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I. RESUMEN 

El Cáncer Cervicouterlno (CaCU) es una patologia de gran 
importancia en salud pública a nivel mundial. En nuestro país 
constituye la primera causa de muerte en mujeres mayores de 
25 años de edad. Recientemente se ha establecido que el 
principal factor etiológico del CaCU es la infección por 
algunos tipos de Virus de Papiloma Humano (VPH) y que la 
inestabilidad cromosomica de células infectadas puede 
determinar la progresión del tumor. Los VPH son pequeños 
virus de DNA con forma icosahédrica que pertenecen a la 
familia Papovaviridae. Por lo tanto se hace necesario el 
establecimiento de métodos diagnósticos-pronósticos adecuados 
para este tipo de neoplasia. Los objetivos de este estudio 
fueron : ( 1) Determinar cualquier posible asociación entre él 
número promedio de Intercambio de Cromátides Hermanas 
(ICH)/metalase y Micronúcleos (MN) en mujeres con y sin CaCU. 
(2) Evaluar la validez de la prueba patológica versus la 
Reacción en Cadena de la Polimerasa (PCR) para la 
identificación del VPH, y determinar el riesgo de desarrollar 
CaCU de acuerdo al tipo de VPH mediante la razón de momios 
(OR). Las mujeres incluidas en este estudio fueron 
seleccionadas, diagnosticadas y clasificadas de acuerdo al 
Papanicolaou (Pap) y estudio colposcópico / biopsia en el 
Hospital de Ginecología y Obstetricia "Ignacio Morones 
Prieto" del Instituto Mexicano del Seguro Social (IMSS) en 
Monterrey, México. El estudio de mutagénesis mediante las 
técnicas citogenéticas de ICH y MN y la detección-
tipificación molecular del VPH mediante la PCR-RFLPs 
(Restriction Fragment Lenght Polymorphisms) se llevo a cabo 
en el laboratorio de citogenètica molecular del Centro de 
Investigación Biomédica del Noreste (CIBIN), IMSS. Los 



resultados obtenidos en este trabajo indican que: (1) El 
estudio de mutagénesis mostró un incremento significativo de 
ICH en mujeres con carcinoma cervical (7.80 ± 1.05) con 
respecto al grupo control (6.98 ± 1.13) con un poder 
estadístico de 0.80 y un valor de alfa de 0.05 (p<0.05; t-
test) . Las frecuencias de MN revelaron una asociación entre 
la frecuencia de MN y los grados de la lesión cervical, y una 
tendencia lineal positiva entre la frecuencia de MN y el 
incremento de riesgo de desarrollar cáncer cervical (2) El 
método molecular de la PCR identificó al VPH con mayor 
precisión y exactitud (validez) que los métodos morfológicos 
convencionales. Una mujer con un VPH de alto riesgo, tiene un 
riesgo nueve veces mayor de desarrollar CaCU que una mujer 
con un VPH de bajo riesgo. Nuestros resultados sugieren que 
estos parámetros citogenéticos-moleculares pueden ser 
utilizados como biomarcadores para evaluar el riesgo de 
desarrollar cáncer cervical. Por lo tanto su incorporación a 
un programa adecuado de Detección Oportuna de Cáncer (DOC) 
sería de gran utilidad en el diagnóstico, profilaxis y 
control de esta patología en nuestra región. 

Palabras claves : Cáncer Cervicouterino, Virus de Papiloma 
Humano (VPH), Reacción en Cadena de la Polimerasa (PCR), 
Intercambio de Cromátides Hermanas (ICH), Micronúcleos (MN). 



II. INTRODUCCIÓN 

El cáncer Cervicouterino (CaCU) es uno de los carcinomas más 
comunes en las mujeres a nivel mundial y es una de las causas 
de mortalidad más frecuente en los paises en desarrollo. En 
México, más del 36% de las neoplasias en la mujer 
corresponden al CaCU, representando asi un problema de salud 
pública muy importante.De acuerdo a las entidades federativas 
el primer lugar lo ocupa el Distrito Federal con 3,711 casos 
anuales seguido por el estado de Nuevo León con 1, 093 casos 
(Dirección General de Epidemiología, 1996). 

El CaCU es una enfermedad caracterizada por el crecimiento 
anormal y diseminado de células que al desarrollarse en forma 
incontrolada, avanzan entre los tejidos normales y los 
destruyen, alterándose asi el funcionamiento del organismo. 
La lesión precursora del CaCU es la Neoplasia Intraepitelial 
Cervical (NIC) y dependiendo del grado de anormalidad celular 
son clasificados como NIC grado I (displasia leve), NIC grado 
II (displasia moderada), y NIC III (displasia severa o 

carcinoma ¿n situ), y cuando las células cancerosas o 
neoplásicas epiteliales invaden tej idos subyacentes se le 
denomina carcinoma invasor (grado I a IV) (Nelson JH y Cois. 

1984) . 

Bethesda (Turman RJ y Cois. 1994) clasifica este tipo de 
lesiones en: (1) lesión intraepitelial escamosa de bajo grado 
(LGSIL) que incluye la NIC I y (2) lesión intraepitelial 
escamosa de alto grado (HGSIL) que incluye la NIC II y NIC 
III. 
Actualmente, se considera que si se lleva a cabo un 
diagnóstico temprano de esta neoplasia es potencialmente 
curable• 



En un estudio previo nosotros determinamos que los 
principales factores de riesgo para el CaCU en el Noreste de 
México son: edad de 40-49 años, inicio temprano de actividad 
sexual, promiscuidad sexual, multiparidad, antecedentes de 
abortos y uso de anticonceptivos orales (Cortés Gutiérrez El 

y Cois. 1995). Sin embargo, recientemente diversos estudios 
moleculares han establecido al Virus del Papiloma Humano 
(VPH) como el principal factor etiológico en el desarrollo 
del CaCU (Torroella-Kouri M y Cois. 1998) y algunos estudios 
citogenéticos sugieren que la presencia de este virus junto 
con la inestabilidad cromosómica de células infectadas se 
relacionan estrechamente con la progresión del tumor (Paz-y-
Mino C y Cois. 1992). 

Por lo tanto se hace necesario en nuestra región el 
establecimiento de biomarcadores citogenéticos (ICH y MN) y 
moleculares (detección-tipificación molecular del VPH) útiles 
en el diagnóstico, profilaxis y control de esta neoplasia. 



III. ANTECEDENTES 

A. Generalidades 

Virus de Papiloma Humano (VPH). Los VPH son pequeños virus de 
DNA de la familia Papovaviridae que infectan una gran 
variedad de vertebrados incluyendo al hombre. Miden 50 nm de 
diámetro, carecen de membrana, y su cápside tiene forma 
icosahédrica compuesta por 72 capsómeros (figura 1). A pesar 
de su amplia distribución, muestran un alto grado de tropismo 
celular, es decir ùnicamente infectan epitelios secos (piel) 
y mucosas (orales y genitales) induciendo la formación de 
lesiones benignas (verrugas o papilomas), y en asociación con 
ciertos cofactores pueden producir carcinomas (Peto R, 1986). 

Genoma Viral. El genoma de los VPH está constituido de DNA 
circular de doble cadena de aproximadamente 8,000 pares de 
bases• La estructura entre ellos varia de 45% a 85% de 
homología. Su genoma se divide en 3 regiones: (1) región de 
control (ORF), (2) región temprana (Early = E) y región 
tardia (Late=L). La región E codifica para proteínas 
relacionadas con la replicación (El), la transcripción (E2) y 
la transformación celular (E6 y E7) . La región de expresión 
tardía (L) codifica para proteínas de la cápside (LI y L2) 
(figura 2) (García Carranca A y Cois. 1993). 

Papilomavirus Humano y Cáncer Cervi couterino. La primera 
asociación directa entre VPH y CaCU se puso de manifiesto con 
el aislamiento del VPH tipo 6, de un condiloma acuminado (zur 
Hausen H, 1976) r posteriormente diversos estudios 



epídemiológicos-moleculares han revelado patrones de 
prevalencia del VPH en lesiones cervicales. Actualmente se 
estima que mas del 95% de las mujeres con CaCU presentan 
algún tipo de VPH (Torroella-Kouri M y Cois. 1998). 

De los más de 80 tipos de VPH descritos actualmente, sólo 
algunos de ellos (VPH-6,-11,-16,-18,-31,-33 y -35) se 
localizan en la región genital. Los VPH-6 y -11 se han 
encontrado en el 90-100% de las lesiones verrugosas o 
benignas, por lo que son considerados como virus de bajo 
riesgo de desarrollar CaCU. Por el contrario, los VPH-16, -18 
,-31 -33 y -35 se han reportado en aproximadamente un 75% a 
99% de las lesiones cancerosas por lo que son considerados 
virus de alto riesgo de desarrollar cáncer. 
Mediante estudios de seguimiento de casos se ha observado, 
que la historia natural de las lesiones de cérvix varía de 
acuerdo al tipo viral que presentan inicialmente. El 46% de 
las lesiones con VPH-16 y el 27% con VPH-18 progresaron hasta 
carcinoma invasor a diferencia de las lesiones que contienen 
el VPH-6 y -11 (García Carranca A y Cois. 1993). 
Por lo tanto, las evidencias clínicas y de laboratorio son 
consistentes en el hecho de que el VPH es el principal factor 
etiológico del CaCU. 



Figura 1. Microscopia electrónica del VPH 16 

Figura 2. Mapa Genético del VPH 16 



B. Intercambio de Cromátides Hermanas (ICH) en pacientes con 
Cáncer Cervi cou teri no. 

Los ICH son intercambios recíprocos entre cromátides de un 
mismo cromosoma. Estos generalmente son visualizados al 
exponer las células lin vi tro o in vivo) a b-bromo-2-

deoxiuridina BrdU) por dos ciclos celulares, y la subsecuente 
tinción diferencial. Los ICH son detectados como "cambios" 
en regiones teñidas entre cromátides hermanas (figura 3). El 
mecanismo molecular de su formación no es conocido, pero 
estos ocurren después de la exposición a agentes genotóxicos 
y son indicadores de daño al DNA (Coke D y Cois. 1989). 
Los ICH han sido ampliamente útilizados como un indicador de 
inestabilidad cromosómica (Carrano AV y Cois 197$) y ha sido 
sugerido como un marcador preclínico de cáncer (Livingston GK 

y Cois. 1980) . 
La evaluación de daño geonómico mediante la prueba de ICH en 
cultivos de linfocitos de pacientes con cáncer cervical, es 
más práctico que en tumores sólidos, debido a la dificultad 
de obtener material adecuado para su análisis. Además el uso 
de linfocitos es basado sobre la estrecha asociación entre 
los niveles de daño cromosomal en linfocitos y células 
tumorales. 
Un incremento significativo de ICH en linfocitos ha sido 
reportado previamente en pacientes con cáncer cervical (Mitra 
AB y Cois. 1982; Murty WVS y Cois. 1986; Lukovic I y Cois. 

1992; Xu CF 1993; Dhillon VS y Cois. 1996) sin embargo, otros 
estudios no muestran diferencias significativas (Adhvary SG y 

Cois. 1985). Nosotros consideramos que la inconsistencia en 
estos resultados puede ser atribuido al bajo poder 
estadístico en los diseños experimentales. 



El poder estadístico es una medida que determina si un 
estudio es capaz de establecer diferencias o asociaciones en 
una población bajo investigación y es de gran importancia 
para aceptar o rechazar una hipótesis. Se considera un poder 
estadístico igual o mayor a 0.80 como aceptable. Aunado a 
esto, el poder estadístico puede ser incrementado fácilmente, 
aumentando el tamaño de muestra (Fox N y Cois. 1997). 



C. Micronúcleos (MN) en Pacientes con Cáncer Cervicouterino. 

Los Micronúcleos (MN) son masas cromatinicas con apariencia 
cié pequeños núcleos presentes en el citoplasma (Figura 4). 
Estos están compuestos de fragmentos cromosómicos o 
cromosomas completos que quedan rezagados durante la anafase 
en la división celular. Su presencia en la célula es un 
reflejo de aberraciones cromosómicas durante la mitosis 
celular. Los MN en linfocitos de sangre periférica han sido 
utilizados como un biomarcador citogenético para evaluar 
riesgo genotóxico (Jenssen D y Cois. 1980; Ribeiro LG y Cois. 

1993). La base conceptual para esta aplicación es que el 
incremento de daño citogenético incrementa el riesgo de 
desarrollar cáncer (Wogan GN 1992; Tucker JD y Cois. 1996). 

Para evaluar el daño genómico en pacientes con carcinoma 
cervical la prueba de MN en exudado cervical y en cultivo de 
linfocitos es más práctica que en tumores sólidos. El uso de 
linfocitos se basa en que el daño cromosomal en linfocitos 
puede asociarse al daño en las células tumorales (Nordeson I 

y Cois. 1984). 

Un incremento significativo en el número de MN ha sido 
reportado previamente en pacientes con CaCU sin embargo su 
utilidad clínica como biomarcador no ha sido establecida 
(Chakrabarti RN y Cois. 1988; Cerequeira EM y Cois. 1998). 



Figura 3. Metafase obtenida a partir de cultivos de 
linfocitos de sangre periférica donde se muestran los ICH. 

Figura 4. Linfocito de sangre perifèrica con citoplasma 
preservado donde se muestra un MN. 



D. Validez de la técnica molecular de la Reacción en Cadena 
de la Polimerasa-Restriction Fragment Lenght Polymorphisms 
(PCR-RFLPs) para la detección del VPH. 

Diagnóstico del VPH. Existen varios métodos para el 
diagnóstico de una infección por VPH. La técnica clásica de 
citología e histopatologia en donde la presencia de 
coilocitos (figura 5) caracterizados por una gran zona clara 
peri nuclear y a menudo binucleación, son un indicio de la 
presencia del virus (Leal-Garza CH y Cortés Gutiérrez El, 

1996) . 

La colposcopía es otro método que permite visualizar el 
cérvix adecuadamente, es fácil sobre todo para la detección 
de VPH por la lesión tisular (condilomas) (figura 6) que esos 
producen, y es una herramienta diagnóstica muy útil para 
aclarar dudas que no se puedan resolver con la clínica. 
Estos métodos morfológicos han mostrado especificidad para la 
detección del VPH pero son poco sensible ya que solamente 
detecta infecciones activas y con gran producción del VPH. 
El desarrollo de técnicas moleculares de hibridación in situ 
(Shah KV y Cois. 1990) con sondas radioactivas (Southern 
blot) , y con sondas fluorescentes (Alian GM y Cois. 1989; 

Wíckenden C y Cois. 1985) han incrementado grandemente los 
valores de sensibilidad. Sin embargo la Reacción en Cadena 
de la Polimerasa (PCR) ha permitido la identificación del 
VPH con una mayor precisión y exactitud, ya que es posible 
que una sola copia del DNA viral pueda ser detectado en 
100,000 copias analizadas. Para clasificar los distintos 
tipos del VPH, la tecnología se basa las diferencias de sus 
secuencias internas. Por lo que se utilizan enzimas de 
restricción, que cortan al DNA sólo en los sitios donde 
encuentra cierta secuencia y por lo tanto, el número y tamaño 



de los fragmentos obtenidos por esta digestión restringida, 
es distinto y característico para cada tipo de VPH. Estos 
fragmentos son denominados RFLPs (siglas en ingles: 
Restriction Fragment Lenght Polymorphisms) (Hans-C71rich B y 
Cois. 1994) . 

Recientemente se ha sugerido la incorporación de esta técnica 
a protocolos de Detección Oportuna de Cáncer (DOC), sin 
embargo son muy escasos los trabajos donde se evalúe su 
validez (Lie AK y Cois. 1997; Zazove P y Cois.1998) y en 
México no se han realizado este tipo de estudios. 
La validez se define como el grado en que una medición 
alcanza una conclusión correcta y consta de la sensibilidad, 
especificidad, valor predictivo positivo, y valor predictivo 
negativo de una prueba. 



Figura 5. coilocitos caracterizados por una gran zona clara 
peri-nuclear y binucleación. 

Figura 6. Condilomas cervicales observados mediante 
colposcopio (60X). 



OBJETIVOS 

Objetivo General: 

Analizar la posible utilidad de algunos biomarcadores 
citogenéticos-moleculares para mejorar el diagnóstico-
pronóstico del cáncer Cervicouterino. 

Objetivos Específicos: 

1.Determinar cualquier posible 
promedio de ICH J metaf ase en 
control. 

asociación entre el número 
mujeres con CaCU y mujeres 

2. Investigar la asociación entre los estadios progresivos de 
carcinoma cervical y la frecuencia de células micronucleadas 
en epitelio cervical y en linfocitos de sangre periférica. 

3. Evaluar la validez de la prueba de PCR para la 
identificación del VPH, y determinar el riesgo de 
desarrollar CaCU de acuerdo al tipo de VPHs mediante la 
razón de momios (OR). 



IV. MATERIAL Y MÉTODOS 

A. Población Estudiada. 

Los datos analizados en este estudio fueron colectados en el 
Hospital de Ginecología y Obstetricia del Instituto Mexicano 
del Seguro Social (IMSS) en Monterrey, Nuevo León, México. 
Este estudio hospitalario no pareado de casos-controles fue 
aprobado por el comité de ética del Centro del Investigación 
Biomédica del Noreste, IMSS. 
Todas las muj eres incluidas en este estudio recibieron 
evaluación ginecológica al mismo tiempo que se les tomo 
muestra citológica (PAP) con espátula Ayre, Si el exámen 
ginecológico y/o coploscópico revelaba una lesión pre-
cancerosa macroscópica se tomaba biopsia. 
Las laminillas de PAP fueron interpretadas por un solo 
patólogo de acuerdo al sistema de clasificación de Bethesda 
(Turman RJ y Cois. 1994). Otro patólogo interpretó las 
secciones de biopsias de acuerdo al criterio de la 
International Federation of Gynecology and Obstetrics (FIGO) 
{Creasman W, 1990). Las muj eres incluidas en este trabaj o 
fueron clasificadas de acuerdo al resultado de PAP y al 
estudio coploscópico/biopsia en : LGSIL, (lesión 
intraepitelial escamosa de bajo grado), HGSIL, (lesión 
intraepitelial escamosa de alto grado), y carcinoma invasor. 
Mujeres sin ninguna alteración neoplásica fueron consideradas 
como controles. 

La identificación del VPH se llevo acabo por la presencia de 
coilocitos en citologías/ biopsias, y/o por la observación de 



condilomas (puntilleo blanco) en la revisión colposcópica de 
acuerdo al criterio de Pixely EC, 1987. 

La edad promedio (rango) para pacientes fue de 43.04 años 
(31-55) y para controles de 45.51 años (34-56). Las pacientes 
no habían sido tratadas con quimioterapia ni radioterapia, y 
ninguna de ellas presentó historia clínica de infecciones 
crónicas, uso de drogas (incluyendo anticonceptivos), 
tabaquismo ni exposición a radiaciones. 

En este estudio, nosotros aplicamos el criterio de 
homogeneidad genética reportada para el Noreste de México 
(Cerda-Flores RM y Cois. 1991). 



B. Intercambio de Cromátides Hermanas (ICH) 

Obtención de Metafases. Linfocitos de sangre periférica de 28 
mujeres con CaCU y 28 mujeres controles fueron cultivados por 
72 horas en medio McCoy 5A suplementado con 2% de 
f itohemaglutinina, 15% de suero fetal de ternera y una 
solución de antibióticos (estreptomicina-penicilina). Después 
de 24 horas de incubación, la Bromodeoxiuridina se agregó a 
una concentración final de 10 |ig/ml. La colchicina se agregó 
45 minutos antes de la cosecha, y las laminillas fueron 
preparadas de acuerdo a procedimientos convencionales (Verma 

RS y Cois. 1989). 

Tinción y Cuantificación. La diferenciación de ICH se llevó a 
cabo mediante la técnica de Fluorescence Plus Giemsa (Perry p 

y Cois. 1974) . Para cada mujer el número promedio de ICH fue 
calculado a partir de 30 a 50 metafases, las cuales fueron 
analizadas por un solo observador y por "análisis ciego". 



C. Micronúcleos (MN) 

Preparación Citológica. El material citológico de 10 mujeres 
con HLSIL, 10 con HGSIL, 10 con cáncer cervical invasor y 10 
mujeres control fue colectado con un hisopo de algodón de las 
áreas colposcopicamente anormales. El material colectado fue 
sumergido en 5 mi de suero fisiológico (NaCl 0.9%) y 
centrifugado a 1,200 rpm por 5 minutos. El paquete celular 
fue suspendido en una solución de metanol/ ácido acético 
(3:1) y centrifugado. Este último paso se repite hasta que el 
paquete celular se observe completamente limpio. Finalmente 
se colocan de 1-2 gotas de la suspensión celular en 
laminillas limpias. 

Cultivo de Linfocitos. Las muestras de sangre periférica de 
las pacientes y las controles fueron colectadas en tubos 
heparinizados estériles. Los linfocitos fueron cultivados de 
acuerdo a la técnica habitual descrita previamente (Verma RS 

y Cols. 1989). Los linfocitos con citoplasma preservado 
fueron obtenidos mediante técnicas convencionales (Hogstedt 

B,1984). 

Prueba de MN. Las laminillas citológicas y linfocitos 
cultivados fueron teñidos de acuerdo al método de Feulgen 
(reactivo de Schiff). Las laminillas se lavaron en agua 
destilada, se aclararon en xilene y fueron montadas en 
resina (Hogstedt B, 1984). 

Conteo de MN. Para cada mujer, fueron estudiados 1000 células 
epiteliales de exudado cervical, y 1000 linfocitos de sangre 
periférica bajo microscopio de luz convencional con objetivo 



100X (aceite de inmersión) por medio del "análisis ciego". 
Los criterios utilizados para identificar los MN fueron : (a) 
diámetro menor de 1/3 que el núcleo principal (b) no-
refractario (c) mismo color o más pálido que el núcleo 
principal , y (d) localización dentro del citoplasma. Todas 
las células con fenómenos degenerativos como, cariolisis, 
cariorrhexis, picnosis, binucleación etc. fueron excluidos 
del análisis (Hogstedt B, 1984). 



D. Técnica Molecular de PCR-RFLPs. 

Toma de Muestras. De 23 mujeres con CaCU y 23 controles se 
obtuvo muestra del endocérvix con citobrush, la cual se 
recibió en 2 mi de PBS IX y se congeló a -20 °C para la 
posterior extracción de DNA. 

Extracción de DNA. El DNA de las muestras cervicovaginales 
fue extraído mediante la digestión con proteinasa K (0.1 
mg/ml), extracción con fenol-cloroformo-alcohol ísoamílico 
(25:24:1), y precipitación con acetato de sodio 3M-etanol 
absoluto (10:2) . Los precipitados se lavaron con etanol al 
70%, se secaron con un evaporador de vacío, y se 
resuspendieron en amortiguador TE. Finalmente se congelaron 
a - 20 0 C hasta su uso (Baurer H y Cois. 1992). 
La cuantificación del DNA se determinó por absorbancia a 260 
nm y 280 nm. Considerándose que el DNA se encontraba puro 
cuando una relación entre las dos absorbancia varió entre 1.7 
y 1.8. 

Reacción en Cadena de la Polimerasa (PCR ) . La amplificación 
génica del VPH se realizó con la técnica de PCR utilizando 
los iniciadores MY09 y MY11, que corresponden a la región L1 
que es altamente conservada entre los diferentes tipos de 
VPH. Además, se utilizó como control interno el gen de la 
3-globina (PC4 y G020) (Baurer H y Cois. 1992) (Tabla 1). 



Tabla 1. Secuencia nucleótidica de los iniciadores utilizados para la amplificación de 
VPH (MY09 y MY11) y para e( gen beta globina (GH20 y PC04). 

MY09 río arriba (VPH L1) GCM CAG GGW CAT AAY AAT GG 
MY11 río abajo (VPH L1) CGT CCM AAR GGA WAC TGA TC 
GH20 río arriba (beta globina) GAA GAG CCA AGG ACA GGT AC 
PCQ4 río abajo (beta globina) CAA CTT CAT CCA CGT TCA CC 

W = A+T, V = C+T, M = A+C, R = A+G 

Mezcla de Reacción. Los componentes de reacción para 100 ni 
fueron: 100 mM/1 Tris HC1 (pH=8.3), 500 mM/ 1KC1, 15 iaM/1 
MgCl 0.01% (p/v) de gelatina, 20 pmol de cada uno de los 
oligonucleótidos consenso (MY11, MY09, GH20, PC04) , 200 |oM/l 
de cada dNTPs: dATP, dCTP, dGTP, dTTP, 2.5 U de Taq 
polimerasa y 100 ng-1.0 \xq de DNA genómico humano (Baurer H y 
Cois. 1992). 

Condiciones de Amplificación. La PCR se realizó en 40 ciclos 
incluyendo cada uno: desnaturalización a 95 °C por 1 min, 
alineamiento a 55 °C por 1 min y extensión a 72 °C por 1 min. 
Los productos de la amplificación fueron analizados en geles 
de agarosa al 1.5% teñidos con bromuro de etidio. 
Se consideraron como VPH( + ) aquellas mujeres en las que se 
identificó la banda correspondiente al VPH (450 pb) y el gen 
de la p-globina (260 pb) y como VPH(-) aquellas que no 
presentaron amplificación para el VPH pero sí para el gen 
constitutivo (^-globina). Las muestras que no amplificaron 
para el gen de la (3-globina fueron eliminadas del estudio 
(Baurer H y Cois. 1992) (Figura 7). 



M 1 2 3 

450 D b 

260 Db 

Figura 7. Amplificación molecular de la región L1 mediante 
PCR utilizando los iniciadores MY09 y MY11. El producto de 
amplificación para el VPH es un fragmento de aproximadamente 

450 pb, y para el gen (3-globina de 260 pb. 

M ; marcador de peso molecular lider de 100 pb. 
Carril 1; positivo para VPH y para (5-globina. 
Carril 2; positivo para (i- globina y negativo para VPH. 
Carril 3; negativo para (5- globina y para VPH. 



Análisis de RFLPs. Los productos amplificados fueron 
tipificados mediante el análisis RFLPs. Para ello, 
inicialmente se utilizaron las enzimas de restricción Hae 
III, Pst I y Rsa I y si era necesario se utilizaron HaelII, 
HInfl, Xbal, Accl, Pst ni y Kpnl. 

Los componentes de la digestión para 25 jil fueron: 0.5 jxl de 
cada enzima de restricción, 2.5 jal de buffer de reacción, y 
25 del producto amplificado . 
Los productos de la digestión fueron analizados en geles de 
acrilamida al 8% teñidos con bromuro de etidio (Baurer H y 
Cois. 1992) como se muestra en la Figura 8. 
La clasificación de los tipos de VPH se realizó de acuerdo al 
nivel de riesgo de desarrollar CaCU en: bajo riesgo (VPH-6 
y -11) y alto riesgo (VPH-16, -18, -30, -31, -33 y -35). 



Tipos de VPH 
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Figura 8. Digestión de los productos amplificados por PCR 
(primer MY09 y MY11) con las enzimas de restricción Hae III/ 

Pst I, y Rsa I revelaron diferente número y tamaño de 
fragmentos, lo cual permite tipificar los VPH 6, 11,16, 18, 

31, 33 y 35. 

M; marcador de peso molecular lider de 100 pb. 
pb; pares de bases 
VPH; Virus del Papiloma Humano 



E. Análisis Estadístico, 

La comparación estadística de ICH entre pacientes y controles 
se llevó a cabo mediante la prueba t de student. El tamaño de 
muestra fue estimado usando el software Stata (versión 6.0) 
(a = 0.05, 1-p = 0.80). Un valor de p < 0.05 fue considerado 
significativo (Zar JH, 1999). 

El análisis estadístico de MN se llevo a cabo en tres pasos : 
(1) Se probó la heterogeneidad dentro de los grupos 
estudiados (control, LGSIL, HGSIL, y carcinoma invasor) 
mediante la prueba X2, (Lovel DP y Cois. 1989). 
(2) Se probó la tendencia lineal entre la frecuencia de MN y 
el riesgo de desarrollar cáncer mediante una tabla de 
contingencia (Lovel DP y Cois. 1989; Thakur AT y Cois. 1985; 

Elwood 1998). 

(3) Se probó la asociación entre el cáncer cervical y el 
número de células con MN en los 4 grupos de muj eres 
estudiadas (Elwood M, 1998) mediante las pruebas de razón de 
momios(OR) e intervalos de confianza (CI) . 
Un valor de p<0.05 fue considerado con significancia 
estadística. 

La validez es una propiedad de toda medición que consta de 
cuatro elementos: sensibilidad, especificidad, valor 
predictivo de una prueba positiva y valor predictivo de una 
prueba negativa (Elwood M 1998). Para evaluar la validez del 
método de PCR versus la citohistopatológia / colposcopía para 
la detección del VPH se utilizó el análisis Bayesiano : 
(http://www. hütchon. freeserve. co. uk/Diagnostic-test.htm). 

http://www


Para determinar el riesgo de desarrollar CaCU de acuerdo a 
la tipificación molecular de VPH se realizó el análisis de 
razón de momios (OR) con intervalos de confianza del 95% de 
acuerdo al método de Cornfield (Programa EPISODE). 



V . RESULTADOS 

A. Intercambio de Cromatides Hermanas (ICH) en Pacientes con 
CaCU. 

El número promedio de ICH en pacientes fue de 7.80 ±1.05/ 
metafase. En las mujeres control fue de 6.9811.13/ metafase. 
La frecuencia de ICH en pacientes resultó estadísticamente 
mayor (P = 0.045), comparado con las mujeres control (Tabla 
2) . Estos valores mostraron varianzas homogéneas cuando la 
prueba de Levene fue aplicada (P>0.05). 

Tabla 2. Número promedio de Intercambios de Cromátides Hermanas (ICH) en 
pacientes con cáncer Cervicouterino 

Grupo No. de individuos No. de metafases 
estudiadas 

Media de ICH/ 
metafase ± DE 

Pacientes 28 1,200 7.59 ± 1.05* 

Control 28 810 6.98 ±1.13 

Prueba de Levene F=0.547 P = 0.463, * Significancia de P = 0.045 



B. Micronúcleos (MN) en pacientes con CaCU 

La distribución del número de MN en epitelio y linfocitos en 
los grupos estudiados se muestra en la Tabla 3. Todos los 
grupos fueron homogéneos cuando se realizó la prueba de 
heterogeneidad X2 (P > 0.05) 

Tabla 3. Heterogeneidad (Chi-cuadrada) de MN en epitelio y en linfocitos entre los grupos 

estudiados. 

Group N 
NO. 
cells 

MN 
Epitelio V2 8 A (df-9) P 

MN 
Linf. X 2 (df»9) P 

Control 10 10000 30 6.02 >0.05 62 8.05 >0.05 
LGSIL 10 10000 71 14.03 >0.05 95 4.52 >0.05 
HGSIL 10 10000 97 4.38 >0.05 98 2.89 > 0.05 
Invasor 10 10000 140 6.38 >0.05 130 5.46 >0.05 
"grados de libertad 

La Tabla 4 muestra el análisis univariado [razón de momios 
(OR) e intervalo de confianza (CI) ] de las células con MN en 
epitelio cervical y en linfocitos de muj eres con cáncer 
cervicouterino y mujeres control- Para las células con MN en 
epitelio, se observó una diferencia significativa entre el 
grupo control (referencia) y LGSIL (OR, 2.38) , HGSIL (OR, 
3.26), carcinoma invasor (OR, 4.72) (P < 0.001, X2 para 
tendencia lineal). Para las células con MN en linfocitos, 
también se observaron diferencias significativas entre el 
grupo control y LGSIL (OR, 1.54), HGSIL (OR, 1.59), carcinoma 
invasor (OR, 2.11) (P < 0.001, X2 para tendencia lineal). 



Tabla 4 . Análisis UnivariacJo de células con MN en epitelio y linfocitos. 

No. de MN MN 
Grupo células Epitelio8 ORc Cld 

linfb OR CI 

Control 10000 30 1.00 Referenda 62 1.00 Referenda 
LGSIL 10000 71 2.38 1.46-3.87 95 1.54 1.05-2.24 
HGSIL 10000 97 3.26 2.06-5.13 98 1.59 1.09-2.31 
Invasor 10000 140 4.72 3.08-7.24 130 2.11 1.49-2.99 

aX? = 76.25. df = 3, P < 0.001, °X¿ = 24.30, df = 3, P < 0.001, c Razón de momios,a Intervalo 
de confianza. 

En la tabla 5 se muestran los resultados de la prueba de 
tendencia lineal en una tabla de contingencia de a 2x4. Las 
células con MN en epitelio mostraron un incremento lineal 
significativo (X2 = 75.6, b [pendiente] = 3.56 x 10~3, 
probabilidad de tendencia < 0.001) y también para los 
linfocitos con MN (X2 = 22.48, b = 2.07 x 10"3, probabilidad 
de tendencia < 0.001) . 

Tabla 5. Prueba de tendencia lineal en una tabla de contingencia de 2 x 4. 

Tejido Prueba d.f. Chi-cuadrada P 

Epitelioa Regresión lineal 1 75.631 < 0.001 
Desviación 2 0.623 >0.05 

X2 global 3 76.254 < 0.001 

Linfocitosb Regresión lineal 1 22.476 < 0.001 
Desviadón 2 1.829 >0.05 
X2 global 3 24.305 < 0.001 

a b (pendiente) = Q.00356, Sb (error estándar) = 4.09 x 10", Z =b/Sb= 8.696, P<0.001 
b b = 0.00207, Sb= 4.37x 10^, Z = 4.74, P < 0.001 



C. Validez de la técnica Molecular de PCR-RFLPs para la 
detección del VPH. 

De acuerdo al diagnóstico histopatológico / coploscópico a 23 
mujeres se les diagnosticó CaCU. En 11 mujeres se detectaron 
coilocitos y/o condilomas sugestivos de VPH, mientras que la 
PCR resultó positiva en 26 casos (tabla 6) . 

Tabla 6. Distribución del número de mujeres infectadas con VPH diagnosticadas 
mediante los métodos: citohistopatológia, colposcopia y PCR. 

Detección de VPH 

Grupo n Citohistopatológia Colposcopia PCR 

Control 17 5 5 9 
CaCU 23 6 6 17 
Total 40 11 11 26 

Utilizando la técnica citohistopatológica / colposcópica como 
"estándar de oro" la PCR mostró una sensibilidad del 100%, 
una especificidad del 35.3%, un valor predictivo negativo del 
100%, una ganancia diagnostica del 9.2% y una exactitud del 
52.1% (tabla 7). 



Tabla 7. Resumen estadístico de los valores de validez de la PCR versus las técnicas 
cito histopatológica / colposcópica. 

VALORES DE VALIDEZ PARA LA PCR EN LA DETECCIÓN DEL VPH 

Verdaderos positivos 6 
Falsos positivos 11 
Falsos negativos 0 
Verdaderos negativos 6 

Sensibilidad 1 
Especificidad 0.353 
Prueba de proporción a priorí 0.353 
Prueba de proporción a posteriori 0.545 
LR+ 1.545 
LR- 0 
Prueba de probabilidad a priorí 0.353 
Prueba de probabilidad a posteriori 0.261 
Ganancia diagnostica 0.285 
Exactitud 0.521 
PV+ 0.353 
(95% Cl) (0.173-0.587) 
PV- 1 
(95% Cl) (0.609-1) 

LR+: Proporción de probabilidad positivo 
LR-: Proporción de probabilidad negativo 
PV+: Valor predictivo positivo 
PV-: Valor predictivo negativo 



A partir de la tipificación en las 26 mujeres con PCR ( + ) se 
encontraron los VPH-6 y -11 (bajo riesgo) y los VPH-16, -18, 
-31, -33 y -35 (alto riesgo) . Las mujeres con CaCU 
mostraron un OR de 9.33 veces mayor de tener VPH de alto 
riesgo (14/17) que en controles (3/6) (P< 0.05, gl =1) (tabla 
8) . 

Tabla 8. Análisis univariado de- la infección del VPH de acuerdo a su genotipo. 

Grupo VPH VPH OR Cl 
Bajo Riesgo Alto Riesgo 

Control 6 3 1.00 Referencia 
CaCU 3 14 9.33 1.45; 60.22 
Total g 17 

Bajo riesgo: VPH-6 y-11, Alto Riesgo: VPH-16,-18, -31,-33y-35,OR: Razón de 
momios Cl: Intervalo de confianza 



VI. DISCUSIONES 

A. Intercambio de Cromátides Hermanas (ICH) en Pacientes con 
CaCU. 

Nuestros resultados sugieren que el número promedio de ICH en 
pacientes con carcinoma cervical (7.59±1.05) es más alta que 
en controles (6.9811.13) con un poder estadístico de 0.80. 
Esto indica que los pacientes con cáncer cervical presentan 
inestabilidad cromosómica. 

Estos resultados están de acuerdo con lo reportado por otros 
autores (Mitra AB y Cois. 1986; Murty WVS y Cois. 1986; 

Yakota K y Cois 1989; Lukovic I y Cois. 1992; Xu CF 1993; 

Dhillon VS y Cois. 1996). Nosotros encontramos altos valores 
de poder estadístico en todos ellos (0.99 a 1.00) 
computarizado de acuerdo al software Stata. 

Por otro lado, Adhvary SG y Cois. 1985 no encuentra 
significancia estadística en la frecuencia de ICH en 
pacientes con cáncer cervical debido al bajo poder 
estadístico (0.57) en su diseño experimental (Apéndice 1). 

Algunos mecanismos han sido propuestos para explicar el 
incremento de ICH en pacientes con cáncer cervical: (1) el 
stress metabóüco debido al crecimiento tumoral (Benerjee R y 

Cois. 1982) , (2) los productos clastogénicos liberados por 
las células tumorales (Werkmeister J y Cois. 1980) y (3) la 
integración viral al genoma celular que produce inestabilidad 
cromosómica. La presencia del VPH ha sido observada en 70 a 
95% de lesiones preneoplasicas y neoplásicas de cervix (Paz-
y-Mino y Cois. 1992). 



Apéndice 1. Número promedio de Intercambio de Cromátides 
Hermanas y poder estadístico en pacientes con cáncer 

Cervicouterino reportado por otros autores. 

Referenda Grupo n Media ICH / 
metafases ± DE 

Poder 
estadístico 

1 Paciente 13 10.05 ± 2.35* 0.99 
Control 11 6.95 ± 1.53 

2 Paciente 46 10 .15 ± 2.49* 1.00 

Control 43 7.55 ± 2.24 

3 Paciente 13 9. 68 ± 0.97 0.57 
Control 13 8 .91 ± 1.15 

4 Paciente 35 10 . 00 ± 1.80* 1.00 
Control 18 7 . 60 ± 0.80 

5 Paciente 21 8.92 ± 1.47* 0.99 
Control 19 6.94 ± 1.00 

6 Paciente 14 9.44± 1.27* 1.00 
Control 20 6. 09± 1.07 

7 Paciente 30 7.18 + 1.23* 1.00 
Control 15 4. 68± 1.82 

References: 1. Mitra y Cols. (1982), 2. Murty y Cols. (1986), 3. Adhvaryu 
y Cols. (1985), 4. Yokota y Cols. (1989), 5. Lukovic y Cols. (1992), 6. 
Dhillon y Colsl. (1996), 7. Capalash y Cols. (1996). * P < 0.05 



B. Micronúcleos (MN) en pacientes con Cáncer Cervicouterino. 

Los resultados presentados en este estudio muestran un 
incremento progresivo de MN / célula en epitelio, de acuerdo 
al desarrollo neoplásicó. Esto está de acuerdo con lo 
reportado previamente por Chakrabarti RN y Cois. 1988, y 
Chakrabarti EM y Cois. 1998. Nuestros resultados apoyan la 
hipótesis de que el incremento de MN refleja la liberación de 
un factor mutagénico en pacientes con carcinoma cervical. 
Nosotros observamos una asociación significativa entre el 
daño cromosomal y carcinoma cervical en cultivo de 
linfocitos. Esto concuerda con lo reportado previamente por 
Nordeson 1 y Cois. 1984. 

Algunos factores han sido involucrados en el incremento de MN 
en pacientes con cáncer cervical : (1) El genoma de estos 
pacientes es frágil (Sobti RC y Cois. 1991); esta 
inestabilidad cromosómica puede producir células con 
aberraciones cromosómicas estructurales particularmente de 
los cromosomas 1, 3, 5, 11, y 17 (Atkin NB 1997). Estos 
pacientes tienen un mayor riesgo de desarrollar tumores 
secundarios debido a la inestabilidad cromosómica inherente 
que resulta en pequeñas subpoblaciones de células con 
anormalidades cromosómicas y (2) La presencia del VPH; debido 
a que algunos tipos de VPH (16, 18, 31, 33, y 35) han sido 
involucrados en el desarrollo de lesiones cervicales 
precancerosas y cancerosas (Wilczynski S y Cois. 1988). La 
integración viral al genoma celular produce manifestaciones 
citogenéticas no específicas. Los cambios producidos son ; 
Indices mitóticos alterados, poliploidia, gaps, fracturas, y 
figuras cromosómicas anormales (Popescü NC y Cois. 1990). En 
un estudio sobre mujeres con lesiones preneoplásicas y 
neoplásicas de cérvix, se observó un incremento en la 



fragilidad cromosómica debido a la presencia HPV (Paz-y-Mino 
C et al 1992). En el presente estudio, nosotros encontramos 
que el 73% de las pacientes presentaron VPH de alto riesgo 
(tipo 16, 18, 31, 33, 35) mientras que todas las mujeres del 
grupo control fueron VPH negativas. 

El incremento en el número de células con MN en epitelio y en 
linfocitos de acuerdo al desarrollo neoplásico, puede indicar 
que la progresión de la lesión esta asociada con una alta 
proporción de daño cromosómico. 



C. Validez de la técnica Molecular de PCR-RFLPs para la 
detección de VPH. 

Recientemente se ha establecido al VPH como agente causal 
del CaCU (Herrington CS, 1994). En estos trabajos se sugiere 
la gran utilidad clínica de la PCR-RFLPs para la detección 
del VPH como marcador pronóstico de malignidad (González-

Garay ML y Cois. 1992; Hernández-Ávila M y Cois. 1997; 

Torroella-Kouri M y Cois. 1998). Sin embargo, estudios 
realizados para validar esta prueba son muy escasos (Lie AK y 

Cois. 1997; Zazove P y Cois. 1998). 

En México, este es el primer trabajo donde se evalúa la 
sensibilidad, especificidad, valor predictivo positivo y 
valor predictivo negativo de la prueba de PCR utilizando como 
"estándar de oro" la prueba patológica /colposcópica. 

Los resultados obtenidos en este estudio están de acuerdo con 
estudios previos donde informan que estos métodos 
morfológicos son poco sensibles para la detección de VPH (Lie 
AK y Cois. 1997; Gjoen K y Cois. 1997; Zazove P y Cois. 

1998; Lie AK y Cois. 1999). Además informan que la PCR 
disminuye significativamente el número de falsos negativos. 
En nuestro estudio nosotros detectamos 14 muj eres VPH 
positivos que hablan sido reportadas previamente mediante las 
pruebas morfológicas como VPH negativas. 

Las frecuencias de infección de VPHs observadas en pacientes 
en este estudio, están de acuerdo con la literatura previa 
(González-Garay ML y Cois. 1992; Hernández-Ávila M y Cois. 

1997; Torroella-Kouri M y Cols.l 1998). Estos trabajos 
establecen que la infección de VPH-16 y -18 puede ser 
considerada como un factor pronóstico de malignidad, el cual 



puede ser de gran utilidad clínica en la evolución de 
lesiones precancerosas a cancerosa. Nuestros resultados 
revelaron que toda mujer con un VPH de alto riesgo (VPH-16,-
18, -30, -31, -33 y 35) tiene 9.33 veces mayor riesgo de 
desarrollar CaCU que una mujer con VPH de bajo riesgo (VPH-6 
y -11) . Sin embargo su utilidad pronóstico en mujeres sanas 
aún no es bien establecida. 



VII. CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS 

1. Los ICH están asociados con el cáncer cervical. La 
inconsistencia en los resultados en estudios previos puede 
ser atribuida al bajo poder estadístico en los diseños 
experimentales (Cortés-Gutiérrez El. y Cois. 2000). 

Sin embargo, la utilidad de los ICH como marcador preclínico 
para identificar mujeres con alto riesgo de desarrollar 
cáncer requiere futuros estudios de seguimiento. 

2. La frecuencia de células con MN en epitelio y en 
linfocitos, nos puede dar información acerca del 
comportamiento de la célula cancerosa y de la transformación 
maligna. Este biomarcador citogenético puede ser útil en 
estudios de cáncer cervical, debido a los valores 
significativos de OR y tendencia lineal encontrados (Leal-

Garza CH y Cortés-Gutiérrez El. En prensa). 

3. Consideramos que la técnica de PCR-RFLPs tiene una alta 
validez para la detección-tipificación del VPH y es una 
técnica sencilla que no requiere de una intensa 
interpretación de resultados, por lo que puede ser de gran 
utilidad clínica para evaluar el riesgo de desarrollar CaCU 
(Cortés-Gutiérrez El. Enviado a publicación) . 

La información obtenida en este 
por el médico ginecólogo para 
adecuadas en cuanto al tipo 
quirúrgico, extensión de cirugía 

estudio puede ser utilizada 
tomar decisiones mucho más 
de tratamiento médico o 

o necesidad de emplear otras 



medidas, además de proporcionar un pronóstico con mucho más 
fundamento científico. 

Por lo tanto la incorporación de estos biomarcadores 
citogenéticos- moleculares a un protocolo adecuado de 
detección oportuna de cáncer (DOC) sería de gran utilidad en 
el diagnóstico-pronostico del CaCU para disminuir la 
incidencia y mortalidad por esta neoplasia en nuestra 
población. 
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mo porefecto de estos antigenos. Estas moléculas 
para su uso en técnicas clásicas de inmunopre-
cipitación o métodos modernos, como inmuno-
transferencia. agregan una más a nuestra lista de 
ventajas de los métodos modernos para el diag-
nóstico de enfermedades infecciosas o parasita-
rias. no se requiere el aislamiento de los agentes 
causales, sólo una pequeña muestra de sangre. 

De acuerdocon lo anterior, prácticamente todas 
las enfermedades infecciosas y parasitarias pue-
den ser diagnosticadas al menos con uno de los 
métodos antes mencionados, con las adecuacio-
nes que cada caso requiera. 

En este simposiohemosqueridoofrecer a uste-
des un panorama general sobre este tema, con 
ejemplos de las técnicas que existen para el diag-
nóstico molecular de enfermedades producidas 
por virus, bacterias y protozoarios. Hablaremos 
especí f icamente de la identif icación de pa-
pilomavirus, una de las causas de cáncer cérvico-
uterlno, bacterias pertenecientes al género Brucelia, 

responsables de graves infecciones en el hombre y 
severas pérdidas económicas en la industria pe-
cuaria, asi como de dos protozoarios, Gidrdia 
lambiia y Entamoeba histoiytica, cuya importancia 
médica es ampliamente conocida. 

Deseo expresar mi agradecimiento a los miem-
bros de la mesa directiva por la oportunidad y el 
honor de mostrar a ustedes nuestros resultados 
dentro del programa académico de la Academia 
Nacional de Medicina y a las autoridades del 
Centro de Investigaciones y de Estudios Avanza-
dos, mi alma mater, por brindarnos la ocasión de 
compartir y disfrutar de una jomada plena de 
estimulantes actividades, durante la celebración 
de nuestra reunión conjunta. Agradezco cumpli-
damente a los distinguidos investigadores, M en 
C. Carlos l e a l Garza, Dr. Hugo Barrera Saldaña y 
Dra. Guadalupe Ortega Pierres, sus valiosas con-
tribuciones que seguramente enriquecerán esta 
sesión con su experiencia y conocimientos. 

II. Detección molecular del virus del papiloma 
humano en mujeres con cáncer cervico-uterino 

Carlos H. Leal-Garza*, Elva l. Cortés-Gutiérrez* 

Los virus son organismos que pueden causar 
una gran variedad de infeccionesy pueden sobre-
vivir solamente dentro de las células vivas. Hay una 
diversidad de tipos, pero todos ellos comparten dos 
características comunes: están formados de ma-
terial genético (ADN o ARN) y este material está 
protegido por una cápside protéica que lo reviste. 
Se han identificado varias familias de virus sóbrela 
base de su estructura, composición química y por 
sus similitudes en su contenido genético. 

Un virus que puede ser transmitido a su hospe-
dero de varias formas: inhalado, tragado o transmi-
tido a través de las relaciones sexuales y formas 
menos comunes tales como penetrar a través de la 

piel o por inoculación directa en sangre, pero una 
vez dentro de la célula, el virus puede integrar su 
material genético al de la célula hospedera, produ-
ciendo cambios que permiten a ellos reproducirse 
y causar una enfermedad. 

Se ha estimado que un buen porcentaje (5 al 
10%) de todos los cánceres en la población, están 
asociados con algún tipo de virus, y que algunos de 
ellos contribuyen al cambio de una célula normal en 
una cancerosa, conociéndoseles a este grupo como 
virus oncogénicos. En algunos casos pueden ac-
tuar directamente sobre la célula causándole pér-
dida en la habilidad de control de crecimiento, por lo 
que ésta continúa dividiéndose, formando masas 
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de tejido anormal (tumores). En otros casos los 
virus pueden actuar directamente dañando células 
del sistema inmune y logrando que el organismo 
sea incapaz de mantener la división celular normal. 

A nivel mundial, cerca de 500 mil nuevos casos 
de carcinoma invasor del cuello uterino son diag-
nosticados anualmente,1 y en países subdesarro-
lladoses la enfermedad neoplásicamásfrecuente 
y responsable aproximadamente del 25% de todos 
los casos de cáncer que se presentan el el sexo 
femenino. 

La lesión precursora del Cáncer Cérvico-U te ri-
ño (CaCu) es la neoplasia intraepitelial cervical 
(NIC) y dependiendo del grado de anormalidad 
celular son clasificados como NIC grado I (displa-
sia leve), NIC grado II (displasia moderada), y NIC 
III (displasia severa o carcinoma in situ) y cuando 
las células cancerosas epiteliales invaden tejido 
subyacente se le denomina cáncer invasor.2 

El tiempo de evolución entre NIC I hasta llegara 
carcinoma invasor es de 10 a 20'años, pero hay 
lesiones precursoras que revierten o regresan es-
pontáneamente a su estado normal o pueden per-
manecer sin modificarse durante casi toda la vida. 

En diversos estudios clínicosy epidemiológicos 
se ha mostrado que el virus del papiloma humano, 
principalmente el transmitido por vía sexual, está 
involucrado en una gran proporción de los CaCu, 
así también se le ha detectado en las lesiones 
precurosasNICI,ll y l l ly del condilomadel cérvix.34 

Los papilomavirus humanos (VPH) son un gru-
po de más de 70 tipos de virus y su nombre pro-
viene porque ellos son causantes de las verrugas 
o papilomasy que son tumores benignos. Diferen-
tes tipos de VPH causan las verrugas comunes 
que crecen en manos y pies, así como los que se 
desarrollan en boca y áreas genitales, algunos VPH 
genitales, transmitidos sexualmente han sido aso-
ciados a procesos neoplásicos tanto en mujeres 
como en hombres. 

Los VPH no son los únicos virus que se les ha 
implicado en el CaCu, ya que se ha asociado el 
virus del herpes simple tipo 2; sin embargo, existe 
evidencia de que los VPH son un agente más serio 
de tactor de riesgo para el CaCu que el herpex.5 

El genoma de los VPH está constituido de ADN 
doble cadena, circular en su forma y posee aproxi-
madamente 8 mil pares de bases, la estructura 
entre ellos es similar con una homología de se-

cuencia que va del margen de 45% a una homoliogia 
alta del 85%. En ellos se han identificado marcos de 
lectura abierta (ORF), los cuales estén organiza-
dos en regiones de expresión temprana (E) que 
codifican para proteínas relacionadas con la 
replicación (E1), transcripción (E2) y la transforma-
ción celular (E6 y E7) y las regiones de expresión 
tardía (L) que codifican para proteínas de la cápside 
(L1 y L2).6 

De los tipos diferentes de VPH que se conocen 
hay los llamados de "bajo riesgo", es decir, aqué-
llosquecausanpapilomaso verrugas alrededor de 
los genitales y el ano tanto en hombres como en 
mujeres y son asociados con los tipos números 6 
y 11, ya que se ha observado que raramente 
desarrollan cáncer, Otros conocidos como virus 
de "alto riesgo" han sido asociados con la aparición 
de neoplasias, y aquí se incluyen principalmente 
los tipos números 16, 18, 31, 33, 35 y otros que 
presentan altos índices de asociación con el NIC y 
con carcinoma in situ o invasor en un 90%, de éstos 
del 50 al 90% corresponden al tipo 16 y 18, y de 
esos dos el primero es más frecuente. 

Han causado gran interés los recientes estudios 
que indican que la proteína celularp53 es capazde 
unirse a la proteína E6 principalmente en eí virus 
VPH tipo 16.7 La asociación de p53 con la 
carcinogénesis humana está empezando a esta-
blecerse, el gen que codifica para la fosfoproteína 
nuclearp53 ha sido localizadoen el cromosoma 17 
en su región p13. Este gen fue originalmente con-
siderado como un oncogene, pero ahora se cree 
que tiene propiedades de un gen supresor de 
tumores. Mutaciones en él representan las anor-
malidades genéticas más comunes observadas 
en tumores, tales mutaciones causan pérdida de la 
función supresora," 

Hay funciones que apoyan la teoría de que la 
proteína p53 se une a la proteína E6 de los VPH 
tipos 16/18en el citoplasma celular, y de este modo 
previene la función supresora del tumoren el núcleo.9 

Como dato interesante podemos mencionar 
que pocos estudios cromosómicos han sido he-
chos en el CaCu, debido a la dificultad para obte-
ner preparaciones cromosómicas adecuadas en 
tumores sólidos. Anormalidades en la estructura 
deloscromosomas1,4,5 y 11 son comunes, pero 
además se han observado anormalidades numéri-
cas en estructura.10'12 



La infección por tipos definidos de VPH no es 
suficiente para la producción del CaCu, algunas 
observaciones apoyan lo anterior, ya que el progre-
so a cáncer es una rara consecuencia de la infec-
ción por VPH porsísola, además, el período latente 
entre la infección el desarrollo del proceso 
neoplásico puede estar en el orden de 20 hasta los 
50 años,13 hay estudios epidemiológicos que han 
implicado como factores de riesgo al hábito de 
fumar, asi como al uso de los anticonceptivos 
orales entre otros factores.14 

Para el diagnóstico de una infección por VPH 
podemos echar mano de varios métodos, uno de 
ellos es la clásica técnica citológica y la histopa-
tologia en donde la presencia de koilocitos caracte-
rizados por una gran zona clara perinuclear y a 
menudo binucleación, son un fuerte indicio de la 
presencia del virus, aunque se ha informado que 
partículas virales o sus antígenos son detectados 
sólo en una pequeña proporción en tales células 
afectadas por medio de la técnica de la peroxidasa-
antiperoxidasa.15 

La colposcopía es un método que permite 
visualizar el cérvix adecuadamente, es útil sobre 
todo para la detección de VPH por la lesión tisular 
que éstos producen,15 y es una herramienta diag-
nóstica muy útil para aclarar dudas que no se 
puedan resolver con la clínica. 

La introducción de la biología molecular a los 
laboratorios de histopatolog ía ha resultado en un 
diseño de métodos innovadores en la patología 
molecular. Mientras que características clínicas 
pueden indicar una infección viral, el diagnóstico 
definitivo debe basarse sobre la demostración di-
recta de la presencia del virus, ya sea por cultivo o 
por detección porinmunocitoquímica. Para la ma-
yoría de los virus su cultivo es extremadamente 
tedioso y consumen tiempo, incluso a veces es 
imposible lograrlo como es el caso de los VPH. 

La detección inmunológica de los antigenos de 
las cápsides virales ha mostrado que no es del todo 
confiable, en la mayoría de los casos, por la com-
plejidad de la infección viral. 

Por medio de las técnicas de hibridación in situ 
de los ácidos nucleicos utilizando sondas radioac-
tivas (HP, y S) específicas para las secuencias de 
ADN viral, es posible identificar y localizar al virus 
en las células o tejidos infectados. Las sondas 
radioactivas en general, aunque muy útiles tienen 

sus desventajas: el tiempo de exposición en la 
autorradiografia es largo, la resolución morfológica 
puede ser pobre y el uso de material radioactivo 
requiere condiciones especiales en el laboratorio, 
aunque el uso de sondas marcadas con S han 
mostrado tener una resolución y una sensibilidad 
excelente. 

Es preferible utilizar las técnicas de hibridación 
in situ por métodos no radioactivos utilizando para 
ello la sonda de ADN viral marcada con bioctina o 
digoxigehina, misma que después de serhibridizada 
con la muestra de ADN por analizar, es detectada 
inmunológicamente incubando con un complejo 
formado porestreptavidina acoplado con fosfatasa 
alcalina o peroxidasa y sustancia cromógena para 
revelarla hibridación.17-19 

La sensibilidad para detectar secuencias de 
ADN viral 6,11,16 y 18 en secciones de tejido 
incluidas en parafinaoen biopsiasdeáreasgenita-
les con este sistema de sondas con mareaje no 
radioactivo, es comparable a la obtenida con aque-
llas marcadas con 35S en la localización de híbridos 
a nivel celular.20-24 

La hibridación usando la técnica de Southern 
ó/oí de sondas de ADN extra ídosde tejidos frescos, 
ha sido quizá la prueba más utilizada y sensible 
tanto para la detección de la presencia como para 
la identificación de subtipos de VPH y además nos 
puededar información si el genoma viral está en las 
células como episoma o está integrado al genoma 
celular,25 esta técnica requiere una intensa laboren 
el laboratorio. 

La técnica dot-blot o hibridación slot-blot,26 tam-
bién se utiliza ADN puro de células o tejido infecta-
do, mismo que es desnaturalizado y colocado 
directamente como mancha o gota en una mem-
brana o papel filtro de nitrocelulosa, esto evita los 
pasos de la electoforesis en gel y la transferencia 
de la hibridación Southern, y después de esto, el 
ADN es sometido a la hibridación con la sonda 
marcada ydenaturalizada. 

Otras variantes de estas técnicas de hibridación 
utilizan células exfoliadas que son filtradas sobre 
una membrana de nitrocelulosa, desnaturalizada e 
hibridizada a alta temperatura,27 o pueden utilizar 
cortes de tejidos que habían estado incluíídos en 
parafina, esta técnica es la única en la cual la señal 
es vista con relación topográfica a la lesión patoló-
gica.28 



Ei número de tipos distintos de VPH identifica-
dos ha ido en aumento rápidamente durante los 
últimos 15 años, en la actualidad excede de Ios7029 

y aproximadamente la mitad de ellos ha sido aisla-
da de áreas genitales. Se considera un nuevo tipo 
de VPH sólo si su genoma completo ha sido aislado 
y establecido su secuencia nucleotidica de sus 
genes E6, E7 y L1 y que sea diferente en más del 
10% de cualquiera de los VPH descritos previa-
mente.30 

Se requiere de métodos alternativos para una 
evaluación rápida y eficiente de detección e identi-
ficación, para esto se emplea un método que per-
mite la amplificación de secuencias génicas pre-
sentes en muy pequeñas cantidades en el material 
a investigar; a este método se le ha dado el nombre 
de reacción en cadena de la polimerasa (RCP) y 
consiste en que el ADN de doble cadena es calen-
tado hasta su desnaturalización, las cadenas sim-
ples se aparean con un par de oligonucleó-tídos 
sintéticos específicos llamados iniciadores, que 
son complementarios uno en el extremo 5 del gen 
o fragmento del gen que se desea amplificar, y el 
otro en el extremo 3 del mismo, pero en la cadena 
opuesta, estos oligonucleótidos actúan como 
cebadores para la ADN polimerasa que sintetiza 
dos nuevas cadenas de ADN complementarias 
con las cadenas originales. Estos sucesos se 
repiten hasta 30 veces, lográndose doblaren cada 
ciclo la cantidad de ADN blanco. Después de esto 
se realiza un análisis directo por cortes con enzi-
mas de restricción o hibridación con sondas no 
radioactivas para comprobar la identidad del gen 
amplificado.31 

El uso de esta técnica con iniciadores o ceba-
dores consenso (MY11, MY09) pueden amplificar 
una gran gama de tipos de VPH . Los iniciadores 
blanco de los VPH son genes de la región L1 que 
codifican para la cápside viral, para detectar los 
productos de la amplificación son usados sondas 
consenso de más de 400 pares de bases y los tipos 
individuales de vi rus que pueden ser diferenciados 
con sondas de pocos oligonucleótidos.32 33 

La aplicación de las técnicas moleculares de 
detección han reafirmado el papel importante que 
desempeñan los VPH en el desarrollo del CaCu. 
Aun cuando la identificación de los tipos, subtipos 
y variantes de los VPH es complicada y a menudo 
compleja, es importante el continuar con este tipo 

de estudios, así como los encaminados al avance 
de las lesiones preneoplásicas, la evolución y el 
tipo específico de virus asociado a ellas, para tener 
en un futuro, un protocolo de manejo adeucadoque 
permita un diagnóstico oportuno, la profilaxis, así 
como el control definitivo de los carcinomasgenítales. 
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III. Diagnóstico de brucelosis por la reacción 
en cadena de la polimerasa 

Hugo A. Barrera-Salda ña*, Ana María S ¡fuentes-Rincón*, Agnés Revol-de Mendoza* 

La brucelosis, fiebre de malta o fiebre ondulante, 
es una zoonosis causada por bacterias del género 
Brucella y es considerada como un problema eco-
nómico y de salud pública muy importante, sobre 
todo en los pa íses en v ías de desarrollo. Aunque es 
fundamentalmente una enfermedad de animales 
domésticos, el hombre puede infectarse de forma 

secundaria, siendo Brucellamelitensis, Brvcellasuis, 
y Brucella abortus, las principales especies respon-
sables. 

La infección por brúcelas en humanos tiene una 
distribución prácticamentemundial. Sin embargo, 
existen diferencias geográficas importantes se-
gún las especies implicadas: Bbruecella melitensis 
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Sister chromatid exchanges in peripheral lymphocytes f rom women 
with carcinoma of the uterine cervix 
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A b s t r a c t Sisier c h r o m a l i d exchanges ( S C E ) are r e c i p r o c a l exchanges between sister c h r o m a t i d s . l l has b e e n 

t c p o i i e d t h a i in pa t ien ts w i t h ce rv i ca l c a n c c r . i hc f requency of S C E in p c r i p h e i a l l y m p h o c y t e s is 
^ g m l i c - j n t l y h i g h e r t h a n t h a i in n o r m a l i n d i v i d u a l s ; however , o ther studies have s l u i w n n o s i g n i f i -
ed» I d i l 1«jiuriL-e. T h e rturi o f l l i i s u n m a t c h e d case-cont ro l s tudy ^ a s to c o m p i i i e i h c muan n u m b e r 
of SC'I I p e r n i c t . i phase in l y m p h o c y t e s f i o n i w o m e n w i t h and w i thou t c a r c i n o m a o f the c e r v i x 
uter i . T h e S C ' l i ¡specimens were p r e p a r e d b y the fluoiesccHce plus g icnisa lecVir i i i )ue in p e r i p h e r a l 
I v n i p h o c y t c s f r o m 28 w o m e n w i i h c a r c i n o m a o f cerv ix u ter i and 28 contro ls . T h e m e a n n u m b e r o f 
SCE p e r m e i a p h a s e in w o m e n w i t h c a r c i n o m a o f cerv ix u le r i (7.80 ± 1.05) was h i g h e r t h a n the 
con t ro l g r o u p (ft.98 t 1.13) ( / ' < 0.05; t - tes t ) . Th i s s tudy had a stat ist ical power o f D.80 a n d an a l -
pha v a l u e o f 0.05. T h i s f i n d i n g suggests I hat an increased n u m b e r of S C E in p e r i p h e r a l l y m p h o -
cytes is assoc ia ted w i i h cerv ica l canccr . W e cons ide r that the lack o f r e p o r l t d assoc ia t ion o f S C E 
and c e r v i c a l c a n c e r m i g h t be a t t r i b u t e d to t h e none d e t e r m i n a t i o n o f the s ta t i s t i ca l p o w e r a n d 
sample s i ze , €) 2000 E l s e v i e r Science Inc. A l l r igh ts reserved. 

1. I n t r o d u c t i o n 

Cervical cancer represents the second most common malig-
nant neoplasia in women wor ldwide. In Mexico, cervical cancer 
is the most common female malignancy. Therefore, it is neces-
sary to establish early diagnostic and prognostic methods [1 ]. 

Sister chromatid exchanges (SCE) are reciprocal exchanges 
between sisier chromatids. T h e y are generally visualized by ex-
posing cells (in viiro or in vivo) to 5-bromodeoxyuridine (BrdU) 
for two cell cycles, al lowing subsequent differential staining o f 
sisier chromatids. Exchanges are detected at switches in stained 
regions between sister chromatids. The molecular mechanisms 
o f SCE are not known, but they occur after exposure to many 
genotoxic agents and arc bel ieved to indicate D N A damage (2). 

The SCE phenomenon is w ide ly used as a reliable indica-
tor of chromosome ( D N A ) instabi l i ty [3), and has been sug-
gested as a preclinical marker for the breast cancer gene 14], 

The SCE test in cul tured lymphocytes for evaluat ing the 
genomic damage in pat ients w i t h cervical carcinoma is 
more practical than in so l i d tumors due to the d i f f icu l t ies i n 
obtaining surgical specimens. The use o f lymphocytes is 
based on the assumption thai there should be an association 

* Corresponding author. Centra de Investigacion Biomedica del Nor-e.Me. JMSS. Administration dc Correos 4, A pari ado Postal 20. 64720 NWtrrty. N.L.. Mcmoi. FAX. t-Sl-R-WMU-W 
E-mail address: elvairenccortes@hoirtiail.com (E.I Cortes-Gulicmv). 

between the extent of chromosomal damage in lymphocytes 
and in tumor cells [5]. 

A significant increase o f the number o f SCEs has been 
reported previously in patients w i t h cancer o f the uterine 
cervix [6 -11 ] ; however, other studies have not shown sig-
nif icant differences [12], W e consider that the inconsistency 
in these results might be at t r ibuted t o the l o w statistical 
power in the experimental designs. 

Statistical power is a measure o f the extent to which a 
study is capable o f d iscerning d i f fe rences or associations 
that exist wi th in the populat ion under invest igat ion, and is 
of cri t ical importance whenever a hypothesis is statistically 
tested. Conventional ly, studies should reach a power level 
of 0.8, such that four times out o f f i ve a false nul l hypothe-
sis w i l l be rejected by a study. The easiest way to increase 
statistical power is by increasing sample size [131. 

The a im of this unmatched case-control study was to de-
termine any possible association between the mean number 
of SCE per metaphase in w o m e n w i t h and wi thout carci-
noma of cervix uteri. 

2. Ma te r ia l s and methods 

2.1. Studied papulation 

Data analyzed in this research were col lected at the Hos-
pital dc Ginecologia y Obstetr ic ia del Inst i tuto Mexicano 
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del Seguro Social ( IMSS) in Monierrcy. Nuevo León , M e x -
ico during 1997. 

A n unmatched case-control study that was approved by 
the Ethical Committee o f the Centro de Invest igac ión B i o -
medica del Noreste, IMSS, was conducted. T h e subjects 
were 28 patients affected by carcinoma o f the ce rv i x uter i , 
according to the U ICC classif ication [14] , and 28 no rma l 
women. The mean ages were 45 (range: 24—76) and 44 
(range: 23-75) years for the patients and contro l g roups, re-
spectively. None of the patients had previous chemotherapy 
or radiotherapy, nor a cl in ical history o f chron ic in fec t ion , 
drug intake (including contraceptives), c igarel te smok ing , 
or radiation exposure. 

Molecular analysis for every control w o m a n was per-
formed in order to detect the presence o f human p a p i l l o m a 
virus (HPV), and all women were negative for this test. 

The criteria of genetic homogeneity found in the No r th -
eastern Mexico population by Cerda-Flores et al. [15] was 
applied in this study. 

2.2. Biological samptes 

Peripheral blood samples o f patients and cont ro ls were 
collected in sterile heparinized disposable syr inges. 

2.3. Meiaphases 

Lymphocytes were cultured for 72 hours i n M c C o y 5 A 
medium supplemented wi th 2% phytohemagglu t in in , 15% 
fetal calf senim. and antibiotics (s t reptomycin-penic i l l in ) . 
Bromodeoxy uridine was added at a f inal concent ra t ion o f 
10 M-g/ml after 24h of incubation. Colchic ine was added 45 
minutes prior to harvesting, and slides were prepared ac-
cording to the standard procedure [ 161. 

Sister chromatid dif ferentiat ion was achieved us ing the 
fluorescence plus giemsa technique [17]. FOT each w o m a n 
the mean number of SCE was calculated f r o m 30 to 50 
metaphases analyzed by one observer by means o f b l i n d 
analysis. 

2.4. Slalistical analysis 

The statistical comparison of the mean number o f S C E 
per metaphase in women w i th and without ca rc inoma o f 
cervix uteri was made using the Student's t-test. Sample 
size for two-sample comparison o f means was est imated us-
ing the ST A T A software (version 6.0 ) ( a = 0 .05, 1 - ft = 
0.80). A value of P < 0.05 was considered s ign i f icant . 

3. Results 

The mean value of SCE in patients was 7.80 ± 1.05 per 
metaphase. In ihe controls, however, it was 6.98 ± 1.13 per 
metaphase. The SCE frequency in patients was stat is t ical ly 
significant (P = 0.045), as compared wi th the con t ro l sub-
jects (Table I). There was homoscedasticity in the var iances 
when ihe Levene test was applied {P > 0.05)-

Tablc J 
Sister chromatid exchange frequencies in women with and without 
carcinoma of Ihe cervix uteri 

Subjects Meiaphases studied MeanSCE/Cell ± SD 

Patients' 1200 7.80 ± 1.05' 
Control1* 840 6.98 * 1.13 

Levene test: F = 0.547; P = 0.463. 
T h e mean number of SCE was calculated Tor 30 to 50 meiaphases/palieiH. 
•"The mean number of SCE was calculated for 30 metaphases/comrol. 
'Significant at P = 0.045. 

4. Discussion 

T h e results suggest that the frequency o f SCE in patients 
w i t h cervical carcinoma is higher than in controls with asta-
t ist ical power of 0.80. i t could be assumed that these pa-
t ients show a certain amount o f chromosome instability. 
Th is f inding is in accord wi th other authors [5-11]. High 
values o f statistical power (0.99 to 1.00) are demonstrated 
in al l o f the references shown in Table 2 (computed accord-
ing to the STATA software by the authors). On the other 
hand, Adhvaryu et al. (12] did not f ind SCE to be statisti-
ca l ly significant in cervical cancer patients, possibly be-
cause of the low statistical power (1 — (3 = 0.57) in the ex-
per imental design. 

Var ious possible mechanisms have been proposed to ex-
p la in the increase in SCE in patients wi th cervical carci-
noma: the metabolic stress due to tumor growth [18], the 
clastogenic products released by the tumor cells [19], and 
the human papil lomavirus integration into the cell genome 
produces chromosomal fragi l i ty. The presence o f this virus 
has been observed in 90 to 95% of the preneoplastic and 
neoplastic lesions o f the cervix [201-

In conclusion, our results suggest that SCEs are associ-
ated w i t h cervical cancer. The inconsistency of the results 
w i t h other studies might be attributable to the low statistical 

Table 2 
Sister chromatid exchange frequencies in women wi th and without 
carcinoma of the cervix uteri w i th different statistical power as reported in 
the literature 

Mean SCE/ Statistical 
Reference Subjects ii Cell ± SD power 

M i t ra et al. [6] Patients 13 10.05 ± 2 . 3 5 * 0.99 
Control I I 6.95 ± 1.53 

Mur ty el al [7] Patients 46 10.15 1 2.49» 100 
Control 43 7.55 Í 2.24 

Adhvaryu et al. 112] Patients 13 9.68 ± 0.97 0.57 
Control 13 8.91 ± 1.15 

Yokota et al. (10) Paiients 35 10.00 ± 1.80* 1.00 
Control IS 7.60 ± 0.80 

Lukovic and Milasxin |8] Patients 21 8.92 ± 1.47* 0.99 
Control 19 6.94 ± 1.00 

D hi Hon et al 191 Paticms 14 9.44 ± 1.27* 1.00 
Control 20 6.09 ± 1.07 

Capalash and Sobti [ 11 ] Patients 30 7.18 ± 1.23* 1.00 
Control 15 4 . 6 & ± 1.81 

*P < 0.05. 
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power in the experimental design oT ihose sludies; however, 
ihe question of usefulness of increased SCE levels as a pre-
clinical marker to ident i fy women with a high risk of devel-
oping cancer needs to be ascertained by fol low-up studies 
on precancerous lesions w i t h high levels of SCEs. 
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