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RESUMEN 

Fundamento: la principal causa para el cáncer cervico uterino es el papilomavirus humano de 

alto riesgo. No existen antecedentes de estudios moleculares para la tipificación de  papilomavirus  

humano en la población de Camagüey. La reacción en cadena de la polimerasa es una técnica de Biología 

Molecular que se ha usado desde siempre para el diagnóstico clínico; esta permite confirmar la presencia 

del ADN del Papilomavirus en el ADN total extraído a partir de muestras de pacientes con cáncer de  

cuello uterino. 

Objetivo: demostrar por primera vez los genotipos papilomavirus humano de alto riesgo  

circulantes, que causan cáncer de cuello uterino en la población femenina de Camagüey, Cuba. 

Métodos: se realizó un estudio analítico prospectivo donde se estudiaron 22 pacientes  

femeninas de la provincia de Camagüey, que fueron atendidas en la consulta de Patología de cuello del 

Hospital Ginecoobstétrico. La identificación y tipificación de los genotipos  papilomavirus humano se 

realizó mediante el procedimiento molecular polimorfismo de longitud en los fragmentos de restricción. 

Resultados: el 63, 6 %  de los pacientes presentaron lesiones tipo exofítica, el 4, 5 %   

endofítica y el 31, 8 % de otros tipos. Este estudio confirmó que los genotipos papilomavirus humanos 

de alto riesgo circulantes en la provincia Camagüey son los genotipos 16 y 31, donde el más frecuente 

fue el genotipo 16. 

Conclusiones: la presente investigación constituye el primer reporte de un estudio molecular 

de papilomavirus humanos a partir de muestras de pacientes con cáncer de cuello uterino en la provincia 

de Camagüey, Cuba. Estos resultados, junto a los obtenidos por otros autores, tienen una contribución 

importante en el diseño de preparados vacunales preventivos o terapéuticos, cada vez más efectivo  
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hacia una solución anticipada para el cáncer de cuello uterino en Cuba. 

DeCS: REACCIÓN EN CADENA DE LA POLIMERASA; POLIMORFISMO DE LONGITUD DEL FRAGMENTO 

DE RESTRICCIÓN; PAPILLOMAVIRUS HUMANO 16; NEOPLASIAS DEL CUELLO UTERINO; MÉTODOS  

ANALÍTICOS DE LA PREPARACIÓN DE LA MUESTRA. 

___________________________________________________________________________________ 

ABSTRACT 

Background: it is demonstrated that the main cause of cervical cancer is high risk humanp  

virus. There is no precedent of molecular studies for the typing of Human Papilloma Virus in the  

population of Camagüey. Polymerase chain reaction is Molecular Biology technique that has been used 

traditionally for the clinical diagnosis and other purposes. This technique allows confirming the presence 

of papillomavirus´DNA in the total extracted DNA, from samples of patients with cervical cancer. 

Objective: to demonstrate for the first time existing high -risk human papilloma virus genotypes 

that cause cervical cancer in female population of Camagüey, Cuba. 

Methods: a prospective analytic study was conducted, in which 22 female patients of the  

province of Camagüey were studied. They received medical attention at Ana Betancourt Hospital.  

Identification and typing of the Human Papilloma Virus genotypes was carried through the molecular  

procedure Restriction Fragment Length Polymorphism. 

Results: patients who presented exophytic lesions accounted for 63, 6%, 4, 5 % had endophytic type, 

and 31, 8 % presented other types. This study confirmed that high-risk Human Papilloma Virus  

genotypes existing in the province of Camagüey are genotypes 16 and 31, and the most frequent is 16. 

Conclusions: this research is the first report of a molecular study of Human Papilloma Virus 

from samples of patients with cervical cancer in the province of Camagüey, Cuba. These results, along 

with the ones obtained by other authors, make an important contribution in the design of the  

increasingly effective therapeutic and preventive vaccine to an anticipated solution to cervical cancer in 

Cuba. 

DeCS: POLYMERASE CHAIN REACTION; POLYMORPHISM, RESTRICTION FRAGMENT LENGTH; HUMAN 

PAPILLOMAVIRUS 16; UTERINE CERVICAL NEOPLASMS; ANALYTIC SAMPLE PREPARATION METHODS. 

___________________________________________________________________________________ 

INTRODUCCIÓN 

El cáncer cervico uterino (CCU) es la segunda 

causa de muerte por cáncer en las mujeres a 

nivel mundial con 528 000 casos nuevos cada 

año, de ellos 83 000 corresponde a América. De 

este número elevado de casos nuevos  

diagnosticados en el mundo, mueren unas 266 

000 mujeres que representa un 50, 3 %, y se 

espera que para el 2030 mueran unas 474 000 

mujeres cada año. 1-7En Cuba, aunque en  

algunos años ha descendido, se ha observado 

con el transcurso de los años que el número de  

 

pacientes con CCU ha tenido una visible  

tendencia al aumento, basta decir que en el año 

1985 se reportaron solo 780 casos, para el año 

1990 ascendió este número a 1 123, 1 386 en el 

año 2000, hasta 1 645 en el 2009 y para el año 

2013 llegaron a 1 276 casos registrados. 8-10 

Los reportes de casos nuevos en la provincia de 

Camagüey muestran de igual modo el  

crecimiento del número de pacientes con CCU, 

se mantuvo por muchos años como una de las 

provincias de mayor incidencia, a pesar de  
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haberse registrado una ligera tendencia a  

disminuir el número de casos. En el año 2010 se 

reportaron 132, 81 casos en el año 2011, 122 

casos en el año 2012 

Se reconocen hasta la fecha alrededor de 205 

genotipos papilomavirus humanos (PVH) de los 

cuales 195 han sido secuenciados en su  

totalidad. 11, 12 El genoma es un ADN circular de 

doble cadena con una talla, que puede variar 

para los diferentes genotipos PVH, unos 8000 

pb. Los genotipo de alto riesgo más importantes 

para el CCU son: 16,18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 

52, 56, 58, 59, 68, 73 y 82 donde el más común 

en el cáncer cervical es el tipo 16, este se detec-

ta en más del 50 % de todos los casos. Los de 

bajo riesgo más importantes son: 6,11, 40, 42, 

43, 44, 54, 61, 70, 72 y 81. 13, 14 

Se ha demostrado que la principal causa que 

desarrolla el CCU, en más del 99 % de los casos, 

es el  papilomavirus humano de alto riesgo (PVH

-AR), 15, 16 pues hoy entre los investigadores es 

bien conocida, la alta incidencia y la comprobada 

asociación que tiene la infección del PVH-HR con 

el cáncer cervical. 17 Ya en 1984 Harald Zur H, 

et al, 18 había planteado que el  papilomavirus 

humano era la causa más relacionada con el 

cáncer cérvico uterino y por este descubrimiento 

recibió el Premio Nobel en el año 2008. 19 

Uno de los principales desafíos de las pesquisas 

del cáncer de cuello uterino es detectar las lesio-

nes que tienen alto riesgo de progresar hacia el 

CCU. Para evitar la progresión se ha utilizado 

siempre, la citología o método de Papanicolau, 

sin embargo, esta última tiene una tasa de fal-

sos negativos alta 20 y no es un método confir-

matorio de la presencia del PVH. Esta validación 

es posible hacerla ya que demuestra la presen-

cia del ADN del PVH en el ADN total extraído, a 

partir de muestras de pacientes con CCU y no a 

través del coilocito, observado en la citología, 

signo indirecto de la presencia del PVH. Por otro 

lado, el método de Papanicolau no permite tipifi-

car el genotipo PVH-AR causante del CCU. 

La reacción en cadena de la polimerasa (RCP), 

es una técnica de Biología Molecular que se ha 

usado para el diagnóstico clínico y para distintos 

fines en la Ingeniería Genética. La misma, puede 

ser utilizada para la identificación y caracteriza-

ción de los genotipos de diferentes microorga-

nismos que incluyen el PVH. 21, 22 

De aquí se desprende la importancia del estudio 

de los PVH-AR que causan el CCU. Por otro lado, 

no existen antecedentes de estudios moleculares 

previos para la tipificación de PVH de alto riesgo 

en la población de Camagüey, por lo que se de-

cide realizar la presente investigación que tiene, 

como propósito principal, demostrar por primera 

vez, los genotipo PVH-AR circulantes que causan 

CCU en la población femenina de Camagüey. 

MÉTODOS 

Se realizó un estudio analítico prospectivo,  

donde se estudiaron 22 pacientes femeninas de 

la provincia de Camagüey que fueron atendidas 

en la consulta de patología de cuello del Hospital 

Ginecoobstétrico de Camagüey " Ana Betancourt 

de Mora" en el año 2013, con diagnóstico  

positivo de CCU. 

Técnicas y procedimientos 

Toma de muestras 

La toma de muestra se realizó a partir de las 

lesiones de cuello uterino en el momento del 

examen físico. De las muestras tomadas se  

obtuvieron dos fragmentos suficientes para la 

realización de la biopsia confirmativa del CCU y  

para la extracción de ADN destinadas a estudios 

moleculares del PVH-AR. Los fragmentos de 

muestras para estudio moleculares fueron  

conservados en congelación en tubos eppendorf 

de 1, 5 ml y luego fueron transportadas en hielo 

hasta el laboratorio, donde se conservaron en 

congelación hasta el momento de su  

procesamiento. 

Extracción del ADN de las muestras 

Las muestras de tejido de cuello uterino fueron 

procesadas según el protocolo de Wizard SV  

Genomic DNA Purification System de Promega  

Corporation, 23 para ello los fragmentos de tejido 

se colocaron en tubo eppendorf de 1, 5 ml, a los  
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cuales se les añadieron 275 μl de la solución de 

digestión Master Mix que contenía proteinasa K 

a una concentración de 20 mg/mL (Applichem), 

y se incubaron en baño de maría por 16 horas a 

55 °C. Después los tubos se centrifugaron a 2 

000 x g (Kokusan H-1 500 fs, Japón), el  

sobrenadante se transfirió a un tubo nuevo  

eppendorf de 1, 5 ml y se les añadió 250 μl de 

Lysis Tampón, cada lisado de la muestra se 

transfirió a una minicolumna ensamblada de  

forma independiente. Se centrigufaron las  

minicolumna ensamblada a 13 000 × g por 3 

min. Se desechó el líquido recogido en los tubos 

recolectores. Luego se hicieron cuatro pasos de 

lavado a las minicolumna ensamblada con 650μl 

solución de lavado y se centrifugó cada  

minicolumna a 13 000 × g por 1 min. Luego de 

esto se agregaron 250 μl de agua libre de nu-

cleasas a temperatura ambiente y se incubaron 

durante dos minutos a temperatura ambiente. 

Por último las minicolumnas ensambladas se 

centrifugaron a 13 000 × g para luego colocarle 

un tubo eppendorf nuevo y recoger la elusión. 

Se eliminaron las minicolumnas y el ADN  

extraído fue almacenado a -20ºC. 

Tipificación de papilomavirus humano 

Para tipificación de los PVH primero se diseñó un 

algoritmo diagnóstico, donde fueron escogidas 

las enzimas de restricción necesarias que  

propiciaron la generación de patrones de bandas 

diferenciales que permitieron distinguir cada  

genotipo a partir del segmento de ADN  

amplificado por RCP, estos segmentos fueron  

amplificados donde se usaron los cebadores  

consensos MY09/11. 24 Con este propósito se 

buscaron las secuencias de los PVH-AR en las 

base de datos de NCBI, GenBank, 25 se  

analizaron las secuencias en el software  

Generunner, se localizó la secuencia amplificada 

por RCP y los sitios cortes de varias enzimas de 

restricción. Luego se utilizó el procedimiento 

RFLP (del inglés Restriction Fragment Length 

Polymorphism) Polimorfismo de Longitud en los 

Fragmentos de Restricción (PLFR), mediante 

RCP seguido de un estudio de restricción. 

Los cebadores consensos MY09/11 usados en la 

RCP, reconocen una secuencia nucleotídica  

complementaria en el gen L1 de varios PVH-AR y 

PVH de bajo riesgo oncogénico (PVH-BR), para 

generar un segmento de ADN de 450 pares de 

bases (pb). Como control negativo se utilizó 

ADN genómico humano de paciente no infectado 

con PVH y como control interno de amplificación 

nos auxiliamos de los cebadores PC04/GH20, 

que generan un segmento de ADN de 268 pb a 

partir del gen que codifica para la proteína β  

globina humana. 

Para la RCP se fijaron en el termociclador 

(MultiGene TC050-18, Suecia) los siguientes  

parámetros: desnaturalización inicial 5 min. a 95 

ºC, y luego se realizaron 40 ciclos, consistente 

en desnaturalización 1 min. a 95 ºC, hibridación 

1 min. a 55 ºC, extensión 2 min. a 72 ºC.  

Después de los ciclos se realizó una extensión 

larga de 15 min. a 72 ºC. Cada muestra fue  

amplificada con los cebadores consensos 

MY09/11 (20 pmol de cada cebador) en  

presencia de Tampón Taq. Pol (1X) (Applichem,  

Alemania), MgCl2 (1, 5 mmol) (Applichem,  

Alemania), dNTP (200 μmol de cada dNTP) 

(Applichem, Alemania), Taq. Polimerasa (1U.) 

(HeberBiotech, Cuba) y agua bidestilada estéril 

hasta completar un volumen final de 50 μl. 

Las enzimas restricción utilizadas fueron: Pst I 

(Applichem, Alemania), Dra I (New England  

BioLab, Reino Unido), EcoRI (Applichem,  

Alemania), Msp I (New England BioLab, Reino 

Unido). Estas fueron seleccionadas según el  

algoritmo diagnóstico. 

Secuenciación del producto del PCR 

Los fragmentos amplificados, del gen L1 del  

genoma de PVH, por RCP a partir del ADN  

purificado de cada muestra de pacientes fueron  

secuenciados. La secuenciación fue realizada por 

la compañía MacroGen (Seúl, Corea del Sur), 

con el apoyo y la coordinación del Centro  

Nacional de Investigaciones Científicas (CNIC) 

de La Habana, Cuba. 

Las secuencias obtenidas fueron sometidas a 

análisis de alineamiento de secuencias mediante 

la herramienta Basic Local Alignment Tool  
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(BLAST), 26 desarrollada por los Institutos Nacio-

nales de Salud y se puede acceder a ella desde 

el sitio web del Centro Nacional para la  

Información Biotecnológica National Center for  

Biotechnology Information (NCBI), ubicado en la 

Biblioteca Nacional de Medicina de los Estados 

Unidos de América (NLM). 

Procesamiento de los datos 

Con los datos obtenidos se llenó el formulario de 

recogida de datos, que constituyó la fuente  

primaria de información. Los datos fueron  

introducidos y procesados en el programa SPSS 

ver. 15 para Windows y para obtener los  

resultados se utilizaron medidas de la estadística 

descriptiva como distribución de frecuencias  

absolutas y porcientos. 

 

RESULTADOS 

Los 22 pacientes que entraron en el estudio  

pertenecen a la provincia de Camagüey. En 14 

pacientes se encontró lesiones tipo exofítica  

para un 63, 6 %, en un paciente se encontró 

lesión tipo endofítica para un 4, 5 % y en siete  

pacientes se presentaron otros tipos de lesiones 

para un 31, 8 % (gráfico 1). 

Se tomaron suficientes muestras de las lesiones 

para el estudio histológico por biopsia y para el 

estudio molecular por PLFR. 

Se purificó ADN genómico a partir de las  

muestras de cuello uterino obtenidas de cada  

 

 

 

 

 

 

 

 

paciente y su calidad fue verificada por  

electroforesis de ADN en gel de agarosa al  

0, 8 %. 

Se amplificó por RCP un segmento de 450 pb a 

partir del gen L1 del genoma de PVH, a partir 

del ADN extraído de cada muestra obtenida de 

lesiones de cuello uterino de los 22 pacientes 

con diagnóstico positivo de CCU, para un 100 % 

de positividad. 

El procedimiento PLFR puede identificar once 

genotipos PVH-AR y siete genotipos PVH-BR.  

Todos los pacientes que se incluyeron en la  

investigación pudieron ser estudiados mediante 

este procedimiento, en los cuales fue posible 

comprobar la presencia de solo dos genotipos 

PVH-AR. Se identificó en 21 pacientes el  

genotipo PVH-AR 16 para un 95, 4 % y solo se 

identificó el genotipo PHV-AR 31 en un solo  

paciente para un 5, 6 %. En ninguno de los  

pacientes estudiados se constató la presencia de 

infecciones múltiples con varios genotipos  

PVH-AR. (gráfico 2). 

Los resultados de la secuenciación de los  

segmentos amplificados por RCP a partir de cada 

muestra de pacientes fueron sometidas al  

análisis de alineamiento de secuencias, a través 

de la herramienta BLAST de la NCBI. Este  

análisis confirmó que las secuencias sometidas 

al análisis tenían una homología de más de un 

99 %, con las secuencias reportadas en esta  

base de dato, para las secuencias del gen L1 de 

los genomas del PVH-AR 16 y del PVH-AR 31. 
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DISCUSIÓN 

En el mundo se han realizado numerosos  

investigaciones moleculares en la temática PVH 

en cáncer de cuello uterino, 27 sin embargo hoy 

en día existe muy poca información de la  

población cubana en relación a los genotipos  

circulantes en las distintas provincias de Cuba. 

Como antecedentes está reportado el trabajo de 

Río Hernández M. A, et al, 28 quienes realizaron  

 

una investígación con 45 pacientes, 44 pacientes 

de La Habana y un paciente de provincia de Las 

Tunas. En este caso los estudios moleculares no 

se realizaron en Cuba sino en coordinación con 

la Agencia Internacional para Investigaciones en 

el Cáncer International Agency for Research on 

Cancer (IARC), y realizados en Francia. En la 

misma los genotipos PVH-AR detectados fueron  
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16, 18, 31, 39, 45, 51; donde el más frecuente 

fue el genotipo PVH-AR 16. En ese sentido, en la 

investigación, los estudios moleculares se  

hicieron en los laboratorios de las ciencias bási-

cas de la Universidad de Ciencias Médicas,  

Camagüey, Cuba, donde de igual manera se  

detectaron los genotipos PVH-AR 16 y 31, no fue 

así para los genotipos PVH-AR 18, 39, 45 y 51, 

que no fueron encontrados en los pacientes. No 

obstante, se coincide con los resultados  

obtenidos en la investigación de la autora, en 

que el genotipo más frecuente fue el PVH-AR 16. 

En los trabajos realizados por Soto Brito Y, et al, 
29, 30 se han realizado estudios moleculares del 

PVH muy importantes, donde el propósito  

fundamental ha sido determinar la sensibilidad, 

factibilidad y normalización de la técnica de RCP 

cualitativa y cuantitativa. 

En el caso del trabajo de la RCP cualitativa, cuyo 

objetivo fundamental es la sensibilidad y  

factibilidad del RCP, se estudiaron 10 pacientes 

con identificación y tipificación de los PVH de los 

genotipos PVH-AR 16, 18, 31 así como el 33 y 

no se hace referencia al genotipo más frecuente. 

En el mismo, se toma como referencia para la 

evaluación de la especificidad, la comparación 

de los resultados de restricción con los sistemas 

celulares Hela, Siha y CaSki, los genomas  

completos clonados en el plásmido pBR 322 y la 

comparación de los patrones de digestión  

obtenidos en ensayos similares realizados por 

otros investigadores para la detección del PVH. 
29 

A pesar de que este trabajo pueda ser el primer 

intento en Cuba de estudios moleculares del PVH 

en pacientes con CCU, es conveniente  

considerar que la verdadera comprobación de la 

especificidad de los resultados debe hacerse por 

secuenciación nucleotídica del producto de la 

RCP, pues esta última confirma si se amplificó o 

no la secuencia ADN única o particular del gen 

E1 por RCP o no. 

Por otro lado, la garantía y el nivel de confianza 

que ofrece la secuenciación no se puede obtener 

mediante la comparación de los resultados  

obtenidos con las líneas celulares que se  

utilizaron, los genomas clonados o la similitud 

con los patrones de banda obtenidos en las  

electroforesis por otros investigadores. En este 

sentido el trabajo que se presenta ofrece  

ventajas porque se pudo identificar, también  

tipificar el genoma de los genotipos PVH-AR y 

por último fue posible secuenciar el producto del 

RCP, todo lo cual llevó a la confirmación de la 

tipificación de los genotipos PVH-AR. 

En el caso mencionado con anterioridad se  

realiza RCP cuantitativa o RCP en Tiempo Real, 
30 se estudiaron 20 muestras de mucosa  

esofágica y 20 muestras de células  

cervicouterinas de pacientes que acudieron al 

Hospital Ginecobtétrico Eusebio Hernández de 

Ciudad Habana. Todas las muestras fueron  

examinadas por RCP, luego los productos fueron 

sometidos a secuenciación nucleotídica. En las 

muestras de células cervicouterinas se  

identificaron y tipificaron los genotipos PVH-AR 

16, 18, 31, 33 y 58, donde coincide con el  

estudio de la RCP cualitativa, de Soto Brito Y, et 

al, 29, 30, excepto en el genotipo PVH-AR 58. El 

PVH-AR 16 fue el más frecuente, seguido de los 

genotipos PVH-AR 33 y 18. 

En la investigación presentada se incluyeron solo 

los pacientes de la provincia de Camagüey, y los 

resultados obtenidos coinciden con los de Soto 

Brito, et al, 29 en la demostración los genotipos 

PVH-AR 16 y 31, no son así para los genotipos 

PVH-AR 18, 33 58. Se constató una vez más que 

el genotipo más frecuente fue el PVH-AR 16. 

Serra Valdés MA, et al, 31 ha realizado estudios  

moleculares en PVH, pero los mismos no son 

comparable con la investigación que se realizó, 

aunque se hicieron estudios molecular del PVH 

mediante la técnica de RCP, estos PVH en estos 

pacientes no causaron cáncer de cuello uterino 

sino cáncer colonrectal, además de que se  

estudiaron solo nueve pacientes en los cuales 

solo se pudo identificar la presencia del PVH en 

tres de ellos y no se tipificó el genotipo PVH en 

ninguno de los casos. 

Hasta el momento no existen, o al menos, no se  
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ha encontrado otros estudios moleculares del 

PVH en cáncer de cuello uterino excepto una  

investigación realizada en la provincia de La  

Habana. 28-30 

El genotipo PVH-AR 16 resultó ser el más  

frecuente en las provincias de la Habana 28-30 y 

Camagüey. Mientras no se realicen otras  

investigaciones en las restantes provincias que 

contribuyan a reforzar estas conclusiones o se 

sumen otros genotipos además de los dos  

reportados en frecuencia y distribución, los  

resultados presentados, comparados y discuti-

dos en la presente investigación deben ser  

considerados a la hora de abordar las causas 

moleculares, determinantes y predicciones del 

CCU en Cuba. 

Es necesario destacar la contribución de estos 

resultados, en el diseño de preparados  

vacunales preventivos o terapéuticos cada vez 

más efectivo en una solución anticipada para el 

cáncer de cuello uterino en Cuba. 

 

CONCLUSIONES 

El cáncer cérvico uterino es la segunda causa de 

muerte por cáncer en mujeres a nivel mundial. 

En Cuba y en específico en la provincia de  

Camagüey, se ha observado con el transcurso 

de los años que el número de pacientes con  

cáncer cervico uterino ha tenido una visible  

tendencia al aumento. La presente investigación 

constituye el primer reporte de un estudio  

molecular de PVH, a partir de muestras de  

pacientes con cáncer de cuello uterino en la  

provincia de Camagüey, Cuba. El tipo de  

lesiones que más se presentó fue la exofítica. Se 

confirmó que los genotipos PVH-AR circulantes 

en la provincia de Camagüey son los genotipos 

16 y 31, donde el más frecuente es el PVH-AR 

16. 
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