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RESUMEN 

 

 

El Virus del papiloma Humano (Human Papillomavirus) es considerado el 

virus de transmisión sexual más común. Es un virus de ADN, con un genoma 

de 8kb y carece de envoltura. Los HPVs causan verrugas y lesiones 

epiteliales en ciertos lugares anatómicos. En la actualidad se han detectado 

más de 120  tipos de HPV, de los cuales 15 son considerados de alto  riesgo 

(HR-HPV) y, el resto de bajo riesgo (LR-HPV) o de riesgo indeterminado aún. 

La principal importancia médica de HPV es el desarrollo de una variedad de 

carcinomas asociado a los HR-HPVs principalmente HPV-16 y HPV-18. El 

cáncer asociado al HPV más frecuente es el de cuello uterino, documentado 

a nivel mundial como la segunda causa de mortalidad en mujeres que lo 

padecen. A nivel mundial y nacional, HPV es una infección de transmisión 

sexual (ITS) bastante frecuente, de la cual se tiene registros desactualizados 

y  cuenta con un reducido número de estudios epidemiológicos. 

 

El presente trabajo tuvo como objetivo principal determinar la epidemiología 

de HPV por diagnóstico molecular en mujeres que presentaron alguna lesión 

cervical. Se recolectaron 145 muestras de cepillado endocervical  en distintos 
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centros de atención médica de la ciudad de Guayaquil. El diagnóstico se 

realizó por PCR convencional con primers MY11/09.De las muestras 

analizadas 73.8% fueron positivas y 26.2% negativas para HPV. Infecciones 

múltiples se determinó por multiplex qPCR empleando el Kit Anyplex II HPV 

28, el cuál detecta 19 genotipos de alto riesgo y 9 genotipos de bajo riesgo. 

Este análisis dió como resultado un 2% de monoinfecciones y   98%   de 

infecciones múltiples. Estos resultados serán posteriormente relacionados 

con el tipo de lesión cervical y servirá para determinar la frecuencia de 

infección por HPV y los genotipos de alto riesgo más frecuentes en la ciudad 

de Guayaquil.  
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INTRODUCCIÓN 

 

El virus del papiloma humano (HPV) pertenece a la familia Papillomaviridae, 

tiene un genoma circular de ADN, con aproximadamente 8kb de tamaño, sin 

envoltura y es la etiología más frecuente de Infección de transmisión sexual 

(ITS) (1-3). 

 

El cáncer de cuello uterino es el cuarto cáncer más común que afecta a las 

mujeres en todo el mundo, después del cáncer de mama, colorrectal y 

pulmón (3).  Anualmente se han reportado 528 000 nuevos casos, los cuales  

son más notables en  países de menores recursos económicos (4).  
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La región del sur de Asia alberga una cuarta parte de la carga del cáncer 

cervical (4-5). 

 

La incidencia del cáncer cervical es muy variable dependiendo de la localidad 

y  nivel de desarrollo de una población (7). Aproximadamente  83% se da en 

países en vías de desarrollo, especialmente África y Sudamérica, donde el 

cáncer cervical representa el 15% del total de los cánceres femeninos. 

Mientras que en los países industrializados el cáncer cervical figura alrededor 

del 3,6% (Anexo A) (3, 7).  

 

En América Latina, aún no están establecidos los factores de riesgo 

asociados con la posibilidad de obtener cáncer de cuello uterino (la edad del 

primer coito, número de socios, el nivel socioeconómico, nivel educativo, 

genital higiene, enfermedades de transmisión sexual, etc.) (7-8). 

 

El objetivo general de este trabajo fue el de describir la epidemiología 

molecular de HPV en mujeres con lesiones cervicales en la ciudad de 

Guayaquil-Ecuador. Entre los objetivos específicos tenemos: 

- Implementar la tecnología Anyplex II 28 para la detección de HPV en 

la población de estudio. 
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- Determinar los genotipos más frecuentes en el estudio y clasificarlos  

según su riesgo oncogénico de acuerdo al tipo de lesión citológica. 

- Correlacionar los resultados obtenidos de detección universal y 

genotipificación de HPV  de las muestras de estudio con los  datos 

clínicos y sociodemográficos de las pacientes estudiadas.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

 

 

 

CAPÍTULO 1: 

 MARCO TEÓRICO 

 

 

1.1. Virus del papiloma humano (HPV) 

1.1.1. Antecedentes, clasificación taxonómica y  características 

generales. 

El Virus del papiloma Humano (HPV) es considerado el virus de 

transmisión sexual más común (10). Harald Zur Hausen en los años 70, 

propuso el  rol de HPV en la formación del cáncer cérvico. A partir de eso, se 

lo ha sometido a estudios moleculares, epidemiológicos y clínicos; implicando 

al HPV  como el agente etiológico de cáncer en el área anogenital incluyendo 

el cáncer cérvico (11). En la década de 1990, se confirmó la relación causal 

entre HPV y el cáncer de cuello de útero (12) siendo el carcinoma de células 

escamosas (SCC) el tipo más frecuentemente diagnosticado (80-90%), 

seguido de los adenocarcinomas (13).
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HPV es una infección de transmisión sexual (ITS) que afecta el tejido 

epitelial como la región anogenital, piel, faringe y orofaringe (2,10). La 

mayoría de casos de cáncer de cuello uterino son la consecuencia de la 

persistencia de la infección por tipos de HPV de alto riesgo (HR-HPV) (14). El 

cuello del útero es especialmente vulnerable al contagio (14-15). 

 

  

Las verrugas de la zona anogenital son de color carne planas o 

elevadas, las lesiones pueden ser solas o múltiples, siendo posible la latencia 

del virus en las células epiteliales durante años (17). El tiempo transcurrido 

entre la infección y los síntomas clínicos pueden ser bastantes largos (3).  

 

Los Papillomavirus fueron designados como una familia distinta 

Papillomaviridae, en el séptimo informe de la ICTV (18). Dentro de 

Papillomaviridae, según publicaciones de Villiers et al. (2004), propuso la 

clasificación de 92 virus del papiloma humano (HPV) y 24 PV de tipo animal, 
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según pautas establecidas por el ICTV y la comunidad investigadora de PV 

(18). 

Los Papillomavirus causan una variedad de proliferaciones benignas 

como: verrugas, quistes epiteliales, neoplasias intraepiteliales y papilomas en 

la zona orofaríngea (19). Dentro de la familia Papillomaviridae, cada rama 

filogenética relacionada remotamente entre papilomavirus se refiere a 

―género‖, mientras que los grupos estrechamente relacionados son 

considerados ―especies‖ (20). Las cepas de HPV son conocidos como ―tipos‖ 

cuando la secuencia de nucleótidos de su gen L1 difiere de cualquier otro 

tipo al menos en 10% (1). El término ―subtipo‖ refiere a las cepas aisladas 

que difieren entre 2-10% de la secuencia de cualquier tipo. Aislados 

independientes del mismo tipo que muestran una mínima diferencia de 

nucleótidos son llamadas ―variantes‖ (1,18-19). 

 

Se ha documentado  más de 40 tipos de HPV que infectan el tracto 

genitourinario y región anal (21). El cáncer cérvico uterino (CC) es la 

segunda causa más común de cáncer a nivel mundial (22), relacionado en el 

99.7% de los casos con el HPV (9,22). 

 

Biológicamente, los HPVs se dividen en 3 grupos de acuerdo con su 

tropismo tisular (1,23). HPVs cutáneos.- Se encuentran frecuentemente en 
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verrugas cutáneas, lesiones cutáneas de pacientes inmunodeprimidos y 

algunos tumores epiteliales, los genotipos que podemos encontrar aquí son 

1, 4, 5,8, 41, 48,60, 63 y 65 (1). HPVs mucosos.- Se los identifica porque se 

presentan en lesiones benignas y malignas del tracto anogenital, aunque 

ocasionalmente, se aíslan en tejidos y lesiones de la cavidad bucal, 

orofaringe y laringe incluso en esófago y lengua. Los genotipos asociados a 

estas afecciones son: 6,11,13,16,18, 26,30, 31, 32, 33, 34, 35, 39, 42, 44, 45, 

51, 52, 53, 54, 55, 56, 58, 59, 64, 66, 67, 68, 69, 70, 73 (15). Por último, hay 

un grupo de HPVs que se aíslan  tanto en tejidos y lesiones  ya sean 

cutáneas o mucosas, tales genotipos asociados son 2, 3, 7, 10, 27, 28, 29, 

40, 43, 44 57, 61, 62, 55, 66 y 72, pero su asociación con lesiones malignas 

no está del todo comprobada (15). En la mucosa genital de tipos de HPV 

como 6, 11, 42, 43, 44, 53, 54, 55,62 y 66 son principalmente encontrados en 

lesiones cervicales de bajo grado con genotipo 6 y 11 siendo la causa 

primaria de lesiones genitales o condilomas acuminados, mientras que los 

genotipos de alto riesgo son encontrados regularmente en displasias de alto 

riesgo, así como en cáncer cervical (1,10). 
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1.1.1.1. Tipos de bajo/alto riesgo y su asociación con cáncer 

 

  

Se han identificado más de 120 tipos de HPV, y aproximadamente un 

tercio de estos infectan las células epiteliales de la mucosa genital (25). 

Una nomenclatura de las variantes de tipo alfa-PV asociado con el cáncer 

cervical, basándose en las secuencias del genoma completo de HPV16 y 

HPV-18 con las variantes de linajes que se basa en la asociación geográfica 

(18). 

 

 

Varios tipos de HPV de mucosas han sido identificados como agentes 

etiológicos de cáncer de cuello de útero y se denominan de alto riesgo (HR). 

Los tipos de alto riesgo (HR-HPV),  incluyen los genotipos 16, 18, 31,52 y 58, 

que son los más prevalentes a nivel mundial. Otros genotipos de alto riesgo 

como el 33, 35, 39, 45, 51, 56, 59, 68, 73 y 82, son consideradas como los 

genotipos carcinogénicos más comunes; los genotipos 26, 53 y 66 son 

considerados como posibles carcinogénicos; y los genotipos 6, 11, 40, 43, 

44, 54, 61, 70, 72, 81 son los de bajo riesgo (4,21- 22). 
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Un avance importante en la asociación del HPV con el cáncer cervical 

se dió con la identificación y clonación molecular del HPV16 y HPV 18 (27), 

determinando que la mayoría de cáncer cervicales contenía ADN que se 

hibridaba con sondas específicas para estos dos genotipos(28) siendo 

asociados con el cáncer de cuello de útero (1,25-27). Además, la presencia 

de factores de riesgo , como las infecciones de transmisión sexual (ITS), 

múltiples parejas sexuales, el consumo de tabaco frecuente y la edad de la 

primera relación sexual, junto con la falta de programas de detección 

eficaces de HPV, contribuye a la dificultad de reducir la carga de cáncer 

cervical (28-29). Anteriormente, se pensaba que el HPV era solamente 

transmitido por el coito, pero ahora, se sabe que basta el contacto de piel a 

piel o de mucosa a mucosa para transmitir el virus, ya que presenta alto 

tropismo por tejidos (3). 

 

Infecciones múltiples.- Coinfección con múltiples tipos de HPV  podría 

aumentar el riesgo de lesión cervical. Sin embargo, los estudios de 

seguimiento sugieren que la presencia de múltiples tipos no influye en el 

curso de las infecciones por HPV (34).Múltiples tipos de HPV muchas veces 

coexisten dentro del epitelio cervical y son frecuentemente detectados junto 

con lesiones cervicales de alto riesgo (5). 
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1.2. Estructura del virus del papiloma humano. 

El HPV es un virus de ADN doble cadena, circular, con un genoma  

aproximado de 8.0 kilobases (kb) (15).El genoma puede ser dividido en los 

siguientes dominios (Figura 1): 

 

Figura 1 Estructura del genoma de HPV (35). 

 

Región temprana (E: early): representa el 45% del genoma, tiene hasta 

ocho ORFs (E1-E8) que codifican las proteínas no estructurales, cuya 

función es controlar la replicación del ADN viral (6). 

 La proteína E1 actúa en  la replicación del ADN viral (ADNv) ya sea 

como agente inhibidor o de represión de la transcripción (6).  
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 Proteína E2.- También desempeña un papel funcional en la replicación 

del ADNv, se combina con la E1. Es responsable de las proteínas que 

codifican la regulación de transcripción del ADNv, transformación 

celular y transformación potencial de HPV. La inactivación de E2 

afecta el desarrollo de lesiones tumorales mediante la expresión de E6 

y E7, causando el aumento de p53 (6). 

 E4: Proteína citoplasmática, pero que se detecta frecuentemente en el 

núcleo de la célula. Se expresa a menudo en las lesiones. Actúa en la 

maduración y replicación viral (6).  

 E5: estimula la proliferación. También implicada en la transformación 

viral (6). 

 Las proteínas E6-E7: son oncoproteínas transformantes, 

modificadores de la mitosis, aumentando la probabilidad de adquirir 

mutaciones celulares adicionales que contribuyen a la progresión 

carcinogénica durante la división celular (15).Están presentes en el 

deterioro del control de la regulación del ciclo celular y la maduración 

de células (6). La proteína E6 se conecta a p53, llevándola a la 

degradación proteolítica, resultando en una replicación descontrolada 

de células infectadas (15). La expresión de las proteínas E6-E7 

dependerá la capacidad de bloqueo de proteínas del ciclo celular p53 

y Rb. Esta expresión se verá modificada por factores como la carga 
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viral, la integración del genoma viral en el genoma celular o cofactores 

medioambientales (1, 15). 

 

Región tardía (L: late): corresponde al 40% del genoma. Consta de dos 

genes (L1-L2), cuya expresión genera las proteínas para el ensamblaje de la 

cápside. Dentro de la región L se encuentra la región larga de control (LCR) 

que constituye el 15% del genoma viral. Esta región controla la expresión de 

los genes E6 y E7 que son los oncogenes más importantes en HPV (6, 

26,31). 

  

1.3. Ciclo de vida de HPV 

La replicación del virus del ADN ocurre en el núcleo de la célula 

huésped, proliferándose en el epitelio escamoso (34-35). 

 

HPVs se adaptan  a su anfitrión, y en la mayoría de los casos pueden 

copletar su ciclo de vida y mantenerse en la población sin causar ninguna 

enfermedad aparente (38). 

 

El ciclo de vida de HPV está  vinculado con el estado de diferenciación 

del tejido epitelial del huésped. El receptor celular de entrada viral es aún 
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desconocido (1). El blanco de la infección inicial son las células epiteliales 

basales (39). En las células basales infectadas, los genomas virales se 

replican junto con el ADN celular y se distribuyen por igual a las  células hijas 

estableciendo su genoma de 20 a 100 copias por célula basal infectada (1 

,34). Ya que HPVs no producen sus propias polimerasas, utilizan enzimas 

celulares para replicar sus genomas (40). E1 actúa como ADN helicasa, E2 

actúa como un factor de transcripción y recluta E1 al genoma viral para 

permitir que funcione como ADN específico, permitiendo la replicación 

eficiente (41). La integración se presenta a menudo en sitios frágiles dentro 

del genoma del huésped los cuales son propensos a sufrir recombinación 

genética (42). 

 

Figura 2 Infección y acceso del genoma viral a las células basales. Para 

iniciar una infección latente, las partículas del virus tienen que acceder a las 

células epiteliales basales (7). 
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HPVs expresan sus genes de forma secuencial, desde E1 hasta E7, 

resultando la expresión de las proteínas oncogénicas E6-E7 las cuales 

bloquean a las proteínas de control celular (8, 37). 

 

1.4. Citolopalogía del Virus/ Alteraciones citopatológicas 

El HPV es un patógeno intracelular estricto, por lo tanto, requiere 

internalizarse en la célula huésped para que se considere una infección 

verdadera (8,38). 

A continuación, se muestra una tabla de clasificación de lesiones cervicales 

según el sistema de identificación: 

Tabla I Clasificación de lesiones citológicas según su sistema de 
identificación (45). 

 

Sistema de 
Papanicolaou 

Sistema de la 
OMS 

Clasificación 
NIC 

Sistema de Bethesda 

Clase I Normal  Dentro de los límites 
normales 

Clase II Atipias 
Inflamatorias 

 Infección, cambios 
reactivos o reparativos 

Clase III Displasia 

 

 

Displasia Leve 

 

 

 

NIC I 

Anomalía de célula 
epitelial plana 

- Atipia de células 
escamosas 

- Lesión 
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Displasia 
Moderada 

Displasia Severa 

NIC II 

NIC III 

intraepitelial 
escamosa 

SIL de bajo 
grado(incluye HPV) 

SIL de alto grado 

SIL de alto grado 

Clase IV Carcinoma In Situ NIC III SIL  de alto grado 

Clase V Carcinoma 
Invasor de células 
escamosas 

Adenocarcinoma 

 - Carcinoma de 
células 
escamosas 

- Anomalía de 
células 
glandulares: 

Adenocarcinoma 

- Neoplasia 
maligna no 
epitelial 

 NIC: Neoplasia intraepitelial cervical; SIL: Lesiones intraepiteliales 

escamosas; HPV: Virus del papiloma humano. 

 

Exocervix normal.- La zona  del cuello del útero consiste en un 

epitelio escamoso estratificado con una sola capa de células basales con 

células cúbicas pequeñas. Los queratinocitos presentan núcleos regulares, 

donde las células se aplanan progresivamente hasta que se desprenden de 

la superficie (9,43-44). 
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Cambios asociados al HPV.-  Coilocitos son células epiteliales 

infectadas por virus con núcleos irregulares, agrandados y rodeadas por 

citoplasma claro y son indicativos de células infectadas por HPV. Sin 

embargo, la infección por HPV puede estar presente en el epitelio 

ectocervical en ausencia de coilocitos (9,45). 

Hay dos vías para el seguimiento de ASCUS. Una es la de repetir las 

pruebas de frotis después de 1 año; el segundo es para la prueba de HPV 

(10,46). 

 

Figura 3 Ciclo de vida infeccioso del virus del HPV.  Varios tipos de HPV (por 
ejemplo los tipos de alto riesgo), en determinados sitios epiteliales, pueden 
conducir a neoplasias. La neoplasia intraepitelial cervical (NIC) de diferentes 
grados  puede ocurrir después de la infección de HPV. Si la infección ocurre 
con un HPV de alto riesgo puede predisponer  a la progresión a cáncer en 
determinados sitios anatómicos (ejemplo: La zona anogenital) (50). 
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La neoplasia intraepitelial cervical (NIC) es una lesión que puede existir 

en cualquiera de los siguientes estadíos: NIC1, NIC2 o NIC3. Si no son 

diagnosticadas para ser tratadas a tiempo, la NIC2 o la NIC3 pueden 

progresar hacia cáncer de cuello uterino (43, 35). 

 

NIC 1.- Las células epiteliales en el tercio inferior están hipercromáticas, 

mostrando aumento de la actividad mitótica. La maduración de los 

queratinocitos todavía se ve en los dos tercios superiores del epitelio (9).  

Existe presencia de coilocitos en la capa granulosa, los cuales pueden ser 

apreciados en la citología o examen de Papanicolaou. Otra lesión 

beningna que puede observarse es el condiloma a nivel de la vulva, 

muscosa de la vagina o cérvix (51). 

 

NIC2.-La proliferación celular basal avanza hasta dos tercios del espesor 

epitelial. Mitosis anormal están presente hasta el tercio medio del grosor 

epitelial, mientras que la maduración de los queratinocitos todavía está 

presente en el tercio superior (Figura 4)(9). 
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NIC 3 y Carcinoma In Situ.-  Las células atípicas se extienden en el 

tercio superior del epitelio. La poca maduración citoplasmática se puede 

todavía observar en el tercio superior del epitelio en NIC3. Sin embargo, 

la no maduración citoplasmática se ve en casos de carcinoma in situ 

(Figura  4) (9). 

 

 

Carcinoma invasor.- Cuando se observan grumos irregulares de células 

escamosas invadiendo el estroma del cuello del útero, decimos que es 

carcinoma invasivo cervical de células escamosas (SCC). Las células 

también muestran algunas características atípicas, como la mitosis 

anormal (Figura 4) (9). 

 

Adenocarcinoma.- En el adenocarcinoma in situ, las células glandulares 

endocervicales se sustituyen por células cilíndricas largas con mayor 

actividad mitótica (38).  

 

Las citologías deben ser interpretadas, con la finalidad de hacer más 

homogénea la lectura. Se han propuesto algunos sistemas de clasificación, el 
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más utilizado en la actualidad es la clasificación de Bethesda, elaborado en 

el año 2001‖The Bethesda System-2001‖ (8). 

 

Estudios citopatológicos clasifican las lesiones intraepiteliales escamosas 

(SIL, siglas en inglés de Squamous Intraepithelial Lesion) en dos grados, 

basándose en las recomendaciones realizadas en las reuniones de Bethesda 

del 1988, 1991 y 2001 (Anexo G)(15): 

• SIL de bajo grado (LSIL). 

• SIL de alto grado (HSIL). 

 

Los estudios histopatológicos, siguiendo la clasificación de la 

Organización Mundial de la Salud del 2003 clasifican las lesiones como 

Neoplasia Intraepitelial Cervical el cual es un término ampliamente aceptado 

que describe una gama de cambios displásicos que ocurren en el epitelio 

cervical (CIN, siglas en inglés) en tres grados: NIC 1, NIC 2, NIC 3 (11,48). 

1.4.1. Regresión de lesión, persistencia y progresión 

  Las infecciones ocasionadas por HPV pueden eliminarse como 

resultado de una respuesta inmune mediada por células, y no persistir el 

tiempo suficiente para la expresión génica desregulada (41).  
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HPV-16 tiene una media de persistencia que es más largo que la mayoría de 

los otros tipos de alto riesgo, y esto puede contribuir a su asociación con 

cáncer (41). 

 

Tabla II Pronóstico de las  lesiones NIC no tratadas (48). 

 Regresión Persistencia Progresión 
hacia NIC3 

Cáncer Invasivo 

NIC1 60% 40% 10% 1% 

NIC2 40% 40% 20% 5% 

NIC3 33%   >12% 

 

 

La regresión espontánea de NIC1 por infección de HPV se observó en 

el 60% de los casos, las tasas de regresión espontánea disminuyen después 

del desarrollo de NIC2 y el porcentaje de cáncer invasivo aumenta con la 

presencia de NIC3 (Ver tabla II). El desarrollo de cáncer invasivo se 

establece en un periodo de tiempo requerido de aproximadamente 25 a 40 

años (Ilustración 5) (49). 
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  Figura 4 Progresión del epitelio normal a cáncer de cuello uterino (8). 

 

1.5. Epidemiología 

La distribución de los genotipos específicos del HPV varía mucho 

entre grupos poblacionales y se han realizado  diferentes encuestas  

geográficas en distintas regiones a fin de aplicar estrategias de vacunas y 

prevención adecuadas(8). 

 

La infección por HPV es una causa importante de cáncer de cuello de 

útero, más del 50% de personas con una vida sexual activa han estado 

infectadas con al menos un tipo de HPV en su vida, en algunos casos se 

reciclará la infección de HPV, mientras que en otros la infección progresará a 

cáncer (53). 
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Los estudios epidemiológicos en todo el mundo indican que los HPV 

son agentes necesarios para la aparición de cáncer de cuello uterino, siendo 

responsable en un 99.7% (23).Cabe mencionar que también está asociados 

con cánceres en otros sitios, como el de pene en  hombres, vagina y  vulva 

en  mujeres y, en ambos sexos, la zona  anal, las amígdalas, orofaringe y la 

base de la lengua (41). De todos los virus del papiloma humano de alto 

riesgo (HR-HPV) el tipo 16 ha sido considerado como el genotipo más 

prevalente, siendo el agente de cáncer de cuello uterino, faringe y  orofaringe 

principalmente (20,30).Los HPVs son patógenos que se dirigen a diferentes 

sitios del cuerpo especialmente el tejido epitelial, ya sean cutáneos o de 

mucosa (12,38). 

 

La expresión clínica más conocida de la infección viral la constituyen 

los condilomas acuminados o verrugas genitales, consecuencia de los 

genotipos de bajo riesgo en su mayoría (8). 

 

Las estimaciones de la prevalencia por región de HPV fueron África 

22,1%, América Central y México 20,4%, América del Norte 11,3%, Europa el 

8,1%, y Asia 8,0% (23). 
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1.5.1. Factores de riesgo  

A pesar que  HPV es un requisito previo para el cáncer, existen otros 

factores de riesgo que pueden ser considerados como cofactores en lugar de 

factores independientes (54). La etiología cervical en los pacientes de cáncer 

de cuello uterino aumenta el riesgo de padecer cáncer de pulmón, esófago, 

vejiga, riñón y vulvar (52). 

La hipótesis de que otro agente microbiológico actúa en el epitelio cervical 

aumentando el riesgo de adquirir cáncer cervical en presencia de HR-HPV 

(51). 

 

Varios factores de riesgo se han descrito del cáncer de cuello del útero 

como el tabaquismo, la inmunosupresión, alto número de parejas sexuales, y 

también la historia de las lesiones precancerosas y cancerosas de cuello 

uterino (12 ,30). 

 

Entre los cofactores infecciosos: 

- Virus del herpes simple (VHS).- Un virus de los más estudiados como 

cofactor en cáncer cervical, ya que, de forma similar al HPV se podría 

asociar al comportamiento sexual. Varios estudios 
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seroepidemiológicos han hallado asociación moderada entre 

anticuerpos del VHS tipo 2 y la neoplasia cervical (51). 

 

- Chlamdydia Trachomatis.- Bacteria que  produce comúnmente una 

infección de transmisión sexual, entre el 85-90% de infecciones por 

este microorganismo son asitomáticas por lo que no pueden ser  

diagnosticadas y tratadas de forma temprana. Aunque Chlamydia 

Trachomatis es una infección bacteriana tratable, es una importante 

causa de infección intracelular. Muchos estudios muestran una 

asociación entre esta bacteria y neoplasias cervicales de alto grado o 

cáncer cervical invaso (51). 

 

- Edad de iniciación de vida sexual.- Debido a la inmadurez cervical, 

deficiencias de flujo cervical protector, puede conducir a una mayor 

vulnerabilidad para la adquisición de una infección de HPV en mujeres 

adolescentes y en adultas jóvenes (55). 

 

- Número de parejas sexuales: Asociación entre número de parejas, 

puede aumentar la probabilidad de contraer una infección por HPV. El 

lapso de tiempo entre una pareja sexual y otra es otra característica 
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influyente, ya que si el período es corto existe mayor riesgo de 

infectarse (15). 

 

Factores de riesgo no infecciosos: 

- Tabaquismo.- El tabaco tiene un efecto carcinogénico y produce 

alteración de la inmunidad local en el cuello uterino, siendo más 

proclive a desarrollar la lesión. Si el paciente deja de fumar puede 

disminuir el riesgo de padecer un cáncer subsiguiente de esta 

etiología (52). Se han detectado metabolitos del tabaco en el moco 

cervical de las pacientes luego de haber fumado cigarrillo (13,52). 

 

- Anticonceptivos hormonales.- Los estrógenos y la progesterona han 

sido relacionados con el desarrollo de lesiones cervicales preinvasivas 

e invasivas (51). El uso excesivo por un largo período de tiempo, 

aumenta la expresión de los genes E6 y E7 del HPV. Los estrógenos 

favorecen el desarrollo de lesiones ya establecidas (55). 

- Paridad.- Por muchas décadas, se ha dado énfasis en que el elevado 

número de hijos puede incrementar el riesgo para desarrollar 

carcinoma in situ o cáncer cérvico uterino, aunque muchos de dichos 

estudios no controlaron la presencia de HPV en la historia sexual y 

esto podría causar confusión (51). 
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Como cofactores virales: 

- Genotipo HPV.- Los genotipos 16 y 18 presentan un mayor riesgo de 

progresión. Y en particular, los genotipos 16,18 y 45 tienen una 

integración más efectiva al genoma, pudiendo desarrollar de forma 

más rápida lesiones de alto grado (6). 

 

- Variantes de HPV: Las variantes geográficas se han relacionado con 

distintos tipos de cánceres, podría estar influido por dos mecanismos 

tales como la diferencia en su capacidad funcional o evasión del 

sistema inmunitario huésped (57). 

 

- Carga viral: Se indica que una carga viral elevada indica una mayor 

probabilidad de integración del ADNv en el genoma del huésped 

(14,54). 

- Coinfección: Si la infección posee más de un tipo viral, aumenta el 

riesgo de desarrollo a cáncer (59). 
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1.5.2. Cáncer en Ecuador  

En Ecuador se ha realizado el programa de tamizaje que se basa en 

pruebas citológicas  tradiciones (Papanicolaou), estimulando el tratamiento 

más eficaz en lesiones de alto grado (51). 

 

En la última década, los datos estadísticos a nivel local relacionados a 

cáncer han sido gracias al registro de tumores que funciona en la Sociedad 

de Lucha contra el cáncer (SOLCA), conjuntamente con el Ministerio de 

Salud pública y el Instituto de estadísticas y censos (51). En el año 2009, un 

caso reportado en el Journal de Patolgía italiano, evaluó 250 muestras de 

dos localidades de Ecuador: Quito y Tosagua. En este estudio, reportaron 

una tasa de infección de HPV de 4,95% a través de la prueba de 

papanicolaou (60). 

 

Una base epidemiológica respecto al cáncer cérvico uterino in situ e 

invasor se publicó en el 2004 por el registro de tumores que establece 

diferencias desde al año 1985 hasta el 2002, resultado del programa de 

citología (51). 
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Según datos de INEC-Ecuador, respecto al cáncer de cérvix  invasor, 

ha disminuido en el período de 1985-1989 de 14.8 a 9.8 por cada cien mil 

habitantes. De igual manera en cáncer in situ, estando en el período de 

1985-1989 en 9.9 a encontrarse en el período de 2000-2002 en 3.5 por cada 

cien mil habitantes, la tasa estandarizada de mortalidad por cada cien mil 

habitantes bajo de 10.1 en el período de 1995-1999 a 7.9 en los 2000-2002 

(gráfico 1) (51). 

 

Gráfico 1 Defunciones por cáncer- tasas por 100.000 habitantes, Ecuador 

1980-2010 (51). 

La publicación y estudios científicos realizados en Ecuador  respecto a 

cáncer cérvico uterino, es limitada. Según datos de SOLCA, en el período de 

2005-2009 tenemos que la tasa cruda de cáncer en mujeres de Guayaquil es  

de 149,22 x 100.000 habitantes. 
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Cáncer Invasor 19,7 x 100.000 

Cáncer Insitu 14,3 x 100.000 

                                                                                  Solca Ecuador, 2014 

 

Los casos nuevos de cáncer In situ de Cérvix en mujeres desde los 

años 2010 hasta 2013 han ido disminuyendo, según datos estadísticos 

(Anexo F). 

 

Los casos nuevos de cáncer invasor de cérvix en mujeres desde los 

años 2010 hasta 2013 han variado en cada período, incrementado o 

disminuyéndose los casos; dándose la mayor frecuencia en el año 2010 

(Anexo F). A nivel de todo el análisis, la mayor  frecuencia la encontramos en 

el rango de edad de 50-54 con 202 casos seguido del rango de 45-49 con 

199 casos (Anexo F). 

1.6. Métodos de diagnóstico para HPV 

1.6.1. Análisis citológicos e histológicos 

En los exámenes rutinarios de citología/histología, los resultados 

alterados son la herramienta inicial hacia la detección de HPV o cáncer de 
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cuello uterino. La prueba de diagnóstico primero debe ser citológico-

histológica para luego hacer el diagnóstico molecular (13,52). 

 

Papanicolaou.- El uso de la prueba de Papanicolaou (Pap) para el 

cáncer cervical ha disminuido significativamente la incidencia de cáncer 

cervical y su mortalidad asociada en los últimos años. Sin embargo, la 

prueba de Papanicolaou tiene una baja sensibilidad (70%) para la detección 

de alto grado de lesión intraepitelial escamosa (LSIL), que ha planteado una 

serie de cuestiones en relación con la necesidad de métodos adicionales 

para mejorar la detección. Por lo tanto, se recomienda para la detección del 

virus del papiloma humano (HPV) en combinación con la prueba de 

Papanicolaou, para mejorar la detección de lesiones precancerosas de cuello 

uterino (61). 

 

Para la prevención y la detección temprana de cáncer de cuello 

uterino, es importante no sólo  detectar cambios intraepiteliales cervicales, 

sino también identificar la presencia de HR-HPV y su tipo. Si los resultados 

de la prueba de HPV de HR son positivos, la posibilidad de neoplasia 

intraepitelial cervical (NIC) puede ser pronosticada incluso si no hay cambios 

citológicos en el cuello uterino (62).   
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Colposcopía.- Técnica creada y desarrollada por Hans Hinselman (8) 

.Esta técnica se basa en la observación del tracto genital mediante un 

microscopio binocular. El motivo más común para solicitar una colposcopia 

es la citología cervical anormal, generalmente descubierta como resultado de 

un estudio de tamizaje (63). Puede identificar la extensión de lesiones, 

localizar áreas sospechosas y planificar un posible tratamiento, sin embargo 

es poco específica, ya que no siempre las colposcopias anormales son el 

resultado de una lesión cervical (8). 

 

Prueba histológica 

Biopsia.- Mezclando los resultados de la colposcopia con los de una 

biopsia dirigida, se optimiza el diagnóstico de neoplasias intraepiteliales y la 

posible presencia de adenocarcinomas (8,59). 

Estudio de endocérvix.- Se realiza mediante un cepillo endocervical 

para la realización de frotis citológico (8,47). 

 

Conización.- Funciona como prueba de diagnóstico y como medida 

terapeútica en ciertos casos (8). 
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1.6.2. Análisis molecular de HPV. 

- Reacción en cadena Polimerasa (PCR).- Se basa en el mecanismo 

de replicación del ADN. Este ADN bicatenario, pasa a ser monocatenario, se 

duplica y vuelve a enrollarse (64). 

Esta técnica combina la especificidad de la unión de los dos primers y la 

sensibilidad que resulta del proceso de amplificación, identificando el virus de 

interés(15). 

- Captura híbrida (HC2).- se utilizan sondas de ARN marcadas que 

tienen la capacidad de hibridar con el ADNv con amplificación de la señal que 

utiliza la detección quimioluminiscente de microplacas. La más usada en el 

mercado es el test Hybrid Capture 2, que permite detectar 5 tipos de LR-HPV 

(6,11,42,43,44) y 13 tipos HR-HPV (16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 

59, 68). Diseñado como método de detección de la enfermedad cervical, se 

recomienda que vaya de la mano con la historia médica del paciente (65).  

 

Es una prueba de ADN de HPV con la tecnología Hybrid Capture 2 (La 

intensidad de la luz emitida indica la presencia o ausencia de ADN diana en 

la muestra (66). 
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- Anyplex II 28 HPV.- Tecnología patentada por Seegene que hace 

posible la detección de múltiples patógenos en un solo canal de 

fluorescencia en una qPCR. Permite la amplificación, detección y 

diferenciación simultánea de los ácidos nucleicos diana de diversos 

HPVs, 19 de alto riesgo (16,18,26,31,33,35,39,45,51, 52,53, 56, 58, 

59, 66,68, 69, 73, 82) y 9 de bajo riesgo (6,11, 40, 42, 43, 44, 54, 61, 

70) y sus controles internos respectivos (67). La detección de Anyplex 

II 28 HPV utiliza e gen de β-globina como control interno endógeno 

que garantiza la purificación de ADN, verificación de la reacción de 

PCR. Se emplea el sistema uracil-DNA glicosilasa (UDG), el cual es 

prevenir la mutagénesis mediante la eliminación de uracilo a partir de 

moléculas de ADN mediante la escisión de base. Por lo tanto, los 

sistemas UDG se utilizan para controlar  la contaminación cruzada de 

las muestras (67). 

 

En la siguiente figura, se presentan distintas formas para  la detección de 

HPV. 
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  Prueba Analítica   Clínica 

    
Sensibilidad/espec

ificidad 
  

Sensibilidad/especifi
cidad para NIC 3 y 

cáncer 
cervicouterino 

Basado en morfología 
celular 

Papanicolaou No aplica   Baja/alta 

  Colposcopia No aplica   Moderada/baja 

  Inspección visual No aplica   Baja/baja 

Detección de proteínas 
de VPH 

Immunocito/histo
química 

Baja/alta   Baja/baja 

  
Microscopía 
electrónica 

Baja/alta   Baja/baja 

  Western blot Baja/alta   Baja/moderada 

Detección del genoma del 
VPH 

        

Métodos directos Southern blot Moderada/alta   Moderada/alta 

  ISH 
Moderada/modera

da 
  

Moderada/moderad
a 

  Dot blot Baja/alta   Baja/alta 

Amplificación de la señal HC Alta/alta   Alta/alta 

Amplificación del blanco PCR Alta/alta   
Muy alta-alta/alta-

moderada 

  qPCR Muy alta/alta   Muy alta 

Detección de anticuerpos 
anti-VPH 

Péptidos ELISA Baja/baja   Baja/baja 

  VLP Moderada/alta   Baja/baja 

  E6/E7 fusionados Alta/moderada   Baja-moderada/alta 

 

Figura 5 Características de distintas pruebas para la detección de HPV (38). 

  



 
 

 

 

 

 

 

 

Capítulo 2:  

Materiales y Métodos 

 

 

 

 

2.1. Población de estudio: 

El presente estudio se encuentra dentro del Proyecto Senescyt PIC-

12-INH-001 Epidemiología Molecular del Virus del Papiloma Humano para 

la prevención del Cáncer Cérvico Uterino en mujeres de la Región Litoral del 

Ecuador 



 
 

 

 

2.1.1. Tipo de estudio: 

 

El presente estudio es de tipo transversal, observacional y prospectivo. 

 

2.2. Criterios de inclusión 

Dicho proyecto  cuenta con  criterios de inclusión, los cuales son:  

- Mujeres.  

- Edad de 30 años en adelante.  

- Habiten en el litoral ecuatoriano, en caso de extranjeras, que la 

residencia sea mínimo de 5 años en el lugar de estudio. 

- Pacientes con diagnósticos citológicos de Células Escamosas Atípicas 

de Significado Indeterminado (ASCUS) con el reporte de sus 

resultados. 

- Pacientes con lesiones citológicas de alto grado (H-SIL) con el reporte 

de su respectivo resultado.  
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2.3. Criterios de exclusión 

Los criterios de exclusión, también rigen ciertos parámetros,  los cuales 

son: 

- Muestras que tengan infección  bacteriana o Micótica. 

- La muestra tomada en ciclo  menstrual.  

- Muestras con presencia de tratamiento de óvulos o tinciones. 

- Muestra de pacientes con abstinencia sexual menor de 48  horas. 

 

Para el presente trabajo, se analizó las pacientes de la  ciudad de 

Guayaquil-Ecuador. 

2.4. Muestras clínicas: 

La paciente debe llenar una ficha de registro donde detallará su 

historia clínica (Anexo B) y un consentimiento informado donde se explica el 

propósito del proyecto y las condiciones del mismo (Anexo C). A partir de los 

resultados respectivos, ya sea Papanicolaou o Biopsia con citología 

alterada/inflamatoria se realiza el cepillado uterino por parte del Médico y/o 

profesional encargado.  
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Estableciéndose los criterios del estudio, las muestras se recolectarán 

se transportarán mediante la tecnología Cobas PCR Cell Collection Media 

(Anexo E). La recolección de muestras clínicas fue aprobada por el comité de 

Bioética Institucional del Hospital del Niño ―Dr. Francisco de Ycaza 

Bustamante‖ (Anexo D), Los centros médicos que colaboraron con la toma 

de muestra son: Sociedad de Lucha contra el Cáncer del Ecuador SOLCA, 

Hospital Gineco-Obstétrico Enrique C. Sotomayor, Hospital de Infectología 

Dr. José Rodríguez Maridueña. La clasificación de la citología se evaluó 

utilizando los criterios establecidos en las directrices del Sistema Bethesda 

2001 (Anexo G). 

 

2.5. Factores a analizarse 

En la ficha de datos se registraron  factores clínicos como: Historia 

anticonceptiva, historia obstétrica, historia ginecológica, antecedentes de 

prueba citológica alterada, antecedentes de cirugía cervical y hábitos tóxicos. 

 

2.6. Factores socio demográficos 

De igual forma, se procede a registrar los factores  socio demográficos 

del paciente como: la edad, lugar de donde procede, lugar de  la toma de 

muestra, grado de escolaridad avanzado hasta la actualidad, situación 

laboral y  estado civil. 
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2.7. Análisis de factores 

De los factores registrados en el presente estudio, se analizó  los 

factores sociodemográficos de los pacientes, hallando los posibles factores 

de riesgo para la infección de HPV. 

Los resultados de Papanicolaou de cada paciente, son analizados por la 

clasificación de Bethesda 2001 y la del MSP del Ecuador, para luego realizar 

la correlación de la lesión cervical con el/los genotipo(s) encontrados. 

 

2.8. Extracción de ADN: 

A partir de las muestras recolectadas, se realizó la extracción de ADN 

mediante el kit QiAmp DNA Mini and Blood Mini Handbook , de acuerdo con 

las instrucciones del fabricante (Anexo H). Finalizada la extracción, se 

procedió a cuantificar el ADN de la muestra mediante Nanodrop 2000 

(Thermo Scientific) y llevarlas a una concentración estándar entre 100 ng/ml 

aproximadamente. 

 

2.9. Detección HPV: 

La presencia de ADN genómico humano se verificó mediante 

amplificación de un fragmento de 110 bp del gen de la β-globina mediante el 

uso de cebadores PC03-PC04 (Anexo I). 
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Detección de ADN de HPV, se realizó mediante PCR convencional 

utilizando primers universales para la detección de HPV: MY11/09 ( Anexo J) 

(68), que amplifican un fragmento de 450 bp de la región conservada L1 de 

HPV. Se realizó la detección del producto de PCR por electroforesis en gel 

de Agarosa al 2.5%. 

 

2.10. Tipificación del virus y detección de infecciones múltiples 

Con una previa evaluación con primers generales para HPV, 

realizamos la prueba para detectar las infecciones múltiples existentes 

mediante el sistema Anyplex II HPV28 (67) que  es un ensayo in vitro 

cualitativo  para la detección de 14 tipos de HPV de alto riesgo y 9 tipos de 

HPV de bajo riesgo. Consiste en dos reacciones de PCR: 

 

Set A.- Una múltiple prueba que permite la amplificación simultánea del 

target de ADN de 14 HPV de alto riego. 

Set B.- Es una prueba múltiple que permite la amplificación simultánea del 

target de ADN de 5 HPV de alto riesgo y 9 HPV de bajo riesgo.  
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La reacción se la realiza según indicaciones del fabricante en un 

volumen final de 20µl (Anexo K). Se utiliza una sonda primaria específica 

para un tipo de HPV que lleva un 5’(lanzador) para la extensión  y una 

segunda sonda artificial con fluorescencia específica marcada para cada 

lanzador, para un tipo dado de HPV dado el receptor es activado por la 

extensión del oligonucleótido 5’ complementaria al 3’ del receptor 

emparejado, uniéndose por síntesis de la ADN polimerasa y la conversión del 

receptor de cadena sencilla a doble cadena con la simultánea liberación del 

quenching y la emisión de fluoresencia. Cada receptor, y  su correspondiente 

HPV, se pueden distinguir de los otros que comparten el mismo fluoróforo por 

fusión de análisis de la curva en 3 pasos específicos durante la PCR en 

tiempo real (14). 

 

El conocimiento de la etapa en la que la curva de fusión se convierte 

en positivo nos permite semi cuantificar la carga viral, desde baja (positiva 

después de 40 ciclos de PCR), a intermedio (positiva dentro de 31 a 39 

ciclos), a alto (positivo antes de 31 ciclos). La grabación de datos y la 

interpretación se automatizaron con el software de visualización Seegene de 

acuerdo con las instrucciones del fabricante. 
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2.11. Análisis de datos 

Todos los datos recolectados en la ficha fueron ingresados en una 

base de datos, colocando las variables y los resultados de todos los análisis 

realizados. Los nombres de los pacientes fueron protegidos con un código 

establecido por el proyecto de acuerdo al sitio de procedencia de la 

muestras. Las pruebas realizadas fueron evaluados por Softwares Epidat 3.1 

y EpiInfo 3.5.4, para el respectivo análisis epidemiológico, usando regresión 

logarítmica con el estadístico    y p-value y analizando factores de riesgo 

para los factores sociodemográficos (OR).  



 
 

 

 

 

 

 

 

Capítulo 3:  

Resultados 

 

 

 

 

3.1. Matriz sociodemográfica del estudio 

La población de estudio fue de 145 muestras, 107 resultaron positivas 

para HPV y 38 negativas con PCR universal, usando primers MY11/09. A 

continuación, la matriz basada en factores sociodemográficos del estudio
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Tabla III Matriz de comportamientos sociodemográficos de la 

población de estudio, mostrándose los rangos de edades, centro de atención 

médica, estado civil, escolaridad,  y situación laboral. 

 

Rango de Edades Número de muestras

30-39 60

40-49 32

50-59 18

60-69 21

70 en adelante 14

Centros de atención médica

Solca Guayaquil 110

Hospital de Infectología 19

Maternidad Enrrique 

Sotomayor   

16

Estado Civil

Soltera 44

Casada 49

Divorciada 9

Viuda 7

Unión Libre 36

Escolaridad

Elemental 19

Primaria 57

Secundaria 58

Pre Tecnológico 3

Universitario 8

Situación Laboral

 Ama de casa 122

Estudiante 4

Obrera 11

Profesional 5

Comerciante o Informal 3
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Utilizando los programas Epidat 3.1 y EpiInfo 3.5.4,  la prueba de 

regresión logarítmica con el estadístico   , para factores de la matriz 

sociodemográfica se calculó los valores de O.R. y р-value con intervalo de 

confianza de 95%, obteniendo los siguientes resultados: 

- Rango de edades.- el valor de O.R. fue  0.9945 y p fue 0.6821 siendo 

no significativos. 

- Estado civil.-  el valor de O.R. fue 0.9891 y valor p fue 0.3607 siendo 

no significativos. 

- Escolaridad.- el valor de O.R. fue 0.9825 y valor de p fue 0.3751 

siendo no significativos. 

- Situación laboral.- el valor de O.R. fue 0.9699 y el valor de p fue 

0.1036 siendo no significativos. 
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3.2. Detección de HPV mediante primers MY11/09 en distintos rangos 

de edad. 

 

Gráfico 2 Detección de HPV en rangos de edades establecidos. En el rango 

de 50-59 años de edad, la frecuencia de HPV positivo fue del 83.333%, 

siendo la más alta en esta población. 
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3.3. Detección de HPV con primers MY11/09 según la lesión cervical 

de la paciente. 

 

Gráfico 3 Frecuencia de HPV con primers MY11/09 según la lesión cervical 

previa. Para las muestras con LSIL, el porcentaje de positivos fue de 73.91%, 

y para HSIL fue de 73.77%. A partir de los positivos para HPV con ambas 

lesiones cervicales, se procede a realizar el análisis con la tecnología 

Anyplex II 28. 
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3.4. Detección de monoinfección e infecciones múltiples con la 

tecnología Anyplex II HPV 28, Seegene 

 

  

Gráfico 4 Análisis realizado por la tecnología Anyplex II 28, tan sólo el 

13.33% de pacientes en el rango de 50-59 años de edad tuvieron una mono 

infección, en la mayoría de los rangos de edad, las infecciones múltiples 

fueron del 100%  
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3.5. Frecuencia de los genotipos detectados por la tecnología 

Anyplex II 28 HPV, Seegene 

 

 

Gráfico 5 Número de casos de cada uno de los genotipos detectados por la 

tecnología Anyplex II 28. La mayor frecuencia fue HPV 58, luego HPV 70 y 

HPV 16.  

 

De los resultados presentados, en el caso de las infecciones múltiples, 

la misma muestra podía dar más de un genotipo. Por lo tanto, las frecuencias 
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son el porcentaje correspondiente al número de veces que aparece un 

genotipo determinado en mi población de estudio. De los 28 genotipos que 

detecta la tecnología Anyplex II HPV 28, el Genotipo 58 fue el de mayor 

frecuencia. Con esta revisión general, podremos asociar la presencia de 

cada genotipo encontrado con la lesión citológica que presentaba. 

 

3.6. Frecuencias de genotipos encontrados según la lesión cervical 

previa de cada paciente 

 

 

Gráfico 6 Barra de frecuencias de lesiones de bajo grado (LSIL) y de alto 

grado (HSIL), por cada uno de los genotipos detectables para la tecnología 

Anyplex 28. Las lesiones de alto grado fueron las prevalentes en la mayoría 

de casos. 
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3.7. p-value 

Realizando la prueba t de dos colas, dando un valor de p= 0,001. 

Indicando estadísticamente que al tener una lesión cervical de alto grado 

(HSIL) la probabilidad de tener un HPV de alto riesgo HR-HPV  es mayor. 

 

  



 
 

 

 

 

 

 

 

 

Capítulo 4: 

Discusión 

 

 

 

 

En el presente trabajo se estudió la epidemiología molecular de HPV 

en mujeres de la ciudad de Guayaquil. Las relaciones estadísticas para los 

factores rango de edad (OR: 0.9945; p: 0.6821), estado civil (OR: 0.9891; p: 

0.3637), escolaridad (OR: 0.9699; p: 0.3751) y situación laboral (OR: 0.9699; 

p: 0.1036) de la matriz sociodemográfica fueron no significativas 

estadísticamente. En el presente estudio un gran número de pacientes 
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presentaron una escolaridad de primaria y secundaria. Respecto a la 

situación laboral, gran parte del estudio lo comprendían amas de casa, 

aunque, estos factores fueron no significativos. Respecto a los cofactores 

virales, muchos datos no fueron llenados en la ficha de registro por lo que no 

se pudo generar un análisis para esos factores. 

 

Varios factores han sido relacionados con infección HPV y lesiones 

cervicales. Según Soto et al, cofactores como el nivel educativo, ingesta 

excesiva de alcohol, tabaquismo, resultado de citología anormal, fueron 

predictores para el desarrollo de las infecciones por HPV, siendo conductas 

investigadas tales como asociación de infección por HPV  y su progresión a 

cáncer cérvico. De dicho estudio, el 90.5% de las mujeres fueron positivas, y 

de lo cual el 94.3% tiene HR-HPV (28,32).Un estudio en Ecuador reportó que 

en  Ecuador las mujeres con menor escolaridad y baja posición 

socioeconómica tienen menos posibilidades de control médico y de realizarse 

la prueba de Papanicolaou (60).  

 

 En el presente estudio se obtuvo 73.90% de positivos  y 26.20% de 

negativos para HPV. De los positivos para HPV, el  73.91% presentaba LSIL, 

y el 73.77% presentaba HSIL. Varios países de América del Sur han 

propuesto estandarizar programas nacionales de detección y de cribado para 
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HPV (30,68). Un estudio reportó el 80.5% de positivo para HPV (70).  Se ha 

reportado que la prevalencia de HR-HPV aumenta según la lesión cervical. 

Las pacientes asintomáticas tan sólo presentaron el 4% de HR-HPV, 

mientras que las pacientes que presentaban ASCUS/LSIL/HSIL, fueron entre 

el 60-90% de HR-HPV (48). Estudios realizados en Ecuador, reportaron que 

el 97% de la población estudiada (Costa-Sierra y Oriente) fue positiva para 

HPV, mientras que el 3% fue negativo (71). 

 

La tecnología de Anyplex II HPV 28 fue realizada a partir del resultado 

de lesión cervical y PCR universal con primers MY11/09. Estudios garantizan 

lo eficiente que es la tecnología Anyplex II HPV 28 para estudios 

epidemiológicos utilizando muestras cervicales frescas, pero no se aconseja 

basar un estudio sólo con esta tecnología, es necesario que tenga un ensayo 

clínico previo como Papanicolaou o colposcopía (67). El genotipo más 

frecuente que este estudio detectó con la tecnología Anyplex II HPV 28, fue  

HPV 58, con una frecuencia de 22.30% en la población de estudio. De este 

porcentaje, el 85.5% de casos tuvieron una HSIL y el 14.4% una LSIL. Los 

siguientes genotipos más frecuentes fueron el HPV 70 con un 13.79% de 

frecuencia, teniendo un 20% con LSIL y un 80% con HSIL y el HPV 16, con 

un 13.56%, con el 18.6% de LSIL y el 81.3% de HSIL. Resultados de un 

estudio previo nos indica que el 42% de su población fueron infecciones 

múltiples, las cuales sino se hubiese aplicado el ensayo, igual hubiesen sido 
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positivas para HPV (67). En presencia de cáncer cérvico la prevalencia 

combinada de HPV16 y 18 es del 67.7% según un reciente estudio africano 

(59). 

 

Un meta análisis sobre la prevalencia del HPV en lesiones cervicales 

en América Latina y el Caribe demostró que el 46,5% de los casos de HSIL 

tuvo HPV-16 y el 8,9% de los casos de LSIL tuvo HPV-18(72). Para este 

trabajo, el 85,57% de HSIL tuvo HPV 58, el 18.64% fue HPV 16, observando 

que a nivel de Latinoamérica el HPV 58 no ha sido reportado entre los más 

frecuentes.  

 

Según García et al. (2012), reporta que HPV16 fue el más frecuente 

(35.3%)  aumentando su presencia según aumentaba el grado de lesión. 

HPV  31 fue el segundo más frecuente y como tercero más frecuente HPV 58 

(34). Explica la alta frecuencia del genotipo 58  por el número de inmigrantes 

de América latina que ha llegado en la  última década, poniendo énfasis que 

el cáncer cérvico es un problema importante para la salud pública (60). 

Según Azuma, en un estudio realizado en Japón los tres principales tipos 

más frecuentes fueron el HPV 16 (24,1%), el HPV 52 (17,5%) y el HPV 58 

(10,7%) (73). 
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Respecto a las infecciones múltiples encontradas en nuestro estudio, 

en una misma muestra se pudo detectar hasta 8 genotipos diferentes. De 

todas las posibles combinaciones dentro de las infecciones múltiples, se 

encontró una frecuencia de 9.35% de HPVs 58-16-70, del grupo de  positivos 

para HPV.  Un estudio realizado en Egipto, documenta que en general 37,0% 

de pacientes HPV positivas fueron coinfectados con más de un tipo de HPV. 

Cuatro de cada nueve pacientes HPV-16 positivas (44,4%) fueron 

coinfectadas con otros tipos de HPV y una de cada tres mujeres HPV-18 

positivas (33,3%) fue coinfectadas con otros HR-HPV (70). Datos publicados 

indican que múltiples tipos de LR-HPV en una sola infección no aumenta el 

riesgo hacia una HSIL. Mientras que aquellas pacientes infectadas con 2 o 

más tipos de HR-HPV tenían un mayor riesgo de LSIL (7). Un estudio 

realizado por British Columbia, reporta que mujeres mayores de 30 años 

presentan en un 6.1% HR-HPV a partir de muestras de citología previa (74). 

 

Investigaciones de SOLCA en el año 2005, destaca la presencia de 

HPV 18 ya sea solo o asociado a otro genotipo de HPV (75). El HPV 66 

también fue bastante frecuente a pesar de no ser HR-HPV y el genotipo HPV 

16 ocupó el tercer lugar entre los casos que dieron positivos(75). En el año 

2009, hubo un estudio reportado donde se valuaron muestras de Quito y 

Tosagua, encontramos una tasa de infección de HPV de 4,95% en las 

mujeres que buscan una prueba de Papanicolaou. La  prevalencia es algo 
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más baja que los reportadas en otros países de América Latina, como 

México (14%), Chile (14%) 14, Colombia (16,8%) y Argentina (15,5%). La 

prevalencia encontrada en este estudio fue parecida a los datos en Bolivia 

(5,2%) y, México (4,8%). 

 

HPV 16  y HPV 18 han sido por muchos años los HR-HPV reportados 

a nivel mundial como los de mayor prevalencia en cáncer cervical. En los 

resultados de este trabajo, tenemos el HPV 58 como el de mayor frecuencia 

y la asociación de 3 tipos de HPV, que son: 16-58-70, dos reportados como 

HR-HPV y el HPV 70 a pesar de ser LR-HPV fue el segundo más frecuente 

en este estudio y se encuentra asociado a HR-HPVs. 

 

  



 
 

 

 

 

 

 

 

Capítulo 5: 

Conclusiones y Recomendaciones 

 

 

 

 

5.1. Conclusiones 

- El estudio realizado  fue de tipo transversal y observacional respecto a 

la epidemiología molecular de HPV en mujeres en la ciudad de 

Guayaquil que presentaban una lesión cervical. 
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- Los métodos citológicos como Papanicolaou y colposcopía son 

importantes para detectar a tiempo la alteración de las células en el 

cuello uterino, pero la genotipificación  de HPV es esencial en la 

epidemiología, en el triaje y el monitorio de pacientes a largo plazo. 

 

 

- Por mucho tiempo, la PCR universal y Captura Híbrida han sido 

métodos para la detección molecular de HPV. El kit Anyplex II HPV 28 

es un ensayo preciso y capaz de detectar múltiples infecciones, siendo 

su implementación efectiva para la detección temprana de HR-HPV. 

 

 

- Los resultados de infecciones múltiples con su respectiva lesión 

cervical servirán para la elaboración de bases de datos actualizadas a 

nivel de provincia y de país.  

 

 

- HPV 16  y HPV 18 han sido por muchos años los HR-HPV reportados 

a nivel mundial como los de mayor prevalencia a cáncer cervical. En 

los resultados de este trabajo, tenemos el HPV 58 como el de mayor 
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frecuencia y la asociación de 3 tipos de HPV, que son: 16-58-70, dos 

reportados como HR-HPV y el HPV 70 a pesar de ser de bajo riesgo 

oncogénico fue el segundo más frecuente en este estudio y se 

encuentra asociado a genotipos de alto riesgo oncogénico. 

 

 

5.2. Recomendaciones: 

- Los resultados negativos por PCR universal con primers MY11/09 

debe ser evaluados con una técnica más sensible como PCR 

cuantitativa basada en Sybr Green. Ya que la técnica basada en Sybr 

Green es mucho más sensible que la técnica basada en PCR 

universal. 

 

- Un proyecto factible a  realizarse sería con pacientes que no 

presenten lesiones cervicales, ya que a nivel mundial hay reportadas 

investigaciones con pacientes asintomáticas que tienen infección de 

HR-HPV. 

 

- El presente estudio fue realizado con pacientes mayores a 30 años. 

Una opción a futuro sería realizar el estudio con mujeres menores de 
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30 años, ya que en dicha población de estudio existe una alta 

prevalencia de HPV. 

 

  



 
 

 

 

 

 

 

Capítulo 6: 

ANEXOS 
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Anexo A 

 

Ilustración 1 (a) Riesgo estimado de incidencia acumulado (0-74) %: el cáncer de cuello 
uterino. (b) Las tasas estimadas estandarizadas por edad de incidencia y mortalidad por 
cáncer de cuello uterino (76). 
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Anexo B 

Ficha clínica para la matriz de estudio de HPV. 
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Anexo C 

Consentimiento informado del proyecto HPV 
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Anexo D 

Comité de Bioética Hospital Dr. Francisco de Ycaza Bustamante 
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Anexo E 

Cobas ®PCR Cell Collection Media.- 

Una pequeña guía para la recolección y transporte de muestras.  

Múltiples dispositivos para la recolección de muestras son comúnmente 

usados en cobas®PCR. 

 

                                                                                                   

                                                                         

               

 

 

               

 

Lavar: 

- Lave el cepillo lo más rápido posible en el 

vial de solución empujando el cepillo en la 

parte inferior del frasco 10 veces. 

- Agite vigorosamente el cepillo para poder 

liberar el material. 

Obtener: 

- Inserte el cepillo hasta el cérvix. 

- Presione suavemente y gire el cepillo en   

dirección de las manecillas del reloj cinco 

veces. 

- Retire el cepillo.    
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Precaución: 

La muestra será rechazada si hay exceso de sangre (más de 2% v/v). Este espécimen 

tiene un color rojo o marrón oscuro en el medio de muestreo cobas® PCR Cell Media 

Collection. 

 

Ajustar: 

- Ajuste la tapa hasta que quede 

completamente cerrado. 
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Anexo F 

Casos de cáncer in situ y cáncer invasor de cuello de útero en los períodos 

de 2010-2013. 

 

Ilustración 2 Casos de Cáncer Insitu de Cérvix en mujeres-SOLCA, en los 
años 2010 hasta 2013. Tomado: Solca-Ecuador, 2014 

 

 

Ilustración 3Casos de Cáncer Invasor de Cérvix en mujeres-SOLCA, en los 
años 2010 hasta 2013. Tomado: Solca-Ecuador, 2014. 

 

 

 

 

 

 

Años 15-19 20-24 25-29 30-34 35-39 40-44 45-49 50-54 55-59 60-64 65-69 70-74 75-79 80-84 85-89 >90 TOTAL

2010 1 4 21 27 35 34 21 24 17 16 16 12 6 4 1 239

2011 4 9 23 27 18 15 18 7 9 10 7 3 1 151

2012 1 7 21 13 18 13 11 6 5 3 5 2 1 1 107

2013 1 12 20 21 19 7 9 10 8 12 7 2 3 1 132

1 10 49 91 96 89 56 62 40 38 41 31 13 9 2 1 629

Casos Nuevos de Cancer Insitu de Cervix en Mujeres - SOLCA

Años 15-19 20-24 25-29 30-34 35-39 40-44 45-49 50-54 55-59 60-64 65-69 70-74 75-79 80-84 85-89 >90 TOTAL

2010 2 9 23 30 43 51 60 50 43 45 27 22 9 9 423

2011 5 14 26 41 49 48 40 39 41 25 25 8 5 2 368

2012 2 9 28 38 47 56 63 51 45 28 17 20 8 5 2 419

2013 11 18 29 50 43 31 36 32 33 29 23 15 6 1 357

4 34 83 123 181 199 202 177 159 147 98 90 40 25 5 1567

Casos Nuevos de Cáncer Invasor  de Cervix en Mujeres - SOLCA
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Anexo G 

 

Sistema de clasificación Bethesda 2001 (Modificado) 

 

 

Ilustración 4 Sistema de clasificación citológica de lesiones cervicales 
Bethesda 2001. Tomado de: Sánchez, 2011. 
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Anexo H 

Título: Protocolo de extracción para muestra de cepillado. 

Fuente: Quiagen Qiamp DNA Mini Kit 

1. Programar el termoblock a 56ºC. antes de empezar la extracción. 

2. Verificar AW1 y AW2 que estén preparados según indicaciones del 

fabricante y que Buffer AL no esté precipitado. 

3. Se toma 1ml de  la(s) muestra(s) y se centrifuga a 8000rpm o 6000 g 

durante 5 min. Este paso se repite hasta que la concentración de Pellet 

sea adecuada para la extracción (100ul de células acumuladas 

aproximadamente).  

 Paso opcional: Si la muestra es abundante, colocar la muestra en 

tubos  Falcón de 15 ml y centrifugar  a 4°C por 10 min a 7000rpm, hasta 

quedarme con un solo pellet. 

4. Decantar hasta sólo dejar el Pellet.  

5. Se coloca 20µl de Proteinasa K  en la muestra y 200µl de de PBS. 

6.  Colocar  20µl de RNasa A (100mg/ml) y mezclar e incubar por 15 min a 

37°C (No viene en el Kit). 

7. Colocar 200µL Buffer AL. Se realiza Vortex para homogeneizar. 

Nota  1: No colocar la proteinasa K y el Buffer AL en el mismo instante. 
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Nota 2: Si el pellet de células es muy abundante, la colocación de la 

proteinasa K, el PBS y el Buffer AL deberán ser aumentados de manera 

proporcional, como ejemplo: 30ul, 300ul y 300ul respectivamente.  

8. Se incuba en el termoblock con una ligera agitación a 56 ̊C, por un 

tiempo mínimo de 10 minutos. 

Nota 1: Se puede dejar en periodos de tiempo un poco largos,  pero 

esto no va a mejorar o afectar  el producto que se desea obtener. 

9. Centrifugar brevemente para remover las gotas de la tapa. 

10. Adicionar  400 µl de etanol al 100% a la muestra  y mezclar por 15 

segundos en el vortex. Brevemente centrifugar para remover las gotas 

de la tapa. 

11. Cuidadosamente colocar 700 µl de  la mezcla en la columna, cuidando 

de no topar los bordes del tubo. Tapar la columna, colocarla  dentro del 

tubo de 2ml y  centrifugar a 8000 rpm o 6000g por 1 min. 

12. Colocar la columna en un tubo limpio y descartar el filtrado.  

13. Cuidadosamente abrir la columna y adicionar  500 µl de Buffer AW1 sin 

topar los bordes del tubo, tapar la columna. 

14. Centrifugar a  8000 rpm por 1 min. 

15. Colocar la columna en un tubo limpio y descartar el filtrado.  
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16. Cuidadosamente abrir la columna  y adicionar  500 µl de Buffer AW2, 

sin topar los bordes del tubo. Tapar  la columna.  

17. Centrifugar a  14000 rpm  por 3min.   

18. Colocar la columna en un tubo limpio  de 2ml y descartar el filtrado.  

19. Centrifugar  a 14000 rpm  por 1 min  y descartar el filtrado.  

20. Colocar la columna en un tubo limpio  eppendorf de 1.5 ml. 

21. Adicionar 50 a 100µl de Buffer AE  e incubar  a temperatura  ambiente 

por 1 min  y  luego centrifugar a 8000 rpm  por 1min. 

22. Colocar el ADN extraído para conservación a -20 ̊C  en corto plazo  
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Anexo I 

Componentes para PCR punto final β-globina: 

(a) Primers de β-Globina a utilizarse 

Primer Secuencia( 5’-3’) 
nucleótid

os 
Amplicón 

         GH20 
GAA GAG CCA AGG ACA 

GGT AC 
20 110 bp 

PC04 
CAA CTT CAT CCA CGT 

TCA CC 
20 110 bp 

    

(b) Concentración y volumen a utilizarse en el premix de PCR β-globina. 

Reactivos Concentración 

Inicial 

Concentración 

Final 

Volumen 

H2O Ajustar al Volumen  final de 25ul. 

Buffer de PCR  10x 1x 2.5µl 

MgCl 50mM 1.5mM 0.75µl 
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dNTPs 10mM 0.2mM 1.25µl 

PF/BGfor 10µM 0.2µM 0.5µl 

PR/BGrev 10µM 0.2µM 0.5µl 

Taq 5U/µl 0.4µ 0.08µl 

ADN  100ng/175ng  

Volumen Final 25µl 

(c) Ciclaje utilizado para PCR punto final de β-globina 

Ciclaje de PCR Punto Final 

Temperatura Tiempo Repeticiones 

95 ̊C 5 min 1x 

95 ̊C 1 min  

40x 
55  ̊ 1 min 

72 ̊C 1 min 
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72 ̊C 10 min 1x 

4 ̊C ∞ 1x 

 

Amplicón Esperado: 110pb 

Tomado de: Kit Invitrogen ―Platinum  Taq DNA Polymerase‖ 
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Anexo J 

 

Título: PCR punto final  para  diagnosticar HPV. 

Fuente: Kit Invitrogen ―Platinum Taq DNA Polymerase‖ 

MY11/09 

(a) Primers degenerados para la detección de HPV: MY11/09, los cuales 

son capaces de detectar 36 genotipos de HPV (15). 

 

Nombre de secuencia y tipo HPV

MY11……………………………………………. GCM CAG GGW CAT AAY AAT GG

HPV-6…………………………………………… … … … … … … ..

HPV-11………………………………………… … … … … … … ..

HPV-16………………………………………… … … ..C ..C … … ..

HPV-18………………………………………… … … … … … … ..

HPV-26………………………………………… … … … … … … ..

HPV-31………………………………………… ..T … … ..C … … ..

HPV-33………………………………………… … ..A … … … … ..

HPV-35………………………………………… … ..C ..C … … … ..

HPV-39……………………………………….. … … ..C ..C … … ..

HPV-40……………………………………….. … … ..C ..C … … ..

HPV-42………………………………………… … ..A … ..C … … ..

HPV-45………………………………………… … … ..C … … … ..

HPV-52………………………………………… ..G … ..C ..C … … ..

HPV-53………………………………………… … … … … … … ..

HPV-55……………………………………….. ..G … ..C ..C … … ..

HPV-56………………………………………… … ..A ..C … … … ..

HPV-58………………………………………… … ..A … … … … ..

HPV-59………………………………………… ..T … … TTA … … ..

MY09……………………………………………. CGT CCM ARR GGA WAC TGA TC

HPV-6…………………………………………… … … … … … … ..

HPV-11………………………………………… … … … … … … ..

HPV-16………………………………………… … ..T … … … ..

HPV-18………………………………………… … … … ..T … ..

HPV-26………………………………………… ..C ..T ..T … ..T … ..

HPV-31………………………………………… ..A … ..T … … … ..

HPV-33………………………………………… … … … … … … ..

HPV-35………………………………………… ..G … ..C … … … ..

HPV-39……………………………………….. … … … ..G ..T … ..

HPV-40……………………………………….. … ..T ..T … ..T … ..

HPV-42………………………………………… .TA ..T … … ..T … ..

HPV-45………………………………………… ..A … … ..T … ..

HPV-52………………………………………… .TA ..T … … … … ..

HPV-53………………………………………… .TG … … … … … ..

HPV-55……………………………………….. .TA … … … ..T … ..

HPV-56………………………………………… .TA … ..T … ..T … ..

HPV-58………………………………………… … … … … … … ..

HPV-59………………………………………… … … … … … … ..

Secuencia (5'-3')

MY11/09 alineamientos de secuencia
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(b) Concentración y volumen a utilizarse en el premix de PCR MY11/09. 

Reactivos Concentración 
Inicial 

Concentración 
Final 

Volumen 

H2O Ajustar al Volumen  final de 25ul. 

Buffer de PCR  10x 1x 2.5µl 

MgCl 50mM 1.5mM 0.75µl 

dNTPs 10mM 0.2mM 1.25µl 

PF/MY11 10µM 0.2µM 0.5µl 

PR/MY09 10µM 0.2µM 0.5µl 

Taq 5U/µl 0.4µ 0.08µl 

ADN  100ng/175ng  

Volumen Final 25µl 
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(c) Ciclaje utilizado para PCR punto final de MY11/09. 

 

Ciclaje de PCR Punto Final 

Temperatura Tiempo Repeticiones 

95 ̊C 5 min 1x 

95 ̊C 1 min  

40x 
57  ̊ 1 min 

72 ̊C 1 min 

72 ̊C 10 min 1x 

4 ̊C ∞ 1x 

 

Amplicón Esperado: 450 bp 

Tomado de: Kit Invitrogen ―Platinum  Taq DNA Polymerase‖ 
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Anexo K 

Protocolo Anyplex II HPV 28 

Título: Multiplex qPCR para detectar HPV 

Tomado de: Seegene Inc. 

Tabla IV Componentes del Kit Anyplex II 28 HPV. 

Symbols Contents Volume Description 

 

4X HPV28 A 
TOM 

500 µL TOCE Oligo Mix 
(TOM) 

- Amplification 
and detection 
reagents 

 

4X HPV28 B 
TOM 

500 µL TOCE Oligo Mix 
(TOM) 

- Amplification 
and detection 
reagents 

 

4X Anyplex 
PCR Master 

Mix (with 
UDG) 

500 µL X 2 - DNA 
Polymerase 

- Uracil DNA 
glycosylase 
(UDG) 

- Buffer 
contaning 
dNTPs 

 

HPV28 PC1 100 µL Positive control (PC) 

- Mixture of 
pathogen 
clones 
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HPV28 PC2 100 µL Positive control (PC) 

- Mixture of 
pathogen 
clones 

 

HPV28 PC3 100 µL Positive control (PC) 

- Mixture of 
pathogen 
clones 

 
RNase-free 

water 
1000 µL X 2 Ultrapure quality PCR 

grade 

Negative control (NC) 

- Sterilized wáter 
as negative 
control 

 

Pasos a seguir: 

- Toma de muestra de cepillado cervical (Revisar Anexo 5) 

- Cuantificación ADN mediante Nanodrop 200(Thermo Scientific) 

- PCR β-globina para comprobar la presencia de ADN (Revisar Anexo 

6) 

- Extracción de ADN de HPV con primers MY11/09 (Revisar Anexo 7) 

- Positivos HPV realizar la reacción del kit, que se detalla a 

continuación: 
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Tabla V Volumen necesario de cada uno de los componentes para la 

preparación de la reacción para detectar infecciones múltiples. 

 

Volumen Descripción 

5 µL 4X HPV28 A TOM or B TOM 

5 µL 4X Anyplex PCR Master Mix (with 
UDG) 

5 µL RNase-free wáter 

5 µL Sample’s nucleid acid 

20 µL Total volumen of PCR reaction 

 

Nota: Para ejecutar la reacción de control positivo, preparar tres tubos de 

PCR para cada conjunto, seis tubos de PCR en total; 

Para un conjunto, primer tubo con PC1, segundo tubo con PC2 y tercer tubo 

con PC3. 

Para el grupo B, primero tubo con PC1, PC2 segundo tubo con y tercera tubo 

con PC3. 
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Figura 6 Colocación de controles positivos en el Set A y Set B. Fuente: 

Seegene Inc, 2013 

- Seleccionar en el menú del software, la configuración de experimento. 

- Definir el perfil térmico de la siguiente manera. 

 

- Seleccionar el volumen final de las reacciones: 20 µL 
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- Seleccionar los fluoróforos (FAM, HEX, Cal Red 610, 670 Quasar y 

Quasar 705) que será utilizado en el experimento. 

- Una vez corrido el experimento, confirme los resultados de la curva. 

- Exportar los datos y asegurarse de guardarlos en carpeta. 

- Analizar los resultados: 

 

 

Figura 7 Resultados prueba Kit Anyplex II 28 HPV 
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