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1.1. BREVE RESEÑA HISTÓRICA 
Las verrugas y su carácter infeccioso se conocen desde la antigua Grecia, aunque 

hasta el siglo XIX las verrugas genitales se consideraban una forma de sífilis o gonorrea. 
La naturaleza viral de las verrugas humanas fue establecida en 1907 por Giussepe Ciuffo y 
desde entonces se fueron identificando Virus del Papiloma (VP) en múltiples especies de 
vertebrados.  

El género Papillomavirus fue descrito por primera vez en el año 1930 por Richard 
Shope, quien caracterizó la naturaleza transmisible de los papilomas cutáneos que 
afectaban a los conejos silvestres (SHOPE RE y col, 1933). Este VP, actualmente 
denominado CRPV (Cottonail Rabbit Papillomavirus), fue el primer virus oncogénico 
identificado. 

En las décadas de los 50 y 60 se avanzó en el conocimiento sobre la diferenciación 
celular y la replicación viral. El desarrollo de la microscopía de inmunofluorescencia, y la 
mejora de la microscopía electrónica, permitió examinar la estructura de las partículas 
virales. El análisis de los papilomas producidos por el CRPV mostró que las partículas 
aparecían exclusivamente en el núcleo de queratinocitos diferenciados, en las capas 
superiores de las lesiones. La naturaleza crónica de los papilomas indicaba que el virus 
debía estar presente también en las capas basales, por lo que la ausencia de partículas 
virales en éstas llevó a inferir que el virus podía estar en una forma inmadura. Además, se 
dedujo que la replicación de los VPs estaba estrechamente ligada al proceso de 
diferenciación de las células epiteliales escamosas. 

Desde los años 70 hasta el inicio de los años 90 se produjo el desarrollo de la 
genética viral y con ella la emergencia de los virus del papiloma humano (VPH) como virus 
de importancia médica. El desarrollo de las técnicas de clonaje molecular permitió superar 
parte de las limitaciones experimentales que presentaba el estudio de los VPs, lo que 
incentivó nuevamente el interés por estos virus. En esta época se clonó el genoma 
completo del virus del papiloma bovino tipo 1 (VPB1) (CHEN EY y col, 1982), y a 
continuación se clonaron los genomas del VPH tipo 1 (DANOS O y col, 1982) y del VPH 
tipo 6 (SCHWARZ E y col, 1983), identificándose las regiones reguladoras y las funciones 
de los diversos genes virales. Un avance digno de destacar, fue el reconocimiento de la 
existencia de diversos genotipos del VPH: unos que inducían verrugas cutáneas, otros que 
se asociaban con la epidermodisplasia verruciforme (EV) y otros responsables de verrugas 
genitales (GISSMAN L y col, 1980). 
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Los estudios llevados a cabo por Orth y colaboradores fueron los que mostraron que 
algunas lesiones de EV progresaban hacia carcinomas de células escamosas (ORTH G y 
col, 1978). El análisis de estos tumores reveló que la gran mayoría contenía dos genotipos, 
el VPH-5 o el VPH-8. Estos descubrimientos fueron los primeros que pusieron de 
manifiesto que el VPH estaba implicado en tumores en humanos. Las primeras evidencias 
de la relación entre los VPH genitales y el cáncer cervical fueron descritas por Zur Hausen 
en el año 1981. Los primeros tipos genitales aislados fueron los VPH-6 y 11 (DE VILLIERS 
EM y col, 1981), presentes en verrugas genitales. A continuación, se aislaron los tipos 16 
(DURST M y col, 1983) y 18 (BOSHART M y col, 1984) los cuales se detectaban en la 
mayor parte de los cánceres de cuello uterino, implicándose así definitivamente a los VPHs 
en los cánceres humanos.  
1.2. CARACTERÍSTICAS GENERALES DEL AGENTE VIRAL 
1.2.1. Clasificación Taxonómica  
 Históricamente, los Papillomavirus junto con los Polyomavirus, constituían la familia 
Papovaviridae, debido a que ambos son virus con genomas de ADN circular de doble 
cadena, y con cápside icosaédricas sin envoltura. Posteriormente, se encontró que estos 
grupos de virus tienen genomas de distinto tamaño, organizaciones genómicas 
completamente diferentes y poca similitud de secuencia, por lo que han sido reconocidos 
por el Comité Internacional de Taxonomía de Virus como familias separadas, 
Papillomaviridae y Polyomaviridae (DE VILLIERS EM y col, 2004). 

La familia Papillomaviridae comprende una serie de virus que han sido detectados 
en muchas especies animales, así como en humanos. Generalmente han sido descriptos 
como específicos de hospedador; sin embargo, ha habido raros reportes de infecciones 
entre especies, como la detección de ADN de VPH asociado a lesiones escamosas en 
gatos (ANIS EA y col, 2010; O´NEIL SH y col, 2011).  

La clasificación de los PVs se basa exclusivamente en la caracterización de un 
segmento de 291 pb de una región altamente conservada del gen L1 abarcada por los 
cebadores MY09 y MY11 (DE VILLIERS EM y col, 2004; BERNARD HU y col, 2010). Este 
es un gen bien conservado entre los miembros de la familia Papillomaviridae y codifica 
para la proteína mayoritaria de la cápside (L1).   

Se trata de género al encontrarse menos de un 60% de homología, de especie 
entre 60 y 70%, de tipo entre 71 y 89%, de subtipo entre 90 y 98% y de variante cuando 
existe más de un 98% de homología en la secuencia del gen (BERNARD HU y col, 2005). 
Los tipos se asignan por números y los subtipos por letras. 
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Actualmente, la familia Papilomaviridae está dividida en 39 géneros. Los VPH están 
contenidos en cinco de estos géneros: Alfa, Beta, Gamma, Mu y Nu; siendo el Alfa y el 
Beta los más importantes. (BURD EM, 2016; VAN DOORSLAER K, 2013; BERNARD HU y 
col, 2010; DE VILLIERS EM y col, 2004). Figura 1. 

 
Los diferentes genotipos de VPH son tejido-específicos y producen diferentes tipos 

de lesiones; se distinguen los virus cutáneos, que infectan y se replican en células 
epiteliales escamosas de la piel produciendo las verrugas comunes; y los virus mucosos 
que infectan y se replican en mucosas, como conjuntiva, oral, esofágica y genital. El grupo 
mucosotrópicos han sido subagrupados según su potencial oncogénico.  

Figura 1. Clasificación de los VPH basada en la secuencia del gen de la proteína 
de la cápside L1. Extraído de BURD EM, CLINICAL MICROBIOLOGY REVIEWS, 
2016. 
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Como se esquematiza en la Tabla 1, la IARC congregó a doce tipos de VPH en el 
Grupo 1 (VPH-16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58 y 59), son carcinogénicos en 
humanos, evidenciado por su asociación con CCU y denominados como tipos de VPH de 
“alto riesgo oncogénico” (VPH-AR). Estos tipos de VPHs pertenecen a las especies 
filogenéticamente relacionadas alfa-5, 6, 7, 9 y 11.  Otros fueron clasificados en el Grupo 
2B de “probable riesgo oncogénico” (pAR), basados en su relación filogenética con los 
tipos del Grupo 1; a excepción del VPH-68 que fue asignado recientemente, al Grupo 2A.  
Finalmente, los VPH-6 y VPH-11 están en el Grupo 3, pertenecen a la especie alfa-10, son 
considerados no carcinogénicos en humanos y denominados de “bajo riesgo oncogénico” 
(BR-VPH) (SCHIFFMAN M y col, 2009; BOUVARD V y col, 2009; BERNARD HU, 2010). 

1.2.2. Estructura del virus 

El VPH es un virus de pequeño tamaño, mide aproximadamente 55 nm. Las partículas 
virales son proteínicas y no encapsuladas, siendo muy estables a condiciones adversas del 
medio externo. La cápside viral tiene una estructura icosaédrica compuesta por 72 
capsómeros y material genético es de ácido desoxirribonucleico (ADN) circular de doble 
cadena de 7500 a 8000 pb de longitud, Figura 2.  

Tabla 1. Clasificación de los VPH según potencial carcinogénico. 
Grupo  Tipos virales  Comentarios 
1 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58 y 59 Carcinogénicos en humanos 
2A 68 Probablemente carcinogénico 
2B 26, 30, 34, 53, 66, 67, 69, 70, 73, 82, 85 y 97 Posiblemente carcinogénicos 
3 6, 11 No carcinogénicos en 

humanos 
Adaptado de: BOUVARD V Y COL. WHO INTERNATIONAL AGENCY FOR 
RESEARCH ON CANCER MONOGRAPH WORKING GROUP A REVIEW OF 
HUMAN CARCINOGENS – PART B: BIOLOGICALS AGENTS. LANCET ONCOL, 
2009. 

1.2.3.  Organización genómica 

Una característica común en la organización genómica de los virus papiloma es que 
poseen entre nueve a diez marcos de lectura abiertos (ORFs, de sus siglas en ingles Open 
Reading Frames), localizados en una de las hebras del ADN que se van expresando 
secuencialmente.  En la Figura 3 se representa el genoma del VPH-16, posee nueve 
diferentes ORFs y puede ser divido en tres regiones:  
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a) La región temprana (E,del inglés Early) contiene ocho ORFs para los genes 
tempranos que codifican para proteínas no estructurales (enzimas) involucradas en la 
regulación de las funciones virales.   
 

b) La región tardía (L, del inglés Late), tiene dos ORFs para los genes de proteínas 
estructurales de la cápside, por lo tanto, esenciales para la replicación viral productiva.  
 

c) La región larga de control (LCR, del inglés Long Control Region) o región de control 
río arriba (URR, de inglés Upstream Regulatory Region), contiene elementos 
necesarios para la regulación de la expresión de los genes, la replicación del genoma 
y el ensamblaje de las partículas virales. En los VPH-AR, existen dos promotores 
principales, cuya expresión está regulada por la diferenciación celular. El promotor 
temprano controla la expresión en células no diferenciadas y dirige la iniciación de la 
transcripción viral corriente arriba del marco del ORF para E6, generándose transcritos 
policistrónicos para las proteínas E6, E7, E1, E2, E4 y E5. Este promotor se llama P97 
en VPH-31 y es análogo al P97 en VPH-16 y P105 en VPH-18. Es regulado por 
factores de transcripción que s e unen a secuencias de inicio de la LCR 
(WOOLDRIDGE T y col, 2008).  

 
 

 

Figura 2. Estructura del VPH. (A) Microscopía electrónica. (B). Modelo basado 
en la imagen de microscopía electrónica. Adaptado DE PICCONI MA, MEDICINA 
(BUENOS AIRES), 2013. 
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Con el promotor tardío, se expresan transcriptos que codifican las proteínas E1, E4, 
E5, y las proteínas tardías L1 y L2. Estos transcriptos se activan durante la diferenciación, 
iniciándose en diferentes regiones localizadas alrededor del nucleótido 742 en VPH31 
(WOOLDRIDGE T y col, 2008). Se han identificado varios promotores secundarios en las 
regiones E6/E7 que son activados durante la diferenciación (KAJITANI N y col, 2012). 

 
 
 

Figura 3. Organización genómica del VPH 16. El genoma del VPH es ADN circular de 
doble cadena. Los genes virales se transcriben en sentido horario. La región 
temprana E, codifica proteínas no estructurales (E1- E7); la región tardía L, codifica 
proteínas estructurales (L1 y L2); y la región larga de control, LCR contiene el origen de la replicación y secuencias reguladoras de la transcripción. Los promotores 
mayores son P97 y P670. Los sitios de poliadenilación AL y AE. (Extraído de 
KAJITANI N y col, FRONTIERS IN MICROBIOLOGY, 2012) 
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1.2.3.1. Funciones de las proteínas virales 

Las funciones principales de las proteínas del virus se muestran de forma resumida 
en la Tabla 2. 

Tabla 2: Funciones de las proteínas del VPH. 
Proteína Funciones 

E1 Replicación del ADN viral y control de la trascripción 

E2 
Principal regulador de la transcripción de genes virales. 
Reprime a promotores encargados de la trascripción de las proteínas E6 y 
E7.  

E4 Disrupción de la cito-queratina en células escamosas.  
Detiene el ciclo celular. 

E5 
Induce proliferación celular por interacción con receptores de factores de 
crecimiento.  
Inhibe la apoptosis y la migración de complejos de CMH a la superficie 
celular. 

E6 Proliferación y transformación celular ligada a p53. 

E7 Proliferación y transformación celular, activación de la transcripción, ligada 
al gen de la pRB (retinoblastoma). 

L1 Proteína estructural mayor. Interactúa con receptores celulares. 
L2 Proteína estructural menor. Facilita el ensamblaje de viriones. 

Adaptado de KAJITANI N y col, FRONTIERS IN MICROBIOLOGY, 2012. 
 
1.2.3.2. Ciclo de vida 

Estos virus poseen tropismo muy definido por células epiteliales escamosas y su 
ciclo de vida está estrechamente ligado al programa de diferenciación de la célula 
hospedadora infectada; por lo que la expresión de altos niveles de proteína virales y el 
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ensamblaje de los viriones ocurre exclusivamente en las capas superiores del epitelio. Este 
proceso que puede describirse en cinco fases: 

a) Infección de la célula hospedadora 
  Las partículas virales acceden a la capa basal epitelial a través de heridas o 
abrasiones de piel o mucosas, aunque también se sospecha que pueden acceder a capas 
basales en la base de un folículo piloso y en particular en la zona de transformación del 
epitelio cervical que permite la exposición de células basales en activa proliferación. La 
mayoría de las investigaciones, coinciden en que los VPH se pueden unir al heparán-
sulfato de la superficie celular por interacción con extremo carboxi-terminal de la proteína 
L1 (BOUSARGHIN L y col, 2003 (a); JOYCE JG y col, 1999). 
  Este proceso de infección celular es notablemente lento, ha sido demostrado tanto 
in vivo como in vitro en células cultivadas, tomando entre 12-24 horas para el inicio de la 
transcripción. La exposición prolongada de determinantes antigénicos, mientras los 
viriones se encuentran sobre la membrana basal y superficie de las células, podría explicar 
en parte, la notable eficacia de las vacunas que inducen anticuerpos neutralizantes contra 
L1 y el dominio L2 expuesto durante la unión al receptor celular (SCHILLER J y col, 2010). 
  La internalización del virus se produce por endocitosis, la vía dependiente de 
catrina es utilizada por los VPH-16 y 18; y la mediada por caveolas, es utilizada por el VPH 
31 (KIRCHHAUSEN T, 2000; BOUSARGHIN L y col, 2003 (b)).  La cápside viral es 
degradada en el citoplasma celular, originándose capsómeros y monómeros que son 
trasportados al núcleo con pequeños fragmentos de ADN viral a través de poros nucleares. 
Con ello, el genoma viral y las proteínas de la cápside participan en procesos de 
trascripción génica, replicación del ADN y maduración de viriones (MERLE E y col, 1999; 
NELSON LM y col, 2002).    

b) Mantenimiento del genoma 
El genoma del virus se establece como elemento extra-cromosómico (episoma) y el 

número de copias incrementa de 50-100 por célula infectada en los estratos basal y 
parabasal. El VPH utiliza la maquinaria replicativa de la célula huésped para la replicación 
y mantenimiento de su genoma.   

Durante la división celular, una de las células hijas permanece en el estrato basal 
del epitelio, mientras que la otra inicia un proceso de diferenciación en la parte superior del 
epitelio. El mantenimiento del genoma viral depende de los niveles de expresión de dos 
proteínas, E1 y E2. Estas se expresan a fin de mantener el ADN viral como un episoma 



- 10 - 
 

(WILSON VG y col, 2002) y facilitar la segregación correcta de genomas durante la división 
celular (YOU J y col, 2004).  

c) Fase proliferativa 
En el epitelio no infectado, las células basales migran a los estratos supra basales y 

salen del ciclo celular a fin de alcanzar una diferenciación completa (MADISON KC, 2003).  
Sin embargo, cuando las células infectadas entran al estatus de diferenciación, salen del 
ciclo celular e inician un aumento masivo de genes virales (aproximadamente 1000 copias 
por célula), con abundante expresión de los genes tempranos E6 y E7 y la expresión de 
genes tardíos, entrando en la etapa productiva del ciclo de vida del VPH (LONGWORTH M 
y col, 2004).  

d) Amplificación genómica 
El VPH produce solo las proteínas E1 y E2, que interfieren en la transcripción y la 

replicación del genoma viral, fuera de ello, es totalmente dependiente de la maquinaria 
celular. El problema para los virus es que las ADN-polimerasas celulares y los factores de 
replicación sólo se producen en células con mitosis activa.  Es por ello que los virus 
codifican proteínas que reactivan la síntesis de ADN en células que se hallan fuera del 
ciclo celular, inhiben la apoptosis y retardan el programa de diferenciación de la célula 
infectada, creando un ambiente permisivo para la replicación del ADN viral 
(WENTZENSEN N y col, 2004). 

Los oncogenes virales E6/E7 poseen funciones complementarias para la replicación 
viral, E7 promueve la replicación del ADN y el crecimiento celular; mientras que E6 inhibe 
la apoptosis, prolongando la supervivencia de las células.  

e) Síntesis y liberación de partículas virales 
El PV codifica dos proteínas estructurales que se expresan en las capas superiores 

del tejido infectado cuando la amplificación del genoma se ha completado (OZBUN MA y 
col, 1998).  Las proteínas estructurales L2 y L1 se producen en células con mayor 
expresión de E4, permitiendo el ensamblaje de la cápside viral y empaquetamiento del 
genoma en las capas superiores del epitelio (DOORBAR J y col, 1997).  El ensamblaje de 
los viriones tiene lugar en el núcleo, liberándose cuando se descaman las células muertas 
del epitelio del hospedador y continuando así el ciclo de vida del virus. Estos virus no 
producen lisis celular y son liberados al exterior cuando las células infectadas alcanzan la 
superficie del epitelio. La Figura 4 esquematiza el ciclo de vida del VPH, mostrando los 
eventos que fueron descriptos en este apartado.  
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1.2.3.3. Integración del genoma viral y expresión de oncoproteínas virales 
 La integración del genoma viral al genoma celular es considerada un evento clave 
en la carcinogénesis mediada por el VPH. Si bien la integración viral en los cromosomas es 
al azar, se ha identificado próxima a los denominados “sitios frágiles” (THORLAND E y col, 
2003). En el genoma viral es más específica, la integración interrumpe la región E1/E2, 
llevando a la pérdida del gen de E2, que además de su función reguladora de la 
transcripción de genes tempranos, es también represor de la transcripción de los genes de 
E6 y E7. La pérdida de E2 lleva a la sobreexpresión de los genes transformantes E6 y E7 
(DOORBAR J, 2006; HEBNER CM y col, 2006).   

Figura 4. Ciclo de vida del VPH. Los VPH infectan células de la capa basal del 
epitelio estratificado a las que acceden por micro-traumas en el tejido. El genoma 
viral se mantiene en forma ADN episomal en el núcleo de las células infectadas. El 
ciclo de vida del VPH está estrictamente controlado por el proceso de diferenciación 
de la célula hospedadora.  La fase productiva ocurre en células diferenciadas de 
capas superiores. Los viriones son liberados por células del estrato córneo 
(queratinocitos). Adaptado de KAJITANI N y col, FRONTIERS IN MICROBIOLOGY, 
2012. 
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Se han descripto una compleja gama de interacciones entre productos de los 
oncogenes virales E6 y E7 con proteínas de la célula hospedadora (ZUR HAUSEN H, 
2000(a)). Las mejor caracterizadas se producen con las proteínas supresoras de tumores 
p53 y pRB (retinoblastoma), moléculas fundamentales en el control del ciclo celular.  

El principal papel de la proteína E7 consiste en alterar el control del ciclo celular 
normal. Su expresión está asociada al aumento de la síntesis de ADN celular y de la 
proliferación celular; lo que resultan de su interacción con pRB. La E7 se une a pRB y 
promueve su degradación mediada por ubiquitina, lo que resulta en la activación del factor 
de transcripción E2F.  El factor E2F activa la transcripción de los genes involucrados en la 
síntesis de ADN; es decir, se produce la transición de la fase G1 a S del ciclo celular 
mediado por la pRB. En condiciones normales, la fase S no programada conduciría a la 
apoptosis mediada por p53; sin embargo, en las células infectadas por VPH, este proceso 
se bloquea por la proteína viral E6. Además, la degradación de la pRB también suprime 
otras de sus funciones, como la reparación del ADN y el mantenimiento de la integridad 
genómica (MÜNGER K y col, 2004).  

La proteína E7 también altera el control del ciclo celular por su interacción con otras 
proteínas como desacetilasas de histonas, ciclinas e inhibidores de ciclinas dependientes 
de cinasas (CDK) como p21 (JONES DL y col, 1997) y p27 (ZERFASS-THOME K y col, 
1996).  Dado que estas proteínas son reguladores críticos de la detención del ciclo celular 
durante la diferenciación de los queratinocitos, su inhibición por E7 también pueden 
contribuir al mantenimiento de un medio celular competente para la replicación del genoma 
viral en células diferenciadas de capas superiores (CHENG S y col, 1995). 

La proteína E6 es expresada tempranamente durante una infección por VPH, lo que 
le confiere varias funciones que alteran el ambiente celular, entre ellas inhibir el proceso de 
apoptosis, alterar la expresión de genes celulares e incrementar el tiempo de vida de la 
célula.  

El blanco más conocido de E6 es la proteína supresora de tumores p53 y utiliza 
varios mecanismos para interferir con sus funciones. La proteína E6 se une a p53 a través 
de la proteína ligasa E6-AP (E6-Associated Protein) lo que conduce a la ubiquitinización de 
p53 y a su degradación en proteasomas (HUIBREGTSE JM y col, 1993). Por lo tanto, las 
células que expresan la proteína E6 mantienen niveles bajos de p53 y no responden 
cuando el ADN celular sufre algún daño, favoreciendo la acumulación de mutaciones en el 
genoma. 
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. Por otro lado, E6 es capaz de inducir la expresión de la telomerasa hTERT (OH 
ST y col, 2001), enzima frecuentemente activa en procesos neoplásicos, importante para la 
replicación de secuencias de ADN en los extremos de los cromosomas (telómeros) que 
aportan estabilidad a los cromosomas eucarióticos. En células normales la telomerasa está 
inactiva, los telómeros se acortan en sucesivos pasajes, llevando a la inestabilidad 
genética, lo que detiene el crecimiento y progresan hacia la senescencia o la muerte 
celular (CONG YS y col, 2002). La combinación de la reactivación de la actividad de 

Figura 5. Mecanismos moleculares involucrados en la carcinogénesis cervical 
inducida por el VPH. La hiperproliferación celular es inducida por la 
oncoproteína E7, induce la apoptosis mediada por p53, cuya acción es 
bloqueada por la oncoproteína E6. Esta cooperación E6/E7 inmortaliza la 
efectivamente las células infectadas y este proceso se aumentado por la acción 
de la proteína viral E5. La habilidad de E6 y E7 para interaccionar con 
reguladores de la proliferación celular, apoptosis, inmortalización y estabilidad 
genómica promueve la emergencia de una población clonal de células con 
ventajas de crecimiento y propensas a la transformación maligna. Adaptado de: 
GRACE M y col. PERIOD BIOL, 2012. 
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hTERT con la inactivación de pRB, ha sido propuesta como el paso esencial en el proceso 
de inmortalización celular (KIYONO T y col, 1998). 

Aunque E6 y E7 proporcionan las actividades de transformación primaria de los 
virus VPH-AR, la proteína E5 puede aumentar sus funciones y contribuir a la progresión del 
tumor (DI MAIO D y col, 2001). Se ha observado que E5 regula la actividad de los 
receptores de factores de crecimiento, como el del factor de crecimiento epidérmico 
(EGFR). Los queratinocitos que expresan E5 incrementan la producción de EGFR, 
explicando el papel de E5 en proliferación celular (LEECHANACHAI P y col, 1992).  Se ha 
encontrado también que E5 se une a la ATPasa vacuolar inhibiendo la maduración de los 
endosomas (STRAIGHT SW y col, 1995) y que E5 reduce los niveles en la superficie 
celular de proteínas del CMH de Clase I (ASHARAFI GH y col, 2006), lo que podría afectar 
la presentación antigénica y así disminuir el reconocimiento inmune del virus.  

 
1.2.3.4. Respuesta inmune a la infección por VPH 

La duración prolongada de la infección por VPH parece estar asociada con los 
mecanismos de evasión del virus hacia la inmunidad innata. De hecho, son virus muy poco 
inmunógenos debido a varias características estructurales y fisiológicas, tales como: es un 
virus ADN sin ARN intermedio; en la primera fase de la infección el VPH no produce 
nucleoproteínas que sean presentadas por las células infectadas; la mayoría de proteínas 
VPH son expresadas a muy bajo nivel en el epitelio basal que constituye la zona más 
accesible al sistema inmune del huésped; sólo infecta células epiteliales sin inducir lisis 
celular que es el mayor activador de la inmunidad innata o adaptativa; y la presentación 
antigénica sistémica es limitada (STANLEY M. 2006).   

A pesar de los esfuerzos del virus para evadir las defensas del hospedador, la 
mayoría de las infecciones por VPH se resuelven con el tiempo. Las verrugas anogenitales 
y las L-SIL son eliminadas como resultado de una respuesta inmune mediada por células 
(COLEMAN N y col, 1994) dirigida contra proteínas tempranas del VPH, particularmente 
E2 y E6 (DE JONG A y col, 2002; WELTERS MJ y col, 2003). 

La respuesta inmune celular contra el VPH es seguida de cerca por la 
seroconversión y la producción de anticuerpos, específicamente hacia la proteína L1 de la 
cápside viral (CARTER JJ y col, 2000).  Los títulos de anticuerpos que siguen a la infección 
natural por VPH son bajos, y se ha encontrado que para los VPH-6, 11, 16 y 18, los 
tiempos promedio de seroconversión exceden los seis meses; parece que entre un 30-50 
% de individuos con infección genital persistente por VPH nunca adquieren anticuerpos, lo 
cual puede asociarse a un estado de progresión de la enfermedad (CARTER JJ y col, 
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2001). En el CCU, la seropositividad para los VPH-AR está generalmente reportada entre 
30-50% de las pacientes (JOCHMUS-KUDIELKA I y col, 1989). 

Las respuestas frente a proteínas tempranas son variables y podrían estar 
relacionadas con el estado de la infección. Dado que en las células cancerosas se 
producen las proteínas E6 y E7 en grandes cantidades, la presencia de anticuerpos contra 
E6 y E7 se asocia con progresión maligna de la enfermedad y detectan en pacientes con 
CCU. Estudios que emplearon proteínas recombinantes como antígenos virales, han 
mostrado que el 50-60% de pacientes con CCU presentan anticuerpos contra E6 y E7 
(MESCHEDE W y col, 1998). 

 
1.3. LA INFECCIÓN POR EL VPH 
1.3.1. Enfermedades asociadas a la infección por VPH 

Son virus epidermotropos, con afinidad por cualquier epitelio escamoso, asociados 
con un amplio espectro de lesiones proliferativas en piel y mucosas (FAVRE M y col, 
1997). Entre las principales lesiones inducidas y/o asociadas al VPH pueden mencionarse 
las siguientes: 

a) Condiloma acuminado. La manifestación morfológica más común de la 
infección por VPH son las verrugas genitales o condilomas acuminados (condyloma 
acuminatum); pueden ser únicos o múltiples, visibles a simple vista y se caracterizan por 
pápulas exofíticas de color variable, blanco, rosa o marrón. Su tamaño es pequeño, 
aproximadamente 1 mm2, aunque pueden fusionarse alcanzando grandes dimensiones en 
embarazadas o pacientes inmunocomprometidos. Con frecuencia se observan en cuello 
uterino, vagina, vulva y pene; y ocasionalmente, en escroto, ingle y perineo (AVENDAÑO y 
col, 2011). Estas lesiones se asocian preferentemente a VPH de tipo 6 y 11, aunque se 
han detectado otros tipos de bajo riesgo como VPH-42 y 81 (CLIFFORD GM y col, 2005 
(a)).  En cuello uterino, es común la observación colposcópica de lesiones condilomatosas 
con papilomatosis menos evidente (condiloma plano), en las que se han identificado varios 
tipos virales distintos, incluyendo VPH-AR.  

El riesgo de malignización de estas lesiones es mínimo. En general son 
autolimitadas, con alto porcentaje de regresión espontánea o por tratamiento, aunque 
algunas lesiones pueden persistir durante años, e incluso recurrir tras el tratamiento de las 
mismas (VON KROGH G, 2001). 
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Cuando los condilomas extensos muestran aspectos histológicos de invasión 
destructiva local sin metástasis, suelen denominarse tumores de Buschke-Lowenstein, 
carcinomas verrucosos o condilomas gigantes. Se encuentran generalmente en el pene o 
zona perianal y están asociados usualmente a los tipos 6 y 11 (ARMSTRONG N y col, 
2009).  

b) Lesiones intraepiteliales. Constituyen en su gran mayoría infecciones 
subclínicas, cuyo diagnóstico puede llevarse a cabo mediante la citología o biopsia 
cervical.  Incluyen a aquellas lesiones con alteraciones en la proliferación, maduración y 
diferenciación celular con atipias de distinta jerarquía. La graduación en la clasificación 
avanza a medida que las alteraciones morfológicas propias del espectro neoplásico se 
hacen más intensas y comprometen una mayor altura del epitelio.  Exceptuando la 
clasificación Papanicolaou, por ser exclusivamente citológica, la nomenclatura de los 
hallazgos citológicos ha ido siempre estrechamente ligada a la histológica y existe una 
clara correlación entre ellas.   

En 1949 Papanicolaou introdujo el término “displasias” para referirse a cambios 
epiteliales menos severos que el carcinoma in situ (VILOS GA y col, 1998).  En 1973, 
Richart propuso la denominación de “neoplasia intraepitelial cervical” (CIN, del inglés 
cervical intraepithelial neoplasia) distinguiéndose tres grados de la severidad de las 
lesiones: CIN I, CIN II y CIN III (RICHART RM, 1973). En 1988 se impuso el sistema 
Bethesda, en el que se sustituye el término neoplasia intraepitelial por el de “lesión 
intraepitelial escamosa” (SIL, del inglés squamous intraepithelial lesion) y se establecen las 
categorías: “lesión intraepitelial escamosa de bajo grado” (LSIL, del inglés low grade 
squamous intraepithelial lesion) y “lesión intraepitelial escamosa de alto grado” (HSIL, del 
inglés high grade squamous intraepithelial lesion). Además, ASC-US (del inglés atypical 
squamous cells of undetermined significance) para referirse a alteraciones indeterminadas 
que no permiten descartar totalmente la presencia de una lesión intraepitelial pero tampoco 
son suficientes para diagnosticarla.  Este sistema fue modificado y revisado en el 2001 
(SOLOMON D y col, 2002).  La Figura 6 muestra las equivalencias entre las diferentes 
clasificaciones.     

Las LSIL corresponden a infecciones víricas, en general autolimitadas y muy 
raramente evolucionan a carcinoma. Incluyen las alteraciones patológicas de coilocitosis y 
CIN I. Los núcleos celulares se ven aumentados de tamaño, con hipercromasía, cromatina 
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compactada y contornos nucleares irregulares. No se suelen observar nucléolos. Es común 
la bi y multinucleación.  Además, se observa un halo perinuclerar amplio que da a la célula 
una apariencia de vacío (coilocitosis).  

 
Las HSIL equivalen a verdaderos cambios premalignos generados por infecciones 

persistentes de VPH-AR no eliminadas por el sistema inmune.  Se corresponden con CIN II 
(displasia moderada) y CIN III (displasia severa y carcinoma in situ).  Se observan células 
escamosas parabasales o metaplásicas inmaduras, muestran una relación 
núcleo/citoplasma elevada debido al agrandamiento nuclear y la disminución del 
citoplasma. Los núcleos ocupan más del 50% de la célula, son hipercromáticos con 
cromatina densa y membranas nucleares irregulares. Se observa anisonucleosis, pero los 
nucléolos son infrecuentes. El citoplasma es cianofílico.   

c) Cáncer de cuello uterino. El carcinoma invasor es el estadío más avanzado 
cuando las células neoplásicas invaden el estroma mediante la ruptura de la membrana 
basal; se subclasifica de acuerdo al grado de invasión y la distribución y el compromiso 
neoplásico de los vasos subepiteliales. La mayoría de los CCU se desarrollan en la zona 
de transformación, en la cual hay una transición del epitelio escamoso estratificado del 
ectocérvix al epitelio cilíndrico glandular del canal endocervical. El 80-90% de los CCU son 
carcinomas de células escamosas y sólo el 10-20% son adenocarcinomas (CUBIE HA y 
col, 2013). 

Figura 6. Evolución de la nomenclatura cito-histológica de las lesiones de cérvix. 
SIL, lesión intraepitelial escamosa. LSIL, lesión intraepitelial escamosa de bajo 
grado. HSIL, lesión intraepitelial escamosa de alto grado. CIN, neoplasia  
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d) Neoplasias extracervicales. Los VPH también se vinculan con el desarrollo de 

neoplasias en otras localizaciones anatómicas. Meta-análisis recientes reportan que el 
40,4% de los carcinomas de vulva y el 69,9% de los carcinomas de vagina son debidos al 
VPH. También se ha detectado el VPH en el 84,3% de los casos de cáncer anal en ambos 
sexos (DE VUYST H y col, 2009) y en el 22% de los casos de cáncer de cabeza y cuello 
(DAYYANI F y col, 2010).  El 50% de los casos de cáncer de pene se ha atribuido a VPH-
16 y 18, específicamente (MIRALLES-GURI C y col, 2009). Sin embargo, la incidencia de 
todos los cánceres extracervicales asociados al VPH es de sólo el 12% del total de los 
cánceres asociados a este virus. (KOUTSKY L, 1997).   

1.3.2. Historia natural de la infección por VPH y el CCU 
  Las principales fases implicadas en el desarrollo del CCU son: la transmisión e 
infección por tipos carcinogénicos de VPH, establecimiento de la persistencia viral, la 
progresión a lesiones pre-neoplásicas y finalmente, el desarrollo de cáncer invasor 
(WOODMAN C BJ y col, 2007).  También puede ocurrir la eliminación viral y, en menor 
frecuencia, la regresión de las lesiones pre-neoplásicas a la normalidad. En la Figura 7 se 
esquematiza el modelo causal actualmente aceptado, basado en evidencias 
epidemiológicas y laboratoriales.   

  El VPH es la infección de transmisión sexual más frecuente. Se sabe que su 
prevalencia en varones y mujeres jóvenes sexualmente activos es muy elevada, más del 
70% tendrán contacto con el virus en algún momento de la vida. La infección por VPH 
frecuentemente aparece después de la iniciación sexual (CASTLE PE y col, 2005). Para la 
trasmisión e infección por VPH debe haber contacto piel a piel, piel a mucosa o mucosa a 
mucosa. La probabilidad de infección durante el acto sexual es alta. Durante el acto sexual 
no es necesaria la penetración para la transmisión del virus. Una infección por VPH 
originada en el introito puede ser transferida al cuello uterino (BURCHELL AN y col, 2006). 

  En la mayoría de los casos, las infecciones son asintomáticas y transitorias. Un 
tercio de las mujeres VPH positivas, desarrollan anormalidades citológicas como ASC-US 
o LSIL que pueden ser detectadas en una prueba de Papanicolaou (KOVACIC MB y col, 
2006). Estas anormalidades citológicas leves representan el efecto citopático causado por 
la replicación viral activa y en general, tienen una fuerte tendencia a la regresión y una muy 
baja a la progresión (MOSCICKI AB y col, 2004; CASTLE PE y col, 2005). 
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Se estima que el 70% de las infecciones se resuelven espontáneamente al año y 

más del 90% a los dos años, como resultado de la inmunidad mediada por células 
(VELDHUIJZEN N y col, 2010). Sin embargo, en algunas mujeres se observa una 
infección persistente por VPH-AR, asociada al desarrollo de lesiones pre-neoplásicas y 
su avance a carcinoma cervical invasivo (CCI), proceso que puede tomar de 1-10 años 
(KOSHIOL J y col, 2008). 
  Se entiende como persistente una infección por VPH cuando es posible detectar el 
mismo tipo viral en dos o más ocasiones en un periodo de 1-2 años (HO GY y col, 1998; 
WOODMAN CB y col, 2001; RICHARDSON H y col, 2003). Las infecciones por tipos del 
VPH-AR parecen persistir durante más tiempo que las producidas por VPH-AR. Entre los 
tipos de alto riesgo, existe suficiente evidencia que el VPH-16 puede persistir durante más 
tiempo que los otros tipos (TROTTIER H y col, 2006).  

Figura 7. Historia natural de la infección por VPH y desarrollo de CCU. En la parte 
superior pueden observarse fotos correspondientes a citologías exfoliativas del cérvix 
(Tinción de Papanicolaou) y debajo fotos tomadas durante exámenes colposcópicos del 
cuello uterino. La severidad de las lesiones crece hacia la derecha. Adaptado de 
SCHIFMAN M y col (LANCET, 2007) 
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  Las infecciones por VPH-AR persistentes generan alteraciones citológicas 
englobadas en las LSIL o CIN I.  En menor proporción, estas lesiones pueden progresar a 
HSIL o CIN II/CIN III y a CCI.  En una revisión de la infección por el VPH se muestra que 
las lesiones CIN I remiten en el 60% casos, persisten en el 30%, progresan a CIN III en el 
10% y al CCI en el 1%. (OSTÖR AG, 1993).    
  El ASCUS y las L-SIL son lesiones mayormente producidas por infecciones 
transitorias de VPH-BR y VPH-AR, sin predominio marcado de uno u otro tipo en particular. 
Las H-SIL son generadas por infecciones persistentes de tipos de VPH-AR que no 
pudieron ser controlados por el sistema inmune, y tienen riesgo de progresar a carcinoma 
in situ y cáncer invasor. Las fases del desarrollo de la enfermedad han sido bien 
establecidas; sin embargo, aunque muchas mujeres contraen infección por el VPH, la 
mayoría de éstas no progresan a CCU. Por lo tanto, es probable que otros cofactores 
intervengan en la patogénesis de la infección.  

1.3.3. Factores asociados al CCU 

La IARC ha establecido que existen evidencias suficientes para considerar que los 
VPH-AR, particularmente los tipos 16 y 18, son carcinogénicos en humanos, afirmación 
sustentada en hallazgos epidemiológicos y experimentales. Sin embargo, debido a que la 
infección por VPH oncogénicos es una condición necesaria pero no una causa suficiente 
de CCU, se ha supuesto que otros factores, en conjunción con el VPH, modulan el riesgo 
de transición de la infección cervical por VPH cervical a la malignidad (WALBOOMERS JM 
y col, 1999; BOSCH FX y col, 2002; MUÑOZ N y col, 2006). 
1.3.3.1. Factores relacionados con el virus  
 El genotipo viral es el factor de riesgo más importante de persistencia viral y de 
progresión hacia una lesión preneoplásica, siendo los VPH-16 y 18 los que presentan 
mayor riesgo de progresar (BOSCH FX y col, 2002) y son los más frecuentemente 
encontrados en HSIL y CCU (CLIFFORD GM y col, 2003; CIAPPONI A y col, 2011).  
Ciertas variantes del VPH-16 y de VPH-18 pueden relacionarse con mayor riesgo de 
infección persistente, de HSIL, y de CCU (MOLANO M y col, 2007; XI LF y col, 2007).  
1.3.3.2. Factores relacionados con la infección por VPH 
 Estos están relacionados con el comportamiento sexual, como la edad de inicio de 
las relaciones sexuales, el alto número de parejas sexuales o el contacto sexual con 
individuos de alto riesgo (CASTELLSAGUE X y col, 2008). 
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La adquisición de la infección por VPH comienza con el inicio de las relaciones 
sexuales.  El inicio temprano de las relaciones implica la aparición de múltiples 
compañeros sexuales, con el consiguiente riesgo dado por este hecho. El riesgo de lesión 
intraepitelial cuando el primer coito se tiene a los 17 años o menos es 2,4 veces mayor que 
cuando este se tiene a los 21 años (BOSCH X y col, 1995).  Mecanismos biológicos, entre 
ellos la inmadurez del cuello uterino, la producción inadecuada de moco cervical protectivo 
y el aumento de la ectopia cervical, pueden hacer que adolescentes y mujeres más 
jóvenes sean más susceptibles a infección por VPH (BURCHELL A y col, 2006).   

Existe una relación directamente proporcional entre el riesgo de lesión intraepitelial 
y el número de parejas sexuales. Resultados del proyecto Guanacaste mostraron un 
aumento de la frecuencia de detección de VPH, y en particular de VPH-16, con el aumento 
del número de parejas sexuales (HERRERO R y col, 2005).  
1.3.3.3. Co-Factores relacionados al desarrollo del CCU 
 Tabaquismo. El efecto del tabaco en la infección por VPH y el desarrollo del CCU 
ha sido controvertido. Sin embargo, actualmente, el hábito de fumar ha sido asociado de 
manera independiente al riesgo aumentado de desarrollar CCU (MUÑOZ N y col, 2006; 
PLUMMER M y col, 2003).  Un estudio reciente realizado a nivel mundial encontró que el 
consumo de tabaco estaba asociado significativamente a un riesgo mayor al desarrollo del 
carcinoma de células escamosas (RR: 1.50) pero no al adenocarcinoma (RR: 0,86) 
comparado con mujeres no fumadoras (BERAL V y col, 2007). Se ha documentado 
también que existe relación entre la disminución del tamaño y gravedad de las lesiones 
intraepiteliales y la reducción o abandono del hábito de fumar (SZAREWSKI A y col, 1996).  
El tabaco tiene un efecto carcinogénico directo y además tiene un efecto inmunosupresor 
local en el cuello uterino, contribuyendo a la persistencia de la infección (THUN MJ y col, 
2000). 

Uso de anticonceptivos hormonales. La asociación del CCU con el uso 
prolongado de anticonceptivos hormonales sigue siendo motivo de discusión. Diversos 
estudios epidemiológicos y biomédicos, que se iniciaron hace más de 15 años, apoyan la 
hipótesis de las hormonas esteroides como facilitadoras de la replicación y persistencia del 
VPH-AR (BERTRAM C y col, 2004; McFARLNAE N y col, 2008).  Un reciente meta-análisis 
evaluó la asociación entre el desarrollo del CCU y uso de anticonceptivos orales (ACO), 
duración del uso y número de años posteriores a la suspensión de su uso.  Se observó que 
entre las que consumían ACO, el riesgo de CCU aumentaba con la duración del uso (cinco 
o más años) comparado con las nunca lo utilizaron. Se vio, además, que el riesgo 
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declinaba una vez que las mujeres dejaban de consumir y que después de diez años el 
riesgo era similar a las que nunca lo habían utilizado (BERAL V y col, 2007). 

Co-infección con otras agentes de transmisión sexual. Se ha demostrado 
alguna asociación del CCU con agentes como Chlamydia trachomatis (CT) y el virus de 
Herpes simplex 2 (VHS-2). Es posible que el riesgo aumentado de cáncer relacionado a 
infecciones previas con CT o VHS-2 se deba a la respuesta inflamatoria generada por 
estos agentes, asociada a la generación de radicales libres y el desarrollo de inestabilidad 
genética (CASTLE PE y col, 2003).   

Multiparidad.  Se ha encontrado relación directa entre el elevado número de 
embarazos a término y el riesgo de CCU (CASTELLSAGUE X y col, 2003). Mujeres con 
siete o más embarazos a término presentan mayor riesgo de desarrollar CCU que aquellas 
con uno o dos. Además, la edad temprana del primer embarazo (17 vs 25 años) también 
está asociada a mayor riesgo de HSIL, carcinoma in situ e invasor. (INTERNATIONAL 
COLLABORATION OF EPIDEMIOLOGICAL STUDIES OF CERVICAL CANCER, 2006).  

 
1.3.3.4. Factores relacionados con la inmunología del hospedador 
 Se demostró asociación entre persistencia viral y respuesta disminuida a 
estimulación de linfocitos en mayores de 45 años, sugiriendo la posibilidad de alteraciones 
inmunológicas como explicación del segundo pico de prevalencia (GARCIA-PIÑERES A J 
y col, 2006). 

Se ha demostrado que los polimorfismos del complejo mayor de histocompatibilidad 
HLA (del inglés, Human Leukocyte Antigen) podrían influenciar el curso de la historia 
natural de una infección por VPH, pudiendo ser uno de los determinantes de la regresión, 
persistencia o progresión de las lesiones cervicales. Datos publicados sugieren que ciertos 
haplotipos de HLA se encuentran más frecuentemente en pacientes con lesiones severas 
por lo que se consideran “predisponentes”, mientras que otros detectados en mujeres 
infectadas que no desarrollaron lesiones serían haplotipos “protectivos” (HEMMINKI K y 
col, 1999; EIGUCHI K y col, 2008; STANLEY M y col, 2009). 

Se ha encontrado que en mujeres VIH positivas el riesgo de infección por VPH-AR y 
BR sería de entre 1,8 - 2,7 veces superior que en mujeres inmunocompetentes (AHDIEH L 
y col, 2001). Así también, se sabe que la respuesta inmune es el principal mecanismo de 
resistencia contra el desarrollo lesiones preneoplásicas y su progresión a cáncer, por lo 
que mujeres con inmunosupresión secundaria por VIH o trasplantadas con tratamiento 
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inmunosupresor, tienen mayor riesgo de desarrollar carcinomas anogenitales asociados a 
VPH (PALEFSKY JM y col, 2003).   

1.4. EPIDEMIOLOGIA DE LA INFECCION POR VPH Y DEL CCU  

La infección genital por el VPH constituye una de las infecciones de transmisión 
sexual (ITS) más frecuentes. La prevalencia de ADN de VPH en mujeres con citología 
normal a nivel mundial es aproximadamente del 10% (CLIFFORD GM, 2005 (b)). Las 
frecuencias más altas se encontraron en África y América Latina (20-30%), y la menor en 
el sur de Europa y el sudeste asiático (6-7%). Además, se estima que hasta un 80% de las 
mujeres padecen la infección activa por VPH en algún momento de su vida (BOSCH X y 
col, 2008).  

La prevalencia es máxima en mujeres jóvenes alrededor de 25 años y disminuye en 
grupos de mediana edad. En numerosos estudios, se ha observado un aumento de la 
prevalencia en el grupo de mujeres de 45-50 años, a excepción de Asia (CASTELLSAGUÉ 
X y col, 2007; DE SANJOSE S y col, 2007).  

Los tipos de VPH más frecuentes en la población con citología normal son el VPH-
16, en el 25,5% de las mujeres diagnosticadas, seguido del tipo VPH-18 (7,5%) y el VPH-
31 (6,1%) (BOSCH X y col, 2007).  En las LSIL están implicados tipos heterogéneos de 
VPH-AR y BR, el más frecuente es VPH-16, seguido por VPH-31, 51 y 53 (CLIFFORD GM 
y col, 2005).  En las HSIL, el espectro de tipos virales es más restringido, con predominio 
de VPH-AR, en especial VPH-16 y VPH-18 (CLIFFORD GM y col, 2003).  

El CCU es el tercer tipo de cáncer más común que afecta a las mujeres en el mundo 
y la primera causa de muerte por cáncer en mujeres en países en vías de desarrollo 
(GLOBOCAN, 2012). El 80-90% de los CCU son carcinomas de células escamosas y sólo 
el 10-20% son adenocarcinomas (CUBIE HA y col, 2013). Un estudio de la IARC mostró 
que más del 70% de los casos de CCI están asociados a los VPH-16 y 18 y otros 
relacionados filogenéticamente como el VPH-31, 35 y 52; mientras que los 
adenocarcinomas se asocian más con el VPH-18 y tipos relacionados como VPH-39, 45 y 
59 (LI N y col, 2010). 

A nivel mundial se estiman más de 528.000 casos nuevos y 266.000 muertes al año. 
La tasa de incidencia estandarizada por edad en América del Sur es 24,1 por 100.000 
mujeres y en Paraguay la incidencia es muy superior a las observadas en otros países 
vecinos, siendo la tasa de incidencia 34,2 por 100.000 mujeres y la tasa de mortalidad es 
de 15,7 por 100.000 (GLOBOCAN, 2012). 
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1.5. DIAGNÓSTICO DE LA INFECCIÓN POR VPH 

Las lesiones intraepiteliales escamosas del cuello del útero constituyen las 
precursoras del CCU, por lo que su detección precoz es sumamente importante en la 
terapéutica y pronóstico de las pacientes.  El diagnóstico de las mismas puede ser 
realizado mediante varios tipos de exámenes, entre ellos destacamos:  
1.5.1. Examen citológico e histopatológico 

La citología exfoliativa constituye un método de detección de laboratorio, mientras 
que la colposcopía es un método de detección clínico; cada uno de ellos trata de aspectos 
diferentes de la lesión, en tanto que la colposcopía estima principalmente los cambios 
producidos en la trama vascular terminal de cérvix, que reflejan a su vez los cambios 
bioquímicos y metabólicos del tejido uterino. El manejo de la enfermedad requiere de un 
examen citológico adecuado y un examen colposcópico certero, con su confirmación 
histológica. 
1.5.1.1. Citología  

La citología mediante la tinción de Papanicolaou puede detectar alteraciones 
celulares indicativas de una infección por el VPH, pero debe tenerse en cuenta que no es 
un método diagnóstico sino de cribado de lesiones preneoplásicas.  

Esta prueba detecta cambios inflamatorios, infecciosos o la presencia de células 
anormales y neoplásicas. El cambio citopático característico de la infección por HPV es la 
coilocitosis. Los coilocitos se encuentran en las capas superficiales e intermedias de la 
lesión y poseen un halo claro perinuclear. Los bordes de la célula están bien delimitados y 
acentuados por un material eosinófilo de condensación citoplásmica. El núcleo tiene un 
aspecto irregular, arrugado, siendo frecuente la binucleación, multinucleación, 
hipercromasia y picnosis (FU YS y col, 1989). La prueba se desarrolla en células obtenidas 
de un raspado de la pared cervical, que son posteriormente colocadas en una laminilla, 
fijadas, teñidas y estudiadas al microscopio.  

La citología convencional presenta algunos inconvenientes como: el proceso 
manual de extensión de las células en el portaobjeto hace imposible la estandarización, las 
células se distribuyen de manera desigual, hay superposiciones difíciles de interpretar 
debido a presencia de moco cervical, sangre o células inflamatorias.  
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La citología líquida, es una técnica alternativa en la que se transfiere todo el 
material celular a un medio fijador a base de etanol o metanol. Los disponibles son el 
ThinPrep (Cytic, Boxborough, MA) y el SurePath (Tripath Imaging, Burlington, NC), ambos 
sistemas han sido aprobados por la FDA (Food and Drug Administration of EEUU) para el 
cribado primario. Con esta metodología se reducen los extendidos insatisfactorios, se 
incrementa la sensibilidad en la detección de lesiones intraepiteliales de bajo y alto grado y 
aparece la posibilidad de realizar pruebas complementarias como la detección del ADN del 
VPH (CAMPO P y col, 2011). 

1.5.1.2. Colposcopía 

Consiste en un examen visual de la vagina y el cérvix, empleando un colposcopio. 
La colposcopia detecta las lesiones subclínicas como epitelios blancos, de morfología y 
extensión variables, que aparecen tras la aplicación de ácido acético al 5%. Ante cualquier 
evidencia clínica o sospecha citológica de infección por VPH o lesión intraepitelial en la 
mujer, debe hacerse un examen colposcópico de todo el tracto genital inferior.  

La exploración colposcópica del área genital externa no es específica de la 
infección por el VPH y condiciona, con frecuencia, la observación de falsos positivos. 
Cualquier proceso de carácter inflamatorio que suceda en esta zona (candidiasis, lesiones 
eccematosas, etc.) puede ocasionar blanqueamientos por captación del ácido acético y 
confundir el diagnóstico. En cambio, es altamente sensible en el diagnóstico de las 
lesiones subclínicas vaginales y cervicales, aunque tiene una especificidad algo menor, al 
expresarse de igual forma ciertos epitelios anormales, acantósicos y 
parahiperqueratósicos; por lo que todo epitelio acetoblanco en estas localizaciones debe 
ser siempre biopsiado (MANUAL NACIONAL DE NORMAS Y PROCEDIMIENTO PARA LA 
PREVENCIÓN Y EL CONTROL DEL CÁNCER DE CUELLO UTERINO, 2010). 

1.5.1.3. Histopatología 

La presencia de coilocitos es indicador clave de infección por VPH; sin embargo, el 
grado de avance de la lesión debe ser determinado por un estudio histopatológico. El 
diagnóstico histopatológico se logra al estudiar al microscopio fragmentos de tejido cervical 
obtenidos a partir de una biopsia. Este estudio permite diferenciar los estratos del epitelio 
cervical, detectando así el nivel de infiltración de las células infectadas, así como áreas de 
invasión. El diagnóstico histopatológico es la prueba de oro para la detección y 
estatificación de las lesiones cervicales inducidas por VPH.  



- 26 - 
 

Las lesiones cervicales por el VPH pueden estar asociadas con displasia epitelial 
leve, moderada o severa; según los criterios de Richart se clasifican en CIN de grado I, II o 
III. Actualmente, se utiliza la terminología Bethesda (SOLOMON D y col, 2002) en el 
diagnóstico histológico, pero siempre acompañado del grado de Richart (RICHART RM, 
1973). Los criterios utilizados son similares a los de la citología, pero una vez establecido 
el diagnóstico de CIN, la graduación de la lesión se realiza según la gravedad de la 
alteración madurativa, afectando al tercio inferior en los CIN I y todo el epitelio en los CIN 
III, como se presenta en la Figura 8. 

1.5.2. Diagnóstico molecular 

El diagnóstico de la infección por VPH estaba basado fundamentalmente en la 
evaluación morfológica de efectos citopáticos causados por el virus en muestras de 
citología cérvico-vaginal y de biopsias cervicales hasta el desarrollo de las técnicas de 
detección de ácidos nucleicos.   

La detección de VPH representa actualmente es un valioso componente de las guías 
clínicas para el tamizaje, manejo y tratamiento del CCU y sus lesiones precursoras. Está 
disponible numerosas pruebas comerciales en una amplia variedad de formatos que 
pueden ser divididas en tres grupos según detecten: el ADN de VPH-AR, sin ninguna 
genotipificación individual; el ADN de los VPH-AR con genotipificación parcial tipos de alto 
riesgo clínicamente más importantes; y, el ARNm de las oncoproteínas E6 y E7 de los 

Figura 8. Histopatología de la neoplasia intraepitelial cervical (CIN). L-SIL (lesión 
intraepitelial escamosa de bajo grado); H-SIL (lesión intraepitelial escamosa de alto grado) 
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VPH-AR (PICCONI MA, 2013). Más recientemente se han desarrollado pruebas que 
detectan la sobreexpresión de las proteínas E6 y E7 en el epitelio cervical con el empleo 
de anticuerpos monoclonales (CUZICK J y col, 2012). 

1.5.2.1. Ensayos que detectan ADN de VPH-AR  
Constituyen un grupo de ensayos cualitativos y semicuantitativos que detectan en 

conjunto tipos virales considerados oncogénicos, empleando varias tecnologías, no 
permitiendo la distinción de un tipo o más tipos virales de manera individual. El uso de 
estas pruebas ha sido aceptado en el triaje de mujeres con citología ambigua o 
indeterminada; en el seguimiento post-tratamiento de neoplasias intraepiteliales de alto 
grado (CIN II o más); y, en el tamizaje primario (ARBYN M y col, 2006; CUZICK J y col, 
2008; POLJAK M y col, 2010).   

En este grupo, el método más utilizado se basa en un ensayo de captura de 
híbridos, el Digene Hybrid Capture 2 HPV DNA TEST (HC2), que fue desarrollado por 
Digene Corporation (Gaithersburg, MD, EEUU) y actualmente es comercializado por 
Qiagen (MD, EEUU). Es un método de amplificación de la señal, basado en la hibridación 
en solución del ADN de interés a sondas de ARN, el proceso se esquematiza en la Figura 
9. Es posible la detección de 13 tipos de VPH-AR (VPH-16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 
56, 58, 59 y 68) y 5 tipos de VPH-BR (VPH-6, 11, 42, 43 y 44) y además de determinar si la 
muestra es positiva o negativa, permite una semicuantificación.  

Este método posee múltiples ventajas como la reproducibilidad y la automatización, 
pero también algunas limitaciones, entre las que cabe destacar: (i) no permite la 
identificación de los tipos; (ii) se han descrito hibridaciones cruzadas entre las dos mezclas 
de sondas y con tipos no incluidos en las mismas; (iii) sensibilidad inferior a la de la PCR.  

Con respecto a la reactividad cruzada de la sonda de VPH-AR observada en la HC2, 
con otros tipos de VPH no incluidos en ella, pero que representan riesgo de para el CCU, 
podría ser considerada una ventaja; sin embargo, reacciones cruzadas con VPH-BR dan 
falsos positivos y disminuye la especificidad de la prueba (CASTLE PE y col, 2002).   

Una versión simplificada de la tecnología de HC2, es el CareHPV Test (QIAGEN; MD, 
EEUU): es un ensayo relativamente rápido, sencillo y accesible, puede ser usado en 
lugares con muy limitada infraestructura y el paciente puede contar con los resultados 
durante la misma visita. 
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A nivel mundial existen otros ensayos comerciales que han sido validados 

clínicamente, tales Cervista HPV HP Test (Hologic, EEUU) usa dos tipos de reacciones 
isotérmicas, una que se produce en la secuencia de ADN blanco y la otra que genera la 
señal fluorescente, detecta 12 tipos de VPH-AR (VPH-16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 
58, 59, 66 y 68), sin identificar individualmente los virus, introduce un control interno para 
validar la caldiad del ADN en la muestra, reduciendo falsos negativos y una menor 
reactividad cruzada con genotipos de bajo riesgo; y EIA kit HPV GP HR (Diassay, 
Holanda) permite detectar los VPH-AR (VPH-16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 
66 y 68), mediante una PCR con cebadores genéricos (GP5+/6+) y revelado por lectura de 
densidad óptica 29, 45. Es el segundo método más evaluado en ensayos clínicos, luego de 
HC2 (PICCONI MA, 2013). 

1.5.2.2. Ensayos que detectan ADN de VPH-AR con genotipificación de los tipos 
más importantes  

Constituyen el grupo de ensayos más recientes que permiten la detección de los 
genotipos de alto riesgo más frecuentes con la identificación individual de VPH-16 y 18; 
están basados en resultados de estudios clínicos que demostraron el potencial oncogénico 
notablemente superior de los tipos 16 y 18 comparados con otros VPH-AR y evidenciaron 
que la capacidad de distinguir estos dos tipos virales permiten identificar mujeres con 

Figura 9. Detección de VPH por Captura de Híbridos. (1) Desnaturalización; ruptura 
de la doble cadena de ADN y liberación de las hebras simples (2) Hibridación con 
sondas de ARN; las hebras simples del ADN blanco se unen de forma específica a las sondas de ARN; (3) Captura de híbridos; los híbridos ADN-ARN se fijan a la 
microplaca por anticuerpos específicos (4) Detección de híbridos capturados con 
anticuerpos conjugados con fosfatasa alcalina (5) Revelado por medición de señal de luz en luminómetro. 
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riesgo aumentado de desarrollar CIN III que precisan un control más intensivo en relación a 
las pacientes infectadas con otros VPH-AR (KHAN MJ y col, 2005).  

Entre ellos cabe mencionar: Cobas 4800 HPV Test (Roche Molecular Systems Inc., 
EEUU) será descripta en detalle en el apartado de materiales y métodos por ser la 
metodología de cribado utilizada en este trabajo; Cervista HPV 16/18 Test (Hologic, 
EEUU), aprobada por la FDA en 2009, puede aplicarse como complemento de la técnica 
de Cervista HPV HR para mujeres que resultaron positivas; Abbott RealTime High Risk 
HPV test (Abbott Molecular, EEUU) se basa en una reacción de PCR en tiempo real que 
permite la detección conjunta de 14 tipos, 12 VPH-AR (VPH-16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 
52, 56, 58, 59), más dos VPHpAR 66 y 68, con la genotipificación individual de VPH-16 y 
18, de manera simultánea, se encuentra en evaluación para su aprobación en la FDA.  

1.5.2.3. Ensayos que detectan ARNm de oncoproteínas E6 y E7 de VPH-AR 
Existen diversas estrategias metodológicas para la detección de los ARNm de los 

VPH-AR, casi todas tienen como blanco a los transcriptos de las oncoproteínas virales E6 
y E7. A diferencia de las pruebas de detección de ADN que solo brindan información 
acerca de la presencia de la infección y eventualmente del tipo viral, la detección de los 
ARNm de E6 y E7 permite identificar los genotipos de VPH más frecuentes en el CCU y 
además es indicativa de la expresión de dichas proteínas virales, las cuales han sido 
directamente asociadas a la transformación maligna. Esto brinda al ensayo un mayor valor 
predictivo positivo que las pruebas de ADN en cuanto a la actividad carcinogénica viral 
(PICCONI MA, 2013). Varios estudios recientes han mostrado que estas pruebas pueden 
ser de utilidad clínica por su mayor especificidad para la detección de enfermedad cervical 
(CUSCHIERI K y col, 2008; BURGER EA y col, 2011). 

En este grupo cabe mencionar al ensayo APTIMA® HPV Assay (Gen-Probe Inc., 
EEUU) único ensayo aprobado por la FDA, permite la detección de ARNm de los 12 tipos 
de VPH-AR según IARC-2009, más VPH 66 y 68, no discrimina ninguno de ellos. Está 
aprobada para el tamizaje en mujeres a partir de los 30 años, en combinación con la 
citología y se han realizado ensayos clínicos basados en esta indicación (MONSONEGO J 
y col, 2011; MONSONEGO J y col, 2012). Además, un reciente meta análisis mostró que 
para triaje, la prueba es igual de sensible, pero más específica que HC2 en la detección de 
lesiones precancerosas cervicales (RIJKAART DC y col, 2012). 

También se pueden citar otras dos variantes comerciales de este mismo tipo de 
ensayo: PreTect HPV-Proofer (NorChip, Noruega) y NucliSens EasyQ® HPV V1 test 
(Biomérieux, Francia); involucran una reacción de PCR en tiempo real isotérmica y permite 
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la detección de los transcriptos ARNm correspondientes a las oncoproteínas virales E6/E7 
de los 5 tipos de VPH-AR más frecuentes en cáncer cervical a nivel mundial: VPH-16, 18, 
31, 33 y 45. 

Varios trabajos han indicado que estos sistemas presentan menor sensibilidad 
clínica que las pruebas basadas en ADN para la detección de lesiones de grado CIN II o 
mayor, pero tienen una especificidad clínica significativamente mayor (BURGER EA y col, 
2011; BOULET GA y col, 2010; HOVLAND S y col, 2010).  Se ha sugerido que la menor 
sensibilidad podría deberse, al menos en parte, a que detecta solo 5 tipos de VPH-AR 
(POLJAK M y col, 2012; BOULET GA y col, 2010). 

1.6. UTILIDAD DE LAS PRUEBAS MOLECULARES DE DETECCIÓN DEL VPH 
La selección del método se debe realizar teniendo en cuento los objetivos que se 

persigan, ya sea para investigación epidemiológica o bien para uso clínico, en la patología 
cervical. Para realizar la mejor elección se deben distinguir dos conceptos importantes: 
sensibilidad analítica, que se refiere a la capacidad de los métodos para detectar 
cualquier infección independientemente de la presencia de lesiones, éstos son útiles para 
la detección altamente sensible y la genotipificación del VPH y son cruciales en la 
vigilancia del virus, permitiendo evaluar el impacto de la vacuna  sobre la prevalencia de 
los tipos virales incluidos en la misma, identificación de posibles protecciones cruzadas o 
discriminación de infecciones múltiples; y la sensibilidad clínica que se refiere a métodos 
que detectan la presencia del VPH asociado a una enfermedad relevante y son las 
recomendadas para el diagnóstico y manejo clínico de la patología cervical (PICCONI MA, 
2013). 

1.6.1. Uso clínico 
En la práctica clínica existen indicaciones consensuadas para el uso de estas 

pruebas en el diagnóstico y es importante que hayan sido validadas para tal fin. Dichas 
pruebas son de utilidad para: 

a) En casos de ASC-US; entidad con cambios atípicos en las células escamosas de 
cuello uterino en que resulta importante su esclarecimiento debido a que puede 
asociarse a una citología normal o a una lesión precancerosa. 

b) El seguimiento de mujeres con resultados citológicos anormales que resultaron 
negativas para colposcopía/biopsia, la detección del VPH puede identificar mujeres 
con mayor riesgo de desarrollar lesiones graves. 
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c) Control post tratamiento de lesiones severas (H-SIL). Las mujeres sometidas a 
tratamiento por ablación o conización deben ser monitoreadas después del 
tratamiento. Datos actuales aseguran que las pruebas moleculares detectan 
enfermedad residual o recurrencia más rápidamente y con mayor sensibilidad que 
el seguimiento citológico. 

d) Tamizaje primario en mujeres a partir de los 30 años, para detectar lesiones 
precursoras de CCU, estas pruebas presentan numerosas ventajas frente al 
tamizaje citológico. Son pruebas sensibles, altamente reproducibles, objetivas y 
particularmente su rasgo más importante es su elevado valor predictivo negativo, 
que permite confiar con un alto grado de seguridad que la mujer no tiene VPH ni 
ninguna enfermedad asociada al mismo, permitiendo de esta manera ampliar el 
intervalo de tamizaje espaciando los controles al menos 5 años (PICCONI MA, 
2013). 

1.6.2. Aplicaciones en epidemiología y vigilancia virológica 
Tanto para la investigación epidemiológica como para la vigilancia laboratorial, se 

requieren técnicas de suficiente sensibilidad y capacidad de discernimiento entre 
relativamente pequeñas diferencias de secuencias genómicas para lograr la identificación 
individual de los VPH. 

Actualmente existen variados sistemas de genotipificación, comerciales y 
artesanales. Los primeros son costosos, lo que ha limitado mucho su uso; por otro lado, los 
sistemas artesanales exigen una rigurosa estandarización que permita conocer la 
sensibilidad con que se trabaja y establecer una adecuada reproducibilidad que asegure la 
calidad de los resultados obtenidos. 

Estas técnicas debidamente validadas para el fin analítico, son de vital importancia 
también para evaluar el impacto de la vacunación a través de la vigilancia virológica y para 
la continuidad en los estudios de prevalencia de genotipos en las distintas poblaciones. Se 
recomienda que los laboratorios que hagan estos estudios cuenten con manuales de 
procedimientos y con la certificación internacional establecida por los controles de calidad 
de la Red Global de Laboratorios de HPV (WHO HPV LabNet) perteneciente a la OMS. 
Estos se basan en paneles con muestras que contienen infecciones simples y múltiples, 
con variado número de copias (5-500 copias), que abarcan alrededor de 40 tipos virales 
que infectan las mucosas (PICCONI MA, 2013). 
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1.7. PREVENCION  

El CCU es un problema de salud pública cuya incidencia puede ser disminuida con el 
desarrollo de sistemas o programas de enfocados en dos aspectos: la prevención primaria 
con la aplicación de vacunas profilácticas y la prevención secundaria con la detección 
temprana de lesiones precursoras y cáncer.  

1.7.1. Prevención primaria 

Actualmente están disponibles dos vacunas para la profilaxis de las infecciones por 
VPH: una vacuna bivalente con proteínas antigénicas no infecciosas de VPH-16 y VPH-18 
(Cervarix) y otra vacuna tetravalente, con cuatro proteínas antigénicas de VPH-16, VPH-
18, VPH-11 y VPH-6 (Gardasil). 

Resultados de ensayos clínicos desarrollados a nivel mundial demuestran que 
ambas vacunas ofrecen una eficacia cercana al 100% para la prevención de lesiones 
relacionadas al VPH-16 y 18 en mujeres no expuestas previamente al virus (SCHILLER JT 
y col, 2008; JOURA EA y col, 2007); una buena persistencia de anticuerpos durante siete 
años y un aceptable perfil de seguridad (GIULIANO AR y col, 2007; REISINGER KS y col, 
2007). 

Según las fichas técnicas, ambas vacunas están indicadas a partir de los 9 años 
para la prevención de lesiones genitales premalignas (cervicales, vulvares y vaginales) y 
CCU causados por ciertos tipos oncogénicos. La vacuna tetravalente presenta en su 
composición proteínas antigénicas de VPH-6 y VPH-11, por lo que previenen también las 
verrugas genitales.  

Se han demostrado diferentes grados de protección cruzada para otros tipos de 
VPH oncogénicos no incluidos en las vacunas, lo que permite obtener una eficacia 
protectora global frente a lesiones preneoplásicas por VPH superior a la esperada.  En 
base a estos hallazgos, en la ficha técnica de la vacuna bivalente aparece la indicación 
frente a los tipos 31, 33 y 45, y en la tetravalente la indicación incluye al tipo 31 
(MALAGÓN T  y col, 2012). 

Las vacunas frente al HPV son preventivas, no son terapéuticas ni están indicadas 
para el tratamiento del CCU, ni displasias cervicales, vaginales, vulvares ni verrugas 
genitales.  

En estudios de inmunogenicidad de estas vacunas, es consistente la observación 
de un mayor pico de anticuerpos en el séptimo mes del inicio de la vacunación 
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(REISINGER KS y col, 2007) seguido de un descenso paulatino de los niveles de 
anticuerpos que se estabiliza a los 24 meses y se mantienen constantes hasta el mes 60 
(JOURA EA y col, 2008).  Sin embargo, la duración de la protección no ha sido totalmente 
establecida, ni el momento ni la necesidad de dosis de recuerdo.   

La aplicación en los varones es posible; se están realizando estudios de eficacia en 
los hombres. Un estudio que aplicó modelos matemáticos a registros posteriores a la 
introducción de la vacuna tetravalente en Europa, mostró que la vacunación en ambos 
sexos está asociada a un marcado beneficio en la reducción de la incidencia de cáncer 
relacionados al VPH y verrugas genitales (MARTY R y col, 2013). 

Se han desarrollado nuevas generaciones de vacunas polivalentes contra VPH, que 
incluye protección contra nueve genotipos. Proporcionan protección adicional contra los 
VPH-31, 33, 45, 52 y 58, que están asociados a aproximadamente 20% de los CCU y no 
estaban cubiertos por las otras dos vacunas disponibles.  

En Paraguay durante el año 2013, por recomendación del Comité Técnico Asesor 
de Inmunizaciones, se introdujo la vacuna tetravalente contra el VPH (Gardasil) y su 
aplicación está indicada a la cohorte de niñas de 10 años. Cada niña debe recibir en total 
tres dosis de la vacuna, siguiendo el esquema de aplicación 0, 1 y 6 meses.  

En el marco de una infección inmunoprevenible, la OMS ha iniciado una Red Global 
de Laboratorios de HPV (WHO HPV LabNet) para armonizar a los laboratorios de virología 
a nivel mundial a fin de organizar una efectiva vigilancia virológica. Así se podrá diagramar 
una correcta política de implementación y tener herramientas para evaluar el impacto de la 
vacunación, incluyendo, entre otras cosas, la confirmación de la protección cruzada con 
otros genotipos no incluidos en la fórmula vacunal y el esclarecimiento del posible 
reemplazo de los genotipos de alto riesgo ahora más frecuentes, por otros tipos de alto 
riesgo de menor prevalencia no prevenibles por la vacunación (EKLUND C y col, 2012). 

1.7.2. Prevención secundaria 

Según estudios de la OMS, el tamizaje sigue siendo una herramienta esencial en la 
prevención del CCU. Las vacunas ofrecen un enfoque nuevo y prometedor para la 
prevención del CCU y otras patologías asociadas al VPH, pero no sustituyen el cribado 
rutinario del cuello de útero, ya que ninguna de las vacunas es efectiva al 100%, no 
proporciona protección frente a todos los tipos de VPH o frente a infecciones por VPH ya 
existentes; y además ha de tenerse en cuenta que existe una mayoría de mujeres adultas 
que no han sido beneficiadas por la inmunización. 
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En la mayoría de los países desarrollados el uso de la citología, aplicada en 
programas organizados de detección, ha logrado disminuir el porcentaje de muertes por 
CCU (ARBYN M y col, 2009; SASIENI P y col, 1999; HAKAMA M y col, 1988).  Este no ha 
sido el caso de Latinoamérica, donde a pesar de la disponibilidad de la prueba de PAP, 
alrededor de 32.000 mujeres mueren cada año por esta neoplasia (FERLAY J y col, 2010).  
Esto podría deberse principalmente a la baja sensibilidad de la prueba, a la baja cobertura 
y al elevado porcentaje de mujeres con anormalidades citológicas que no son evaluadas 
y/o tratadas adecuadamente (ALMONTE M y col, 2010).  

En consecuencia, desde hace unos años, se ha venido evaluando pruebas de 
tamizaje alternativas como la detección del ADN del VPH y la inspección visual tras la 
aplicación de ácido acético (IVAA). Además, se han estado planteando estrategias que 
combinan diversas pruebas con esquemas de diagnóstico y tratamiento de lesiones 
detectadas que puedan hacerse en una o dos visitas al servicio de salud, asegurando así 
una mayor adherencia y costo-efectividad de los programas de tamizaje (ALMONTE M, 
2010). 

En Paraguay, el Programa Nacional de Prevención, Detección Precoz y 
Tratamiento del Cáncer de Cuello Uterino y Mama del Ministerio de Salud Pública y 
Bienestar Social (MSP y BS), basado en estadísticas actualizadas, establece como 
prioridad el tamizaje de mujeres entre 25 y 49 años, sin excluir las mujeres de otras 
edades. El método de tamizaje para la detección precoz del CCU, sigue siendo la citología 
cervical o PAP.   

Esta prueba puede ser realizada en cualquier establecimiento de salud dependiente 
del MSP y BS. La lectura de las muestras de PAP se realiza en servicios que cuentan con 
laboratorios de citodiagnóstico o en el Laboratorio Central de Citodiagnóstico.  

El método confirmatorio para el diagnóstico de las lesiones precancerosas 
cervicouterinas es el examen histopatológico del tejido obtenido en la biopsia guiada por 
colposcopía. La biopsia del cérvix dirigida por colposcopia es realizada por médicos 
entrenados en patología cervical.  Las mujeres con lesiones que requieren tratamiento son 
derivadas a centros de referencia especializados que cuentan con técnicas de tratamiento 
eficaces. 

Actualmente, el MSP y BS dispone de pruebas de detección del ADN del VPH, que 
ha sido introducida en una primera etapa como un proyecto piloto en tres centros de salud 
de la capital y cuyos resultados de su implementación para el tamizaje primario se discuten 
en este trabajo.  
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2. OBJETIVOS
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2.1. OBJETIVO GENERAL 
Investigar sobre los aspectos epidemiológicos de la infección genital por el virus 

papiloma humano (VPH), a través del estudio de los virus circulantes en mujeres de 25 a 
64 años que consultan en distintos servicios de Patología Cervical dependientes del 
Ministerio de Salud Pública y Bienestar Social de Paraguay, de mayo a diciembre de 
2013. 
 
2.2. OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

2.2.1 Determinar la frecuencia de la infección por VPH y comparar la distribución de los 
genotipos virales encontrados en los distintos grupos etarios. 
 

2.2.2 Discriminar genotipos posibles en infecciones múltiples. 
 

2.2.3 Estudiar los posibles factores de riesgos asociados a la infección por el VPH en la 
población en estudio. 
 

2.2.4 Correlacionar los datos virológicos con la información cito-histológica.    
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3. MATERIALES Y METODOS 
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3.1. POBLACIÓN DEL ESTUDIO 
Este estudio observacional descriptivo de corte transverso, realizado en un 

contexto asistencial, en Servicios de Patología Cervical de los centros participantes 
donde acuden normalmente las pacientes para realizarse el PAP (método de tamizaje de 
rutina en el país) y aquellas pacientes que cumplían con criterios de selección 
preestablecidos, fueron invitadas a realizarse la prueba de VPH.  
3.1.1 Criterios de inclusión 

 Sexualmente activas, con edades comprendidas entre 25 y 64 años. 
 Con citologías previas normales o ausencia de controles anteriores en el contexto 

del tamizaje de rutina. 
 Que no hayan sido sometidas a histerectomía total. 
 Que hayan firmado el consentimiento informado. 

3.1.2 Criterios de exclusión 
 Menores de 25 años y mayores de 64 años. 
 Que tengan resultado anterior de PAP anormal (Clasificación de Bethesda). 
 Que hayan recibido la vacuna contra el VPH. 
 Que viven con VIH/SIDA o que hayan recibido quimioterapia, radioterapia y/o 

tratamiento inmunosupresor. 
 Embarazadas.  

3.2. CENTROS PARTICIPANTES  
3.2.1. Laboratorio Central de Salud Pública (LCSP): 

 Con la resolución del MSPyBS Nº 779/2013 se estableció como Laboratorio de 
Referencia Nacional para el estudio del VPH al LCSP, en cuyo marco implementó el 
sistema COBAS 4800 HPV TEST para la detección del DNA del virus del VPH y se inició 
un proyecto piloto con consultorios ginecológicos de tres servicios de salud de la Capital.  
3.2.2. Consultorios de Patología Cervical 

Fueron seleccionados tres consultorios externos de ginecología de los Servicios 
de Patología Cervical: del Hospital Materno-Infantil San Pablo, del Hospital Materno-
Infantil de Trinidad y del Centro de Salud N° 10; todos ubicados en la ciudad de Asunción 
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(Paraguay). En todos ellos, las pacientes acuden de manera ordinaria para el estudio de 
PAP y son sometidas a un examen ginecológico completo inclusive con colposcopía. 
3.2.3. Servicio de Virus Oncogénicos:  

Este servicio del Instituto de Enfermedades Infecciosas (INEI) – ANLIS “Dr. Carlos 
G. Malbrán” de Buenos Aires Argentina es el Laboratorio de Referencia de la Red 
Argentina de Laboratorios de VPH. Además, es el Laboratorio de Referencia Regional 
formando parte de la Red Mundial de Laboratorios de VPH de la Organización Mundial de 
la Salud (WHO HPV LabNet). Esta red se ha establecido mediante la selección de 
laboratorios de todo el mundo a fin de apoyar la introducción de las vacunas contra el 
VPH y la vigilancia de la enfermedad/infección por este virus. Actualmente, esta red 
cuenta con dos laboratorios de referencias mundiales en Suecia y EE UU y ocho 
laboratorios de referencias regionales en Australia, Argentina, India, Japón, Sudáfrica, 
Suiza, Tailandia y Túnez.  Esta red fue conformada por una iniciativa de la OMS para 
estandarización de las metodologías de detección de VPH a fin de lograr resultados 
internacionales sean comparables y el establecimiento de paneles periódicos de 
evaluación de la calidad en los laboratorios de VPH.   

3.3. MUESTRAS CLÍNICAS 
Durante la consulta, se recolectaron células exfoliadas en viales de citología 

líquida para la detección del ADN del VPH, se preparó el frotis de Papanicolaou y se 
realizó la colposcopía. 
3.3.1. Recolección de células cérvico-vaginales para detección de ADN del 

VPH 
A las pacientes se les solicitaba un periodo de abstinencia sexual de 24 horas y 

evitar la aplicación de cualquier tipo de óvulo o pomada vaginal en las 72 horas previas a 
la toma de muestra. Para dicho procedimiento, se siguieron las instrucciones del 
fabricante (Cobas PCR Cell Collection Media; Roche Diagnostics, Mannheim, Germany). 

Brevemente, las pacientes se colocaron en posición ginecológica, se introdujo el 
espéculo de Graves, se visualizó el cuello uterino y se procedió a la toma de la muestra 
de la siguiente forma: 

 Se eliminó el exceso de moco del orificio cervical y ectocérvix circundante 
utilizando un hisopo de algodón y se desechó el hisopo. 
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 Se insertó un cepillo citológico (citobrush) en el orificio cervical hasta que las 
cerdas externas más largas del cepillo toquen el ectocérvix (profundidad de 1-1,5 
cm), cuidando de no introducirlo totalmente en el canal cervical. 

 Se hizo girar el cepillo suavemente unas tres a cuatro veces en sentido antihorario 
para recolectar las células cérvico-vaginales exfoliadas. 

 Finalmente, el cepillo fue sumergido y escurrido dentro del vial que contiene el 
medio de recolección provisto por el fabricante. Ver Figura 10. 

 
3.3.2. Frotis de Papanicolaou 

Luego de la toma de muestra para la detección del ADN del VPH, se preparó el 
frotis de Papanicolaou.  Para ello, se toma de forma rutinaria material de 3 sitios 
diferentes (paredes vaginales, exocérvix, endocérvix) y se depositan en un mismo 
portaobjetos, de la siguiente manera:  

 Con un extremo de la espátula de Ayre se tomó una primera muestra las paredes 
laterales de la vagina en toda su extensión (los tres tercios) y el material recogido 
se colocó en un extremo de la lámina portaobjetos, dejando resbalar la espátula 
en un solo trazo en forma vertical, cuidando que la capa sea lo más uniforme 
posible. 

 Con el otro lado de la espátula se procedió a tomar la muestra exocervical 
raspando en la circunferencia del cuello con énfasis en la zona de transformación 
o de transición (unión escamo-columnar) y el material obtenido se colocó en la 
placa portaobjetos por extendido vertical o de rotación, procurando que no quede 

Figura 10. Procedimiento de toma de muestra mediante cepillado cervical. 
Introducir el escobillón 1-1,5 cm dentro del orificio cervical hasta que las 
cerdas exteriores toquen el exocérvix, dar 3-4 vueltas en sentido antihorario, 
sumergir y escurrir el cepillo en el contendio del vial.  Fuente: Instrucciones 
del fabricante (Cobas PCR Cell Collection Media; Roche Diagnostics, 
Mannheim, Germany). 
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la muestra muy gruesa ni muy delgada, pero cuidando de depositar suficiente 
material en la placa.  

 Finalmente, con el citocepillo se tomó la muestra endocervical, introduciéndolo en 
el canal y rotándolo suavemente. Este material se extiende en el otro extremo de 
la lámina porta objetos girando el citocepillo sobre la misma, procurando un 
extendido uniforme.  

 Después de obtenido el frotis, la lámina debe se colocó inmediatamente en un 
frasco de boca ancha que contiene el líquido fijador para su posterior coloración. 

3.4. ESTUDIOS VIROLÓGICOS 
 Todas las muestras fueron procesadas para el estudio de ADN del VPH mediante 
el sistema Cobas 4800 HPV Test, con la que se detecta individualmente el VPH 16, el 
VPH 18 y un pool de otros 12 genotipos de VPH-AR. Posteriormente, las positivas para 
otros VPH-AR fueron procesadas por PCR-RLB, inclusive las que presentaron 
coinfecciones con VPH-16 o VPH-18. Ver Figura 11. 

 
 

Muestras Cervicales 

 
Detección de VPH por Cobas 4800 HPV Test 

Negativo VPH-AR Positivo VPH-16 

Tipificación por  PCR-RLB 

Positivo VPH-18 

 
Positivo Otros VPH-AR  

 

   

Figura 11. Algoritmo de procesamiento de las muestras cervicales. Se realizará 
la detección de VPH-AR por el sistema Cobas 4800 HPV Test en las muestras 
cervicales. Las que den positivo para Otros VPH-AR serán tipificadas por PCR-
RLB 
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3.4.1. Detección del VPH mediante el sistema HPV Cobas 4800. 

El Cobas 4800 presenta un formato automatizado, compuesto por el cobas X 480 
para la purificación de ácidos nucleicos; el cobas Z 480 para la amplificación del material 
genético viral por una reacción en cadena de la polimerasa (PCR) que amplifica el 
fragmento del gen viral L1 y el software para el análisis de los resultados obtenidos, 
Figura 12.  

La extracción del material genético es llevada a cabo en el cobas x 480 a partir de 
las muestras cervicales recogidas en viales para citología líquida, sin necesidad de 
ningún tratamiento previo. Tanto el ADN celular y como del VPH, son liberados mediante 
la lisis de una alícuota de la muestra bajo condiciones desnaturalizantes a elevadas 
temperaturas en presencia de la proteinasa K, agentes caotrópicos y detergentes.  El 
aislamiento y la purificación de los ácidos nucleicos liberados ocurren mediante partículas 
magnéticas, seguido de la elución con buffer con bajo contenido de sales. Figura 13. 

La reacción de amplificación y la detección ocurre en el cobas Z 480. Este 
sistema, es una variante mejorada de la PCR convencional que permite un proceso de 
amplificación génica y detección simultánea del ADN amplificado en “tiempo real”. La 
secuencia amplificada es un fragmento de 200 pb de la región L1 del VPH, que se logra 
mediante primers específicos para los 14 genotipos. El monitoreo de la amplificación del 

Figura 12. Sistema Cobas 4800 HPV Test. (A) Cobas X480, equipo 
automatizado de purificación de material genético. (B) Cobas Z480, 
Termociclador en tiempo real. 



 

43 
 

ADN blanco se logra mediante una química que usa sondas fluorescentes TaqMan®, 
empleando instrumentación especialmente diseñada para la lectura.  

 

  
De esta manera, los resultados aparecen diferenciados en cuatro canales: otros 

VPH-AR no 16 y no 18, VPH 16, VPH 18 y beta-globina. La amplificación del gen de la 
beta-globina constituye un control interno de la calidad de la muestra y de los procesos 
de extracción y amplificación.  La liberación de la sonda durante la amplificación genera 
un incremento de la fluorescencia, que al ser graficada se presenta como una curva 
sigmoidea. El fabricante ha desarrollado un algoritmo apropiado para establecer la curva 
esperada que es utilizada para establecer el ciclo umbral (CT) para la determinación de la 
presencia de VPH o beta-globina. Figura 14. 

Por esta metodología pueden obtenerse las siguientes categorías de resultados:   
a) positivos para VPH-16; b) positivos para VPH-18; c) positivos para otros virus de alto 
riesgo (Otros VPH-AR); d) combinación de los anteriores resultados; y e) negativos para 
la detección de cualquier virus de alto riesgo denominados como VPH-AR negativos.   

 
 
   
 

Figura 13. Sistema Cobas 4800 HPV Test. El proceso de purificación en el 
Cobas X480 es realizado a partir de viales primarios en que fueron recolectadas 
las muestras cervicales. 
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3.4.2. Tipificación viral mediante la reacciòn en cadena de la polimerasa 
(PCR) con primers de consenso PGMY09/11 e hibridación reversa en 
línea (RLB) (PCR-RLB, CHUV)   

Sobre las muestras que resultaron positivas para Otros VPH-AR por el sistema COBAS 
4800 HPV Test, se realizó la tipificación viral en el Servicio Virus Oncogénicos del INEI-
ANLIS “Dr. Carlos Malbrán”.  Esta metodología permite el procesamiento de hasta 43 
muestras por vez y la identificación de hasta 33 genotipos diferentes de VPH (6, 11, 16, 
18, 26, 31, 33, 34, 35, 39, 40, 42, 43, 44, 45, 51, 52, 53, 54, 55, 56, 57b, 58, 59a, 59b, 
66, 68, 69, 70, 73, 82, 83 y 84) mediante oligosondas tipo-específicas. Este sistema de 
PCR-RLB, recomendado por la OMS, tiene las ventajas de permitir la identificación de 
casi la totalidad de los tipos virales que infectan el tracto anogenital y de analizar hasta 40 
muestras en un solo ensayo con una sensibilidad analítica de al menos 50 copias 
(ESTRADE M et al, 2011; UNGER ER y col, 2009). Cabe destacar que esta estrategia 
metodológica no comercial, ha sido validada por el Servicio Virus Oncogénicos, siendo la 
eficiencia en la genotipificación respaldada por la correcta resolución de los paneles de 
control de calidad internacionales, enviados anualmente por la OMS. 

 

Figura 14. Software del Sistema Cobas 4800 HPV Test. (A) Curvas de 
crecimiento de fluorescencia de los controles positivo (+) y negativo (-) de todos 
los canales. (B) Botón “Show Results”. 
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La estrategia aplicada, consistió en la realización de una PCR genérica directa 
empleando primers PGMY09/11 que amplifican un fragmento de 450 pb del gen viral L1 
(GRAVITT PE et al, 2000), Figura 15.  Los primers PGMY09/11 fueron rediseñados a 
partir de los primers MY09/11 (MANOS MM et al, 1989) para aumentar la sensibilidad de 
amplificación de todo el espectro de los tipos de VPH. La heterogeneidad de la secuencia 
fue acomodada mediante el diseño de múltiples secuencias de cebadores que se 
combinaron, evitando así el uso de bases degeneradas que producen la síntesis de 
cebadores irreproducibles. En la Tabla 3 se observa el set de cinco oligonucleótidos 
PGMY11 (forward) que se encuentran biotinilados en el extremo 5’ y el set de trece 
oligonucleótidos PGMY09 (reverse) no marcados. El sistema PGMY09/11 parece ser 
significativamente más sensible que el sistema MY09/11(GRAVITT PE et al, 2000). 

 
La PCR PGMY09/11 se realizó en un volumen final de 50 microlitros conteniendo: 

solución tamponada 1X (Fermentas), 3 mM de MgCl2, 0,2  mM de cada dNTP, 80 nM del 
set de primers PGMY09, 80 nM del set de primers PGMY11-biotinilados, 20 nM de los 
primers HLA-dQ, 0,025 U/ul de Taq ADN-polimerasa (Fermentas) y y 5 ul de ADN 
extraído.  La amplificación se llevó a cabo en un termociclador de punto final (MyCycler, 
BIO-RAD), mediante el siguiente programa: desnaturalización inicial a 95ºC por 9 min, 
seguida de 45 ciclos de 95ºC por 30 seg/ 55ºC por 1 min 30 seg/72ºC por 2 min y una 
extensión final de 72ºC por 5 min (UNGER ER y col, 2009). 

 
 

Figura 15. Esquema del genoma del VPH. Se muestra la región del gen de la 
proteína estructural L1, de 450 pb amplificada por la PCR genérica con primers de 
consenso PGMY09/11. 
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Tabla 3. Nombre y Secuencias de Primers de consenso PGMY09/11biot. 
Adaptado de: UNGER ER y col, 2009. 

Primers Biotinilados en el extremo 5´ 
NOMBRE SECUENCIA (5` → 3`) 
PGMY11-A GCACAGGGACATAACAATGG 
PGMY11-B GCGCAGGGCCACAATAATGG 
PGMY11-C GCACAGGGACATAATAATGG 
PGMY11-D GCCCAGGGCCACAACAATGG 
PGMY11-E GCTCAGGGTTTAAACAATGG 
HLAdQ-F GTGGTGTAAACTTGTACCA 

Primers no marcados 
NOMBRE SECUENCIA (5` → 3`) 
PGMY09-F CGTCCCAAAGGAAACTGATC 
PGMY09-G CGACCTAAAGGAAACTGATC 
PGMY09-H CGTCCAAAAGGAAACTGATC 
PGMY09-I GCCAAGGGGAAACTGATC 
PGMY09-J CGTCCCAAAGGATACTGATC 
PGMY09-K CGTCCAAGGGGATACTGATC 
PGMY09-L CGACCTAAAGGGAATTGATC 
PGMY09-M CGACCTAGTGGAAATTGATC 
PGMY09-N CGACCAAGGGGATATTGATC 
PGMY09-P GCCCAACGGAAACTGATC 
PGMY09-Q CGACCCAAGGGAAACTGGTC 
PGMY09-R CGTCCTAAAGGAAACTGGTC 
HMB01 GCGACCCAATGCAAATTGGT 
HLAdQ-R GGTAGCAGCGGTAGAGTT 

 
Los productos de la PCR pueden ser tipificados por hibridación reversa en línea 

(reverse line blot, RLB) gracias a que el set de primers PGMY11 están biotinilados en el 
extremo 5’. Para ello, los productos amplificados fueron aplicados sobre una membrana 
de nylon pretratada en la que previamente se fijaron las sondas correspondientes a cada 
uno de los 32 tipos de VPH a identificar, en canales independientes. En todas las 
muestras, se efectuó simultáneamente un control de integridad del ADN total mediante 
los primers HLAdQ-F/HLAdQ-R que amplifican un fragmento de 230 pb del gen celular 
que codifica para el antígeno leucocitario de histocompatibidad (HLA). Las muestras que 
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dan negativa esta prueba son descartadas del estudio. El revelado de los híbridos se 
realizó mediante una reacción quimioluminiscente, con posterior autoradiografía.  

3.5. DIAGNÓSTICO CITOLÓGICO 
El diagnóstico citológico fue realizado por citotecnólogos de cada servicio de Patología 

Cervical y los resultados fueron recolectados de las historias clínicas de las pacientes incluidas en 
este estudio. Los mismos fueron clasificados según la terminología Bethesda 2001: como negativa 
para lesión escamosa intraepitelial o malignidad; ASC-US, presencia de células escamosas 
alteradas de significado incierto; L-SIL, presencia de lesiones escamosas intraepiteliales de bajo 
grado (incluye CIN I y/o VPH); H-SIL, presencia de lesiones escamosas intraepiteliales de alto 
grado (incluye CIN II, CIN III) o cáncer de cuello uterino (Solomon D et al, 2002). 
 
3.6. RECOLECCIÓN DE DATOS Y ANÁLISIS ESTADÍSTICO 

A todas las pacientes que accedieron a participar del estudio, antes de realizar la 
toma de muestras, se les aplicó un cuestionario con todos los datos socio-demográficos y 
sobre factores de riesgos asociados al cáncer cérvico-uterino. Los resultados de la 
citología han sido recogidos de las historias clínicas que se encuentran en los archivos de 
los centros participantes y los resultados de la detección de VPH-AR se han obtenido del 
Dpto. de Inmunología del LCSP. 

Las variables fueron recogidas del cuestionario aplicado a las pacientes que 
accedieron a participar del estudio, de los resultados de laboratorio y las historias 
clínicas; incluyendo variables demográficas como (EDAD, PROCEDENCIA, NIVEL DE 
INSTRUCCIÓN), variables asociadas al CCU (EDAD DE LA PRIMERA RELACIÓN 
SEXUAL, NÚMERO DE PAREJAS SEXUALES, PARIDAD, USO ANTICONCEPCIÓN 
HORMONAL, TABAQUISMO); variables diagnósticas (DETECCION DE VPH-AR, 
INFECCION POR VPH-16, VPH-18 y/u OTROS VPH-AR, RESULTADOS DE LA 
CITOLOGÍA).           

En primer lugar, se realizó un análisis descriptivo de las características 
epidemiológicas de las pacientes calculando las medias y las desviaciones estándar para 
las variables cuantitativas, frecuencias y porcentajes para las cualitativas. Se estudió la 
distribución de los casos positivos y de los genotipos encontrados por grupos de edades 
de 10 años. El estudio de la relación entre las variables cualitativas se realizó empleando 
el test de chi-cuadrado. Se asumió la significancia estadística con un valor de P igual o 
inferior a 0,05. Todos los análisis se realizaron con el programa estadístico Epi-Info 2002.  
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3.7. ASUNTOS ÉTICOS 
El Comité de Ética en Investigación del LCSP revisó y aprobó previamente el 

protocolo de este estudio. Las pacientes recibieron información esencial sobre el mismo y 
aquéllas que accedieron a participar firmaron el consentimiento informado, de acuerdo a 
lo estipulado en el documento “Principios Éticos para las Investigaciones Médicas en 
Seres Humanos”, surgido de la Declaración de Helsinki (1964), lo que garantizó la 
confidencialidad y beneficio para las participantes.  
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4.  RESULTADOS 
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4.1. DETECCIÓN DE VPH CON EL SISTEMA COBAS 4800 HPV TEST 
En la tabla 1 se observan los resultados obtenidos con el Cobas 4800 HPV 

Test, éstos se reportan como VPH-16, VPH-18, Otros VPH-AR, Negativos para 
VPH-AR. Todas las muestras incluidas en este trabajo fueron positivas para el 
gen de β-globina humana, lo que demostró la buena calidad del material genético 
de las mismas en el momento de someterlas a esta prueba.  La prevalencia de 
VPH-AR fue del 14,5% (IC95% 11,6 – 18,0).  

Tabla 4. Frecuencia de VPH-AR (n=495) 
 

Resultados Muestras Frecuencia % (IC95%) 
VPH-AR Negativos 423 85,5 (CI95% 82,0 – 88,0) 
VPH-AR Positivos (*)  72 14,5 (CI95% 11,6 – 18,0) 
TOTAL 495 100 
(*) VPH-16, VPH-18 y Otros VPH-AR (31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 66 y 68) 

En la Tabla 5 se muestran los resultados de la frecuencia de las infecciones 
producidas por VHP-16, VPH-18 y Otros VPH-AR. 

Tabla 5. Frecuencia de la infección por VPH-16, VPH-18 y Otros VPH-AR. 
Resultados N° de 

casos 
Total de Muestras       
% (IC95%) (n=495) 

Total de VPH-AR 
Positivos % (IC95%) (n=72) 

VPH-16 (*) 17 3,4 (CI95% 2,1 –  5,6) 23,6 (CI95% 14,4 – 35,1) 
VPH-18 (*) 4 0,8 (CI95% 0,3 –  2,2) 5,6 (CI95%    1,5 – 13,6) 
Otros VPH-AR (**)  51 10,3 (CI95% 7,6 – 13,0) 70,8 (CI95% 60,3 – 81,3) 
(*) Infecciones únicas o múltiples; 
(**) Otros VPH-AR (31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 66 y 68), excluyendo co-
infecciones con VPH-16 o VPH-18. 

 

En la Tabla 6 se detallan las infecciones simples y múltiples encontradas. En la 
población estudiada no se observaron co-infecciones de VPH-16 y VPH-18.  
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Tabla 6. Frecuencia de infecciones simples y múltiples entre las muestras 
positivas para VPH-AR. (n=72) 

Genotipo Infecciones simples Genotipo Infecciones múltiples 
N°  Frecuencia % (CI 95%)  N° Frecuencia % (CI 95%) 

VPH-16  13 18,1 (CI95% 9,1 –  27,0) VPH-16/Otros 
VPH-AR (*)  4 5,6 (CI95% 0,3 –  10,9) 

VPH-18    2   2,8 (CI95% 1,0 –  6,6) VPH-18/Otros 
VPH-AR (*)  2 2,8 (CI95% 1,0 –  6,6) 

Otros 
VPH-AR 
(*)  

 51 70,8 (CI95% 60,3 – 81,3)   - - - 

TOTAL 66 91,7 (CI95% 85,3 – 98,1)   TOTAL 6 8,3 (CI95% 1,9 –  14,7) 
(*) Otros VPH-AR (31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 66 y 68). 
 

Para el análisis de la distribución de casos en función de la edad se estratificó la 
población en cuatro grupos etarios. En la Tabla 7 se detalla la información.  

 
Tabla 7.  Frecuencia por edad de la detección de VPH-AR  

 
Edad (años) Nº de Muestras Nº de VPH-AR positivos VPH-AR positivos % (IC95%) 
Menos de 30 109 28 25,7 (CI95% 17,8 –  34,9) 
30 a 39 168 24 14,3 (CI95% 9,4 –  20,5) 
40 a 49 133 15 11,3 (CI95% 6,5 –  17,9) 
50 o Más 85 5 5,9 (CI95% 1,9 – 13,2) 
TOTAL 495 72 - 
(*) Infecciones únicas o múltiples;  (**) Otros VPH-AR (31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 
59, 66 y 68), excluyendo co-infecciones con VPH-16 o VPH-18.  

En la Figura 16 se grafica la frecuencia de la infección por VPH-AR con respecto a 
la edad.  Al graficar la frecuencia de VPH-AR estratificada por grupos etarios, la curva 
presenta un pico en las mujeres más jóvenes (menores de 30 años) y va decreciendo en 
forma constante presentando el valor más bajo en mujeres de 50 años o más. No se 
presentó el segundo pico en el grupo de mujeres mayores (50 años o más). 
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Las frecuencias de los genotipos de VPH por grupos de edades se presentan en 
la Tabla 8. El VPH-16 fue encontrado en casi todos los grupos de edades, a diferencia del 
VPH-18 que se vio sólo en mujeres menores de 40 años. Los Otros VPH-AR se 
distribuyen de manera constante en todos los grupos etarios. 

Tabla 8. Frecuencia por edad de la infección por VPH-16, VPH-18 y otros VPH-AR.  
Edad (años) Nº de Muestras VPH-16  N (%; IC95%) (*) VPH-18  N (%; IC95%) (*) OTROS VPH-AR  N (%; IC95%) (**) 
Media 
± DE - 35,2 ± 9,0 29,3 ± 3,8 35,2 ± 9,9 
Menos 
de 30 109 7  

(6,4; IC95% 2,6 – 12,8) 
2  

(1,8; IC95% 0,2 – 6,5) 
19  

(17,4; IC95% 10,8 – 25,9) 
30 a 39 168 6  

(3,6; IC95% 1,3 – 7,6) 
2  

(1,2; IC95% 0,1 – 4,2) 
16  

(9,5; IC95% 5,5 – 15,0) 
40 a 49 133 3  (2,3; IC95% 0,5 – 6,5) - 12  (9,0; IC95% 4,7 – 15,2) 
50 o 
Más 85 1  

(1,2; IC95% 0,0 – 6,4) - 4  
(4,7; IC95% 1,3 – 11,6) 

TOTAL 495 - - - 
(*) Infecciones únicas o múltiples;  
 (**) Otros VPH-AR (31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 66 y 68), excluyendo co-infecciones con VPH-16 o VPH-18.  

Figura 16.  Frecuencia por edad de la detección de VPH-AR 
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4.2. TIPIFICACIÓN VIRAL POR PCR-RLB 
Se analizaron por PCR-RLB 57 muestras, que constituyen el 79,2% (IC95% 69,8 – 

88,6) del total de muestras positivas. La Figura 17 muestra la foto de una película 
radiográfica correspondiente a una hibridación reversa en línea, luego del revelado por 
quimioluminiscencia. 

Se efectuó el control de integridad del ADN total mediante primers que amplifican 
un fragmento de 230 pb del gen celular de HLA; resultando negativo en seis muestras, 
por lo que fueron excluidas del análisis.  Además, diez muestras dieron positivo para el 
gen celular de HLA, pero no pudieron ser tipificadas por esta metodología. En total 19 
tipos virales distintos pudieron identificarse en infecciones únicas y múltiples.  Los resultados se 
detallan en la Tabla 9. 

Figura 17. Genotipificación de VPH por RLB. Los productos amplificados por PCR 
usando set de primers biotinilados, se ponen en contacto con una membrana de 
nylon con las oligosondas tipo-específicas previamente fijadas, luego son 
revelados por quimioluminiscencia y autorradiografìa. A modo de ejemplo, la 
muestra N°30 (Rojo) es positiva para VPH-51, 59a, 59b, 66 y 68 (Azul) 

MUESTRAS 

SONDAS OLIGONUCLEOTÍDICAS 

 

 



 

54 
 

Tabla 9. Tipos de VPH identificados por PCR-RLB (n=51) 

Infecciones únicas (Total) 25 
VPH-AR  

31 3 
33 3 
39 1 
45 2 
51 2 
52 1 
56 2 
58 3 
59 1 

VPH-pAR  
26 1 
66 3 
68 2 

VPH-BR  
6 1 

Infecciones múltiples (Total) 16 
16/33 1 
16/53 1 

16/31/45 1 
16/52/58 1 

18/39 1 
18/58/59 1 

31/39 4 
31/66 1 

33/55/68 1 
39/52 
53/58 

1 
1 

59/70 2 
No tipificados (*) 10 
(*) Otros VPH-AR (31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 66 y 68) que 
no pudieron ser tipificados por PCR-RLB, pero dieron HLA (+) 
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4.3. CORRELACIÓN DE LOS DATOS VIROLÓGICOS CON LA CITOLOGÍA 
El 93,1% (461/495) de las muestras incluidas en el estudio presentaron ausencia 

de lesión escamosa intraepitelial (N-SIL).  En la Tabla 10 se presentan los resultados de 
la detección del ADN viral según la severidad de la lesión. La frecuencia de detección de 
VPH-AR fue mayor en las anormalidades citológicas de grado superior. 

Tabla 10. Frecuencia de VPH-AR según diagnóstico citológico. 
 

CITOLOGIA Total de 
muestras 

Nº Positivos para  
VPH-AR (% IC95%) 

Nº Negativos para  
VPH-AR (% IC95%) 

N–SIL 461 55 (11,9 IC95% 9,2-15,3) 406 (88,1 IC95% 84,7-90,8) 
ASC–US 4 2 (50,0 IC95% 6,8-93,2) 2 (50,0 IC95% 6,8-93,2) 
L–SIL 25 11 (44,0 IC95% 24,4-65,1) 14 (56,0 IC95% 34,9-75,6) 
H–SIL 5 4 (80,0 IC95% 28,4-99,5) 1 (20,0 IC95% 0,5-71,6) 
TOTAL 495 72 423 
N-SIL: negativo para lesión escamosa intraepitelial; ASC-US: presencia de células 
escamosas alteradas de significado incierto; L-SIL: lesión escamosa intraepitelial de 
bajo grado; H-SIL: lesión escamosa intraepitelial de alto grado 

Con los resultados expuestos en la Tabla 9 sobre la tipificación realizada por 
PCR-RLB y teniendo en cuenta la exclusión de aquellas muestras que fueron 
inadecuadas y las que no pudieron ser tipificadas por esta metodología, puede hacerse el 
análisis de la frecuencia de infecciones únicas y múltiples según el grado de lesión 
cervical sobre un total de 56 muestras.  

Como se muestra en la Tabla 11, se encontró una frecuencia similar de 
infecciones múltiples en las mujeres con citología negativa (29,3%, IC95%16,1-45,5) y en 
las mujeres con ASC-US o más (26,7%; IC95%7,8-55,1) (p=0,84). No se observaron 
infecciones múltiples en las pacientes con L-SIL. 
Tabla 11. Frecuencia de infecciones simples y múltiples según el diagnóstico citológico. (n=56) 

CITOLOGIA N-SIL 
SIL 

ASC-US L-SIL H-SIL TOTAL 
Infección única  29 (70,7) 1 (50,0) 6 (66,7) 4 (100) 11 (73,3) 
Infección 
múltiple 12 (29,3) 1 (50,0) 3 (33,3) - 4 (26,7) 
TOTAL 41 (100) 2 (100) 9 (100) 4 (100) 15 (100) 
N-SIL: negativo para lesión escamosa intraepitelial; ASC-US: presencia de células escamosas 
alteradas de significado incierto; L-SIL: lesión escamosa intraepitelial de bajo grado; H-SIL: lesión 
escamosa intraepitelial de alto grado 
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En la Tabla 12, se observan los resultados obtenidos con el sistema Cobas 4800 
HPV Test distribuidos según el diagnóstico citológico de las pacientes. Se encontró que el 
VPH-16 y el VPH-18 en el 2,6% (12/461) de las pacientes con N-SIL y en el 26,5% (9/34) 
de las pacientes con SIL (ASC-US o más). 

Tabla 12. Tipos de VPH-AR detectados según diagnóstico citológico. 

CITOLOGIA Positivos para VPH-AR  Positivos VPH-16 Positivos VPH-18 Positivos OTROS  VPH-AR 
N – SIL  55 10 2 43 
ASC – US 2 1  1 
L – SIL  11 4 2 5 
H – SIL  4 2  2 
TOTAL 72 17 4 51 
N-SIL: negativo para lesión escamosa intraepitelial; ASC-US: presencia de células 
escamosas alteradas de significado incierto; L-SIL: lesión escamosa intraepitelial de bajo 
grado; H-SIL: lesión escamosa intraepitelial de alto grado 

La Figura 9 muestra la distribución de frecuencia de los diferentes genotipos VPH-
AR en mujeres citología negativa y en mujeres con anormalidades citológicas (ASC-US o 
más).  

 

0,0

2,0

4,0

6,0

8,0

10,0

12,0

14,0

16,0

18,0

6 16 18 26 31 33 39 45 51 52 56 58 59 66 68 comb
con
16

comb
con
18

comb
con
31

otras
comb

N-SIL  (n=461) 0,2 1,5 0,2 0,4 0,7 0,2 0,2 0,4 0,2 0,2 0,7 0,2 0,7 0,4 0,7 0,2 0,7 1,1
SIL (n=34) 17,6 2,9 2,9 2,9 2,9 2,9 2,9 2,9 2,9 5,9

Pre
val

enc
ia d

e V
PH

 (%
)

Tipos de VPH
Figura 18. Distribución de los genotipos virales en citologías normales y con lesiones 



 

57 
 

4.4. FACTORES DE RIESGO ASOCIADOS A LA INFECCIÓN POR VPH-AR 
La Tabla 13 describe las características socio-demográficas y antecedentes 

ginecológicos de las pacientes. La población estudiada incluyó a 495 mujeres de 25 a 64 
años siendo la edad promedio de 39 ±10 años. Cerca de la mitad de las pacientes residía 
en Asunción (44%). La mayoría de las participantes refirió dedicarse a los quehaceres 
domésticos (76%) sin contar con un empleo formal. Con respecto al nivel educativo, el 
65% había cursado estudios secundarios o más. El 58% eran casadas o en unión libre. El 
inicio de las relaciones sexuales fue en promedio a los 18 ± 3 años (rango 12 – 35 años) 
y el 61% señaló haberlo hecho antes de los diecinueve años.  La moda para el número 
de parejas sexuales fue de 1 y el 83% de las participantes informó haber tenido menos de 
3 parejas sexuales durante su vida. Con respecto a la paridad, la moda fue de 2 y se 
observó que el 37% de tenía de dos a tres hijos.  

El uso de anticonceptivos hormonales fue referido por el 28% de las pacientes.  
De la población en estudio, el 34% tenía antecedentes de una infección de transmisión 
sexual (ITS), siendo las infecciones por Candida sp y Gardnerella vaginalis las más 
frecuentemente citadas. El 12% nunca había se hecho una prueba de Papanicolaou, 
mientras que el 60% tenía una prueba de Papanicolaou realizada en el último año.  Sólo 
el 7% de las mujeres eran fumadoras. En la tabla 6 se detallan las características socio-
demográficas y antecedentes ginecológicos obstétricos de las pacientes estudiadas.  

Se encontraron asociaciones significativas entre la infección por VPH-AR y la 
edad de la paciente (OR 2,69 - IC95%: 1,53 - 4,73), el lugar de residencia (OR 2,10 - IC95%: 
1,23 - 3,61), el uso de anticonceptivos hormonales (OR 1,69 - IC95%: 0,97 - 2,94) y el 
antecedente de infecciones de transmisión sexual (OR 1,79 - IC95%: 1,04 - 3,05).  
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Tabla 13. Características socio-demográficas y antecedentes ginecológicos de las 
pacientes estudiadas. (n=495) 

 
 
 

VARIABLES  
Positivos para VPH-AR 

Nº (% IC 95%) 
n = 72 

Negativos para VPH-R 
Nº (% IC 95%) 

  n = 423 
P 

Edad (años)   
<30 años  28 (26 IC95% 18 – 35)  81 (74 IC95% 65 – 82) 0,0002 ≥30 años  44 (11 IC95% 9 – 15) 342 (89 IC95% 85 – 92) Residencia   
Asunción  43 (20 IC95% 15 – 26) 175 (80 IC95% 74 – 85) 0,004 Otras localidades  29 (11 IC95% 7 – 15) 248 (89 IC95% 85 – 93) Educación   
Primaria  25 (15 IC95% 10 – 22) 139 (85 IC95% 78 – 90) 0,76 Secundaria o más  47 (14 IC95% 11 – 19) 284 (86 IC95% 82 – 89) Primera relación sexual   
16 años o menos  40 (13 IC95% 10 – 18) 261 (87 IC95% 82 – 90) 0,32 Mayor de 16 años  32 (17 IC95% 12 – 23) 162 (83 IC95% 78 – 88) 

N° de parejas sexuales   
1 a 2 
3 ó más 

 58 (14 IC95% 11 – 18) 
14 (17 IC95% 10 – 27) 

354 (86 IC95% 82 – 89) 
69 (83 IC95% 73 – 91) 0,51 

Vive con compañero sexual   
SI 37 (12 IC95% 9 – 17) 249 (87 IC95% 83 – 91) 0,24 NO 35 (17 IC95% 12 – 23) 174 (83 IC95% 78 – 88) Embarazo   
SI  56 (14 IC95% 11 – 18) 350 (86 IC95% 82 – 89) 0,31 NO  16 (18 IC95% 11 – 27) 73 (82 IC95% 72 – 89) 

Paridad   
1 a 3  45 (16 IC95% 12 – 20) 244 (84 IC95% 80 – 88) 0,10 4 ó más  11 (9 IC95%  5 – 16) 106 (91 IC95% 84 – 95) 

Uso de anticonceptivos 
hormonales 

   
SI  27 (19 IC95% 13 – 27) 112 (81 IC95% 73 – 87) 0,049 NO  45 (13 IC95% 10 – 17) 311 (87 IC95% 83 – 91) Antecedente de 

Infecciones de 
Transmisión Sexual 

   

SI  33 (19 IC95% 14 – 26) 136 (81 IC95% 74 – 86) 0,024 NO  39 (12 IC95% 9 – 16) 287 (88 IC95% 84 – 91) 
PAP previos     

SI  62 (14 IC95% 11 – 18) 375 (86 IC95% 82 – 89) 0,54 NO  10 (17 IC95% 9 – 29) 48 (83 IC95% 71 – 91) 
Años del último PAP     

1 año o menos  41 (16 IC95% 11 – 21) 221 (84 IC95% 79 – 88) 0,28 Más de 1 año  21 (12 IC95% 8 – 18) 154 (88 IC95% 82 – 92) 
Ocupación     Ama de casa  53 (14 IC95% 11 – 18) 321 (86 IC95% 81 – 89) 0,68 Empleo formal  19 (16 IC95% 10 – 23) 102 (84 IC95% 77 – 90) 
Hábito de fumar   SI  8 (23 IC95% 10 – 40) 27 (77 IC95% 60 – 90) 0.15 NO  64 (14 IC95% 11 – 17) 396 (86 IC95% 82 – 89) 
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5. DISCUSIÓN 
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Este trabajo muestra los primeros resultados obtenidos con la implementación de 
técnicas moleculares para detección y tipificación de VPH como parte del sistema de 
salud pública de Paraguay, llevado a cabo como un estudio piloto dentro de los 
programas nacionales de tamizaje, realizado en un contexto asistencial en consultorios 
ginecológicos.  

El ADN de VPH-AR fue detectado en el 14,5% (IC95%11,6-18,0) de las pacientes 
estudiadas. Esto es bastante similar a lo descripto por Mendoza y col, que reportaron una 
prevalencia del 21% para VPH genérico y del 12,1% para VPH-AR, en un estudio 
nacional realizado en pacientes paraguayas con citologías negativas para lesión 
escamosa intraepitelial (MENDOZA L col, 2012). Además, es semejante a lo observado 
en dos estudios poblacionales de la región, uno realizado en Concordia, Argentina, que 
encontró una prevalencia del 16,6% para VPH y del 12,1% para VPH-AR (MATOS E y 
col, 2003); y otro realizado en trece regiones de Chile para determinar la distribución 
geográfica tipo-especifíca del VPH, que encontró una prevalencia del 23,2% para VPH y 
del 15,3% para VPH-AR (FERRECCIO C y col, 2005). 

Así también, los datos presentados en este estudio, son cercanos a los reportados en 
el meta-análisis realizado en un millón de mujeres de los cinco continentes, con citología 
normal, donde la prevalencia estandarizada de VPH para Sudamérica fue del 15,3%. 
Cabe destacar que, en ese estudio, la prevalencia estandarizada de VPH por países 
mostró un amplio rango de variabilidad (del 1,6% al 41,96%) (BRUNI L y col, 2010). Esto 
indicaría que la frecuencia de infección es afectada por las características étnicas, 
culturales y de desarrollo propias, lo que justificaría a su vez la semejanza de nuestros 
datos con aquéllos obtenidos en otros países de Latinoamérica. 

Así también, en el estudio ATHENA, diseñado para la evaluación clínica del Cobas 
4800 HPV Test, se encontró infección por VPH-AR en el 6,7% de 32.260 mujeres con 
citología normal, de 30 años o más, en los EEUU (WRIGHT TC y col, 2011), valor 
considerablemente menor a lo reportado en este trabajo. Como ya se ha mencionado, la 
prevalencia de VPH en países más desarrollados es sustancialmente más baja (6,2%) 
(BRUNI L y col, 2010). Otro factor que podría contribuir a esta diferencia es el rango de 
edad de la población, que en este estudio incluyó algunas mujeres menores de 30 años.  
Es bien conocido que por debajo de 30 años hay un marcado pico de prevalencia de VPH 
debido a la proximidad del debut sexual, fuertemente relacionado a la primo infección 
(WELLINGS K y col, 2006).  

En el 28,6% (IC95%17,3-42,2) de los casos positivos, se identificaron infecciones por 
más de un tipo viral. Diversos trabajos han detectado frecuencias de infecciones múltiples 
variables que van de menores al 10% hasta más del 80% (TROTTIER H y col, 2010; 
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RIPABELLI G y col, 2010). Este amplio rango podría deberse a la diferencia entre las 
metodologías moleculares empleadas para la tipificación viral, como así también a las 
características clínicas de las muestras en que fue realizada la tipificación viral.  Hay 
datos que indican que las coinfecciones son más frecuentes en muestras con 
anormalidades citológicas (CASTELLSAGUE X y col, 2001; HERRERO R y col, 2000; 
FIFE KH y col, 2001), mientras que a medida que la lesión se agrava, comienzan a 
predominar marcadamente las infecciones simples de VPH-AR. La frecuencia encontrada 
en el presente trabajo es ligeramente menor al 20% reportado por Bruni y col, en el meta-
análisis de mujeres con citología normal (BRUNI L y col, 2010), pero muy similar a lo 
publicado por Cardozo-Segovia y col, que reporta infecciones múltiples en el 30,1% de 
una población de mujeres paraguayas (CARDOZO-SEGOVIA FM y col, 2012). 

La infección con múltiples tipos de VPH también guarda relación con la edad. Ha sido 
observada muy frecuentemente en los grupos de mujeres más jóvenes (MOLANO M y 
col, 2002; CASTELLSAGUE X y col, 2001). Sin embargo, en el presente estudio no se ha 
encontrado diferencia significativa de la frecuencia de infecciones múltiples entre mujeres 
menores de 30 años y de 30 años o más (p=0,16) ni entre mujeres con citología normal y 
con ASCUS o más (p=0,85). 

En la actualidad aún no está completamente aclarado el papel de las infecciones 
múltiples en el desarrollo de lesiones cervicales. En algunos trabajos, han sido asociadas 
con un riesgo mayor de neoplasia cervical intraepitelial (SASAGAWA T y col, 2001; VAN 
DER GRAAF Y y col, 2002); mientras que, en otros, en coincidencia con nuestros 
hallazgos, no se ha observado diferencia significativa en la contribución para el desarrollo 
de neoplasia cervical intraepitelial y CCU en mujeres con infecciones simples o múltiples 
(HERRERO R y col, 2000; BOSCH FX y col, 2002).  Sin embargo, hay evidencia de que, 
más allá de la presencia de múltiples tipos virales en una muestra, sólo uno de los VPH-
AR es el que va a conducir la potencial transformación maligna (QUINT W y col, 2012). 

Está bien establecido que la prevalencia de la infección cervical por VPH es edad 
dependiente (SCHIFFMANN M y col, 2007), mostrando un patrón general que disminuye 
con la edad. Existen algunas variaciones en la forma de las curvas de prevalencia de 
VPH versus edad de diferentes países o regiones.  Pueden ser unimodal, con un solo 
pico asociado a las mujeres ≤25 años; o bimodal, con dos picos, el primero similar a la 
anterior, pero con un segundo pico en mujeres de 45-50 años (DE SANJOSE S y col, 
2007).  Las infecciones asociadas al segundo pico podrían tratarse de distintas entidades: 
algunas serían nuevas infecciones (infecciones incidentes) vinculadas a nuevas parejas 
sexuales; otras podrían ser infecciones previamente adquiridas que se mantienen activas 
(infecciones persistentes), o también podrían ser infecciones pasadas que fueron 



 

62 
 

controladas y que reaparecen vinculadas a algún tipo de inmunosupresión (reactivación) 
(CASTLE PE y col, 2005; STANLEY M y col, 2014).  

En este trabajo, se describió una curva unimodal que refleja la disminución de la 
prevalencia de VPH-AR en función de la edad, no observándose un segundo pico. Si bien 
difiere del patrón de curva bimodal para Sudamérica, mostrado en el meta-análisis de 
mujeres con citología normal provenientes de los cinco continentes (BRUNI L y col, 
2010), coincide con estudios poblacionales de Chile (FERRECCIO C y col, 2005) y 
Argentina (MATOS E y col, 2003). 

Así también, la frecuencia de VPH-AR en mujeres menores de 30 fue del 25,7%, 
observándose una diferencia estadísticamente significativa con la frecuencia de infección 
por VPH-AR en mujeres mayores de 30 años (p=0,0002).  Esto está en concordancia con 
numerosos estudios previos que han establecido al contacto sexual como la principal vía 
de transmisión de esta infección; por lo tanto, la mayor detección viral en las mujeres ≤25 
años se vincularía con la proximidad a su debut sexual, situación que incrementa la 
chance de exposición al virus (SANJOSE S y col, 2007; ALMONTE y col, 2008; 
CASTELLSAGUE X, 2008).  

La disminución progresiva de la presencia de VPH-AR en mujeres mayores de 30 
años se explica por el carácter auto-limitado y el control de la infección por la acción del 
sistema inmune del hospedador (infecciones transitorias), lo que hace que el virus se 
haga indetectable (STANLEY M y col, 2014). En algunos casos, la respuesta inmune falla 
y lleva a una infección persistente, mayormente por tipos de VPH-AR; esta situación de 
persistencia viral aumenta la posibilidad de progresión a una lesión preneoplásica grave, 
que en caso de no ser tratada oportunamente podría alcanzar el estadio de carcinoma 
invasor (RODRIGUEZ AC y col, 2008; CASTLE PE y col, 2005; STANLEY M y col, 2014). 

Se ha sugerido que estas variaciones geográficas en cuanto a la forma de la curva 
de prevalencia de VPH podrían estar relacionadas no sólo con la edad, sino con múltiples 
factores, entre los que se considera la conducta sexual, susceptibilidad del hospedador, 
estrategias de tamizaje, entre otros; y ser resultado de la interacción entre ellos. Debe 
tenerse en cuenta que la conducta sexual está estrechamente ligada a cambios sociales, 
afectando significativamente la transmisión del VPH (BOSCH FX y col, 2008; SICHERO L 
y col, 2007; DE SANJOSE S y col, 2007). 

El efecto del tamizaje sobre la frecuencia viral ha sido descripto y se considera una 
de las razones por las cuales las curvas de prevalencia para América Central y 
Sudamérica muestran valores mayores que las de América del Norte (DE SANJOSE S y 
col, 2007). Apoyando esto, se puede mencionar un estudio prospectivo llevado a cabo en 
Costa Rica, que presenta una curva de prevalencia de VPH bimodal al inicio del estudio; 
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sin embargo, durante el seguimiento, cuando dicha población es monitoreada y tratada 
de manera efectiva, la forma de la curva se vuelve menos pronunciada (CASTLE PE, 
2005).  Este argumento también podría justificar en parte, la forma unimodal de la curva 
de prevalencia de VPH-AR por edad mostrada en este trabajo, debido a que las mujeres 
estudiadas corresponden mayormente a una población frecuentemente controlada, 
reclutadas al acudir a los servicios de salud para la realización del estudio citológico de 
rutina; el 88% de ellas se había realizado una prueba de Papanicolaou anteriormente y el 
60% lo había hecho en el último año.  

En VPH-16 es el virus más frecuente independientemente del diagnóstico citológico 
(CLIFFORD G y col, 2003; CLIFFORD G y col 2005; SMITH JS y col, 2007; SANJOSE S 
y col, 2007; BRUNI L y col, 2010).  En coincidencia con esto, en el presente estudio el 
VPH-16 fue el tipo viral predominante, detectándose en el 3,4% de la población estudiada 
y en el 23,6% de los casos positivos. Estos datos son similares a lo observado en 
Paraguay 4,3% (MENDOZA L y col, 2012); en la región de Latinoamérica y el Caribe, 
3,3% y a nivel mundial 3,2% en mujeres con citología normal (SANJOSE S y col, 2007; 
BRUNI L y col, 2010).   

Numerosos autores han señalado que las mujeres con infecciones persistentes por 
VPH-16 poseen una mayor probabilidad de desarrollar lesiones precancerosas al ser 
comparadas con mujeres infectadas por otros tipos virales. Kjaer y col observaron que 
mujeres con citología normal e infección persistente por VPH-16 poseen 
aproximadamente un 30% de probabilidad de desarrollar lesiones de alto grado en un 
período de 12 meses (KJAER SK y col, 2010; SCHIFFMAN M y col, 2005; KHAN MJ y 
col, 2005; CASTLE PE y col, 2005). Esto da relevancia al presente estudio, ya que la 
mayoría de las mujeres que se identificaron como portadoras de infecciones por VPH-AR 
presentaban citología normal; sin embargo, la presencia viral, en especial en las mayores 
de 30 años, las ubica en un grupo de mayor riesgo de una potencial persistencia viral, 
instancia previa al probable desarrollo de lesiones graves.  

Otros tipos virales pueden ocupar los siguientes lugares en orden de frecuencia 
según la región geográfica y el diagnóstico cito-histológico, entre otros factores. En este 
trabajo, los otros genotipos más comúnmente detectados después del VPH-16; fueron, en 
orden decreciente, el VPH-31, 39, 58 y 33. Estos datos son concordantes con los cinco 
tipos más frecuentes en mujeres con citología normal en el mundo (VPH-16, 18, 31, 58 y 
52) y en Sudamérica (VPH-16, 58, 18, 45 y 31) (BRUNI L y col, 2010; SANJOSE S y col, 
2007; CLIFFORD GM y col, 2005).   

Los genotipos 18, 59 y 66 aparecieron en igual frecuencia (0,8%), ubicándose en el 
sexto lugar. A nivel mundial, el VPH-18, fue encontrado en 1,4% de las mujeres con 
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citología normal, ubicándose en segundo lugar después VPH-16. Sin embargo, al analizar 
la distribución del VPH-18, se puede observar menores tasas de prevalencia en 
diferentes regiones (BRUNI L y col, 2010; SANJOSE S y col, 2007; CLIFFORD GM y col, 
2005). El estudio CLEOPATRA, realizado en población española con el 97,8% de 
citologías normales, mostró al VPH-16 como el genotipo mayormente implicado en las 
infecciones, seguido por el VPH-52 y el VPH-31 (CASTELLSAGUÉ X y col, 2012). 
Herrero y col, han descrito a los VPH-58, 51 y 52 como relativamente abundante en 
Costa Rica, seguido por los VPH-31 y 18 (HERRERO R y col, 2000). Según Ferreccio y 
col, los tipos virales de alto riego más comunes en la población chilena estudiada fueron 
VPH-16, 56, 31, 58, 59, 18 y 52 (FERRECCIO C y col, 2005). En Colombia, las 
infecciones con VPH-16 fueron las más frecuentes, seguidos por el VPH-58 (MOLANO M 
y col, 2002). Así mismo, Mendoza y col, reportaron como los tipos más predominantes en 
mujeres paraguayas con citología normal a los VPH-16, 58 y 31 (MENDOZA L y col. 
2012).  

La frecuencia de la infección por VPH-AR aumenta con el grado de lesión cervical. 
Los porcentajes de infección por tipos de alto riesgo fueron del 44 % y 80% para L-SIL y 
H-SIL, respectivamente.  Entre las pacientes VPH-AR positivas con diagnóstico citológico 
de L-SIL el genotipo más comúnmente detectado fue claramente el VPH-16; sin embargo, 
también fueron detectados varios otros como VPH-18, 31, 45, 58, 59, 61, 26 y 66 en 
menor frecuencia.  Esto es bastante similar a lo encontrado en un estudio sobre casi 
6.000 casos de L-SIL, en el que se encontró que los genotipos más frecuentes eran el 
VPH-16, 31, 51, 53, 56, 18, 66 y 58. Del mismo modo, habían sido detectado muchos 
otros tipos en menor frecuencia, destacando la amplia variedad de genotipos de VPH en 
L-SIL (CLIFFORD GM y col, 2005). 

A pesar del reducido número de pacientes con diagnóstico citológico de H-SIL 
incluidos en este trabajo, pudo observarse que los tipos de VPH-AR más frecuentes 
fueron VPH-16, 31 y 56.  Esto concuerda con datos de un amplio meta-análisis realizado 
sobre más de 7.000 casos, donde reporta que los genotipos mayormente identificados 
fueron VPH-16, 31, 58, 18, 33, 52, 35, 51, 56, 45, 39, 66 y 6 (SMITH JS y col, 2007).  
Coincidiendo, también en que el VPH-16 es el tipo más común en H-SIL. En relación al 
VPH-18, descripto consistentemente como unos de los más prevalentes en todas las 
regiones, no fue identificado en este trabajo en las H-SIL.  

Debe tenerse en cuenta que la distribución de genotipos encontrados está 
influenciada en gran medida por las características de la población en estudio, así como 
también por la sensibilidad y especificidad de los métodos analíticos de genotipificación 
empleados. Se ha observado que una misma población analizada con diferentes técnicas 
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pueden duplicar o incluso triplicar la prevalencia estimada del VPH (CASTELLSAGUÉ X y 
col, 2008). 

Dado el elevado número de tipos de VPH a identificar, alrededor de 40 son los 
que infectan las mucosas, no existe un único método que lo permita, sino que se 
requieren estrategias mixtas. Una de las más usadas en el mundo es la que combina una 
PCR genérica con una posterior hibridación tipo- específica.  Es bien sabido que en estos 
casos es imposible lograr que el desempeño de la amplificación genérica sea idéntico 
para todos los tipos virales por igual, siendo algunos tipos virales más beneficiados que 
otros; en especial, la sensibilidad diferencial se manifestaría en las muestras que 
contienen un bajo número de copias (SNIJDERS PJF y col, 2010). Por esta razón es muy 
importante que los estudios de epidemiología molecular se realicen con técnicas 
validadas analíticamente y que se desarrollen en condiciones estandarizadas para 
permitir obtener resultados confiables (TABRIZI SN y col, 2010).  

Cabe destacar que los datos aportados en este estudio fueron obtenidos 
empleando una técnica artesanal validada por la OMS (PCR-RLB), de acuerdo al Manual 
de la Red Global de Laboratorios de VPH de la OMS (WHO HPV LabNet) (UNGER ER y 
col, 2009). Estas determinaciones permiten detectar hasta 5 copias de los VPH-AR más 
frecuentes (HPV16, 18, 31, 33 ,35, 45, 54, 56, 58) y cuentan además con el respaldo de 
los paneles internacionales de evaluación de la genotipificación de la OMS, resueltos en 
el Laboratorio de Referencia de HPV del Instituto Nacional de Enfermedades Infecciosas-  
ANLIS- Carlos G. Malbrán (FAGAN EJ y col, 2010). 

El rendimiento específico de los ensayos no sólo depende de la técnica, sino 
también de la experticia del laboratorio en el procesamiento de la muestra (GRAVITT PE 
y col, 2008). La estandarización de los protocolos y técnicas para la caracterización de 
genotipos basados en la población es crucial tanto para las comparaciones 
internacionales como para la vigilancia después de la introducción de la vacuna contra el 
VPH. 

En relación al diagnóstico citológico, el 93% de las pacientes incluidas en este 
estudio presentaron un diagnóstico de N-SIL, lo que es razonable porque fueron 
seleccionadas en consultorios externos de Patología Cervical, donde acuden de manera 
ordinaria para su control ginecológico anual. Sin embargo, en estas mujeres se observó 
una considerable frecuencia de los VPH-AR (11,9%). El valor es bastante más elevado, 
de lo observado en el estudio ATHENA en EEUU realizado en 32.260 mujeres de ≥30 
años, con citología normal, en el que fue reportada una frecuencia de 6,7% para VPH-AR 
(WRIGHT TC y col, 2011). Esta diferencia podría estar relacionada principalmente a que 
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nuestro grupo incluía algunas mujeres menores de 30 años, lo que podría haber 
aumentado la frecuencia de la infección.  

Diversos estudios han demostrado que aún con un adecuado control de calidad, la 
citología convencional tiene, en promedio, una sensibilidad del 53% (IC95% 48,6–57,4%) 
(NANDA K y col, 2000). En países en desarrollo, en general, la prueba de Papanicolaou 
ha demostrado ser ineficiente (CHU y col, 2007; ALMONTE M y col, 2010), debido 
generalmente al muestreo inadecuado de los especímenes (RAAB y col, 2008), mala 
fijación, observadores con entrenamiento insuficiente (TWOREK y col, 2007) y al 
excesivo número de extendidos observados por el citotecnólogo en cada jornada laboral. 
La consecuencia es un número muy elevado de resultados falsos negativos (DEMAY RM, 
1996). Vinculado con esto, la falta de estandarización, da lugar a una considerable 
variabilidad intra e inter-observador. 

El hecho de que la mayoría de las pacientes infectadas, aún con VPH-AR no 
progresen a CCU, indica que la presencia viral, si bien es necesaria, no es suficiente para 
general la neoplasia; otros factores contribuirían para la transformación maligna. Se han 
considerado entre ellos a la multiparidad, las coinfecciones con otras ITS, factores del 
hospedador vinculados con la respuesta inmune y la acción hormonal, el tabaquismo, 
estado nutricional, entre otros (MUÑOZ N y col, 2006; ANTTILA T y col, 2001; BOSCH X 
y col, 2002; MORENO V, 2002; CASTELLSAGUÉ X y col, 2003). 

La mayoría de las mujeres refirió haber cursado estudios secundarios o más; sin 
embargo, estaban dedicadas a quehaceres domésticos sin contar con otro empleo 
formal. El rango de edad de inicio de las relaciones sexuales fue de 12 a 35 años. La 
moda para el número de parejas sexuales fue de uno y para la paridad, la moda fue de 
dos hijos. El 60% de las pacientes tenía una prueba de Papanicolaou realizada en el 
último año. 

Se observó una marcada disminución en la infección por VPH con la edad. Estos 
resultados son consistentes con investigaciones anteriores que han demostrado que la 
prevalencia del VPH en mujeres con citología normal disminuye con la edad, siendo las 
mujeres <25 años las que tienen tasas sustancialmente más altas (SANJOSÉ S y col, 
2007; BOSCH X y col, 2008; HIBBITTS S y col, 2008).  Se ha sugerido que las células 
cervicales son más susceptibles a la infección por VPH a edades tempranas (MUÑOZ N y 
col, 1994). Además, entre las mujeres más jóvenes, la mayor actividad sexual y la menor 
probabilidad de parejas estables, constituyen un fuerte predictor de la infección.  

Diversos estudios han encontrado asociación entre el mayor número de parejas 
sexuales y el inicio precoz de las relaciones sexuales con la adquisición de la infección 
por VPH, enfatizando el probable rol de estos factores en la transición de la infección a la 
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persistencia y el probable desarrollo de lesiones neoplásicas (VACCARELLA S y col, 
2006).  Sin embargo, en este trabajo no se ha podido establecer una asociación 
significativa entre la infección por VPH y estos dos factores; eso podría deberse a que la 
gran mayoría de las mujeres refirió haber tenido dos o menos parejas sexuales y una 
cantidad considerable de ellas declaró haber iniciado su vida sexual después de los 16 
años.  

En Asunción la prevalencia de VPH fue significativamente mayor que en las otras 
localidades (p=0,004). Si bien no se observó una marcada diferencia entre el número de 
parejas sexuales y la edad del inicio de las relaciones sexuales entre mujeres de la 
capital y de localidades más pequeñas, se ha descripto en trabajos previos que las 
poblaciones urbanas y rurales muestran diferencias socioeconómicas y psicosociales 
(estilo y calidad de vida) que podrían explicar de alguna manera este resultado (SHARMA 
K y col, 2015; VAMOS CA y col, 2015). 

La asociación entre el uso de anticonceptivos hormonales y la infección por VPH 
encontrada en el presente trabajo fue bastante débil (p=0,049). Se ha propuesto que 
estrógenos o progestágenos aumentan la expresión de genes del VPH en el cuello 
uterino a través de receptores de progesterona y elementos de respuesta a hormonas en 
el genoma viral (MUÑOZ N y col, 2006). Un meta-análisis halló que en las usuarias de 
anticonceptivos hormonales el riesgo de CCU aumenta con la duración de su uso y que 
dicho riesgo disminuye una vez que se interrumpe su utilización (BERAL V y col, 2007).  
Sin embargo, aunque numerosos estudios proveen una fuerte evidencia de la relación 
causal del uso de anticonceptivos hormonales y el CCU, debe tenerse en cuenta que la 
mayoría de los datos disponibles corresponden al uso de anticonceptivos orales de 
primera generación, que difieren a los utilizados actualmente (ALMONTE M y col, 2008). 

Existe evidencia sobre el papel de otras ITS como cofactores para el desarrollo del 
CCU en mujeres VPH positivas. En la población estudiada se encontró una asociación 
estadísticamente significativa entre la infección por VPH-AR y el antecedente de ITS 
(p=0,024). Numerosos trabajos han considerado que las coinfecciones producidas por 
otras ITS, tales como el virus Herpes simple tipo 2 (HVS-2) y Chlamydia trachomatis (CT) 
predisponen al desarrollo del CCU en mujeres con infecciones persistentes de VPH-AR. 
Se ha demostrado que las infecciones por HVS-2 y CT generan una respuesta 
inflamatoria, asociada con la liberación de radicales libres que producen inestabilidad 
genética (CASTLE PE y col, 2006). Otros microorganismos, como Gardnerella sp, 
Candida sp, Trichomonas sp, Mycoplasma hominis, Ureaplasma urealyticum y 
Treponema pallidum han sido asociados con procesos inflamatorios en el cuello uterino, 
hecho que podría facilitar la entrada del VPH (ROETERS AM y col, 2010; OLIVEIRA FA y 
col, 2007) y desfavorecer la respuesta inmune. 
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En relación a la educación, diversos autores han informado que el menor nivel de 
formación estaría asociado a un mayor riesgo de infección por VPH y presencia de 
lesiones (FRANCESCHI S y col, 2011), aunque no existe consenso pleno. No se ha 
encontrado una asociación de un bajo nivel educativo y/o falta de empleo formal con la 
infección por VPH-AR en la población estudiada; a pesar de que se ha descripto que 
mujeres procedentes de entornos más desfavorecidos son más renuentes a acudir a los 
servicios de control cervical, probablemente por un menor conocimiento sobre los 
factores de riesgo del CCU (BAKER D y col, 2003). Nuestros datos son coincidentes con 
lo descripto por Deluca y col, en un estudio realizado en una comunidad de Formosa 
(Argentina), donde no se encontró relación entre el nivel educativo alcanzado con la 
infección por VPH, aunque sí se describió un riesgo relativo aumentado en mujeres con 
algún grado de educación formal (DELUCA G y col, 2012). En este contexto, es oportuno 
recordar que este trabajo se llevó a cabo en un ámbito hospitalario, sobre una población 
frecuentemente monitoreada que; por lo tanto, no representaría a las mujeres más 
carenciadas. Debe tenerse en cuenta además que la privación social se ha asociado más 
frecuentemente con la incidencia del CCU (CURRIN LG y col, 2009), pero se sabe menos 
en qué medida esta privación se correlaciona con la infección por VPH. 

Hay datos controvertidos sobre el hábito de fumar y su efecto sobre la carcinogénesis 
inducida por el VPH. Se ha especulado que una posible reducción de la respuesta 
inmune en el cuello uterino inducida por el tabaco podría afectar al metabolismo de las 
hormonas femeninas o bien producir un daño directo a través de la generación de 
nitrosaminas carcinogénicas en el flujo vaginal (MUÑOZ N y col, 2006).  Solo un pequeño 
porcentaje de las pacientes estudiadas refirieron ser fumadoras, no encontrándose 
relación entre este hecho y la infección por VPH, coincidentemente a lo hallado por 
Yetimalar y col (YETIMALAR H y col, 2012).  

Es importante recalcar que las pacientes con citología negativa y VPH-AR positivo 
podrían haber sido sub-diagnosticadas en ausencia de esta última prueba. Se sabe que 
la infección por VPH-AR es muy común, y la mayoría de las mujeres controlan la 
infección con el tiempo; sin embargo, aproximadamente en el 15% de las pacientes el 
virus permanece activo. Se ha estimado que el 10% de pacientes con citología negativa y 
VPH-AR positivo pueden desarrollar lesiones graves en un período de 6 años (DILLNER 
J y col, 2008). Estas mujeres deben recibir un seguimiento más estricto, ya que la 
infección persistente con un VPH-AR constituye es el principal factor de riesgo para 
desarrollar CCU, (STANLEY M y col, 2007; LIAW K y col, 2001; MAYRAND M y col, 
2007).  

El VPH-16 fue el virus predominante dentro de las infecciones por VPH-AR 
encontradas en este trabajo. Ha sido ampliamente comprobada la mayor tendencia del 
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VPH-16 de producir infecciones persistentes e inducir lesiones con mayor riesgo de 
progresión maligna en relación a otros VPH-AR (KHAN MJ y col, 2005; CASTLE PE y col, 
2005).  Se ha demostrado que mujeres con citología normal e infección persistente por 
VPH-16 poseen aproximadamente un 30% de probabilidad de desarrollar lesiones graves 
en un período de doce meses (KJAER SK y col, 2010).  Debido a ello, la utilización de 
una prueba de detección de ADN de VPH-AR que identifique separadamente los VPH-16 
y 18 brindaría un valor adicional al permitir identificar grupos de mujeres con mayor riesgo 
a desarrollar lesiones graves y CCU, quienes deberían ser sometidas a controles 
periódicos más rigurosos.  

Llama la atención un caso positivo para VPH-AR por Cobas que en la 
genotipificacion por PCR-RLB solo se identificó VPH-6. Esto podría deberse a que la 
muestra original presentaba una co-infección con VPH-AR, en bajo número de copias, 
junto con VPH6, no detectable por cobas porque no incluye sondas para VPH-BR; o 
porque algún tipo de deterioro de la muestra habría impedido la detección del virus 
minoritario (UNGER ER y col, 2009). 

Como era de esperar, en las muestras con citología L-SIL procesadas por cobas se 
observó un 56% de resultados VPH negativos. Es probable que se trate de infecciones 
producidas por VPH-BR, muy frecuentes en estas lesiones que no son detectadas por 
este sistema. 

Por otro lado, hubo un 20% de muestras H-SIL que llamativamente resultaron 
negativas por Cobas, ya que era esperable que fueran portadoras de VPH-AR. Esto 
puede deberse a un problema vinculado con un muy bajo número de copias, aunque no 
puede descartarse que se trate de un probable error en el diagnóstico citológico, ya que 
varios autores han descripto un 15% de falsos positivos (CARVALHO MO y col, 2005; 
MORRISON H y col, 1993).    

Por lo expuesto, resulta de gran importancia realizar un cuidadoso seguimiento a las 
mujeres positivas para VPH-AR, lo que incluye estudios adicionales para confirmar la 
presencia de lesiones que puedan evolucionar a CCU. Por otro lado, en armonía con 
estudios previos, las mujeres negativas para VPH-AR tienen casi nula probabilidad de 
desarrollar lesiones de alto grado en los próximos 5 años (DILLNER J y col, 2008; 
SHERMAN ME y col, 2003; MESHER D y col, 2010). Este elevado valor predictivo 
negativo de la prueba virológica permite espaciar el intervalo de control a al menos 5 
años, lo que ahorra recursos al sistema de salud, además de brindar una gran 
tranquilidad a este grupo de mujeres.  
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1) Este estudio aporta los primeros datos sobre la implementación de técnicas 
moleculares para detección y tipificación de VPH como parte del sistema de salud pública 
de Paraguay.  

2) La alta frecuencia de infección por VPH-AR encontrada en pacientes con 
citología normal, similar a la hallada en otros países de la región, representa información 
de valor a la hora de decidir políticas sanitarias de prevención de lesiones precancerosas 
y CCU. Este hallazgo explicaría en parte, la elevada incidencia de esta neoplasia en 
Paraguay. 

3) Los tipos viales hallados coinciden con los informados en otras regiones del 
mundo. El tipo más frecuente fue el VPH-16; seguido, en orden decreciente, por el VPH-
31, 39, 58 y 33; el VPH-18 se ubicó en el sexto lugar. El predominio de VPH-16, confirma 
la amplia circulación de este virus a nivel mundial y dado su mayor potencial oncogénico, 
señala una alerta a considerar, en especial en las mujeres por encima de los 30 años 
portadoras de una infección persistente. 

4) La curva unimodal de prevalencia de VPH en función de la edad, confirma 
que en las mujeres muy jóvenes (menores de 25 años) la mayor detección viral se 
vincularía con la proximidad a su debut sexual, situación que incrementa la chance de 
exposición al virus.  La disminución progresiva de la presencia viral en mujeres mayores 
de 30 años se debería al carácter auto-limitado y el control inmune.  Asimismo, se 
reafirma la relevancia clínica de aquellas infecciones por VPH-AR que se presentan en 
las mujeres mayores de 30 años, que muestran mayor tendencia a persistir. 

5) Las asociaciones significativas halladas entre la infección por VPH-AR y la 
edad de la paciente (p=0,0002), el lugar de residencia (p=0,004), el uso de 
anticonceptivos hormonales (p=0,049) y el antecedente de infecciones de transmisión 
sexual (p=0,024) remarcan la importancia de las características socio-demográficas y 
antecedentes ginecológicos en la adquisición y curso de la infección por VPH. 
 En resumen, estos datos apoyan la importancia de la implementación criteriosa y 
la utilización apropiada de las pruebas moleculares actualmente disponibles para la 
prevención y control del CCU. Su uso en el contexto de programas nacionales como 
tamizaje primario podría significar una herramienta de gran valor y ayuda para la óptima 
selección del tratamiento y seguimiento de las mujeres.  Esto brinda un escenario 
sumamente promisorio en cuanto a las posibilidades de mejorar el manejo clínico de las 
pacientes con patología cervical y la prevención del CCU. 
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