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INTRODUCCION

Una de las enfermedades neoplésicas més frecuen-
tes en Méxrico es el carcinoma del cervix. En la cam-
pafia de Diagndstico Temprano del Clncexr Cérvico Ute=-
rino, que se realiza en el Instituto Mexicano del Se-
guro Social, se ha encontrado gue el porcentaje es de
0.7% en la poblacidn femenina, aparentemente sana. Es
fédcil comprender gue un padecimiento neopldsico tan
frecuente, que afecta preferentemente a mujeres jovemi
nes y que es prédcticamente curable en el 100% de los
casos cuando su diagndstico se hace en el estadio in-
traepitelial, debe ser estudiado mediante cualguiex
método clinico o de laboratcrio que sea capaz de des-
pertar sospechas de su presencia.

Los métodos rutinariamente usados hasta la fecha,
prueba de Schiller (1) citologia exfoliativa periddica
y biopsia de todas las lesiones sospechosas.del cervix
han sido repetidas y frecuentemente valuadas. Young
y col (2), concluyen que la prueba de Schiller excluye
los casos de anaplasia y carcinoma in situ con casi la

misma efectividad gque la biopsgia y la citologia.



La opinidn geperal sobre la citologia vaginal
seriada, es la de gque es un procedimiento Gtil 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 si
misma ho es totalmente diagndstica y que la sospe-
cha encontrada debe ser sieﬁpre confirmada por
biopsia adecuada.

Recientemente, la enzimologia ha adquirido una
importancia creciente como coadyuvante de los méto-
dos habituales en el diagnbstico de las neoplasias
(3, 4).

Los mé&todos bioguimicos por su sensibilidad y
especificidad, deben seguramente ser importantes
tanto en el diagnbéstico como en el estudio biolégico
y de la relacidn huesped-tumor en los casos de céncer
cérvico-~uterino.

El Instituto Mexicano del Segurc Social, lleva
a cabo desde el afio de 1962 una campafia para el diag-
néstico del céncer cérvico-uterino en la cual toma
parte muy activa el Hospital de Oncologia del Centro

Médico Nacional (5).



Los estudios realizados comprenden el siguiente

procedimiento:

1.-

(€8}
i

Toma de muestra para el estudio de papanico-
lau de toda la poblacidn derechohabiente fe-
menina que ha iniciado relaciones sexuales y
que se realiza en todas las clinicas de ads-
cripecidn del Instituto Mexicano del Seguro
Social.

El estudio citolbgico del material sefialado

se lleva a cabo en el laboratorio de Citologia
Exfoliativa de cada clinica.

Todas aguellas personas cuya citologia haya
resultado sospechosa, es decir, qué'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 Oncoclogia
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 Gtero.

Las personas cuya citologia se ha encontrado

nuevamente sospechosa, III, IV o V, pero sin



gue se encuentren datos de carcinoma cdryvico-
uterino en las biopsias realizadas, son mante-
nidas en observacidén por un periodo de tiempo
més © menos largo, hasta gue la citologia vuel-
va a la normalidad, o hasta gue se llega al
diagnbstico de céncer cérvico-uterino.

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

diagndstico de céncer cérvico-uterino, por
medio de la biopsia realizada, son tratadas
por los métodos més modernos vy en seguida ob-
servadas por el tiempo que sea necesario para
concluir su curacidn definitiva, o bien, para
ser tratadas nuevamente si se encuentra una
recidiva del proceso neoplésico.

En el presente estudio se ha tratado de encontrar
una correlacidn entre las concentraciones de los amino-
dcidos libres presentes en moco cervical o secrecidn va-
ginal en mujeres con presencia o ausencia de céncer cér-
vico-uterino. Asi coﬁo también, las concentraciones de
4cido siflico y vitamina A en el mismo tipo de pacientes.

Estudios anteriores han demostrado gue cambios dis-

plésicos en el epitelio del cervix uterino estan asocia-



dos con un incremento en lactato, succinato, y en la
actividad de glucosa-6-fosfato deshidrogenasa (22, 23,
24, 25) y disminucidén en contenido de glicdgeno (24,
26, 27, %8, 29, 30).

Ha sido aceptado, generalmente, que los procesos
neoplédsicos afectan los patrones presentes en la célu-
la normal, a través de cambios exudativos, inflamato—
rios y necrdticos que se manifiestan en el tumor mismo
y en el ambiente gue lo rodea.

El presente estudio se llevd a cabo con objeto de
obtener informacidn acerca de la composicidén de las se-
creciones producidas tanto por las células malignas como
por las células que rodean el tumor. -

Rudman {39) estudid el patrdén de aminodcidos pre-
sente en pacientes con leucemia aguda, y encontrd que
el contenido de aminodcidos en los pacientes con leuce-
mia era menor gue el de las personas sanas.

La determinacidn de aminodcidos libres en secrecio-
nes vaginales de pacientes con carcinoma in situ y pa-
cientes con lesiones que en algunos de los casos dege-

neran en cincer la llevamos a cabo con objeto de cono-
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cer las diferencias que pudieran presentarse entre los
~ grupos estudiados. Esto ayudaria a explicarnos las al-
teraciones ocurridas en el metabolismo de las células
neopldsicas.

Pederson (34}, ha estudiado los aminodcidos presen-—
tes en moco cervical de mujeres normales; hasta donde
nos ha permitido la revisiéﬁ de la literatura, es esta
la primera vez gue se determinan aminodcidos en secre-
cidn vaginal de mujeres con sospechas de céncer cérvi-
co-uterino.

Se ha visto que la deficiencia de vitamina A estd
asociada con metaplasia escamosa y cornidicacidn de va-
rios epitelios (Wolbach (20), Sally (19}, Hicks (12) y
con la cornificacidn prolongada en la vagina de la rata
(Evans (10), De Luca (45 ).

El exceso de vitamina A inhibe la gquerantinizacidn
y produce metaplasia mucosa in vivo e in vitro (Fell
(11), Lastnizki (15), Bern (9), Rothberg {(18), Polliack
(18) }. |

Sobre el epitelio vaginal de las ratas adultas, 1la
vitamina 2 aplicada toépicamente, (Xah¥ (14) ), o adminis-

trada oralmente (Howlewg, 1951), parece ejercer un efecto



antagonista a aquel de los estrdgenos. Un efecto similar
ha sido notado en el epitelio vaginal de ratdn in vitro
(Lasnitzki, 46).

Eg de interés mencionar los experimentos de Reiter
(17) sobre el desarrollo de metaplasia guerantinizante
escamosa en el Gtero de ratas tratadas con estrésencs.

El encontrd que la administracién simulténea de —itami--
A en dosis elevadas no previnieron el desarrollo de tales
lesiones.

Goldblatt (47) reportd que una dieta deficiente en
vitamina A es capaz de inducir metaplasia escamosa que-
rantinizante.

Puesto que el céncer cérvico uterino sevinicia como
una modificacibébn del epitelio cervical y es probablemente
precedido por cambios estructurales como la metaplasia
y la displasia, es interesante cuantificar la cantidad
de vitamina A en secrecidn vaginal y correlacionar esta
concentracidén con las alteraciones citolbgicas e histo-
patoldgicas encontradas en cada caso.

El Acido sidlico se encuentra, frecuentemente, for-

mando parte de glicoproteinas, cuando se encuentra en con-

centracidén apreciable, imparte a la molécula propiedades



fisicas v quimicas caracteristicas.

Las glicoproteinas son componentes esenciales de
todas las secreciones mucosas y proporcionan a estas
secreciones sus propiedades fisicoguimicas caracteris-
ticas. Las funciones de la secrecidn mucosa pueden ser
tomadas como reflejo de las funciones de las glicopro-
teinas.

De todos los azficares componentes de glicoproteinas
el scido sidlico es el mis caracteristico por varias
razones:

1.- Siempre ocupa una posicidn terminal en los

heterosacéridos.

2.- Es un &cido fuerte {(pKa=2.6).

Debido a su grupo carboxilo, el dcido siilico loca--
lizado periféricamente imparte proéoedades dcidas a las

glicoproteinas. Se ha visto gue el bajo punto isoeléc~

trico de muchas glicoprotielinas ez Jdebido a su pres
Glick {41), estudid =21 ccutenldo de carbohidrates

de fibroblastos de ratbn y exanind sus membranas superfi-

ciales. Encontrd que la cantidad de acido sidlico en las

células intactas variaba. Una parte de esa variacidn

pudo ser relacionada estadisticamente a cambios en el



contenido de proteinas de la cé&lula. En relacidn al cre-
cimiento de los cultivos, se vid que los cultivos que cre-
cian m&s lentamente contenian cantidades mds elevadas de
4cido sidlico.

Rajalakshmi (42), encontrd gue el dcido sidlico es
un pardmetro sensible a los estrbgenos. Coppola (43),
reportd gque la concentraciéﬁ de &cido si&lico en fitero
de rata es directamente proporcional al nivel de estrd-
genos e inversamente proporcional al de progesterona.

Puesto que una de las hipdtesis més firmemente
apoyada en la actualidad en relacidn al origen de las
neoplasias malignas implica una alteracidén en la estruc-
tura y composicidén de la membrana plasmdtica y como el
dcido sidlico participa de manera importante en la de-
terminacidn de estas propiedades membranales, nos pare-
cid importante el estudio de la concentracidn de sidlico
en secrecidn vaginal y su correlacidn con los diagndsti-
cos clinicos establecidos.

Dado el cardcter de la poblacidn comprendida en el
presente trabajo cési todas las mujeres estudiadas para
el descubrimiento tempranc del célncer, fueron aquellas con

actividad sexual, en la poblacidn de derechohabientes, el

~G-



nimero de mujeres postmenopiusicas fuéd muy pequefio y no
se ha hecho ningln 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 neoplésicas. Las diferencias en el
mejor de los casos son cuantitativamente perceptibles,
de agqui que Kasdom y col (35) hallan dicho gue cualquier
fendmeno que este relacionado con el céncer y sea suscep-
tible de cuantificacidn merece la mis cuidadosa de las
consideraciones y el més minucioso de los estudios. De
aqui, que las técnicas puramente bioguimicas aplicadas
por nosotros sean de gran valor.

En relacidn a esto debe recordarse que Young (38)
sostiene que es poco factible que el exdmen citolbgico de
la poblacidn femenina llegue a eliminar el céncer cérvico
uterino como causa de muerte a menos gque se encuentre al-
guna manera de ampliar nuestro conocimiento sobre los
factores esenciales que inician la aparicidn de este tipo
de céncer.

Ia pesimista opinidn de este autor que indica que
cerca del 40% de todas las mujeres que desarrollen un

cédncer cérvico uterino, de cualquier tipo, moriran de

-10-



céncer cérvico uterino, nos sirve para recalcar la nece-
sidad de estudiar con ahinco este problema, utilizando

cuantos medios tengamos a nuestro alcance.



MATERIAL ¥ METCDCS

Fl material humano fué& proporcionado por el Servicio
de Consulta Externa del Hospital de Oncologia del Centro
Médice Nacional.

Todas las pacientes fueron enviadas al Hospital pox
uno de los servicios de Diagndstico Oportuno del Céncer,
gue laboran en las diferentes cilinicas de la ciudad por
haber mostrado una citologia sospechosa de la presencia
de céncer cérvico uterino intraepitelial o invasor.

El procedimiento habitual fué:

a) Observacidn ginecoldgica

b) ‘Toma de frotis para citologia véginal

¢) Toma de una muestra de secrecidn vaginal de
fondo de saco para la determinacidn de amino-
dcidos libres, vitamina A, &cido sidlico, DNA
y proteinas

d) Prueba de Schilier (1)

e) Toma de biopsia de las 4reas yodonegativas.
La secrecién vaginal se recogibé por succibn con pi=-
petas de Papanicolau. El material asi obtenido fué de-
positado en un tubo de ensaye gue contenia 0.5 ml de agua

bidestilada y rodeado de hielo.

~12-



Extracciones

I.- Fundamento.- La solubilidad de los aminodcidos,
la vitamina A, el DNA y las proteinas en los sol-

ventes usados.

IT.~- Aparatos.-
1. Homogenizador Potter Elbehjem
2. Centrifuga Sorval SS-3 Automitica
3. Bafio de agua

4. Horno

ITI.- Reactivos.-
1. Acido percldrico 1 M
2. Acido sulfosalisilico 20%
3. NalH 1 N
4. Acido percldrico 6 M
5. Cloroformo-etanol-eter 1l:2:2 .

IV.- Material bioldgico.- Secrecidn vaginal.

V.- Métedo.-
lo. Homogeneizar la secrecidn vaginal con un voll-

igual de &cido sulfosalisilico al 20%.

-13-



20. Centrifugar a 3,500 rpm durante 15 min
30. Determinar aminodcidos en el sobrenadante
40, Efectuar las siguientes extracciones en el

precipitado:

Extraccidén de DNA .-

1. Suspender el precipitado en 1wl de Acido percld-
rico 6.1 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.

Extraccidn de grasa.-
A partir del precipitado obhtenido de la centrifugacidn
anterior
l. Suspender en 1 ml de NaCH 1 N
2. Incubar a 37°C'durante 15 min
3. Adicionar 200 pl de &cido percldérico al 60%

4. Someter a la temperatura de 93°C durantel5 min

-1d4-



5. Enfriar en hielo

6. Centrifugar a 3,000 rpm durante 5 min

7. Descartar el sobrenadante

8. Suspender el precipitado en 1 ml 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

Aminodcdidos libres.-
I.- , Fundamento.- El complejo colorido que se forma
al reaccionar cada aminodcido con la ninhidrina.

La reaccidn gue se efectlia es la siguiente:

R 0 R R
_ A, S 1 OH
HyN-C~COOH + \%2 o HNzC-COOH + :H
H t} 1
0 0
aminoadcido ninhidsing = - iminoacido ninhidring
oxidada reducida

w15~



E1l imino&cido es hidrolizado para formar un ce-

to&cido, el cual se descarboxila bajo las condiciones

de la reaccibn:

R ]
HNzC-COOH + H,0 ~———= NH; + 0zC-COOH —=

|

-

(=]

Finalmente, el amoniaco producido, reacciona con
cantidades equimoleculares de ninhidrina reducida y
oxidada, para producir un compuesto azil-pGrpura, el
cual es proporcional é la cantidad del aminodcido

presente-.

producio azul

-16=



II. Reactivos.-
1. Amortiguador concentrado

105.07 g de &cido citrico H,O0 (Bakex)

2
72.0 g LiOH anhidro (Merck)
Disolver en 800.0 ml de agua destilada

Enfriar a temperatura ambiente

Diluir a 1,000 ml.

2. Amortiguadores para elulr los aminodcidos &cidos
¥ nheutros:
a) pH 2.85 + 3.0% de metil celosolve
100.0 ml de amortiguador concentrado
750.0 ml de agua destilada
30.0 ml de metil celosolve al 100% (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

=]l =



b} pH 2.75, 3.70, 5.25
100.0 ml de amortiguador concentrado
750.0 ml de agua destilada
1.0 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 »H

3. Amortiguadores para eluir los aminodcidos alcalinos:
a) pH 3.90, 5.25
100.0 ml de amortiguador concentrado
750.0 ml de agua destilada
2.5 g de LiOH anhidro (Mexrck
1.0 ml de tiodiglicol
Llevar al pH adecuado con HCl1l 6.N
Adicionar 10.0 ml de Brij =35
0.2 ml de pentaclorofenol
Diluir a 1,000.0 ml

Ajustar el pH

=18~



b) pH 9.70
100.0 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 carbonato 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 Acido acéticoc glacial (Merck)

Diluir a 1,000.0 ml con agua destilada

La sensibilidad de este reactivo varia durante las

primeras hrs después de su preparacidn. Por tanto, es

~19-



recomendadoique se prepare un dia 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 &cido sulfirico concen-
trado (Merck)

6. Acido 5-sulfosalicilico al 20%
Pesar 20.0 ¢ de &cido 5-sulfosalicilico (Merck:
Disolver en 80.0 ml de agua destilada

7. Solucibn estandar de 21 aminodcidos, pH 2.75, due
contiene 2.5 pM de cada uno de los siguientes

aminodcidos:

Aspértico Alanina Tirosina
Treonina Cistina Fenil alanina
Serina Cisteico Lisina
Asparagina Valina Histidina
Gluténmico Metionina ¥ —amino butirico
Glutamina Isoleucina OCrnitina

Prolina Leucina Arginina

Glicina

-20-



ITT.-~

Iv.-

8. Nitrdgeno gaseoso
9. Solucidn de norleucina 2.5 PM, PH 2.75 en

HC1 0.1 N (Sigma)

Aparatos.-

l. Autoanalizador de aminodcidos Technikon
Mod TM-1

2. Integrador de &reas Gelman Instrument Co.

3. Espectrofotébmetro Coleman Mod 6,/20

Método.-
Antes de pasar el sobrenadante por el autoanaliza-
dor de aminodcidos, obtenido como se in@icé anterior-
mente, se llevd a cabo una prueba preliminar en tubos
de ensaye para conocer la concentracidn de aminodcidos
presente en la secrecidn vaginal, y de esta manera
poder determinar la alicuota que debia colocarse en
el aparato. Era necesario tener de 100 a 200 ug de
aminodcidos libres en cada secreciép vaginal. Esta
prueba se realizd de la siguienté manéfa;

En un tubo de ensaye se midieron:

50 Pl de sobrenadante

-21-



1.0 ml de sulfato de hidrazina
1.0 ml de ninhidrina
Someter a la temperatura de 93°C durante
15 min
Enfriar en hielo
Leer en espectrofotdmetro de 540 nm.
La determinacidn de aminoécidos libres presentes
en la secrecidn vaginal se llevd a cabo en un Autoana-
lizador de aminodcidos Technicon Mod TM=-1. Con este
aparato se obtienen andlisis cualitativos y cuantitati-
vos por medio de cromatografia en columna, automética;
mente. Este aparato consta de:
1. Dos columnas cromatogrdficas formadas por re=-
sinas de intercambio idnico (amberlita tipo A
Technicon Co.).- En una de estas columnas se
eluyen los aminodcidos acidos y los neutros;
en la otra columna se eluyen los aminoécidos
bégicos.
Condiciones de operacidn de las columnas:

A. Columna de los aminodcidos &cidos'y neutros.

[ ) I



a)
b)
c)
a)
e)

£)

Columna de 75 x 0.63 om

Cama de resina de intercambio ibnico de 69 cm
Temperatura de 42°C

Velocidad de f£lujo de 0.80 ml/miw

Presidn de operacidén de 700 - 800 lb/'pulg2
Secuencia de aminodcidos y amortiguadores

que los eluyen.

Amortiguador Aminodcidos

pH 2.85 + 3.0% de metil celosolve Cisteico

pH 2.85

pH 3.70

Aspirtico
Treonina
Serina
Asparagina
Glutémico
Glutamina
Prolina
Glicina
Alanina
Cistina

Valina

-23~



pH 5.25

Metionina

Isoleucina
Leucina
Norleucina
Tirosina
Fenil alanina

% —amino butirico

B. Columna de los aminodcidos bésicos

a) Columna de 35 x 0.63 cm
b) Cama de resina de intercambio idnico de 21 cm
c¢) Temperatura de 60°C
d) Velocidad de flujo 0.80 ml/min
e) Presién de operacidén 100 - 150 lb/pulg2
f) Secuencia de aminoicidos y amortiguadores que
los eluyen.
Amortiguador Aminodcidos
pH 3.90 Triptofano
pH 5.25 Ornitina
Lisina
Histidina

—24-



pH 9.70 Arginina

A continuacidén, los amortiguadores conteniendo los
aminoédcidos que han eluido, reaccionan con el reactivo de
ninhidrina en presencia de sulfato de hidrazina (actia
como reductor de la ninhidrina). Para favorecer el
transporte de las substancias a través de los tubos
del aparato, se usa nitrdgeno gaseoso. Posteriormente
esta mezcla es calentada a 93°C en un bafio de aceite.
Como resultado de la reaccidn antes descrita se produce
un compuesto colorido gue pasa a un fotocolorimetro y
después a un depdsito de deshechos. La sefial captada
por el fotocolorimetro es enviada a un registrador: la
seflal recibida por el registrador es graficada en forma
de picos. El 4rea de cada pico es proporcional a la in-
tensidad de color producida en la reaccidn y por tanto a
la concentracidn del aminodcido.

El fotocolorimetro estéd capacitado para hacer lec-
turas a dos diferentes longitudes de onda, a 440 y a
570 nanometros. A 440 nm capta las sefiales enviadas

por los aminoécidos que forman un complejo de color ama-
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rillo al reaccionar con la ninhidrina y a 570 nm los
que producen color violeta. La siguiente figura re-
presenta un ejémplo de lo proporcionado por el Auto-
analizador de aminodcidos.

Cada pico corresponde a un aminodcido, y el &rea bajo
la curva es proporcional a su concentracidn. El &rea de
cada pico fué calculada con‘un integrador de &reas de
Gelman Instrument Co. Las dreas asi conocidas se rela-
cionaron con el drea de un estandar interno; en este
trabajo se usd el aminodcido norleucina. Para calcular
la concentracidn de aminoécidos presente en las secrecio-
nes vaginales, fué& necesario calcular las ireas produci-
das por un estandar formado por concentraciones conocidas
de cada aminodcido. Junto con ei estandar de 23 amino-
P

dcidos se corrid el estandar interno de norleucina. La

concentracidén de cada aminodcido se obtuvo de la siguiénte

manera:
drea norleucina drea de cada aa concentracidn
en el estandar v en el problema % de norleucina
drea de cada aa drea de norleucina
en el estandar en el problema

concentracidn de cada aminocdcido
en la muestra colocada en el cartucho

T
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Determinacidén de triptofano.- Hess y Udenfriend (49).

I.~ Fundamento.- Este aminodcido fué determinado fluo-
rométricamente con el objeto de obtener resultados
méds aproximados que los proporcionados por el auto-
analizador de aminodcidos. La reaccidn que se efec-

ta es la siguiente:

y (l:OOH COoH
O g — O
™ H
N NH, 0 N
H H
triptofano tormaldehido fetrahidronorharman

-H

norh@rman 3.4'dihidronorharmqn
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II.~ Reactivos.-
1. Formaldehido al 18% (Baker)
2. Perbxido de hidrdgeno al 3% (Allien Chemical)
3. Solucidn patrdn de triptofano con 2‘Pg/m1 de

agua destilada

III.- Aparatos.-
1. Espectrofotbmetro de fluorescencia Perkin-~

flmer Mod MPF-2A.

IV.- Método.-

Este método es el usado por Hess y Udenfriend.

Su fundamento es la conversibdn del triptofano a

un fluoroforo norharman en dos pasos:

1. Ciclizacidn del triptofano a un derivado te-
trahidro norharman con formaldehido al 18%
por calentamiento a 100°C durante 20 min

2. Subsecuente oxidacidn a norharman con perdxido
de hidrdgeno al 3% por otro periodo de calen-

tamiento durante 20 min.

La determinacidn se llevd a cabo de la siguiente maner ™
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A 100 Vl de sobrenadante:
1. Adicionar 200 Pl de formaldehido al 18%
2. Someter a la temperatura de 100°C durante
20 min
3. Enfriar en hielo
4. Adicionar 40 pl de perdxido de hidrdgeno al 3%
5. Someter a temperatura de 100°C durante 20 min
6. Enfriar en hielo
7. Adicionar 3 @il de agua destilada
Para leer las muestras el fluordmetro se ajustd a
las siguientes condiciones:
Longitud de onda de excitacidén 365 mm
Longitud de onda de fluorescencia 440 mm

Sensibilidad = 3.

Las lecturas asi obtenidas se interpolaron con las
producidas por una grafica tipo, preparada simultanea-
mente y con 1oé mismos reactivos. Para esta griafica se
pesaron 4 mg de triptofano (Sigma Chemical Co.) y se lle-
varon a 100 ml con agua destilada; asi se obtuvo una so-
lucidn con 40lpg/ml. Se hizo una dilucidn 1:20 obtenién-

dose una solucidn con 2 Fg/ml: de esta solucidn se toma-
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ron alicuotas para obtener concentraciones de 0.2 a

1.4‘pg de triptofano por sistema.
Determinacidn de DNA.- Gyles y Myers (7)

I.- De las reacciones de coloracidn disponibles para
la cuvantificacidn e identificacidn de &cido desoxi-
ribonucleico (DNA) la usada con mayor frecuencia
@35 la gque utiliza difenilamina en una mezcla de
dcidos acético y sulfirico (Dische).
En 1956 Burton (6) propuso una modificacién para
esta reaccidn, basada fundamentalmente en la adi-~
¢idn de acetaldehido y en dejar la solucidn a 30°C
durante 17 hrs para desarrollar color, en vez de
producirlo por calentamiento a 100°C durante 20 min.
Burton seflala que este método es 3.5 veces més sen—
sible que el original de Dische y considerablemente
més especifico.
Gyles y Myers en 1965 publicaron una modificacidn
al método de Burton que lo hace mis sencillo, mas

sensible y més especifico, y el usado por nosotros.
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II.- Reactivos.-

1. Acido perclérico al 10% (Merck)

2. Acido perclérico al 20% (Merck)

3. Acetaldehido (Eastman Kodak)
Se prepara una solucidn de acetaldehido gque
contenga 16 mg/ml, la cual se debe de conservar
congelada; de esta solucidn se hace una dilucién
1:10 en agua destilada en el momento derusarse,
quedando una concentracidn f£inal de 1.6 mg/ml.

4. Difenilamina (Baker)
Se prepara una solucidn al 4% en Acido acético
glacial {Merck) al momento de usarse.

5. Solucién patrdédn de DNA con 1 mg/ml

6. Solucidén tipo de DNA con 100 yg/ml

ITI.- Aparatos.-

1. Espectrofotdmetro Coleman Jr. Mod 6/20
2. Bafio Maria a 37°C

3. Agitador Mecé&nico

IV.~ Como yva se indicd el DNA fué extraido en 2 ml de

PCA al 10%.
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1. En un tubo de ensaye se midieron 200 pl de 1la
solucidn anterior.

2. Se adicionaron 200 ml de PCA al 20%

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

4. Se adicionaron 250 ul de difenilamina al 4% en
4cido acético glacial

5. Se cubrid con paréfilm

6. Se mezcld perfectamente

7. Se incubd a 37°C durante 24 hrs

8. Se leyd a 600 nmm en un espectrofotdmetro

Las lecturas asi obtenidas se compararon con las
producidas por una gridfica tipo preparada al mismo tiempo
y con los mismos reactivos para lo cual se prepararon las
siguientes soluéiones.

Solucidbn patrdédn de DNA

Pesar 10 mg en balanza analitica y aforar a 10 ml

con solucidn isotbnica. Tenemos asi una solpcién

gue contiene 1 mg/ml.

Solucidn tipo

Diluir la solucidn anterior 1:10 con &cido percldrico
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2 M; calentar a 70°C por 15 min; asi tenemos una
solucién que contiene lOOJPg/hl y de esta solu-
cidn tomar alicuota para obtener concentraciones
de 10-50 pg por sistema.

Agregar los dem&s reactivos en el mismo é6rden que
para las muestras y colocarlos en las mismas con-

diciones.

DETERMINACION DE VITAMINA A. Fujita y Royama (8).

I.- Para su determinacidn usamos el método reportado
por Fujita y Aoyama (8) en 1951. Es un procedi=-
miento fluorométrico para el anilisis cuantitati-
vo de vitamina A total (libre y esterifica) cuando

se encuentra mezclada con otras grasas.

IT.~ Reactivog.-
1. Hidrdxido de potasio (Mallinckrodt) al 5% en
atanol absoluto (Gadig)
2. Hidréxido de potasio (Mallinckrodt) al 5% en
metanol acuoso al 60% (Merck)
3. Benceno (Merck)

4. Solucidn patrdn de palmitato de vitamina A
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II.- Aparatos.-

1.

Espectrofotdmetro de fluorescencia Perkin-
Elmer Mod MPF-2A

Centrifuga Sorval S§S-1

Bafio Maria

Horno

IV.~ Método.-

La extraccidbn de la vitamina A desde la mezcla

de lipidos se llevd a cabo de la siguiente ma=-

nera: Como se indicd anteriormente, los lipi-

dos fuéron extraidos con una mezcla de cloro-

formo-etanol-&ter; esta mezcla se sometid a la

temperatura de 60°C durante 15 min para evapo-

rar la mezcla antes citada. El residuo obteni-

do se tratd como sigue:

1.

Disolver en 5 ml de KOH al 5% en etanol
absoluto

Burbujear nitrbégeno a través de la mezcla
durante 30 seg.

Someter a temperatura de 75°C durante 30 min

Enfriar rdpidamente en hielo
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1o.

Siguiendo a la saponificacién adicionar 5 ml
de benceno y 5 ml de agua

Agitar el tubo enérgicamente en vortex du-
rante un minuto

Centrifugar a 1,000 rpm durante 5 min
Transferir el benceno a otro tubo

Lavar el benceno con 10 ml de KOH al 5% en
metanol acuoso al 60%

Lavar con 10 ml de agua destilada

Si la mezcla no es clara y transparente a este
puqto, concluir lavando el benceno con metanol
acuoso al 60% y agua destilada

La vitamina extraida se led& en un espectrofo-
témetro de fluorescencia ajustado a las si-
guientes condiciones: Exitacidn 327 nm: fluo-
rescencia 510 nm; sensibilidad=3.

Las lecturas obtenidas se compararon con las
producidas por un estandar de vitamina A pre-
parado con palmitato de vitamina'A disuelto en

benceno.
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DETERMINACION DE PROTEINAS. Biurvet (64).

I.- Su determinacidn se basa en el complejo colorido
formado por el cobre del reactivo de Biuret con
lcs enlaces peptidicos de las proteinas. La in-
tensidad de color es proporcional al ntmero de

enlaces peptidicos presentes.

IT.~ Reactivog.-
l. Reactivo de Biuret
Sulfato elprico pentahidratado 1.5 g
Tartrato doble de sodio y Potasio 6.0 g
Disolver en 500 ml de agua destilada
AforarAa 1,000 m1 con NaOH 0.1 N
2. NaOH 1 ¥ (Mexck)

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

III.- Aparatos.-

1. Espectrofotémetro Coleman Jr Mod 6/20

IV.- Método.-
Las proteinas extralidas como se indicd anterior-

mente, se disuelven en 1 ml de hidrdxido de sodio
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1 N, adicionar 1 ml de reactive de Biuret:’
mezclar; leer la coloracidn producida a 540 nm

en un espectrofotbmetro. Las lecturas asi ob-
tenidas fueron interpoladas en una ogrdfica tipo
preparada simultaneamente y con loz mismos reac-
tivos. Como tipo se usd una solucibdn de albumina
bovina {Hyland} con iO mg/ml: se tomaron alicuo-
tag adecuadas para tener concentraciones de 0.2 mg

por sistema.
DETERMINACION DE ACIDO SIALICO. Warren (50).

I.- Se destind un lote de secreciones vaginales en el
que sdlo se analizd &cido sidlico y proteinas. EL
método usado es Gtil para determinar el acido sid-
lico libre asi como el &cido sidlico que se encuen-
tra unido al resto de la glicoproteina. Las secre-
ciones fueron sometidas a hidrdlisis Acida débil

para separar el &cido sidlico.

II.- Reactivos.-
1. Acido sulftrico 0.2 N. Medir 0.55 ml de &4cido

sulfirico de 96% (Merck) y densidad 1.84 a 100 ml
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con agua destilada.

Metaperyodato de sodio (Baker) 0.2 M en &ci-

do fosfdrico (Monterrey) 9 M.

Medir 59.5 ml de Acido fosfbrico, aforar a

100 ml1 con agua destilada.

Pesar 4.2 g de metaperyodato de sodio (Baker)

y aforar a 100 ml con agua destilada.

Pesar 4.2 g de metaperyodato de sodio (Baker)

y aforar a 100 ml con &cido fosfbdrico 9 M.
Guardar en frasco ambar.

Acido 2-tiobarbitGrico al 0.6% en una solucidn
de sulfato de sodio 0.5 M (Baker).

Pesar 40.2 g de sulfato de sodio dec;hidratado
y aforar a 250 ml con agua destilada.

Pegar 1.5 g de 4cido 2-tiobarbitfirico (Sigma) y
aforar a 250 ml con solucidn de sulfato de sodio

0.5 M.

., Bisenito de sodio al 10% en una solucidn de sul-

fato de sodio 0.5 M + 4cido sulfirico 0.1 N.

Medir 0.67 ml de H2804 y 40.2 g de sulfato de
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5.

IIT.-

Iv.=-

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 solucidn anterior.

Acido N-acetil neuraminico tipo IV (Sigma).
Pesar 3 mg de &dcido N-acetil neuraminico y

aforar a 25 ml.

Aparatos.-

1. Espectrofotdmetro Coleman Jr. Mod.6/20
Método .-

Este método se basa en el complejo colorido for-
mado al reaccionar el &cido sidlico con el acido
2=-tiobarbitlrico.

A 500 Pl de secrecidn vaginal adicionar un volG-
men igual de &cido sulfirico 0.2 N para tener una
concentracidn final 0.1 N. Para hidrolizar someter
a temperatura de 80°C durante 1 hora.

l. De la muestra hidrolizada tomar 50 yl.

2. Adjcionar 150.pl de agua destilada

3. Adicionar 100 ul de reactivo de metaperyodato
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10.

11.

12.

13.

de sodio.

Agitar ligeramente y dejar reposar 20 min a
temperatura ambiente.

Adicionar 1 ml de reactivo de arsenito de

sodio.

Agitar hasta hasta la desaparicidn del color
amarillo.

Adicionar 3 ml de reactivo de Acido 2-tiobar-
bitGrico.

Someter a ebullicidn en bafic maria durante 15
min v enfriar en hielo 5 min

Extraer el color con 2 ml de ciclohexanona
Agitar vigorosamente durante 2 min

Centrifugar a 1,000 rpm durante 5 min

Separar el solvente orgénico

Leer a longitud de onda de 550 nm en un espec-—
trofotbmetro

Las lecturas asi obtenidas se compararon con las
producidas por una grdfica tipo preparada simul-
taneamente y con los mismo reactivos.

La soclucidn tipo tenia 3 mg de &cido siflico
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por 25 ml de agua destilada. Se tomaron ali-

cuotas adecuadas para tener concentraciones de

3 a 12 P9 por sistema.

La reaccidn que se efectlla no es bien conocida,

se sabe gue el metaperyodato de sodio en medio

dcido oxida el &cido sidlico y d& un cromdforo

que es el ?mformilpirﬁvico, gue al combinarse

con el &cido 2-tiobarbitérico di una coloracidn

parpura.

H@

=] =

H-C-CH,~c-C-
o Hy E g OH

0 00
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RESULTADOS

Es necesario mencionar que el grupo de pacientes
estudiado no era homogéneo, sino que por el contratio
incluia algunas variables, es decir, al momento de rea-
lizar el estudio, algunas de las pacientes presentaban
embarazo, otras tomaban anticonceptivos, y otras mis
tenian tricomonas en abundancia.

Con objeto de lograr una interpretacidn adecuada
de los resultados, las pacientes se clasificaron en
cinco grupos:

1. Normales
2. Pacientes con célncer cérvico uterine
3. Pacientes embarazadas, sin cincer
4, Pacientes con tricomoniasis vaginal, sin
céncer
5. Pacientes gque tomaban anticonceptivos, sin
céncer.

A continuacidn se indica el nGmero de‘pacientes que

formaba cada grupo v qué tipo de determinacidbn se les

efectud.
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Nimero de pacientes
Diagndstico Total Aminodcidos Vitamina A Acido Sidlico
1. Normales 36 15 10 11

2. Cancer Cérvico-

Uterino 23 7 9 7
3. Embarazo 14 3 4 7
4. Tricomoniasis 7 4 3 -
5. Anticonceptivos 18 4 7 7

El diagndstico considerado para llevar a cabo la cla-
sificacibn anterior, se tomd de la historia clinica de
las pacientes, asi como de su estudio citoldgico ? anato-
mopatoldgico llevados a cabo el dia de la toma de la se-
crecidn vaginal estudiada.

Se hizo la determinacidn de DNA y proteinas para con-
siderarlos como parédmetros de referencia; los resultados
obtenidos en las determinaciones de aminodcidos libres,
vitamina & y Acido siilico se relacionaron a concentracidn
de DNA y proteinas y asi aparecen en las graficas.

Se determind DNA porque se consideraba como un para-

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 concentracidn de DNA,
obtendremos una mejor comparacidn de nuestros resul-
tados.

La siguiente figura representa la relacibn 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 céncer cérvico uterino. La altura de las grédficas
indica el promedio de la concentracidn de cada amino-
4cido, ademds, se ha indicado en cada una con una linea
vertical, la desviacidn estandar del promedio.

Al iniciar la determinacién de aminoicidos fué ne-
cesario calibrar el aparato para lo cual se usbd una so-
lucidn tipo de 23 aminodcidos que contenia 2.5 PM de
cada aminocdcido disueltos en HC1 0.1 N pH 2.7.

En este estudio se identificaron 23 aminodcidos de
los cuales se cuantificaron 16.

A continuacidn se indican los amino&dcidos gue fué-

ron cuantificados.
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Aspartico Isoleucina

Treonina Leucina
Serina Tirosina
Glicina Fenilalanina
Alanina Lisina
Cistina Histidina
Valina Arginina
Metionina Triptofano

Los aminocdcidos solamente identificados fueron:

Asparagina ¥-amino butirico
Glutémico Ornitina
Glutamina Cistéico

Prolina

En las figuras 1 y 2 se han representado los 16
aminodcidos cuantificados; se ha graficado el conteni-
do de aminodcidos por miligramo de DNA presente en la se-
crecibén. &Aqgui, los resultados obtenidos de los casos
normales se comparan con los obtenidos de las pacientes

con clncer cérvico uterino.
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De los resultados puede verse gque el patrén de
aminodcidos libres en las secreciones vaginales de
pacientes con neoplasias malignas se encuentra en
menor concentracidn que en las secreciones vaginales
de mujeres normales.

Encontrandose una diferencia mayor por aspérti-
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 Gnicos amino-
dcidos que se encontraron en concentracibn mis alta
en las secreciones vaginales de pacientes con céncer
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 concentracidn de ami-
nodcidos més alta correspondid al grupo de pacientes
cuyo estudio citolbgico reportd la presencia de trico-
monas vaginales.

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

nodcidos que las secreciones de mujeres normales.
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DISCUSION Y CONCLUSIONES

El céncer del cuello uterino ha ocupado desde
hace varios afios un lugar prominente tanto en la
préctica clinica como en la investigacidn cientifi-
ca. Siendo una enfermedad qgue afecta y produce la
muerte a un gran nimero de mujeres, muchas de ellas
madres de familia; es de vital interés péra la me-
dicina en cualquiera de sus aspectos.

La tendencia actual en relacién al estudio de
esta enfermedad es la de considerar que el médico
tiene la obligacidn de utilizar todos los medios a
su alcance para obtener una clara visibén de la conduc-
ta biolégica del epitelio cervical en su evolucidn ha-
cia la malignidad, y acrecentar el conocimiento de es-
ta entidad patolbdgica y hacer que su diagndstico y tra-
tamiento dejen de ser empiricos 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
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competitivos.

Bl presente trabajo esta basado en el estudio de
la secrecidn vaginal en un ¢ran ntmero de pacientes
selaccionadas al azar, entre todas agquellas gue han
sido convocadas al Hospital de Oncologia del Institu-
to Mexicano del Seguro Social por habérseles encontra-
do una citologia sospechosa en el escrutinio que se
lleva a cabo en todas las clinicas del mencionado
Instituto como parte de la campafia para el descubri-
miento temprano del cincer del cuello de la matriz.

BEn relacidn a este estudio debe sefialarse que el
aspecto biogquimico de la transformaéién neoplésica del
epitelio cervical, aungue no es nuevo, ha sido super-
ficialmente estudiado y por lo tanto debe considerarse
que es un campo apto para la investigacidn.

Cuando se considera que alin el patdlogo mis expe-
rimentado, dotado de una amplia experiencia personal,
encuentra, en ocasiones, dificil el hacer un diagnbstico
y predecir la evolucidn de algunos casos particulares
de cancer cérvico uterino, es cuando parece urgente

la utilizacidén de alglin medio gue permita agquilatar la

«49-



actividad potencial inherente en algunas anormalida-
des epiteliales y quizi, como aspecto mds importante,
algln método de estimar la interaccidn bioldgica, entre
esta lesién epitelial, su evolucidn y la reaccidn del
estroma subyacente.

En la bfisqueda de tales indices de actividades
bioldgicas es obvio que debe darse un lugar preponde-
rante a los métodos bioquimicos e histoguimicos puesto
que permiten el estudio cuantitativo de algunas enzimas,
nucleoproteinas v otras substancias que se sabe desem-
pefian un papel metabdlico fundamental en el mantenimien-
to vy regulacién de la fisiologia tisular normal. En
este campo la cuantificacidén de compuestos téles como
aminodcidos libres, vitamina A, Acido sidlicc y de la
concentracidn de proteinas y dcidos nugleicos en la
secrecidn vaginal ofrece la doble ventaja de propor-
cionar, al mismo tiempo, una indicacidén de la respues-
ta del organismo a la presencia de un epitelio anormal
y de el posible desarrollo de una prueba bioguimica de
ayuda para el diagndstico gue podria ser mds objetiva

vy mds facilmente aplicable gue cualquiera otra de las
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técnicas utilizadas en la actualidad.

La investigacidn directa, citoquimica e histoqui-
mica del epitelio cervical ha dado origen a una serie
de publicaciones, muchas de ellas francamente contra-
dictorias. A pesar de la gran cantidad de datos estu-
diados no se ha seflalado la existencia de ninguna subs-
tancia, cuya presencia o ausencia sea caractgristica del
epitelio neoplésico, y en la luz de estas investigaciones
se hace dificil pensar gue tal substaﬁcia exista y que
lo més que puede esperarse es un cambio en el gradiente
cuantitativo de alg@in constituyente del epitelio normal
que nos indique la presencia del epitelio neoplésico.

De las pruebas histoguimicas, la Gnica que compite
al presente trabajo es la llamada prueba de Schiller (1)
la cual estid basada en la creencia de que el epitelio
escamoso maligno esta desprovisto de glucdgeno. Sora
(51) v Garcia (52), han seflalado la ausencia de glucd-
geno en las células del carcinoma invasivo del cervix
y Henry y Latour (27) observaron la disminucidn progre-—
siva del contenido de glucbgeno a través de todas las

etapas de anaplasia hasta su completa ausencia en el
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cdncer intraepitelial. 8Sin embargo algunos autores
come Foraker y Marino (4%) y Manglano (53) encuentran
una apreciable cantidad de glucdgeno en aproximadamen=-
te el 60 y 70% de sus casos de céncer cérvico uterino.
Y el filtimo autor citado refiere en algunos casos de
cédncer invasor cantidades de glucdgeno en cantidades
mavores gue las habituales. A pesar de que la mayo-
ria de los autores convienen en que el carcinoma in-
traepitelial realmente contienen poca o nula concen-
tracidn de glucdgeno, es cierto gue esta considera-
cibn puede encontrarse en muchas otras alteraciones
no neoplésicas del cuello y que los casos de céncer
invasor frecuentemente contienen cantidades supranor-
males de glucdgeno. En suma, puede considerarse que
siendo la prueba de Schiller tan facil de realizar y
tomande golo 30 a 60 segundos del tiempo del médico,
deberia practicarse en todas las exploraciones gine-
colbgicas, siempre v cuando no se confie demasiado en
los resultados prowporcionados. En nuestra serie de

casos la prueba de Schiller fué realizada en todas las
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pacientes estudiadas pero siempre después de una cui-
dadosa exploracidén simple del cuello y después de tomar
la muestra de secrefidn vaginal para relaizar nuestro
estudio, y la prueba de Schiller se llevd a cabo de la
siguiente manera:

1. Colocar a la paciente en posicidn ginecoldgica

2. Aplicar el espejo

3. Tomar la secrecidn cérvico-vaginal para huestro

estudio

4. Quitar las secreciones cérvico-vaginales restan-

tes con una torunda humedecida en solucibn de
4cido acético 1:100 en solucidn fisioldgica

5. Aplicar lugol con una torunda

6. Dejar secar durante 2 a 3 min

7. Observar.

Cuando la inspeccidn simple demostrd la presencia
de lesiones cervicales se tomaron biopsias tanto de las
dreas sospechosas visualmente como de las &reas Que apa-
rentemente normales fueron demostradas positivas en la
prueba de Schiller.

De gran importancia para la interpretacidén de
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nuestros resultados son los-datos sefialados anterior-
mente por Bernal (4), quien midiendo algunos paréme-
tros bioguimicos en secrecidn vaginal encontrd que,
entre la cantidad de proteinas y la cantidad de Peso
Seco de la secrecidn vaginal existe una notable rela-
eidén, auvngue la dispersidén de los datos es grande, es
curioso observar que la correlacidn entre estos dos
parametros es aparentemente mayor en los casos diag-
nosticados de céncer cérvico uterino y ademés de que,
la totalidad de la materia organica presente en la se-
crecidn vaginal esta formada por proteinas, lo cual se
explica en razdn de la ausencia de glucdgeno en el epi-
telio malignizado. En cambio no existe una gran corre-
lacidén entre la cantidad de DNA y la cantidad de Peso
Seco y en este caso al contrario de lo que ocurre con
las proteinas la correlacidn es ciertamente menor en
los casos de cancer. A pesar de todo, existe correla-
cibén entre estos dos parimetros aunque la variacidn
presente debe quitarle significacidn estadistica.

Otro estudio llevado a cabo en secrecidn vaginal

fué realizado por Veldzquez (54) gquien utilizando un
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método polarogrifico encontrd gue una mavor concentra-
cidn de grupos SH comparandoles con grupos SS aumenta
el nGmero de mitosis lo cual pudiera ser de importancia
en el diagndstico precoz del céncer cérvico uterino.

De nuestro estudic podemos ver que ia relacién
DN2&/proteina en los casos normales presenta un valor
inferior al presentadoc por las pacientes con c&ncer
cérvico uterinoc. Estc estd de acuerdo con lo reportado
por Gonzédlez Merlo y Lépez Barca (55) guienes entudia-
ron citoquimicamente el contenido de RNA y DNA en 261
muestras del cuellec uterino seﬁalan&o(que la rigueza
del tejido en &cidos nucleicos aumenta con la presencia
de etipiés celulares vy alcanza su miximo en los casoé
de carcinoma in situ, 1os autores mencionados observa-
fon que el contenido de 4cidos nucleicos es casi in-
versamente proporcional al contenido de glucdgeno del
tejido. .

Los aminodcidcs en estado libre se encuentran presen-
tee en todos los fluidos vy tejidos del cuerxpo: las po-
zas de amincdcidos de loz flufdos y tsjidos del cuerpo

contienen todos los aminofcidos comunmente encontrados
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en las proteinas asi como también otros aminodcidos

y pequefios péptidos (83, 84). E1l término "poza" se
refiere a los aminocécidos no combinados y a los ma-
teriales bioldgicos que son fécilmente extraidos des-
de los tejidos. La concentracidn de los aminodcidos
libres en el cuerpo es peguefia comparada con la de

los aminodcidos que se encuentran unidos formando
proteinas. Los aminoégidds libres se encuentran
distribuidos en-forma diferente en los fluidos y tejidos.
Van Slyké-y Meyer (85)mostraron que la concentracidn
del N- amino es mis alta en los tejidos que en el
plasma sanguineo. Esta diferencia es debida prin-
cipalmente a cinco aminodcidos: Glicina, glutémico,
glutamina, alanina y aspdrtico. Herbert {(86) analizd
el cuerpo entero de la rata para obtener las concentra-
ciones de aminodcidos libres en los tejidos y plasma de
glicina, glutamico, glutamiﬁé, alanina y aspdrtico, en-
contrando que eran de 10 a 58 veces mis grandes en los
tejidos que en el plasma y que estaban presentes en la
mayoria de log tejidos. Determind ademds otros 17 ami-

nodcidos vy vid que se: encontraban presentes en mayor



concentracidn en intestino, rifidn vy bazo; la continua
digestidén de proteinas puede ser considerada causa de
la gran cantidad de aminodcidos libres encontrados en
intestino; en el caso de rifidn los niveles de amino-
dcidos libres pueden ser asociados con la concentra-
cidén en la orina.

Considerando los factores que afectan las pozas
de amino&cidos libres, debe ser posible proporcionar
informacidn acerca de cambios en:

1. Concentracidn de aminodcidos individuales en
tejidos y plasma para estados patoldgicos vy
normales.

2. Los mecanismos responsables de dichos cambios.

3. El efecto de los cambios en la distribucibn de
aminodcidos en el metabolismo del tejido.

Niveles mé&s altos de aminodcidos libres han sido
encontrados en la sangre de ratas hembras que de ma-
chos (Wheeler y Morgan, 69). Sin embargo, no se han
encontrado diferencias notables entre hombre y mujer
(70) . Los nifios han mostrado niveles ligeramente més

bajos en plasma que los adultos (71). Desde el naci~
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miento hasta la vida adulta algunos aminodcidos (glu-
tamico, aspértico y ~amino-butirico) en cerebro de
ratén mositraron incremento en su concentracidn mien-
tras gue otros disminuyeron (72, 73, 74). Poco es sz
bido acerca de su concentracidn en otros tejidos.

Muchos constituyentes de la dieta han mostrado
tener influencia sobre las concentraciones de amino-
dcidos libres en los tejidos y fluidos del cuerpo. La
dieta afecta no solo el paso de los aminodcidos inge-
ridos hacia las pozas de aminodcidos, sino también su
utilizacidn por los tejidos que es parcialmente depen
diente de otros nutrientes. Como regultado, los nive-
les de aminodcidos libres presentes dentro del cuerpo
son influenciados por la ingestidn de proteinas, car-
bohidratos, grasas, vitaminas v minerales.

La determinacién de amino&cidos libres en secre-
ciones vaginales de mujeres con cdncer cérvico uteri-
no era de interés para nosotros va gue esto nos darias
una idea de cuaies eran los amino&cidos que estaban
siendo empleados en mayor cantidad para la sintesis de

proteinas por las células tumorales y las adyacentes.



En los resultados obtenidos por nosotros los aminocéci-
dos encontrados en mayor concentracidén en las secrecio
nes vaginales de los casos normales fueron: leucina,
isoleucina, cistina, asplrtico y fenilalanina que no
corresponden con los postulados hasta la fecha, excep-
cibébn hecha para el aspdrtico; los aminodcidos presen-
tes en menor concentracidn fueron valina, glicina, ala
nina, triptofano e histidina.

En las secreciones vaginales de pacientes con cén-
cer cérvico uterino, los aminodcidos mids concentrados
fueron leucina, cistina, isoleucina, tirosina y argini-
na. Los menos concentrados fueron lisina, glicina, aspir
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 aming
dcidos en la célula neoplésica. Sin embargo, estas dife-
rencias son dificiles de analizar en este momento puesto
que se tiene muy poca informacidn sobre los cambios en
las pozas de aminodcidos que acompafian a la carcinogéne-
sis, pero se seflala que seria importante este tipo de eg
tudio puesto que avudaria a comprender el cambio metabd-

lice inicial de la transformacidn neoplésica.
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La vitamina A se conoce como un factor importante
en la regulacidén del crecimiento y la diferenciacidn del
tejido epitelial. Esto también tiene relacidn directa
con el problema del céncer cérvico uterino puesto que es
tudios recientes (68) han mostrado que la administracidn
de cantidades altas de vitamina A son capaces de modifi-
car favorablemente la evolucidn de tumores epiteliales y
atn del céncer cérvico uterino (56). Es pues de gran in
terés el observar que nuestros resultados indican la pre
sencia de una disminucidn significativa en la concentra
cidn de vitamina A de las secreciones vaginales obteni-
das de pacientes con céncer cérvico uterino. No obstante
es dificil en este momento tratar de establecer una ma-
yor correlacidn clinica en vista de la considerable dig
persidn de nuestreos resultados v del pequefio nlmero de
casos estudiados. 8in embargo, es posible prédecir que
la continuacidn de este tipo de determinaciones podrian
tal vez aclarar el problema de la patogénesis del céncer
cérvico uterino.

En la actualidad existe gran produccidn de literatu

ra gue sostlene que las glicoproteinas y los glicolipi-~



dos son constituyentes de las cé&lulas animales vy que
ellos tienen funciones importantes en la superficie ce
lular. Ellas comprenden las substancias de los grupos
sanguineos (57), los antigenos tisulares (58) y ha si-
do mostrado que contienen sitios receptores para algu-
nos virus (59). Un glicopéptido {(antigeno de Forssman)
ha sido demostrado por técnicas inmunoldgicas en célu-
las transformadas por un virus pero no se encontrd en
la misma linea de células que no habian sido transfor-
madas. Se han encontrado diferencias en el contenido
de glicOlipidcs de las células (61, 62) antes y des=-
pués de la transformacidn viral. El contenido de car-
bohidratos de preparaciones de membranas de fibroblasg
tos de ratdn, 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 disminucidn en la concentracidn de &cido
sidlico de las secreciones vaginales obtenidas de pa-
cientes con cancer cérvico uterino.

Se ha visto que las propiedades de la superficie
mis externa de la célula, afecta la locomocidn celular

y la invasidén tumoral asi como también las interac-
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ciones celulares, el control del crecimiento y la morfo
génesis. Los estudios llevados a cabo por Ambrose (65),
tratando eritrocitos humanos con la enzima neuraminidasa
removid el 90% de la carga neta superficial. Se vid que
la superficie mis externa consistia de una cubierta que
contenia 4cido sid&lico. Esta substancia, se sabe, es la
responsable de la carga superficial de la cé&lula en mu--
chos tipos de tejidos. El estudio de la movilidad electro
forética de tumores tratados con neuraminidasa, indicd
gue dicha movilidad disminuye. La carga neta de la super
ficie celular es reducida por esta enzima en proporcidn
gque depende del tipo de célula. A

La pérdida de inhibicidn por contacto es generalmen
te acompafiada por un incremento en la carga neta superfi
cial negativa de la célula. En un estudio de una pobla-
cibdn sincronizada de células Hela ha mostrado que durapn
te la mitosis hay un incremento neto en la cargs super-
ficial negativa (Forrester y Brent, 66). El higado en re
generacidn también mostrd un incremento en la carga su-
perficial (Doljansky v Eisenberg, 67). En términos sim-

ples puede ser sugerido gue el incremento en la carga dé
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lugar a un incremento en lasg fuerzas repulsivas entre las
células y dc aqui a una disminucidn en su adhesividad. Es
to conduce a una pérdida de contacto, inhibicidén de movi
miento y pérdida del control de crecimiento. Estudios
electroforéticos con células de rifidn de Hamster y célu-
las tumorales de rifién de la misma especie animal mostra
ron que las células tumorales tenian mayor movilidad elec
troforética. Lo anterior ha sido ampliamente confirmado
con células de higado y hepatoma.

Otro estudio llevado a cabo con &cido sidlico (Ambro
se) en superficie de células de carcinoma de Ehrlich, mos
trd que dicho dcido forma parte de una sialo mucoproteina
o sialo mucopéptido con el Acido sidlico unido a N-acetil
galactosamina, y este parece estar unido a los grupos cax
boxilos del &cido glutimico en el peptido.

Vassar, por medio de electroforesis con células hu-
manas normales y neoplédsicas, encontrd que las células de
turmores meszenquimales tenian densidad de carga superfi-
cial méds grande que las células de carcinoma al tratar
dos tipos de células con sialidasa causd una pérdida més

pronunciada de cargas negativas en las cé&lulas de tumores
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mesenguimatozos que en las células de carcinoma; encontrd
ademis que, los epitelios normal y maligno no tuvieron di
ferencia importante en su densidad de carga superficial.

Puesto que seglin los resultados de los investigado--
res mencionados, la transformacidn neoplésica se acompafia
habitvalmente de un aumento en la carga negativa de la su
perficie celular, probablemente debida a un aumento en la
cantidad de &cido sidlico superficial, es hasta cierto
punto desconcertante el que nosotros encontremos que la
concentracidn de &cido sidlico en la secrecidn vaginal de
pacientes con cédncer cérvico uterino diagnosticado por his
topatologia, esté disminuida cuando se compara con los ca
sos de pacientes normales. Cabe mencionar que la disminu-
cibn de acido sidlico en las secreciones vaginales de las
pacientes estudiadas, presenta una desviacidn estandar im
portante y gque el grupo de pacientes estudiado fue peque-
fio.

Puesto que log casos estudiados por nosotros repre-~
sentan uno de los estadios mis iniciales en la evolucidn
de los tumores que es posible estudiar en el hombre, la
disminucidn del 4cido siilico en los casos de céncer cér

vico uterino indicaria:
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io. que la alteracidn de la carga superficial no es
un fendémeno inicial en la evolucién neoplédsica

20. que el aumento en la caréa negativa superficial
presente en las células neoplésicas (65, &6, 87)
podria ser debido a otro u otros compuestos ade
més del acido sidlico, o bien,

30. recientemente Grimes (82} ha encontrado que en
las células transformadas por virus, la canti-
dad de &cido sidlico en la membrana, disminuye
gignificativamente. Este hecho, en relacidn con
nuestros hallazgos seria una interesante demos-
tracidn de la posible participacidn viral en la
etiologia de los tumores.

Aungue de nuestros. resultados no se pueden obtener

conclusiones definitivas si son de utilidad para tratar
de comprender las modificaciones de la transformacidn

neoplasica.
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