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INTRODUCCION 

Una de las enfermedades neoplásicas más frecuen

·tes en México es el carcinoma del cervix. En la cam·~ 

paña de Diagnóstico Temprano del Cáncer Cérvico Ute

rino, que se realiza en el Instituto Mexicano del Se

guro Social, se ha encontrado que el porcentaje es élP 

0.7% en la población femenina, aparentemente sanao Es 

fácil comprender que un padecimiento neoplásico tan 

frecuente, que afecta preferentemente a mujeres jove

nes y que es prácticamente curable en el lOO% de los 

casos cuando su diagnós·tico se hace en el est-adio in

traepitelial, debe ser estudiado mediante cualquier 

método clínico o de labora·torio que sea capaz de des

pertar sospechas de su presencia. · 

Los métodos rutinariamente usados hasta la fecha, 

prueba de Schiller (1) citología exfoliativa periódica 

y biopsia de todas las lesiones sospec.hosas.del cervix 

han sido repetidas y frecuentemente valuadasp Young 

y col (2) , concluyen que la prueba de Schiller excluye 

los casos de anaplasia y carcinoma in situ con casi la 

misma efectividad que la biopsia y la citología. 



La opinión general sobre la citología vaginal 

seriada, es la de que es un procedimiento útil para 

encontrar o para descartar sospechas en casi todos 

los casos de lesiones pre-malignas o malignas, pre

invasoras o invasoras del cervix, pero que por sí 

misma no es totalmente diagnóstica y que la sospe

cha encontrada debe ser siempre confirmada por 

biopsia adecuada. 

Recientemente, la enzimología ha adquirido una 

importancia creciente como coadyuvante de los méto

dos habituales en el diagnóstico de las neoplasias 

(3, 4) • 

Los métodos bioquímicos por su sensibilidad y 

especificidad, deben seguramente ser importantes 

tanto en el diagnóstico como en el estudio biológico 

y de la relación huesped-tumor en los casos de cáncer 

cérvico-uterino. 

El Instituto Mexicano del Seguro Social, lleva 

a cabo desde el año de 1962 una campaña para el diag

nóstico del cáncer cérvico-uterino en la cual toma 

parte muy activa el Hospital de Oncología del Centro 

N.édico Nacional (5) • 



Los estudios realizados comprenden el siguiente 

procedimiento: 

l.- Toma de muestra para el estudio de papanico

lau de toda la población derechohabiente fe

menina que ha iniciado relaciones sexuales y 

que se realiza en todas las clínicas de ads

cripción del Instituto Mexicano del Seguro 

Social. 

2.- El estudio citológico del material señalado 

se lleva a;. cabo en el laboratorio de Citología 

Exfoliativa de cada clínica. 

3.- Todas aquellas personas cuya citología haya 

resul·tado sospechosa, es decir, que pertenez

can a la clase III, IV o V de papanicolau, 

son localizadas en su domicilio y enviadas a 

la consulta externa del Hospital de Oncología 

4.- Durante esta consulta, se realiza una toma nue-

va de moco cervical para Papanicolau y se rea

lizan biopsias de todas las lesiones sospecho

sas presentes en el cuello del útero. 

5.- Las personas cuya citología se ha encontrado 

nuevamente sospechosa, III, IV o V, pero sin 



que se encuentren da·tos de ca:ecinon1a -· . cer'\r:Lco-=-

uterino en las biopsias realizadas, son mante-

nidas en observación por un periodo de tiempo 

más o menos largo, hasta que la citología vuel-

va a la normalidad, o has'ca que se llega al 

diagnóstico de cáncer cérvico-uterino. 

6.- Aquellas pacientes a las cuales se les hace el 

diagnóstico de cáncer cérvico-uterino, por 

medio de la biopsia realizada, son tra·tadas 

por los métodos más modernos y en seguida ob~ 

servadas por el tiempo que sea necesario para 

concluir su curación definitiva, o bien, para 

ser tratadas nuevamente si se encuentra una 

recidiva del proceso neoplásico. 

En el presente estudio se ha tratado de encontrar 

una correlación entre las concentraciones de los amino-

ácidos libres presentes en moco cervical o secreción va-

ginal en mujeres con presencia o ausencia de cáncer cér-

vico-uterino. Así como trunbién, las concentraciones de 

ácido siálico y vitamina A en el mismo tipo de pacientes. 

Estudios anteriores han demostrado que cambios dis-

plásicos en el epitelio del cervix uterino estan asocia-
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dos con un incremento en lactato, succinato, y en la 

actividad de glucosa-6-fosfato deshidrogenasa (22, 23, 

24, 25) y disminución en contenido de glicógeno (24, 

26, 27, 28, 29, 30) • . 
Ha sido aceptado, generalmente, que los procesos 

neoplásicos afectan los patrones presentes en la célu-

la normal, a través de cambios exudativos, inflamato-

rios y necróticos que se manifiestan en el tumor mismo 

y en el ambiente que lo rodea. 

El presente estudio se llevó a cabo con objeto de 

obtener información acerca de la composición de las se-

creciones producidas tanto por las células malignas como 

por las células que rodean el tumor. 

Rudman (39) estudió el patrón de aminoácidos pre-

sente en pacientes con leucemia aguda, y encontró que 

el contenido de aminoácidos en los pacientes con leuce-

mia era menor que el de las personas sanas. 

La determinación de aminoácidos libres en secrecio-

nes vaginales de pacientes con carcinoma in si'tu y pa-

cientes con lesiones que en algunos de los casos dege-

neran en cáncer la llevamos a cabo con objeto de cono-
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cer las diferencias que pudieran presentarse entre los 

grupos estudiados. Es-to ayudaría .a explicarnos las al

·teraciones ocurridas en el metabolismo de las células 

neoplásicas. 

Pederson (34), ha estudiado los aminoácidos presen

tes en moco cervical de mujeres normales; hasta donde 

nos ha permitido la revisi6n de la literatura, es esta 

la primera vez que se determinan aminoácidos en secre

ci6n vaginal de mujeres con sospechas de cáncer cérvi

co-uterino. 

Se ha visto que la deficiencia de vitamina A está 

asociada con metaplasia escamosa y cornidicaci6n de va

rios epitelios {Wolbach (20), Sally (19), Hicks (12) y 

con la cornificaci6n prolongada en la vagina de la rata 

(Evans (lO), De Luca (45 )-. 

El exceso de vitamina A inhibe la querantinizaci6n 

y produce metaplasia mucosa in vivo e in vitro (Fel.l 

(11), Lastnizki (15), Bern (9), Rothberg (18), Polliack 

{ 16) ) • 

Sobre el epitelio vaginal de las ratas adultas, la 

vitamina A aplicada t6picamente, {KahN {14) ) , o adminis

trada oralmente (Howlewg, 1951), parece ejercer un efecto 
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antagonista a aquel de los estrógenos. Un efecto similar 

ha sido notado en el epitelio vaginal de ratón in vi·tro 

(Lasnitzki, 46). 

Es de interés mencionar los experimentos de Reiter 

(17) sobre el desarrollo de metaplasia querantiniz::m·te 

escamosa en el útero de ratas tratadas con estró~cno~. 

El encontró que la administración simultánea de --~_t.a"1". ·-:-

A en dosis elevadas no previnieron el desarrollo de tales 

lesiones. 

Goldblatt (47) reportó que una dieta deficiente en 

vitamina A es capaz de inducir metaplasia escamosa que

rantinizante. 

Puesto que el cáncer cérvico uterino se inicia como 

una modificación del epitelio cervical y es probablemente 

precedido por cambios estructurales como la metapfasia 

y la displasia, es interesante cuantificar la cantidad 

de vitamina A en secreción vaginal y correlacionar es·ta 

concentración con las alteraciones citológicas e histo

patológicas encontradas en cada caso. 

El ácido siálico se encuentra, frecuentemente, for

mando par·te de glicoproteínas, cuando se encuentra en con

centración apreciable, imparte a la molécula propiedades 
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físicas y químicas caracterís·ticas. 

Las glicoproteínas son componentes esenciales de 

·todas las secreciones mucosas y proporcionan a estas 

secreciones sus propiedades fisicoquírnicas caracterís

ticas. Las funciones de la secreción mucosa pueden ser 

tomadas corno reflejo de las funciones de las glicopro-

·teínas. 

De todos los azúcares componentes de glicoproteínas 

el ácido siálico es el más característico por varias 

razones: 

1.- Siempre ocupa una posición terminal en los 

heterosacáridos. 

2.- Es un ácido fuerte (pKa=2.6). 

Debido a su grupo carboxilo, el ácido siálico loca-

lizado periféricamen·te imparte propoedades ácidas a las 

glicoproteínas. Se ha visto que el bajo pu11to isoeléc-

trico de muchas glicopro:.:.e:nas es é:.ebido a su. pre.o>S'<c:..:.:. 

Glick (41), estudió al cc¡.!:c1-• .:.ac- de cc..rbohidrütc.::; 

de fibroblastos de ratón y e:{arür:.ó sus membranas superfi·~ 

ciales. Encontró que la cantidad de ácido siálico en las 

células intactas variaba. Una parte de esa variación 

pudo ser relacionada estadísticamente a cambios en el 
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contenido de proteínas de la célula. En relación al cre

cimiento de los cultivos, se vió que los cultivos que cre

cían más lentamente contenían cantidades más elevadas de 

ácido siálico. 

Rajalakshrni (42), encontró que el ácido siálico es 

un parámetro sensible a los estrógenos. Coppola (43), 

reportó que la concentración de ácido siálico en ú·tero 

de rata es directamente proporcional al nivel de estró

genos e inversamente proporcional al de progesterona. 

Puesto que una de las hipótesis más firmemente 

apoyada en la actualidad en relación al origen de las 

neoplasias malignas implica una alteración en la estruc

tura y composición de la membrana plasmática y corno el 

ácido siálico participa de manera importante en la de

terminación de estas propiedades rnernbranales, nos pare

ció importante el estudio de la concentración de siálico 

en secreción vaginal y su correlación con los diagnósti

cos clínicos establecidos. 

Dado el carácter de la población comprendida en el 

presente trabajo cási todas las mujeres estudiadas para 

el descubrimiento temprano del cáncer, fueron aquellas con 

actividad sexual, en la población de derechohabientes, el 
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número de mujeres postmenopáusicas fué muy pequeño y no 

se ha hecho ningún intento de separarlas del grupo total. 

Hasta el momento, no parece existir o no se ha en

contrado, ninguna diferencia cualitativa entre las célu

las normales y las neoplásicas. Las diferencias en el 

mejor de los casos son cuantitativamente perceptibles, 

de aquí que Kasdom y col (35) hallan dicho que cualquier 

fenómeno que este relacionado con el cáncer y sea suscep

tible de cuantificación merece la más cuidadosa de las 

consideraciones y el más minucioso de los estudios. De 

aquí, que las técnicas puramente bioquímicas aplicadas 

por nosotros sean de gran valor. 

En relación a esto debe recordarse que Young (38) 

sostiene que es poco factible que el exámen citológico de 

la población femenina llegue a eliminar el cáncer cérvico 

u-terino como causa de muerte a menos que se encuentre 9.1-

guna manera de ampliar nuestro conocimiento sobre los 

factores esenciales que inician la aparición de este tipo 

de cáncer. 

La pesimista opinión de este autor que indica que 

cerca del 40% de todas las mujeres que desarrollen un 

cáncer cérvico uterino, de cualquier tipo, moriran de 

-10-



cáncer cérvico uterino, nos sirve para recalcar la nece

sidad de estudiar con ahinco este problema, utilizando 

cuantos medios tengamos a nuestro alcance. 
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1--t.U. TERilH.. Y 1:<1ETODOS 

El material humano fué proporcionado por el Servicio 

de Consulta Externa del Hospital de Oncología del Centro 

Médico Nacional. 

Todas las pacientes fueron enviadas al Hospital por 

uno de los servicios de Diagnóstico Oportuno del Cáncer, 

que laboran en las diferentes clínicas de la ciudad por 

haber rnostrado una citología sospechosa de la presencia 

de cáncer cérvico uterino intraepitelial o invasor. 

El procedimiento habitual fué: 

a) Observación ginecológica 

b) Toma de frotis para citología vaginal 

e) Toma de una muestra de secreción vaginal de 

fondo de saco para la determinación de amino

ácidos libres, vitamina A, ácido siálico, DNA 

y proteínas 

d) Prueba de Schiller (1) 

e) Toma de biopsia de las áreas yodonegativas. 

La secreción vaginal se recogió por succión con pi

petas de Papanicolau. El mat:erial así ob·tenido fué de

positado en un tubo de ensaye que contenía 0.5 rol de agua 

bidestilada y rodeado de hielo. 
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Extracciones 

I.- Fundamento.- La solubilidad de los aminoácidos, 

la vitamina A, el DNA y las proteínas en los sol

ventes usados. 

II.- Aparatos.-

1. Homogenizador Potter Elbehjem 

2. Centrífuga Sorval SS-3 F>.u·tomática 

3. Baño de agua 

4. Horno 

III.- Reactivos.-

L Acido perclórico 1 M 

2. Acido sulfosalisílico 20% 

3. Na OH 1 N 

4. Acido perclórico 6 M 

5. Cloroformo-etanol-eter 1:2 :2 . 

IV.- Material biológico.- Secreción vaginal. 

v.-Método.-

lo. Homogeneizar la secreción vaginal con un volú

igual de ácido sulfosalisílico al 20%. 
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2o. Centrifugar a 3,500 rpm durante 15 min 

3o. Determinar aminoácidos en el sobrenadante 

4o. Efectuar las siguientes extracciones en el 

precipitado: 

Ex·tracción de DNA.-

l. Suspender el precipi·tado en l ~1 de ácido percló-

rico 0.1 M 

2. Someter a temperatura de 70°C durante 20 min 

3. Enfriar en hielo 

4. Centrifugar a 3,000 rpm durante 5 min 

5. Separar el sobrenadante y repetir los cuatro pasos 

anteriores 

6. Mezclar los dos sobrenadantes obtenidos. 

Extracción de grasa.-

A partir del precipitado obtenido de la centrifugación 

anterior 

l. Suspender en 1 ml de NaOH 1 N 

2. Incubar a 37°C duran·te 15 min 

3. Adicionar 200 pl de ácido perclórico al 60% 

4. Someter a la temperatura de 93°C durantel5 rnin 
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5. Enfriar en hielo 

6. Centrifugar a 3,000 rpm durante 5 min 

7. Descartar el sobrenadante 

8. Suspender el precipitado en 1 m1 de una mezcla de 

cloroformo-etanol-eter 1: 2 : 2 

9. Dejar a temperatura ambiente durante 8 hrs 

10. Centrifugar a 3,000 rpm durante 5 min 

Aminoácidos libres.-

I.- ,Fundamento.- El complejo colorido que se forma 

al reaccionar cada aminoácido con ~a ninhidrina. 

La reacción que se efectúa es la siguiente: 

~ o ~ ~/OH H2N-c-COOH + rQ:r¿--oH - HN::C-COOH + 
1 'OH 'H 
H o 1 o 

aminoácido ninhidrina "'1-Jmtnoacido ninhidrina 

OXIdada reduc.ida 
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El iminoácido es hidrolizado para formar un ce-

toácido, el cual se descarboxila bajo las condiciones 

de la reacción: 

~ 
HN::C-COOH + H20 

R 
1 

O::C-COOH -

- ~ 
C-H 
" o 

Finalmente, el amoniaco producido, reacciona con 

cantidades equimoleculares de ninhidrina reducida y 

oxidada, para producir un compuesto azúl-púrpura, el 

cual es proporcional a la cantidad del aminoácido 

presente-. 

producto azul 
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II. Reactivos.-

1. Amortiguador concentrado 

105.07 g de ácido cítrico H2o (Baker) 

72.0 g LiOH anhidro (Merck) 

Disolver en 800. O ml de agua des-tilada 

Enfriar a temperatura ambien-te 

Diluir a 1,000 ml. 

2. Amortiguadores para eluir los aminoácidos ácidos 

y neutros: 

a) pH 2.85 + 3.0% de metil celosolve 

100.0 ml de amortiguador concentrado 

750.0 ml de agua des-tilada 

30.0 ml de metil celosolve al lOO% (Merck) 

1.0 ml de tiodiglicol (Technicon) 

0.2 ml de pentaclorofenol 

Llevar a pH 2.85 con HCl 6 N 

Adicionar 10.0 ml de Brij - 35 (Pierce Chem. Co.) 

Diluir a 1,000.0 ml 

Ajustar el pH 
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b) pH 2.75, 3.70, 5.25 

100.0 ml de amortiguador concentrado 

750.0 ml de agua destilada 

l. O ml de tiodiglicol 

0.2 ml de pentaclorofenol 

Llevar al pH adecuado 

Adicionar 10.0 ml de Brij - 35 

Diluir a 100.0 ml 

Ajustar el pH 

3. Amortiguadores para eluir los aminoácidos alcalinos: 

a) pH 3.90, 5.25 

100.0 ml de amortiguador concentrado 

750.0 ml de agua destilada 

9.5 g de LiOH anhidro (Merck) 

1.0 ml de tiodiglicol 

Llevar al pH adecuado con HCl 6-N 

Adicionar 10.0 ml de Brij -35 

0.2 ml de pentaclorofenol 

Diluir a 1,000.0 ml 

Ajustar el pH 
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b) pH 9. 70 

10.0.0 ml de amortiguador concentrado 

750.0 ml de agua destilada 

9.5 g LiOH anhidro (Merck) 

1.0 ml de tiodiglicol 

Llevar a pH 7.0 con HCl 6 N 

Llevar a pH 9. 70 con carbona·to de litio en polvo 

Adicionar 10.0 ml de Brij - 35 

0.2 ml de pentaclorofenol 

Diluir a 1,000.0 ml 

Ajustar el pH a 9.70 

4. Reactivo de nihidrina 

10.0 g de ninhidrina en polvo (Merck) 

Disolver en 500.0 ml de metil celosolve al 100% 

(Merck) 

200.0 ml de acetato de sodio 4.0 N, pH 5.5 (Baker) 

50.0 ml de ácido acético glacial (Merck) 

Diluir a 1,000.0 ml con agua destilada. 

La sensibilidad de este reactivo varía durante las 

primeras hrs después de su preparación. Por tanto, es 
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recomendado que se prepare un día antes de su uso. 

5. Sulfato de hidrazina 

Se disuelven 262 mg de sulfato de hidrazina en 

1,000.0 ml de agua destilada (Baker) 

Adicionar una gota de ácido sulfúrico concen

trado (Merck) 

6. Acido 5-sulfosalicílico al 20% 

Pesar 20.0 g de ácido 5-sulfosalicilico (Merck: 

Disolver en 80.0 ml de agua destilada 

7. Soluci6n estandar de 21 aminoácidos, pH 2.75, que 

contiene 2.5 pM de cada uno de los siguientes 

aminoácidos: 

Aspártico 

Treonina 

S erina 

Asparagina 

Glutámico 

Glutamina 

Prolina 

Glicina 

Alanina 

Cistina 

Cisteico 

Valina 

Metionina 

Isoleucina 

Leucina 

-20-

Tirosina 

Fenil alanina 

Lisina 

Histidina 

't -amino butírico 

Orni'cina 

Arginina 



8. Nitrógeno gaseoso 

9. Solución de norleucina 2.5 fM• pH 2.75 en 

HCl 0.1 N (Sigma) 

III.- Aparatos.-

1. Autoanalizador de aminoácidos Technikon 

Mod TM-1 

2. Integrador de áreas Gelrnan Instrumen·t Co. 

3. Espectrofo·tórnetro Colernan Mod 6/20 

IV.- Método.-

Antes de pasar el sobrenadante por el autoanaliza-

dor de aminoácidos, obtenido corno se indicó anterior

men·te, se llevó a cabo una prueba preliminar en tubos 

de ensaye para conocer la concentración de aminoácidos 

presente en la secreción vaginal, y de esta manera 

poder determinar la alícuota que debía colocarse en 

el aparato. Era necesario tener de lOO a 200 pg de 

aminoácidos libres en cada secreción vaginal. Es·ta 

prueba se realizó de la siguiente manera: 

En un tubo de ensaye se midieron: 

50 pl de sobrenadante 
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1.0 ml de sulfato de hidrazina 

1.0 ml de ninhidrina 

Someter a la temperatura de 93°C duran·te 

15 min 

Enfriar en hielo 

Leer en espectrofotómetro de 540 nm. 

La determinación de aminoácidos libres presentes 

en la secreción vaginal se llevó a cabo en un Autoana

lizador de aminoácidos Technicon Mod TM-~. Con este 

aparato se obtienen análisis cualitativos y cuantitati

vos por medio de cromatografía en columna, automática

mente. Este apara·to consta de: 

l. Dos columnas cromatográficas formadas por re

sinas de in·tercambio iónico (amberlita tipo A 

Technicon Co.). En una de estas columnas se 

eluyen los aminoácidos ácidos y los neutros; 

en la otra columna se eluyen los aminoácidos 

básicos. 

Condiciones de operación de las columnas: 

A. Columna de los aminoácidos ácidos·y neutros. 
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a) Columna de 75 x 0.63 cm 

b) Cama de resina de intercambio iónico de 69 cm 

e) Temperatura de 42°C 

d) Velocidad de flujo de 0.80 ml/mi~ 

e) Presión de operación de 700 - 800 lb/pulg2 

f) Secuencia de aminoácidos y amortiguadores 

que los eluyen. 

Amortiguador Aminoácidos 

Cisteico 

Aspártico 

Treonina 

pH 2.85 + 3.0% de metil celosolve 

pH 2.85 

pH 3.70 

-23-

S erina 

Asparagina 

Glutámico 

Glutamina 

Prolina 

Glicina 

Alanina 

Cis·tina 

Valina 



Metionina 

pH 5.25 Isoleucina 

Leucina 

Norleucina 

Tirosina 

Fenil alanina 

t -amino butírico 

B. Columna de los aminoácidos básicos 

a) Columna de 35 x 0.63 cm 

b) Cama de resina de intercambio iónico de 21 cm 

e) Temperatura de 60°C 

d) Velocidad de flujo 0.80 ml/min 

e) Presión de operación 100 - 150 1b/pulg2 

f) Secuencia de aminoácidos y amortiguadores que 

los eluyen. 

Amortiguador 

pH 3. 90 

pH 5.25 
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Aminoácidos 

Triptofano 

Ornitina 

Lisina 

Histidina 



pH 9. 70 Arginina 

A continuación, los amor-tiguadores conteniendo los 

aminoácidos que han eluído, reaccionan con el reactivo de 

ninhidrina en presencia de sulfato de hidrazina (act6a 

corno reductor de la ninhidrina) • Para favorecer el 

transporte de las substancias a través de los ·tubos 

del aparato, se usa ni·trógeno gaseoso. Posteriormente 

esta mezcla es calentada a 93°C en un baño de aceite. 

Corno resultado de la reacción antes descrita se produce 

un compuesto colorido que pasa a un fotocolorírnetro y 

después a un depósi·to de deshechos. La señal captada 

por el fotocolorírne-tro es enviada a un registYador; la 

señal recibida por el registrador es graficada en forma 

de picos. El área de cada pico es proporcional a la in

tensidad de color producida en la reacción y por tanto a 

la concentración del aminoácido. 

El fotocolorírnetro está capacitado para hacer lec

turas a dos diferentes longitudes de onda, .. C1 4~0 y a 

570 nanorne·tros. A 440 nrn capta las señales enviadas 

por los aminoácidos que forman un complejo de color ama-
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rillo al reaccionar con la ninhidrina y a 570 nin los 

que producen color violeta. La siguiente figura re-

presenta un ejémplo de lo proporcionado por el Au·to-

analizador de aminoácidos. 

Cada pico corresponde a un aminoácido, y el área bajo 

la curva es proporcional a su concentración. El área de 

cada pico fué calculada con un integrador de áreas de 

Gelman Instrument Ca. Las áreas así conocidas se rela-

cionaron con el área de un estandar interno; en este 

trabajo se usó el aminoácido norleucina. Para calcular 

la concentración de aminoácidos presente en las secrecio-

nes vaginales, fué necesario calcular las áreas produci-

das por un estandar formado por concentraciones conocidas 

de cada aminoácido. Junto con el estandar de 23 amino-

ácidos se corrió el estandar interno de norleucina. La 

concentración de cada aminoácido se obtuvo de la siguien·te 

manera: 

área norleucina 
en el est.andar 

área de cada aa 
en el estandar 

área de cada aa concentración 
X en el problema X de norleucina 

-----------------
área de norleucina 
en el problema 

concentración de cada aminoácido 
en la muestra colocada en el cartucho 
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Determinación de triptofano.- Hess y Udenfriend (49). 

I.- Fundamento.- Este aminoácido fué determinado fluo-

rométricamente con el objeto de obtener resultados 

más aproximados que los proporcionados por el auto-

analizador de aminoácidos. La reacción que se efec-

túa es la siguiente: 

tr iptofano 

.¡.H-C-H-
11 

o 

formaldehiclo f~trahídro norha rman 

-H 

norha rmon 3,4- djhidronorharman 
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II.- Reactivos.-

l. Formaldehido al 18% (Baker) 

2. Peróxido de hidrógeno al 3% (Allien Chemical) 

3. Solución patrón de triptofano con 2 yg/ml de 

agua destilada 

III.- Aparatos.-

1. Espectrofotómetro de fluorescencia Perkin

Elmer Mod MPF-2A. 

IV.- Método.-

Este método es el usado por Hess y Udenfriend. 

Su fundamento es la conversión del triptofano a 

un fluoroforo norharman en dos pasos: 

l. Ciclización del trip-tofano a un derivado te

trahidro norharman con formaldehido al 18% 

por calentamiento a 100°C durante 20 min 

2. Subsecuente oxidación a norharman con peróxido 

de hidrógeno al 3% por otro período de calen

tamiento durante 20 min. 

La determinación se llevó a cabo de la siguiente maner· 
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A lOO pl de sobrenadante: 

l. Adicionar 200 pl de formaldehído al 1~/o 

2. Someter a la temperatura de l00°C durante 

20 min 

3. Enfriar en hielo 

4. Adicionar 40 pl de per6xido de hidr6geno al 3% 

5. Someter a temperatura de 100°C durante 20 min 

6. Enfriar en hielo 

7. Adicionar 3 ~de agua destilada 

Para leer las muestras el fluor6metro se ajust6 a 

las siguientes condiciones: 

Longitud de onda de excitaci6n 365 nm 

Longitud de onda de fluorescencia 440 nm 

Sensibilidad= 3. 

Las lecturas así obtenidas se interpolaron con las 

producidas por una gráfica tipo, preparada simultanea

mente y con los mismos reactivos. Para esta gráfica se 

pesaron 4 mg de triptofano (Sigma Chemical Co.) y se lle

varon a 100 ml con agua destilada; así se obtuvo una so

luci6n con 40 pg/ml. Se hízo una diluci6n 1:20 obtenién

dose una soluci6n con 2 pg/ml; de esta soluci6n se toma-
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ron alícuotas para obtener concentraciones de 0~2 a 

1.4 pg de triptofano por sistema. 

Determinación de DNA.- Gyles y Myers (7) 

I.- De las reacciones de coloración disponibles para 

la cuantificaci6n e identificaci6n de ácido desoxi

ribonucleico (DNA) la usada con mayor frecuencia 

~~ la que utiliza difenilamina en una mezcla de 

ácidos acético y sulfúrico (Dische) . 

En 1956 Burton (6) propuso una modificaci6n para 

esta reacci6n, basada fundamen·talmente en la adi-

ción de acetaldehido y en dejar la solución a 30°C 

durante 17 hrs para desarrollar color, en vez de 

producirlo por calentamiento a 100°C durante 20 min. 

Burton señala que es·te método es 3. 5 veces más sen

sible que el original de Dische y considerablemen·te 

más específico. 

Gyles y Myers en 1965 publicaron una modificaci6n 

al mé·todo de Burton que lo hace más sencillo, más 

sensible y más específico, y el usado por nosotros. 
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II.- Reactivos.-

1. Acido perclórico al 10% (Merck) 

2. Acido perclórico al 20% (Merck) 

3. Acetaldehido (Eastman Kodak) 

Se prepara una solución de acetaldehido que 

contenga 16 mg/ml, la cual se debe de conservar 

congelada; de esta solución se hace una dilución 

1:10 en agua destilada en el momento de usarse, 

quedando una concentración final de 1.6 mg/ml. 

4. Difenilamina (Baker) 

Se prepara una solución al 4% en ácido acético 

glacial (Merck) al momento de usarse. 

5. Solución patrón de DNA con 1 mg/ml 

6. Solución tipo de DNA con lOO ¡g/ml 

III.- Aparatos.-

1. Espectrofotómetro Coleman Jr. Mod 6/20 

2. Bafio Maria a 37~c 

3. Agitador Mecánico 

IV.- Como ya se indicó el DNA fué extraido en 2 ml de 

PCA al 10%. 
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l. En un tubo de ensaye se midieron 200 pl de la 

solución anterior. 

2. Se adicionaron 200 pl de PCA al 20% 

3. Se adicionaron 30 pl de acetaldehido 1.6 mg/ml 

4. Se adicionaron 250 pl de difenilamina al 4% en 

ácido acético glacial 

5. Se cubrió con parafilm 

6. Se mezcló perfectamente 

7. Se incubó a 37°C durante 24 hrs 

8. Se leyó a 600 nm en un espectrofotómetro 

Las lecturas así obtenidas se compararon con las 

producidas por una gráfica tipo preparada al mismo tiempo 

y con los mismos reactivos para lo cual se prepararon las 

siguientes soluciones. 

Solución patrón de DNA 

Pesar 10 mg en balanza analítica y aforar a 10 ml 

con solución isotónica. Tenemos así una solución 

que contiene 1 mg/ml. 

Solución tipo 

Diluir la solución anterior 1:10 con ácido perclórico 
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2 r-1~ calentar a 70"'C por 15 min~ así tenemos una 

solucfón que contiene 100 fg/ml y de esta solu

ción tomar alícuota para obtener concentraciones 

de 10-50 pg por sistema. 

Agregar los demás reactivos en el mismo órden que 

para las muestras y colocarlos en las mismas con

diciones. 

DETERMINACION DE VITAr.liNA A. Fujita y Aoyama (8). 

I.- Para su determinación usamos el método reportado 

por Fujita y Aoyama (8) en 1951. Es un procedi

miento fluorométrico para el análisis cuantitati

vo de vitamina A total (libre y esterifica) cuando 

se encuentra mezclada con otras grasas. 

II.- Reactivos.-

1. Hidróxido de potasio (Mallinckrodt) al 5% en 

etanol absoluto (Gadir) 

2. Hidróxido de potasio (Mallinckrodt) al 5% en 

metanol acuoso al 60% (t-1erck) 

3. Benceno (Merck) 

4. Solución patrón de palmi·tato de vitamina A 
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I!I.- Aparatos.-

1. Espectrofotómetro de fluorescencia Perkin-

Elmer Mod MPF-2A 

2. Centrífuga Sorval SS-1 

3. Baño María 

4. Horno 

IV.- Método.-

La extracción de la vitamina A desde la mezcla 

de lipidos se llevó a cabo de la siguiente ma

nera: Como se indicó anteriormente, los lípi

dos fuéron extraídos con una mezcla de cloro

formo-etanol-éter; esta mezcla se sometió a la 

temperatura de 60°C durante 15 min para evapo

rar la mezcla antes citada. El residuo obteni

do se trató como sigue: 

l. Disolver en 5 ml de KOH al 5% en etanol 

absoluto 

2. Burbujear nitrógeno a través de la mezcla 

durante 30 seg. 

3. Someter a temperatura de 75°C durante 30 min 

4. Enfriar rápidamente en hielo 
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5. Siguiendo a la saponificación adicionar 5 ml 

de benceno y S ml de agua 

6. Agitar el tubo enérgicamente en vortex du-

rante un minuto 

7. Centrifugar a 1,000 rpm durante 5 min 

8. Transferir el benceno a otro tubo 

9. Lavar el benceno con 10 ml de KOH al 5% en 

metanol acuoso al 60% 

10. Lavar con 10 ml de agua des·tilada 

Si la mezcla no es clara y transparente a este 

punto, concluir lavando el benceno con metanol 

acuoso al 60% y agua destilada 

La vitamina extraída se leé en un espectrofo

tómetro de fluorescencia ajustado a las si

guientes condiciones: Exitación 327 nm; fluo

rescencia 510 nm; sensibilidad=3. 

Las lecturas obtenidas se compararon con las 

p:r:oducidas por un estandar de vitamina A pre

parado con palmitato de vitamina A disuelto en 

benceno. 
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DETERMINACION DE PROTEINAS. Biuret (64). 

I.- Su determinaci6n se basa en el complejo colorido 

formado por el cobre del reactivo de Biuret con 

los enlaces peptidicoE de las proteínas. La in

tensidad de color es proporcional al número de 

enlaces peptidicos presentes. 

II.- Reactivos.-

l. Reactivo de Biuret 

Sulfato cúprico pentahidratado l.Sg 

Tartrato doble de sodio y potasio 6.0 g 

Disolver en 500 ml de agua destilada 

Aforar a l, 000 rnl con Na OH 0.1 N 

2. NaOH 1 N (Merck) 

3. Albumina bovina con 10 mg/rnl (Hyland) 

III.- Aparatos.-

!. Espectrofot6metro Coleman Jr Mod 6/20 

IV.- Método.-

Las proteínas extraídas como se indic6 anterior

mente, se disuelven en 1 rnl de hidróxido de sodio 
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1 N, adicionar 1 ml de reactivo de Biuret¡ · 

mezclar¡ leer la coloración producida a 540 nm 

en un espectrofotómetro. Las lecturas así ob

tenidas fueron interpoladas en una srráfica tipo 

preparada simultaneamente y con los mismos reac

tivos. Como tipo se usó una solución de albumina 

bovina (Hyland) con 10 mg/ml: se tornaron alícuo

t;:as adecuadas para tener concentraciones de 0.2 mg 

por sistema. 

DETERMINACION DE ACIDO SIALICO. Warren (50) • 

I.- Se destinó un lote de secreciones vaginales en el 

que sólo se analizó ácido siálico y proteínas. El 

método usado es útil para determinar el ácido siá

lico libre así como el ácido siálico que se encuen

tra unido al resto de la glicoproteína. Las secre

ciones fueron sometidas a hidrólisis ácida débil 

para separar el ácido siálico. 

II.- Reactivos.-

l. Acido sulfúrico 0.2 N. Medir 0.55 ml de ácido 

sulfúrico de 96% (Merck) y densidad 1.84 a lOO ml 
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con agua destilada. 

2. Metaperyodato de sodio (Baker) 0.2 M en áci

do fosfórico (Monterrey) 9 M. 

Medir 59.5 rnl de ácido fosfórico, aforar a 

100 rnl con agua destilada. 

Pesar 4.2 g de rnetaperyodato de sodio (Baker) 

y aforar a 100 rnl con agua destilada. 

Pesar 4.2 g de rnetaperyodato de sodio (Baker) 

y aforar a 100 rnl con ácido fosf6rico 9 M. 

Guardar en frasco arnbar. 

3. Acido 2-tioharbitúrico al 0.6% en una solución 

de sulfato de sodio 0.5 M (Baker). 

Pesar 40.2 g de sulfato de sodio decahidratado 

y aforar a 250 rnl con agua destilada. 

Pesar 1.5 g de ácido 2-tiobarbitúrico (Sigma) y 

aforar a 250 rnl con soluci6n de sulfato de sodio 

O. S .r-1. 

4 . .1~1" c>enito de sodio al 10% en una soluci6n de sul

fato de sodio O. 5 f.-1 + ácido su lfúr:i..~o Ó .1 N. 

Medir 0.67 rnl de H
2
so4 y 40.2 g de sulfato de 
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sodio decahidratado, aforar a 250 ml con agua 

destilada. 

Pesar 25 g de arsenito de sodio (Baker) y afo

rar a 250 ml con la solución anterior. 

5. Acido N-acetil neuramínico tipo IV (Sigma). 

Pesar 3 mg de ácido N-acetil neuramínico y 

aforar a 25 ml. 

III.- Aparatos.-

1. Espectrofotómetro Coleman Jr. Mod.6/20 

IV.- Método.-

Este método se basa en el complejo colorido for

mado al reaccionar el ácido siálico con el ácido 

2-tiobarbitúrico. 

A 500 pl de secreción vaginal adicionar un volú

rnen igual de ácido sulfúrico 0.2 N para tener una 

concentración final 0.1 N. Para hidrolizar someter 

a temperatura de 80°C durante 1 hora. 

l. De la muestra hidrolizada tomar 50 ?l. 

2. Adicionar 150 pl de agua destilada 

3. Adicionar 100 pl de reactivo de rnetaperyodato 
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de sodio. 

4. Agi·tar ligeramente y dejar reposar 20 min a 

temperatura ambiente. 

5. Adicionar 1 ml de reactivo de arsenito de 

sodio. 

6. Agitar hasta hasta la desaparición del color 

amarillo. 

7. Adicionar 3 ml de reactivo de ácido 2-tiobar

bitúrico. 

8. Someter a ebullición en baño maría durante 15 

min y enfriar en hielo 5 min 

9. Extraer el color con 2 ml de ciclohexanona 

10. Ag-itar vigorosamente durante 2 min 

11. Centrifugar a 1,000 rpm durante 5 min 

12. Separar el solvente orgánico 

13. Leer a longitud de onda de 550 nm en un espec

trofotómetro 

Las lecturas así obtenidas se compararon con las 

producidas por una gráfica ·tipo preparada simul

táneamente y con los mismo reac·ti vos . 

La solución tipo ·tenía 3 mg de ácido siálico 
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por 25 ml de agua-destilada. Se tornaron alí-

cuotas adecuadas para tener concentraciones de 

3 a 12 ¡g por sistema. 

La reacción que se efectúa no es bien conocida, 

se sabe que el rnetaperyodato de sodio en medio 

ácido oxida el ácido siálico y dá un crornóforo 

que es el p-forrnilpirúvico, que al combinarse 

con el ácido 2-~iobarbitúrico dá una coloración 

púrpura. 

yH20H yH20H 
yHOH CfHOH 
CHOH CHOH 

~OOH H"' 

~ H ~ COOH -
Ac:-N OH Ac:-N . OH 

H OH H H OH H 

CH20H 
1 
CHOH 
1 

yH2 0H CHOH 
1 

CHOH CHOH 
1 1 
yriOH H-C-NHAc: 

~COOH 
1 
H 

... 
Ac-N O 

.¡. 

H OH H 
H-C-CH

2
-c-C-OH 

11 11 11 

o o o 
p-rorm·al p¡rUVIC:O 
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RESULTADOS 

Es necesario mencionar que el grupo de pacientes 

estudiado no era homogéneo, sino que por el contratio 

incluía algunas variables, es decir, al momento de rea

lizar el estudio, algunas de las pacientes presentaban 

embarazo, otras tomaban anticonceptivos, y otras más 

tenían tricomonas en abundancia. 

Con objeto de lograr una interpretación adecuada 

de los resultados, las pacientes se clasificaron en 

cinco grupos: 

1~ Normales 

2. Pacientes con cáncer cérvico uterino 

3. Pacientes embarazadas, sin cáncer 

4. Pacientes con tricomoniasis vaginal, sin 

cáncer 

5. Pacientes que tornaban anticonceptivos, sin 

cáncer. 

A continuación se indica el número de pacientes que 

formaba cada grupo y qué tipo de determinación se les 

efectuó. 
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Número de pacientes 

Diagnóstico Total Aminoácidos Vitamina A Acido Siálico 

l. Normales 36 15 10 11 

2. Cáncer Cérvico-

Uterino 23 7 9 7 

3. Embarazo 14 3 4 7 

4. Tricornoniasis 7 4 3 

5. Anticonceptivos 18 4 7 7 

El diagnóstico considerado para llevar a cabo la cla

sificación anterior, se tornó de la historia clínica de 

las pacientes, así corno de su estudio citológico y anato

rnopatológico llevados a cabo el día d~ la toma de la se

creción vaginal estudiada. 

Se hízo la determinación de DNA y proteínas para con

siderarlos corno parámetros de referencia: los resultados 

obtenidos en las determinaciones de aminoácidos libres, 

vitamina A y ácido siálico se relacionaron a concentración 

de DNA y proteínas y así aparecen en las gráficas. 

Se determinó DNA porque se consideraba corno un pará

metro de referencia confiable, se ha visto que cada célu-
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la contiene 6 picogramos de DNA y en base de esto al 

referir nuestros resultados a concentración de DNA, 

obtendremos una mejor comparación de nuestros resul

tados. 

La siguiente figura representa la relación exis

tente entre el contenido de DNA y el contenido de pro

teinas en las secreciones vaginales. 

La barra de la izquierda representa los casos nor

males y la de la derecha los resultados de las pacientes 

con cáncer cérvico uterino. La altura de las gráficas 

indica el promedio de la concentración de cada amino

ácido, además, se ha indicado en cada una con una linea 

vertical, la desviación estandar del promedio. 

Al iniciar la determinación de aminoácidos fué ne

cesario calibrar el aparato para lo cual se usó una so

lución tipo de 23 aminoácidos que contenia 2.5 pM de 

cada aminoácido disueltos en HCl 0.1 N pH 2.7. 

En este estudio se identificaron 23 aminoácidos de 

los cuales se cuantificaron 16. 

A continuación se indican los aminoácidos que fué

ron cuantificados. 
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RELACION DNA/ PROTEINA 

2 



Aspártico Isoleucina 

Treonina Leucina 

S erina Tirosina 

Glicina Fenilalanina 

Alanina Lisina 

Cistina Histidina 

Valina Arginina 

l-ietionina Triptofano 

Los aminoácidos solamente identificados fueron: 

Asparagina 

Glutámico 

Glutamina 

Prolina 

t-amino butírico 

Ornitina 

Cistéico 

En las figuras 1 y 2 se han representado los 16 

aminoácidos cuantificados; se ha graficado el conteni-

do de aminoácidos por miligramo de DNA presente en la se

creción. Aquí, los resultados obtenidos de los casos 

normales se comparan con los obtenidos de las pacientes 

con cáncer cérvico uterino. 
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De los resultados puede verse que el patrón de 

aminoácidos libres en las secreciones vaginales de 

pacientes con neoplasias malignas se encuentra en 

menor concentración que en las secreciones vaginales 

de mujeres normales. 

Encontrandose una diferencia mayor por aspárti

co, cistina, metionina, isoleucina, leucina, fenil

alanina. Diferencias menos considerables fueron pre

sentadas por treonina, serina, glicina, alanina, va

lina, tirosina, lisina y arginina. 

Es importante mencionar que los únicos amino

ácidos que se encontraron en concentración más alta 

en las secreciones vaginales de pacientes con cáncer 

cérvico uterino, fueron histidina y triptofano. 

En las figuras de la 3 a la 10, se han graficado 

las diferencias presentadas por los 5 grupos estudiados. 

De los grupos estudiados, la concentración de ami

noácidos más alta correspondió al grupo de pacientes 

cuyo estudio citológico reportó la presencia de trice

monas vaginales. 

Es notable también que las secreciones vaginales de 
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mujeres embarazadas, contiene menor cantidad de ami

noácidos que las secreciones de mujeres normales. 
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DISCUSION Y CONCLUSIONES 

El cáncer del cuello uterino ha ocupado desde 

hace varios años un lugar prominente tanto en la 

práctica clínica como en la investigación científi

ca. Siendo una enfermedad que afecta y produce la 

muerte a un gran número de mujeres, muchas de ellas 

madres de familia; es de vital interés para la me

dicina en cualquiera de sus aspectos. 

La tendencia actual en relación al estudio de 

esta enfermedad·es la de considerar que el médico 

tiene la obligación de utilizar todos los medios a 

su alcance para obtener una clara visión de la conduc

ta biológica del epitelio cervical en su evolución ha

cia la malignidad, y acrecentar el conocimiento de es

ta entidad patológica y hacer que su diagnóstico y tra

tamiento dejen de ser empíricos y convertirse en selec

tivos. 

En el estudio del carcinoma in situ debe consi

derarse la utilidad de abocar el problema desde varios 

puntos de vista, tomando en cuenta que los resultados 

obtenidos deben ser considerados complementarios y no 

-48-



competitivos. 

El presente trabajo esta basado en el estudio de 

la secreción vaginal en un gran número de pacien·tes 

seleccionadas al azar, entre todas aquellas que han 

sido convocadas al Hospital de Oncología del Institu

·to Mexicano del Seguro Social por habérseles encon·tra

do una citología sospechosa en el escrutinio que se 

lleva a. cabo en todas las clínicas del mencionado 

Instituto como parte de la campaña para el descubri

miento temprano del cáncer del cuello de la matriz. 

En relación a este estudio debe señalarse que el 

aspecto bioquímico de la transformación neoplásica del 

epitelio cervical, aunque no es nuevo, ha sido super

ficialmente estudiado y por lo tan·to debe considerarse 

que es un campo apto para la investigación. 

Cuando se considera que aún el patólogo más expe

rimentado, dotado de una amplia experiencia personal, 

encuentra, en ocasiones, dificil el hacer un diagnóstico 

y predecir la evolución de algunos casos particulares 

de cáncer cérvico uterino, es cuando parece urgen·te 

la utilización de algún medio que permi·ta aquilatar la 
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actividad potencial inherente en algunas anormalida

des epiteliales y quizá, como aspecto más importante, 

algún método de estimar la interacción biológica, entre 

esta lesión epitelial, su evolución y la reacción del 

estroma subyacente. 

En la búsqueda de tales índices de actividades 

biológicas es obvio que debe darse un lugar preponde

rante a los métodos bioquímicos e histoquímicos puesto 

que permiten el estudio cuantitativo de algunas enzimas, 

nucleoproteínas y otras substancias que se sabe desem

peñan un papel metabólico fundamental en el mantenimien

to y regulación de la fisiología tisular normal. En 

este campo la cuantificación de compuestos tales como 

aminoácidos libres, vitamina A, ácido siálico y de la 

concentración de proteínas y ácidos nucleícos en la 

secreción vaginal ofrece la doble ventaja de propor

cionar, al mismo tiempo, una indicación de la respues

ta del org·anismo a la presencia de un epitelio anormal 

y de el posible desarrollo de una pnieba bioquímica de 

ayuda para el diagnóstico que podría ser más objetiva 

y más facilmente aplicable que cualquiera otra de las 
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técnicas utilizadas en la actualidad. 

La investigación directa, citoquimica e histoquí

mica del epitelio cervical ha dado origen a una serie 

de publicaciones, muchas de ellas francamente contra

dictorias. A pesar de la gran can1:idad de datos estu

diados no se ha señalado la existencia de ninguna subs

tancia, cuya presencia o ausencia sea característica del 

epitelio neoplásico, y en la luz de estas investigaciones 

se hace dificil pensar que tal substancia exista y que 

lo más que puede esperarse es un cambio en el gradiente 

cuan'citativo de algún constituyen·te del epitelio normal 

que nos indique la presencia del epitelio neoplásico. 

De las pruebas histoquímicas, la única que compite 

al presente trabajo es la llamada prueba de Schiller \1) 

la cual está basada en la creencia de que el epitelio 

escamoso maligno esta desprovisto de glucógeno. Sara 

{51) y Garcia {52), han señalado la ausencia de glucó

geno en las células del carcinoma invasivo del cervix 

y Henry y Latour (27) observaron la disminución progre

siva del contenido de glucógeno a través de todas las 

etapas de anaplasia hasta su comple·ta ausencia en el 
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cáncer intraepitelial. Sin ffinbargo algunos autores 

como Foraker y Marino (49) y Manglano (53) encuentran 

una apreciable cantidad de glucógeno en aproximadamen

te el 60 y 70% de sus casos de cáncer cérvico uterino. 

Y el úl-timo autor citado refiere en algunos casos de 

cáncer invasor cantidades de glucógeno en cantidades 

mayores que las habi-tuales. A pesar de que la mayo

ría de los autores convienen en que el carcinoma in

traepi·telial realmen·te con-tienen poca o nula concen

tración de glucógeno, es cierto que esta considera

ción pt1ede encontrarse en muchas otras al·teraciones 

no neoplásicas del cuello y que los casos de cáncer 

invasor frecuentemente contienen cantidades supranor

males de glucógeno. En suma, puede considerarse que 

siendo la prueba de Schiller tan fácil de realizar y 

tomando solo 30 a 60 segundos del ·tiempo del médico, 

debería practicarse en todas las exploraciones gine

cológicas, siempre y cuando no se confíe demasiado en 

los resultados proporcionados. En nuestra serie de 

casos la prueba de Schiller fué realizada en todas las 

-52-



pacientes estudiadas pero siempre después de una cui

dadosa exploración simple del cuello y después de tomar 

la muestra de secrefión vaginal para relaizar nues-tro 

estudio, y la prueba de Schiller se llevó a cabo de la 

siguiente manera: 

l. Colocar a la paciente en posición ginecológica 

2. Aplicar el espejo 

3. Tomar la secreción cérvico-vaginal para nuestro 

estudio 

4. Quitar las secreciones cérvico-vaginales restan

tes con una torunda humedecida en solución de 

ácido acético 1:100 en solución fisiológica 

5. Aplicar lugol con una torunda 

6. Dejar secar durante 2 a 3 min 

7. Observar. 

Cuando la inspección simple demostró la presencia 

de lesiones cervicales se tomaron biopsias tanto de las 

áreas sospechosas visualmente como de las áreas que apa

rentemente normales fueron demostradas- posTtivas en la 

prueba de Schiller. 

De gran importancia para la interpretación de 
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nuestros resultados son los datos señalados an·terior

mente por Bernal (4), quien midiendo algunos paráme

tros bioquímicos en secreción vaginal encontró que, 

entre la cantidad de proteínas y la cantidad de Peso 

Seco de la secreción vaginal existe una notable rela

ción, aunque la dispersión de los datos es grande, es 

curioso observar que la correlación entre estos dos 

parámetros es aparentemente mayor en los casos diag

nosticados de cáncer cérvico uterino y además de que, 

la totalidad de la materia orgánica presente en la se

creción vaginal esta formada por proteínas, lo cual se 

explica en razón de la ausencia de glucógeno en el epi

telio malignizado. En cambio no existe una gran corre

lación entre la cantidad de DNA y la cantidad de Peso 

Seco y en este caso al contrario de lo que ocurre con 

las proteínas la correlación es ciertamente menor en 

los casos de cáncer. A pesar de todo, existe correla

ción entre estos dos parámetros aunque la variación 

presente debe quitarle significación estadística. 

Otro estudio llevado a cabo en secreción vaginal 

fué realizado por Velázquez (54) quien utilizando un 
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método polarográfico encontró que una mayor concentra

ción de grupos SH comparandolos con grupos SS aumenta 

el número de mitosis lo cual pudiera ser de importancia 

en el diagnóstico precoz del cáncer cérvico uterino. 

De nuestro estudio podemos ver que la relación 

DNA/proteína en los casos normales presenta un valor 

inferior al presentado por las pacientes con cáncer 

cérvico uterino. Esto está de acuerdo con lo reportado 

por González Merlo y López Barca (55) quienes en-tudia

ron citoquímicamente el contenido de RNA y DNA en 261 

muestras del cuello uterino señalando que la riqueza 

del tejido en ácidos nucleic.os aumenta con l.a presencia 

de etipias celulares y alcanza su máximo en los casos 

de carcinoma in situ, los autores mencionados observa

ron que el contenido de ácidos nucleicos es casi in

versamente proporcional al contenido de glucógEmo del 

tejido. 

Los aminoácidos en estado libre se encuen·tran presen

tes en todos los fluidos y tejidos del cue;~o; las po-

zas de aminoácidos de los fluídos y tejidos del cuerpo 

contienen todos los aminoácidos comunmente encontrados 
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en las proteínas así como también otros aminoácidos 

y pequeños péptidos (83, 84). El ·término "poza" se 

refiere a los aminoácidos no combinados y a los ma

teriales biológicos que son fácilmente extraídos des-

de los tejidos. La concentración de los aminoácidos 

libres en el cuerpo es pequeña comparada con la de 

los aminoácidos que se encuentran unidos formando 

proteínas. Los aminoácido's libres se encuentran 

distribuídos en-forma diferente en los fluídos y tejidos. 

Van Slyke- y Meyer (BS)mostraron que la concentración 

del N- amino es más alta en los tejidos que en el 

plasma sanguíneo. Esta diferencia es debida prin

cipalmente a cinco aminoácidos: Glicina, glutámico, 

glutamina, alanina y aspártico. Herber·t (86) analizó 

el cuerpo entero de la rata para obtener las concentra

ciones de aminoácidos libres en los tejidos y plasma de 

glicina, glutámico, glutamina, alanina y aspártico, en

contrando que eran de 10 a 58 veces más grandes en los 

tejidos que en el plasma y que estaban presentes en la 

mayoría de los tejidos. Determinó además otros 17 ami

noácidos y vió que seo encontraban presentes en mayor 
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concentración en intestino, riftón y bazar la continua 

digestión de proteinas puede ser considerada causa de 

la gran cantidad de aminoácidos libres encontrados en 

intestinor en el caso de rifión los niveles de amino-

ácidos libres pueden ser asociados con la concentra

ción en la orina. 

Considerando los factores que afectan las pozas 

de aminoácidos libres, debe ser posible proporcionar 

información acerca de cambios en: 

l. Concentración de aminoácidos individuales en 

tejidos y plasma para estados patológicos y 

normales. 

2. Los mecanismos responsables de dichos cambios·. 

3. El efecto de los cambios en la distribución de 

aminoácidos en el metabolismo del tejido. 

Niveles más altos de aminoácidos libres han sido 

encontrados en la sangre de ratas hembras que de ma

chos (Wheeler y Margan, 69). Sin embargo, no se han 

encontrado diferencias notables entre hombre y mujer 

(70). Los niños han mostrado niveles ligeramente más 

bajos en plasma que los adultos (71). Desde el naci-
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miento hasta la vida adulta algunos aminoácidos (glu~ 

támico, aspártico y -amino-butírico) en cerebro de 

ratón mostraron incremento en su concen·tración mien-

tras que otros disminuyeron (72, 73, 74). Poco es s~ 

bido acerca de su concentración en otros tejidos. 

Muchos constituyentes de la dieta han mostrado 

tener influencia sobre las concentraciones de amino

ácidos libres en los tejidos y fluidos del cuerpo. La 

dieta afecta no solo el paso de los aminoácidos inge

ridos hacia las pozas de aminoácidos, sino también su 

utilización por los tejidos que es parcialmente depen 

diente de otros nutrientes. Como resultado, los nive

les de aminoácidos libres presentes dentro del cuerpo 

son influenciados por la ingestión de proteínas, car

bohidratos, g-rasas, vitaminas y minerales. 

La determinación de aminoácidos libres en secre

ciones vaginales de mujeres con cáncer cérvico uteri

no era de interés para nosotros ya que esto nos daría 

una idea d~ cuales eran los aminoácidos que estaban 

siendo empleados en mayor cantidad para la síntesis de 

proteínas por las células tumorales y las adyacentes. 
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En los resul·tados obtenidos por nosotros los aminoáci

dos encontrados en mayor concentración en las secreciQ 

nes vaginales de los casos normales fueron: leucina, 

isoleucina, cistina, aspártico y fenilalanina que no 

corresponden con los postulados hasta la fecha, excep

ción hecha para el aspártico; los aminoácidos presen

tes en menor concentración fueron valina, glicina, al~ 

nina, triptofano e histidina. 

En las secreciones vaginales de pacientes con cán

cer cérvico uterino, los aminoácidos más concentrados 

fueron leucina, cistina, isoleucina, tirosina y argini

na. Los menos concentrados fueron lisina, glicina, aspá~ 

tico, treonina y metionina. Como puede verse son distin

tos de los encontrados en los casos normales, lo cual 

nos habla de alteraciones en el metabolismo de los aminQ 

ácidos en la célula neoplásica. Sin embargo, estas dife

rencias son difíciles de analizar en este momento puesto 

que se ·tiene muy poca información sobre los cambios en 

las pozas de aminoácidos que acompañan a la carcinogéne

sis, pero se señala que sería importante es·te tipo de e§_ 

tudio puesto que ayudaría a comprender el cambio metabó

lico inicial de la transformación neoplásica. 
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La vi·tamina A se conoce como un factor importante 

en la regulación del crecimiento y la diferenciación del 

tejido epitelial. Esto también tiene relación directa 

con el problema del cáncer cérvico uterino puesto que e~ 

tudios recientes (68) han mostrado que la administración 

de cantidades altas de vitamina A son capaces de modifi

car favorablemente la evolución de tumores epiteliales y 

aún del cáncer cérvico uterino (56). Es pues de gran in 

terés el observar que nuestros resultados indican la pr.§. 

sencia de una disminución significativa en la concentr~ 

ción de vitamina A de las secreciones vaginales obteni

das de pacientes con cáncer cérvico uterino. No obstante 

es difícil en este momento tratar de establecer una ma

yor correlación clínica en vista de la considerable dis 

persión de nues·t:ros resultados y del pequeño número ,de 

casos estudiados. Sin embargo, es posible predecir que 

la continuación de este tipo de determinaciones podrían 

tal vez aclarar el problema de la patogénesis del cáncer 

En la actualidad existe gran producción de literat~ 

ra que sostiene que las glicopro'ceinas y los glicolípi-
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dos son constituyentes de las células animales y que 

ellos tienen funciones importantes en la superficie e~ 

lular. Ellas comprenden las substancias de los grupos 

sanguineos {57), los antígenos tisulares (58) y ha si

do mostrado que contienen sitios receptores para algu

nos virus (59) . Un glicopéptido (antígeno de Forssman) 

ha sido demostrado por técnicas inmunológicas en célu

las transformadas por un virus pero no se encontró en 

la misma línea de células que no habían sido transfor

madas. Se han encontrado diferencias en el contenido 

de glicolípidos de las células (61, 62) antes y des-

pués de la transformación viral. El contenido de car

bohidratos de preparaciones de membranas de fibrobla~ 

tos de ratón, transformadas por virus ha mostrado en

contrarse disminuido del normal (63) • Es pues importan 

te el observar que nuestros resultados indican la pre

sencia de una disminución en la concentración de ácido 

siálico de las secreciones vaginales obtenidas de pa

cientes con cáncer cérvico uterino. 

Se ha visto que las propiedades de la superficie 

más externa de la célula, afecta la locomoción celular 

y la invasión tumoral así como también las interac-

-61-



ciones celulares, el control del crecimiento y la morfQ 

génesis. Los estudios llevados a cabo por Ambrose (65), 

tratando eritrocitos humanos con la enzima neuraminidasa 

removió el 90% de la carga neta superficial. Se vió que 

la superficie más externa consistía de una cubierta que 

contenía ácido siálico. Esta substancia, se sabe, es la 

responsable de la carga superficial de la célula en mu-

chos tipos de tejidos. El estudio de la movilidad electrQ 

forética de tumores tratados con neuraminidasa, indicó 

que dicha movilidad disminuye. La carga neta de la supe~ 

ficie celular es reducida por esta enzima en proporción 

que depende del tipo de célula. 

La pérdida de inhibición por contacto es generalmen 

te acompañada por un incremento en la carga neta superfi 

cial negativa de la célula. En un estudio de una pobla

ción sincronizada de células HeLa ha mostrado que duran 

te la mitosis hay un incremento neto en la carga super

ficial negativa (Forrester y Brent, 66) . El hígado en r~ 

generación también mostr6 un incremento en la carga su

perficial (Doljansky y Eisenberg·, 67). En términos sim

ples puede ser sugerido que el incremento en la carga dé 
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lugar a un incremento en las fuerzas repulsivas entre las 

células y de aquí a una disminución en su adhesividad. E.§. 

to conduce a una pérdida de contacto, inhibición de movi 

miento y pérdida del control de crecimiento. Estudios 

electroforéticos con células de riñón de Hamster y célu

las tumorales de riñón de la misma especie animal mostr~ 

ron que las células tumorales tenían mayor movilidad eleE 

troforética. Lo anterior ha sido ampliamente confirmado 

con células de hígado y hepatoma. 

Otro estudio llevado a cabo con ácido siálico (AmbrQ 

se) en superficie de células de carcinoma de Ehrlich, mO.§. 

tró que dicho ácido forma parte de una sialo mucoproteína 

o sialo mucopéptido con el ácido siálico unido a N-acetil 

galactosamina, y este parece estar unido a los grupos ca~ 

boxilos del ácido glutámico en el peptido. 

Vassar, por medio de electroforesis con células hu

manas normales y neoplásicas, encontró que las células de 

turmores me3enquimales tenían densidad de carga superfi

cial más grande que las células de carcinoma al tratar 

dos tipos de células con sialidasa causó una pérdida más 

pronunciada de cargas negativas en las células de tumores 
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mesenquimatozos que en las células de carcinoma: encontró 

además que, los epitelios normal y maligno no tuvieron di 

ferencia importante en su densidad de carga superficial. 

Puesto que según los resultados de los investigado-

res mencionados, la transformación neoplásíca se acompaña 

habitualmente de un aumento en la carga negativa de la s~ 

perficie celular, probablemente debida a un aumento en la 

cantidad de ácido siálico superficial, es hasta cierto 

punto desconcertante el que nosotros encontremos que la 

concentración de ácido siálico en la secreción vaginal de 

pacientes con cáncer cérvico uterino diagnosticado por hi~ 

topatología, esté disminuída cuando se compara con los eª 

sos de pacientes normales. Cabe mencionar que la disminu

ción de ácido siálico en las secreciones vaginales de las 

pacientes estudiadas, presenta una desviación estandar i~ 

portante y que el grupo de pacientes estudiado fue peque-

ño. 

Puesto que los casos estudiados por nosotros repre

sentan uno de los estadías más iniciales en la evolución 

de los tumores que es posible estudiar en el hombre, la 

disminución del ácido siálico en los casos de cáncer cé~ 

vico uterino indicaría: 
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lo. que la alteración de la carga superficial no es 

un fenómeno inicial en la evolución neoplásica 

2o. que el aumento en la carga negativa superficial 

presente en las c~lulas neoplásicas (65, 66, 67) 

podría ser debido a otro u otros compuestos ad~ 

más del ácido siálico, o bien, 

3o. recientemen·te Grimes (82) ha encontrado que en 

las c~lulas transformadas por virus, la canti

dad de ácido siálico en la membrana, disminuye 

significativamente. Este hecho, en relación con 

nuestros hallazgos seria una interesante demos

tración de la posible participación viral en la 

etiología de los tumores. 

Aunque de nuestros resultados no se pueden obtener 

conclusiones definitivas si son de utilidad para tratar 

de comprender las modificaciones de la transformación 

neoplásica. 
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