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RESUMEN 

El cáncer de cuello uterino es la segunda neoplasia maligna en la población femenina a 
nivel mundial siendo el virus de papiloma humano (HPV) la causa principal. El objetivo de 
este estudio preliminar fue determinar el tipo de HPV en mujeres atendidas en el Instituto 
Nacional del Cáncer en Diciembre del 2007, por amplificación de cadena de la polimerasa 
asociado a digestión por enzimas de restricción (PCR-RFLP) y observar la frecuencia de 
otros factores de riesgo asociados al cáncer. HPV fue detectado en 14 de 15 mujeres con 
resultados anormales de citología y/o colposcopía. Ocho de las 14 mujeres fueron 
positivas para HPV de alto riesgo – HR HPV (tipos 16, 31, 58, 33, 45), presentando 6 de 
las 8  mujeres resultados de biopsia de neoplasia intraepitelial cervical I y III (CIN I y CIN 
III).  Se observó un caso de infección múltiple con los tipos de HR-HPV 33 y 45. Fueron 
observados 7 casos con falta de concordancia entre los resultados de citología, 
colposcopía y biopsia, en los cuales la detección de tipos de HR-HPV contribuyó a 
identificar las mujeres con mayor riesgo de desarrollar CIN. Se observó en algunos casos 
la presencia de otros factores de riesgo para CIN, como el consumo de cigarrillo por 10 y 
30 años y el uso de anticonceptivos orales por 20 años. En conclusión, los resultados 
preliminares sugieren que la detección de tipos de HPV por PCR-RFLP puede ser útil para 
orientar el manejo del paciente. 
 
Palabras Claves: Tipificación de HPV, PCR-RFLP, muestras cervicales. 
 
ABSTRACT 
Cervical cancer is the second malignant neoplasia in women population worldwide being 
the human papilloma virus (HPV) the main causative agent. The aim of this preliminary 
study was to determine the type of HPV in women that attended the National Institute of 
Cancer in December, 2007 by polymerase chain reaction associated with restriction 
enzymes digestion (PCR-RFLP) and to observe the frequency of other risk factors 
associated with cancer. HPV was detected in 14 of 15 women with abnormal results of 
cytology and / or colposcopy. Eight of 14 samples were positive for high risk HPV – HR 
HPV (types 16, 31, 58, 33, 45) and 6 of these women showed biopsy results of I and III 
cervical intraepithelial neoplasias (CIN I and CIN III). A case of multiple infections with 33 
and 45 HR-HPV types was observed. In seven cases, a lack of concordance between the 
results of cytology, colposcopy and biopsy was observed. In these cases, the detection of 
HR-HPV types contributed to identify women with higher risk of developing CIN. In some 
cases, the presence of other risk factors for CIN was observed such as smoking for ten 
and thirty years and the use of oral contraceptives for twenty years. In conclusion, the 
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preliminary results obtained suggest that the detection of HPV types by PCR-RFLP can be 
useful to orientate the management of the patient. 
 
Keywords: HPV typing, cervical samples, PCR-RFLP.  
 
INTRODUCCIÓN 
  El cáncer de cuello uterino es la segunda neoplasia maligna en la población femenina a 
nivel mundial presentándose más de 490.000 casos nuevos por año, ocurriendo el 80% 
en países en vías de desarrollo (1). El Paraguay ocupa el tercer lugar en la incidencia del 
cáncer de cuello uterino con una tasa de 53,2x100.000 mujeres entre los países 
latinoamericanos (2).  
  Estudios de cohortes prospectivos y de caso control sostienen que una infección 
persistente del virus de papiloma humano (HPV) es el factor de riesgo más significativo 
para el desarrollo de cáncer de cuello uterino (3).  
  Existen más de 100 tipos de HPV, de los cuales, aproximadamente 40 infectan las su-
perficies mucosas del epitelio ano-genital  y son clasificados como tipos de HPV de alto 
(HR-HPV) o bajo riesgo (LR-HPV) basados en su potencial oncogénico (3).  

  El grupo de LR-HPV comprende los tipos 6, 11, 40, 42, 43, 44, 54, 61, 70, 72 y 81, los 
cuales, pueden causar cambios benignos o de bajo grado en células cervicouterinas, 
siendo los tipos de HPV 6 y 11 detectados en el 90% de las verrugas genitales(4). El 
grupo de HR-HPV comprende los tipos 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 68, 
73 y 82 que son detectados en más del 95% de los casos de cáncer de cuello uterino (5).  
  Aproximadamente la mitad de los hombres y mujeres sexualmente activas en algún 
momento de sus vidas están infectados con HPV, considerándose un problema de salud 
pública por ser la infección de transmisión sexual más frecuente (6-8).  
  Existen otros factores que pueden estar asociados con la persistencia de HPV y el 
desarrollo de cáncer de cuello uterino; como la inmunosupresión, el tabaco, las 
infecciones con Chlamydia, la multiparidad y el uso prolongado de anticonceptivos (9,10).  
  Entre los métodos utilizados para el screening de cáncer de cuello uterino el examen 
preventivo más común es el estudio citológico (Papanicolaou-Pap), el cual detecta las 
alteraciones celulares causadas por la infección viral (9). Otro método utilizado para el 
screening de cáncer de cuello uterino es la colposcopía realizada con ácido acético al 5%, 
la cual ayuda en la identificación de lesiones precursoras de cáncer de cuello uterino 
aumentando la sensibilidad de la citología, siendo el diagnóstico de referencia de lesiones 
precancerosas la colposcopía con biopsia dirigida (11). 
  Los métodos convencionales mencionados anteriormente detectan la presencia de 
lesión escamosa intraepitelial pero no el tipo de HPV presente en la lesión, lo cual podría 
ser relevante en el manejo clínico de las lesiones cervicales y cáncer (12). Actualmente 
se han desarrollado métodos moleculares como el basado en la amplificación de cadena 
de la polimerasa (PCR) que asociado al polimorfismo de fragmentos de DNA obtenidos 
por enzimas de restricción (RFLP), permite detectar e identificar más de 30 tipos 
específicos de HPV (13). 
  El Paraguay posee una alta incidencia de cáncer de cuello uterino, sin embargo existen 
solo dos estudios epidemiológicos sobre tipificación viral de HPV por el método de PCR en 
cáncer de cuello uterino infiltrante (14,15).  
  Aún no existen datos de los tipos de HPV circulantes en la población general. A partir del 
año 2008 se encuentra disponible en el Instituto de Investigaciones en Ciencias de la 
Salud (IICS) el servicio de tipificación viral de HPV en muestras cervicales por el método 
de PCR RFLP.  
  El objetivo de este estudio preliminar descriptivo fue determinar el tipo de HPV presente 
en muestras cervicales de 15 mujeres atendidas en el Instituto Nacional del Cáncer del 
Ministerio de Salud Pública y Bienestar Social (MSPBS), en Diciembre del 2007, por el 
método de PCR-RFLP y la frecuencia de otros factores de riesgo asociados al cáncer de 
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cuello uterino, a fin de proporcionar datos que puedan contribuir a orientar el manejo 
clínico de la paciente, así como ampliar el conocimiento epidemiológico sobre los tipos de 
HPV circulantes en el Paraguay.  
  
MATERIALES Y MÉTODOS 
Población 
  En este estudio fueron incluidas 15 mujeres atendidas en el Instituto Nacional del 
Cáncer, cuyas muestras cervicales fueron remitidas al Laboratorio de HPV del IICS para 
realizarse la tipificación de HPV por el método de PCR-RFLP en Diciembre del 2007. 
  Las mujeres participantes fueron seleccionadas en forma consecutiva siguiendo criterios 
previamente establecidos que fueron; un diagnóstico citológico y colposcópico dentro del 
año correspondiente y sin histerectomía total. La edad promedio de las participantes fue 
de  29 + 10 años (rango de 20 a 51 años).  
  A todas las participantes del estudio en el Instituto Nacional del Cáncer se les realizó 
una encuesta, a fin de describir la presencia de factores de riesgos asociados al cáncer. 
  Todos los datos fueron procesados respetando la confidencialidad de las participantes. 
 
Diagnóstico citológico y colposcópico  
  El diagnóstico citológico y colposcópico fue realizado por el Departamento de Patología 
Cervical del Instituto Nacional del Cáncer del Ministerio de Salud Pública y Bienestar 
Social (MSP-BS). 
  Los resultados de citología fueron clasificados según la terminología de Bethesda 
2001(16): 

1. Sin alteraciones: negativa para lesión escamosa intraepitelial o malignidad (N-SIL). 
2. ASCUS: presencia de células escamosas alteradas de significado incierto. 
3. SIL bajo grado (L-SIL): lesiones escamosas intraepiteliales de bajo grado. 
4. SIL de alto grado (H-SIL): lesiones escamosas intraepiteliales de alto grado. 
5. Carcinoma. 

 
Tipificación del virus de papiloma humano por el método de PCR-RFLP 
  La toma de muestra para el estudio de tipificación viral de HPV fue realizada por el 
Departamento de Patología Cervical del Instituto Nacional del Cáncer (MSPBS), posterior 
a la recolección del material cervical para el estudio citológico y previa a la aplicación del 
ácido acético para la colposcopía.  
  La toma de muestra se realizó utilizando un cepillo cónico especial, el cual fue colocado  
en un tubo que contiene una solución conservante que permite mantener la integridad de 
la muestra. Posteriormente la muestra fue remitida al Laboratorio de HPV del IICS para 
su procesamiento. 
  Primeramente se realizó la extracción del genoma viral (ADN) descriptas por Rabelo-
Santos et al., 2005(17). Luego se realizó la amplificación del genoma del HPV por PCR 
con primers consensus (MYO9 y MY11). Se siguieron las instrucciones de Rabelo-Santos 
et al., 2005 (17). 

  A fin de verificar la calidad del DNA extraído, todas las muestras negativas para el 
genoma de HPV fueron amplificadas por PCR utilizando primers específicos para B-
globina, siguiendo el protocolo sugerido por Wanderlei-Silva et al., 2005 (18). 

  Para determinación los tipos de HPV por el método de RFLP, todas las muestras 
positivas para HPV fueron digeridas utilizando de 5 a 10 unidades de enzimas de 
restricción (Bam HI, Dde I, Hae III, Hinf I, Pst I, Rsa I, y Sau 3 AI) según la metodología 
descrita por Bernard et al, 1994(13). Los productos digeridos fueron analizados utilizando 
un gel de poliacrilamida 7% y los patrones de bandas obtenidos fueron comparados con 
un mapa de restricción de referencia (13). 
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  Las mujeres con resultados positivos para HPV y diagnósticos citológicos y/o 
colposcópicos sugestivos de lesión escamosa intraepitelial fueron biopsiadas en el 
Departamento de Patología Cervical del Instituto Nacional del Cáncer  (MSPBS). 
 
RESULTADOS 

Según el diagnóstico citológico de un total de 15 mujeres participantes, 5 presentaron 
resultados de NSIL (33%), 8 de LSIL  (53%), 1 de HSIL (7%) y 1 de carcinoma (7%).  

Con respecto a la citología, en 14 de las 15 muestras analizadas fue observada la 
presencia de HPV por el método de PCR. Se evidenció un 80% de mujeres positivas para 
HPV con un resultado de NSIL por citología y un 100% de positividad para HPV en 
mujeres con resultados de LSIL, HSIL y cáncer invasivo. Los resultados son mostrados en 
la Tabla 1.  
  

Tabla 1. Detección de virus de papiloma humano (HPV) por el método de PCR-RFLP  
según estudios citológicos. N=15. 

Citología HPV Positivo (%) Total de muestras 
NSIL 4 (80) 5 
LSIL 8 (100) 8 
HSIL 1 (100) 1 
Ca 1 (100) 1 

Total 14 (93) 15 

N-SIL: negativa para lesión escamosa intraepitelial. 
L-SIL: lesión escamosa intraepitelial de bajo grado. 
H-SIL: lesión escamosa intraepitelial de alto grado. 
Ca: Carcinoma. 

 
Fue realizada la tipificación de HPV por RFLP en 14 muestras de mujeres positivas para 

infección viral por PCR. Tres de las 14 muestras analizadas (21%) fueron positivas para 
HPV 16 y 5/14 muestras (36%) para otros tipos de HPV también considerados de alto 
riesgo oncogénico (HPV tipos 31, 58, 33, y 45). Cabe destacar, que fueron detectados 2 
casos de tipificación de HPV indeterminados (2/14 muestras, 14%) y un caso de infección 
múltiple con los tipos de HPV 33 y 45 (1/14 muestras, 7%). Tres de las 14 muestras 
analizadas presentaron escasez de DNA HPV (carga viral) y no fue posible tipificarlas. Los 
datos son mostrados en la Tabla 2. 
 

Tabla 2. Detección de tipos de HPV por el método de PCR-RFLP según estudios citológicos. 
Citología HPV Positivo Tipificación viral  

NSIL 4  31; 16; Indeterminado 
 (a) 

LSIL 8  58; 53; 16; 33; 16; Indeterminado; 
 (33-45)(b); 

(a) 
HSIL 1  58 
Ca 1  (a) 

Total 14 - 
(a) Muestra positiva para HPV por PCR, con escasez de material (DNA HPV) para realizar  
la tipificación viral.  
(b) Infección múltiple con los tipos de HPV 33 y 45. 

 
  En relación a los resultados de HPV según el diagnóstico citológico, colposcópico y de 
biopsia, es de interés destacar a continuación 7 casos, que presentaron resultados con 
falta de concordancia. Los resultados son mostrados en la Tabla 3. 
  Los casos 1, 2, 3, 4, presentaron resultados de NSIL por citología y colposcopía positiva. 
Con respecto al resultado de HPV y biopsia, los casos 1 y 2 fueron positivos para HPV de 
alto riesgo oncogénico (HPV tipos 16 y 31) y presentaron resultados de biopsia de CIN I + 
HPV y CIN III  respectivamente, mientras que el caso 4 fue positivo para un HPV no 
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tipificable, observándose un resultado de biopsia de cervicitis crónica. No fue detectado 
infección por HPV en el caso 3. Los resultados son mostrados en la Tabla 3. 
  Los casos 5 y 6 correspondieron a mujeres con presencia de LSIL por citología y sin 
alteraciones por biopsia, sin embargo, ambos casos presentaron resultados positivos de 
colposcopía y de HPV de alto riesgo oncogénico.  
  En el caso 7 se presentó una falta de concordancia cito-colposcópica, observándose un 
resultado de LSIL por citología y uno negativo por colposcopía. Posteriormente en este 
caso se detectó HPV tipo 16 y se obtuvo un resultado de CIN I + HPV por biopsia. Los 
resultados son mostrados en la Tabla 3. 
 

Tabla 3. Resultados de estudios de citología, colposcopía, biopsia y HPV de mujeres atendidas  
en el Instituto Nacional del Cáncer, en Diciembre 2007. 

Nº  Edad Citología Colposcopía HPV RFLP/HPV Biopsia 
1 23 

 
NSIL Positiva 

 
Positiva 16 

 
CIN I + HPV 

2 40 
 

NSIL Positiva Positiva 31 
 

CIN III 

3 23 
 

NSIL Positiva Negativa - - 

4 21 
 

NSIL Positiva Positiva Escasez de 
material para 

tipificar 

Cervicitis crónica 

5 41 
 

LSIL Positiva Positiva 58 Cervicitis crónica 

6 20 
 

LSIL Positiva  Positiva 33; 45 Sin alteraciones 

7 22 
 

LSIL 
 

Negativa  Positiva 16 CIN I + HPV 

NSIL: Negativo para lesión escamosa intraepitelial; LSIL: lesión escamosa intraepitelial de bajo grado; 
HSIL: lesión escamosa intraepitelial de alto grado; Ca: carcinoma; CIN I: Neoplasia intraepitelial cervical 
grado I; CIN III: Neoplasia intraepitelial cervical grado III. 

 
Con respecto a factores que pueden estar asociados con la persistencia de HPV y el 

desarrollo de cáncer de cuello uterino, se observó que de 10 mujeres positivas para HPV 
con resultados de biopsia anormales, 4/10 casos presentaron inicio de relación sexual 
temprana entre 15 a 16 años, 4/10 más de dos parejas sexuales, 5/10 multiparidad con 
más de 2 hijos, 3/10 consumo prolongado de cigarrillo durante medio, 10 y 30 años y 
1/10 uso de anticonceptivos orales por 20 años. Los resultados son mostrados en la Tabla 
4. 

Tabla 4. Factores de riesgo de cáncer de cuello uterino asociados a mujeres positivas para  
HPV con resultados de biopsia anormales. 

Citología Biopsia Factores de riesgo asociados 
NSIL CIN I + HPV IRS:20 años; NºPS: 2; NºEmbarazos: 2; TAO:-; TF:- 
NSIL CIN III IRS: 17 años; NºPS:3; NºEmbarazos:-; TAO: medio 

año; TF:- 
LSIL CIN I IRS: 15 años; NºPS: 2 ; NºEmbarazos: 4; TAO: - ; TF: 

- 
LSIL CIN I IRS: 15 años; NºPS: 5; NºEmbarazos: 3; TAO: -; TF: - 
LSIL  CIN I + HPV IRS: 19 años; NºPS: 1; NºEmb: 1; TAO: -; TF: - 
LSIL CIN I + HPV IRS: 18 años; NºPS: 2; NºEmbarazos: -; TAO: -; TF: - 

LSIL CIN I + HPV IRS: 16 años; NºPS: 6; NºEmbarazos: 1; TAO: -; TF: 1 
año 

LSIL CIN III IRS: 15 años; NºPS: 3; NºEmbarazos: 4; TAO: -; TF: 
10 años 

HSIL CIN III IRS: 18 años; NºPS: 4; NºEmbarazos: 5; TAO: - ; TF: - 
Ca Carcinoma infiltrante 

grado II 
IRS: 17 años; NºPS: 1; NºEmbarazos: 5; TAO: 20 
años; TF: 30 años 

NSIL: Negativo para lesión escamosa intraepitelial; LSIL: lesión escamosa intraepitelial de bajo grado; HSIL: 
lesión escamosa intraepitelial de alto grado; Ca: carcinoma; CIN I: Neoplasia intraepitelial cervical grado I; 
CIN III: Neoplasia intraepitelial cervical grado III; IRS: inicio de relación sexual; NºPS: número de parejas 
sexuales; TAO: tiempo de consumición de anticonceptivos orales; TF: periodo de tiempo que fuma. 
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DISCUSIÓN 
 Mundialmente el cáncer de cuello uterino es la segunda causa de tumor maligno en las 
mujeres, siendo en el Paraguay la causa más frecuente. En el presente estudio se realizó 
por PCR RFLP la tipificación viral de muestras cervicales de mujeres con resultados 
citológicos y colposcópicos normales y anormales.  
 Se observó un resultado positivo para HPV en 14 de las 15 mujeres, lo cual puede 
deberse a que con excepción del caso 5 todas las mujeres participantes poseían 
resultados de citología y/o colposcopía sugestivos de lesión escamosa intraepitelial (Tabla 
3).  
Se evidenció un caso de infección múltiple con los tipos 33 y 45 (1/14 muestras, 7%), lo 
cual puede atribuirse a que diferentes tipos de HPV comparten la misma vía de 
transmisión, por tanto tienden a ser transmitidos juntos, presentándose por ello, las 
infecciones múltiples de HPV con una alta frecuencia del 20 al 30% en mujeres de la 
población general (19).  
 Dos del total de casos positivos para HPV (14%) presentaron un resultado de tipificación 
indeterminada por RFLP. Estudios sugieren que estos resultados se deben generalmente a 
la presencia de una infección múltiple con más de dos tipos de HPV, lo cual da un patrón 
de restricción de difícil interpretación (20). 
 En relación al diagnóstico citológico y colposcópico, es de interés resaltar los casos 1 y 2  
que presentaron resultados de citología de NSIL, de colposcopía positiva, de HPV de alto 
riesgo oncogénico y  de biopsia de CIN I y CIN III respectivamente. El resultado 
observado puede deberse a que la citología tiene un porcentaje de falsos negativos 
aproximadamente de un 20%.(21) Estudios previos en concordancia con estos casos 
demuestran que la utilización de métodos moleculares que permitan realizar la tipificación 
viral complementaria a la citología aumentan los valores de sensibilidad de detección de 
lesión escamosa intraepitelial a casi un 100% (22). 

El caso 4 corresponde a una mujer positiva para HPV con resultado negativo para SIL 
por citología/biopsia, lo cual puede atribuirse a que la técnica de PCR es muy sensible 
permitiendo detectar la presencia de infección viral aun en ausencia de lesión (22). 

 El caso 3 corresponde a una mujer con resultados de citología de NSIL, colposcopía 
positiva y HPV negativa. En un estudio de meta-análisis Mitchell et al., 1998, observaron 
que la colposcopía presentó una sensibilidad del 96% y una especificidad del 48% para 
distinguir entre tejidos normales y con lesión, lo cual sugiere que en este caso el 
resultado de colpocopía positiva pudo deberse a un falso positivo (23). 
 Cabe destacar que gracias al alto valor predictivo negativo mayor a 95% de los métodos 
basados en PCR para detección de HPV las mujeres con diagnóstico citológico de NSIL y 
negativas para dicho virus (caso 3) tienen un riesgo reducido de desarrollar lesión 
escamosa intraepitelial (22). 
  Los casos 5 y 6 correspondieron a mujeres con resultados de LSIL por citología, 
colposcopía positiva, HPV de alto riesgo oncogénico y sin alteraciones por biopsia. 
Considerando los resultados de citología, colposcopía y HPV el resultado de biopsia 
observado pudo deberse a que el área seleccionada para realizar dicho estudio pudo no 
ser la más representativa (24). 
  Cabe destacar que en el caso 6 se observó una infección múltiple con los tipos de HPV 
33 y 45 considerados de alto riesgo oncogénico. Estudios demuestran que mujeres que 
presentan infecciones con múltiples tipos de HPV poseen un riesgo aumentado de 
desarrollar lesión escamosa intraepitelial, pero aún no está claro si el riesgo es mayor a la 
suma de los riesgos que posee cada tipo de HPV individual (9). 
  En el caso 7 se observó un resultado de citología de LSIL, colposcopía negativa, HPV tipo 
16 y de biopsia de CIN I+HPV. En concordancia con este caso, estudios demuestran que 
en una frecuencia del 20 al 40% pueden observarse resultados de colposcopía falsos 
negativos en pacientes con un diagnóstico histológico de pre-cáncer, sugiriendo que la 
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toma aleatoria de más de una biopsia en ciertas ocasiones puede aumentar la sensibilidad 
de la colposcopía para detectar la presencia de lesión (24,25). 
  En relación a los datos obtenidos de tipificación viral, el HPV tipo 16 fue detectado en 
3/14 casos de mujeres positivas para HPV. El estudio ALTS Trial de seguimiento por 2 
años incluyendo 5060 mujeres con ASCUS y 542 mujeres con CIN III, demostró que 
mujeres infectadas con HPV 16 tienen 38 veces más riesgo de desarrollar cáncer de cuello 
uterino que las mujeres HPV negativas. Las mujeres infectadas con otros tipos de HPV 
oncogénicos presentan 7,2 veces más riesgo de cáncer (26). 
  Con respecto a otros factores de riesgo asociados al cáncer de cuello uterino como; 
inicio de relación sexual temprana, más de dos parejas sexuales, multiparidad, 
consumición prolongada de tabaco y anticonceptivos orales, debe considerarse que  
estudios previos  demostraron que los mismos pueden duplicar o triplicar el riesgo de 
desarrollar lesiones pre-neoplásicas o neoplásicas en mujeres infectadas 
persistentemente con HPV de alto riesgo oncogénico (9). 
  En suma, los resultados de la serie de casos analizados demostraron que los datos de 
tipificación de HPV al ser utilizados juntos a los obtenidos en estudios citológicos y 
colposcópicos pueden aumentar la eficacia de detección de lesiones escamosas 
intraepiteliales, contribuyendo a resolver casos con falta de concordancia citológica y 
colposcópica, orientando el manejo clínico de la paciente. Cabe destacar, que mujeres 
que presentan factores de riesgo como consumo prolongado de tabaco y anticonceptivos 
orales, número elevado de parejas sexuales y multiparidad asociados a la infección 
persistente con tipos de HPV de alto riesgo oncogénico poseen un riesgo mayor de 
desarrollar lesiones pre-neoplásicas y neoplásicas.   
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