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Resumen 
El cáncer de cérvix uterino continúa siendo un problema de salud pública a nivel mundial, 
pese los avances en prevención. La citología, la colposcopía y la detección de DNA y 
RNA de HPV son pruebas claves en la detección de este cáncer; pero presentan 
limitaciones relacionadas con su especificidad y variabilidad en la interpretación del 
analista. En este sentido, los biomarcadores MCM, Ki-67 y p16 han surgido como una 
alternativa, sin embargo, su presencia no es exclusiva para el HPV, el CaCU y las lesiones 
asociadas. La proteína E4 se ha propuesto como biomarcador de las lesiones de bajo grado 
del cérvix uterino, siendo el transcripto más abundante de las lesiones productivas. Los 
anticuerpos séricos contra las proteínas del HPV son una alternativa viable, ya que 
permiten detectar de manera indirecta y amplificada la presencia de antígenos virales, 
asociándose además con las diferentes etapas de la infección. Teniendo en cuenta esto el 
objetivo fue: "Evaluar el perfil de inmunoglobulinas séricas IgM, IgA e IgG contra E4 de 
HPV16 como biomarcadores de lesión temprana del cérvix uterino". Este es un estudio 
retrospectivo transversal realizado con un banco de sueros de 169 mujeres de 18 a 65 años 
con diferentes grados de lesión en cérvix, del Hospital General de Cuautla “Dr. Mauro 
Belauzarán Tapia”. La detección de las inmunoglobulinas se realizó por ELISA con 
antígeno HPV16 E4 producido in vitro. La prevalencia general de anti-E4 en la población 
de estudio fue de 28.4%, y de esto el 30% fueron mujeres Sin Lesión (SL), CIN1 22.5%, 
CIN2 27.5%, CIN3 29.4% y CaCU 40%. Análisis de regresión logística de anti-E4 
ajustado por características sociodemográficas, mostró una sensibilidad de 21.6%, una 
especificidad de 92.1% y un AUC de 0.6867, lo que sugiere ser un buen marcador. Entre 
los isotipos, IgG fue el que mejor rendimiento mostró, presentando una clara asociación 
con lesiones de alto grado, sugiriéndose como un biomarcador de progresión. Los 
anticuerpos α-E4/IgG representan una alternativa complementaria a la citología y la 
colposcopía, con un gran potencial para lograr la identificación temprana de mujeres con 
riesgo de progresión a CaCU, siendo este el hallazgo de mayor relevancia en el estudio. 
El isotipo IgM fue el más prevalente en todos los grupos, aunque refleja principalmente 
infecciones recientes o reinfecciones, su presencia en todos los grados del cérvix uterino 
hace que su papel como biomarcador diagnóstico independiente se vea limitado. Mientras 
que, la presencia de IgA a nivel sérico podría estar asociado a procesos de regresión de 
las lesiones dada su presencia en las mujeres Sin Lesión y con CIN2. Factores de riesgo 
como la edad, el tiempo de actividad sexual, el número de parejas sexuales y la 
multiparidad mostraron asociaciones consistentes con los distintos isotipos, confirmando 
que su presencia puede contribuir al desarrollo de la enfermedad hasta llegar a lesiones 
de alto grado o cáncer. 
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1. Introducción 

1.1 Epidemiología del Cáncer de Cérvix Uterino (CaCU) 

El cáncer de cérvix uterino (CaCU) ocupa el cuarto lugar entre los tipos de cáncer con 

mayor incidencia en mujeres a nivel mundial, siendo una de las principales causas de 

muerte en la población femenina. En la mayoría de los casos (99.7%), su aparición está 

estrechamente vinculada a la infección por el Virus de Papiloma Humano (HPV; del 

inglés, Human Papillomavirus). Entre los diferentes tipos virales, el HPV16 es el más 

común y está fuertemente asociado con la aparición de lesiones de alto grado (HSIL; por 

sus siglas en inglés, High-grade Squamous Intraepithelial Lesion) y con la progresión 

hacia el CaCU (1,2,3,4). 

Durante el año 2022 se estimaron 662,301 nuevos casos de cáncer de cérvix uterino y 

348,874 muertes asociadas al mismo, esto según lo reportado por la Agencia Internacional 

para la Investigación del Cáncer (IARC; del inglés, International Agency for Research on 

Cancer), ubicándolo en el cuarto lugar entre las causas de muerte por cáncer en mujeres. 

De estos fallecimientos, cerca del 85% ocurre en países en vías de desarrollo, donde las 

estrategias de detección y vacunación aún son limitadas (1, 4). Las regiones con mayores 

tasas de incidencia y mortalidad se concentran principalmente en Asia, África y América 

Latina, mientras que en América del Norte, Europa y Australia los índices disminuyen 

hasta diez veces (4, 5). Se proyecta que para el año 2040 el número de nuevos casos a nivel 

mundial podría aumentar hasta en un 40% alcanzando los 847,306 de los cuales 83,000 

corresponderían a América Latina (5). En América Latina, el CaCU ocupa el tercer lugar 

entre los cánceres más frecuentes en mujeres, con alrededor de 63,171 nuevos casos en 

2022. Brasil y México encabezan la lista con 18,715 y 10,348 nuevos casos 

respectivamente (5). En México, la enfermedad continúa siendo un problema relevante de 

salud pública sobre todo en mujeres con escasos recursos y con acceso limitado a los 

servicios médicos (5). 

La incidencia del CaCU aumenta a partir de los 20 años y alcanza su punto máximo entre 

los 35 y 39 años, siendo la edad promedio de diagnóstico alrededor de los 49 años y la de 

muerte los 58 (6). Entre los principales factores de riesgo asociados a la presencia de la 

enfermedad se encuentran el tabaquismo, el tiempo de actividad sexual, la multiparidad, 

las múltiples parejas sexuales, el inicio temprano de la actividad sexual y la coinfección 

con el virus de inmunodeficiencia humana (HIV, del inglés, Human Immunodeficiency 

Virus) y la clamidia.  
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En consecuencia, resulta necesario seguir profundizando en el estudio del virus y de los 

mecanismos mediante los cuales logra establecerse, persistir y provocar los cambios 

celulares que dan origen a las lesiones del cérvix uterino. Comprender su estructura y su 

ciclo de vida es fundamental para entender el desarrollo de la enfermedad y para avanzar 

en la búsqueda de estrategias de detección y prevención más efectivas.  

1.2 Virus de Papiloma Humano (HPV): estructura y clasificación. 

Los Virus de Papiloma Humano (HPV) pertenecen a la familia Papillomaviridae (7). Son 

virus pequeños, sin envoltura y contienen DNA de doble cadena circular con un tamaño 

aproximado de 8,000 pares de bases. Su cápside es icosaédrica y está formada por 72 

capsómeros pentaméricos que protegen el material genético (1, 7, 8). Hasta la fecha se han 

identificado 200 genotipos distintos de HPV, los cuales se agrupan en cinco diferentes 

géneros (Alfa, Beta, Gamma, Mu, Nu) basados en la secuencia de nucleótidos de la región 

del marco abierto de lectura (ORF; del inglés, Open Reading Frame) de L1 (1,2). Los tipos 

Alfa son los que infectan principalmente las mucosas, mientras que los géneros Beta y 

Gamma están asociados a lesiones cutáneas benignas (1).  

El genoma del HPV se divide en tres regiones bien definidas: una región temprana (E) 

que incluye los genes que codifican para las proteínas E1, E2, E4, E5, E6 y E7; una región 

tardía (L) que contiene los genes que codifican para las proteínas de la cápside L1 y L2 y 

una región no codificante (LCR; del inglés, Long Control Region) encargada de regular 

la replicación y transcripción viral (3).  

Para HPV16 se han descrito dos promotores principales p97 que controla la expresión de 

los genes tempranos, ubicándose antes del gen E6 y p670 responsable de la expresión de 

los genes tardíos, situado dentro del marco de lectura de E7 (9). 

De acuerdo con su potencial oncogénico los HPV se clasifican en bajo y alto riesgo. Los 

de bajo riesgo se asocian principalmente con verrugas o lesiones benignas, mientras que 

los de alto riesgo están directamente implicados en el desarrollo de neoplasias 

intraepiteliales y el cáncer (1). La IARC ha identificado 14 tipos de HPV de alto riesgo, 

entre los que se destacan el HPV16 y EL HPV18 dado que son los de mayor incidencia, 

además de HPV31, 33, 35, 45, 52 y 58 como los más relevantes por su capacidad para 

inducir carcinogénesis (10).  
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1.3 Historia natural de la infección por HPV. 

El cérvix uterino constituye la parte inferior del útero y está conectado a la vagina a través 

del canal endocervical. Dicho canal se encuentra revestido por dos tipos de epitelios uno 

escamoso estratificado que cubre el ectocérvix y otro columnar, que recubre el 

endocérvix. La unión entre ambos tipos celulares se conoce como unión escamocolumnar 

y es precisamente en esta zona donde ocurre con mayor frecuencia la infección por HPV 
(11).  

El virus penetra en el epitelio a través de microabrasiones o microheridas que permiten 

su acceso hacia las capas basales, donde se encuentran las células con mayor capacidad 

proliferativa. Este paso inicial es determinante debido a que las células basales son las 

únicas que permiten el establecimiento de la infección (12,13).  

Una vez que el virus ingresa al epitelio, la proteína mayor de la cápside (L1), se une a 

receptores específicos de la superficie celular, principalmente proteoglicanos de sulfato 

de heparán (HSPG). Lo que desencadena un cambio estructural en la cápside viral, 

quedando expuesta la proteína L2, facilitando así la entrada del genoma viral al interior 

de la célula mediante un proceso endocítico. Posteriormente, el DNA viral se transporta 

hasta el núcleo donde permanece en forma episomal (12,13). 

Durante la fase inicial de la infección, las proteínas E1 y E2 regulan la replicación del 

genoma viral, mientras que las oncoproteínas E6 y E7 interfieren en los mecanismos de 

control del ciclo celular mediante la degradación de las proteínas p53 y pRb, 

respectivamente, evitando así la apoptosis y asegurando la replicación viral (13).  

Conforme las células infectadas migran hacia las capas superficiales del epitelio, se activa 

la expresión tardía del virus donde intervienen los promotores p97 y p670, que regulan la 

producción de proteínas como E4, L1 y L2. En este punto, la proteína E4 facilita la 

amplificación del genoma viral y participa en la liberación de los nuevos viriones, 

mientras que E5 contribuye a la evasión de la respuesta inmune al interferir con la 

presentación de antígenos a través del complejo mayor de histocompatibilidad tipo I 

(MHC-I) (12, 13). Por último, la liberación de los viriones ocurre cuando las células 

superficiales infectadas completan su proceso de diferenciación y mueren permitiendo la 

salida y diseminación de los viriones hacia las células vecinas (13) (Fig.1). 
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Figura 1. Ciclo de vida del HPV16 durante la infección productiva. (A) Representación de la piel para 
observar el patrón de expresión genética de HPV16, a medida que migra el virus hacia la superficie celular. 
Tras la infección, el genoma viral se mantiene en forma episomal en un número bajo de copias. Durante la 
diferenciación epitelial, el promotor p97 dirige la expresión de los genes E6 y E7 necesarios para la entrada 
en la fase S (rojo). El promotor p670 se regula al alza en las capas epiteliales superiores, las proteínas de 
replicación viral (E1, E2, E4, E5) aumentan en abundancia (verde), facilitando la amplificación de los 
genomas virales (azul). E4 persiste en las capas superiores, donde se encuentran las proteínas de la cápside 
viral (amarillo). (B) Las células de las capas epiteliales inferiores son componentes en fase S. La 
amplificación del genoma viral comienza en estas células, pero cesa una vez que pierden su capacidad de 
expresar las proteínas en la fase S (Tomado de Doorbar J, et.al. 2005 (14)).  
 

La persistencia de la infección viral junto con la integración del DNA de HPV al genoma 

de la célula hospedera coinciden con alteraciones genéticas que favorecen la 

transformación neoplásica del epitelio cervical. Este proceso se manifiesta 

histológicamente como neoplasias intraepiteliales cervicales (CIN; del inglés, Cervical 

Intraepithelial Neoplasia) que pueden ser:  

• CIN1: El tercio inferior del epitelio se encuentra afectado. 

• CIN2: Se afectan al menos dos tercios del epitelio. 

• CIN3: Se afectan más de dos tercios del epitelio y puede progresar a CaCU (3, 11) 

(Fig.2).  

El diagnóstico temprano de estas lesiones es esencial, ya que la progresión hasta CaCU 

puede tardar entre 10 y 12 años. Durante este tiempo, la infección puede progresar, 

persistir o avanzar, dependiendo de la respuesta inmunológica del huésped, el tipo viral y 

los factores de riesgo asociados. Comprender cada una de estas etapas permite explicar la 

evolución natural de la infección y resalta la importancia de contar con herramientas 

diagnósticas más sensibles y específicas que faciliten la detección oportuna de las lesiones 

precursoras del CaCU. 
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Figura 2. Epitelio del cérvix uterino. Diferentes grados de lesión que se producen en consecuencia a la 
infección por HPV (Tomado de Scarth JA, et.al. 2021)(9). 

 

1.4 Entorno actual de las pruebas diagnósticas para la detección de HPV, CIN y 

CaCU. 

La detección de las neoplasias intraepiteliales cervicales y el cáncer de cérvix uterino 

comenzó con la prueba de Papanicolau (Pap) en la década de 1950. Esta técnica consiste 

en recolectar células de la zona de transformación del cuello uterino con una espátula o 

pequeño cepillo llamado cytobrush. Posteriormente, las muestras se tiñen y se observan 

al microscopio para identificar alteraciones celulares de tipo canceroso o precanceroso, 

como el agrandamiento nuclear, irregularidades en la membrana nuclear o la 

hipercromasia. Esta prueba permite predecir la presencia de lesiones, aunque no 

determina si el HPV está presente (15, 16, 17). Cuando el resultado del Pap indica lesión, la 

Organización Mundial de la Salud (OMS) recomienda realizar una colposcopía. Esta 

consiste en la inspección visual del cérvix por parte de un experto mediante la aplicación 

de ácido acético y Lugol, lo que facilita la identificación de posibles áreas alteradas del 

cérvix uterino (18). No obstante, tanto el Pap como la colposcopía presentan limitaciones, 

ya que se basan en la morfología celular y en la interpretación subjetiva de los cambios 

inducidos por el HPV, lo que puede dar lugar a sesgos. En el caso del Pap, una toma de 

muestra inadecuada también podría afectar la sensibilidad de la prueba y requerir la 

repetición de frotis, con el riesgo inevitable de que algunas pacientes se pierdan durante 

el seguimiento (15, 16, 17). 

Con el fin de superar estas limitaciones, se han desarrollado pruebas para la detección del 

DNA de HPV, basadas en el hecho de que el cáncer de cérvix uterino se asocia en un 99% 

con la infección por este virus (16). Estas pruebas se realizan a partir de una biopsia de 
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tejido cervical, la cual se analiza mediante la Reacción en Cadena de la Polimerasa (PCR; 

del inglés, Polymerase Chain Reaction). Este método permite amplificar el genoma viral 

e identificar el tipo de HPV presente en la muestra (18). Aunque su especificidad es 

variable (47-80%), la sensibilidad para detectar lesiones precancerosas es alta (90-100%), 

por lo que se consideran adecuadas para la detección temprana, permitiendo la 

identificación de las mujeres negativas y, por tanto, con un riesgo mínimo de desarrollar 

la enfermedad (16, 17). Sin embargo, la utilidad de las pruebas de DNA de HPV se ve 

limitada por la alta prevalencia de la infección en la población general. Muchas mujeres, 

especialmente las menores a 30 años, presentan infecciones transitorias o asintomáticas 

que suelen resolverse de manera espontánea. Por esta razón, estas pruebas se emplean con 

mayor frecuencia en mujeres mayores a 30 años en quienes, la infección tiende a persistir 
(16). Además, a pesar de su efectividad en la detección de las lesiones de alto grado (HSIL), 

las pruebas de DNA de HPV aún presentan limitaciones relacionadas en gran medida con 

la correcta toma de la muestra, lo que puede conducir a un sobrediagnóstico y 

sobretratamiento, propiciando la sobresaturación de los sistemas de salud (16, 18). 

En este contexto las pruebas basadas en la detección de mRNA de HPV se han convertido 

en una opción prometedora dado que el mRNA refleja la expresión de genes virales y 

dado que el nivel de expresión de estos genes está directamente relacionado con la 

progresión de la enfermedad, su detección temprana representa un marcador sólido para 

el diagnóstico y la clasificación. En particular, las regiones correspondientes a los 

transcritos de los oncogenes E6 y E7 han adquirido gran relevancia ya que suelen estar 

presentes en mujeres con infecciones activas ya sea de tipo productivas o transformadoras 

y ausentes en aquellas con DNA de HPV positivo para una infección reciente (16). No 

obstante, al igual que las pruebas de DNA, las basadas en mRNA todavía no discriminan 

con exactitud entre las infecciones de bajo grado que pueden resolverse de manera 

espontánea y las lesiones precancerosas de alto grado. Además, no permiten identificar el 

tipo específico de HPV cuando existen múltiples infecciones activas en una misma lesión 
(19). Estas limitaciones han impulsado a la búsqueda de metodologías complementarias, 

entre las cuales el uso de biomarcadores con resultados claros y reproducibles representa 

una alternativa prometedora. 
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1.5 Proteínas biomarcadores celulares. 

Los biomarcadores son moléculas biológicas que pueden medirse en muestras de sangre, 

orina u otros fluidos corporales y que brindan información sobre procesos bilógicos, 

siendo herramientas útiles en el diagnóstico y pronóstico de enfermedades, como el 

cáncer (20).  

Cuando la infección por HPV persiste en el epitelio del cérvix uterino, tanto el genoma 

viral como el del huésped sufren alteraciones, mediadas en gran medida por las 

oncoproteínas E6 y E7, tal y como se mencionó anteriormente. El incremento en la 

expresión de estas proteínas conduce a la sobreexpresión de ciertos reguladores del ciclo 

celular entre los que se encuentran p16, Ki-67 y MCM. Estas proteínas han demostrado 

ser valiosas como biomarcadores subrogados de la actividad de E6 y E7, siendo 

considerado p16 como el ¨estándar de oro¨ entre ellos (21). 

Después de p53, p16 es el segundo gen supresor de tumores más frecuente, regula vías 

clave del ciclo celular, incluyendo pRb-E2F y su sobreexpresión se ha propuesto como 

un biomarcador subrogado de la oncoproteína E7. En células infectadas por HPV, la 

degradación de pRb promovida por E7 provoca la activación de E2F y con ello la 

expresión descontrolada de p16 (22, 23). En el epitelio cervical sano, la expresión de p16 es 

prácticamente nula mientras que en las lesiones asociadas a HPV de alto riesgo puede 

estar significativamente aumentada (Fig.3). A pesar de ello, su expresión difusa en CIN1 

y su presencia en otros cánceres no relacionados con HPV limitan su especificidad 

diagnóstica (22, 24, 25).  

Por su parte, Ki-67 es otra proteína útil en la evaluación de la proliferación celular. Está 

presente en todas las fases activas del ciclo celular (excepto en G0) y por tanto, ha sido 

empleada para estimar la fracción de células en división. En el cérvix normal, Ki-67 se 

limita a las capas basales, mientras que en lesiones CIN su expresión se extiende a todo 

el espesor epitelial. No obstante, también puede estar aumentada en otras condiciones 

hiperproliferativas, lo que representa una limitación para su especificidad (23). 

MCM-2 es una helicasa asociada a la replicación del DNA cuya expresión también se ve 

incrementada en presencia de E6 y E7. Mientras que en epitelios normales su expresión 

se restringe a las capas basales, en las lesiones de alto grado alcanza hasta los dos tercios 

superiores del epitelio, lo que la posiciona como biomarcador útil para CIN3 y CaCU 

(Fig.3). Sin embargo, su presencia no es exclusiva del cáncer de cérvix uterino (21, 23). 
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La proteína E4 se ha propuesto también como un posible biomarcador en la identificación 

de las lesiones tempranas del cérvix. 

 
Figura 3. Biomarcadores del epitelio estratificado del cérvix uterino durante la infección por HPV.  
(A): En el epitelio no infectado, la proteína celular MCM (roja) generalmente es detectable en niveles bajos 
solo en las capas de células basales y parabasales. La presencia de la proteína p16 es débil en el epitelio no 
infectado. B. Las proteínas MCM (roja) y p16 (marrón) se encuentran sobre expresadas y en gran parte del 
epitelio. La proteína E4 (verde) se observa en abundancia en las capas superiores (Modificado de Griffin 
H, et.al.2015 (26)). 

 

1.6 La proteína E4 de HPV. Estructura, características y funciones.  

La proteína E4 está codificada en un ORF dentro de la Región de Expresión Temprana 

del HPV. El ORF de E4 está contenido dentro del ORF de E2, mientras que el codón de 

inicio para su traducción se encuentra dentro del mRNA que codifica para E1. Su 

expresión ocurre justo antes de las proteínas de la cápside L1 y L2, iniciándose cuando la 

célula hospedera activa el promotor viral tardío (27). E4 presenta un peso molecular 

aproximado de 10 a 44 kDa y su longitud varía según el tipo de HPV al que pertenezca, 

siendo en HPV16 de 92 residuos de aminoácidos (27). Se puede dividir en tres regiones 

principales: la secuencia N-terminal rica en leucina, la región central rica en prolina y la 

secuencia C-terminal. Esta última, a su vez está compuesta por tres zonas: una región 

cargada positivamente, una región cargada negativamente y una región en bucle, donde 

la secuencia de aminoácidos experimenta un giro. Se ha propuesto que dicha región en 

bucle contiene los principales epítopos inmunes dominantes dentro de la proteína, siendo 

por tanto el sitio de unión de los anticuerpos (27, 28) (Fig.4). 

 

 

 

  

Biomarcadores en epitelio sin infectar 

A 

Biomarcadores en epitelio infectado 

B 
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Figura 4. Estructura de la proteína E4 de HPV16. La región en bucle se encuentra sombreada en azul. 
Los aminoácidos azules son los que se encuentran cargados negativamente, los rojos positivamente y los 
marcados en anaranjado son los ricos en prolina. (Tomado de Doorbar J, et.al.2013 (27)) 
 

En HPV16 la proteína se localiza fundamentalmente en el citoplasma, aunque se ha 

observado también en el núcleo, pero en proporciones muy bajas. A diferencia de otros 

tipos de HPV, en los que se encuentra en gránulos de inclusión citoplasmáticos, en el 

epitelio se localiza en las capas superiores donde se ensambla en fibras similares a la 

amiloide (27, 29). 

Se le atribuyen a E4 varias funciones dentro del ciclo de vida viral, pues se ha demostrado 

su participación en la detención de la progresión del ciclo celular hacia la mitosis, 

específicamente en la fase G2, favoreciendo así la amplificación del genoma viral. En el 

caso de HPV16, esto ocurre mediante el secuestro de los complejos CiclinaB/CDK1 y 

CiclinaA/CDK2, ambos esenciales para la progresión del ciclo celular. Este secuestro está 

mediado por la región central de la proteína, entre los aminoácidos 17 y 45, e involucra 

los residuos T22 y T23 (supuesto sitio de unión de la CDK), en lugar del sitio RRL43 

(supuesto sitio de unión de la ciclina) (30).  

La superposición de los ORF de E4 y E2 y el hecho de que ambas proteínas inhiben la 

división celular, sugiere un posible sinergismo entre ellas, actuando de manera antagónica 

frente a la proteína E7, la cual estimula la entrada de las células diferenciadas a la fase S, 

promoviendo así la proliferación celular (30, 31).  

E4 se une directamente a las queratinas, interaccionando fuertemente con la queratina 18, 

perteneciente a la familia de filamentos intermedios tipo I. Sin embargo, su unión con la 

queratina 8 (familia tipo II) es débil y no muestra afinidad por la vimentina. Esta 

interacción con las queratinas está mediada por los 16 aminoácidos presentes es su 

extremo N-terminal. Además, la fosforilación de E4 de HPV16 en T57 por las p42 MAPK 

potencia esta unión. En presencia de E4, la red de queratinas se entrecruza y 

posteriormente se desorganiza, provocando su colapso hacia la periferia nuclear. Se 

considera que este proceso facilita la liberación de los viriones (27). Tras el colapso de la 

red, la proteína se asocia a las mitocondrias. El grupo leucina del extremo N-terminal es 

fundamental para esta interacción. E4 induce el desprendimiento mitocondrial de los 
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microtúbulos, seguido de la reducción de potencial de membrana mitocondrial y la 

activación de la apoptosis. La inducción de estas propiedades apoptóticas podría hacer 

que las células escamosas sean más frágiles, lo que facilita la liberación de los viriones 
(30, 31).  

Otra función atribuida a E4 podría estar relacionada con su unión a la helicasa de RNA 

DEAD-box a través de su extremo C-terminal, alterando su actividad ATPasa. Sin 

embargo, la relevancia de esta interacción aún no está completamente esclarecida (31). 

Tal y como se mencionó anteriormente, la proteína E4 ha sido considerada un blanco 

importante en la búsqueda de biomarcadores para la identificación temprana de las CIN 

que con el tiempo pueden progresar a CaCU. 

 

1.7 E4 como biomarcador. Importancia de la proteína. 

E4 puede visualizarse fácilmente en biopsias mediante inmunotinción, lo que permite su 

detección en lesiones causadas por diversos tipos de HPV, incluyendo los que afectan a 

perros, conejos, ganado y humanos, representando además el transcrito más abundante de 

las lesiones productivas (20-30%) (19).  

En un estudio realizado por Griffin Heater et al. 2012, se observó la posibilidad de utilizar 

anticuerpos monoclonales generados contra E4 para detectar y asignar el tipo de HPV 

presente cuando coexisten varios tipos en una misma muestra de tejido. Los autores 

reportaron que la expresión de E4 es abundante en las lesiones intraepitelilaes escamosas 

de bajo grado (LSIL), mientras que en las de alto grado (HSIL) su presencia es baja o 

incluso está ausente. La expresión de E4 disminuye progresivamente a medida que avanza 

el grado de la lesión, mostrando una relación inversamente proporcional con dicho grado 

de lesión (Fig.5). Este fenómeno podría deberse a que, en el CIN3, ocurre una mayor 

integración del DNA viral, alterándose el ORF que codifica para la proteína (19). Por tanto, 

E4 se ha considerado como un biomarcador prometedor para la detección de lesiones de 

bajo grado. Sin embargo, su aplicación actual requiere de la obtención de una biopsia, lo 

que representa una limitante ya que depende de la correcta toma de la muestra (19). 
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Figura 5. Expresión de proteína E4 de diferentes tipos de HPV por grado de lesión del cérvix uterino.  
Estudio realizado por (Griffin-Heater, et  al. 2012) (19) donde se analizó la presencia de E4 en CIN1, CIN2 
y CIN3 asociados a HPV16, HPV18 y HPV58, en un tamaño de muestra 158. Demostrándose una mayor 
presencia de E4 en las lesiones de bajo grado. 
 

Como puede observarse, el uso exclusivo de un único tipo de biomarcador dificulta la 

determinación precisa de los diferentes estadios de la enfermedad. Por ello, se ha 

propuesto la utilización combinada de varios biomarcadores (24). Por ejemplo, se ha 

demostrado que el diagnóstico de CIN puede ser más específico al combinar los patrones 

de expresión inmunohistoquímica de E4 con la expresión de p16INK4A (24). Las lesiones 

con positividad p16 difusa pero limitada y positividad E4 probablemente representan 

lesiones productivas y de transformación temprana con una finalización variable del ciclo 

de vida del HPV y podrían tener una mayor probabilidad de regresión espontánea. Las 

lesiones ampliamente positivas para p16 y E4 negativas en pacientes y aquellas con una 

muestra de citología cervical positiva son a menudo lesiones ≥HSIL/CIN3 y lo más 

probable es que representen lesiones transformadoras avanzadas. Esto permite dividir a 

los CIN2 en CIN2 cercanos a CIN 1 (cuando hay positividad a E4 y p16 está en muy bajas 

proporciones o no está) y CIN2 cercanos a CIN3 (cuando hay positividad para p16 y E4 

está en bajas proporciones o no está), lo que permite determinar si la CIN2 avanzará o 

retrocederá en el tiempo (24). Aunque estas pruebas muestran una alta especificidad, 

todavía dependen del análisis de muestras de tejidos o de lavados cervicales en los cuales 

el número de células infectadas por HPV puede ser inferior al 1% lo que hace difícil la 

detección de pacientes con riesgo de desarrollar CaCU. Por ello se requieren pruebas con 

alta especificidad, pero menos invasivas. En este sentido la detección de anticuerpos 

séricos se ha convertido en una alternativa prometedora (17). 
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1.8 Anticuerpos séricos como biomarcadores de infección y lesiones. 

Los anticuerpos, también conocidos como inmunoglobulinas (Ig), son proteínas 

sintetizadas en los vertebrados como respuesta a la exposición a antígenos, estructuras 

extrañas reconocidas por el sistema inmunológico. Desempeñan un papel crucial como 

mediadores de la inmunidad humoral, ofreciendo protección contra diversas clases de 

microorganismos (32). Son conocidas cinco clases de anticuerpos: IgD, IgM, IgG, IgA e 

IgE (17, 33). 

Disímiles son los estudios que relacionan la asociación entre los anticuerpos y el riesgo 

de padecer cáncer. (33). Por ejemplo, se ha sugerido durante mucho tiempo que los 

anticuerpos (IgG e IgM) contra los antígenos del virus de la hepatitis B (anti-HBc) son 

factores predictivos del carcinoma hepatocelular (HCC) (33, 34, 35). Otros informaron que 

existe un mayor riesgo de aparición del cáncer gástrico en pacientes con títulos de IgG 

anti-H. pylori indetectables (36). Lo que sugiere que dada la fuerte asociación entre el 

riesgo de presentar una enfermedad y la presencia de las inmunoglobulinas es de suponer 

que las Ig pueden ser biomarcadores eficaces en la detección de patologías y en la 

determinación del estadio de las mismas.  

HPV no es la excepción, pues durante décadas se ha estudiado la respuesta inmune 

humoral contra las proteínas del HPV para el análisis del ciclo viral, así como marcadores 

de cánceres asociados al virus en diferentes sitios anatómicos como ano, vulva, vagina, 

pene y cuello uterino (33, 37). De manera general, los anticuerpos séricos contra proteínas 

de HPV son una forma indirecta de detectar la presencia de antígenos virales y ser 

asociados con el estadio de la infección y/o de la enfermedad, lo que les permite tener un 

alto potencial como biomarcadores de las neoplasias y el cáncer. La expresión de las 

proteínas del virus se ha correlacionado con datos serológicos, siendo útil en la posible 

determinación de infecciones previas, presentes y persistentes. De manera general las 

inmunoglobulinas IgM se han correlacionado como posibles biomarcadores de una 

infección temprana o actual, las IgA, el isotipo predominante en las superficies mucosas 

y en las secreciones, en ocasiones se ha relacionado con procesos de eliminación y por 

último, las IgG, la clase predominante de anticuerpos en el suero humano, se ha 

relacionado con infecciones persistentes o pasadas (17, 38). 

Son varios los estudios que han tratado de relacionar la presencia de anticuerpos contra 

las proteínas del HPV y los diferentes grados de lesión. A continuación, se muestran 

algunas de las conclusiones a las que se han arribado en dichos estudios: 
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• Anticuerpos anti-L1: Se ha detectado la generación de anticuerpos neutralizantes 

contra L1 (entre 8 y 9 meses) siendo la respuesta lenta (39). Recientemente un 

estudio demostró la posibilidad de emplear anticuerpos IgG como predictores de 

progresión y anticuerpos IgA como predictores de regresión, esto en los diferentes 

estadios del cáncer orofaríngeo (40). 

• Anticuerpos anti-VLP-L1: Se ha observado una asociación entre los IgG contra 

VLP-L1 y la detección de DNA de HPV16, especialmente alrededor de ocho 

meses después del diagnóstico. Apareciendo estos anticuerpos con mayor 

frecuencia en mujeres con alta carga viral, lo que sugiere una infección persistente 

relacionada con la presencia de HSIL. (42, 41). 

• Anticuerpos anti-E2: La presencia de anticuerpos IgA contra E2, sugiere que 

pueden ser empleados como biomarcadores de las lesiones tempranas del cérvix 

uterino esto debido a su alta prevalencia en dichas lesiones (62%) en 

contraposición con las de alto grado (entre un 9 y un 31%) (17,43). 

• Anticuerpos anti-E6: Existe una fuerte asociación entre la presencia de 

anticuerpos contra E6 de HPV16 en el cáncer orofaríngeo (OPC, del inglés, 

Oropharyngeal Cancer) y la aparición de la enfermedad, sugiriendo que dichas 

inmunoglobulinas pueden ser biomarcadores predictivos de la aparición de la 

enfermedad, eso debido a que su presencia se encontró hasta diez años antes (42). 

• Anticuerpos contra E5: Se ha sugerido que la presencia de anticuerpos contra 

E5 pueden estar asociados a la desaparición de la infección en mujeres sin lesión 

y con CIN1 (44). 

En otros estudios se ha analizado la relación que existe entre la presencia de los 

anticuerpos contra las oncoproteínas E6 y E7 como posibles biomarcadores para la 

detección del cáncer de cérvix uterino y las lesiones de alto grado. En el año 2014 en un 

artículo publicado por Damen Combes J y colaboradores, se identificó que la 

seroprevalencia de los anticuerpos dirigidos contra las oncoproteínas en CaCU exhibió 

un aumento significativo del 61% en pacientes con HSIL en comparación con las mujeres 

sanas (45). Sin embargo, tanto los anti-E6 como los anti-E7 son factores predictivos de 

estadios tardíos de la enfermedad en los cuales el tratamiento y control de la misma es 

prácticamente imposible. Por tanto, se ha hecho necesario la búsqueda de biomarcadores 

de lesiones tempranas del cérvix uterino, lo que permitiría detectar oportunamente la 

enfermedad y dar tratamiento oportuno. Los anticuerpos contra E4 parecen ser una buena 
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alternativa, ya que E4 y los anticuerpos se expresan de forma temprana en el desarrollo 

de la enfermedad.  

Estudios previos de nuestro laboratorio han demostrado la prevalencia de anticuerpos 

anti-E4 hasta en un 70% en mujeres con lesiones CIN1-2 viéndose disminuida la misma 

en las mujeres que presentaban CaCU (37, 46, 47). En una revisión llevada a cabo por 

Gutiérrez Xicotencatl y colaboradores en nuestro laboratorio, se presenta un gráfico (Fig. 

6) donde se muestra la prevalencia de anticuerpos contra diferentes antígenos de HPV, 

esto en distintas poblaciones femeninas con diferente grado de lesión. Tras un análisis se 

puede observar que la prevalencia de anticuerpos séricos contra E4 es baja en mujeres 

sanas, experimentando un aumento en aquellas con lesiones CIN 1, y disminuyendo en 

mujeres con CIN2-3, siendo la mayor respuesta humoral la anti-E4. Lo que coincide con 

los patrones de expresión de la proteína mencionados con anterioridad (17).  

 
Figura 6. Prevalencia de anticuerpos anti-HPV en distintas poblaciones femeninas con diferente 
grado de lesión. En el eje de las abscisas se muestran los diferentes tipos de lesiones del cérvix uterino 
(pacientes sanos, CIN1, CIN2-3, CaCU) y en el eje de las ordenadas el porcentaje de las mujeres 
seropositivas. La respuesta inmunológica frente a las proteínas analizadas manifiesta una amplia 
variabilidad según el grado de lesión. Las proteínas L1 y VLPs-L1 exhiben respuestas similares, aunque el 
porcentaje de anticuerpos anti-L1 es mayor, alcanzando un máximo de respuesta inmunológica en las 
lesiones de alto grado. Los anticuerpos anti-E6 y E7 también alcanzan su punto máximo en HSIL, pero, a 
diferencia de L1 y VLPs-L1 en las lesiones de bajo grado los anticuerpos anti-E6 y anti-E7 son 
prácticamente indetectables. Contrariamente, los niveles de anticuerpos dirigidos contra la proteína E4 son 
bajos en mujeres sanas, experimentando un aumento en aquellas con lesiones CIN 1-2, y disminuyendo en 
mujeres con HSIL (Tomado de Gutiérrez-Xicotencatl, et.al.2016) (17). 
 

Recientemente, Salazar Piña y colaboradores demostraron la posibilidad de utilizar en 

combinación los anticuerpos séricos anti-E4 y anti-E7 para discriminar entre CaCU y 

CIN2-3, con una sensibilidad del 93.3% y una especificidad moderada de 64.1%. 

Demostrando también que la sensibilidad a los anticuerpos anti-E4 y los anti-E7 es 

elevada en cualquier momento de la actividad sexual, lo que sugiere que pueden ser 

biomarcadores para la detección temprana del cáncer de cérvix uterino (48). 

Contrariamente se conoce poco sobre la presencia de anti-E4 en otros cánceres asociados 



Introducción 

21 
 

a HPV pues se ha identificado una prevalencia menor al 30% en cáncer de ano, vulva y 

pene, lo que podría suponer que los mismos marcadores serológicos, en este caso los 

anticuerpos anti-E4, no están presentes en proporciones iguales en todos los cánceres 

asociados a HPV (37). Por lo anterior, se sugiere que los anticuerpos contra E4 podrían ser 

marcadores exclusivos para la detección de las lesiones tempranas del cérvix uterino (37). 

2. Justificación  

El cáncer de cérvix uterino, constituye el cuarto cáncer de mayor incidencia y mortalidad 

dentro de la población femenina a nivel mundial, y está relacionado en un 99.7% con la 

infección por el HPV, especialmente los tipos 16 y 18 (1,2, 3, 4).  Aunque el HPV es el 

principal factor etiológico, existen otros factores de riesgo relevantes como el 

tabaquismo, la multiparidad, las múltiples parejas sexuales y la coinfección con HIV y 

clamidia (6,7). La infección persistente por HPV puede generar lo que se conoce como 

neoplasias intraepiteliales cervicales que pueden ir desde lesiones de bajo grado (LSIL): 

CIN1-CIN2 hasta lesiones de alto grado (HSIL): CIN3 y CaCU (3). 

Los métodos actuales para la detección de las lesiones como Papanicolaou, colposcopía, 

presentan limitaciones, mientras que las pruebas moleculares de detección de DNA y 

mRNA de HPV no distinguen adecuadamente entre las lesiones de diferente grado (15,16, 

19,18). Por ello, se han estudiado biomarcadores como p16, MCM-2 y Ki-67, pero su 

especificidad es limitada debido a su presencia en otros tipos de cánceres (21). En este 

contexto, la proteína E4 de HPV, altamente expresada en las lesiones productivas (20-

30%), ha sido propuesta como un posible biomarcador para las LSIL. Sin embargo, hasta 

el momento los métodos de empleo de esta proteína como posible biomarcador dependen 

de una muestra de tejido o biopsia (19). 

Los anticuerpos séricos contra las proteínas del HPV parecen ser una alternativa viable, 

ya que permiten detectar de manera indirecta y amplificada la presencia de antígenos 

virales, asociándose además con las diferentes etapas de la infección. En particular, los 

anticuerpos anti-E4 tienen una prevalencia elevada en lesiones de bajo grado (hasta un 

70%) y disminuyen en CaCU. Por otro lado, las inmunoglobulinas séricas (IgM, IgA e 

IgG) ofrecen información sobre el estado de la infección: desde infecciones tempranas 

(IgM), hasta persistentes (IgG), mientras que las IgA se han relacionado con procesos de 

eliminación (17, 38). Por lo tanto, evaluar el perfil de inmunoglobulinas séricas contra E4 

de HPV puede ser una estrategia prometedora para mejorar la detección y diferenciación 

de lesiones de bajo grado, sustentando su análisis como eje central de esta investigación.  
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3. Pregunta de investigación. 

¿Qué perfiles de inmunoglobulinas séricas (IgM, IgA, IgG) contra E4 de HPV16 pueden 

ser utilizados como biomarcadores de lesiones del cérvix uterino? 

4. Hipótesis. 

Si la presencia de anticuerpos séricos contra E4 de HPV16 se relaciona con las lesiones 

del cérvix uterino, y las IgM se asocian a infecciones recientes, las IgA a la infección en 

las mucosas, la eliminación del virus, y lesiones de bajo grado, y las IgG a infecciones 

persistentes y lesiones de alto grado, entonces el perfil IgA-IgM estará relacionado con 

un proceso regresivo, mientras que el perfil IgA-IgG estará asociado con una infección 

persistente y un mayor riesgo de progresión a lesiones de alto grado. 

5. Objetivo General. 

Evaluar los perfiles de inmunoglobulinas séricas IgM, IgA, e IgG contra E4 de HPV16 

que pueden ser utilizados como biomarcadores de las lesiones del cérvix uterino. 

6. Objetivos específicos. 

1. Determinar la presencia de inmunoglobulinas séricas IgM, IgA, IgG contra E4 de 

HPV16 en mujeres con diferente grado de lesión en el cérvix uterino. 

2. Evaluar la asociación entre los perfiles de anticuerpos IgM, IgA, IgG contra E4 y el 

grado de lesión del cérvix uterino. 

3. Validar los perfiles de anticuerpos contra E4 de HPV16 como posibles biomarcadores 

del grado de lesión del cérvix uterino. 

4. Evaluar la asociación entre otros factores de riesgo y los perfiles de anticuerpos contra 

E4 en relación con la presencia de lesiones en el cérvix uterino. 
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7.Materiales y Métodos 

7.1. Tipo de estudio y consideraciones éticas. 

Corresponde a un estudio retrospectivo transversal anidado en un estudio previo realizado 

por la Dra. Lourdes Gutiérrez Xicotencatl (2009-2016) denominado “Evaluación del 

perfil de inmunoglobulinas séricas contra antígenos de HPV como sistema de 

diagnóstico temprano para detectar a mujeres en riesgo de desarrollar lesiones en el 

cérvix uterino”. El estudio contó con la aprobación del Comité de Ética en Investigación 

del Instituto Nacional de Salud Pública (INSP), ya que cumplió con todos los requisitos 

de ética y de confidencialidad que supone una investigación con humanos. 

7.1.2 Descripción de la población objeto de estudio.  

 Población de referencia: La población de referencia estuvo conformada por mujeres 

entre 18 y 64 años de edad que asistían a la Clínica de Displasias del Hospital General 

de Cuautla “Dr. Mauro Belauzaran Tapia”, que acudieron tras un estudio de PAP 

positivo para detección de cáncer de cérvix uterino. Se obtuvo la firma de una Carta 

de Consentimiento Informado y llenado del cuestionario “V1” (Anexo1), de 485 

mujeres de las cuales 320 tenían lesiones del cérvix y 150 no presentaban lesiones 

(grupo control). Se les realizó muestreo para estudio citológico, detección de DNA de 

HPV y toma de sangre. Los criterios de inclusión fueron: (a) asistir a la Clínica de 

Displasias del Hospital General de Cuautla, (b) tener entre 18 y 64 años, (c) tener 

residencia fija en el estado de Morelos, (d) no tener antecedentes de lesiones en cérvix, 

ni tratamiento previo, (e) sin histerectomía, (f) aceptar participar en el estudio y (g) 

firma de consentimiento informado. Mientras que, como criterios de exclusión se 

consideraron los deseos de abandonar el estudio y la pérdida de seguimiento por causa 

desconocida (Fig. 7). 

 

 Población de estudio: La población de estudio con lesiones del cérvix uterino fue 

seleccionada con base en la prevalencia de anticuerpos α-E4 (11.6%) en la población 

de referencia, previamente analizada por Salazar Piña et al. (2016)(48), mediante un 

ensayo de Slot Blot (44). Utilizando esta prevalencia y el programa Epi-Info®, se 

calculó el intervalo de confianza (IC) del 97% para determinar el tamaño de la 

muestra. Este análisis definió una muestra objetivo de 120 sueros de mujeres con 

diagnóstico de CIN, distribuidos equitativamente (40 muestras por grupo) entre CIN1, 
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CIN2 y CIN3. Sin embargo, dado que la población de referencia solo disponía de 34 

casos de CIN3, el número total de mujeres con CIN incluidas en el estudio fue de 114. 

Adicionalmente, se incluyeron los 15 sueros disponibles de mujeres con CaCU de la 

población de referencia. Por otra parte, la selección de los controles internos se realizó 

mediante pareo por edad y número de parejas sexuales. De manera general, la 

población de estudio quedó conformada por un total de 169 mujeres, distribuidas en 

los grupos CIN1, CIN2, CIN3, CaCU y sin lesión (SL) (Fig. 7). 

 

  Población control: Para la validación del ensayo, se empleó una población control 

externa a la población de estudio, compuesta por 40 mujeres adolescentes de 9 a 13 

años que no habían iniciado relaciones sexuales, ni tenían exposición previa con HPV. 

Estas adolescentes fueron seleccionadas del banco de sueros del 

proyecto: ¨Evaluación de niveles de inmunogenicidad en mujeres vacunadas 

contra HPV en México¨ (CI:883) del Dr. Eduardo Lazcano Ponce, quien cumplió 

con la aprobación del Comité de Ética del Instituto Nacional de Salud Pública (INSP). 

La selección de las muestras se realizó mediante un muestreo aleatorio simple 

utilizando el programa Win-Epi®, lo que permitió mantener la homogeneidad 

necesaria en los datos de control.  
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Figura 7. Flujograma de la población de referencia y población de estudio. Población de 
referencia: Mujeres que asistían a la Clínica de Displasias del Hospital General Cuautla: 
Dr.Mario Belauzarán Tapia (18-64 años). Población de estudio seleccionada según la 
prevalencia de anticuerpos anti-E4 (11.6%) reportada por Salazar-Piña. et al ¨2016¨ (48), el 
cálculo del tamaño de la muestra se realizó con el programa Epi Info. 

 

7.2 Producción y purificación de la proteína E4  

La proteína E4 se produjo y purificó previamente en nuestro laboratorio. Su producción 

se llevó a cabo de forma in vitro en el Rapid Translation System a altas concentraciones 

y con una baja cantidad de proteínas contaminantes de extractos bacterianos. Por medio 

de una reacción con ribosomas bacterianos, la producción de E4 se llevó a cabo a 22 °C 

durante 16 h con agitación continua, a partir del plásmido pIVEX- E4 para expresión de 

la proteína correspondiente en el sistema. Posteriormente, la proteína E4 se purificó por 

cromatografía de afinidad por medio de una columna de Ni-NTA de acuerdo con lo 
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descrito previamente (Salazar-Piña, et al, 2016) (48). Una vez purificado, el antígeno viral 

HPV16-E4 se analizó mediante inmunoblot para verificar la presencia e identidad de la 

proteína. Para ello, se empleó un anticuerpo anti-His generado en el laboratorio para 

identificar el motivo 6-His presente en las proteínas recombinantes producidas in vitro. 

La concentración de la proteína E4 producida en estas condiciones se calculó mediante el 

ensayo BCA para proteínas. 

7.3 Cuantificación de proteínas por BCA 

La concentración de la proteína E4 se determinó utilizando el Kit de ensayo para 

cuantificación de proteínas Micro BCA (Thermo Scientific ®). Para ello, se colocaron 

100 µL/pozo de la proteína y se adicionó la misma cantidad del kit preparado con los 

reactivos A, B y C en una proporción 25:24:1, respectivamente. Se construyó una curva 

estándar de proteína a partir de la albúmina sérica bovina (BSA, 2mg/mL) realizando 

diluciones seriadas que fueron desde 200 hasta 0 µg/mL (200, 40, 20, 10, 5, 2.5, 1 y 0.5 

µg/mL). Como control se incluyó el buffer de elución de la proteína E4 bajo las mismas 

condiciones experimentales. Posteriormente, la placa se incubó durante 2 horas a 37°C y 

la absorbancia se midió a 562 nm en el lector de ELISA (Thermo Fisher Scientific ®). 

Obteniéndose una concentración de 7.1 µg/mL de la proteína. 

7.4 Detección de los anticuerpos anti-E4 en suero por ELISA indirecto. 

La detección de anticuerpos anti-E4 en suero se llevó a cabo mediante un ensayo de 

ELISA indirecto. El antígeno E4 fue inmovilizado en placas para ELISA de 96 pozos a 

una concentración de 100 ng/pozo, utilizando buffer de carbonatos (pH 8.9). Las placas 

se incubaron durante toda la noche a 4°C para favorecer la adsorción del antígeno. 

Posteriormente, los sitios de unión no específicos fueron bloqueados con solución de 

bloqueo: PBS, Tween-20 0.05%, leche 5% y azida de sodio 0.02%, durante 2 h. Se 

continuó con la adición de los sueros problema en una dilución 1:100 incubándose durante 

90 minutos a 37°C. Pasado este tiempo, se utilizó un anticuerpo secundario biotinilado 

de cabra anti-Ig´s de humano, seguido de estreptoavidina-HRP, ambos fueron incubados 

durante 1 h, el anticuerpo biotinilado se incubó a 37°C, mientras que la esptreptoavidina 

se incubó a temperatura ambiente. Después de cada incubación, se realizaron lavados con 

buffer de lavado (PBS, Tween 20 0.05% y azida de sodio 0.02%), esta última fue excluida 

del buffer de lavado luego de la incubación del segundo anticuerpo biotinilado. La 

presencia de anticuerpos anti-E4 se reveló mediante la adición del sustrato TMB (3,3´.5,5-
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tetrametilbencidina) preparado en buffer de acetato de sodio (1:5), el cual fue incubado 

durante 1 h a temperatura ambiente en la oscuridad. Finalmente, la reacción se detuvo 

con 50 µL de ácido sulfúrico 1M (H2SO4) y la absorbancia se midió a 450 nm y 620 nm 

en el lector de ELISA (Thermo ®).  

Concluida la detección de anticuerpos α-E4 se procedió a la detección de isotipos 

específicos (IgM, IgA, IgG) siguiendo el mismo protocolo, pero se utilizaron anticuerpos 

específicos contra cada isotipo acoplados a biotina. En esta parte solo se incluyeron los 

sueros que resultaron positivos en el ensayo inicial. 

Es importante resaltar que los ELISA se realizaron de forma ciega en cuanto al 

diagnóstico de la lesión, para evitar el sesgo de interpretación por parte de los analistas. 

7.5 Tipificación de HPV en muestras biológicas. 

La genotipificación del HPV en las muestras del cérvix uterino fue llevada a cabo por el 

laboratorio farmacéutico LSG Clínicos, ubicado en Mexicali, Baja California, México. 

Para este procedimiento se empleó una reacción en cadena de polimerasa (PCR) seguida 

de pirosecuenciación, lo que permitió la identificación de 17 genotipos de HPV: 6, 11, 

16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 53, 54, 56, 58, 59 y 68. 

7.6 Análisis estadístico 

7.6.1 Conversión de absorbancias a Unidades ELISA (UE/mL) y estimación del 

punto de corte. 

La determinación de los títulos de anticuerpos α-E4 se realizó mediante la transformación 

de las absorbancias en Unidades ELISA (UE/mL) por medio de una curva de cuatro 

parámetros (4PL) realizada mediante el programa AssayFitPro® para la cual se utilizaron 

diluciones seriadas de un pool de 7 sueros que presentaron las mayores absorbancias para 

anticuerpos anti-E4 en el ensayo de ELISA. Por su parte, el valor del punto de corte (PC) 

se estimó utilizando el banco de sueros de la población de adolescentes y se definió como 

la media geométrica más dos desviaciones estándar (PC= 366.21UE/mL). Este mismo 

procedimiento se siguió para los resultados obtenidos de la detección de los isotipos, solo 

que en este caso no fue posible utilizar para el punto de corte a las adolescentes, en esta 

parte se tomaron a las mujeres sin lesión, para estos casos se definió como la media 

geométrica más una desviación estándar quedando establecidos en: αE4-IgM 

(PC=599.269 UE/mL), αE4-IgA (PC=181.743 UE/mL) y αE4-IgG (PC=2661.03 

UE/mL) 
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7.6.2 Análisis sociodemográfico de la población de estudio, validación clínica de 

anticuerpos anti-E4 y ajuste del modelo por factores de riesgo. 

Se realizó la descripción de las características sociodemográficas y de comportamiento 

sexual del grupo sin lesión (SL) versus los grupos CIN1, CIN2, CIN3 y CaCU, 

identificando la diferencia de proporciones con una prueba exacta de Fisher. 

Para la validación del modelo diagnóstico basado en la detección de anticuerpos α-E4 de 

HPV16, se calcularon: la sensibilidad (proporción de verdaderos positivos entre los 

individuos con la enfermedad), especificidad (tasas de falsos positivos sobre el total de 

sujetos sanos), valor predictivo positivo (VPP), valor predictivo negativo (VPN) y AUC 

(área bajo la curva, del inglés, Area Under the Curve). Inicialmente dichos parámetros se 

estimaron para los resultados obtenidos con los anticuerpos anti-E4 de HPV16. 

Posteriormente, se realizó el mismo análisis para cada isotipo de anticuerpo por separado: 

αE4-IgM, αE4-IgA y αE4-IgG. 

Adicionalmente, fue utilizado un modelo de regresión logística multinomial para estimar 

la asociación entre los niveles de anticuerpos α-E4 versus el grado de lesión del cérvix 

uterino y diversos factores de riesgo. Para cada variable fueron calculadas las razones de 

momios (OR), los intervalos de confianza del 95% (IC95%) y los p-valor, este último 

mediante el análisis de p de tendencias. Este análisis se realizó tanto para los anticuerpos 

totales α-E4 como para cada uno de los isotipos. Aquellas variables sociodemográficas y 

de comportamiento sexual que mostraron una asociación estadísticamente significativa o 

relevante fueron consideradas para el ajuste del modelo. Con base en el ajuste 

mencionado, se realizó nuevamente el cálculo de la sensibilidad, especificidad, VPP, 

VPN y AUC.  

Todos los análisis estadísticos fueron realizados en el software STATA versión 14.0, 

considerando el nivel de significancia del 10% (α=0.10). 
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8. Resultados 

8.1 Estandarización del ensayo de ELISA para detección de anticuerpos anti-E4 de 

HPV16. 

8.1.1. Estandarización de la dilución del anticuerpo anti-Ig´s totales biotinilado. 

La aplicabilidad y reproducibilidad de los ensayos ELISA dependen en gran medida de 

la correcta integración de todos los parámetros que conforman el ensayo. Pequeñas 

modificaciones en alguna de las etapas del proceso pueden generar variaciones de gran 

impacto en los resultados a obtener (49). Teniendo en cuenta esto, con el objetivo de 

determinar la presencia de anticuerpos totales α-E4 y de inmunoglobulinas séricas (α-

E4/IgM, α-E4/IgA, α-E4/IgG) específicas en mujeres con diferentes grados de lesión, se 

comenzó con la estandarización del protocolo para determinar la presencia de anticuerpos 

α-E4 en suero por ELISA.  

Uno de los puntos clave para la optimización de nuestro ensayo fue definir la dilución 

adecuada del anticuerpo secundario a través de la cual se obtienen mejores valores de 

absorbancia. Para ello, se evaluó una serie de siete diluciones seriadas en proporción 1:2 

que fueron desde 1:2,000 hasta 1:128,000 (49, 50). 

Nuestros resultados mostraron que la dilución 1:4,000 ofrecía una mejor discriminación 

entre los sueros controles, positivo y negativo, manteniendo una buena intensidad de señal 

para el control positivo y un fondo bajo para el negativo. En el resto de las diluciones se 

observó una disminución de más del 7% para el control positivo. Teniendo en cuenta los 

resultados obtenidos (Fig. 8), se seleccionó la dilución 1:4,000 como la adecuada para el 

anticuerpo secundario biotinilado, la cual fue empleada en los ensayos posteriores ya que 

ésta permite diferenciar muy bien los controles, siendo el fondo del sistema bajo. 

 

Figura 8. Estandarización de la dilución del 2do anticuerpo α-Ig´s totales biotinilado. El ensayo 
de ELISA-E4 se llevó a cabo con 100 ng de E4, los sueros de control en dil. 1:100 y el 2do anticuerpo 
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anti-Ig´s biotinilado se usó en diluciones 1:2,000, 1:4,000, 1:8,000, 1:16,000, 1:32,000, 1:64,000, 
1:128,000. Mientras que la estreptoavidina-HRP se mantuvo en dil. 1:2,000. Las barras muestran la 
desviación estándar de los datos.  

8.1.2. Estandarización de la dilución de la estreptoavidina-HRP para el ensayo 
ELISA-E4. 
 

La estreptoavidina-HRP se une a la biotina del segundo anticuerpo proporcionando un 

aumento en la sensibilidad del ensayo, con lo cual se asegura la detección de sueros con 

títulos de anticuerpos bajos, evitándose la presencia de falsos negativos (49).   

La dilución de la estreptoavidina-HRP fue muy similar a lo que se realizó con el 2do 

anticuerpo. En este caso se probaron igualmente un total de siete diluciones para analizar 

el mejor ajuste para este reactivo, las cuales fueron de 1:2,000, 1:4,000, 1:8,000, 1:16,000, 

1:32,000, 1:64,000 y 1:128,000, manteniendo constantes todos los demás parámetros del 

ensayo. Al analizar los resultados, observamos que la dilución 1:2,000 fue la que mejor 

ajustó con los controles, siendo esta dilución en donde se observa la mayor diferencia 

entre el suero positivo y el negativo con un bajo fondo del sistema (Fig. 9). 

 
 

 
Figura 9. Estandarización de la dilución de la estreptoavidina-HRP en el ELISA-E4. El ensayo de 
ELISA-E4 se llevó a cabo con 100 ng de E4, los sueros de control en dil. 1:100 y el 2do anticuerpo anti-Ig´s 
biotinilado se usó en dilución 1:4,000. De la estreptoavidina-HRP se utilizaron diferentes diluciones que 
fueron de 1:2,000, 1:4,000, 1:8,000, 1:16,000, 1:32,000, 1:64,000 y 1:128,000. Las barras muestran la 
desviación estándar de los datos. 

8.1.3 Parámetros ajustados. 

Además de la optimización de la dilución del anticuerpo secundario y de la 

estreptoavidina-HRP, se ajustaron otros parámetros del ensayo con el objetivo de 

establecer las condiciones finales y óptimas para el mismo. La Tabla I muestra un 

resumen de todos los parámetros estandarizados. 
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Tabla I. Parámetros estandarizados para ELISA-E4. 
 

 
 

Por último, se decidió analizar la reproducibilidad interensayo, con el objetivo de evaluar 

la variabilidad intrínseca del método. Para ello, se realizó una serie de ensayos 

manteniendo constantes todos los parámetros previamente definidos como óptimos, sin 

cambios en el analista, los equipos, reactivos o el tiempo de ejecución (50). Los resultados 

obtenidos muestran un coeficiente de variación (CV) para el control positivo de 5.85% y 

para el control negativo de 7.86%, lo que permitió considerar que el ensayo posee una 

variabilidad intrínseca aceptable, es decir, el método posee una buena precisión entre 

determinaciones independientes realizadas en las mismas condiciones. 
 

8.2 Descripción de la población de estudio 

En la Tabla II se muestran las características sociodemográficas y de comportamiento 

sexual de las 169 mujeres incluidas en el presente estudio, las cuales fueron divididas en 

cinco grupos de acuerdo con el grado de lesión del cérvix uterino que presentaban: SL 

(n=40), CIN1 (n=40), CIN2 (n=40), CIN3 (n=34) y CaCU (n=15). La selección de la 

población se realizó tal y como se describe en el apartado de Materiales y Métodos.  

La población estudiada presentó una edad promedio de 40.2 años (rango de 18-69 años), 

siendo el grupo de edad de 30 a 49 años el de mayor prevalencia en los diferentes grados 

de lesiones cervicales, a excepción del CIN3. En cuanto al estado civil, el 74.5% de las 

mujeres (126/169) reportaron tener pareja estable, y más del 55% tienen un nivel de 

educación primaria. El hábito de fumar fue minoritario, ya que, el 91.7% de las 

participantes declaró no fumar.  

En relación con el comportamiento sexual, un poco más del 50% de la población declaró 

haber tenido más de dos parejas sexuales a lo largo de su vida, mientras que el tiempo 

de actividad sexual (TAS) se concentró en el intervalo de 11 a 30 años de actividad. Por 
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su parte, en el número de embarazos el rango más frecuente fue el de 3 a 5 (48%) y solo 

el 27.8% de las mujeres fueron positivas para la detección de DNA de HPV (47/169). 

Mediante la prueba exacta de Fisher se realizaron las comparaciones entre el grupo SL 

frente a los grupos de mujeres con diferentes lesiones, tanto en las características 

sociodemográficas como en las de comportamiento sexual (Tabla II). Los factores de 

riesgo como edad, nivel de educación, fumar, tiempo de actividad sexual, número de 

embarazos e infección por HPV presentaron diferencias significativas o marginalmente 

significativas al realizar la comparación entre el grupo sin lesión y los distintos grados 

de lesión del cérvix uterino. Dado que se ha demostrado que estas características 

constituyen factores de riesgo de relevancia para la aparición de las lesiones, fueron 

consideradas para el posterior ajuste de los modelos de regresión (44, 51, 52). 

 

Tabla II. Características sociodemográficas y comportamiento sexual de la población de estudio. 
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8.3 Títulos y prevalencias de anticuerpos anti-E4 Ig´s totales por grado de lesión de 

cérvix uterino. 

Los títulos de anticuerpos se obtuvieron a partir de los ELISA indirectos realizados en el 

suero de mujeres sin lesión y en aquellas con distintos grados de lesión del cérvix uterino 

(CIN1, CIN2, CIN3), incluyendo los casos de cáncer (CaCU). En el grupo Sin Lesión, 

los valores oscilaron entre 85.7 y 593.1 UE/mL, y en CIN1 se observaron rangos similares 

(153.3 a 536.2 UE/mL). En contraste con los grupos CIN2 y CIN3 en los cuales se registró 

un aumento marcado, alcanzando valores superiores a las 1220.4 UE/mL, lo que sugiere 

una mayor respuesta inmunológica conforme la lesión progresa. En los casos de CaCU, 

los valores llegaron hasta 849.4 UE/mL que, aunque son menores a los observados en el 

CIN3, permanecen por encima del grupo: SL y CIN1. 

El punto de corte para los anticuerpos anti-E4 Ig´s totales se calculó tal y como se describe 

en la sección de Materiales y Métodos, quedando en 366.21 UE/mL. La prevalencia 

general fue de 28.4% (48/169). El análisis por grupos reveló que las mujeres con CaCU 

mostraron la prevalencia más alta (40.0%), seguidas del grupo Sin Lesión (30.0%). En 

los grupos CIN1 (22.5%), CIN2 (27.5%) y CIN3 (29.4%) se observó una tendencia 

ascendente en la prevalencia (Fig.10).  

 
Figura 10. Prevalencias de anticuerpos anti-E4 Ig´s totales en el grupo sin lesión, en los distintos 
grados de lesión (CIN1, CIN2, CIN3) y en el cáncer cervicouterino (CaCU). La línea discontinua roja 
representa el punto de corte (PC: 366.21 UE/mL) que corresponde a la media geométrica más dos 
desviaciones estándar. 
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8.4 Validación clínica de detección de anticuerpos anti-E4 Ig´s totales para detección 

de lesiones premalignas. 
 

La validación clínica de los anticuerpos α-E4-Ig´s totales se evaluó considerando la 

sensibilidad, la especificidad, el valor predictivo positivo (VPP), el valor predictivo 

negativo (VPN) y el área bajo la curva (AUC) para cada grado de lesión del cérvix uterino 

(Tabla III). La especificidad mantuvo valores por arriba del 75% al ser evaluada con los 

diferentes grados de lesiones en el cérvix. El VPP fue mayor en el grupo sin lesión (70.6%) 

con una tendencia a disminuir conforme avanza la lesión, hasta llegar a 54.6% en cáncer. 

En contraste, el VPN fue del 64% en CaCU (Tabla III). 

Tabla III. Análisis de sensibilidad, especificidad, VPP, VPN y AUC de anticuerpos anti-E4-Ig´s 

totales. 

 

Por otra parte, se analizó la asociación entre la presencia de anticuerpos α-E4 con los 

diversos factores de riesgo y con el diagnóstico histopatológico, a fin de identificar 

factores que pudieran contribuir a la detección de las lesiones del cérvix uterino (Tabla 

IV). Un análisis de p de tendencias se incorporó para fortalecer nuestro análisis 

estadístico. 

En el modelo de regresión logística realizado, la presencia de anticuerpos α-E4 mostró 

asociaciones positivas con los distintos grados de lesión, siendo los valores de OR de 1.28 

(IC95%: 0.37-4.51) para CIN2, 1.14 (IC95%: 0.30-4.26) para CIN3 y 3.54 (IC95%: 0.62-

20.34) para CaCU, siendo esto marginalmente significativo (p=0.0745). 

El número de parejas sexuales presentó una asociación positiva (OR = 1.04), mientras 

que el resto de los factores de riesgo analizados no mostró asociaciones positivas o 

significativas. No obstante, todos los factores de riesgo que se muestran en la tabla fueron 

incluidos en el ajuste del modelo con el propósito de optimizar el rendimiento clínico de 

la prueba. 

 

Parámetro Diagnóstico*  
SL CIN1 CIN2 CIN3 CaCU   

Sensibilidad 30.0 22.5 27.5 29.4 40.0 
Especificidad 76.2 76.2 76.2 76.2 76.2 

VPP 70.6 64.3 68.8 66.7 54.6 
VPN 36.4 34.0 35.6 40.0 64.0 
AUC 0.5310 0.5065 0.5185 0.5280 0.5810 

 
* Comparación de adolescentes vs. tipo de lesión 
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Tabla IV. Asociación entre la presencia de α-E4 y factores de riesgo. 

 
 

El ajuste del modelo se realizó tal y como se mencionó anteriormente de acuerdo con los 

factores de riesgo mencionados. Como resultado, la sensibilidad alcanzó un 21.6%, la 

especificidad alcanzó un valor de 92.1%, el VPP de 57.1%, el VPN del 70.7% y el AUC 

de 0.6867 también experimentaron un aumento, lo que valida un buen ajuste del modelo 

de manera general (Fig. 11). 

 

 
 

Figura 11. Ajuste del modelo por características sociodemográficas. La figura muestra los valores de 
sensibilidad, especificidad, VPP, VPN y AUC obtenidos. A la derecha se observa la curva ROC obtenida, la 
cual presentó un AUC de 0.6867. 
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8.5 Títulos y prevalencias de isotipos de anticuerpos (IgM, IgA, IgG) contra E4 de 

HPV en lesiones cervicales. 

Los sueros de mujeres previamente identificados como positivos para anticuerpos totales 

α-E4 fueron analizados para determinar la presencia de los distintos isotipos específicos 

IgM, IgA e IgG. Los títulos de anticuerpos para cada una de las inmunoglobulinas 

mostraron comportamientos distintos. En el caso de IgM, los valores oscilaron entre 75.2 

y 4404.5 UE/mL, mientras que los títulos de IgA se encontraron entre 38.5 y 1876.5 

UE/mL. Por otro lado, IgG fue la inmunoglobulina que presentó valores más elevados, 

superando las 8000 UE/mL. Lo que refleja una mayor magnitud de respuesta humoral 

mediada por IgG frente a E4, mientras que IgA e IgM muestran respuestas variables. 
 

Como se muestra en la Figura 12, se observó que la prevalencia de anticuerpos 

específicos varió entre los distintos isotipos. La mayor proporción correspondió a α-E4-

IgM con un 33.3% (16/48), seguida de α-E4-IgG con un 18.7% (9/48) y en menor medida 

α-E4-IgA con un 6.3% (3/48).   

 

 
Figura 12. Títulos de isotipos para anticuerpos anti-E4 (IgM, IgA, IgG) en la población de estudio. 

Las líneas discontinuas representan el PC para cada isotipo que corresponde a la media geométrica más una 

desviación estándar. Los resultados se analizaron en UE/mL, se empleó escala logarítmica para el mejor 

ajuste de µos datos. 

 

Las prevalencias de α-E4 e isotipos se analizaron en los distintos grados de lesión del 

cérvix uterino. Los anticuerpos α-E4 Ig´s totales mostraron una prevalencia que osciló 

entre 22.5% (CIN1) y 40% (CaCU), representando un aumento de 1.78 veces mayor de 

α-E4 en las mujeres con cáncer con respecto a las que tenían CIN1 (Fig. 13A). Para el 

resto de las lesiones, las prevalencias se mantuvieron en un rango constante. 
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La mayor prevalencia de α-E4/IgM (44.4%) se observó en CIN1, y se mantiene por debajo 

del 30% en el resto de las lesiones y CaCU (Fig. 13B). Los α-E4/IgA se observan en 

CIN2 (18.2%) y están ausentes en las lesiones CIN1, CIN3 y CaCU (Fig. 13C). Los 

anticuerpos α-E4/IgG muestran una prevalencia alta en CIN2 (36.4%), con una tendencia 

a la baja en CIN3 (30%) y CaCU (16.7%). Interesante fue observar que la prevalencia en 

CIN2 fue 4.36 veces mayor que en el grupo sin lesión, y de 3.6 y 2 veces mayor en CIN3 

y CaCU, respectivamente (Fig. 13D). 

 

 
 

Figura13. Prevalencia de anticuerpos totales α-E4 e isotipos según el grado de lesión del cérvix 
uterino. A. Anticuerpos α-E4 Ig´s totales. B. α-E4/IgM, C. α-E4/IgA, D. α-E4/IgG. La prevalencia se 
obtuvo para las mujeres Sin lesión (SL), con distintos grados de lesión (CIN1, CIN2, CIN3) y cáncer 
(CaCU). 

 

8.6 Rendimiento clínico de isotipos (IgM, IgA, IgG) de anticuerpos contra E4 de 
HPV. 

Una vez que se identificó la prevalencia y distribución de los perfiles de isotipos de α-

E4 presentes en los diferentes grados de lesiones del cérvix, se procedió a analizar el 

rendimiento clínico de estos perfiles de anticuerpos contra E4. Para ello, se realizó un 

análisis de sensibilidad, especificidad, VPP, VPN y AUC, para cada isotipo específico 

de inmunoglobulina (α-E4/IgM, α-E4/IgA, α-E4/IgG), mediante la comparación del 

grupo sin lesión (SL) frente a los distintos grados de lesión del cérvix uterino (CIN1, 

CIN2, CIN3 y CaCU) (Tabla V). El análisis mostró una alta especificidad (>65%) para 

la mayoría de las lesiones y cáncer, la cual fue especialmente alta (91.7%) en la 

comparación SL vs. CIN2 para α-E4/IgA y α-E4/IgG, lo que indica una buena capacidad 

del modelo para identificar mujeres positivas para CIN2+. Mientras que el VPP fue alto 
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en α-E4/IgG para CIN2 (80.0%) y CIN3 (75.0%). Por otro lado, el VPN fue 

moderadamente elevado para α-E4/IgG en CaCU (68.8%). En el resto de los casos, tanto 

el VPP como el VPN no mostraron valores representativos. 

La sensibilidad se mantuvo baja en todos los isotipos y con todas las lesiones (< 45%). 

El área bajo la curva (AUC) expuso sus mayores valores en α-E4/IgG para CIN2 (0.64) 

y CIN3 (0.60) (Tabla V).  

 
Tabla V. Análisis de sensibilidad, especificidad, VPP y VPN de anticuerpos anti-E4 de acuerdo con 

los distintos isotipos. 
 

 
* Comparación del grupo SL vs. tipo de lesión 
- No se tienen observaciones en estos grupos 

 

Las asociaciones entre la positividad de anticuerpos α-E4/IgM y las características 

sociodemográficas, de comportamiento sexual y el grado de lesión del cérvix uterino se 

evaluaron mediante una regresión logística, incorporando la p de tendencia para la mejora 

del análisis. 

En relación con el grado de la lesión del cérvix uterino, las mujeres con CIN1 

representaron un 25% del total de positivos para α-E4/IgM, lo que derivó en un OR=2.40 

respecto al grupo sin lesión, mientras que el grupo de mujeres con CIN3 representó el 

18.8% con un OR= 1.04. El tiempo de actividad sexual mostró un incremento de la 

frecuencia de positivos conforme aumentaban los años de actividad sexual. El grupo de 

 
Diagnóstico α-E4 

 α-IgM α-IgA α-IgG 
SL vs CIN1    
Sensibilidad 44.4 - - 
Especificidad 66.7 - - 

VPP 50.0 - - 
VPN 61.5 - - 
AUC 0.5556 - - 

SL vs CIN2    
Sensibilidad 27.3 18.2 36.4 
Especificidad 66.7 91.7 91.7 

VPP 42.9 66.7 80.0 
VPN 50.0 55.0 61.1 
AUC 0.5303 0.5492 0.6402 

SL vs CIN3    
Sensibilidad 30.0 - 30.0 

Especificidad 66.67 - 91.7 
VPP 42.9 - 75.0 
VPN 53.3 - 61.1 
AUC 0.5167 - 0.6083 

SL vs CaCU    
Sensibilidad 30.0 - 16.7 
Especificidad 66.7 - 91.7 

VPP 42.9 - 50.0 
VPN 53.3 - 68.8 
AUC 0.5167 - 0.5417 
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21-30 años tuvo un OR= 6.24, mientras que las mujeres con un tiempo de actividad sexual 

mayor a 21 años la OR=2.51 representa una asociación positiva. El número de parejas 

sexuales presentó también una asociación positiva OR=1.12 pero sin significancia 

estadística en este caso. 

Tabla VI. Asociación entre la presencia de anticuerpos anti-E4 isotipo IgM y factores de riesgo. 
 

 
 

No fue posible establecer una asociación entre la presencia de α-E4/IgA y las características 

sociodemográficas y de comportamiento sexual. Esto debido al bajo número de casos que 

resultaron positivos en este grupo (n=3). Aunque se realizó un análisis estadístico mediante una 

prueba p de tendencias no se obtuvieron diferencias estadísticamente significativas debido al 

bajo número de muestras. (Tabla VII). 
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Tabla VII. Prevalencias de α-E4/IgA en los grupos por lesión, tiempo de actividad sexual y número 
de parejas sexuales. 

 

Las asociaciones entre la positividad de anticuerpos α-E4/IgG y los factores de riesgo se 

evaluaron al igual que en las otras inmunoglobulinas mediante una regresión logística, 

incorporando además la p de tendencias para reforzar el análisis. 

En cuanto al grado de lesión, el grupo CIN2 fue el que mostró mayor prevalencia (44.4%), 

obteniéndose un OR de 13.01, lo que indica una asociación marcada entre la presencia de α-

E4/IgG y este nivel de lesión. Para CIN3 y CaCU también se identificaron asociaciones elevadas, 

con OR de 9.55 y 4.10 respectivamente. Además, las mujeres mayores de 50 años presentaron 

un OR de 13.27, evidenciando una asociación importante entre la positividad de IgG y este grupo 

etario. Por su parte, las mujeres con tres a cinco embarazos mostraron la mayor prevalencia de 

IgG (6%), lo que reflejó un OR de 2.15 (Tabla VIII). 
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Tabla VIII. Asociación entre la presencia de anticuerpos anti-E4 isotipo IgG y factores de 
riesgo. 

 

 
 

Una vez identificadas las características sociodemográficas y de comportamiento sexual con 

mayor influencia sobre la asociación de los distintos tipos de anticuerpos, se procedió al ajuste 

de los modelos de regresión logística. 

En el caso de α-E4/IgM el ajuste se realizó teniendo en cuenta: tipo de lesión del cérvix uterino, 

estado civil, tiempo de actividad sexual y número de parejas sexuales. Los resultados mostraron 

una baja sensibilidad (35.7%), pero una alta especificidad (90.0%), lo que indica que la prueba 

es capaz de identificar correctamente a las mujeres negativas, lo cual está en concordancia con 

el alto VPN obtenido (75.0%). En este caso se obtuvo un AUC de 0.7274, lo cual es bueno 

teniendo en cuenta el pequeño tamaño de nuestra muestra (Fig. 14). 

Por su parte, el ajuste del modelo para α-E4/IgG se realizó teniendo en cuenta: tipo de lesión del 

cérvix uterino, edad, número de embarazos e infección por HPV, mientras que el número de 

parejas sexuales se incluyó en nuestra tabla, pero no en el ajuste de nuestro modelo. En este caso 

también obtuvimos una alta especificidad y VPN correspondientes a 92.6% y 78.1% 

respectivamente, mientras que el AUC obtenido fue de 0.866, siendo el valor más alto entre 

todos los análisis realizados, lo que sugiere que nuestra prueba tiene una alta capacidad 

discriminatoria (Fig. 14). 
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Para el caso de α-E4/IgA, no fue posible realizar el ajuste del modelo debido a que solo 

obtuvimos tres casos positivos para esta inmunoglobulina lo que limitó nuestro análisis 

estadístico. 

 

 
Figura 14. Curvas ROC de los modelos ajustados para α-E4/IgM y α-E4/IgG. En la tabla se muestran 
los valores de sensibilidad, especificidad, VPP, VPN y AUC obtenidos para cada modelo. La curva de la 
izquierda corresponde al modelo ajustado para α-E4/IgM (AUC=0.7274) y la de la derecha al modelo 
ajustado α-E4/IgG (AUC=0.8663). 
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9. Discusión 

El cáncer de cérvix uterino es la cuarta causa de muerte en mujeres a nivel mundial (5) y 

pese a las campañas de prevención y a los programas de vacunación, sigue siendo un 

problema de salud importante. La detección temprana de este cáncer y de las lesiones 

precursoras es esencial para reducir la mortalidad asociada al mismo (53). Los protocolos 

actuales se basan en citología líquida (Papanicolau), colposcopía y pruebas 

complementarias como la detección de DNA y RNA de HPV (54), ya que el 99% de los 

casos están vinculados al virus (3). Sin embargo, estas pruebas presentan limitaciones de 

sensibilidad y sobre todo de especificidad, al depender de la interpretación del personal y 

de la calidad de la toma de la muestra (15, 16, 17). Esto ha contribuido a falsos positivos y a 

la saturación de los servicios de salud (16, 18). Biomarcadores como p-16, MCM y Ki-67 

se han propuesto como alternativas, pero su expresión en otros tipos de cáncer y su 

asociación principalmente con lesiones de alto grado limitan su utilidad para la detección 

temprana (25)  

9.1 Anticuerpos contra HPV como biomarcadores. 

La detección de anticuerpos séricos contra las proteínas del HPV se ha mostrado como 

una alternativa confiable ya que es una forma indirecta y amplificada de medir la 

respuesta en contra del virus. Los pacientes con carcinoma orofaríngeo (OPC), HPV16+ 

presentan anticuerpos detectables para las proteínas E1, E2 y E7 proponiéndose como 

biomarcadores potenciales para la detección del OPC asociado a la presencia del virus 
(55). Otros han asociado la presencia de anticuerpos contra E6 como un predictor de 

recurrencia del OPC (56, 57). En el caso del CaCU se han realizado investigaciones basadas 

fundamentalmente en los anticuerpos contra las oncoproteínas del virus E6 y E7 

detectándose altas prevalencias de estos en CIN3 y CaCU, lo que los hace excelentes 

predictores de los estadios avanzados de la enfermedad (45). Recientemente, un estudio 

sugiere que los anticuerpos contra la proteína E5 podrían estar asociados con la 

desaparición de la infección en mujeres sin lesión y con lesiones CIN1 (44).  

En particular, los anticuerpos dirigidos contra la proteína E4 representan una opción 

prometedora, dado que tanto la proteína como los anticuerpos se detectan en etapas 

tempranas de la infección (37). Estudios previos como el de Pedroza-Saavedra et al., 2000 

y el de Salazar Piña et al., 2016 han reportado una alta prevalencia de α-E4 en mujeres 

con CaCU siendo del 60% y del 75% respectivamente (48, 46). En nuestro estudio 
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obtuvimos resultados consistentes con los reportados por estos autores, ya que las mujeres 

con CaCU representaron el grupo con la mayor prevalencia de α-E4 (40%). 

Cabe destacar que, hasta donde se tiene conocimiento, no existen estudios previos que 

evalúen la presencia de inmunoglobulinas específicas contra la proteína E4 del HPV 

como posibles biomarcadores de las lesiones cervicales, lo que posiciona a este trabajo 

como una aportación innovadora en el área. 

9.2. α-E4/IgG como biomarcadores de progresión de lesiones de alto grado. 

Sin duda alguna, el hallazgo de mayor relevancia en nuestro estudio corresponde a la 

posible utilización de los anticuerpos α-E4/IgG como biomarcadores de lesiones 

CIN2+, con una tendencia a desaparecer a medida que la lesión avanza hacia CIN3 

y cáncer de cérvix uterino, lo cual se sugiere por la asociación positiva observada 

(OR > 13). La prevalencia de α-E4/IgG (18.8%) fue similar a lo reportado en una 

población sexualmente activa (13-18%) (58, 59). En nuestro análisis, la presencia de 

IgG se asoció principalmente con lesiones de alto grado (CIN2-3) y, en menor 

medida, con CaCU, lo que sugiere que este isotipo podría estar asociado a la 

memoria inmunológica derivada de la persistencia de episomas virales y a un estado 

replicativo del HPV, en el que la proteína E4 está implicada. En un estudio realizado 

en 2024 por Weiland et al., se observó que los anticuerpos α-L1/IgG se asociaron con 

estadios avanzados del cáncer orofaríngeo (40). Este hallazgo es de relevancia, dado 

que los anticuerpos anti-E4 podrían indicar que las mujeres con lesiones de alto 

grado (CIN2-3) y positividad a IgG estarían en mayor riesgo de progresar a lesiones 

de alto grado (Fig. 15). Sin embargo, esta hipótesis deberá corroborarse mediante el 

seguimiento de estas pacientes, lo cual tendría gran importancia clínica. 

Los anticuerpos α-E4/IgG mostraron una especificidad superior al 90% y un AUC de 

0.8663, lo que refleja su excelente capacidad para detectar a los verdaderos negativos y, 

a su vez, un notable potencial para detectar a mujeres con lesiones de alto grado (CIN2-

3). Además, los títulos de IgG superaron ampliamente a los de IgA e IgM, lo que 

consolidó a IgG como la inmunoglobulina de mayor relevancia en nuestro estudio.  

Esta alta capacidad predictiva y la alta especificidad del ensayo hacen que la detección 

de anticuerpos α-E4/IgG pueda considerarse para incorporarse como prueba 

complementaria al algoritmo de diagnóstico actual, situándose estratégicamente después 

de la prueba de Pap y antes de la colposcopía. Este enfoque permitiría optimizar los 

sistemas de salud, reduciendo la carga de falsos negativos enviados a colposcopia y 
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asegurando un seguimiento más preciso y seguro para las mujeres con riesgo de 

progresión al cáncer de cérvix uterino. 

 

9.3. α-E4/IgA como biomarcadores de la regresión de las lesiones.  

Recientemente, un estudio publicado en 2024 por Weiland et al., asoció la presencia de 

anticuerpos IgA contra la proteína L1 de HPV con procesos de regresión a estadios 

tempranos del cáncer orofaríngeo (40). Nuestros resultados coinciden con estas 

observaciones, aunque en nuestro estudio únicamente tres mujeres resultaron positivas 

para α-E4/IgA: una sin lesión y dos con CIN2, lo cual podría estar relacionado con la baja 

frecuencia de este isotipo en la sangre (60). No obstante, su detección a nivel sérico 

constituye un hallazgo relevante, pues podría indicar una fuerte respuesta inmunológica 

en el sitio de la infección, lo que reforzaría la hipótesis de su participación en procesos de 

regresión. Es importante mencionar que son necesarios estudios con un tamaño de 

muestra mayor que permitan confirmar esta hipótesis y establecer su valor real como 

biomarcador de regresión (Fig.15). 

9.4 α-E4/IgM presentes en mujeres sin lesión y con lesión en el cérvix uterino.  

Los anticuerpos α-E4/IgM estuvieron presentes desde las mujeres sin lesión y en todos 

los estadios de la enfermedad y mujeres con cáncer, representando la inmunoglobulina 

con mayor prevalencia (33.0%) presentando un pico de prevalencia en CIN1 y una 

asociación positiva con este grado de lesión (OR=2.40) lo que se podría indicar una 

infección reciente en este estadio, mientras que su presencia en lesiones de alto grado y 

CaCU podría deberse a reinfecciones (Fig.15). No obstante, debido a que este isotipo se 

detectó en todos los grados de lesión del cérvix uterino, su utilidad diagnóstica como 

marcador independiente resulta limitada.  

 

9.5 Factores de riesgo asociados a la presencia de anticuerpos y a las lesiones del 

cérvix uterino.  

Se sabe que factores de riesgo como el tiempo de actividad sexual, la edad, el número de 

embarazos, el tabaquismo y el número de parejas sexuales se han asociado con el riesgo 
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de desarrollar cáncer de cérvix uterino, por lo que resultó necesario analizarlos en 

conjunto con los isotipos de anticuerpos anti-E4 (6,7).  

El tiempo de actividad sexual se ha identificado como un factor de riesgo clave para la 

aparición de lesiones cervicales, ya que, a mayor número de años de exposición, se 

incrementa la probabilidad de contacto con el HPV (61). En nuestro estudio observamos 

una asociación positiva entre este factor de riesgo y la presencia de IgM, especialmente 

en el rango de 21 a 30 años (OR=6.24), lo que refuerza la idea de que este isotipo refleja 

una infección reciente o episodios de reinfección. Teniendo en cuenta que la proteína E4 

es altamente expresada durante la fase productiva del virus y es por tanto un marcador de 

replicación activa del mismo, la respuesta de IgM puede entenderse como un indicador 

de exposición continua al HPV. 

La edad también es un factor de riesgo que se ha relacionado con la progresión de la 

enfermedad con el tiempo, pues es conocido que las mujeres mayores de 50 años tienen 

un riesgo incrementado de padecer CaCU, lo cual está asociado tanto a la persistencia 

viral como a fenómenos de inmunosenescencia (62). Un estudio realizado en Inglaterra 

confirmó que las mujeres de esta edad presentan un mayor riesgo de desarrollar CaCU en 

especial aquellas que no han presentado un seguimiento anterior (63). En nuestro caso, este 

grupo etario mostró una fuerte asociación con IgG (OR=13.27), lo cual es coherente con 

lo que hemos planteado con anterioridad: que este isotipo está asociado a la memoria 

inmunológica y con la posibilidad de que refleje infecciones persistentes o de larga 

duración.  

Por otra parte, el número de parejas sexuales se mantiene como uno de los factores de 

riesgo de mayor consistencia. A mayor número de parejas, mayor probabilidad de 

exposición al HPV y, por tanto, de desarrollar una respuesta inmunológica detectable. En 

nuestra población de estudio, este factor mostró una asociación positiva con el isotipo 

IgM, lo cual concuerda con estudios previos que documentan este comportamiento como 

uno de los determinantes más importantes de la adquisición y de las reinfecciones con 

HPV (63).  

Diversos autores han señalado que el embarazo puede favorecer la persistencia del virus 

debido a los cambios hormonales y a la inmunomodulación propia de este estado. Un 

metaanálisis realizado en el año 2022 demostró que las mujeres con alta paridad tenían 

2.65 veces más posibilidades de desarrollar CaCU (64). A ello se suma el trauma obstétrico 

repetido en el cuello uterino, que favorece procesos de metaplasia y facilita la entrada del 

virus (65, 66). En nuestro análisis se observó una tendencia positiva entre el número de 
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embarazos y la presencia de anti-E4/IgG, lo cual podría explicarse por la mayor 

vulnerabilidad inmunológica de las mujeres con múltiples gestaciones, tal como se ha 

descrito en la literatura. 

En conjunto, nuestros resultados refuerzan la evidencia de que factores tradicionales 

como la edad, el tiempo de actividad sexual, el número de parejas sexuales y la 

multiparidad no solo aumentan el riesgo de desarrollar lesiones en el cérvix uterino, sino 

que también influyen en la dinámica de la respuesta humoral frente al HPV. 

  

9.6 Detección de anticuerpos contra E4 como prueba complementaria a la 

colposcopía y al Papanicolaou.  

Nuestro análisis incluyó no solo a mujeres con CaCU, sino también a adolescentes, lo que 

permitió establecer un punto de corte más preciso y, al mismo tiempo, lograr una 

diferenciación adecuada entre mujeres sanas y enfermas. Esto derivó en una especificidad 

del 76.6% al comparar el grupo adolescente con las mujeres sin lesión y con los distintos 

grados de lesión hasta llegar al CaCU. Sumado a ello, se obtuvo un VPN superior al 80%, 

lo que sugiere que nuestra prueba es eficiente para la identificación correcta de las 

mujeres negativas. Nuestros resultados se ubicaron por debajo de los reportados por 

Salazar-Piña et al., 2016, estudio a partir del cual se seleccionó nuestra población, 

obteniéndose una especificidad entre 82.7% y 89.6% mientras que el VPN osciló entre 

39.7% y 95.7% (48). No obstante, considerando que nuestra población representa solo una 

muestra, los hallazgos constituyen un avance relevante, ya que sugieren que, al ampliar 

el tamaño de la muestra, podría incrementarse la capacidad discriminatoria de la prueba. 

En conclusión, los resultados de este estudio respaldan la posibilidad de incorporar la 

detección de anticuerpos α-E4 especialmente los α-E4/IgG como una prueba 

complementaria al Papanicolau y la colposcopía, lo que podría mejorar la eficiencia 

diagnóstica y optimizar la identificación temprana de mujeres con riesgo de progresión 

hacia cáncer cervicouterino. En este trabajo no se plantea sustituir las pruebas existentes, 

sino complementarlas para favorecer la detección temprana de mujeres con riesgo de 

desarrollar CaCU.  

 



Discusión 

48 
 

 
Figura 15. Representación del epitelio del cérvix uterino sin lesión y con los distintos grados de lesión 

(CIN1, CIN2, CIN3) hasta llegar al cáncer. Los puntos morados corresponden a la proteína E4, abundante 

en las mujeres sin lesión positivas a HPV y en lesiones de bajo grado (CIN1, CIN2), mientras que su 

presencia disminuye en CIN3 y CaCU. Los anticuerpos IgA se observan principalmente en las lesiones 

CIN2 hacia abajo, lo que podría relacionarse con procesos de regresión; por el contrario, los IgG aparecen 

en CIN2 en adelante, sugiriendo un papel asociado a la progresión. El CIN2 destaca como punto de 

transición entre la regresión y la progresión. Finalmente, los anticuerpos IgM están presentes en todas las 

lesiones incluyendo el cáncer y en las mujeres Sin Lesión. 
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10. Conclusiones 

10.1 Anticuerpos α-E4/IgG como biomarcadores de progresión a lesiones de alto 
grado. 

Los anticuerpos α-E4/IgG fueron los que mostraron mayor utilidad diagnóstica, con una 

especificidad superior al 90% y un AUC de 0.8663 y su presencia se observó 

principalmente en lesiones CIN2-3, lo que respalda la posibilidad de que este isotipo 

refleje infecciones persistentes o de larga duración y en consecuencia, un mayor riesgo 

de progresión hacia CaCU. Los resultados respaldan la posible incorporación de los 

anticuerpos α-E4/IgG como prueba complementaria al Papanicolau y a la 

colposcopía, con el objetivo de mejorar la identificación temprana de mujeres con 

riesgo de progresión a CaCU. 

10.2 Anticuerpos α-E4/IgM sin utilidad diagnóstica como marcadores 
independientes. 

Los α-E4/IgM fue el isotipo más frecuente en la población estudiada estando presente en 

todos los grados de lesión del cérvix uterino, con un incremento notable en los CIN1. Este 

comportamiento sugiere infecciones recientes o episodios de reinfección, sin embargo, 

dada su presencia en todos los grados de lesión del cérvix uterino su valor como 

marcador independiente es limitado. 

10.3 Anticuerpos α-E4/IgA como posibles biomarcadores de regresión de las 
lesiones. 

Los α-E4/IgA se detectaron en muy pocos casos de la población estudiada, sin embargo, 

su presencia a nivel sérico en mujeres sin lesión y con CIN2 abre la posibilidad de que 

estén vinculados a procesos de regresión, pudiéndose considerar como un marcador 

de regresión de las lesiones en el tiempo. Se necesitan estudios con mayor número de 

muestras para validar esta hipótesis. 

10.4 Factores de riesgo a tener en cuenta dada su influencia sobre la aparición de las 
lesiones.  

Factores de riesgo como la edad, el tiempo de actividad sexual, el número de parejas 

sexuales y la multiparidad mostraron asociaciones consistentes con los distintos isotipos, 

confirmando que su presencia puede contribuir al desarrollo de la enfermedad hasta 

llegar a lesiones de alto grado o cáncer.
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12. Anexos 

Anexo1: Cuestionario V1 
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