algunos 

factores de origen hormonal. 
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-Infectan células epiteliales cutáneas v mucosas planas poliestratificadas . 

-Inducen Ja aparición de tumores benignos localizados. 

-La ma~oria de las lesiones regresan espontáneamente. 

-Los tumores contienen ADN de VPH 

El VPH exhibe un alto grado de tropismo por el epitelio escamoso en diferentes 

regiones corporales; piel y mucosas. Los tipos individuales de VPH tienen 

tropismos a huésped y el tejido muy limitados. Los papilomavirus requieren 

factores nucleares especificas para la transcripción y replicación, caracterlsticos 

de las diferentes capas y tipos de piel y mucosas 9 

Es posible que las diferencias en la distribución de los receptores para el VPH en 

dichas células sea un factor importante para la presencia restringida _de 'tipos 

especificas de VPH, sin embargo los elementos más importantes que d_eterminan 

la especificidad de los virus son los factores de transcripción produddos· por las 

células hospederas. La expresión de los genes de los diferentes tipC>s de IJPH la 

regulan de manera estricta y especifica factores de transcripción, corno'AP~1. el 

factor especifico de queratinocitos, NF-11CTF.9 
•
11 

Los tipos virales que inducen lesiones anogenitales se encuentran solam~nte en la 

región genital, mientras que los tipos asociados con verrugas cutáneas.en manos 

y pies se encuentran restringidos a dichas áreas. 9 

Infectan el epitelio cutáneo y mucoso replicándose en su interior e induciendo su 

proliferación; es exclusivamente local y suele regresar de forma espontánea. No 

obstante el genoma de los VPH puede permanecer en las células . infectadas y 

perpetuar el desarrollo tumoral al incrementar la proliferación celular.o prolongar la 

vida en las células epiteliales. 
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El virus papiloma humano es un virus DNA de doble cordón que infecta a las 

células epiteliales de la piel y la mucosa'. Las superficies epiteliales son .todas las 

zonas cubiertas por piel, mucosa. o ambas, como la boca, la faringe, la lengUa; las 

amígdalas, la vagina, el pene y el. ano. La transmisión del virus ocurre cuando 

dichas regiones entran en contacto con él, permitiendo su transferencia entre las 

células epiteliales. Se desconoce por qué ciertos tipos de VPH elfgen como blanco 

a la piel de las manos o los pies, en tanto que algunos más atacan a las células 

que recubren la boca,.· e incluso otros, a los genitales tanto masculinos como 

femeninos. Los VPH más peligrosos, 16 y 18, se transmiten mediante el contacto 

sexual. Tales virus pueden causar dos clases de tejido anormal: de condiloma y 

tejido displásico. Los tejidos del primer tipo corresponden a los crecimien.tos tipo 

verruga. Éstas son a menudo indoloras, pero producen a veces cierta irrUación, 

comezón o ardor. Esta clase de tejido aparece en la piel como un crecl~i~nt~ tipo 

coliflor. Es posible tratarlo en cualquier momento en que exhiba agudización y no 

es malfgno. El tejido displásico~~nsiste en la presencia de célula~ a~o;mal~s en la 

superficie de la pfel.' La displasia no es cáncer, pero corresponde a u,~ c~;nbio del 

tejido previo a la neoplasia . . . . ' '/ : 

La infección vírica )e~rTlarÍec~ localizada y en general regresa ele manera 

espontánea. Los p~piioma~iÍus permanecen en la capa basal del epiteÍio y sus 

genes guardanrelacióri:con l~fase de diferenciación de la piel. 

Entre los métodos. usados en estudios epidemiológicos se encuentra la PCR; la 

cual es útil para la obtención de coplas del ADN viral. Las~rO!()gl~~ n~ es muy 

usada en estudios de Incidencia y prevalencia viral ya que los ariticuerp°'s anti -

VPH son encontrados sólo en el 50% de las mujeres.· con carcinoma·. ceriical 

invasivo. 11 
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TIPOS DE VPH ENCONTRADOS EN MUCOSA BUCAL 

Entre las lesiones encontradas en cavidad bucal y relacionadas al virus están los 

papilomas, la hiperplasia epitelial focal y leucóplasias. 

-VPH tipo 2 ó algunos tipos genitales son encontrados en los papilomas bucales 

-VPH tipo13 y 32 son responsables de la hiperplasia epitelial focal 

-VPH 6, 11 y 16 han sido detectadas en leucoplasias bucales 

-Se ha detectado el ADN viral en neoplasias malignas de cabeza y cuello, 

incluyendo carcinomas laríngeos, bucales, faríngeos, nasal y esofágico. 

-VPH 11, 16, 18, 30 y 35 ha sido encontrado en cáncer laríngeo. 

-VPH 16 es el más comúnmente encontrado en en carcinoma bucal ; éste virus es 

positivo en éstos tipos de cáncer de un 0-79 % en diferentes investigaciones. 

Fig.14 

TRANSFORMACIÓN CELULAR MALIGNA 

En general los procesos intracelulares que dan por resultado la transformación de 

las células por acción de los virus oncogénicos de ADN son muy similares a los de 

la lisogenia de bacterias por parte de bacteriófagos. Un genoma viral de ADN de 

doble cadena se incorpora a una región parcialmente homóloga del genoma de la 

célula huésped en donde permanece en una forma denominada provirus o 

profago. Los cromosomas de las células tienen múltiples sitios . de posible 

integración, de modo que puedan integrar varios provirus al mismo tiempo. La 

ITSIS CON 
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integración exitosa del genoma viral ocasiona una suspensión de Ja sfntesis de los 

viriones completos . y explica las caracterfsticas hereditarias de la lisogenia y 

transformación. Los primeros experimentos realizados sugerfan que sólo un 

fragmento del genoma viral era necesaria para inducir la transformación celular, 

mientras que Ja mayor parte si no toda Ja capacidad genética del virus, era 

necesaria para dirigir una infección replicativa. Una serie de complicados 

experimentos reveló que ocurre algo semejante a Ja lisogenia, ya que sólo se 

podfa detectar Ja transcripción de un segmento del ADN viral para formar ARN 

mensajero en las células transformadas. Algunos investigadores demostraron que 

la expresión de uno de los genes virales induce Ja transformación mientras que el 

producto de otro gen puede ser suficiente para mantener heredable la condición 

transformada. 

Befo re 

VPH 

~~~('SON 

FALLA DE ORIGEN 

Fig. 15 
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IV.- EL VPH Y SU GENOMA 

Los papilomavirus presentan un elevado grado de especificidad por la especie a 

la que infectan. Los viriones están compuestos fundamentalmente de una 

cápslde proteica que rodea una molécula de ADN bicatenario circular ce~rado de 

unos 8 kpb, está enrollado en torno a núcleos nucleosómlcos formados por 

cuatro histonas de origen celular. No se conoce ningún sistema de cultivo de 

tejidos que permita la replicación del virus, que debe ser aislado de las verrugas . 

Con la llegada de las técnicas de ADN recombinante fue posible la purificación 

del ADN de los pocos virus de las verrugas y éste ADN fue clonado y amplificado 

en E. Co/i . esto ha permitido estudiar las estructuras del genoma.El ADN vírico 

ha resultado ser un vector único para el trabajo con células animales. Se conoce 

la secuencia completa de los nucleótidos de los genomas del virus papiloma 

tanto bovino como humano. El virus bovino es capaz de replicarse como un 

plásmido estable en muchas células bovinas. Las células infectadas no mueren y 

el genoma es heredado por las células hijas, transformando las células causando 

alteraciones fenotlpicas heredables, incluyendo la conversión de las células 

normales en tumores. Esto permite la detección de los transformantes que se 

aprecian como una colonia de células creciendo apiladas sobre la monocapa 

transfecta (lo que se conoce como foco) Los clones de las células transformadas 

pueden utilizarse para generar cultivos de forma análoga a una colonia que 

deriva de una única célula en E. Coli , éstas células crecen mucho más rápido 

que las células normales. Cada célula transformada contiene de 10 a 100 copias 

del genoma del virus papiloma bovino. 

El cáncer se desarrolla a consecuencia de uná serie de. eventos genéticos y 

activación de oncogenes e inactivación de genes supresores del tumor. La 

mutación de éstos genes ; retinoblastoma y · p53 han estado asociados a 

enfermedades hereditarias malignas y ha sido e~é:on.trado en un alto porcentaje 

en neoplasias malignas. El genoma de los papilomavirus puede persistir en la 
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célula y causar recidiva. Se ha encontrado ADN vfrico en neoplasias tanto 

benignas como malignas. Los VPH 16 y 18 .causan papilomas y displasias 

cervicales y el 85% de ellas contienen ADN viral integrado. Las protelnas E6 y E7 

de éstos tipos VPH son oncogenes qlJe se\ u~én a prcitelnas depresoras del 

crecimiento ( transformación) cefular:y las inhiben como la proteína p53 que se 

une a fa E6 , la E7 se une al p~~dÚctÓ d~I ~e~,d~Í retinobiastoma. Sin los frenos de 

crecimiento celular, .la célÜía'sé vÚelve;lllás)su:;ceptlble a las mutaciones, las 

aberraciones cromo~ómÍca~ º· la 'acéiÓn 'd~; algún cofactor convirtiéndose en 

neoplásica. 9 

Numerosos tumore~ be~lgnos y malignos de ple{y mucosas están asociadas al 

VPH, las área~ Ínvo1udradas incluyen tracto re'spiratorio, digestivo, conjuntivas y 

anogenital. Varios tÍ~ós.clE! éste virus poseen la c~racterfstica de ser oncogénicos. 

Lesiones preníalignas y malignas asociadas al virus ocurren en pacientes 

inmunocomprometidos.11 

o - -

La inactivación de protefnas nucleares p53 y retin6IJ1a~t6m~: i~f;!gan ·• ~n. papel 

esencial en el desarrollo de fa carclnogénesis <• Efp°apel deZéstos~genes'.y ,sus 

productos es regular el ciclo celular y contrÓlar.·iaftri:Í~scrÍp'ciónº'celÚÍar. El 

retinoblastoma (RB) está localizado en el cro.,;~~+;/13;~y'f~~{~f~ducto'es la 

protefna pRB (105kDa) que interactúa co~ ~I fa~t6i ~e"tr~~~é1fp~iÓ~ '(i2•¡;r{·1~ fase 

G1 del ciclo celular. Ésta interacción Inhibe elfactor_';•ind~cie':iCío' 1~· tra'ríscripcÍón 

de genes involucrando así, la proliferacióO ·~:e1U1a·r.~} ,,~</i·/ ~{-~'--:'.:·¿·:~:~.<°'e·:·~ 
El p53 es un gen localizado en el crÓmó~6rri'~·:1'~;·;~Ü~:;~rddJ6i6~[~~o(~icos 
regulan la supresión de la transcripción ée11Jla'~; pÓr.:ésta [~~ó~';e~lrh~ ll~madci 

11 .•-:: ;:-¡'.f(; .. " ~ ·-'.'"'·'· :,;·: .<~:~ .. ::·, :~-~:~: .. , .. ·· <: '.'' 
··el guardián del genoma" ._.::.¿A:· .• ':*:~--' -- ·:i :3/i-:·: •:.c.--<>~-::-;:>·-.. : .,,._•: .. 
El VPH induce neoplasias benignos) cié:'éé1ÜÍas escaníÓsas·. y puede .. también 

representar un factor .de -riesgo .para el de~_~irC>110 .de ~án6E!r. La 
0

r~piicación .viral 

ocurre a nivel de las capas' aíias.' del epitelio/ especifica merite 'en los 

queratinocitos, por lo ·qu~· 1asparti~J1~s ~¡~;les··.;.:nad~r~spJecie~ ser cf~tectadas 
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en los núcleos celulares del estrato . granular, se encuentran incluidos en la 

queratina de la capa .córnea . La .infección per se no es suficiente para la 

carcinogésis: La progresión .t.urnoral ocurre en un pequeño porcentaje en 

Individuos infectado~ c~n VPH; y" expuestos a rnutagénicos qulmlcos. o físicos. 

Cuando. ~I VPH l~dúce. n~~pl~~i~s· malignas el intervalo entre la Infección y el 

desarrollo del cánber'puede
0

'ser,'desde meses hasta años. En éstas lesl.ones no 

pueden detectá·r~e lis 'p~'ítrc-¡;Í~~'c~Íralés maduras pero el ADN del virus persiste y 

los genes tempr~rícis~s'a'n;expresados. Los productos de éstos genes son las 

proteínas ES,. ES_·~ E7;~e ha mostrado la actividad oncogénica transformadora de 

éstas , éstas.:tres'•:pr~Íeínas virales interactúan con las proteínas celulares 

involucrándose~l1 el dc16 celular y de éste modo estimular la proliferación viral e 

inteñerifcon la-difer~nélación de las células infectadas. Dos de éstas proteínas 

E6 y E7 coop"eran'en.la transformación celular. 

Fig.16 
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V.-PROCEDIMIENTOS DE IDENTIFICACIÓN VIRAL 

MICROSCOPIA ELECTRÓNICA 

Ésta metodologia es útil para virus entéricos producidos en grandes cantidades ya 

que se requiere un número suficiente de particulas viricas para ser detectadas. La 

adición de anticuerpos especificas para el virus a una muestra, puede facilitar la 

detección e identificación simultánea de ellos.9 

FRACCIONAMIENTO CELULAR 

TI:SlS CON 
FALLA DE ORIGEN 

Fig.17 

El fraccionamiento celular consiste en la separación y aislamiento de diversos 

componentes celulares para su posterior estudio mediante técnicas bioquimicas o 

de biologia molecular. Consiste en la homogeneización de los tejidos y la 

destrucción de los límites celulares por medio de diferentes procedimientos 

mecánicos o qulmicos con separación de las fracciones subcelulares de acuerdo 

con su masa, superficie y peso especifico. Actualmente se utilizan diversos 

métodos de fraccionamiento celular. La mayoría están basados en la 

homogeneización mecánica de la célula, generalmente en sacarosa a diferentes 

concentraciones. El fraccionamiento por centrifugación diferencial, se utiliza para 

subdividir los componentes celulares en cuanto a fracciones diferentes: nuclear, 
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mitocondrial, microsómico y .soluble. Un procedimiento similar se puede utilizarse 

para separar particulas aú_n más pequeñas como virus o macromoléculas ( ácidos 

nucleico, proteinas) en la ultracentrifuga analítica, con éste aparato se puede 

determinar el coeficiente .de sedimentación expresado en unidades de Svedberg 

(S) guarda relación con el peso molecular de la partfcula 2 

La secuencia de los núcleótidos de un gen puede ser parcialmente deducida a 

partir de las secuencias de los. aminoácidos de la proteina que codifica, 

parcialmente debido a que éste recurso sólo abarca la parte codificadora del gen y 

deja de lado' los sectores 'reguladores y los que no codifican (intrones) . Se han 

desarrolladd ~étodos que permiten un rápido secuenciamiento de ADN: éstos 

métodos' s~ •. basá_n· 'en la producción de fragmentos de ADN de diferentes 

longitudes que empiezan en un punto fijo y terminan en uno de los cuatro tipos de 

nucleótid~s. Lue~ci 'esos fragmentos se separan sobre la base de un gel de 

poliacrilamida en el que ·se lee la secuencia de los nucleótidos del ADN en el 

estudio. Las etapas del método de secuenciamiento llamado terminación de 

cadena que comienza con la desnaturalización del ADN que se quiere analizar a 
:,'.'· .,,. - ' 

fin de obtener moléculas de una cadena/ésta cadena se copia mediante la ADN 

polimerasa de la E. Coli que comienza'ª sintetizar la cadena complementaria 

luego de haberse colocado en el extremo· 3 ·.de la cadena original un cebador es 

decir un fragmento de ADN que deja expuesto su 3º a partir del cual crece la 

nueva cadena sintéticamente. La ADN polimerasa agrega los sucesivos 

nucleótidos como lo hace durante la replicación del ADN 2 
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DIGESTIÓN CON ENZIMAS DE RESTRICCIÓN 

Las enzimas de restricción tiene numerosas aplicaciones ; se pueden ·realizan 
. . 

mapas. de restricción que .son mapas .físicos.· que representan la situación de 

fragmentos determinados de ADN al~·largo·d~lcromosomas; 
Enzimas de restricción:. Tienen la propÍed~d de reconocer secuencias cortas .de 

unos cuatro o seis pares de ba·sés ~n eÍiADN de doble hebra y i:ortar ei ÁDN en 

todos los puntos donde se encuentrci ¡¡¡·¡ secuencia Hamada dianade restricción . 

Cada enzima . de restricción tiene una' ciÍana partl~ular. en el ADN ; Se: han 

purificado un gran número de enzim~'s de' restricdión pr~cédenÍ¿s ·c1+ n'Limerosas 

bacterias. En la naturaleza sirven para proteger a las babterias • d~ la penetración 
' • ' " • ' ' • - ., 1 ,, - ..... • ~ .. •• - ' ,·- " 

del ADN extraño, como el de un virus, plles son capaces é:Jé'des!Íuirlo al fráccionar 

las cadenas ADN. 36 

.. :··,,'·:: 

Actualmente existe una técnica de amplificación rutinaria: d~nominada reacción 

en cadena de poli me rasa o PCR según las' lnldÍaÍ~s .·de "polymérase chain 

reaclion•· ; permite la obtención de microg.ra_lllos de é:opias'é:Je ADN ·a partir de 

segmentos de ADN o ARN representados hasta por 'una ~sola molécula en toda 
una preparación de ácidos nucleicOs. ~ : ' - · · ,«' .. ..: · :· ··: 

Éste procedimiento permite reproducir cadenas d~,:AD~~~r~)~~ .estudio, se 

pueden reproducir cerca de un billón de. copias idé~ticas.en'pocás::horas. Son 

cuatro materiales requeridos par~ é~ie fin; una cadena de ADN (I~ ~~afse quiere 

amplificar) , cadenas cortas ADN conocidos como "primer" las'bua.les recon6cerán 

el segmento destinado a replicarse e iniciará el procedimÍe~to:· ADN .polimerasa. 
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enzima encargada de la replicación del ADN en las células y finalmente 

nucleótidos : que son los bloques conformadores del ácido nucleico.'º 

La PCR involucra tres pasos principales y se lleva a cabo completamente in vitro : 

en el primer paso la cadena de ADN es calentada hasta romper los enlaces entre 

ambas cadenas, en el segundo paso la temperatura es reducida y los "primer" se 

unen a la cadena de ADN y es identificada el área a copiar, en el tercer paso la 

ADN polimerasa cataliza la formación de la nueva cadena de ADN usando como 

referencia las cadenas presentes de oligonucleótidos cebadores que templadas y 

que son complementarlos a secuencias situadas hacia los extremos 3· del 

segmento bicatenario que se pretende amplificar.8
•
1º 

La síntesis Inicia en el punto marcado por el primer. La enzima se mueve a lo 

largo de la cadena, de ésta forma lee 1~ secuencia de bases, y por medio del 

templado' se van fnsarnbl~ndo .·las b~ses"tormal1~o .·una nueva cadel1a, dando 

como resultado cuatro ~aéle~~s.de'ADN e~ donde óriginalmente existían· dos. La 

ADN polimerasa es llna .• enzlr'ria•cespecial 'Í~le;af1te a las altas teÍriperaturas 

llamada "Taq polin\'erasa :, : ;s deriJa'd'a'· de una •bacteria · termófila : Thermus 

aquaticus aislada p~r prim~ra ~ez p~r • Bro~k T. el119BCJ. 10 

Para efectuar 1á reacción de PCR hace falta conocer la región a amplificar para 

poder preparar los oligonucleótidos que actúen·de cebadores de la polimerasa. 

Para amplificar un segmento de ADN se sintetizan primero dos oligonucleótidos 

que sean complementarios cada uno, a uno u otro extremo 3"del segmento 

bicatenario que se pretende amplificar. El objetivo de la PCR es copiar la 

secuencia de cada hebra comprendida entre las reglones complementarias a los 

oligonuclótidos cebadores con el ADN desnaturalizado que contiene el segmento 

a amplificar. 6 

De esta manera tras permitir la hibridación de los cebadores con el ADN 

desnaturalizado que contiene el segmento a amplificar, se efectúa la copia de las 

hebras correspondientes utilizando el ADN polimerasa y los ·cuatro 
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desoxinucleósldos trlfosfato. La extensión a partir de cada cebador está 

orientada hacia el otro. 9 

Los ADN bicatenarios que resultan son desnaturalizados e hibridados nuevamente 

con los oligonucleótidos que actúan de cebador y se repite la acción la reacción de 

polimerización . el clclo puede repetirse hasta 60 veces. En cada ciclo se dobla la 

cantidad de segmentos especificas con ADN de doble cadena, debido a que 

tantas moléculas nuevas como las viejas hibrldan con los oligonucleótidos y son 

copiadas.ª 

La utilización de ADN polimerasas estable a altas temperaturas a partir de. la 

bacteria termófila Thermus aquaticus permite. efectuar muchos ciclos .. con una 

única adición de enzima. Al iniciar la reac~16n, se ~e:iclan el ADN, un cebacÍcir. los 

desoxinuclósidos trifosfato y polimen;;;~;:E1 ~icl~ 1/ comie~za él1 >e'1éyar la 

temperatura hasta que se alcanza i~ ~~~~~~rii p~r~ 1~'desn~tura:uzación del ADN. 

Entonces se enfria la muestra i~}a'.IJ~~8lti~'Ia-~'ihri,ci~6§t~~- ~~baclo!e~: Se 

calienta la muestra hasta la temperatura Óptima'de actuación_ de_ la polimerasa, lo 

que permite la sintesls de ADN. Ei ciclo 2:y tt:ldcis_ los sÚbs~cuente's ~omi~nzan 
con la desnaturalización del ADN ; El proceso completb pue_de ser auto111átizado 

utilizando un bloque de temperatura variable cont~dació :·iJbr{orderiador. Una· 
reacción completa de PCR tiene fugar sólO·~·~ _-un~-~:h-~ras-.~:-·" · ·. L~-'.·:_;; :;_~'.·~·-::·'.--.: 

Este proceso puede ser repetido treinta o sesenta 1i'eces,' cada delo co'rrÍienza .con 

el recalentamiento de las cadenas. Un ciclo. tarda de u~o ~ C!6s mi~~tbs y cada 

nuevo segmento de ADN puede ser templado para rCirrri~Prn~chmÍ c6pias más, de· 

ésta forma el número incrementa .. geolllé_Írídament~ \ de c:ic)~ 11 c~ci~riá~. d~: ADN 

pueden originarse millones o billones deella'.10 > -, ,, , ~- -:;;> , · 
Otra ventaja de la enzima es que pose"a' sJ mayor actividad ~nÍ¡e is y 96°C . A 

esta temperatura, el apareamlent6 d~ bi3,~es1~ e~tre los oligcinuéÍ~oticlos que 

actúan de cebador ( de unos 20 nucleóÍidos ·de·· longitud) y el ADN es más 

especifico que a 37º C temperatÍJ~a clpti;;;a ~de la enzima de E> Coli . En -
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consecuencia es menos probable que los cebadores hibriden con secuencias 

contenidas en segmentos de homologla impeñecta con lo que se minimiza el 

riesgo de amplificaciones no deseadas. La selección de te_mperatura de 

hibridación y fuerza iónica adecuadas a la longitud del cebador y a su 

composición de bases)· también permite controlar la especificidad de la 

amplificación . Esta especificidad puede ser lo suficientemente elevada como 

para permitir la amplificación simultánea de dos segmentos genómicos diferentes 

a partir de la muestra de ADN en la presencia de dos pares de cebadores 

especificos.8 .------------·-· -, 
'IT~!(! re~ 1 

PCR 
~'ALLA DE ORIGEN 

3's·---·Cí 5' 

' Clclo1 

• Clclo2 

DNA Amplllkado 

Fig. 17 

El método sólo es aplicable a la amplificación de fragmentos de ADN 

previamente clonados y secuenciados . Existen modificaciones que amplian el 

campo de aplicación del PCR . Una de éstas variantes permite el aislamiento de 

un gen del que sólo se conoce la secuencia de aminoácidos de una pequeña 

porción de la protelna que codifica . Tras el PCR el segmento amplificado puede 

ser purificado y aislado por electroforesis en gel o clonación y utilizado como 

sonda contra la biblioteca genómica de cADN lo que permite aislar la secuencia 

codificante que se busca.8 
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Otra posibilidad es ampÚficar la copia com.pleta de cADN de un RNAm del que 

sólo se conoce. una peq~eña regiÓ~ , a partir de ~~ ~éptido o del propio ARNm . 

Se copia el ARNm total a cÁDN de ·una primera cadena utilizando un cebador de 

oligodT . Entonces se añade al extremo 3 "de cADN ·una cola (por ejemplo un 

segmento polid G} utilizando la transferasa ten~ifiai.La slnte~is de la. segunda 

cadena de cADN se realiza utilizando como cebador un segmento poliC , hasta 

éste paso no existe especificidad para ARNm . É~ el.próximo paso se utiliza un 

cebador de corta secuencia homóloga a alguná •que . esté presente cerca ·del 

extremo 3"del ARNm que se pretende amplificar.8 

La PCR se lleva a cabo utilizando como cebadores esta secuencia y el polidC; 

la especificidad de la reacción es suficiente para dar un producto casi puro que 

corresponde a la secuencia completa de ARNm 8 

Aplicaciones de la PCR 

-Identificación estructural del genoma y de procesos genómicos: 

Una vez que un gen ha sido clonado un par de cebadores puede utilizarse para 

amplificar los segmentos genómicos correspondientes de varios individuos de 

una especie. 

-Diagnóstico de enfermedades genéticas: 

Amplificación de segmentos de ADN dentro de células individuales, tanto en 

células diploides como en células germinales humanas. 
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-Determinación de mutaciones : 

El anáÍisis de .. las ·secuencias revela la naturaleza de una mutación o del 
:-· .• ·._ - . • . ! -·- - - - • 

polimorfismo en el gen;' sea un cambio de bases, una deleción, una inserción o 

una reorden~~ión. Dif~re~tés:~lasés de rnutaclone~ pueden serdetectadas si se 

utilizan. éetl~d~re~ e~~e~lflc~S de fÓrinas mut~ntes particulares. de un gen 
determi~ad0·: 12 · ~:·}::·:·:: ,· 

.';>~\ .. ~-: 

-Detección de agentes infecciosos vlricos: 

Los agentes vlrlcos pueden ser detectados aún en presencia de un enorme 

exceso de ADN de células lnfectadas.12 

' . 

i·c§i+@ ~~:,;~-:~·. ~7Z~ 

Pero la PCR no está excenta de problemas, el principal de ellos es la 

contaminación, si existe algún contaminante por mínimo que sea, éste será 

amplificado a lo largo de la cadena, por lo que se debe tener gran cuidado en la 

toma de muestras por lo que el procedimiento resulta laborioso y el costo se 

eleva. La PCR no es cuantitativo; puede determinar si un segmento de ADN está 

presente más no puede cuantificar las cadenas originadas a partir de ella. Asl, la 

"'T' ~Ti:t f"'(-; ~ T ' ,._,, - . V 
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PCR es usada en conjunción con otras pruebas moleculares para obtener buenos 

resultados. 10 

ANÁLISIS DE ÁCIDOS NUCLEICOS 

Desde 1950 se fueron descubriendo una variedad de nuevas .técnicas para el 

análisis de enfermedades, éstas basadas en la molécula·.· de: ADN; :ya. sea 

reproduciéndola, fragmentándola, determinando su ~omposicló~ y/o ·cambiando su 

estructura. Su aplicación ha sido en enfermedad~s · i~fe~C:Í~sá~;· d~tección de 

factores cancerígenos y patógenos ambientales. 10 ,,-' .. ·:· .. ~ '. 
-" ·:..·" ,:~ ., 

Una vez aislada una secuencia de ADN espe~lfica m~diantecio;i~'c1Ón,'esposible 
utilizarla como sonda para detectar la prese~éia"/ las :ca'nÚcÍad~~ ºde/ácidos 

nucleicos complementarios en mezclas complejas ~ºT~ ~I ~DtJ ~-eJ·~R.!'J celular 

total. Se usan métodos para localizar regiones'éfo';ADÑ :q'ué'.'codifican' ARNm. 

específicos y los sitios de inicio de transcipciÓn~ 1-~ ;}~(;.;; ~ ~:\: ';, ~: • • ·· • 

Teniendo en cuenta que la estructura de doble hélice en ei ADNes mantenida por 

interacciones débiles (puentes de hidróge~CI entre las b~s~s. e~fre~tadas) ··• es 

posible separa ambas cadenas por medio de calor,
0

yotrcis tía'ta~ientos como pH 

alcalino. Este proceso se denomina . desnaturalización del · ADN . · Como la 

temperatura necesaria para romper el par G - C (que. tiene tres puentes de 

hidrógeno) es mayor que la requerida para romper el par. A e T (con dos puentes 

hidrógeno), la temperatura a la cual se separán las cadenas,,p~nto de fisión 

depende de la relación CG/AT. Si el ADN desnaturalizado se enfría Jentamente, 
. - . -· ·-· .... -

las cadenas complementarias se aparean en forma ordenada y. se restablece la 

conformación original de la molécula. Éste proceso se denomina renaturali:i:ación o 

templado. Un AUN ce una soia cadena también puede unirse· a un ARN 
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complementario para formar una molécula· hlbrida; con una cadena de ADN y una 

deARN 

La fusión o desnaturallzacfón d'ei AD.N· se produce cuando se callerita o se trata 

con álcali; entonces las fue'rza~ no covale;,tes c¡ue unen fas hebras polinucleótidas 

se eliminan y las dos. hebra~ c~mpleíTlentarias' Se separan .completamente al 

destruirse todos· 1os • E!n1acetcie 1iÍcir69~;,6 ·. qúe 1as . u~1~n. cuanci~ después se 

enfría lentamente o se.·tr~tayu~~ementE!~éí¡(ácido)ef proces~ s'e revierte y la 

molécula se reccmstr~y~. El puni~ medio del Intervalo detemperatura en el que 

ocurre la desnai~ralf~~cÍón ~e 11~1lia .. te"1peraturade fusión y sirn~olfza como T m ; 

es característica 'de C:aCÍ~ ADN porq~e depende d~ la G y c >Como los pares 

están unidos p~~·tres E!ii1élces requrE!ren más energía para sep~rarse'que los pares 

AT que están unidos sólo por dos. · • .<·~· >;•; 

Se. pueden lograr l'na;c~dor~s . utilizando •.una molécula ;de'' ARN 'm~nsajero, 
nucleótidoS. radioactivos y la enzima tran~c,~ipt~sa fnv'er~a .que gopia u~~ cadena 

complementaria de ADN llamada ADNc:· Ést~ ~ADN ~~ ~Jecie·us~Í'pa~a l~calizar el 

gen a· partir del Cual_se forrrió 13 mol~-cul~ d~-·ARN. .'. · '· --. - -

SOUTHERN BLOT/HIBRIDACIÓN IN SITU 

La técnica Southern blottlng o transferencia de Southern, denominada asl por su 

creador , Edwln Southern permite transferir fragmentos de restricción específicos 

en una mezcla compleja de fragmentos de restricción . Con una enzima de 

restricción se digiere por completo el ADN que se quiere analizar; generándose 

millones de fragmentos específicos. La mezcla compleja .. se somete a 

electroforesis en gel con el fin de separarlos según su tamaño. 17 

Los fragmentos de ADN se llevan desde un gel en el que se ha reaÚzado ·fa 

electroforesis, para continuar con la técnica de hibridación; se desnaturalizan con 

un álcali y se transfieren en "blotting" a un filtro de nitro6elu1osa oun~ lliembrana 

de naylón. Este procedimiento mantiene la distribución de los frag~entos.enel gel 
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y crea una réplica de gel. sobre el filtro. Asl se puede realizar la hibr.idación sobre 

fragmentos concretos de los previamente separados por electroforesis .. Se incuba 

el filtro bajo condiciones de hibridación con una sonda especifica· con . marca 

radioactiva . qué se genera a p~rÚr de un fr~gmento de r~stricdón cl~nado .. En la 

actualidad• esta técnica se ha. mejorádo: utilizando,'en ··lugar de: ADN radioactivo 

ADN marcado ccm biotina ·o. dio>Cig~hir~a.'1a' t·é¿n'i6a con~isté en liibridar el ADN 

nativo c¿n"u~ AÓN qUe se. ha sÍnteÍizáci'o &írn~·~~do dATP, dCTP, dTTP y dig. 

DUTP a continuación ·se utiliza <un •. ántÍc,~erpo ·especifico que reconoce la 

dioxigenina y ~e une a ella y la po¿í6i6~; d~l·:~nii6u~rp~ se revela coloreando con 

un reactivo apropiado. Una vari~ció'n ~s la in: ~Úú que tiene el mismo fundamento 

pero en lugar de hacer la hibridación-sobre u~a preparación al microscopio óptico 

con los cromosomas visibles, permite ver él lugar de los cromosomas en donde 

se encuentra el ADN que hemos hibridado. 17 

F1g 19 

.. 
Lo1hel "vith Spc:cilic 

DNA Prohe ~f-f:. 
J)clci:I P1nbc..: 

(on X Ra~· film) 

-r•r< ,...,( .T ·:· .. - . . ~ 
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Aplicaciones 

-Comparar el mapa de restricción de un ADN aislado directamente de un 

organismo y el mapa de un ADNclonado. 

-Graficar mapas de los sitios de restricción del ADN genómlco adyacente a la 

secuencia de un fragmento .de ADN clonado 

- Detectar mutaciones por delación y por lnserción. 17 

. Durante ~¡ año 19ao se presentó. Ún problen;a ya que en algunas muestras las 

cadenas de ADN en estudio eran insuficientes para ser detectadas por la sonda y 

ésta podrla hlbrldar con otras secuencias competitivas, por lo que se requirió 

amplificar la cadena de ADN. El procedimiento que se desarrollo para éste fin es el 

llamado reacción en cadena de pollmerasa. 10 

Fig.20 
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HIBRIDACIÓN 

La posibilidad de desnaturalizar y renaturalizar el ADN permite la hibridación de 

ácidos nucleicos. Esto se consigue al desnaturalizar dos moléculas diferentes y 

ponerlas luégo en condiciones de renaturalizacióll, con el objeto de que si existen 

secuencias ·complementarias en las dos moléculas diferentes, éstas pueden 

encon_trarse y aparear formando segmentos de hebra llamados heterodúplex . 

Tamblénpuede hacerse hibridación entre ADN y ARN, desnaturalización el ADN y 

poniendo las· hebras simples en contacto con el ARN ; si existen secuencias 

complementarias se formarán heterodúplex ADN-ARN . Como es obvio cuanto 

más parecidas sean las dos moléculas que se ponen a hibridar, mayor será la 

extensión de la heterodúplex. Esto permite numerosos experimentos al poder 

comparar ADN y ARN de distintas_· procedencias. Otra técnica elemental• en el 

análisis de ADN mediante fr~gmentos de ADN, llamados "sondas" descubierta en 

1970, que son cadenáscomplernentarias a fragmentos de ADN en--el:material 

celular que al ubicarse . eri una lo~lización señalan el fragme~to. 
Una sonda de ADN.-es.una:cadena única relativa~ente pequeña que puede 

reconocer y complementar un segménto largo de ADN debido a ~ue l~s bases 

siempre se acoplal1de1~ mi~ina forni~; A - T y G- C . Por esté motiv;las sÓndas 

de ADN tienen una alta especificidad en la detección de secuencias, para la 

detección de una cadena o de un fragmento de ella.10 

Dentro de la célula el ADN -impulsa a la formación de ARN complementario de tipo 

mensajero ARNm . Ésta molécula puede ser aislada y en combln.¡ciÓn có~ una 

enzima; la transcriptasa reversa y los nucleótidos apropiados p~eden se~_~t{iizados 
- •_ - -- ., - ••',-,e ·-·--

para sintetizar una molécula de ADN idéntica a la_ originaria. Ahora ésta nUeva 

molécula de ADN será usada como una sonda en la detección del ADN nuclear. 10 

Una sonda de ADN puede ser tan corta que contenga solamente 1 O pares de 

bases o bien. llegar a ser tan larga conteniendo 10000 pares de bases.'º 
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La doble cadena de ADN puede desacoplar sus bases bajo condiciones de 

laboratorio determinadas como son; salinidad, temperatura y pH. Las· bases de 

secuencias nucleotldicas se disocian a una temperatura de 90°c , un pH alto de 

10.5 y/o ala exposición a sustancias químicas como lo son la urea y el 

formaldehldo. A éste proceso se le llama desnatura/ización. 10 

Éste · proceso puede revertirse si las condiciones antes mencionádas son 

reestablecidas, de ésta forma ambas cadenas serán reensambladas a su ;forma 

original, a éste proceso se le llama renaturalización o hibridación .. ¿~·~~do el 

propósito esdetectar éste enlace se utilizan sustancias marcadoras. e'n l~s sondas 

como. rad'io1iót~po~ ,qué'a1 emitir la radioactividad señalan que, ésta.u~IÓn ha 
ocurrido, 10 .. ·, .... < ··,;,~' ......... _ .. 

,,; ·;;. - - _; ·;(:·~~:.~:·.,-, --

Para llevar a cabo latécnica prirT1ero se de~na.turalizan por separado con calor o 

álcali, los dós:'ADN :~u~ ~~ -~~~ a;hib;ictlir: o si:~~ van a hibridar con ARN se 

desnatur~liza el ADN. Ta~bié~ es ~e~e~arioque uno de los ácidos nucleicos esté 

marc~do, par.i':¡;6Cie~.:~co~b~~r Í~~g¿¡; het~rodúplex que se haya formado. se 

desnaturaliza el ADN no marcado y las hebras simples se retienen en un fUtro de 

nitrocelulosa para impedir .que se renaturalicen entre si, adquiriendo la estructura 

nativa.10 

Entonces el ARN radioactivo o las hebras simples radioactivas del otro ADN que 

se quiere hibridar se ponen en contacto, en condiciones que permiten la 

hibridación con las hebras simples retenidas en el filtro. Si existen secuencias 

complementarias entre ambos tipos de ácidos nucleicos se forman heterodúplex, 

en caso contrario no se formarán. A continuación se lava bien el filtro para eliminar 

todas las moléculas que no hayan hibridado y se trata con nucleasas de hebra 

simple que son enzimas que digieren ácidos nucleicos de hebra simple, de esta 

manera quedarán su!Jr" d fiilru, .,xclusivarnente lo::. heterodúplex. 10
· 
36 
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La hibridación in situ es la hibridación de fragmentos marcados de ADN de una 
. - ··:- ' . . . - ··. . ' 

hebra o de ARN con secuencias complementarias (sondas) a ADN/ARN celular, 

que en condiciones apropiadas forman'. hibridos .·estables: En general, la 

hibridación pÚéde hacerse sobre s~pdrtes:sólÍdoi{crntros de nylon o nitrocélulosa), 

en soluclÓn. Cin ~itro) o ~n cort~~· de tejlcÍci o p~~~ar~clon~s celul~~és (in situ). Se 

pueden utilizar sondas marcéldas '6;;n el'ell1~ntos radioactiv;;~; pero·' ~dríio se 
' . ~ .- - . ' ~- . . ' .. ~ -

necesita protección' y manipúladórí éspécÍales ' no son de elección para su uso 

rutinario. to. 36 

Las técnicas no-isotópicas o 'cdlorimétricas son . más' rápidas :. y'· permiten una 

localización más precisa de la reacción~ . Las ~ondas márcacl~s' ~In el~~entos 
radioactivos son más estables y más baratas; La sensibilidad es igual o lev'émente 

inferior a la de los métodos isotópicos. Se han utilizado sondas. marcadas con 

blotina y digoxige.nina.36 

La sensibilidad de la técnica depende de: 

1) efecto de la preparación del tejido sobre la rete~ciéÍ~ y accesibiÚd.ád de ADN 

celular blanco o ARN, 

2) tipos de sondas, eficiencia de la marcación de 1á sor1da y sensibilidad del 

método utilizado para la detección de la señal y .:,:::' ·'<'.._-.:-~-.-' 

J) efecto de las condiciones de hibridación in si tu sol:>r~ I~ ~Íi~i~ncia de la 

hibridación. 

La hibridación in situ se utiliiza primordialmente en la d~tección de bajo número de 

copias de virus, en particular virus como agentes infecciosos (CMV) y como 

agentes carcinógenos (HPV, HBV, EBV).36 
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HIBRIDACIÓN IN SITU POR FLUORESCENCIA 

La FISH es una nueva tecnologla que utiliza sondas de DNA marcadas con 

fluorescencia para detectar o confirmar anomalías génicas o cromosómicas que 

generalmente están más allá del poder de resolución de la citogenética de rutina. 

Primero, la muestra de DNA (cromosomas metafásicos o núcleos en interfase) se 

desnaturaliza, proceso que separa las hebras complementarias de la estructura 

en doble hélice del DNA. A la muestra desnaturalizada se le añade entonces la 

sonda de interés, marcada con fluorescencia, que se hibridará al DNA de la 

muestra en el sitio diana. en el proceso denominado templado, donde se vuelve a 

formar una doble hélice. La señal de la sonda se observa mediante un microscopio 

de fluorescencia y la muestra de DNA se clasifica según la presencia o ausencia 

de la señal. ~" 

Hibridación in situ con 

-rirrn11· 
-l~ 

¡ dnn.aturaliur 

i ! : rj···1 ; 

TESIS CON 
FALLA DE ORIGEN 

11)..' ~ 1 
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SISTEMA DE CAPTURA DE HÍBRIDOS 

1 - CAPTURA.HIBRIDA 1 - HCT - TÉCNICA EN TUBOS. 

El Sistema de Captura Hlbrlda · (HCS), es una. nueva generación ·de test de 

hibrldización en solución con señal de ampliflcaclón, que. ha sido desarrollado por 

Digene Corporation y aprobado por la FDA (Food a~d DrJg.Adml~istration·de los 

EE.UU.). Experiencias realizadas mundialmente desde lniélos del SO,. han 

demostrado que este test·liene una sensibilidad que varía entre el 70% al 96.8%. 

Cuando la Captura Híbrida se utiliza en conjunto con otras técnicas, la detección 

de lesiones de alto grado se eleva a niveles de entre el 93% y el 100% .18 

DESNATURALIZACION HIBRIDACIÓN 
CAPTURA 
HIBRIDOS 

DE 

· • -•(;' ,.,ON 
~ .-~ ... .r~ DE ORIGEN 

REACCION 
CONJUGADO 

CON QUIMIOLUMINISCENCIA 

Flg. 22 
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La muestra del paciente que potencialmente puede contener el DNA . viral es 

desnaturalizada y la cadena liberada de DNA es hibridada en una solución mixta 

de RNA, que conti~ne 14 tipos virales; 5 de bajo riesgo (6, 11,42,43 y 44) y 9 de 

alto riesgo (16,1S,31,33,35,4S,51,52,56). 18· 24 

::. . ";·:::·.·.::>--'..~ 
Los hlbridos de RNA~DNA son capturados en la supeñicie de un tubo que contiene ·., . . ·-· . . . 

anticuerpos in.movUizados·que reconocen especificamente a los hibridos de RNA-

DNA. Los. hibrid~s-~apturados reaccionan con un segundo anticuerpo conjugado · 

con fosfat~~a ~Í~ar1ria y'c~n. un 'substrato quimioluminiscente; la luz emitida, es 

leida poi: una' n,áq-ul~a ·c1U'~i-nómetro). El resultado numérico y/o cuantitativo no 

está sujeto.al .factor:subjetivo:,del examinador; las medidas se expresan en 

unidades rei~ti~~~ de, l~~\rel~tiJ~ 1ighÍ units - RLU). 18· 24 
, .· _, 

Este examen' pfo~e~acib .~if1a técnica de hibridación molecular, pe~mite la 

detección de 10 pg/ri;1 d~DNNHPV equivalente a una copiad~ virus p~r célula; se 

considera pclsitivri 6u~~-dó '1~~ /~1~dones ·relativas.·. de ·luz 'RÚJtpcÁ (co~troles 
positivos· p~;~ vÍr~~·d~-bajc:i''rÍ~~gclpara losvirus del GrlÍpo lde (-b~Jcl rie~gCl)y/o 
RLU/PCB para - l¿s virU's d~l'.grúpcí",U (alfo ;ie~go) so~ Íguales ;~ mayores que 
uno.18,24 - . :·. ·-· :.: .. »> . :.;-;_· _;:··. 

·;·:··ti;">:· ·º:'-;·.··:~:.-"- .<~~_r .. ··:·:·; :, __ .r,-. . ~ ~~ i :<: , - ':_ -,,;:;__;_ 

CAPTURA HIBRIDA il ...: .. HC.ll-)v11CROPLACA 
;;.,,-... /J; __ : - ,:,'.:;_' ;;·_},;:;, ,:,, ... ~: ,>:;".;:: ,_, 

El laboratorio deJnvestigación ... de. Digéné Corporafü:m,:·:bajo.la dirección dentifica 

de LCirincz A. _quien perfecclonÓ,~sta téc~ica, con ,u.na .~.~ev~versión mejorada 

más sensible. y especfft~~: Óaptur~ HU;;¡d~' ~~ Micropiac~ (HCM).' En El~ta ·nueva 

versión, la captura en tub;s ~~ ;e~;n.;·1~~~'CÍ~ d~n u-~~ 
0

mÍcr~plac~ r~l'llo~Íble. 18 
Oo, o, ~:.:•,:J.:',·:,:,,',,-,:' -·.f:,~~··o.,;-'t'~~'A-:é~ ,:__-:_,••''"':,:\•,.,:.,,.::-,._,,-.' ,._.:_, 

Este, y varios cambio~ ~~·la f~rii'iul~~ió~;~:~ri ~l~~~do ia ~~n~ibilldad analltica de 

la Captura en Micr6~1aC::~ .. ;¡~~dedo~ ciE!~sci J~c~~-~~br~ 1á :capt~ra. Hibrida en 

tubo:: y ::idem:í:; ::ígrega la detección de4 tipos virales de alto riesgo (39,58,59 y 

68), con lo cual prácticC1111~ntE! ~~tá~ repr13sentados todos los tipos virales 
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IT~I~ CON 
FALLA DE ORIGEN 

oncogénicos. Esta. tecnologfa ha reemplazado a la técnica en tubos que aún 

continúa siendo válida aunque menos sensible. 18 

\\~ _.;.:_ .. 

F1g 23 

Valores de las relaciones RLU/PCA y/o RLU/PCB menores de 5. indican pequeño 

número de copias virales por célula, pudiendo significar infección viral latente o en 

fase de remisión espontánea; en estos casos, a criterio clfnico. se sugiere antes 

de cualquier tratamiento confirmar la presencia de infección activa con nueva 
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muestra luego de un interyalo de tres meses. La toma de material es una técnica 

simple y rápida. El materiál se obtiene por cepillado del área a estudiar y se coloca 

en un tubo que contiene un medio de conservación y transporte, que retarda el 

crecimiento bacterié!no y preserva la integridad del DNA celular a temperatura 

ambiente por un máximo de 15 días, tres semanas a -4º o por meses a -20°; el 

envio al laboratorio, se hace a temperatura ambiente. 18
· 
24 

DETECCIÓN DEL MATERIAL GENÉTICO VIRICO 

La estructura y secuencia genética del genoma representan -una característica 

distintiva fundamental de fa familia, tipo y cepa del virus. Se pueden usar sondas 

de ADN con secuencias complementarias para .regiones específicas. de un 

genoma vírico a fin de detectar, cuantificar ácidos nlJcleic~s'\lrrÍcos, e~ muestras 

clínicas. Las sondas de ADN se pueden usar de mo~o símilar a íos anticuerpos 

como un instrumento sensible y especifico para dete~f~r la presen~ia del' virus 

incluso en ausencia de replicación viral. Éste análisis tiene utilidad especial en las 

infecciones de virus de replicación lenta o no productivas como es el caso de los 

papilomavirus. 

Las sondas se sintetizan pm medios quimicos o mediante clonación de 

fragmentos o un genoma vírico completo en vectores bacterianos (plásmidos). Las 

copias de ADN de virus ARN se .Preparan con -la transcriptasa reversa de 

retrovirus y después se clonan. Las sondas son marcadas con nucíeótidos 

radioactivos. éstas permiten detectar secuencias genéticas viricas especificas en 

biopsias titulares fijas permeabilizadas mediante hibridación in situ . Los ácidos 

nucleicos viricos presentes en extractos de muestras clinicas se pueden detectar 

mediante fijación de un pequeño volumen del extracto en un filtro de nitrocelulosa 

( dot blot o mancha puntiforme) , seguido por hibridación del filtro con ADN virico 

especifico marcado. Como alternativa, el ADN vírico o los productos digeridos con 
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enéfonucleasas de restricción- del ADN se pueden dividir mediante electroforesis, 

transferir a un filtro de nitrocelulosa (Southern- Blot: hibridación con sonda ADN

ADNJ y después . identificar por la movilidad electroforética caracteristica y 

mediante hibri.d~6ió~:con una sonda genética especifica. El ARN vlrico separado 

por electr"Of()resis (Noúthern-blot: hibtidación con sonda ARN-ADN) se puede 

transferirá ull,filtro de nitrocelulosa para detectarlo de modo similar. ' 

IDENTIFICACIÓN MOLECULAR DE VPH 

Dos tipos principales de métodos para el diagnóstico de VPH son utilizados y de 

ellos derivan las técnicas nuevas de identificación viral; la detección del ADN viral 

y la amplificación HPV-ADN.23 

- ~ ·-
La hibridación in situ y la reacción de cadena .de polimerasa:han mostrado en 

lesiones anogenitales su asociación con el yPH 16 ~ .18._.la_.amplificación del 

genoma solamente ocurre en en el ºestrato espinÓso; de'ia:epldermis y en el 

granuloso. La expresión del gen Ear/y es encontr~dá 'erfa'1 ~pit~1i?'y ei gen Late es 

encontrado en la infección viral productiva.20 ""'°' "·' '},_::_ 

El genoma viral está confinado a los queratinocitos y pueden permanecer en la 

célula de forma extracromosomal o integradÓ en el genoma. La persi~.te.ricia de la 

infección se asocia en alto grado con la transformación intracelular. El mayor 

problema en la identificación del VPH en muestras cllnicas son el gran numero de 

subtipos y las diferencias entre los genomas de éstos. Los pri~ers son cl~~ivados 
de secuencias conocidas, diseñadas y producidas por amplificación. 20 

' 

El Southern blot (SB) : se purifica una cadena de ADN viral mediante enzimas de 

restricción, son separadas en base al tamaño de los fragmentos por medio de 

electroforesis. El ADN es transferido a una membrana y se hlbrida con una sonda 

especifica de VPH. Mediante ésta técnica se puede distinguir entre el ADN viral 

episomal y el integrado; esto es importante pueslo que .el ADN episomal es 
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encontrado , en lesiones, benignas y el ADN integrado se detecta en lesiones 

malignas.23 

El SB es·cansiderado'e1 ·,·estándar,de oro".para ladeieéción y tipificación de VPH; 

es sen~itiva acerca de fpg de VPH en 1 O ,µg de AÓN genómico., Sin embargo la 

técnica es 1atiorlosayrequiere larg
0

~s cadenas de A
0

DN de s-10µ9 .23 
. 

Reacción ·Je ~~dE!~ap~Hmerasa (RCP); En .. la amplifi~a~lón ~ar RCP con los 

"primers" se conserva abiertas las cadenas y son seguidas por hibridación con 

tipos variables de sondas. Ésta tecnologla provee una eficacia no alcanzada por 

otros métodos ya que su sensibilldad alcanza de un 71 % a un 86% en la detección 

del VPH 20
• 

23 

1e;tN llP\#16 llPVJ'I llPV6 HPV6 tlPV6 HPV6 HPV13 

11 
<lH- • 6.LI 
311- w..,; ... 
24~-.... -"' 

'ºº- -.J 
u~:• 
1111- ._, 

1ou- -
82 .... -
1;5- - ..., ... 

L ~ 

::~ 

• 16 

J.;:.j .. 
< ' 

~--1 __ 2 __ 1 __ 2 __ 1 __ 2 __ 1 __ 2 ____ 2 __ 1 __ 2 __ 1 __ 2__, Fig, 
24 

Es un método poderoso para generar grandes cantidades de DNA, pero 

desafortunadamente existe la posibilidad de obtener resultados falsos positivos y 

requiere considerable experiencia tecnológica. La PCR es comúnmente utilizada 

en investigación y estudios epidemiológicos para búsqueda ultrasensible de 
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niveles bajos de DNA en muestras clfnicas y para éstablecer los vínculos de un 

virus con determinada patologfa; se espera que en el futuro, con el desarrollo de 

nuevos kits, esta técnica pueda brindar resultados reproducibles entre distintos 

laboratorios. 18
• 

23 

z 
i:..:I 

,_ _. o ,,,_ -c.-. a; 
c..~ C> 
c. i:..:I .... o r_,. 
t . < . .......:1 

Fig.25 ~ 
~ 

Hibridación in situ (HIS): La biología molecular ha realizado avances 

espectaculares en los últimos años y se ha llegado a Ja conclusión que la 

tipificación viral puede cumplir un rol fundamental como método complementario 

de diagnóstico. El métódo de hibridización del DNA del .HPV que pueda utilizarse 

de rutina como complemento para Ja prevención del cáncer cervical. debe ser 

seguro y reproducible. Este test a su .vez, .. tiene que ser de bajo costo y 

automatizado: 18 

El pretratamiento del tejido consiste en una parcial digestión celular y de proteínas 

nucleares para poder purificar la cadena de ADN . Ésta técnica tiene una 

sensibilidad de 20-50 genomas por célula. La aplicación de HIS en epitelio 

moñológicamente normal se utiliza para.descartar infección latente del virus.23 
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Existen diferentes tests de hlbridización para el DNA~HPV. Los. pioneros en los 

estudios clínicos y de investigación en la década del 80 fuerontres tests básicos: 

Southern Blot (SBH). Dot Blot (DB) e Hibridizaclón in.sitú (FISH). En la década del 
'.'. ·-." : 

90. adaptaciones semiautomatizadas del PCR. (reacción. en __ cadena ·de la 

polimerasa) y reacciones de hibridizaoión én solución; .sistéma 'c!e Captufa i-Hbrida 

(HCS), han logrado resultados no menos exactos; pero má~ iipicl~s y,de menor 

costo. La amplificación del DNA viral usando PCR, asl écil'rio lá amp.IÍficación de 

señal quimioluminiscente con Captura' . l-llb~ida, han hecho: a. '16s<tests más 

confiables. 
18

• · .. , : . :~ _< , , . 
Las técnicas de hibridación no dete~ta'n . la presencia,_ étéí virus como tal, 

únicamente de su genoma .•• Lad~t'eciclón·de:ilpos--especificos'tte VPH en 

especimenes tomados de bio~si~· d~~i~{{¿¡;~ so~-d~~ de-~DN ~n la hibridación in 

si tu puede proveer un~ informaé:iÓn pfonó'st1ca i~portaht~ pa-~a '1os pacientes. 20 

Algunos tests; como.-elDot sl'ot (DB) Y'e1 s~uihern• Blot (SBH) son de interés 

histórico para la detecC:ióndel DNA-HPVen_estudios de investigación. 18 
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Vl.-DIAGNÓSTICO MOLECULAR EN PATOLOGÍA BUCAL 

DIAGNÓSTICO DE VPH EN MUCOSA BUCAL 

Los diferentes tipos de papilomavirus humanos juegan un papel importante en 

varias enfermedades, particularmente en diversos procesos proliferativos de 

células epiteliales de cabeza.y cuello 1~2 . Hay un.a clara asociación entre el 

papllomavirus·•.Y ~¡ tejido .eplteÍl~i. en·· las. disp.ia~ias y lesiones neoplásicas de 

varios tejidos en hÚma~C>s(i~clu~o ~n ·otr~s mámif~ros)29 
Éstos virus han e;ido implicados en la etiologla de lesiones premalignas y 

neoplasias maligna~ incluyendo aquéllas que involucran la mu.cosa bucal.26 

De acuerdo a los genotipos observados, éstos virus se han clasificado dentro de 

tres grupos de riesgo, dependiendo .el potencial éle desarrollar fenotipos de 

malignidad; el grupo de alto riesgo( tipos 16, 18, 45 y 56), riesgo medio (tipos 31, 

33, 35, 51, 52 y 58) y bajo riesgo (tipos 6, 11, 42, 43 y 44). Actualmente, del VPH 

han sido reportados e incluidos 70 subtipos severos de éste, más de 12 han sido 

identificados en lesiones bucales.31 

Los tipos; 1. 2. 4, 6. 7, 11, 13, 16, 18, 30, 32 y 57 han sido implicados en la 

etiología de lesiones de células escamosas bucales.26
· 

31 En lesiones bucales se 

han identificado antlgénos del virus del papiloma humano ( VPH)· en lesiones 

benignas, premalignas y malignas de cavidad bucal, inr.luyendo; papilomas de 

células escamosas, condiloma acuminado, hiperplasia epitelial focal, verruga 

vulgar. liquen plano, leucoplasias. queratosis nicotlnica, queratoquiste 

odontogénico, ameloblastoma, displasia epitelial y carcinoma de .células 

escamosas 31 

Mas de 60 subtipos de VPH han estado identificados como agentes infecciosos 

asociados a cáncer; están considerados como virus· persistentes que residen en 

las células de forma latente. Se caracterizan por tener un bajo grado de 
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patogenicidad pero los efectos sinérgicos con otros carcinógenos como lo es el 

tabaco y el alcohol puede exacerbar su potencial carcinogénico , se han 

encontrado evidencias del papel carcinogénico que juega el VPH en éste tipo de 

lesiones; en un estudio realizado en la Universidad de Carolina (USA) se concluyó 

que aproximadamente el 60 % de los casos estudiados de carcinoma de células 

escamosas de cabeza y cuello incluyendo piso de boca, lengua, faringe y laringe 

fueron positivos al ADN del VPH tipo 6 , 11, 16 y 18. 2 28 

En la actualidad, se han definido,los tipos 16 y 18 como seguros carcinógenos 

humanos y Jos tipos 31,y 33 como de alta probábilidad carcinogénlca. Siendo, el 16 

el mas común de los tipos asociado con carcin~mas·de tejido bucal y g~nital31 En 

la displasia epitelial y en, ef , carc,inoma de células, ,es~arnosas ~ han sido 

demostradas secuencias deADN deVPH, en éstas leslonés'e1VF;'H~16fue el tipo 

mas identificado. 28
•
29 

También se detectó en 6 de 10 casos de _muestras de mucosa bucal por Adler

Storthz . Reportes de Lawton (1992), determinaron VPH en un 60 %'de las 

muestras recolectadas en 60 individuos: en éste estudio, el genotipo de VPH 16 

fue también el mas encontrado. Algunos tipos virales han sido identificados en 

leucoplasias y liquen plano con rangos potenciales en la progresión maligna.27
• 

31 

De 41 casos estudiados en el JNOR de Cuba, 29 de lesiones pre.malignas. 

malignas e incluso tejido normal de cavidad bucal fueron positivos a por lo menos 

un tipo de VPH, a pesar del número reducido de casos fue sorprendente la alta 

prevalencia a la infección en tejido bucal tanto patológico como normal: el mayor 

porcentaje lo ocuparon las eritroplasias, seguido de las leucoplasias, de los 

carcinomas y con un 70% de los casos normales presentaron infección por VPH 

siendo el tipo 16 el mas frecuente en todos los casos excepto en las eritroplasias 

en las que prevaleció el tipo 6.26 

Se han identificado a los VPH predominantemente los tipos 2, 11, 16 y 18 en 

carcinomas de células escamosas de cabeza y cuello, mas especificamente en 
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carcinomas bucales localizados en mucosa bucal , ,lengua y piso de boca por 

técnicas de hibridación27 • 

Se reconoce que dos tipos de virus del papiloma hur:iiano VPH-16 Y VPH-18, 

asociados a procesos benignos y malignos del tracto genital , originan hasta 95% 

del cáncer cervicout~rin~. se h~ determinado que tales virus: p~cfrla~. relacionarse 

también con diferentes tipos de cáncerbué:áJ. 26
; 
30 

Estos virus especlalmente.varl~nt~s d~I 1S:pu~de~ asociarse con .infecciones 

bucales, a~álogamenie a . 1~ e~~orit'~ad~ en cérvix uterino. Estudios 

epidemiológicos· indican el poiencÍ~1·.cf~I agente infP.c~ioso como etiologla de 

carcinoma bucal; en epitelio c.eiVical y ·bucal los queratinocitos sufren 

inmortalización y transformación por el· VPH .16 • ·;n vitro" debido al gen E6 del 

VPH que ha sido reportado como culpable de la transformación e inmortalización 

de los queratinocitos "in vitro", por lo que éste virus aparece como uno de los 

agentes etiológicos más importantes . involucrados en el desarrollo de lesiones 

premalignas y malignas del epitelio.27
• 31 Los tipos genéticos ·del VPH 6 y 11 

encontrados en lesiones genitales benignas asl como los tipos 16 y 18 de lesiones 

genitales malignas reflejan las similitudes citológicas entre mucosa genital y 

bucal. 27 . 

Aunque el papel del VPH en la neoplasia epitelial del tracto genital femenino ha 

sido investigado intensamente, el potencial del virus como factor carcinogénico en 

lesiones neoplásicas de mucosa bucal permanece aún en especulaciones. El 

papilomavirus humano juega un papel importante en el desarrollo de neoplasias y 

ha sido detectado con diferentes técnicas en lesiones anogenitales y en pacientes 

con carcinoma cervicouterino.31 

Se ha informado que .la alta incidencia de infección por VPH encontrada en 

cavidad bucal y el aumento de cáncer en la misma puede estar relacionado con el 

incremento en las enfermedades de transmisión sexual . Así mismo, la infección 
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pudiera estar condicionada a la transmisión debido a instrumentos dentales o por 

el uso común de utensilios de comer.26 

La alta frecuencia encontrada también puede reflejar la incidencia de tabaquismo 

en estos pacientes que puede ser predisponente para la infección de VPH; se 

encontró un alto porcentaje de positividad de VPH en carcinomas bucales de 

pacientes con hábito de mascar tabaco y/o nuez de betel27 . 

Se ha demostrado que el VPH 16 está presente en pacientes con carcinomas 

bucales en comparación con grupos control de pacientes sanos; en éste estudio 

se encontró un Indice de infección de VPH 16 entre los pacientes del 30.8 % en 

lesiones de cáncer bucal y un 26.9 % en los sitios no afectados del mismo 

paciente positivos •al VPHo- Éstos resultados indican que no se ha vi;¡ to una 

diferencia significativ~ ·--en - les.Iones de cáncer comparadas con grupos control 

sanos.31 

Equiparando diversos sitios de la cavidad bucal; no se encontró correlación 

significativa entre_ la infección con el virus y algún sitio especifico de mucosa bucal, 

esto -sugiere que la aparición del VPH no siempre en muy evidente'. Reportes de la 

prevalencia del VPH en pacientes con carcinoma bucal varían de un 0% a un 

100%, ésta variabilidad se relaciona con el tamaño de la muestra y la sensibilidad 

de la técnica aplicada.31 

La evaluación por citologia exfoliativa es la técnica más importante en el 

diagnóstico de lesiones genitales, la ventaja de la citologia exfoliativa bucal en la 

detección viral ha sido previamente descrita; éste_ procedimiento no invasivo, es 

comparable con la obtención de tejido por medio de biopsia para la evaluación de 

células epiteliales, estudiaron por medio de células exfoliadas de cavidad bucal en 

adultos sanos y niños preescolares la existencia de VPH 6 y 16 por medio de 

PCR. En adultos los tipos 6 y 16 estuvieron presentes en las muestras en un 17 % 

y 23 % respectivamente: los resultados en niños preescolares fue de 24% y 19 % 

respectivamente, esto demuestra qu~-.-el ADN -d~I VPH se presenta en un alto 

porcentaje en el tejido epitelial normal 31 
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El diagnóstico tradicional de VPH depende de la citologla .cervical por 

Papanicolaou (Pap). En la actualidad para demostrar la presencia del virus, a 

demás de la citologla se dispone de las técnicas de biología molecular. El 

Southern blott es la técnica molecular más utilizada, es de alta sensibilidad pero 

requiere de mucho tiempo y necesita tejido fresco. La técnica más sensible para 

detectar VPH es PCR (Reacción de Poiimerasa en Cadena). sin embargo por la 

sensibilidad tan alta tiene rango elevado de contaminación y puede dar falsos 

positivos; ambas técnicas no están autorizadas por la FDA . La prueba más 

adecuada para fines cllnicos en la detección del VPH es la Captura de Hlbridos 

(SCH): el estudio es tan sensible como el Souther blott y tan sencillo como un 

inmunoensayo . Cuando se compara con la hlstologla muestra una sensibilidad del 

86%, especificidad del 77% y valor predictivo positivo del 87%.32 

El SCH detecta cantidades muy pequeñas de ADfll de VPH que no ha producido 

cambios celulares capaces de ser.discriminados por el.ojo humano a través de la 

microscopia. La prueba permite identificar los viru~· de ~ltci ries'go oncogénico con 

una sensibilidad del 100%32 
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FALLA DE ORIGEN 
CONCLUSIONES. 

La infección por el virus del papiloma humano de alto riesgo se asocia con 

cambios celulares de tipo neoplásico debido a la interacción de su genoma con la 

célula hospedera. El virus requiere de células diferenciadas para su replicación, 

debido al tropismo epitelial que desarrolla, el VPH infecta los queratinocitos, 

induciendo en ellos la proliferación epitelial desenfrenada; ocasionando una 

neoplasia intraepitelial que al paso del tiempo progresa a carcinoma in situ e 

invasivo en cualquier epitelio, incluyendo mucosa bucal. 

Debido a ésto la Identificación del genoma viral intracelular cobra especial 

importancia en el diagnóstico y tipificación viral de las células. Existen varios 

métodos disponibles y en general están basados en una reacción de hibridización 

que consiste en el acoplamiento o unión de una banda de ácido nucleico con el 

DNA complementario'en la muestra a examinar para formar una dupla estable.35 

El Southern Blot·es considerado el patrón de oro par;;1 la identificación del VPH en 

células.;.éXto.fiadas o biopsia de tejidos. La Hibridizac.ión In Situ (HIS) se realiza 

sobre ti:ljjdÓ previamente .t~tado e.nzi111titi.Ci!!)' Jisicam_ente; es poco sensible, sólo 

detecta infecciones productivas y no puede revelar el tipo de DNA presente, pero 

tiene·la ventaja de indicar la localizaciÓrí. de las células o ias regiones inf~~iadas 
en el tejido27 Una de las técnicas más sensibles y actualmente disponible, es la 

reacción en cadena de polimerasa (PCR), que tiene la ventaja de detectar 

cantidades minimas de DNA viral, la mayor ventaja del PCR es su sensibilidad, lo 

que también es su mayor desventaja ya que presenta una alta susceptibilidad a la 

contaminación cruzada y ocasionalmente produce resultados falsos positivos. 

Ótro método actualmente utilizado e; I~ ci~Í~;á· de Hibrid~s; · ~te método puede 

identificar hasta 16 tipos diferentes de VPH, es muy especifico y no presenta 

problemas de contaminación cruzada 35
·, por lo que se propone como una técnica 

molecular aplicable a la identificación viral en boca como parte del nuevo vinculo 

entre la patologia bucal y el diagnóstico molecular. 
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VIA<.;NóSTICO MOLECULAR EN PATOLOGfA 1!UCAL 

GLOSARIO 
~':'.l~ rf'~T 

FALLA DE ORIGEN 
Ácido desoxirribonucleico; Largo pollmero compuesto por cuatro tipos de nucleótidos de desoxirribosa que 

contiene información genética. 

ADNc ; Molécula de AON copiada de una molécula de ARNm mediante la transcriptasa reversa por lo que 

carece de los intrones del ADN genOmico 

Álcali; Sustancia de pH extremadamente básico 

Atemperar; Llevar a Ja temperatura ambiente 

Bicatenario; Constituido por dos cadenas 

Blot; Membrana 

Cápside; Cubierta proteica externa de un virus formada por autoensamblaje de subunldades proteicas 

Carcinogénico: Cualquier agente flsico o qulmlco capaz de producir cáncer cuando las células se exponen a 

ellos. 

Cebador; Corta secuencia de écldo nucleico que contiene un grupo hidroxilo 3_."que forma pares de bases con 

una hebra de patrón complementaria y actlla como punto de inicio para la adición de nucleótldos. 

centrifugación 

Citoquinas; cualquiera de las numerosas protelnas secretadas por los interferones y que se unen a 

receptores celulares especificas para inducir su diferenciación o proliferación. 

Codificar; Determinar los tripletes de nucleOtidos (codones) 

Coiloc1tosis; Aspecto histológico de la célula con inclusiones vlricas en su nócleo. 

Daltons. Unidad de medida para designar peso atómico 

Desnaturalización: Alteración drástica de la conformación de una protelna o un ácido nucleico 

debido a la ruptura de diversos enlaces covalentes como consecuencia del calentamiento o 

exposición a agentes qufmicos determinados. 

Electroforesis; Cualquiera de varias técnicas para la separación de macromoléculas basadas en la migración 

sobre un gel u otro medio sometido a un fuerte campo elédrico. 

Endocitosis; Captación del material extracelular por Invaginación de la membrana plasmática para formar una 

veslcula hm1tada por una membrana. 

Endonucleasas; Enzimas nucleares 

Ensamblaje; Proceso de extracción de intrones y la incorporaclón de exone!. 

Ep1somal. ADN fuera del núcleo. 

Epiteliotrópicos; Afinidad por el epitelio 
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Episomal; AON fuera del núcleo. 

Epiteliotrópicos: Afinidad por el epitelio 

.,....,.~!:' ~('~ 

FALLA DE ORIGEN 

Eucariotas; Clase de organismos compuestas por una o más células que contienen un núcleo, organelos 

cubiertoas por una membrana. 

Exacerbar; Incrementar reacción 

Exocitosls; Liberación de moléculas Intracelulares contenidas dentro de una vesfcula. 

Extracromosoma: Fuera del cromosoma 

FOA; Fedral Drugs Admlnlstration 

Fenotlpicas; Caracterlsticas flsicas genéticamente determinadas. 

Gen; Unidad ffsica y funcional de la herencia que transporta información de una generación a la ~róxlma. 

Genoma; Total de la lnfonnación genética contenida en una célula o un organismo. 

Genotipos: Constitución genética completa de una célula u organismo aislado; también los alelos de uno 

Heterodúplex; Molécula bicatenarla de ADN que contiene uno o más pares· de bases mal 

apareadas. 

lntron; Parte de una transcripción primaria o el AON que lo codifica que se elimina por empalme durante el 

procesamiento de ARN y no se incluye en los ARNm, ARNt. 

Kilobases; Unidad de medida para designar codones 

Luminómetro: Aparato que mide la Intensidad de la luz 

Monómeros; Cualquier molécula pequena que se puede unir con otras del mismo tipo para formar pollmeros. 

Nouthem-blott; Técnica utilizada para detector ARN especifica separados por electroforesis por hibridación 

con una sonda de ADN marcada radioactiva. 

Nucleocápslde; Cápside viral más el ácido nucielco que encierre. 

Pl.:lsmido; Pequena molécula circular de ADN extracromosal capaz de Inducir la replicación~utónoma de una 

célula. 

Renaturalización o hibridaciónito es detectar éste enlace se utilizan sustancias marcadoras en las 

Sondas; Fragmento definido de ARN y ADN con marca radioactiva o qulmica utilizada para 

detectar secuencias especificas de ácidos nucleicos marcados 

Southern blotling; Técnica para detectar secuencias de ADN especificas separadas por 

electroforesis mediante hibridación con una sonda de ácidos nucleicos marcados. 

Taq polimerasa : ADNasa 

Test; Técnica diagnóstica 

T m; intervalo de temperatura en el que ocurre la desnaturalización 

ultracentrlfuga; aparato que puede determinar el coeficiente de sedimentación expresado en unidades de 

Svedberg (S) 

Unidades Svedberg ;guarda relación con el peso molecular de la partlcula 2 

vmón 
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