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RESUMEN 
“LA CARGA DE VIRUS DEL PAPILOMA TIPO 16 NO CORRELACIONA CON EL GRADO DE LAS 
LESIONES NEOPLÁSICAS DEL CÉRVIX Y ES CONSISTENTE CON DELECIONES DE LOS GENES 

VIRALES E2 Y E6 ” 
 
CONTEXTO. El cáncer cervicouterino se desarrolla en infecciones persistentes del epitelio del cuello uterino por 
virus del papiloma humano (VPH) de alto riesgo, entre los cuales predomina el tipo 16 (VPH16) cuyo genoma 
—DNA circular de cadena doble que codifica seis genes de proteínas no estructurales, entre ellos el represor 
E2 y las oncoproteínas E6  y E7— se replica en el núcleo de las células epiteliales en diferenciación. La 
integración del genoma viral al genoma celular, aparentemente esencial para iniciar la transformación 
neoplásica, usualmente se acompaña de escisión/interrupción del gen E2. Las lesiones neoplásicas progresan 
hasta el cáncer invasor (CC) pasando por infección (IVPH), neoplasia intraepitelial de bajo grado (NIC1) y de 
alto grado (NIC2 y NIC3). Se supone que en las lesiones de bajo grado predomina el genoma viral en estado 
plasmídico (con igual número de los genes E2 y E6  y cociente E2/E6   1) y en lesiones cancerosas el estado 
integrado (con pérdida del gen E2 y cociente E2/E6    0). La cuantificación del oncogén E6   de VPH16 (E6 -
VPH16) mediante PCR en tiempo real (qPCR) con SYBRGreen (fluorocromo intercalante del DNA) ha sido 
empleada para correlacionar la carga viral y el cociente E2/E6  con el grado de las lesiones neoplásicas. 
EvaGreen, un nuevo fluorocromo intercalante, ha sido empleado para cuantificar el DNA y propuesto para la 
qPCR. PROPÓSITOS. En este trabajo comparamos la eficiencia de EvaGreen y SYBRGreen para cuantificar E6 

-VPH16 por qPCR, desarrollamos un método ultrasensible con EvaGreen basado en preamplificación 
convencional seguida de qPCR anidada para evaluar las cargas de E2 y E6  y el cociente E2/E6 . MÉTODOS. 
Cuantificamos la carga de E2 y E6   en los raspados cervicales de 35 mujeres con lesiones displásicas y 
cancerosas e infección única por VPH16. RESULTADOS. La cuantificación de E2 y E6  fue reproducible y el 
promedio de ciclos umbrales (Ct) fue 4.4 ciclos menor con EvaGreen que con SYBRGreen. Los perfiles de 
extinción térmica de fluorescencia de los productos amplificados de los raspados cervicales fueron idénticos a 
los amplificados a partir del genoma de VPH16 auténtico. Las mezclas de qPCR directa y anidada con 
diluciones logarítmicas seriadas que contenían 2.5×103-2.5×106 copias de la construcción pHV101 (con el 
inserto de E6 ) dieron valores de Ct en los rangos de 18.7-29.0 y 10.0-25.0, respectivamente. El Ct promedio 
fue 19.9 en mezclas con 50 ng de DNA de la línea celular SiHa, que porta una copia de VPH16 por célula. Los 
patrones de extinción térmica de la fluorescencia de los productos de pHV101 y SiHa fueron idénticos, con un 
pico a 85.5°C. La calibración de las mezclas de qPCR para cuantificar E2 fue realizada con la construcción 
pHV201 (con el inserto del ORF E2) generada previamente en nuestro laboratorio. Entre los grupos de 
lesiones de los raspados cervicales los rangos de copias de E2 y E6  (por ng de DNA) y los cocientes E2/E6  
fueron: IVPH 16-9,250, 55-1,300, 0.006-24.375; NIC1 16-18,076, 18-816,656, 1.625-625.471; NIC2 30-58,535, 
119-538, 0.006-15.460; NIC3 21-808,000, 444-5,200,000, 0.736-24.969; CC: 15-1,152,000, 18-17,200,000, 
0.020-181.950. Las diferencias fueron significativas sólo entre las cargas de E6  de NIC1 vs. CC (P = 0.028) y 
NIC1 vs. NIC2-3/CC (P = 0.045). Los valores del log E2/E6  de los raspados se ajustaron a una distribución 
gausiana. CONCLUSIONES. La cuantificación de E6 -VPH16 es reproducible, específica y más sensible con 
EvaGreen que con SYBRGreen y confirma la utilidad de EvaGreen para la qPCR. La preamplificación por 15 
ciclos aumenta 10,750 veces la sensibilidad de la qPCR anidada, permite cuantificar confiablemente el 
oncogén E6  y confirma que las células SiHa contienen una copia del genoma de VPH16 por masa de 
genoma humano DIPsloide. Las cargas de E2 y E6  no correlacionan con el grado de las lesiones 
neoplásicas. Mostramos por primera vez que en las infecciones naturales del cérvix por VPH16 parecen 
ocurrir deleciones aleatorias de los genes virales E2 y E6 . Los genomas deletados de VPH16 podrían, como 
ocurre con otros virus, generar partículas defectuosas interferentes capaces de afectar la replicación viral, la 
progresión neoplásica y la inmunidad contra VPH16. 
 
 
PALABRAS CLAVE: VPH, qPCR, EvaGreen, SYBRGreen. 
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ABSTRACT 
“THE LOAD OF HUMAN PAPILLOMAVIRUS TYPE 16 DOES NOT CORRELATE WITH CERVICAL 

NEOPLASTIC LESIONS AND IS CONSISTENT WITH DELETIONS OF THE E2 AND E6  VIRAL GENES” 
 
CONTEXT. Cancer of the cervix uteri (CC) develops in persistent infections of the cervical epithelium by high-risk 
human papillomavirus (HPV), among the most prevalent is type 16 (HPV16) whose genome —circular double 
stranded DNA encoding six nonstructural protein genes that include the E2 repressor and the E6  and E7 
oncoproteins— replicates in the nucleus of differentiating cells. Integration of the viral genome to the cell 
genome, apparently essential to initiate neoplastic transformation, is usually accompanied by 
escision/disruption of the E2 gene. Progression of neoplastic lesions to invasive cancer (CC) passes through 
viral infection (HPVI), low grade (CIN1), and high grade cervical intraepithelial neoplasia (CIN2 and CIN3). It is 
assumed that the plasmid form of the viral genome predominates in low grade lesions (with equal number of 
E2 and E6  viral genes and E2/E6  ratio  1) and the integrated from in cancerous lesions (with loss of E2 and 
E2/E6  ratio  0). Quantification of the HPV16 E6  oncogene (E6 -VPH16) by real time PCR (qPCR) with the 
DNA intercalating fluorochrome SYBRGreen has been used to correlate viral loads and E2/E6  ratios with de 
grade of neoplastic lesions. EvaGreen, a new intercalating fluorochrome, has been used to quantify DNA and 
proposed for use in qPCR. AIMS. In this work we compared the efficiency of EvaGreen and SYBRGreen to 
quantify E6 -HPV16 by qPCR, developed an ultrasensitive method with EvaGreen based on conventional 
preamplification followed by nested qPCR to assess E2 and E6  loads and E2/E6  ratios. METHODS. E2 and E6  
loads were quantified in cervical scrapings from 35 women with cancerous and dysplastic lesions and infected 
only by HPV16. RESULTS. E2 and E6  quantification was reproducible with the average number of threshold 
cycles (Ct) being 4.4 cycles lower with EvaGreen that with SYBRGreen. The thermal-extinction-of-fluorescence 
profiles of products amplified from DNA of cervical scrapes were identical to those amplified from the authentic 
HPV16 genome. Direct and nested qPCR mixtures prepared with serial logarithmic dilutions containing 
2.5×103-2.5×106 copies of the pHV101 construct (with the E6  ORF insert) yielded Ct values in the ranges of 
18.7-29.0 and 10.0-25.0, respectively. The average Ct value was 19.9 for mixtures containing 50 ng of DNA of 
the SiHa cell line, known to carry one HPV16 copy per cell. The thermal-extinction-of-fluorescence profiles of 
pHV101 and SiHa products were identical, with a peak at 85.5°C. Calibration of qPCR mixtures to quantify E2 
copies was performed with the pHV201 construct (containing the E2 ORF insert; generated previously in our 
laboratory). Among the groups of neoplastic cervical lesions the ranges of E2 and E6  copy numbers (per ng of 
DNA) and E2/E6  ratios were: HPVI 16-9,250, 55-1,300, 0.006-24.375; CIN1 16-18,076, 18-816,656, 1.625-
625.471; CIN2 30-58,535, 119-538, 0.006-15.460; CIN3 21-808,000, 444-5,200,000, 0.736-24.969; CC: 15-
1,152,000, 18-17,200,000, 0.020-181.950. There were significant differences only between the E6  loads of 
CIN1 vs. CC (P = 0.028) and CIN1 vs. CIN2-3/CC (P = 0.045). The log E2/E6  values observed in the 
scrapings fitted a gaussian distribution. CONCLUSIONS. E6 -HPV16 quantification is reproducible, specific and 
more sensitive with EvaGreen than with SYBRGreen and confirms the usefulness of EvaGreen for qPCR. 
Preamplification for 15 cycles increases nested qPCR sensitivity 10,750 times, allows reliable quantification of 
the E6  oncogene and confirms that SiHa cells contain one HPV16 genome per mass of human DIPsloid 
genome. E2 and E6  loads do not correlate with the grade of the neoplastic lesions. For the first time we show 
that in natural cervical infections by HPV16 random deletions of the viral E2 and E6  genes might occur. The 
deleted HPV16 genomes could, as is known to happen with other viruses, generate defective interfering 
particles capable of affecting viral replication, neoplastic progression and immunity to HPV16. 
 
 
KEYWORDS: HPV, qPCR, EvaGreen, SYBRGreen. 
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CAPÍTULO I. INTRODUCCIÓN GENERAL 

CÁNCER CERVICOUTERINO 
El cáncer cervicouterino (CaCu) es el segundo cáncer más frecuente y la tercera 
causa de muerte por cáncer entre las mujeres en el mundo, con 529,000 casos 
nuevos en el año 2008. 

Las regiones más afectadas son África Oriental y Occidental con un riesgo 
estimado y estandarizado por edad (ASR) mayor a 30 por cada 100,000 mujeres; 
les sigue el sur de África con un ASR de 26.8/100,000, Asia Central y del Sur con 
24.6/100,000, América del Sur y África Central con ASR de 23.9 y 23 por 100,000 
mujeres, respectivamente. 

Las regiones con menor riesgo de CaCu son Asia Occidental, 
Norteamérica, Australia y Nueva Zelanda, con ASR de 6/100,000, es decir, 
aproximadamente cinco veces menos que África Oriental y Occidental. 

El CaCu fue responsable de 274,000 muertes en 2008 y el 88% de las 
mismas ocurrieron en países en desarrollo: 53,000 en África, 31,400 en 
Latinoamérica y el Caribe y 159,800 en Asia (Figura. 1). 

Según la Agencia Internacional de Investigación del Cáncer (IARC) y las 
estadísticas de cáncer mundial para 2008 (GLOBOCAN 2008) el CaCu en México 
fue la segunda causa de muerte por cáncer en mujeres y en ese año se 
registraron 10,186 casos nuevos y 5,061 defunciones (Figura. 2). 

El Sistema Nacional de Información en Salud (SINAIS) informó que en el 
último corte (2008) hubo 4,031 muertes por CaCu y la tasa de mortalidad nacional 
fue de 9.1/100,000, menor que la registrada por la IARC (Tabla 1). En el estado de 
San Luis Potosí se registraron 97 defunciones y la tasa de mortalidad fue de 
9.3/100,000, lo que ubica al estado por encima del promedio nacional. De acuerdo 
con estas estadísticas siticas se estima que en 2008 murieron 11 mujeres por día 
en el país y una cada cuatro días en San Luis Potosí (SINAIS 2008) (Tabla 1). 

PAPILOMAVIRUS Y CACU 
zur Hausen propuso y luego demostró que el virus del papiloma humano (VPH) es 
el agente infeccioso responsable de la transformación neoplásica del cuello uterino 
(zur Hausen 1977, 1988) . Esta hipótesis fue validada con el hallazgo de 
secuencias del genoma de VPH en 99.7% de los casos de CaCu invasor 
(Walboomers et al. 1999). 

Los papilomavirus humanos denominados de bajo riesgo (VPH-BR) se 
encuentran en verrugas y lesiones benignas y los de alto riesgo (VPH-AR) u 
oncogénicos se encuentran en los carcinomas invasores (de Villiers 2001). 
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Los principales tipos de VPH de bajo riesgo son once (6, 11, 40, 42, 43, 44, 
54, 61, 70, 72,81) y los de alto riesgo quince (16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 
58, 59, 68, 73 y 82) (Muñoz et al. 2003). 

Los dos tipos de VPH-AR asociados con mayor frecuencia a tumores 
malignos son el 16 (miembro de la especie 9) y el 18 (miembro de la especie 7). El 
primero es responsable de alrededor del 50% de los casos de CaCu invasor en el 
mundo (Bosch et al. 1995, Walboomers et al. 1999). 

PROGRESIÓN NEOPLÁSICA Y DIAGNÓSTICO DEL CACU 

Histopatología 

La historia natural del CaCu implica el desarrollo de cambios progresivos que 
empiezan con lesiones precancerosas, las cuales incluyen la neoplasia  
intraepitelial del cérvix (NIC) leve o neoplasia intraepitelial de grado 1 (NIC1). Esta 
es seguida por lesiones más severas (NIC2 y NIC3) y luego por el cáncer in situ, 
microinvasor e invasor. 

El sistema NIC, basado únicamente en la arquitectura del tejido, promovió 
el concepto de enfermedad continua y gradual desde leve hasta severa y fue 
propuesto por Richart desde 1973 (Richart et al. 1973, Buckley 1982). 

Citología 

La citología cérvico-vaginal es el método de tamizaje que ha sido empleado 
masivamente para la detección temprana del CaCu en el mundo (Jenkins 2007) y 
en Latinoamérica (Organización Panamericana de la Salud) incluyendo a nuestro 
país (Curiel Valdez 2006). 

Papanicolaou dedicó 45 años al estudio de la citología exfoliativa y desde 
1923 la propuso como un método diagnóstico del cáncer uterino. La citología 
ginecológica comenzó formalmente con la descripción de los cambios hormonales 
cíclicos del epitelio vaginal, en los cuales identificó la presencia de células 
tumorales en algunos frotis. 

El Papanicolaou ha contribuido a disminuir la incidencia de cáncer en varios 
países (Bergström et al. 1999; Pontus et al. 2007), aunque Fahey et al. (1995) 
demostraron que tiene una sensibilidad variable, en promedio del 58%, y Boffin 
(2007) registró pacientes con cáncer que habían tenido un diagnóstico citológico 
negativo. 
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Figura. 1. Incidencia y mortalidad por CaCu en el mundo 
Incidencia (barras rojas), Mortalidad (barras azules). El rango estimado fue estandarizado 
con la edad por cada 100,000 mujeres (IARC, 2008). 
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Figura. 2. Tipos de cánceres más frecuentes en mujeres mexicanas. 
Incidencia (barras rojas). Mortalidad (barras azules). El gráfico muestra el número de 
casos registrados en mujeres de todas las edades (IARC, 2008). 
 
 
 
Tabla 1. Mortalidad y defunciones por cáncer cervicouterino en México y en 
el estado de San Luis Potosí en 2008 

Región Mortalidada Defunciones Muertes/día 
México 9.7a,b 5,061 14 
México 9.1c 4,031 11 
San Luis Potosí 9.3c 97 0.25 

a Tasa de mortalidad por 100,000 habitantes ajustada por edad. 
b Fuente: IARC, Globocan 2008. 
c Fuente: SINAIS 2008. 
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El Sistema Bethesda 
La clasificación de los cambios morfológicos diagnosticados con el método de 
Papanicolaou ha sido sometida a varias modificaciones y actualmente existe una 
terminología unificada por el Sistema Bethesda creada para incorporar los nuevos 
conceptos citológicos, unificar la terminología de este diagnóstico  y comunicar la 
información apropiada para el manejo de las pacientes a través de un informe de 
los aspectos citológicos. (Bethesda System NCBI 2010; Bergeron 2003) 

Los diagnósticos de las lesiones neoplásicas progresivas del Sistema 
Bethesda son los siguientes: 
Negativo para lesión intraepitelial o malignidad. No existe ninguna anomalía de las 
células epiteliales. 

 ASCUS (atypical squamous cells of undetermined significance). Cambios 
celulares atípicos de significado indeterminado. El término se emplea 
cuando los hallazgos citológicos son de importancia indeterminada, lo cual 
refleja dificultad para interpretar ciertos cambios celulares con precisión y 
reproducibilidad para un diagnóstico definitivo. Son cambios sugestivos 
pero no concluyentes de infección por VPH. 

 Anomalías en las células epiteliales. Cuando se identifican alteraciones 
celulares premalignas o malignas. Se incluyen a continuación únicamente 
las dos categorías para las lesiones intraepiteliales escamosas: 

 LIEB (lesión intraepitelial escamosa de bajo grado; LSIL o low-grade 
squamous intraepithelial lesion) que incluye la infección por VPH y displasia 
leve (equivalente a NIC1). 

 LIEA (lesión intraepitelial escamosa de alto grado, HSIL o high-grade 
squamous intraephitelial lesion) incluye displasia moderada (equivalente a 
NIC2) y severa (equivalente a NIC3) y el carcinoma in situ. 

 
Los factores que generan diagnósticos falsos en general incluyen errores en 

la toma y el procesamiento de la muestra o en la búsqueda e identificación de las 
células malignas y su interpretación. Alrededor de dos tercios de los falsos 
negativos resultan de errores en la toma de la muestra y el tercio restante de error 
en la detección (Burd 2003), aunque hay grandes variaciones que dependen de la 
calidad del laboratorio y del personal que diagnostica las muestras. 

Para tratar de mejorar la especificidad y sensibilidad del diagnóstico se han 
desarrollado nuevas técnicas como la citología en líquido (liquid based cytology) 
en la cual se utiliza un cepillo para tomar la muestra que luego se introduce en una 
solución fijadora donde se conservan y dispersan las células. En el laboratorio la 
muestra es concentrada selectivamente a través de filtros y transferida al 
portaobjetos para su tinción y posterior interpretación. Debido a que la muestra es 
fijada inmediatamente después de su recolección y el proceso elimina materiales 
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que puedan oscurecer la evaluación de las células epiteliales como sangre, moco 
y células inflamatorias, hay pocos artefactos en la morfología celular, además de 
que las células se colocan en una monocapa, lo que facilita la observación. Este 
método ha permitido disminuir las muestras inadecuadas del 9 al 2%, así como 
acortar el tiempo empleado para la interpretación (Varela-Martínez 2005). 

PAPILOMAVIRUS 
Los papilomavirus son virus epiteliotrópicos y sus viriones, de 52-55 nm de 
diámetro, son partículas sin envoltura, con una cápside icosahédrica compuesta 
por 72 capsómeros (Palefsky et al, 1995; Saveria Campo, 2006). La cápside 
consta de dos proteínas estructurales codificadas por el genoma viral: L1, de 55 
kilodaltones (kDa), representa el 80% de la proteína de los viriones y L2, de 70 
kDa. El genoma es una molécula de DNA circular de doble cadena (dsDNA) de 
aproximadamente 8000 pb y su contenido de GC oscila entre el 40% y 48% 
(Saveria Campo 2006, Flint et al. 2009) 

Clasificación 

Los papilomavirus pertenecen a la familia Papillomaviridae y se han aislado 
cientos especie-específicos. Son clasificados por la especie que infectan y el sitio 
o enfermedad con los cuales están asociados. La secuenciación del genoma ha 
permitido su clasificación filogenética de acuerdo a su homología en el marco de 
lectura abierto (ORF) del gen L1, altamente conservado. La clasificación se basa 
en los siguientes cinco niveles jerárquicos: 

Género. Es la categoría más amplia de clasificación. Los géneros son 
designados por letras del alfabeto griego; cada miembro debe tener 60% 
de identidad en la secuencia de L1 dentro del mismo género. 

Especie. Dentro de una especie se encuentran papilomavirus del mismo 
género con 60-70% de identidad en L1. 

Tipo. Un tipo viral dentro de una especie tiene 71-89% de identidad en L1 
respecto a otros tipos de la especie. 

Subtipo. Los subtipo tienen una identidad del 90-98% dentro de un tipo. 
Variante. Tienen más del 98% de identidad; también es definida por genomas 

con una diferencia menor o igual al 2% respecto a la secuencia 
prototípica del subtipo viral con el que se compara. 

 
La clasificación de de Villiers (2004) agrupa a los VPH en cinco géneros, 

alfa (α), beta (β), gama (γ), mu (μ) y nu (ν), de los cuales se han identificado 
alrededor de 200 tipos (Figura. 3). Hasta 2007 se habían secuenciado los 
genomas completos de 96 tipos y más de 100 tipos adicionales habían sido 
secuenciados parcialmente (ICTV 2002, Saveria Campo 2006; Knipe et al. 2007). 
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Los VPH de importancia médica están agrupados en el género alfa y 
muchos de ellos infectan principalmente los genitales. Hay relativamente pocos 
subtipos, pero han sido identificadas abundantes variantes especialmente para 
VPH16 (Knipe et al. 2007; López-Revilla et al. 2008). 

Estructura y organización del genoma viral 

Los genomas de los papilomavirus tienen secuencias y arreglos similares (Saveria 
Campo, 2006; Knipe et al. 2007). El genoma se divide en tres regiones: La región 
larga de control (LCR), localizada entre los genes L1 y E6 , que contiene de 400 a 
850 pb; esta región es conocida como región reguladora no codificante, contiene 
el origen de replicación viral así como también es responsable del control de la 
transcripción, ambas dependientes de la célula huésped (Münger et al. 2004, 
Saveria Campo, 2006). La región que corresponde a los genes tempranos es 
llamada E (early), contiene genes que participan en la replicación y la 
oncogenicidad viral y consta de los genes E1, E2, E4, E5, E6  y E7. Por último la 
región de los genes tardíos o L, formada por dos genes que codifican la proteína 
principal de la cápside o L1 y la proteína menor de la cápside o L2 (Komly et al. 
1986, Dell y Gaston 2001, Burd 2003). 

El genoma de VPH16 fue secuenciado completamente y registrado por 
primera vez en 1985 (GenBank: K02718.1). Ha sido el modelo de estudio en 
numerosos trabajos debido a que es principal agente relacionado con el cáncer 
cervical en el mundo (Bosch et al. 1995, Walboomers et al. 1999) (Figura. 4). 

CICLO VIRAL Y PROGRESIÓN NEOPLÁSICA 

Adsorción, penetración y replicación 

Los papilomavirus son especie-específicos, tienen tropismo por células epiteliales, 
y la producción de viriones en las células infectadas depende de la diferenciación 
de las mismas, dado que requieren de la maquinaria celular para llevar a cabo el 
ciclo replicativo (Flint et al. 2009). 

La infección por papilomavirus requiere que las células de la capa basal del 
epitelio sean infectadas por lo que se propone que para iniciar la infección debe 
ocurrir una lesión o abrasión del epitelio; esta idea se desarrolló por la presencia 
de proteínas virales tempranas en las células basales mientras que la expresión 
de los genes virales tardíos, la producción de proteínas de la cápside, la 
replicación del DNA viral y el ensamble de los viriones ocurren sólo en células 
completamente diferenciadas de las capas epiteliales superiores (Stoler 1992 
2006, Saveria Campo 2006, Curiel Valdez 2006). (Figura. 5). 

La unión de los papilomavirus a la membrana celular no se ha descrito 
detalladamente. Los viriones parecen unirse a residuos de glucosaminoglucanas 
en la superficie de la membrana plasmática (Joyce et al. 1999, Saeed et al. 2003). 
La integrina alfa-6 parece ser el principal receptor de VPH16 y la adsorción es 
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seguida de endocitosis dependiente de clatrina como un evento de internalización 
celular (Yoon et al. 2001, Day et al. 2003; Alberts et al. 2004). 

La proteína L2 interviene en la salida del endosoma y en el transporte del 
genoma viral al núcleo celular y una vez ocurrida la infección el virus se establece 
dentro del núcleo de las células basales. 

El DNA viral permanece en estado episomal (circular) fuera de los 
cromosomas del hospedero, replicándose en niveles bajos en coordinación con la 
división celular (Saveria Campo 2006). 

Transcripción 

El mecanismo transcripcional es complejo y no es comprendido completamente 
debido a la intervención de múltiples moléculas reguladoras involucradas, a las 
diferencias encontradas en los distintos modelos de estudio y las limitaciones 
técnicas para su estudio in vitro. 

La transcripción es unidireccional, requiere una sola cadena de DNA como 
molde, depende de la maquinaria transcripcional de la célula eucariota (RNApol II) 
y factores que permiten a la enzima reconocer el inicio de la transcripción (caja 
TATA) y unirse a la cadena molde, notablemente TFIID y TBP (Knipe 2007). 

La transcripción requiere promotores que se encuentran en la LCR y en los 
genes E6  y E7 cuya intensidad de uso es determinada por diversos elementos de 
regulación que se unen a sitios específicos (Saveria Campo 2006, Alberts et. al 
2004). 

Promotores tempranos 

El promotor E6  (p97, nt 97) es empleado para iniciar la transcripción viral con 
RNApol II, que junto con los factores de transcripción reconoce y se une al 
promotor para continuar el proceso de elongación de la cadena de RNA que se 
transcribe. 

Los factores de transcripción que activan a este promotor tienen sitios de 
unión en regiones distintas. Sp1 se une en la región larga de control LCR (31 pb 
corriente arriba del promotor E6 ) (Apt et al. 1996). 
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Figura. 3. Árbol filogenético de los papilomavirus, basado en el marco de 
lectura abierto (ORF) de la proteína estructural L1 
Los VPH corresponden principalmente a los géneros alfa, beta, gama, mu y nu. Los 
números indican el tipo de papilomavirus. La letra c anterior al número indica que el 
miembro es candidato a VPH. Las demás observaciones se refieren a papilomavirus 
animales. (tomada de Saveria-Campo 2005) 
 
 
 
 

 
Figura. 4. Representación del genoma de VPH16 
Longitud total: 7904 pb. (A) Representación circular. (B) Representacion lineal. LCR, 
Región larga de control. Genes tempranos E (early). Genes tardíos L (late). (Adaptado del 
Instituto de Investigación Clínica de Montreal). 
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Figura. 5. Representación del ciclo de vida de los papilomavirus 
La internalización del virus ocurre en células basales junto la expresión de proteínas 
tempranas (E), mientras que las proteínas tardías (L) se expresan en las células de 
estratos superiores (Adaptado de Anaconda Pharma 2006). 
 

La proteína viral E2 es considerada como factor de transcripción pues al 
unirse entre la caja TATA y el sitio de unión a Sp1 también actúa como activador 
transcripcional aunque menos potente que Sp1 (Tan et al. 1994). 

El promotor E7 se localiza dentro de la secuencia del gen E6  de los tipos 
de bajo riesgo VPH6 y VPH11 y promueve la expresión del oncogén E7. Su 
regulación no es bien conocida pero algunos estudios sugieren que la proteína E2 
pudiera estimularlo (di Lorenzo y Steinberg 1995). 

Promotores tardíos 

El promotor E6  (p97, nt 97) dirige la síntesis del mRNA que codifica tanto las 
proteínas tempranas como las proteínas estructurales L1 y L2 que son traducidas 
a partir de los mismos mensajeros, pero se desconocen los mecanismos que 
determinan el cambio en la expresión de las proteínas tempranas a las tardías. 

El promotor p670, descrito para VPH16 por Grassmann et al. (1996), tiene 
un mecanismo de regulación desconocido pero promueve la producción de L1 y 
L2 y su actividad se incrementa durante la diferenciación celular. 

Los promotores son regulados por moléculas que potencian su actividad 
(enhancers) o bien la disminuyen o suprimen (silenciadores). Las moléculas 
reguladoras de los promotores de papilomavirus son específicas de células 
epiteliales. Ap1 es considerado un potenciador de p97 (García-Carrancá et al. 
1988; Gloss et al. 1989). Los represores se unen a una región de 110 pb entre el 
enhancer y el promotor p97 y reprimen la transcripción del mismo promotor 
(Baukenecht et al. 1992) 
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Otros elementos de regulación de la transcripción son la conformación de la 
cromatina mediante la modificación covalente de las histonas de los nucleosomas 
y la metilación de DNA. 

Replicación del genoma viral 

El origen de replicación es una secuencia de 80 a 140 pb de la LCR (Zhu et al. 
1994). Consta de un sitio de unión a la proteína viral E1 (E1BS, E1 binding site) 
que en sus extremos tiene un sitio de unión para la proteína viral E2 (E2BS, E2 
binding site), por lo que la replicación depende de ambas proteínas (Ustavaad 
Steniud 1991) y requiere también de la maquinaria celular (Lin et al. 2000). 

La proteína E2 recluta a E1 y permite el reconocimiento del origen de 
replicación mientras que E1 tiene actividad de helicasa (Yang et al. 1993). La 
proteína E2 tiene tres dominios; el extremo amino terminal (200 aa) es necesario 
para la interacción con E1. Cambios en el dominio amino terminal de la proteína 
E2 pueden inhibir la replicación (Chiang et al. 1992). E2 además es responsable 
de la persistencia del genoma viral en células en división debido a que su dominio 
amino terminal media la asociación con los cromosomas mitóticos (Bastien and 
McBride, 2000). 

La proteína E1 tiene actividad de helicasa y al interactuar con la proteína E2 
se une al E1BS además de interactuar con la alfa primasa para iniciar la 
replicación (Titolo et al. 2000). Ambas interacciones son esenciales pero una vez 
iniciado el proceso E2 es liberada (Masterson et al. 1998). 

La replicación viral es regulada por la proteína supresora de tumores p53 
(descrita desde 1979), que detiene el ciclo celular en el punto G1/S cuando existen 
daños en el DNA, evitando su replicación (López-Martínez et al. 2002). En 
papilomavirus se ha demostrado que E2 activa directamente a p53. 

Liberación de viriones 

La proteína E4 se expresa solamente en células diferenciadas y su marco de 
lectura está localizado en la región temprana. Sin embargo, al encontrarse bajo la 
acción del promotor tardío localizado en E7, E4 se expresa como un gen tardío. 
Su función principal consiste en inducir la ruptura de las redes de citoqueratina, lo 
que permite la liberación de los viriones sintetizados durante la fase productiva de 
la replicación viral. Se ha propuesto que la activación de los genes virales tardíos 
también resulta de la interacción de los promotores tardíos con factores de 
transcripción celulares específicos de la diferenciación, tales como los factores de 
transcripción Ying Yang 1 (YY1); también se ha propuesto la existencia de factores 
de transcripción que reprimen la expresión de los genes tardíos en las células 
basales aunque su regulación no es conocida (Saveria Campo 2006, Wilson et al. 
2007). 
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Integración del genoma viral y progresión neoplásica 

El DNA viral puede encontrarse en la célula infectada de tres maneras: libre y 
completo (―forma episomal‖), integrado al genoma celular (―forma integrada‖) y 
compartiendo las formas integrada y episomal (―forma mixta‖). 

Diversos trabajos han demostrado que la integración viral es importante en 
la progresión de las lesiones intraepiteliales hasta carcinomas invasores del cuello 
uterino, aunque después de más de dos décadas de investigación no están claros 
los mecanismos moleculares implicados en el proceso (López y Aristizábal 2006). 

La expresión temprana de las oncoproteínas virales en células epiteliales 
generalmente conduce al desarrollo de diferentes tipos de anormalidades 
cromosómicas (Duensing and Munger, 2002). La homología entre secuencias del 
virus y del genoma celular que se recombinan es prácticamente nula, lo que 
permite considerar el proceso de inserción viral como un mecanismo facilitado por 
eventos de recombinación no homóloga, empleado frecuentemente por las células 

en la reparación de daños genéticos (Thorland et al. 2000). El evento de 
integración aumenta la expresión de las oncoproteínas virales (Zigert et al. 2003), 
la frecuencia de formas mixtas aumenta con la progresión de la enfermedad (Chen 
et al. 2005) y la transición de lesiones intraepiteliales de alto grado (LIEAG) a 
carcinoma microinvasor se caracteriza por la integración de secuencias de VPH de 
alto riesgo (Hopman et al. 2004). 

La integración es común en el CaCu invasor e infrecuente en epitelios 
normales y neoplasias intraepiteliales del cérvix de grado 1 (NIC1), mientras que 
en NIC2 y NIC3 la integración viral abarca un amplio rango de valores. La 
ausencia de secuencias de VPH16 integradas en estados clínicos avanzados 
como NIC3 o carcinoma in situ sugiere que la integración no siempre es requerida 
para la progresión maligna de las lesiones del cuello uterino (Ziegert et al. 2003, 
Culllen et al. 1991, Pirami et al. 1991, Hudelist et al. 2004, Sathish et al. 2004). 

En el proceso de integración la linearización del genoma viral circular es 
una etapa necesaria que involucra la ruptura del DNA viral principalmente en la 
región E1/E2 (Tidy et al. 1989, Vernon et al. 1997, Kalantari et al. 1998 y 2001, 
Choo et al. 1987, Chen et al. 1994). 

En VPH16 se han identificado diferentes patrones de ruptura. De acuerdo 
con la secuencia viral afectada actualmente se considera que el fragmento 
correspondiente a los genes E1 y E2 es la región con mayor tasa de ruptura; 
dentro de esta región existen a su vez varias secuencias específicas que han sido 
reconocidas como blancos de ruptura del genoma viral tanto en E1 (Chen et al. 
1994) como en E2 (Kalantari et al. 2001). 

Además de la ruptura, en la mayoría de casos ocurren deleciones de 
segmentos del genoma viral (Choo et al. 1987, Chen et al. 1994). En la región E2 
de VPH16 se han registrado pérdidas de 251 pb (el Awady et al. 1987) y 813 pb 
(Schneider-Maunoury et al. 1987). 
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Teniendo en cuenta que frecuentemente ocurren rupturas, deleciones o 
ambas en la región E1 y E2, parte de los efectos de la integración viral dependen 
de la alteración de las funciones biológicas de E1 y E2. Como la proteína E2 
controla negativamente la transcripción de los genes virales E6  y E7 al unirse al 
promotor viral P97, su ausencia permite el libre acceso de factores de 
transcripción celulares que regulan positivamente la transcripción de E6  y E7 
(Lewis et al. 1999). 

El proceso de inserción viral no sólo afecta la estructura del genoma viral 
sino también los genes celulares del hospedero interrumpidos durante la 
integración. Se han identificado más de 230 sitios de integración celular en 
tumores primarios del cuello uterino y líneas celulares (Thorland et al. 2000, 
Ziegert et al. 2003, Kalantari et al. 2001, Peitsaro et al. 2002, Durst et al. 1987, 
Cannizzaro et al. 1988, Smith et al. 1992, Thorland et al. 2003, Yu et al. 2005). 

La ruptura del gen E2 ha sido asociada con la progresión de lesiones con 
pronóstico desfavorable (Tonon et al. 2001, SD Vernon et al. 1997, Kalantari et al. 
1998). La integración de secuencias de VPH ocurre dentro de regiones del 
genoma de baja condensación transcripcionalmente activas con mayor 
accesibilidad para la integración de DNA foráneo y aunque ocurre aleatoriamente, 
un alto porcentaje de los sitios celulares de integración corresponde a sitios 
frágiles comunes (CFS, common fragile sites) susceptibles a ruptura que facilitan 
la inserción del DNA exógeno (Klimov et al. 2002). 

MARCADORES MOLECULARES DE INFECCIÓN Y PROGRESIÓN NEOPLÁSICA 
Diversos trabajos han descrito los siguientes marcadores virales de riesgo para el 
desarrollo de CaCu y la progresión de las lesiones neoplásicas: el genotipo viral y 
sus variantes, la carga viral, la expresión de oncoproteínas virales (E6  y E7) y la 
integración del genoma viral. 

Walboomers y col. (1999) demostraron la presencia de secuencias del virus 
en el 99.7% de los casos de cáncer cervical. El tipo 16 es considerado el agente 
causal más prevalente, responsable de más de la mitad de los casos de CaCu 
invasor en el mundo (Muñoz 2004). 

La sobreexpresión de los oncogenes E6  y E7 y la pérdida de la actividad 
represora de E2 son considerados como factores virales en la patogénesis de las 
displasias del cuello uterino (Ziegert et al. 2003, Sathish et al. 2004). La ausencia 
de mensajeros para las oncoproteínas en lesiones de bajo grado y su presencia 
en todos los casos de NIC3 y cáncer sugirió la valoración de los niveles de los 
transcritos de E6  y E7 para el pronóstico de las pacientes (Sathish et al. 2004). 

Otros marcadores virales son la carga viral y los cocientes E2/E6  y E2/E7 
como indicadores moleculares de progresión (Nagao et al. 2002). Diversos 
trabajos en lesiones de alto y bajo grado demuestran correlación entre la carga 
viral (principalmente del número de copias de E6 ) y el grado de lesión de las 
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muestras cervicales y toman a la carga viral como un valor de progresión (Van 
Duin et al. 2002, Schlecht et al. 2003, Dalstein et al. 2003 ). 

La integración del genoma viral, aceptada como un evento crucial para la 
transformación y la progresión de las lesiones neoplásicas (Weinberg 1992), 
provoca por tanto interrupción del gen E2 con la consecuente sobreexpresión de 
los oncogenes virales que inician y mantienen la transformación neoplásica (Zigert 
et al. 2003). 

La mayoría de los estudios de la integración viral se han realizado con los 
dos principales genotipos virales de alto riesgo: VPH16 y VPH18. Tanto la 
tipificación viral como la evaluación del estado de integración tienen valor 
diagnóstico y pronóstico en las displasias de cuello uterino (Hudelist et al. 2004). 

Se acepta que durante la infección por VPH16 los tres estados físicos 
posibles del genoma viral (episomal, integrado, mixto) pueden estimarse 
indirectamente por PCR en tiempo real (qPCR) con el cociente E2/E6 . En el 
estado episomal puro los valores del cociente E2/E6  son cercanos a la unidad, 
mientras que en el estado integrado puro son cercanos a cero y en el estado mixto 
(i.e., cuando coexisten las formas episomal e integrada) tienen valores intermedios 
(Nagao et al. 2002, Yoshida et al. 2007, De Marco et al. 2007, Cricca et al. 2007). 

La progresión de las neoplasias ha sido asociada con una alta carga de 
secuencias virales integradas (Peitsaro et al. 2002). Algunos autores han 
encontrado que la carga viral es significativamente mayor en las lesiones 
intraepiteliales escamosas de alto grado (HSIL por sus siglas en inglés; cuyo nivel 
máximo es el carcinoma de células escamosas o SCC) mientras que en las de 
bajo grado (LSIL o NIC1) el cociente E2/E6  disminuye con la progresión 
neoplásica y permite diferenciar entre lesiones de bajo y alto grado (NIC1/NIC2-3, 
NIC1/SCC) (Crica et al. 2007, Maelle-Saunier et al. 2008). En contraste, hay 
autores que han encontrado integración del genoma viral en lesiones de cualquier 
grado, asociadas a carga viral baja (Berumen et al. 1994) o sin correlacionar con 
la carga viral (Andersson et al. 2005). 

Las diversas conclusiones contradictorias de este tipo de trabajos 
posiblemente radica en la amplia variedad de métodos empleados, los cuales 
tienen limitaciones técnicas y de interpretación y subrayan la necesidad de 
verificar la sensibilidad y especificidad de las técnicas y su concordancia (Saveria 
Campo 2007, López y Aristizábal 2006). 

PARTÍCULAS VIRALES DEFECTUOSAS INTERFERENTES 
Las partículas defectuosas interferentes (DIPSs), descritas por Henle y Henle 
(1943) y von Magnus (1954), son partículas que encapsidan genomas virales 
incompletos, surgen espontáneamente durante la replicación de virus de RNA y de 
DNA (Huang y Baltimore 1970, Cole et al. 1971, Lazzarini et al. 1981) y son 
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incapaces de causar infecciones productivas debido a las deleciones de sus 
genomas (Holland y Doyle 1973, Kristen et al. 2009). 

Las DIPS y los genomas virales completos coinfectan las mismas células y 
por lo tanto compiten por los recursos de replicación y encapsidación dado que las 
DIPS son amplificadas a expensas de las partículas virales completas. La 
infección de células BHK con el virus de la estomatitis vesicular (VSV) es uno de 
los mejores sistemas para el estudio de la generación e interacción de las 
partículas virales defectuosas (Kristen et al. 2009). Se han identificado ciertas 
deleciones del VSV que generan genomas defectuosos e interfieren con los 
mecanismos de replicación viral (Perrault y Semler 1979). 

Las DIPS carecen del complemento completo de los genes necesarios para 
llevar a cabo todo el ciclo de replicación viral y requieren que otro virus o la 
maquinaria del hospedero provea las funciones faltantes. Algunos retrovirus han 
captado secuencias de la célula hospedera pero han perdido algunas funciones y 
por ello requieren de un virus auxiliar (‗helper‘) que retenga tales funciones. El 
virus de la hepatitis ‗delta‘ (con genoma de RNA) es considerado defectuoso 
porque no codifica sus propias proteínas estructurales y utiliza las del virus de la 
hepatitis B (con genoma de DNA). En los casos de hepatitis B crónica se ha 
demostrado que la presencia del agente ‗delta‘ está asociada a mayor inflamación, 
necrosis parenquimatosa y displasia que en los casos sin agente ‗delta‘, lo cual 
indica que en pacientes con hepatitis B crónica la presencia de ambos virus 
aumenta el daño hepático y acelera la progresión de la enfermedad (Kanel et al. 
1984). 

Aunque se desconoce el papel de las partículas virales defectuosas en las 
infecciones naturales (Kristen et al. 2009), la presencia de ciertas partículas 
defectuosas del virus de la hepatitis B (deleción de 183 pb) interfiere con la 
infección, replicación y liberación de las partículas virales en cultivos de células 
mononucleares de sangre periférica (Cabrerizo et al. 2002). La propagación de las 
partículas defectuosas es favorecida cuando se utiliza como inóculo infectante una 
suspensión con alta multiplicidad de infección que implica un exceso de partículas 
virales en relación con el número de células infectadas (Rowe y Bau 1965). Aun 
no han sido descritas partículas interferentes asociadas a la infección por 
papilomavirus. 

JUSTIFICACIÓN DEL TRABAJO 
El programa de detección oportuna del CaCu en México atiende a mujeres que 
son sujetas a exploración ginecológica y toma de raspados cervicales analizados 
con el método de Papanicolaou desde la década de 1970, pero no ha reducido 
significativamente la mortalidad por CaCu. 

Además de las limitaciones en la sensibilidad y especificidad del 
Papanicolaou, el diagnóstico citológico convencional detecta un exceso de 
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mujeres con resultados no concluyentes (ASCUS, LSIL), sin lesiones 
significativas, o con lesiones que regresan espontáneamente. Estas limitaciones 
provocan una elevada sobrecarga asistencial para el diagnóstico y tratamiento 
(Puig-Tintoré 2003). 

Por ello es deseable desarrollar métodos de tamizaje masivos más 
específicos y sensibles, con valor predictivo y costo accesible que sirvan para el 
diagnóstico y la evaluación de la progresión de las lesiones neoplásicas de 
manera más objetiva que el Papanicolaou. 

ESTRATEGIA EMPLEADA 
En el presente trabajo desarrollamos un método ultrasensible de cuantificación de 
las secuencias de los genes E6  y E2 de papilomavirus humano tipo 16 utilizando 
una PCR anidada en tiempo real con EvaGreen como intercalador fluorescente del 
DNA. 

Los marcadores virales fueron evaluados de manera individual en cada 
muestra mediante interpolación con una curva tipo preparada con diluciones 
seriadas de pHV101 (E6 ) y pHV201 (E2) calculando posteriormente el cociente 
E2/E6 , realizando el análisis estadístico mediante el programa SPSS. 

ETAPAS DEL TRABAJO 
El trabajo fue realizado en cinco etapas: 
1. Optimización de las condiciones para la amplificación de los genes E2 y E6  de 

VPH16. 
2. Clonación de los amplicones de ambos genes para calibrar el número de 

copias en la qPCR con las construcciones obtenidas. 
3. Desarrollo y validación de la qPCR con EvaGreen. 
4. Incremento de la sensibilidad mediante la qPCR anidada. 
5. Estimación de la carga viral y la integración mediante la cuantificación de las 

copias de E2 y E6  presentes en raspados cervicales con displasias y CaCu. 

ORGANIZACIÓN DE LA TESIS 
La tesis consta de cinco capítulos.  

El primero es esta introducción general. 
El segundo describe el desarrollo del método de qPCR con EvaGreen, 

publicado en Analytical Biochemistry (Hernández-Arteaga y López-Revilla 2008). 
El tercero describe el método de qPCR anidada y su aplicación para la 

cuantificación ultrasensible del gen E6  de VPH16 en la línea celular SiHa, 
publicado en Infectious Agents and Cancer (Hernández-Arteaga y López-Revilla 
2010).  

El cuarto trata de la cuantificación de los genes E2 y E6  de VPH16 
mediante qPCR anidada y la determinación del cociente E2/E6  en raspados 
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cervicales de mujeres con displasias y CaCu para evaluar la estimación de la 
carga y la integración viral como marcadores de progresión. Este capítulo consiste 
en el borrador del manuscrito que estamos preparando para enviar a publicación 
(S. Hernández-Arteaga, Socorro Hernández-Arteaga, Alejandro García-Carrancá, 
Gerardo Alfonso Anguiano-Vega, Julio Juárez-Álvarez, Rubén López-Revilla) 

El quinto capítulo contiene la discusión general, en la cual resumimos las 
principales conclusiones del trabajo, a saber: 1) la cuantificación del oncogén E6  
de VPH16 mediante qPCR con EvaGreen es reproducible y específica, 2) la qPCR 
anidada con EvaGreen es ultrasensible y confiable para cuantificar la carga de E2 
y E6  de VPH16 y 3) por primera vez mostramos que durante la infección natural 
del cérvix por VPH16 podrían estar ocurriendo deleciones aleatorias no sólo del 
gen E2 sino también del gen E6 , que podrían generar partículas defectuosas 
interferentes cuya proporción podría variar en infecciones subsiguientes y tener 
efectos sustanciales sobre la replicación viral, la progresión neoplásica y la 
inmunidad. 

Después del cuerpo de la tesis se encuentran las referencias bibliográficas 
y las copias de los artículos de investigación publicados por la autora de esta tesis. 
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CAPÍTULO II. CUANTIFICACIÓN DEL ONCOGÉN E6  DEL PAPILOMAVIRUS 

HUMANO TIPO 16 MEDIANTE PCR EN TIEMPO REAL CON EVAGREEN 

RESUMEN 
El cáncer cervicouterino se desarrolla en mujeres con infección persistente por 
papilomavirus humanos (VPH) de alto riesgo, entre los cuales predomina el tipo 
16. La cuantificación del oncogén E6  de VPH16 (E6 -VPH16) mediante PCR en 
tiempo real o cuantitativa (qPCR) con SYBRGreen como fluorocromo intercalante 
del DNA ha sido empleada para determinar la carga viral y correlacionarla con las 
lesiones neoplásicas. EvaGreen, nuevo fluorocromo intercalante, ha sido 
empleado para cuantificar el DNA y propuesto para la qPCR. En este trabajo 
comparamos la eficiencia de EvaGreen y SYBRGreen para cuantificar E6 -VPH16 
por qPCR en mezclas con un número conocido de copias de la construcción 
pHV101 que porta E6 -645, producto de 645 pb que incluye al ORF E6  completo 
de la variante Europea de VPH16. Obtuvimos familias de curvas de los productos 
de amplificación de E6 -645 en mezclas con diluciones logarítmicas seriadas de 
pHV101 incubadas en presencia de SYBRGreen o EvaGreen. Las familias de 
curvas obtenidas a partir de pHV101 fueron reproducibles y el promedio de ciclos 
umbrales (Ct) fue 4.4 ciclos menor con EvaGreen que con SYBRGreen. Los 
perfiles de extinción térmica de fluorescencia de los productos amplificados a partir 
de pHV101 fueron idénticos a los amplificados a partir del genoma de VPH16, con 
un pico a 85.5°C. La cuantificación del ORF E6 -VPH16 es por tanto reproducible, 
específica y más sensible en mezclas de qPCR con EvaGreen que con 
SYBRGreen y confirma la utilidad del EvaGreen como agente intercalante para la 
qPCR. 

INTRODUCCIÓN 
El cáncer cervicouterino (CaCu) es la segunda causa de muerte por cáncer entre 
las mujeres del mundo (Snijders, et al. 2006) y la primera entre las mujeres de los 
países pobres (Arrosi et al. 2003). Para el desarrollo del CaCu es necesaria la 
infección por papilomavirus humanos (VPH) de alto riesgo ( Walboomers et al. 
1999; Kraus et al. 2006; Bosch et al. 2002), entre los cuales VPH16 es el tipo viral 
más frecuentemente asociado al CaCu invasor (Muñoz et al. 1993). 

La PCR en tiempo real (qPCR) (Higuchi et al. 1993), se basa en el 
monitoreo de la señal fluorescente para detectar y cuantificar los productos 
amplificados en cada ciclo. La detección de los productos de qPCR puede hacerse 
con agentes que fluorescencia al intercalarse en el DNA (Reischl y Kochanowski, 
1995), así como con oligonucleótidos o sondas fluorescentes (McPherson, 1995). 
SYBRGreen es el agente intercalante más empleado (Lekanne et al. 2002). La 
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qPCR con SYBRGreen ha sido empleada para detectar la infección por VPH16 
(Crovella et al. 2002; Cricca et al. 2007), determinar su prevalencia (Kulmala et al. 
2007) y correlacionar la carga viral con el grado de las lesiones preneoplásicas y 
neoplásicas (Cricca et al. 2007; Kosel et al. 2007). EvaGreen, un nuevo 
fluorocromo intercalante más barato y eficiente que SYBRGreen ha sido empleado 
para cuantificar el DNA en microplacas (Ihrig et al. 2006), capilares para 
electroforesis (Sang et al. 2006) y tubos (Wang et al. 2006) y acaba de ser 
propuesto como un agente intercalante prometedor para la qPCR (Mao et al. 
2007). 

En este trabajo determinamos la eficiencia relativa de la qPCR con 
EvaGreen para cuantificar la carga viral de VPH16, para lo cual obtuvimos las 
familias de curvas de la fluorescencia con SYBRGreen o EvaGreen en mezclas 
con un número creciente de copias de la construcción pHV01 que contiene el 
inserto E6 -645, cuya secuencia incluye el ORF E6  (nt 83-559) del prototipo 
Europeo de VPH16 (GeneBank, acceso 1489078). Los valores de Ct de la familia 
de curvas de amplificación obtenida con diluciones logarítmicas seriadas de 
pHV101 fueron 4.4 ciclos menores con EvaGreen y los productos amplificados 
tuvieron perfiles de extinción térmica de la fluorescencia idénticos a los 
amplificados a partir de pVPH16. Concluimos que la cuantificación del ORF E6 -
VPH16 es reproducible, específica y 23 veces más sensible que con SYBRGreen 
y apoya el uso de EvaGreen para la qPCR. 

MATERIAL Y MÉTODOS 

Clonación del inserto E6 -645 

E6 -645 de VPH16, producto de PCR del segmento de 645 pares de bases (pb) (nt 
26-671 del genoma de VPH16) que contiene el ORF E6 -VPH16 de 476 pb 
completo (nt 83-559) fue amplificado con la pareja de oligonucleótidos 
LCRS/E7AS (Fujinaga et al. 1991) a partir del plásmido pVPH16 que contiene el 
genoma completo del prototipo VPH16 Europeo (Yamada et al. 1997 y 1995), 
usando las condiciones de amplificación descritas previamente (López-Revilla et 
al. 2008). 

El producto E6 -645 fue ligado in vitro a pGEM (Invitrogen) en una mezcla 
de ligación de 10 µL contenía 5 μL de amortiguador de ligación 2×, 1.5 μL de 
agua, 2 μL de la mezcla de PCR, 1 μL de DNA ligasa de T4 (3 U/µL), 0.5 μL del 
vector pGEM (50 ng/µL) y fue incubada toda la noche a 4°C. Con ella 
transformamos células de Escherichia coli TOP10 añadiendo 2 μL de la mezcla a 
50 μL de una suspensión bacteriana en fase exponencial (A260 = 0.6), la cual 
electroporamos con un pulso de 25 μF, 400 Ω, 2.5 kV. Inoculamos cada mezcla 
electroporada en 1 mL de caldo LB y la incubamos con agitación a 37°C por 45 
min; después la centrifugamos a 12,000×g e inoculamos la pastilla celular a un 
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matraz con 200 mL de caldo LB el cual incubamos con agitación a 37°C toda la 
noche. Del matraz tomamos 30 o 100 μL de suspensión para inocular placas de 
agar LB-ampicilina (1 mg/mL) que habían sido espatuladas con 14 µL de X-Gal al 
10% y 20 µL de isopropil-β-tiogalactósido (IPTG, 20 mg/mL), a fin de seleccionar 
colonias transformantes Lac− (blancas) o Lac+ (azules). Para asegurar el origen 
clonal de las bacterias transformantes hicimos dos resiembras sucesivas por estría 
de colonias aisladas. 

Analizamos cinco clonas mediante detección ultrarrápida de tres 
transformantes Lac− (SL103, SL104, SL110) y dos Lac+ (SL105, SL111). La 
mezcla de lisis de cada muestra contenía 20 µL de amortiguador de carga (glicerol 
al 30%, xilenocianol al 0.02%, orange G al 0.02%), 3 µL de SDS al 1% y 10 µL de 
agua. Con la punta de la pipeta tomamos cada colonia transformante y la 
mezclamos con 33 µL de la solución de lisis; agitamos con el vórtex por 5 seg, 
agregamos 33 µL de fenol-cloroformo (1:1), centrifugamos a 130×g y cargamos 10 
μL de la fase acuosa en un gel de SB-agarosa al 1% para identificar las clonas con 
plásmidos. Seleccionamos la transformante SL104 Lac− que porta el plásmido 
pHV101 con el inserto del tamaño esperado (~645 pb), e hicimos una preparación 
de pHV101 con el kit PureYield Plasmid MiDIPsrep System (Promega, Madison, 
WI). 

Mediante electroforesis en geles de SB-agarosa al 1% corridos por 2 h a 80 
V (Brody y Kern 2004) seguida de tinción con bromuro de etidio, visualizamos las 
bandas de DNA por transiluminación con luz ultravioleta y registramos las 
imágenes digitales en un fotodocumentador ChemiDoc EQ (BioRad, Hercules, 
CA). Con el kit PicoGreen dsDNA Quantitation (Molecular Probes, Eugene, OR) 
determinamos la concentración de DNA con el fluorómetro GENios (TECAN, San 
Jose, CA) acoplado a una computadora con el programa Magellan 4. En una 
microplaca FIA negra de 96 pozos (Greiner Bio-One, Frickenhausen, Alemania) 
colocamos 198 mL de la solución de ensayo (PicoGreen 1:400 en TE) y 2 µL de 
DNA estándar o de cada muestra problema. El contenido de DNA de los 
problemas fue calculado por interpolación en la curva tipo derivada de pozos que 
contenían 5, 10, 25 o 50 ng de DNA del fago λ; la preparación de pHV101 
contenía 101.4 ng/µL y la de pHV103 285.4 ng/µL. 

Caracterización de pHV101 y pHV103 

La digestión de pHV101 y pHV103 con Pst I y Nco I fue realizada en mezclas de 
30 μL que contenían 10 μL del DNA de cada construcción, 3 μL de amortiguador 
de digestión (Tris-HCl 50 mM NaCl 50 mM MgCl2 10 mM, pH 8.0), 1.5 μL de la 
solución de cada enzima (10 U/µL) y 15.5 μL de agua. La corrida electroforética se 
llevó a cabo en un gel de SB-agarosa al 1 % (Yamada et al. 1995) por 2 h a 80 V 
que luego fue teñido con bromuro de etidio y fotodocumentado. 
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Condiciones de amplificación 

En mezclas de PCR convencional probamos concentraciones variables de MgCl2, 
dNTPs, oligonucleótidos y Taq polimerasa y un gradiente de temperatura de 
hibridación para encontrar las condiciones que maximizaran la amplificación de E6 

-645. Rangos de las condiciones probadas: MgCl2 0-4 mM, dNTPs 0-0.4 mM, 
oligonucleótidos 0-0.6 µM, Taq polimerasa 0-30 mU, hibridación a 55-60°C. 
Mediante electroforesis de muestras de 10 µL en geles de SB-agarosa al 1.5% 
corridos por 2 h a 90 V seguida de tinción con bromuro de etidio, visualizamos los 
productos de PCR de cada reacción. Los pixeles de las bandas principales de 
cada experimento fueron cuantificados con el programa Quantity One (BioRad, 
Hercules, CA, USA). 

PCR en tiempo real con SYBRGreen y EvaGreen 

Amplificamos E6 -645 con los oligonucleótidos LCRS (5‘-
AAGGGAGTAACCGAAAACGGT-3‘) y E7AS (5‘-TCATCCTCCTCCTCTGAG-3‘) 
(Fujinaga et al. 1991) en el Icycler (BioRad, Hercules, CA, USA). Empleamos 
como molde 1 µL de diluciones logarítmicas seriadas de pHV101 linealizado con 
Pst I de manera que las mezclas contuvieran 2.5×104-2.5×108 copias. Las mezclas 
de PCR con SYBRGreen contenían 23.25 µL de agua, 0.75 µL de una mezcla con 
los oligonucleótidos forward y reverse (0.15 µM c/u) y 25 µL de SYBRGreen PCR 
Master Mix 20× (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA). Las mezclas con 
EvaGreen contenían 38.2 µL de agua, 0.75 µL de una mezcla con los 
oligonucleótidos forward y reverse (0.15 µM c/u), MgCl2 2 mM, dNTP 0.05 mM 
(c/u), amortiguador de PCR 10×, 30 mU de Taq DNA polimerasa (Invitrogen) y 2.5 
µL de EvaGreen 20× (Biotium, Hayward, CA, USA). El programa del termociclador 
constó de 40 ciclos con desnaturalización a 94°C por 15 seg, hibridación a 57°C 
por 1 min, extensión a 72°C por 1 min y extensión final a 72°C por 10 min. 

RESULTADOS 

Clonación de E6 -645 

Clonamos el segmento E6 -645 amplificado a partir de pVPH16 para contar con la 
secuencia nucleotídica blanco de referencia que permitiera calibrar la 
cuantificación del ORF E6 -VPH16 mediante qPCR. 

Ligamos E6 -645 in vitro a pGEM-T y con la mezcla de ligación 
electroporamos células de E. coli TOP10 y aislamos transformantes resistentes a 
ampicilina Lac− a partir de colonias blancas y Lac+ a partir de colonias azules. 

Mediante detección ultrarrápida seleccionamos las clonas SL104 Lac− y 
SL105 Lac+, de las cuales purificamos respectivamente pHV101 de 3.7 kb con el 
inserto E6 -645 y pHV103 de 3 kb (vacío). 

A partir de cultivos de 50 mL obtuvimos preparaciones de pHV101 (101.4 
ng) y de pHV103 (285.4 ng). Como 1 ng de pHV101 equivale a 2.5×108 copias de 
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E6 -645 (Staroscik 2002), la cantidad de pHV101 purificada era suficiente para 
calibrar al menos 100 ensayos de qPCR con 10 ng del plásmido con inserto 
(equivalentes a 2.5×108 copias iniciales de E6 -645). 

Caracterización de pHV101 y secuencia del inserto 

Para verificar si pHV101 contiene el inserto E6 -645 entre los sitios de corte Pst I y 
Nco I únicos, comparamos las construcciones intactas con las digeridas con cada 
una o con ambas enzimas. 

Los plásmidos pHV101 y pHV103 linealizados con Pst I tuvieron longitudes 
de ~3700 pb y ~3000 pb, respectivamente. El tratamiento simultáneo de pHV101 
con Pst I y Nco I generó dos fragmentos: el mayor de ~3000 pb (igual al de 
pHV103 linealizado con Pst I) y el del inserto de ~700 pb (Figura. 6). 

Para saber si pHV101 porta el inserto completo, incubamos cada 
construcción con cada enzima o con ambas y determinamos el tamaño de los 
fragmentos generados. Como se aprecia en la Figura 6, el fragmento de 700 pb 
sólo se liberó al digerir el plásmido pHV101 con las dos enzimas de restricción 
(Figura. 6, carril 4). Demostramos así que el inserto está completo porque las 
mezclas de PCR convencional con pHV101 intacto y lineal y la pareja de 
oligonucleótidos LCR/E7AS generaron la banda de E6 -645 del tamaño esperado. 
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Figura. 6. Análisis electroforético de los plásmidos pHV101 y pHV103 
digeridos con las endonucleasas Pst I y Nco I. 
Gel de agarosa al 1%. Carril 1, Marcador de tamaño molecular de 1 kb. Carril 2, 
pHV101 intacto. Carril 3, pHV101 incubado con Pst I. Carril 4, pHV101 digerido 
con Pst I y Nco I. Carril 5, pHV103 sin digerir. Carril 6, pHV103 cortado con Pst I. 
Las flechas señalan el vector y el inserto de alrededor de 700 pb liberado por las 
enzimas Pst I y Nco I. 
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Estos resultados confirmaron además que pHV101 tiene los dos sitios de 
corte Pst I y Nco I únicos flanqueando al inserto E6 -645 y por lo tanto puede servir 
para calibrar el número de copias iniciales del ORF E6 -VPH16 en las mezclas de 
qPCR. 

El análisis de las cadenas de DNA sentido y antisentido amplificadas a 
partir de pHV101 con la pareja de oligonucleótidos LCR/E7AS mostró que la 
secuencia consenso del inserto E6 -645 abarca los nt 26-627 del ORF E6 -VPH16 
y es idéntica a la esperada (GeneBank, acceso AY686581) excepto por la 
inserción de una timina adicional en la posición 106 (Figura. 7). 

Amplificación de E6 -645 en presencia de SYBRGreen o EvaGreen 

Para optimizar la amplificación de E6 -645 en mezclas de PCR convencional a 
partir de pHV101 y la pareja LCR/E7AS, variamos las concentraciones de cuatro 
componentes y la temperatura de hibridación. Las condiciones finales fueron: 
MgCl2 3 mM, dNTP 0.05 mM (c/u), oligonucleótidos 0.15 µM (c/u), Taq polimerasa 
30 U/ml y hibridación a 57°C. 

Luego comparamos la amplificación de E6 -645 por qPCR en presencia de 
SYBRGreen o de EvaGreen en mezclas que contenían 2.5×104-2.5×108 copias de 
pHV101 y la pareja LCR/E7AS. Con ambos fluorocromos obtuvimos familias de 
curvas consistentes (Figura. 8). Los valores de Ct con 2.5×106 copias fueron 18.2 
para SYBRGreen y 13.8 para EvaGreen (ΔCt = 4.4). 

Con SYBRGreen la amplificación fue consistente en el rango de 2.5×106 a 
2.5×108 copias de E6 -645 y la fluorescencia inespecífica (i.e., en mezclas sin 
DNA) empezó a aumentar a partir del ciclo 25. Con EvaGreen el rango de 
amplificación consistente fue más amplio, de 2.5×104 a 2.5×108 copias, y la 
fluorescencia inespecífica empezó a aumentar a partir del ciclo 29. 

Determinamos la sensibilidad relativa con la ecuación N = Antilog (0.3×ΔCt), 
en donde N es la sensibilidad relativa y ΔCt es el incremento promedio de los 
valores de Ct obtenidos con ambos agentes intercalantes, que en promedio fue 
4.57 (Tabla 2). Este valor implica que la sensibilidad relativa es 23 veces mayor 
con EvaGreen que con SYBRGreen; este dato fue reforzado por el hecho de que 
el número mínimo de copias amplificables consistentemente en mezclas con 
EvaGreen (2.5×103) fue dos órdenes de magnitud menor que el de mezclas con 
SYBRGreen (2.5×105) (datos no mostrados). 

La amplificación de E6 -645 en presencia de EvaGreen en dos 
experimentos independientes con mezclas que contenían 2.5×104-2.5×107 copias 
de pHV101 dió valores de Ct consistentes (ΔCtavg = 3.703) y reproducibles (r2 = 
0.999; CVavg = 0.6%) (Tabla 3, Figura. 9). 
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Figura. 7. Secuencia consenso del inserto E6 -645 
La secuencia del inserto E6 -645 abarca los nucleótidos 26-671 (645 pb) del genoma de 
VPH16 y está delimitado por los oligonucleótidos LCR y E7AS (letras blancas con fondo 
negro) en los extremos 5‘ y 3‘ respectivamente. El inserto contiene 38% de GC y su 
secuencia es 99.8% idéntica al ORF E6 -VPH16. 
 
 
 

 
Figura. 8. Familia de curvas de amplificación de E6 -645 en presencia de 
EvaGreen 
Las mezclas de qPCR fueron preparadas por duplicado con diluciones logarítmicas de 
pHV101. RFU, unidades de fluorescencia relativa. Los números junto a cada curva indican 
muestras por duplicado (en negro y triángulos rellenos) con el mismo número de copias 
de pHV101. Carril 1, 2.5×107 copias. Carril 2, 2.5×106 copias. Carril 3, 2.5×105 copias. 
Carril 4, 2.5×104 copias. Carril 5, blanco (agua). (A) Familia de curvas con el umbral fijado 
a 50 RFU. (B) Regresión lineal de los valores de Ct con el logaritmo del número de copias 
de pHV101. 
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Para determinar si los productos E6 -645 amplificados a partir de pHV101 
son específicos/idénticos, analizamos los perfiles de extinción térmica de la 
fluorescencia de mezclas de reacción que contenían diluciones logarítmicas 
seriadas de copias iniciales de pHV101. Los perfiles fueron nulos en la mezcla 
blanco y similares en las mezclas calibradas con pHV101, con un pico de extinción 
máxima a 86°C, con lo cual confirmamos que la amplificación de E6 -645 es 
específica y los productos son idénticos (Figura. 9). 

DISCUSIÓN 
Para clonar el ORF E6 -VPH16 y poder producir, purificar y emplear un número 
conocido de copias de la construcción para calibrar la qPCR, amplificamos el 
fragmento E6 -645 con los oligonucleótidos correspondientes (Fujinaga et al. 
1991). El plásmido con el inserto serviría después de molde para calibrar el 
número de copias del ORF E6 -VPH16 en las mezclas de qPCR con los mismos 
oligonucleótidos. 

La clona de E. coli SL104 (Lac-) porta pHV101, plásmido derivado de pGEM 
con el inserto E6 -645 completo y la clona SL105 (Lac+) porta pHV103, derivado 
de pGEM vacío. Los tamaños relativos de pHV101 y pHV103 fueron los esperados 
para las construcciones con el plásmido vacío y con el inserto E6 -645 completo. A 
partir de estos resultados obtuvimos preparaciones del DNA plasmídico de ambas 
clonas; la de pHV101 rindió poco más de 100 ng, con los cuales podríamos 
preparar unas 100 mezclas de qPCR con diluciones logarítimicas seriadas del 
plásmido a partir de 1 ng (equivalente a 2.5×108 copias) para generar las familias 
de curvas con un número conocido de copias de la secuencia blanco. 

La secuencia del inserto de pHV101 resultó idéntica a la del prototipo 
europeo de VPH16 almacenada en GenBank (acceso K02718.1) excepto por la 
inserción de una timina en la posición 106 (identidad: 644 pb/645 pb = 99.8%), con 
lo cual confirmamos que el plásmido efectivamente contiene el inserto completo de 
E6 -645 y puede ser usado para calibrar el número de copias en las mezclas de 
qPCR. 

La amplificación de un número conocido de copias de E6 -645 en presencia 
de SYBRGreen o EvaGreen confirmó la reproducibilidad y la sensibilidad relativa 
de la qPCR con ambos fluorocromos. Hubo escasa dispersión de los valores de 
ΔCtavg en las curvas obtenidas con diluciones logarítmicas seriadas de E6 -645 
(Tabla 2) y los perfiles de extinción térmica de fluorescencia de los productos 
generados a partir de pHV101 fueron idénticos (Figura. 9). Estos resultados 
indican además que la amplificación del ORF-E6  de VPH con EvaGreen es 
reproducible (rango de ∆Ctavg: 3.42-3.84) y 23 veces más sensible que con 
SYBRGreen, por lo cual el uso de EvaGreen parece ser más ventajoso (Tabla 3). 
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Tabla 2. Valores de Ct en la amplificación de E6 -645 con SYBRGreen o 
EvaGreen 

Copias 
de pHV101 

Ct ΔCt SYBRGreen EvaGreen 
2.5 106 18.20 13.80 4.40 
2.5 107 14.74 10.00 4.74 

 
 
 
Tabla 3. Valores de Ct en la amplificación de E6 -645 con EvaGreen 
Copias de pHV101 Cta Ctavg ∆Ctavg 

2.5×107 10.42, 10.42 10.42 --- 
2.5×106 14.08, 14.45 14.26 3.84 
2.5×105 18.08, 18.15 18.11 3.85 
2.5×104 21.32, 21.75 1.53 3.42 

a Promedio de mezclas por duplicado en dos ensayos independientes. 
 
 
 

 
Figura. 9. Desnaturalización térmica de los productos E6 -645 
Después de haber sido incubadas por 70 ciclos, las mezclas de qPCR fueron sujetas a 
calentamiento progresivo con incrementos de 0.5°C (desde 57°C hasta 90°C) para 
obtener los perfiles de desnaturalización térmica. RFU, unidades de fluorescencia relativa. 
Línea roja, mezcla blanco (sin DNA), sin extinción. Líneas negras, muestras con 2.5×104 -
2.5×107 copias de pHV101 (todas con extinción máxima a 86°C). 
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CAPÍTULO III. CUANTIFICACIÓN ULTRASENSIBLE DEL ONCOGÉN E6  DEL 

PAPILOMAVIRUS HUMANO TIPO 16 MEDIANTE QPCR ANIDADA 

RESUMEN 
Hemos desarrollado un método de PCR en tiempo real (qPCR) ultrasensible 
basado en preamplificación convencional seguida de qPCR anidada en presencia 
del agente intercalante EvaGreen. Calibramos las mezclas de amplificación 
iniciales con un número conocido de copias del plásmido pHV101 –que porta un 
inserto de 645 pb del oncogén E6  de VPH16– como molde para generar 
sucesivamente el amplicón E6 -1 (645 pb) por PCR convencional y E6 -2 (237 pb) 
por qPCR anidada. Las mezclas de qPCR directa y anidada para E6 -2 
equivalentes a 2.5×103 a 2.5×106 copias de pHV101 dieron valores de Ct en los 
rangos de 18.7-29.0 y 10.0-25.0, respectivamente. En mezclas de qPCR con 50 
ng de DNA de la línea SiHa, que porta una copia de VPH16 por célula, el Ct 
promedio fue 19.9. Los patrones de extinción térmica de la fluorescencia de los 
productos de pHV101 y SiHa fueron idénticos, con un pico en 85.5°C. Concluimos 
que la preamplificación por 15 ciclos aumenta 10,750 veces la sensibilidad de la 
qPCR anidada y permite cuantificar confiablemente el oncogén E6  ya que 
confirmamos que la línea SiHa contiene una copia del genoma de VPH16 por 
genoma celular humano diploide. 

INTRODUCCIÓN 
El cáncer cervicouterino se desarrolla en mujeres con infección persistente por 
papilomavirus humanos (VPH) de alto riesgo, entre los cuales predominan los 
tipos 16 y 18 (Muñoz et al. 2003). El VPH tipo 16 es responsable de la mitad de los 
casos de cáncer invasor en el mundo (Bosch 2003, Walboomers et al. 1999). Los 
métodos moleculares para cuantificar las copias del genoma de VPH16 permiten 
determinar la carga viral y dar seguimiento a la progresión de las lesiones 
neoplásicas por VPH16. Para el diagnóstico molecular de la infección por VPH se 
emplea la captura de híbridos (Gravitt et al. 2003) o PCR convencional (Sotlar et 
al. 2004) y para evaluar la carga viral se emplea la qPCR (Hubbard 2003, Mayrand 
et al. 2007). 

La PCR anidada es más sensible que la PCR directa para detectar 
secuencias del oncogén E6  de VPH16 (Noda et al. 1998, López-Revilla et al. 
2008) cuya cuantificación es reproducible, específica y más sensible en mezclas 
de qPCR con EvaGreen (Hernández-Arteaga et al. 2007, Hernández-Arteaga y 
López-Revilla 2008). 

En este trabajo desarrollamos un método ultrasensible para cuantificar el 
oncogén E6  de VPH16 que se basa en la amplificación anidada en dos etapas: 1) 
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preamplificación inicial del producto E6 -1 (645 pb) por 15 ciclos de PCR 
convencional y 2) amplificación del producto E6 -2 (237 pb) por qPCR anidada en 
presencia del agente intercalante EvaGreen. La preamplificación vuelve al método 
ultrasensible y con él confirmamos que en la línea SiHa sólo hay una copia del 
genoma de VPH16 por célula. 

MATERIAL Y MÉTODOS 

Condiciones de amplificación 

E-645, el inserto de pHV101, abarca el ORF E6  y puede usarse como molde 
inicial para generar sucesivamente los amplicones E6 -1 (645 pb) por PCR directa 
y E6 -2 (237 pb) por PCR anidada (Figura. 10) con las parejas de oligonucleótidos 
diseñadas previamente (Hernández-Arteaga y López-Revilla, 2008) que 
mostramos en la Tabla 4. 

La síntesis de los amplicones E6 -1 y E6 -2 en mezclas de 50 μL de PCR 
convencional con 2.5×106 copias de pHV101 fue maximizada en las siguientes 
condiciones: MgCl2 3 mM, dNTPs 0.05 mM (c/u), oligonucleótidos 0.15 µM (c/u), 
30 U/ml de Taq polimerasa y hibridación a 57°C. 

Analizamos los productos de PCR mediante electroforesis en geles de 
borato de sodio-agarosa al 1.5% (Brody and Kern 2004) por 2 h a 90 V, seguida 
de tinción con bromuro de etidio. Visualizamos los productos de PCR por 
transiluminación con luz ultravioleta, registramos las imágenes digitales en un 
fotodocumentador ChemiDoc EQ (BioRad, Hercules, CA) y cuantificamos los 
pixeles de las bandas con el programa Quantity One (BioRad). 
 

Preamplificación y calibración de la qPCR anidada 

El cálculo del número de copias se basa en la masa de pHV101 (3,645 pb) y el 
peso promedio de un par de desoxinucleótidos (650 Da). Calculamos que 1 ng de 
pHV101 equivale a 2.5×108 copias con la fórmula de Staroscik (2004): number of 
copies = ((amount in ng) * 6.022×1023)) / ((length in bp) * 109 * 650). 

Mediante PCR convencional con los oligonucleótidos LCRS/E7AS 
preamplificamos E6 -1 por 15 ciclos (desnaturalización a 94°C por 15 seg, 
hibridación a 57°C por 1 min y extensión a 72°C por 1 min) en mezclas de 50 μL 
con 2.5×106 copias de pHV101 o 50 ng de DNA de células SiHa, las cuales 
tuvieron como controles negativos una mezcla blanco (sin DNA) y otra con 50 ng 
de DNA humano normal. 

Las mezclas de qPCR anidada de E6 -2 preparadas para obtener la familia 
de curvas tipo contenían 1 μL de diluciones logarítmicas seriadas de la mezcla de 
calibración preamplificada 15 ciclos con 2.5×106 copias iniciales de pHV101. Para 
determinar el número de copias en las muestras problema y controlar la 
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amplificación preparamos mezclas adicionales de 50μL a las que añadimos 1 µL 
de las mezclas problema o control preamplificadas. 

Las mezclas de qPCR optimizadas para amplificar E6 -2 en presencia de 
EvaGreen (Biotium, Hayward, CA) contenían la pareja de oligonucleótidos 
pU1M/pU2R y fueron incubadas con el mismo programa del termociclador. En 
estos experimentos preparamos un control negativo adicional con 1 µL de la 
mezcla preamplificada a partir del DNA de células SiHa con el oligonucleótido 
forward (pU1M) únicamente. 

RESULTADOS 

Calibración y amplificación de E6 -2 por qPCR directa 

Las familias de curvas tipo necesarias para calibrar el número de copias del ORF 
E6  fueron obtenidas con mezclas de qPCR que contenían diluciones logarítmicas 
seriadas de la mezcla de calibración preamplificada con 2.5×106 copias iniciales de 
pHV101 (Figura. 10). 

La amplificación de E6 -2 por qPCR directa en mezclas con la pareja de 
oligonucleótidos pU1M/pU2R y diluciones logarítmicas seriadas de pHV101 con 
2.5×103-2.5×106 copias de la secuencia blanco dio una familia de curvas 
consistente, con valores de Ct entre 18.7 y 29.0, ∆Ct en el rango de 3.1-3.8 y 
fluorescencia nula para las muestras sin DNA. Así concluimos que la qPCR directa 
en presencia de EvaGreen permite cuantificar de manera confiable desde 2,500 
copias del oncogén E6  (Figura. 11A). 

Preamplificación y qPCR anidada 

Para aumentar la sensibilidad de la qPCR preamplificamos E6 -1 por 15 ciclos en 
mezclas de PCR directa a partir de 2.5×106 copias de pHV101 y luego E6 -2 por 
35 ciclos de qPCR anidada. La mezcla inicial de qPCR contenía 1/50 de volumen 
de diluciones logarítmicas seriadas de la mezcla preamplificada, equivalentes al 
rango de 2.5×102-2.1×106 copias iniciales de pHV101. 

Los valores de Ct obtenidos en la qPCR anidada (10.80 para 2.5×106, 14.35 
para 2.5×105, 17.71 para 2.5×104, 21.62 para 2.5×103 y 25.02 para 2.5×102 copias 
de pHV101) fueron consistentes (rango de ΔCt: 3.3-3.9) y reproducibles (R2 = 
1.000) y la mezcla sin DNA empezó a generar fluorescencia detectable a partir del 
ciclo 27 (Figura. 11B). 

La preamplificación disminuyó en 7.78 ciclos el valor promedio de Ct en la 
qPCR (Tabla 5), lo cual equivale a un aumento de sensibilidad de 215 veces. Al 
multiplicar este factor por el de la dilución empleada en la reacción anidada resulta 
que la preamplificación aumenta la sensibilidad de la qPCR 10,750 veces. 
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Copias de E6 -VPH16 en células SiHa 

Pusimos a prueba la sensibilidad del método de qPCR anidada para determinar la 
carga de VPH16 mediante la cuantificación de las copias de E6  en el DNA de 
células SiHa. 

A las mezclas de qPCR de 50 μL añadimos 1 μL de las diluciones 
logarítmicas seriadas de las mezclas de pHV101 preamplificadas, con los 
siguientes controles: 1) DNA de SiHa con la misma pareja de oligonucleótidos 
(control positivo), 2) DNA de SiHa sólo con el oligo forward (pU1M) (control 
negativo 1), 3) DNA de leucocitos humanos normales (control negativo 2) y 4) 
blanco sin DNA (control negativo 3). 

En las mezclas sin DNA o con DNA de sangre normal la fluorescencia 
empezó a detectarse a partir del ciclo 27, pero permaneció nula en las mezclas 
con DNA de células SiHa que sólo contenían el oligonucleótido pU1M (Figura. 
13A). 

El rango de valores de Ct fue de 25.0 a 10.8 ciclos para mezclas con 
2.5×102 a 2.5×106 copias iniciales de pHV101 (R2 = 1.000; pendiente = -3.57) y 
los valores de ΔCt fueron consistentes (rango: 3.3-3.9). 

El valor de Ct (19.9) y el número de copias del gen E6  en mezclas con 50 
ng de DNA de células SiHa (6.05×103 copias de E6 ) fueron de las magnitudes 
esperadas (i.e., una copia de E6  por 7.1 pg de DNA, equivalente a la masa del 
genoma en una célula humana DIPsloide). La familia de curvas tipo obtenidas por 
qPCR anidada para E6 -2 fueron consistentes con el número de copias de 
pHV101 (Figura. 12). 

Los patrones de extinción térmica de la fluorescencia de los productos de 
qPCR anidada generados con pHV101 y DNA de células SiHa fueron idénticos, 
con un pico alrededor en 85.5°C, de magnitud proporcional al número inicial de 
copias de pHV101 y claramente distinto del pico secundario de 78.5°C que 
apareció en los controles negativos 2 y 3 (Figura. 13). 
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Tabla 4. Oligonucleótidos empleados 
Pareja Oligonucleótido Secuencia (5’→3’) Amplicón 

1 
LCRS (Forward) AAGGGAGTAACCGAAAACGGT E6 -1 (645 

pb) E7AS (Reverse) TCATCCTCCTCCTCTGAG 

2 
pU1M (Forward) TGTCAAAAACCGTTGTGTCC E6 -2 (237 

pb) pU2R (Reverse) GAGCTGTCGCTTAATTGCTC 
 
 

 
Figura. 10. Secuencias de los amplicones E6 -1 y E6 -2 generados a partir de 
pHV101 
(A) Diagrama de la región larga de control (LCR) y los genes E6  y E7 de VPH16, cuyas 
secuencias se superponen parcialmente. El amplicón E6 -1 (645 pb) es generado por 
PCR directa con la pareja de oligonucleótidos LCRS/E7AS y el amplicón E6 -2 (237 pb) es 
generado por PCR anidada con la pareja pU1M/pU2R. La escala de abajo marca las 
posiciones de LCR, de los genes E6  y E7 y de los amplicones E6 -1 y E6 -2 en el genoma 
de VPH16. (B) El inserto con el amplicón E6 -1 (E6 -645) clonado abarca los nucleótidos 
26-671 (645 pb) del genoma de VPH16 y está delimitado por los oligonucleótidos LCRS y 
E7AS (letras blancas con fondo negro) en los extremos 5‘ y 3‘, respectivamente; contiene 
38% de GC y es 99% idéntica al ORF del gen E6 -VPH16 (Hernández-Arteaga y López-
Revilla 2008). El fragmento E2-237 (en cursivas) abarca los nucleótidos 419-656 (237 pb) 
de VPH16 y está delimitado por los oligonucleótidos pU1M y pU2R (letras cursivas 
blancas con fondo negro), respectivamente; su secuencia contiene 41% de GC y es 
idéntica al ORF del gen E6 -VPH16. Las tres bases representadas en letras cursivas 
grises con fondo negro indican la superposición parcial de los oligonucleótidos pU2R y 
E7AS. 
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Tabla 5. Valores de Ct del amplicón E6 -2 en mezclas de qPCR directa y 
anidada con un número variable de copias de pHV101 

Copias de pHV101 
Ct ΔCt qPCR directa qPCR anidada 

2.5 102 --- 25.02 --- 
2.5 103 29.00 21.62 7.40 
2.5 104 25.90 17.71 8.10 
2.5 105 22.10 14.35 7.75 
2.5 106 18.70 10.80 7.90 

 
 

 
Figura. 11. Mezclas completas y mínimas para la preamplificación de E6 -1 y 
la amplificación de E6 -2 mediante qPCR anidada 
(A) Preamplificación de la serie completa. Etapas sucesivas: 1) preparación de la mezcla de 
preamplificación que contiene E6 -1. 2) "preamplificación" mediante PCR convencional, 3) 
amplificación de E6 -2 mediante qPCR anidada en mezclas que contienen EvaGreen y un 1/50 de 
volumen de la mezcla preamplificada E6 -1. Los tubos 1, a, b, c y d son mezclas control positivas 
preamplificadas con diluciones logarítmicas seriadas de pHV101 con un rango de 2.5×106-2.5×102 
copias/tubo. Tubo 2: blanco de preamplificación (sin DNA). Tubo 3: muestra problema 
preamplificada (50 ng de DNA de SiHa). Tubos 4 y 5: Controles negativos de preamplificación (50 
ng de DNA de sangre normal); los asteriscos indican las mezclas preamplificadas. (B) 
Preamplificación de la serie mínima. Etapas sucesivas: 1) preparación de la mezcla de 
preamplificacion de E6 -1 incluyendo solamente el control positivo (de calibración con el mayor 
número de copias de pHV101; 2a) Preamplificación de E6 -1 por PCR convencional. 2b) Diluciones 
logarítmicas seriadas a partir de la mezcla de calibración preamplificada. 3) amplificación de E6 -2 
en mezclas de qPCR anidada que contienen EvaGreen, la pareja de primers E6 -2, y un 1/50 de 
volumen de las mezclas preamplificadas con E6 -1. Tubo 1: Mezcla de amplificación control 
positiva con 2.5×106 copias de pHV101. Tubo 2: mezcla blanco preamplificada (sin DNA)). Tubo 3: 
Mezcla problema preamplificada (50 ng de DNA de SiHa). Tubos 4 y 5: Controles negativos 
preamplificados (50 ng de DNA de sangre normal). Tubos a, b, c, y d: diluciones logarítmicas 
seriadas a partir de la mezcla control positiva preamplificada usada para preparar las mezclas de 
qPCR anidada equivalentes a las preamplificadas con 2.5×105-2.5×102 copias de pHV101. Los 
asteriscos de los tubos numerados indican las mezclas preamplificadas. 
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DISCUSIÓN 
Nuestro grupo confirmó que la detección de papilomavirus es más sensible a 
través de la PCR anidada mediante la síntesis sucesiva de los amplicones E6 -1 y 
E6 -2 (López-Revilla et al. 2008) y demostró que la cuantificación del oncogén E6  
de VPH16 mediante qPCR en presencia de EvaGreen es reproducible y específica 
(Hernández-Arteaga et al. 2007, Hernández-Arteaga y López Revilla 2008). 

En este trabajo empleamos nuevamente la construcción pHV101, derivada 
de pGEM con un inserto de 645 pb cuya secuencia contiene el ORF de E6 -
VPH16 (Hernández-Arteaga y López Revilla 2008), como molde para generar 
sucesivamente los amplicones E6 -1 y E6 -2 y así aumentar la sensibilidad del 
método de qPCR directa que permite cuantificar de manera confiable desde 2,500 
copias de la secuencia blanco. 

Para la amplificación ultrasensible de E6 -2 mediante qPCR anidada 
preamplificamos E6 -1 por 15 ciclos de PCR convencional y luego E6 -2 por qPCR 
en presencia de EvaGreen empleando 1/50 de volumen de diluciones logarítmicas 
seriadas de la primera mezcla. Las familias de curvas de la qPCR anidada 
generadas a partir de diluciones logarítmicas de mezclas con pHV101 
preamplificadas fueron consistentes y reproducibles y permitieron cuantificar de 
manera confiable desde 250 copias del oncogén E6 -VPH16. La disminución del 
valor de Ct resultante de la preamplificación muestra que la qPCR anidada es casi 
11,000 veces más sensible que la directa y es cercana a la esperada, pues con 15 
ciclos de preamplificación se espera que el número de copias aumente 213 = 
8,192 veces. 

La fluorescencia inespecífica empieza a aparecer hasta el ciclo 27 en 
mezclas sin DNA o con DNA humano sin VPH16 y depende de la interacción de 
los oligonucleótidos de la pareja 2, pues no ocurre en mezclas con DNA de SiHa 
preamplificado que contienen únicamente el oligonucleótido forward de la pareja 2 
(Figura. 12). 

La línea celular SiHa, aislada de un cáncer cervicouterino invasor causado 
por VPH16, contiene solamente una copia del genoma de VPH16 por célula (Friedl 
et al. 1970), y permitió poner a prueba la sensibilidad del método de qPCR 
anidada. Las mezclas con muestras preamplificadas que inicialmente contenían 50 
ng de DNA de células SiHa dieron un valor de Ct equivalente a una copia del 
oncogén E6  por cada copia de genoma humano diploide(calculo tomando en 
cuenta el numero total de pb del genoma humano con una masa de 650 
Daltons/pb). 

La qPCR anidada descrita aquí podría por tanto usarse para aumentar la 
sensibilidad en la cuantificación de las copias de genes virales y celulares y de los 
transcritos de interés. 
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Figura. 12. Familias de curvas del amplicón E6 -2 generadas por qPCR 
directa y anidada 
RFU, unidades de fluorescencia relativa. Umbral (línea roja): 50 RFU. (A) Familia de 
curvas obtenida en mezclas de qPCR directa con diluciones de pHV101 y los 
oligonucleótidos para E6 -2. Curva 1, 2.5×106 copias. Curva 2, 2.5×105 copias. Curva 3, 
2.5×104 copias. Curva 4, 2.5×103 copias. Curva 5, Blanco (sin DNA). (B) Familia de curvas 
obtenida por qPCR anidada con los oligonucleótidos para E6 -2 a partir de mezclas 
preamplificadas por 15 ciclos con pHV101 y la pareja E6 -1. Curva 1, 2.5×106 copias. 
Curva 2, 2.5×105 copias. Curva 3, 2.5×104 copias. Curva 4, 2.5×103 copias. Curva 5, 
2.5×102 copias. Curva 6, Blanco (sin DNA). 
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Figura. 13. Desnaturalización térmica del amplicón E6 -2 generado a partir de 
pHV101 y células SiHa 
RFU, unidades de fluorescencia relativa. Umbral (línea continua horizontal): 50 RFU. (A) 
Familia de curvas con un número variable de copias de pHV101: Curva 1, 2.5×106 copias; 
Curva 2, 2.5×105 copias; Curva 3, 2.5×104 copias; Curva 4, 2.5×103 copias. ; Curva 5, 
2.5×102 copias Curva 6, Blanco (sin DNA). Curva 7, DNA de sangre humana normal. 
Curva 8, DNA de células SiHa con la pareja de oligos pU1M/2R. ; Curva 9, DNA de 
células SiHa solo con oligo pU1M (forward) (B) Perfiles de extinción térmica de la 
fluorescencia de los productos de pHV101 y DNA de células SiHa (pico en 85.5°C), de las 
mezclas blanco (sin DNA) o con DNA de sangre normal (máximo a 78.5°C) y mezcla con 
DNA de células SiHa con el oligo pU1M (línea horizontal). 
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CAPÍTULO IV. DELECIONES DE LOS GENES E2 Y E6  EN INFECCIONES DEL 
CÉRVIX POR VIRUS DEL PAPILOMA HUMANO TIPO 16 

RESUMEN 
El virus del papiloma humano tipo 16 (VPH16), cuyo DNA circular se replica como 
un plásmido, es la causa más frecuente de cáncer cervicouterino. La integración 
del genoma viral, aparentemente esencial para la transformación neoplásica, 
usualmente es precedida de escisión/interrupción del gen viral E2. Las lesiones 
neoplásicas progresan hasta el cáncer invasor (CC) pasando por infección por 
VPH (IVPH), neoplasia intraepitelial de bajo grado (NIC1) y de alto grado (NIC2 y 
NIC3). Se ha propuesto que en las lesiones de bajo grado predomina el estado 
plasmídico (con similar número de genes E2 y E6  y cociente E2/E6  1) y en las 
cancerosas el estado integrado (con pérdida de E2 y cociente E2/E6   0). En este 
trabajo evaluamos si las lesiones neoplásicas correlacionan con la carga de E2 y 
E6  y con el cociente E2/E6 , determinados con un método de PCR en tiempo real 
(qPCR) ultrasensible. Analizamos el DNA de raspados cervicales de 35 mujeres 
con lesiones neoplásicas de diversos grados e infección por VPH16 y 
determinamos la carga de E2 y E6  en mezclas de qPCR calibradas con 
construcciones que contienen insertos con el marco de lectura abierto de E2 
(pHV201) o E6  (pHV101). Encontramos los siguientes rangos de copias de E2 y 
E6  por ng de DNA y cocientes E2/E6  por grupo de lesión: IVPH 16-9,250, 55-
1,300, 0.006-24.375; NIC1 16-18,076, 18-816,656, 1.625-625.471; NIC2 30-
58,535, 119-538, 0.006-15.460. NIC3 21-808,000, 444-5,200,000, 0.736-24.969. 
CC: 15-1,152,000, 18-17,200,000, 0.020-181.950. Sólo hubo diferencias 
significativas entre las cargas de E6  en IVPH-NIC1 vs. CC (P = 0.028) y en IVPH-
NIC1 vs. NIC2-3/CC (P = 0.045). Los valores del log E2/E6  se ajustaron a una 
distribución gausiana. Concluimos que en las infecciones cervicales por VPH16 las 
cargas de E2 y E6  y los cocientes E2/E6  no correlacionan con el grado de las 
lesiones neoplásicas y además perecen ocurrir deleciones aleatorias de los genes 
E2 y E6 . Los genomas deletados podrían, como ocurre con otros virus, generar 
partículas defectuosas interferentes capaces de afectar la replicación viral, la 
progresión de las lesiones neoplásicas y la inmunidad contra VPH16. 
 

Palabras clave: Cáncer cervicouterino, VPH16, PCR en tiempo real, deleciones 
del genoma viral, partículas defectuosas interferentes. 

INTRODUCCIÓN 
El genoma del virus del papiloma humano (VPH), consistente en DNA circular de 
cadena doble, permanece en estado episomal en el núcleo de las células 
epiteliales infectadas y se replica en bajos niveles en coordinación con la división 
celular (Saveria Campo 2006). La producción de viriones depende de que las 
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células infectadas avancen en su diferenciación para poder completar el ciclo de 
replicación viral (Flint et al. 2009). 

La integración del genoma de VPH a los cromosomas de las células 
infectadas, aparentemente crucial para la transformación neoplásica (Weinberg 
1992), usualmente ocurre por recombinación preferente del gen viral E2 —que 
codifica una proteína represora de la transcripción de los oncogenes virales E6  y 
E7— en regiones frágiles de la cromatina (Choo et al. 1987, Chen et al. 1994). La 
linearización del genoma viral durante el proceso de integración implica la ruptura 
del DNA viral en la región E1/E2 (Tidy et al. 1989, Vernon et al. 1997, Kalantari et 
al. 1998 y 2001, Choo et al. 1987, Chen et al. 1994) e interrupción del gen E2 con 
la consecuente sobreexpresión de los oncogenes virales que mantienen la 
transformación neoplásica (Zigert et al. 2003). Además de la ruptura, en la 
mayoría de los casos ocurren deleciones del genoma viral (Choo et al. 1987, Chen 
et al. 1994); se han documentado pérdidas de 251 pb (el Awady et al. 1987) y 813 
pb (Schneider-Maunoury et al. 1987) y la ruptura del gen ha sido asociada a 
progresión de las lesiones con pronóstico desfavorable (Tonon et al. 2001, Vernon 
et al. 1997, Kalantari et al. 1998). 

Los tres estados físicos posibles del genoma viral durante la infección por 
VPH16 (episomal, integrado, mixto) son estimados a través de la carga de los 
genes E2 y E6  por PCR en tiempo real (qPCR). En el estado episomal puro las 
cargas de E2 y E6  son similares y el cociente E2/E6  es cercano a la unidad; el 
cociente es cercano a cero en el estado integrado puro y tiene valores intermedios 
en el estado mixto, donde coexisten las formas episomal e integrada (Nagao et al. 
2002, Yoshida et al. 2007, De Marco et al. 2007, Cricca et al. 2007). Algunos 
autores sostienen que el cociente E2/E6  disminuye con la progresión neoplásica y 
permite diferenciar lesiones de alto y bajo grado (Cricca et al. 2007, Maelle-
Saunier et al. 2008) mientras que otros dicen haber encontrado cocientes 
tendientes a cero en lesiones de cualquier grado, tanto asociadas a carga viral 
baja (Berumen et al. 1994) como sin correlación con la carga (Andersson et al. 
2005). 

Como la evaluación de la carga de los genes E2 y E6  podría ayudar a 
decidir sobre su uso como marcadores de la progresión neoplásica, decidimos 
analizar la correlación del grado de las lesiones neoplásicas cervicales asociadas 
a infección única por VPH16 con la carga de los genes E2 y E6  y el cociente 
E2/E6  con un método de qPCR ultrasensible desarrollado en nuestro laboratorio 
(Hernández-Arteaga et al. 2007, Valdéz-Morales et al. 2007, Hernández-Arteaga y 
López-Revilla 2008). Esperábamos encontrar una correlación positiva entre el 
grado de las lesiones y la carga y que el rango de valores del cociente E2/E6  
estuviese entre cero y uno. Los valores cercanos a cero serían consistentes con el 
estado de integración puro, los cercanos a uno con el estado episomal puro y los 
intermedios con el estado mixto. Sin embargo, encontramos que las cargas de E2 
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y E6  no correlacionaron con el grado de las lesiones y que los valores del 
cociente E2/E6  no sólo rebasaron el máximo esperado de uno sino que tuvieron 
una distribución gausiana. Esta distribución puede ser explicada por la ocurrencia 
de deleciones aleatorias del genoma de VPH16 en las infecciones naturales del 
cérvix, tanto del gen E2 (valores < 1) como del oncogén E6  (valores > 1), en las 
cuales podrían generarse partículas virales defectuosas, como ocurre en 
infecciones por otros virus (Kirkwood y Bangham 1993), que podrían ser capaces 
de afectar la replicación, la patogenia viral, la inducción de inmunidad y la 
progresión de las lesiones neoplásicas. 

MATERIAL Y MÉTODOS 

Raspados cervicales y lesiones 

Este trabajo incluye el análisis de 35 raspados cervicales de mujeres con lesiones 
precancerosas y cancerosas, seleccionados por tener infección única por VPH16 
diagnosticada en nuestro laboratorio (Martínez-Contreras et al. 2008) o en el 
Instituto Nacional de Cancerología (INCAN). Quince muestras (42.9%) provenían 
del INCAN, 11 (31.4%) de los Servicios de Salud de la ciudad de León, Gto. y 
nueve (25.7%) de la Clínica de Displasias de los Servicios de Salud de la ciudad 
de San Luis Potosí. 

El diagnóstico histopatológico de las muestras fue de infección por 
papilomavirus (IVPH, n = 9), neoplasia intraepitelial cervical de grado 1 (NIC1, n = 
7), grado 2 (NIC2, n = 7) o grado 3 (NIC3, n = 3) y cáncer cervical (CC, n = 9). 

DNA de los raspados cervicales 

El DNA fue purificado mediante digestión con proteinasa K, extracción con fenol-
cloroformo y precipitación con isopropanol (Wizard DNA clean-up system, 
Promega). La concentración fue determinada mediante fluorometría con 
PicoGreen, empleando una curva tipo generada con diluciones seriadas de DNA 
del fago lambda en el rango de 25 a 200 ng/µl de acuerdo con las instrucciones 
del fabricante del PicoGreen dsDNA Quantitation kit (Molecular Probes, Eugene, 
OR) utilizando una microplaca FIA negra de 96 pozos (Greiner Bio-One, 
Frickenhausen, Alemania) en el fluorómetro GENios (TECAN, San Jose, CA) 
acoplado a una computadora con el programa Magellan 4. La calidad de las 
muestras para los ensayos de PCR fue confirmada por la presencia de DNA 
genómico de alto peso molecular (> 12 kb) en geles de Tris-acetato-EDTA-
agarosa al 1% calibrados con una escalera de DNA de 1000 pares de bases 
(Invitrogen, Carlsbad, CA, EU). 

Construcciones empleadas para la calibración 

Las construcciones pHV101 y pEV201 fueron obtenidas mediante inserción de los 
amplicones E6  de 645 pb y E2 de 1031 pb (Figura. 14) generados a partir del 
plásmido pVPH16 que contiene el genoma completo del prototipo VPH16 Europeo 
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(Yamada et al. 1995, 1997). Los amplicones fueron generados con las parejas de 
oligonucleótidos señaladas en la Tabla 6 y ligados al vector pGEM (Invitrogen, 
Carlsbad, CA, EU) en mezclas de ligación con 3 U/µL de DNA ligasa de T4. 

El inserto de pHV101 (Hernández-Arteaga et al. 2007, Hernández-Arteaga y 
López-Revilla 2008) abarca el marco de lectura abierto (ORF) de E6  y fue 
empleado como molde inicial para generar sucesivamente el amplicón E6 -1 (645 
pb) por PCR directa de punto final y E6 -2 (237 pb) por qPCR anidada (Figura. 14, 
Figura. 15A). 

El inserto de pEV201 (Valdéz-Morales et al. 2007) abarca gran parte del 
ORF de E2 (nt 28008-3839) y fue empleado como molde inicial para generar el 
amplicón E2-1 (1031 pb) por PCR directa y E2-2 (177 pb) por qPCR anidada 
(Figura. 14, Figura. 15B). 

PCR directa y qPCR anidada 

En nuestro laboratorio confirmamos previamente que la PCR anidada de punto 
final es más sensible que la PCR directa para la detección de papilomavirus de 
alto riesgo (López-Revilla et al. 2008) y luego desarrollamos un método 
ultrasensible de qPCR anidada en presencia del fluorocromo EvaGreen para 
cuantificar las secuencias de E6  de VPH16 (Hernández-Arteaga et al. 2007, 
Hernández-Arteaga y López-Revilla 2010). Aquí hemos aplicado este método para 
cuantificar las copias de las secuencias de E6  y E2 presentes en los raspados 
cervicales. 

Las mezclas de calibración de la qPCR anidada necesarias para generar 
las familias de curvas tipo que permitieron cuantificar las copias de las secuencias 
E6  y E2 en las muestras problema contenían 1 μL de diluciones logarítmicas 
seriadas de mezclas de PCR de punto final que habían sido ―preamplificadas‖ por 
15 ciclos en un termociclador Touchgene Gradient (Techne, Burlington, NJ, EU) a 
partir de 2.5×106 copias iniciales de pHV101 o 2.1×107 copias iniciales de pEV201 
(Hernández-Arteaga y López-Revilla 2010). Las concentraciones de DNA en las 
muestras problema fluctuaron entre 10 y 200 ng/μL y la masa total de DNA por 
mezcla de preamplificación fue de 0.2 a 4 ng. 

Los plásmidos y oligonucleótidos empleados en las mezclas de PCR directa 
y qPCR anidada se presentan en la Tabla 6 y los componentes de las mezclas de 
PCR directa para preamplificar E6 -1 y E2-1 por PCR directa y amplificar E6 -2 y 
E2-2 por qPCR anidada en la Tabla 7. El programa del termociclador Touchgene 
Gradient constó de 15 ciclos con desnaturalización a 95°C por 15 seg, hibridación 
a 57°C por 60 seg y extensión a 72°C por 60 seg. Las mezclas de qPCR anidada 
para ambos amplicones fueron incubadas en presencia de EvaGreen (Biotium, 
Hayward, CA) en un termociclador de tiempo real Rotor-Gene 6000 (Corbett, 
Alemania) con el mismo programa del termociclado pero incluyendo una extensión 
final a 57°C por 10 min. 
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Figura. 14. Amplicones directos y anidados de los genes E6  y E2 de VPH16 
Sobre la escala de longitud están diagramadas las tres regiones y los ocho genes de 
VPH16 (7904 nt; NCBI accession NC_001526): LCR, región larga de control (nt 7155-26); 
E, genes tempranos E6  (nt 83-559), E7 (nt 562-858), E1 (nt 865-2813), E2 (nt 2755-
3852), E4 (nt 3332-3619) y E5 (nt 3863-4099); L, genes tardíos L2 (nt 4235-5656 nt) y L1 
(nt 5559-7154). Bajo la escala se muestran los amplicones directos y anidados empleados 
en este trabajo. Amplicones directos: E6 -1 de 645 pb (nt 26-671); E2-1, 1031 pb (nt 2808-
3839). Amplicones anidados: E6 -2, 237 pb (nt 419-656); E2-2 de 177 pb (nt 3383-3560). 
 

Figura. 15. Insertos con las secuencias de los amplicones directos y 
anidados de E2 y E6  
(A) La construcción pHV101 porta el inserto E6 -645, a partir del cual son generados los 
amplicones E6 -1 (645 pb) y E6 -2 (237 pb). El ORF completo del gen E6  (476 pb) abarca los 
nucleótidos 83-559 del genoma de VPH16; las secuencias de los extremos están incluidas en la 
región larga de control LCR y el gen E7, respectivamente. La secuencia del inserto corresponde al 
amplicón E6 -1 (645 pb) que abarca los nucleótidos 26-671 del genoma de VPH16 y está 
delimitado por los primers LCRS y E7AS (letras blancas en fondo negro) en los extremos 3’ y 5’ 
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respectivamente. El amplicón E6 -2 (237 pb) (cursivas) abarca los nucleótidos 419-656 del genoma 
de VPH16 y está delimitado por los primers pU1M y pU2R (cursivas blancas en fondo negro) y 
contiene 41% de GC. Las tres letras cursivas grises en fondo negro corresponden al traslape de los 
primers pU2R y E7AS. (B) La construcción pEV201 porta el inserto E2-1031, a partir del cual son 
generados los amplicones E2-1 (1031 pb) y E2-2 (237 pb). El ORF completo del gen E2 (1097 pb) 
abarca los nucleótidos 2755-3852 del genoma de VPH16. La secuencia del inserto abarca los 
nucleótidos 2808-3839 del genoma de VPH16 (66 pb menos que el ORF completo) y está 
delimitado por los primers E2-1F/1R (letras blancas en fondo negro) en los extremos 3‘ y 5‘ 
respectivamente. El fragmento correspondiente al amplicón E2-2 (en cursivas) abarca los 
nucleótidos 3384-3562 (177 pb) del genoma de VPH16 y está delimitado por los primers E2-2F/2R 
(cursivas blancas en fondo negro). 
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Tabla 6. Plásmidos, oligonucleótidos y amplicones 

PCR Gen Plásmido Oligonucleótidos Amplicones 
Nombre Secuencia (5’→3’) Nombre Posicióna Tamaño (pb) 

Directa 
(punto final) 

E6  pHV101 1F AAGGGCGTAACCGAAATCGGT 
E6 -1 26-671 645 1R GCTCAGAGGAGGAGGATGA 

E2 pEV201 1F ATGAAAATGATAGTACAGAC 
E2-1 2808-3839 1031 1R CCAGTAGACACTGTAAATAG 

Anidada 
(tiempo real) 

E6  pHV101 2F TGTCAAAAGCCACTGTGTCC 
E6 -2 419-656 237 2R TGAGCAATTAAATGACAGCT 

E2 pEV201 2F TTATTAGGCAGCACTTGGCC 
E2-2 3383-3560 177 2R GTGAGGATTGGAGCACTGTCC 

a Nucleótidos que abarca el amplicón en el genoma de VPH16. 
 
 
Tabla 7. Mezclas para la PCR (directa) y la qPCR (anidada) 

Componente PCR qPCRa 
E6 -1 E2-1 

Agua 40.7 μL 39.5 μL 38.2 μL 
Buffer PCR 10×b 5 μL 5 μL 5 μL 
MgCl2 (50mM) 2 μL 1 μL 2 μL 
dNTPs (10 mM c/u) 0.25 μL 0.5 μL 0.25 μL 
Mezcla de oligos (10 μM c/u) 0.75 μL 2.5 μL 0.75 μL 
Taq DNA polimerasa (5U/ml) 0.3 μL 0.5 μL 0.3 μL 
EvaGreen 20× --- --- 2.5 μL 
DNA molde (10-100 ng/μL) 1 μL 1 μL --- 
Mezcla preamplificada --- --- 1 μL 
a Componentes idénticos para E6  y E2. 
b Tris-HCl 20 mM KCl 50 mM, pH 8.4 a 25°C. 
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Análisis estadístico 

Realizamos los análisis estadísticos con el programa SPSS 18 para Windows (IBM 
Corporation, Somers, NY). La media, mediana, rango, rango intercuartil, 
desviación estándar, intervalo de confianza al 95% y las frecuencias fueron 
utilizadas para el análisis estadístico descriptivo. 

La prueba de Mann-Whitney (M-W), la prueba de regresión logística 
multinominal multivariada (RLMM) y los valores de P fueron usados para comparar 
los marcadores virales (carga de E6  y de E2 y cociente E2/E6 ) en los distintos 
grupos de lesiones. Los estimados no paramétricos, las curvas ROC y la 
distribución de los valores del log (E2/E6 ) también fueron obtenidos y analizados 
con el programa SPSS 18. Consideramos significativos los valores de P ≤ 0.05. 

RESULTADOS 

Cuantificación de los genes E6  y E2 de VPH16 

La calibración para cuantificar el número de copias del gen E6  mediante qPCR 
anidada fue realizada en experimentos independientes empleando diluciones 
logarítmicas seriadas de la construcción pHV101 para obtener desde 250 hasta 
2,500,000 copias iniciales de E6  por mezcla. La calibración para cuantificar las 
secuencias del gen E2 mediante qPCR anidada también fue realizada en 
experimentos independientes empleando diluciones logarítmicas seriadas de la 
construcción pEV201 para obtener desde 2,100 hasta 21,000,000 copias iniciales 
de E2 por mezcla. 

La Tabla 8 contiene los valores absolutos, promedios, desviaciones 
estándar y coeficientes de variación del ciclo umbral (Ct) en función del número de 
copias iniciales de la secuencia blanco, así como los promedios de ∆Ct, eficiencia 
de polimerización, pendiente de la ecuación (Ct vs. log del número de copias) y el 
coeficiente de correlación con la recta. 

La dispersión de los datos de carga de E6  fue aceptable (Figura. 16A) pues 
el coeficiente de correlación en tres experimentos de calibración fue muy cercano 
a la unidad (R2 = 0.9781). La dispersión de los datos de carga de E2 también fue 
aceptable (Figura. 16B), ya que el coeficiente de correlación en tres experimentos 
de calibración fue cercano a la unidad (R2 = 0.9402) aunque algo menor que para 
las secuencias de E6 . 
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Tabla 8. Valores de Ct y parámetros en las mezclas de calibración de qPCR 
para cuantificar las copias de los genes E2 y E6  

Secuencia blanco Valores de Ct 
E2 
(pEV201) 

Copias Mezcla 1 Mezcla 2 Mezcla 3 Promedio DE CV 
21,000,000 18.100 16.470 18.100 17.557 .941 5.0% 
2,100,000 22.920 21.350 22.920 22.397 .906 4.0% 

210,000 27.410 26.250 27.410 27.023 .670 2.0% 
21,000 30.540 30.570 30.540 30.550 .670 2.0% 
2,100 33.190 30.750 31.000 31.647 .342 4. 0% 

Parámetros 
∆Ctavg 3.450 3.570 3.220 3.413 .178 5.0% 
Eficiencia 1.000 0.840 1.000 0.947 .092 9.0% 
Pendiente -3.780 -3.770 -3.340 -3.630 .251 6.0% 
R2 0.982 0.940 0.934 0.952 .026 2.0% 

E6  
(pHV101) 

Copias Mezcla 1 Mezcla 2 Mezcla 3 Promedio DE CV 
2,500,000 19.370 20.180 18.750 19.433 .717 3.6% 
250,000 22.570 23.230 22.230 22.677 .508 2.2% 
25,000 25.740 26.910 25.360 26.003 .808 3.1% 
2,500 29.150 29.270 28.790 29.070 .250 0.9% 
250 31.510 32.040 30.270 31.273 .908 2.9% 
Parámetros 
∆Ctavg 3.050 2.965 2.880 2.965 .085 2.8% 
Eficiencia 1.100 1.160 1.000 1.087 .081 7.4% 
Pendiente -3.086 -2.970 -3.610 -3.222 .341 10.5% 
R2 0.996 0.994 0.993 0.994 .002 0.1% 

 

 
Figura. 16. Calibración de la qPCR anidada para E6  y E2 
(A) Regresión lineal de Ct vs. logaritmo del número de copias de pHV101 (log10NE6 ) en 
tres calibraciones independientes con 250 a 2,500,000 copias de E6 . Parámetros de la 
ecuación de la recta para esta familia de curvas tipo: pendiente = -3.0073, eficiencia 
promedio = 1.087, R2 = 0.9781. (B) Regresión lineal de Ct vs. logaritmo del número de 
copias de pEV201 (log10NE2) en tres calibraciones independientes con 2,100 a 
21,000,000 de copias. Parámetros de la ecuación de la recta para esta familia de curvas 
tipo: pendiente = -3.6333, eficiencia promedio = 0.947, R2 = 0.9402. 
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Carga de E6  y E2 y cocientes E2/E6  según el grado de lesión 

Lesiones de bajo grado (IVPH y NIC1) 

En las nueve muestras con IVPH el rango de valores para las secuencias de E6  
fue 16-9,250 copias/ng (promedio = 1,726 copias/ng, CV = 175%) mientras que 
para las secuencias de E2 fue 55-1,300 copias/ng (promedio = 426 copias/ng, CV 
= 107%). El rango de los cocientes E2/E6  fue 0.006-24.375 (promedio = 5.469, 
CV = 144%). En la muestra con el cociente más bajo (0.006) la carga de E6  fue la 
más alta (9,250 copias/ng) y la de E2 la más baja (55 copias/ng) (Tabla 9, Figura. 
17). 

En las siete muestras con lesiones NIC1 el rango de valores para las 
secuencias de E6  fue 16-18,076 copias/ng, con un promedio de 2,706 copias/ng. 
El rango de E2 fue 18-816,656 copias/ng con un promedio de 180,469 copias/ng. 
En este grupo (20% del total) el rango de los cocientes E2/E6  fue 1.625-625.471 
con un promedio de 118.265. Todas estas muestras tuvieron más copias de E2 
que de E6  (E2/E6  1) (Tabla 9, Figura. 17). 

Lesiones de alto grado (≥ NIC2) 

En las siete muestras con lesiones NIC2 el rango de valores para las secuencias 
de E6  fue 30-58,535 copias/ng (promedio = 8,455 copias/ng, CV = 261%) en tanto 
que para las secuencias de E2 fue de 119-538 copias/ng (promedio = 269 
copias/ng, CV = 62%). El rango de cocientes E2/E6  fue 0.006-15.460 (promedio = 
4. 000, CV = 131%). La muestra con el cociente más bajo (0.006) tuvo la carga de 
E6  más alta (58,535 copias/ng) y mayor que la carga de E2 (339 copias/ng) 
(Tabla 9, Figura. 17). 

En las tres muestras con lesiones NIC3 el rango de valores para las 
secuencias de E6  fue 251-808,000 copias/ng (promedio = 269,611 copias/ng, CV 
= 173%) en tanto que para las secuencias de E2 fue 444-5,200,000 copias/ng 
(promedio = 1,735,566 copias/ng, CV = 173%). El rango de cocientes E2/E6  fue 
0.736-24. 969 (promedio = 10.720, CV = 118%). La muestra con el cociente más 
bajo (0.736) fue la única con carga de E6  más alta (582 copias/ng) que de E2 
(444 copias/ng) (Tabla 9, Figura. 17). 

En las 26 lesiones precancerosas (i.e., NIC1-NIC3, ≤NIC3) el rango de 
valores para las secuencias de E6  fue 16-808,000 copias/ng (promedio = 34,711 
copias/ng, CV = 455%) en tanto que para las secuencias de E2 fue 55-5,200,000 
copias/ng (promedio = 249,065 copias/ng, CV = 336%). El rango de cocientes 
E2/E6  fue 0.006-625.471 (promedio = 36.058, CV = 336%) (Tabla 9, Figura. 17). 
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Tabla 9. Copias de E6  y E2 y cocientes E2/E6  en las muestras de cada grupo de lesión 

  IVPH (n = 9)  NIC1 (n = 7)  NIC2 (n = 7)  NIC3 (n = 3)  CC (n = 9) 
  E6  E2 E2/E6   E6  E2 E2/E6   E6  E2 E2/E6   E6  E2 E2/E6   E6  E2 E2/E6  

  9,250 55 0.006  73 118 1.6  58,535 339 0.006  582 444 0.763  4,440 80 0.018 
  3,250 72 0.022  21 154 7.4  116 119 1.0  808,000 5,200,000 6.4  15 18 1.2 
  1,510 100 0.066  16 645 39.8  355 428 1.2  251 6,255 25.0  7,000 17,500 2.5 
  812 640 0.788  18,076 816,656 45.2  66 134 2.0      4,120 28,000 6.8 
  547 1,300 2.4  22 1,210 54.0  48 188 3.9      1,152,000 17,200,000 14.9 
  17 80 4.8  28 1,530 54.4  30 138 4.7      275,277 5,218,526 19.0 
  31 215 7.0  708 442,971 625.5  35 538 15.5      109,400 2,080,000 19.0 
  101 980 9.7              2,300 49,000 21.3 
  16 390 24.4              3,990 726,000 182.0 

                     
Mínimo  16 55 0.006  16 118 1.600  30 119 0.006  251 444 0.763  15 18 0.018 
Máximo  9,250 1,300 24.400  18,076 816,656 625.500  58,535 538 15.500  808,000 5,200,000 25.000  1,152,000 17,200,000 182.000 
Promedio  1,726 426 5.469  2,706 180,469 118.266  8,455 269 4.038  269,611 1,735,566 10.723  173,171 2,813,236 29.626 
DE  3,012 454 7.893  6,782 325,364 224.670  22,084 167 5.297  466,259 3,000,289 12.660  378,329 5,664,597 57.725 
CV (%)  175% 107% 144%  251% 180% 190%  261% 62% 131%  173% 173% 118%  218% 201% 195% 
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Figura. 17. Copias de E6  y E2 y cocientes E2/E6  en las 35 muestras de 
raspados cervicales 
Las barras indican el número de copias del gen E6  (azul) y E2 (rojo) por ng de DNA en 
cada mezcla de PCR directa, así como el cociente E2/E6  (verde) en las muestras de 
raspados cervicales con infección por VPH16. Los datos de la gráfica fueron alineados en 
orden creciente de valores de E6 . Las líneas azul, roja y verde muestran la tendencia 
exponencial de los valores de E2, E6  y E2/E6 , respectivamente. Rangos del número de 
copias por ng de DNA: E2, 15-1.15 106; E6 , 18-17.2 106. Rango del cociente E2/E6 : 
6 10-3-625.5. 
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En las nueve lesiones cancerosas el rango de valores para las secuencias 
de E6  fue 15-1,152,000 copias/ng (promedio = 173,171 copias/ng, CV = 218%) en 
tanto que para las secuencias de E2 fue 18-17,200,000 copias/ng (promedio = 
2,813,236 copias/ng, CV = 201%). El rango de cocientes E2/E6  fue 0.018-181.950 
(promedio = 29.630, CV = 195%) (Tabla 9, Figura. 17). 

En las doce lesiones NIC3 el rango de valores para las secuencias de E6  
fue 15-1,152,000 copias/ng (promedio = 197,281 copias/ng, CV = 193%) en tanto 
que ppara las secuencias de E2 fue 18-17,200,000 copias/ng (promedio = 
2,543,819 copias/ng, CV = 197%). El rango de cocientes E2/E6  fue 0.018-181.955 
copias/ng (promedio de 24. 9 copias/ng, CV = 201%) (Tabla 9, Figura. 17). 

Los valores extremos de los cocientes E2/E6  correspondieron a 14 
muestras (cinco < 0.07 y nueve > 20): cuatro IVPH, cinco NIC1, una NIC2, una 
NIC3 y tres cancerosas (Tabla 10). 

Correlación de las pruebas moleculares con el grado de lesión 

Para determinar la correlación de las pruebas moleculares con el grado de lesión 
calculamos los estadísticos descriptivos de las variables con un intervalo de 
confianza del 95% . Con la prueba de Mann-Whitney comparamos pares de 
grupos de lesiones y con la regresión logística binaria correlacionamos las 
variables con el grado de lesión. 

La Tabla 11 muestra la estadística descriptiva del logaritmo del número de 
copias de E2 y de E6  y del cociente E2/E6  en relación con el grado de lesión. Al 
analizar los rangos intercuartiles todas las variables cuantitativas se traslaparon a 
lo largo de las diferentes categorías de lesión, excepto para log E2 y log E6  de la 
pareja IVPH-NIC1 vs. CC (P = 0.019). 

En cuanto a las medianas, sólo las del log E6  aumentaron 
significativamente al aumentar el grado de lesión. En contraste con la 
interpretación de Cricca et al. (2007) de que al progresar las lesiones disminuye el 
cociente E2/E6  por incremento en la integración del genoma viral, nosotros no 
observamos disminución del cociente al aumentar el grado de lesión. Entre las 
medianas sólo fueron estadísticamente significativas las diferencias en los valores 
del log E6  de los pares de grupos IVPH-NIC1 vs. NIC2-3/CC (P = 0.047) y IVPH-
NIC1 vs. CC (P = 0.019). 

Al analizar la relación de cada variable con el grado de lesión encontramos 
que los valores del log E6  tuvieron una correlación positiva significativa con los 
pares de grupos de lesiones IVPH-NIC1 vs. NIC2-3/CC (60.0% de casos 
clasificados correctamente como IVPH-NIC1 y 66.7% clasificados correctamente 
como CC) y IVPH-NIC1 vs. CC (86.7% de casos clasificados correctamente como 
IVPH-NIC1 y 50% clasificados correctamente como CC) (Tabla 12). 
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Tabla 10. Cocientes E2/E6  con valores extremos 

Muestra Copias por ng Cociente E2/E6  ID Lesión E2 E6  

14 NIC2 339 58,535 0.006 
482 IVPH 55 9,250 0.006 
E CC 80 4,440 0.018 

IV 258 IVPH 72 3,250 0.022 
438 IVPH 100 1,510 0.066 
63 CC 49,000 2,300 21.304 
6C IVPH 390 16 24.375 
10C NIC3 6,255 251 24.969 
12C NIC1 645 16 39.790 
8C NIC1 816,656 18,076 45.179 
7C NIC1 1,210 22 54.018 
14C NIC1 1,530 28 54.352 
93 CC 726,000 3,990 181.950 
9C NIC1 442,971 708 625.471 
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Tabla 11. Estadísticos de los valores de log E6 , log E2 y E2/E6  por grupos de lesiones 

Lesiones 
Log E6 a Log E2b E2/E6 b 

Media Mediana Intercuartil Rango Media Mediana Intercuartil Rango Media Mediana Intercuartil Rango 
IVPH-NIC1 
(n = 15) 2.24 1.86 1.32-3.18 3.05 1.71 2.60 2.00-2.99 4.17 16.80 7.05 0.79-39.79 54.30 

NIC2-3 (n = 
9) 2.70 2.32 1.65-3.27 4.43 2.96 2.58 2.14-2.99 4.64 6.00 2.02 0.96-8.69 25.00 

NIC2-3, CC 
(n = 17) 3.29 3.10 1.79-4. 84 4.89 3.69 2.69 2.14-5.09 5.98 18.00 3.88 1.15-16.33 182.00 

CC (n = 8) 4. 02 3.75 3.43-5.34 4.89 4. 60 4. 57 2.49-6.62 5.98 31.50 12.9 1.52-18.99 182.00 
a Sólo fueron estadísticamente significativas las diferencias en los pares NIC1 vs. NIC2-3/CC (P = 0.047) y NIC1 vs. CC (P = 0.019). 
b Diferencias no significativas. 
 
Tabla 12. Regresión logística binaria de los valores de log E6 , log E2 y log (E2/E6 ) entre pares de grupos de 
lesiones 

Grupos de lesiones Log E6  Log E2 Log (E2/E6 ) 
P Clasificación correcta P Clasificación correcta P Clasificación correcta 

IVPH-NIC1 vs. NIC2-3 0.364 IVPH-NIC1 13/15 (86.7%) 
NIC2-3 2/10 (20.0%) 0.580 IVPH-NIC1 14/15 (93.3%) 

NIC2-3 1/10 (10.0%) 0.145 NIC 10/15 (66.7%) 
NIC2-3 4/10 (40.0%) 

IVPH-NIC1 vs. NIC2-3/CC 0.032 IVPH-NIC1 9/15 (60.0%) 
NIC2-3/CC 12/18 (66.7%) 0.066 IVPH-NIC1 8/15 (53.3%) 

NIC2-3/CC 9/18 (50.0%) 0.079 IVPH-NIC1 5/15 (33.3%) 
NIC2-3/CC 14/18 (77.8%) 

IVPH-NIC1 vs. CC 0.003 IVPH-NIC1 13/15 (86.7%) 
CC 4/8 (50.0%) 

0
.010 

IVPH-NIC1 14/15 (93.3%) 
CC 5/8 (62.5%) 0.125 IVPH-NIC1 15/15 (100.0%) 

CC 0/8 (0.0%) 
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Los valores del log E2 correlacionaron significativamente con la pareja de 
grupos IVPH-NIC1 vs. CC (93.3% de casos clasificados correctamente como 
IVPH-NIC1 y 62.5% clasificados correctamente como CC). El cociente E2/E6  no 
correlacionó significativamente con ninguna categoría de lesión. Las diferencias en 
las medianas tampoco correlacionaron con el grado de lesión, por lo cual el 
cociente E2/E6  no sirve para predecir el grado de lesión. Aunque sí hubo 
correlación significativa de los valores del log E2 en la pareja de grupos IVPH-
NIC1 vs. NIC2-3/CC, la pequeña pero no significativa diferencia entre sus 
medianas tampoco permite diferenciar entre esos grados de lesión. Las 
diferencias significativas entre las medianas de log E6  en los pares IVPH-NIC1 vs. 
NIC2-3/CC y IVPH-NIC1 vs. CC así como sus correlaciones sugieren que esta 
variable sí sería adecuada para discriminar entre esas lesiones. 

Eficiencia diagnóstica de las pruebas moleculares 

Para determinar si hay valores de corte del log E6  que permitan diferenciar 
parejas de grupos con diferente grado de lesión generamos las curvas ROC 
correspondientes maximizando la razón de probabilidad [(likelihood ratio, LR = 
probabilidad de verdaderos positivos + probabilidad de verdaderos 
negativos)/(probabilidad de falsos positivos + probabilidad de falsos negativos)]. 

Las curvas ROC (Figura. 18) muestran la sensibilidad, especificidad y valor 
de corte del log E6  para diferenciar los pares IVPH-NIC1 vs. NIC2-3/CC y IVPH-
NIC1 vs. CC. Nótese que los valores de corte están claramente diferenciados en 
cada pareja de grupos de lesiones comparadas (2.03-2.75 para IVPH-NIC1 vs. 
NIC2-3/CC y 3.27-3-56 para IVPH-NIC1 vs. CC). Sin embargo, el área bajo la 
curva de la pareja IVPH-NIC1 vs. CC fue mayor que la de la pareja IVPH-NIC1 vs. 
NIC2-3/CC (0.8 contra 0.7) y también fueron mayores los valores de sensibilidad y 
especificidad (75-87.5% y 80-86.7% contra 55.6-72.2% y 60-66.7%). En las 
muestras analizadas aquí el valor del log E6  es significativamente útil para 
diferenciar IVPH-NIC1 de NIC2-3/CC e IVPH-NIC1 de CC con puntos de corte en 
los rangos 2.03-2.75 (107-562 copias E6 /ng) y 3.27-3.56 (1,862-3,631 copias de 
E6 /ng), respectivamente. 
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Figura. 18. Eficiencia diagnóstica de los valores del log E6  para discriminar 
IVPH-NIC1 de NIC2-3/CC e IVPH-NIC1 de CC 
(A) La línea de carga de log E6 , con valores de corte de 3.44-3.56 (equivalente a 2,754-
3,631 copias de E6  por ng de DNA) permite discriminar las lesiones IVPH-NIC1 de las de 
alto grado (NIC2-3/CC). (B) La línea carga de E6  con valores de corte de 2.64-2.75 
(equivalente a 437-562 copias de E6  por ng de DNA) permite discriminar las lesiones 
IVPH-NIC1 de las de CC. 
 

DISCUSIÓN 
Nuestro grupo demostró previamente que la cuantificación de secuencias del gen 
E6  de VPH16 mediante qPCR en presencia de EvaGreen es reproducible y 
específica (Hernández-Arteaga y López-Revilla, 2008) y puede ser utilizada para 
determinar la carga viral de VPH16 en raspados cervicales (Hernández-Arteaga y 
López-Revilla, 2010). En este trabajo demostramos que la qPCR anidada con 
EvaGreen también es confiable para cuantificar las secuencias de E2 y E6  de 
VPH16, dada la linealidad y reproducibilidad de las curvas tipo de los plásmidos 
con las secuencias blanco de E6  y de E2. Con el método de qPCR anidada para 
los genes E2 y E6  en este trabajo analizamos 35 raspados cervicales de mujeres 
de tres ciudades mexicanas con infección única por VPH16 y displasias de bajo y 
alto grado o cáncer. 

Cricca et al. (2007) determinaron que la carga de E6  por 300 ng de DNA es 
menor en NIC1 (2.83×105) que en NIC2-3 (7.27×107), pero mayor en NIC1 que en 
CC (6.10×103). Los valores inferidos por nosotros para la carga de E2 resultaron 
menores en NIC1 que en NIC2-3 pero mayores en NIC1 que en CC, mientras que 

A B 
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los valores del cociente disminuyeron desde NIC1 hasta CC (0.91, 0.69 y 0.02). 
Maelle-Saunier et al. (2008) determinaron cargas de E6  por mil células y 
encontraron que los valores promedio de E2 y E6  aumentan con el grado de 
lesión a medida que disminuye el cociente E2/E6 , pero sin diferencias 
significativas entre las cargas de NIC1 y CC. Yoshida et al. (2007) observaron que 
los valores de E6  por célula disminuyen con el grado de la lesión, pero no 
compararon lesiones de diferente grado ni especificaron los valores del cociente 
E2/E6 . Éstos son mencionados por ellos solamente para inferir la integración del 
genoma viral cuando afirman que el valor de corte de 0.8 discrimina entre las 
formas episomal e integrada de genoma viral. También mencionan haber 
encontrado ―formas inusuales‖ del virus cuando los valores del cocientes E2/E6  
fueron > 1.5. 

La Tabla 13 resume nuestros resultados normalizados con los de otros 
autores que han utilizado SYBRGreen (Cricca et al. 2007, Yoshida et al. 2007) o 
sondas TaqMan (Maelle-Saunier et al. 2008) para cuantificar las secuencias de 
VPH16 y han calculado las cargas en unidades diferentes.  

Con las pruebas M-W y RLMM comparamos los valores de las cargas de 
E2 y E6  y el cociente E2/E6  del grupo de lesiones NIC1 con los grupos de 
lesiones precancerosas de alto grado (NIC2-3), de alto grado y cancerosas (NIC2-
3/CC) y cancerosas (CC). Encontramos diferencias significativas sólo entre las 
cargas de E6  de NIC1 y CC con la prueba M-W (PE6  = 0.028) y de NIC1 y NIC2-
3/CC con la prueba RLMM (PE6  = 0.045). 

Cricca et al. (2007) concluyeron que la carga viral es significativamente 
mayor en lesiones de alto grado que de bajo grado y en NIC1 que en CC, en tanto 
que el cociente E2/E6  disminuye con la progresión neoplásica y permite 
diferenciar entre lesiones de bajo y alto grado (NIC1/NIC2-3, NIC1/CC). En la 
Figura. 20 esquematizamos el modelo de estos autores, quienes encontraron 
diferencias significativas (P ≤ 0.001) entre NIC1 y CC (cargas de E6  de 2.83×105 
para NIC1 y 6.10×103 para CC; cargas de E2 inferidas por nosotros: 2.57×105 para 
NIC1 y 122 para CC; cocientes E2/E6  de 0.91 en NIC y 0.02 en CC) Cricca et al. 
(2007). Maelle-Saunier et al. (2008) encontraron que la carga de E6  difiere 
significativamente entre NIC1 y CC, mientras que el cociente E2/E6  disminuye 
pero no significativamente, E6  = 94 para NIC1 y 59,963 para CC; cargas de E2 
inferidas por nosotros: 54. 5 para NIC1 y 21,587 para CC, cociente E2/E6  = 0.58 y 
0.36 para NIC1 y CC, respectivamente. Por otra parte, Yoshida et al. (2007) 
encontraron que la carga viral es inversamente proporcional al grado de lesión 
neoplásica pero no hay diferencias significativas entre grupos con lesiones de 
distinto grado. Maelle-Saunier et al. (2008) afirman que al aumentar el grado de 
lesión también aumenta significativamente la carga de E2 y E6  de VPH16 en 
tanto que el cociente E2/E6  disminuye. 
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Tabla 13. Cargas de E2 y E6  normalizadas y cocientes E2/E6  por grado de lesión en éste y otros trabajos 

Lesión Copias de E2/ng Copias de E6 /ng Cociente E2/E6  Referencia Media ± DE Rango Media ± DE Rango Media ± DE Rango 

IVPH-NIC1 

149,072 ± 114,238 55-1,267,116 4,056 ± 4,847 16-34,478 103 ± 154 0.006-877 Este trabajo 
NE NE 72,303 0.09-2,180 NE NE Yoshida et al. (2007) 

153,587 ± 156,679 0-1,535,867 2,210,000 ± 203,861 45-2,210,000 1.5 ± 0.4 0-14.5 De Marco et al. (2007) 
858a NE 943a 0.08-9,133 1a 0.5-1.0 Cricca el al. (2007) 

NIC2-3 

947,015 ± 1,644,084 119-5,208,583 157,821 ± 254,066 30-868,018 11.0 ± 8.0 0.006-60 Este trabajo 
NE NE 21,600 0.09-2,180 NE NE Yoshida et al. (2007) 

267,179 ± 367,925 0-3,606,914 369,791 ± 612,204 346-4,992,182 1.5 ± 0.4 0-19.9 De Marco et al. (2007) 
167,209a NE 242,333a 4.2-496,667 1a NE Cricca el al. (2007) 

CC 

2,813,236 ± 5,664,597 18-17,200,000 173,171 ± 378,329 15-1,152,000 29.6 ± 57.7 0.02-182 Este trabajo 
NE NE 10,028a 0.09-2,180 NE NE Yoshida et al. (2007) 
1a NE 696,000a NE 0 NE De Marco et al. (2007) 
0 NE 20 1.2-83 0 0-0.2 Cricca el al. (2007) 

a Desviación estándar no especificada. 
NE, no especificado. 
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Figura. 19. Distribución de los valores del log (E2/E6 ) en todas las muestras de 

raspados cervicales 

(A) Histograma de frecuencias de los valores del log (E2/E6 ); los datos (n = 35) corresponden a 

una distribución gausiana. (B) Gráfica boxplot con los valores máximo y mínimo (líneas 

horizontales en los extremos), rango intercuartil (caja gris), mediana (línea interna en la caja) y 

probables outliers (puntos 18 y 32). (C) Gráfica Q-Q plot para el análisis de la distribución de los 

valores del log (E2/E6 ) indicados por círculos vacíos vs.la distribución normal teórica (línea recta). 
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Figura. 20. Modelo de Cricca et al. (2007) para la replicación e integración del genoma 
de VPH16 en lesiones neoplásicas cervicales de grado creciente 
El diagrama representa la replicación viral, iniciada con la adsorción de los viriones a las células en 
la zona de transición (localizada entre el endometrio y el epitelio escamoso del cérvix). La 
replicación y encapsidación del genoma viral y la liberación de viriones de la progenie avanza a 
medida que se incrementa la diferenciación de las células epiteliales; la integración del genoma 
viral al genoma celular es proporcional a la progresión de las lesiones neoplásicas intraepiteliales. 
La carga viral, representada por el número de copias del oncogén E6  aumenta a medida que 
progresa la diferenciación del epitelio cervical. La integración del genoma viral al genoma celular 
ocurre por eventos de recombinación concomitantes con la interrupción del gen E2 que eliminan la 
secuencia codificante del represor y permiten la sobreexpresión de los oncogenes E6  y E7. El valor 
del cociente E2/E6  es  1 en el estado plasmídico puro y tiende a 0 (cero) a medida que aumenta la 
integración y progresan las lesiones neoplásicas del cérvix (desde NIC1, pasando por NIC2 y NIC3 
hasta CC). La progresión neoplásica en este modelo es por tanto directamente proporcional a la 
carga viral e inversamente proporcional a la integración, determinada indirectamente mediante 
qPCR con el cociente E2/E6 . 
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Los valores del log (E2/E6 ) de las 35 muestras incluidas en este trabajo 
(cinco ≤ 1.0; 24 entre 1 y 10; seis ≥ 10) se ajustaron a la distribución gausiana, la 
cual es consistente con la ocurrencia de deleciones aleatorias de los genes E2 y 
E6  en los genomas circulares completos en estado plasmídico replicados o en 
proceso de replicación, pero no con la presencia de genomas virales integrados al 
DNA nuclear con deleciones preferentes del gen E2. Estos resultados sugieren 
que en las células infectadas hay genomas virales en estado plasmídico 
completos e incompletos en proporciones variables. La distribución de los valores 
del log (E2/E6 ) implica que la proporción de deleciones del gen E2 (E2/E6  < 1) o 
del gen E6  (E2/E6  > 1) es característica en cada caso. Los casos con valores 
extremos son consistentes con la presencia de genomas virales defectuosos (i.e., 
deleciones de los genes virales E2 o E6 ) y con la posibilidad de que en la 
progenie de estas infecciones puedan generarse y llegar a predominar partículas 
virales defectuosas interferentes generadas como se indica en la Figura. 21. 

Las partículas defectuosas interferentes (DIPS) descritas por Henle y Henle 
(1943) y von Magnus (1954), surgen espontáneamente durante la replicación de 
virus de RNA y de DNA (Huang y Baltimore 1970, Cole et al. 1971, Lazzarini et al. 
1981) y son incapaces de causar infecciones productivas debido a las deleciones 
de sus genomas (Holland y Doyle 1973, Kristen et al. 2009). Las DIPS y los 
genomas virales completos coinfectan las mismas células y por lo tanto compiten 
por los recursos de replicación y encapsidación dado que las DIPS son 
amplificadas a expensas de las partículas virales completas. La infección de 
células BHK con VSV es uno de los mejores sistemas para el estudio de la 
generación e interacción de las partículas virales defectuosas (Kristen et al. 2009). 
Ciertas deleciones del virus de la estomatitis vesicular (VSV) generan genomas 
defectuosos que interfieren con los mecanismos de replicación viral (Perrault y 
Semler 1979). Las DIPS carecen del complemento completo de los genes 
necesarios para llevar a cabo todo el ciclo de replicación viral y requieren que otro 
virus o la maquinaria del hospedero provea las funciones faltantes. Algunos 
retrovirus han captado secuencias de la célula hospedera pero han perdido 
algunas funciones y por ello requieren de un virus auxiliar (‗helper‘) que retenga 
tales funciones. El virus de la hepatitis ‗delta‘ (con genoma de RNA) es 
considerado defectuoso porque no codifica sus propias proteínas estructurales y 
utiliza las del virus de la hepatitis B (con genoma de DNA). En los casos de 
hepatitis B crónica se ha demostrado que la presencia del agente ‗delta‘ está 
asociada a mayor inflamación, necrosis parenquimatosa y displasia que en los 
casos sin agente ‗delta‘, lo cual indica que en pacientes con hepatitis B crónica la 
presencia de ambos virus aumenta el daño hepático y acelera la progresión de la 
enfermedad (Kanel et al. 1984). 

Aunque se desconoce el papel de las partículas virales defectuosas en las 
infecciones naturales (Kristen et al. 2009), la presencia de ciertas partículas 
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defectuosas del virus de la hepatitis B (deleción de 183 pb) interfiere con la 
infección, replicación y liberación de las partículas virales en cultivos de células 
mononucleares de sangre periférica (Cabrerizo et al. 2002). La propagación de las 
partículas defectuosas es favorecida cuando se utiliza como inóculo infectante una 
suspensión con alta multiplicidad de infección que implica un exceso de partículas 
virales en relación con el número de células infectadas (Rowe y Bau 1965). 

Los resultados de este trabajo sugieren por tanto que durante la infección 
natural del cérvix por VPH16 ocurren deleciones aleatorias no solamente del gen 
E2 sino también del gen E6 , las cuales a su vez podrían generar viriones 
defectuosos cuya proporción podría aumentar en las infecciones subsiguientes 
(Figura. 22). Igual que en infecciones por toros virus, en las infecciones del cérvix 
por VPH16 podrían ser generadas partículas defectuosas que afecten la 
replicación y la patogenicidad viral y por tanto la progresión neoplásica y la 
inmunidad contra la infección. 
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Figura. 21. Modelo propuesto para la generación de deleciones del genoma 
viral y partículas defectuosas de VPH16 
El diagrama representa el ciclo viral de VPH16, iniciado con la inoculación de viriones con 
el genoma completo (silvestre, wt) en las células basales del epitelio cervical. A la 
inoculación sigue la adsorción de los viriones a la superficie celular, su transporte en 
vesículas endocíticas, el desnudamiento de los viriones, la replicación y la encapsidación 
del genoma viral y finalmente la liberación de los viriones de la progenie por las células 
más diferenciadas en las que se completa el ciclo de replicación viral. Si los viriones con 
el genoma completo infectan con baja multiplicidad a las células basales del epitelio 
cervical, al diferenciarse y completar el ciclo de replicación viral éstas solamente liberan la 
progenie de partículas virales con el genoma completo. Durante la replicación del genoma 
viral pueden producirse deleciones y los genomas defectuosos, capaces de replicarse 
sólo en presencia de genomas completos coinfectantes, son encapsidados y liberados 
junto con viriones completos para provocar infecciones sucesivas que en función de la 
multiplicidad de infección pueden aumentar la proporción de viriones defectuosos. 
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Figura. 22. Modelo propuesto para la generación de deleciones del genoma 
de VPH y la distribución de partículas defectuosas en infecciones cervicales 
sucesivas 
Los viriones con el genoma completo (silvestre, wt) provocan la primera infección en las 
células basales del epitelio cervical y liberan solamente progenie con el genoma completo. 
Los viriones completos liberados en la primera infección provocan la segunda infección; 
las células infectadas con genomas completos generan genomas defectuosos que forman 
una pequeña proporción de la progenie mixta. En la tercera infección sucesiva, iniciada 
por coinfección de partículas virales completas e incompletas aumenta la proporción de 
partículas defectuosas en la progenie viral. En infecciones sucesivas iniciadas con 
proporciones crecientes de partículas defectuosas, éstas llegan a ser las predominantes 
en la progenie. 
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