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I. RESUMEN

El Cancer Cervicouterino (CaCU) es una patologia de gran
importancia en salud publica a nivel mundial. En nuestro pais
constituye la primera causa de muerte en mujeres mayores de
25 arfios de edad. Recientemente se ha establecido gque el
principal factor etioldédgico del CaCU es la infeccibdn  por
algunos tipos de Virus de Papiloma Humano (VPH) y que la
inestabilidad cromosdmica de células infectadas puede
determinar la progresién del tumor. Los VPH son pequerios
virus de DNA con forma icosahédrica que pertenecen a la
familia Papovaviridae. Por lo tanto se hace necesario el
establecimiento de métodos diagndésticos-prondsticos adecuados
para este tipc de neoplasia. Los objetives de este estudio
fueron: (1) Determinar cualquier posible asociacién entre el
numero promedic de Intercambio de Cromatides Hermanas
{ICH) /metafase y Micronicleos (MN) en mujeres con y sin CaCU.
(2) Ewvaluar la wvalidez de 1la prueba patoldégica versus la
Reaccidén en Cadena de la Pclimerasa (PCR) para la
identificacién del VPH, y determinar el riesgo de desarrollar
CaCU de acuerdo al tipo de VPH mediante la razéon de momios
(OR). Las mujeres 1incluidas en este estudio fueron
seleccionadas, diagnosticadas y clasificadas de acuerdo al
Papanicolaou (Pap) y estudio colposcépico / biopsia en el
Hospital de <Ginecologia vy Obstetricia “Ignacio Morones
Prieto” del Instituto Mexicano del Seguro Social (IMSS) en
Monterrey, México. El1 estudio de mutagénesis mediante las
técnicas citogenéticas de ICH y MN y 1la deteccidén-
tipificacién molecular del VPH mediante la PCR-RFLPs
(Restriction Fragment Lenght Polymorphisms) se llevo a cabc
en el laboratorio de citogenética molecular del Centro de

Investigacidédn Biomédica del Noreste (CIBIN), IMSS. Los



resultados obtenidos en este trabajo indican que: (1) El
estudio de mutagénesis mostrd un incremento significativo de
ICH en mujeres con carcinoma cervical (7.80 + 1.05) con
respecto al grupo control (6.98 + 1.13) con un poder
estadistico de 0.80 y un valor de alfa de 0.05 (p<0.05; t-
test) . Las frecuencias de MN revelaron una asociacibén entre
la frecuencia de MN y los grados de la lesidén cervical, y una
tendencia lineal positiva entre la frecuencia de MN y el
incremento de riesgo de desarrollar cancer cervical (2) El
método molecular de la PCR identificé al VPH con mayor
precisibn y exactitud (validez) gque los métodos morfoldégicos
convencionales. Unha mujer con un VPH de alto riesgo, tiene un
riesgo nueve veces mayor de desarrollar CaCU que una mujer
con un VPH de bajo riesgo. Nuestros resultados sugieren que
estos parametros citogenéticos—-moleculares pueden ser
utilizados come biomarcadores para evaluar el riesgo de
desarrollar cancer cervical. Por lo tanto su incorporacién a
un programa adecuado de Deteccién Oportuna de Cancer (DOC)
seria de gran utilidad en el diagnéstico, profilaxis y

control de esta patologia en nuestra regiodm.

Palabras claves : Cancer Cervicouterino, Virus de Papiloma
Humano (VPH), Reaccidén en Cadena de la Polimerasa (PCR),

Intercambio de Cromatides Hermanas (ICH), Microntcleps (MN).



II. INTRODUCCION

El cancer Cervicouterino (CaClU) es unc de los carcinomas mas
comunes en las mujeres a nivel mundial y es una de las causas
de mortalidad més frecuente en los paises en desarrollc. En
México, mas del 36% de las neoplasias en la mujer
corresponden al CaCU, representando asi un problema de salud
publica muy importante.De acuerdo a las entidades federativas
el primer lugar lo ocupa el Distrito Federal con 3,711 casos
anuales seguido por el estado de Nueveo Leén con 1,093 casos

(Direccidn General de Epidemiologia, 1396)}.

El CaCU es una enfermedad caracterizada por el crecimiento
anormal y diseminado de células que al desarrollarse en forma
incontrolada, avanzan entre los tejidos normales y los
destruyen, alterandose asi el funcionamiento del organismo.
La lesion precursora del CaCU es la Necplasia Intraepitelial
Cervical (NIC) y dependiendo del grado de anormalidad celular
son clasificados como NIC grado I {displasia leve), NIC grado
IT (displasia moderadaj),y NIC III |(displasia severa o
carcinoma Jin situ), y cuando las células cancergsas O
neoplasicas epiteliales invaden tejidos subyacentes se le
denomina carcinoma invasor (grado I a 1IV) (Nelson JH y Cols.
1984) .

Bethesda (Turman RJ y Cols. 1994) clasifica este tipo de
lesiones en: (1) lesidn intraepitelial escamosa de bajo grado
(LGSIL) que incluye la NIC I y (2) 1lesidén intraepitelial
escamosa de alto grado (HGSIL) que incluye la NIC II y NIC
TIL.

Actualmente, se considera dque s5i se lleva a cabo un
diagndstico temprano de esta neoplasia es potencialmente

curable-



En un estudio previo nosotros determinamos que 1los
principales factores de riesqo para el CaCU en el Noreste de
México son: edad de 40-49 afios, inicio temprano de actividad
sexual, promiscuidad sexual, multiparidad, antecedentes de
abortos y uso de anticonceptivos orales (Cortés Gutiérrez EI
y Cols. 1995). Sin embargo, recientemente diversos estudios
moleculares han establecido al Virus del Papiloma Humano
(VPH) como el principal factor etiolégico en el desarrollo
del CaCU (Torroella-Kouri M y Cols. 1998) y algunos estudios
citogenéticos sugieren que la presencia de este virus Jjunto
con la inestabilidad cromosémica de células infectadas se
relacionan estrechamente con la progresién del tumor (Paz-y-
Mino C y Cols. 1992).

Por lo tanto se hace necesario en nuestra regidén el
establecimiento de biomarcadores citogenéticos (ICH y MN) vy
moleculares (deteccidn-tipificacidén molecular del VPH) utiles

en el diagnbéstico, profilaxis y control de esta neoplasia.



III. ANTECEDENTES

A. Generalidades

Virus de Papiloma Humano (VPH). Los VPH son pequefios virus de
DNA de 1la familia Papovaviridae que infectan una gran
variedad de vertebrados incluyendo al hombre. Miden 50 nm de
diametro, carecen de membrana, y su capside tiene forma
icosahédrica compuesta por 72 capsdmeros (figura l). A pesar
de su amplia distribucidn, muestran un alto grado de tropismo
celular, es decir nunicamente infectan epitelios secos (piel)
Yy mucosas (orales y genitales) induciendo la formacién de
lesicones benignas {(verrugas o papilomas), y en asociacidn con

ciertos cofactores pueden producir carcinomas (Peteo R, 1986).

Genoma Viral. El genoma de los VPH estd constituido de DNA

circular de doble cadena de aproximadamente 8,000 pares de

bases. La estructura entre ellos varia de 45% a 85% de
homologia. Su genoma se divide en 3 regiones: (1) regidon de
control (ORF), (2) regidén temprana (Early = E} y region
tardia (Late=L}). La 1regidén E codifica para proteilnas

relacionadas con la replicacidon (El), la transcripcién (E2) y
la transformacidén celular (E6 y E7). La regidn de expresidén
tardia (L) codifica para proteinas de la capside (L1 y L2)
(figura 2) (Garcia Carranca A y Cols. 19893).

Papilomavirus Humano y Cancer Cervicouterino. La primera
asociacidén directa entre VPH y CaCU se puso de manifiesto con
el aislamiento del VPH tipo 6, de un condiloma acuminado (zur

Hausen H, 1976) , posteriormente diversos estudios

5



epidemioldgicos-moleculares han revelado patrones de
prevalencia del VPH en lesiones cervicales. Actualmente se
estima que mas del 95% de las mujeres con CaCU presentan

algin tipo de VPH (Torroella-Kouri M y Cols. 1998).

De los mds de 80 tipos de VPH descritos actualmente, sdlo
algunos de ellos (VPH-6,-11,-16,-18,-31,-33 y =-35) se
localizan en la regidn genital. Los VPH-6 y -11 se han
encontrado en el 90-100% de las lesiones verrugosas o
benignas, por lo dque son considerados como virus de bajo
riesgo de desarrgllar CaCU. Por el contrarig, los VPH-16,-18
,—-31 =33 y -35 se han reportado en aproximadamente un 75% a
99% de las lesiones cancerosas por lo gque son considerados
virus de alto riesgo de desarrollar cancer.

Mediante estudios de seguimientc de casos se ha observado,
gue la historia natural de las lesiones de cérvix varia de
acuerdo al tipo viral gque presentan inicialmente. E1 46% de
las lesiones con VPH-16 y el 27% con VPH-18 progresaron hasta
carcinoma invasor a diferencia de las lesiones que contienen
el VPH-6 vy -11 (Garcia Carranca A y Cols. 1983).

Por lo tanto, las evidencias clinicas vy de laboratorio son
consistentes en el hecho de que el VPH es el principal factor
etioldgico del CaCU.



Figura 1. Microscopia electrénica del VPH 16

L1

E1

Figura 2. Mapa Genético del VPH 16



B. Intercambio de Cromatides Hermanas (ICH) en pacientes con

Cancer Cervicouterino.

Los ICH son intercambios reciprocos entre cromatides de un
misme cromosoma. Estos generalmente son visualizados al
exponer las c¢élulas (in vwvitro o in vive) a 5-bromo-2-
deoxiuridina BrdU) por dos ciclos celulares, y la subsecuente
tincién diferencial. Los ICH son detectados como “cambios"”
en regiones tefiidas entre cromatides hermanas (figura 3). El
mecanismo melecular de su formacidn no es conocido, pero
estos ocurren después de la exposicidén a agentes genotéxicos
y sen indicadores de dafic al DNA (Coke D y Cols. 1989).

Los ICH han sido ampliamente utilizados como un indicador de
inestabilidad cromosémica (Carrano AV y Cols 1978) y ha sido
sugerido como un marcador preclinico de cancer (Livingston GK
y Cols, 1980).

La evaluacidn de dalio geondOmico mediante la prueba de ICH en
cultivos de linfocites de pacientes con cancer cervical, es
més practico que en tumores sé6lidos, debido a la dificultad
de obtener material adecuado para su analisis. Ademas el uso
de linfocitos es basado sobre la estrecha asociacién entre
los niveles de dario cromosomal en linfocitos y células
tumorales.

Un incremento significativo de ICH en linfocitos ha sido
reportado previamente en pacientes con cé&ncer cervical (Mitra
AB y Cols. 1982; Murty WVS y Cols, 1986; Lukovic I y Cols.
1992; Xu CF 1993; Dhillon VS y Cols. 1996) sin embargo, otros
estudios no muestran diferencias significativas (Adhvary SG y
Cols. 18985). Nosotros consideramos que la 1inconsistencia en
estos resultados puede ser atribuido al bajo poder

estadistico en los disefics experimentales.



El poder estadistico es una medida dque determina si un
estudio es capaz de establecer diferencias o asociaciones en
una poblacidén bajo investigacidén y es de gran importancia
para aceptar o0 rechazar una hipdotesis. Se considera un poder
estadistico igual o mayor a 0.80 como aceptable. Aunado a
esto, el poder estadistico puede ser incrementado facilmente,

aumentando el tamanho de muestra (Fox N y Cols. 1997).



C. Micronicleos (MN) en Pacientes con Cancer Cervicouterino.

Los Micronicleos (MN) son masas cromatinicas con apariencia
de pequenlos nudcleos presentes en el citoplasma (Figura 4).
Estos estan compuestos de fragmentos cromosbébmicos o
cromosomas completos que quedan rezagados durante la anafase
en la divisién celular. Su presencia en la célula es un
reflejo de aberraciones crcmosémicas durante la mitosis
celular. Los MN en linfocitos de sangre periférica han sido
utilizados como un biomarcador citogenético para evaluar
riesgo genotdéxico (Jenssen D y Cols. 1980; Ribeiro LG y Cols.
19893). La base conceptual para esta aplicacidén es que el
incremento de dafho citogenético incrementa el riesgo de
desarrollar cancer (Wogan GN 1992; Tucker JD y Cols, 1996).

Para evaluar el dafic genémico en pacientes con carcinoma
cervical la prueba de MN en exudadc cervical y en cultivo de
linfocitos es mas practica que en tumores s6lidos. El uso de
linfocitos se basa en que el dafio cromosomal en linfocitos
puede asocliarse al danio en las células tumorales (Nordeson I

v Cols. 1984).

Un incremento significative en el nimero de MN ha sido
reportado previamente en pacientes con CaCU sin embargo su
utilidad clinica como biomarcador no ha sido establecida

(Chakrabarti RN y Cols. 1988; Cerequeira EM y Cols. 1998).
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Figura 3. Metafase obtenida a partir de cultivos de

linfocitos de sangre periférica donde se muestran los ICH.

Figura 4. Linfocito de sangre periférica con citoplasma

preservado donde se muestra un MN.
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D. Validez de la técnica molecular de la Reacecidn en Cadena
de la Polimerasa-Restriction Fragment Lenght Polymorphisms
{PCR-RFLPs) para la deteccidn del VPH.

Diagnéstico del VPH. Existen varios métodos para el
diagndstico de una infeccidén por VPH. La técnica clasica de
citologia e  Thistopatologia en donde la ©presencia de
coilocitos (figura 5) caracterizados por una gran zona clara
peri nuclear y a menudo binucleacién, son un indicio de 1la
presencia del virus (Leal-Garza CH y Cortés Gutiérrez EI,
199s6) .

La colposcopia es otro método que permite visualizar el
cérvix adecuadamente, es facil scbre todo para la deteccidn
de VPH por la lesidn tisular (condilomas) (figura 6} que esos
producen, Yy es una herramienta diagnéstica muy util para
aclarar dudas que no se€ puedan resolver con la clinica.

Estos métodos morfoldgicos han mostrado especificidad para la
deteccidén del VPH pero son poco sensible ya que solamente
detecta infecciones activas y con gran produccién del VPH.

El desarrollo de técnicas moleculares de hibridacién in situ
(Shah KV y Cols. 1990) con sondas radiocactivas (Southern
blot), y con sondas fluorescentes (Allan GM y Cols. 1989;
Wickenden C y Cols. 1985) han incrementado Jgrandemente los
valores de sensibilidad. Sin embargo la Reaccidén en Cadena
de la Polimerasa (PCR) ha permitido la identificacidén del
VPH con una mayor precisidén y exactitud, ya que es posible
gue una sola copia del DNA viral pueda ser detectado en
100,000 copias analizadas. Para clasificar los distintos
tipos del VPH, la tecnologia se basa las diferencias de sus
secuencias internas. Por 1o que se wutilizan enzimas de
restricecidén, que cortan al DNA s6lo en 1los sitios donde

encuentra cierta secuencia y por lo tanto, el numero y tamafio
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de los fragmentos obtenidos por esta digestidn restringida,
es distinto y caracteristiceo para cada tipo de VPH. Estos
fragmentos son denominados  RFLPs (siglas en 1ingles:
Restriction Fragment Lenght Polymorphisms) (Hans-Ulrich B y
Cols. 1994).

Recientemente se ha sugerido la incorporacidén de esta técnica
a protocolos de Deteccion Oportuna de Cancer (DOC), sin
embargo son muy escasos los trabajos donde se evalue su
validez (Lie AK y Cols. 19897; Zazove P y Cols.1998) y en
México no se han realizado este tipo de estudios.

La validez se define como el grado en gque una medicidén
alcanza una conclusidn correcta y consta de la sensibilidad,
especificidad, wvalor predictivo positivo, y valor predictivo

negativo de una prueba.
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Figura 5, coilocitos caracterizados por una gran zona clara

peri-nuclear y binucleacidn.

Figura 6. Condilomas cervicales observados mediante

colposcopio (60X) .
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QBJETIVOS

Objetivo General:

Analizar la posible wutilidad de algunos biomarcadores
citogenéticos-moleculares para mejorar el diagnéstico-

prondstico del cancer Cervicouterino.

Objetivos Especificos:

l.Determinar cualquier posible asociaciém entre el numero
promedio de ICH / metafase en mujexres con CaCU y mujeres

control.

2. Investigar la asociacidn entre los estadios progresivos de
carcinoma cervical ¥y la frecuencia de células micronucleadas

en epitelio cervical y en 1linfocitos de sangre periférica.

3. Evaluar 1la wvalidez de 1la prueba de PCR para la
identificaciétn del VPH, y determinar el riesgo de
desarrollar CaCU de acuerdo al tipo de VPHs mediante la

razén de momieos (OR).
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IV. MATERIAL Y METODOS

A. Poblacidén Estudiada.

Los datos analizados en este estudioc fueron colectados en el
Hospital de Ginecologia y Obstetricia del Instituto Mexicano
del Seguro Social (IMSS) en Monterrey, Nuevo Ledn, México.
Este estudio hospitalario no pareado de casos—-controles fue
aprobado por el comité de ética del Centro del Investigacidn
Biomédica del Noreste, IMSS.

Todas las mujeres 1incluidas en este estudio recibieron
evaluacién ginecolégica al mismo tiempo que se les tomo
muestra citolbégica (PAP) con espatula Ayre. Si el examen
ginecolégico y/o coploscdpico revelaba una lesidén pre-
cancerosa macroscdpica se tomaba biopsia.

Las laminillas de ©PAP fueron interpretadas por un solo
patdlogo de acuerdo al sistema de clasificacidén de Bethesda
(Turman RJ y Cols. 1894). Otro patdlogo interpretd 1las
secciones de biopsias de acuerde al criterio de la
International Federation of Gynecology and Obstetrics (FIGO)
{Creasman W, 1990). Las mujeres incluidas en este trabajo
fueron c¢lasificadas de acuerdo al resultado de PAP y al
estudio coploscopico/biopsia en : LGSIL, (lesién
intraepitelial escamosa de bajo grade), HGSIL, (lesién
intraepitelial escamosa de alto grado), y carcinoma invasor.
Mujeres sin ninguna alteracidn neoplasica fueron consideradas

como controles.

La identificacidén del VPH se llevo acabo por la presencia de

coilocitos en citologias/ biopsias, y/o por la observacitdn de
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condilomas (puntilleo blanco) en la revisién colposcdpica de

acuerdo al criterio de Pixely EC, 1987.

La edad promedio (range) para pacientes fue de 43.04 afios
(31-55) y para controles de 45,51 anos (34-56)., Las pacientes
no habian sido tratadas con quimioterapia ni radioterapia, V¥
ninguna de ellas presentd historia clinica de infecciones

crénicas, uso de drogas {incluyendo anticonceptivos),

tabaquismo ni exposicién a radiaciones.

En este estudio, nosotros aplicamos el <criterio de
homogeneidad genética reportada para el Ncoreste de México

(Cerda-Flores RM y Cols. 1991).
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B. Intercambio de Cromatides Hermanas (ICH)

Obtencidn de Metafases. Linfocitos de sangre periférica de 28
mujeres con CaCU y 28 mujeres controles fueron cultivados por
72 horas en medic McCoy 5A suplementadc c¢on 2% de
fitohemaglutinina, 15% de suero fetal de ternera y una
solucién de antibidéticos (estreptomicina-penicilina). Después
de 24 horas de incubacién, la Bromodeoxiuridina se agregd a
una concentracidon final de 10 pg/ml. La colchicina se agregd
45 minutos antes de la cosecha, Yy las laminillas fueron
preparadas de acuerdo a procedimientos convencionales (Verma

RS y Cols. 1889).

Tincidén y Cuantificacion. La diferenciacién de ICH se llevd a
cabo mediante la técnica de Fluorescence Plus Giemsa (Perry P
y Cols. 1974). Para cada mujer el numero promedio de ICH fue
calculado a partir de 30 a 50 metafases, las cuales fueron

analizadas por un solo observador y por “andlisis ciego”.
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C. Mieronicleos (MN)

Preparacidén Citoldégica. El material citoldégico de 10 mujeres
con HLSIL, 10 con HGSIL, 10 con cancer cervical invasor y 10
mujeres control fue colectado con un hisopo de algoddén de las
areas colposcopicamente anormales. El material colectado fue
sumergido en 5 ml de suero fisiolégico (NaCl 0.9%) vy
centrifugado a 1,200 rpm por 5 minutos. El1 paquete celular
fue suspendido en una solucién de metanol/ &cido acético
(3:1) y centrifugado. Este Ultimo paso se repite hasta que el
paquete celular se observe completamente limpio. Finalmente
se colocan de 1-2 gotas de la suspensiédn celular en

laminillas limpias,

Cultivo de Linfocitos. Las muestras de sangre periférica de
las pacientes y las controles fueron colectadas en ftubos
heparinizados estériles. Los linfocitos fueron cultivados de
acuerdo a la técnica habitual descrita previamente (Verma RS
y Cols. 1989). Los linfocitos con citoplasma preservado
fueron obtenidos mediante técnicas convencionales (Hogstedt

B,1984) .

Prueba de M™MN. Las laminillas citoldgicas vy 1linfocitos
cultivados fueron tefiidos de acuerdo al método de  Feulgen
(reactivo de Schiff). Las laminillas se lavaron en agua
destilada, se aclararon en xilene y fueron montadas en

resina (Hogstedt B, 1984).

Conteo de MN. Para cada mujer, fueron estudiados 1000 células
epiteliales de exudado cervical, y 1000 linfocitos de sangre

periférica bajo microscopio de luz convencional con objetivo
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100X (aceite de inmersién) por medio del “analisis ciego”.
Los criterios utilizados para identificar los MN fueron : (a)
diametro menor de 1/3 gque el nicleo principal (b)

refractario (c) mismo color o mas péalido

no-
gue el nuclec
principal , y (d) localizacién dentro del citoplasma. Todas

las células con fenémenos degenerativos como, cariolisis,
cariorrhexis, picnosis, binucleacién etc. fueron excluidos

del analisis (Hogstedt B, 1984).
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D. Técnica Molecular de PCR-RFLPs.

Toma de Muestras. De 232 mujeres con CaCU y 23 controles se
obtuvo muestra del endocérvix con citobrush, la cual se
recibié en 2 ml de PBS 1X y se congeldé a -20 °C para la

posterior extraccidén de DNA,

Extraccién de DNA. E1 DNA de las muestras cervicovaginales
fue extraido mediante la digestidén con proteinasa K (0.1
mg/ml), extraccién con fenol-cloroformo-alcohol iscamilico
(25:24:1), y precipitacién con acetato de sodio 3M-etanol
absoluto (10:2). Los precipitados se lavaron con etanol al
70%, se secaron con un evaporador de vacio, y se
resuspendieron en amortiguador TE. Finalmente se congelaron
a - 20 °C hasta su uso (Baurer H y Cols. 1992).

La cuantificacién del DNA se determind® por absorbancia a 260
nm y 280 nm. Considerandose que €l DNA se encontraba puro
cuando una relacidn entre las dos absorbancia vari{ entre 1.7

y l.8.

Reaccidén en Cadena de la Pelimerasa (PCR ). La amplificacién
génica del VPH se realizd con la técnica de PCR utilizando
los iniciadores MY09 y MYll, que corresponden a la regién Ll
que es altamente conservada entre los diferentes tipos de
VPH. Ademéas, se utilizd come control internoc el gen de la

B~-globina (PC4 y GO20) (Baurer H y Cols. 19%2) (Tabla 1).
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Tabla 1. Secuencia nucieétidica de los iniciadores utilizados para 1a amplificacion de
VPH (MYQ9 y MY11) y para el gen beta globina (GH20 y PC04).

MY09 rio arriba (VPH L1) GCM CAG GGW CAT AAY AAT GG
MY11 rio abajo (VPH L1) CGT CCM AAR GGA WAC TGA TC
GH20 ric arriba (beta globina) GAA GAG CCA AGG ACA GGT AC
PCO4 rio abajo (beta globina) CAA CTT CAT CCA CGT TCA CC

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

Mezcla de Reaccidn. Los componentes de reaccidén para 100 pil
fueron: 100 mM/1 Tris HCl (pH=8.3), 500 mM/ 1KC1l, 15 mM/1
MgCl 0.01% (p/v) de gelatina, 20 pmol de cada uno de los
cligonuclebtidos consenso (MY1l, MY09, GH20, PC04), 200 uM/1
de cada dNTPs: dATP, dCTP, dGTP, dTTP, 2.5 U de Taq

polimerasa y 100 ng-1.0 pg de DNA gendmico humano (Baurer H y

Coig.| 32923\

Condiciones de Amplificacién. La PCR se realizd en 40 ciclos
incluyenda cada uno: desnaturalizacién a 95 °C por 1 min,
alineamiento a 55 °C por 1 min y extensién a 72 °C por 1 min.
Los productos de la amplificacién fueron analizados en geles
de agarosa al 1.5% tenidos con bromuro de etidio.

Se consideraron como VPH(+) aquellas mujeres en las que se
identificé la banda correspondiente al VPH (450 pb) y el gen
de la PB-globina (260 pb) y como VPH{-) aquellas que no
presentaron amplificacién para el VPH pero si para el gen
constitutivo (B-globina). Las muestras gque no amplificaron
para el gen de la P-globina fueron eliminadas del estudio

(Baurer H y Cols. 1982) (Figura 7).
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450 ob

260 ob

Figura 7. Amplificacién molecular de la regi6én L1 mediante
PCR utilizando los iniciadores MY09 y MYl1ll. El producto de
amplificacién para el VPH es un fragmento de aproximadamente

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

M ; marcador de peso molecular lider de 100 pb.

Carril 1; positivo para VPH y para p-globina.

Carril 2; positiveo/ para p- globina'y negativo 'para VPH.
Carril 3; negativo para P- globina y para VPH.



Analisis de RFLPs. Los productos amplificados fueron
tipificados mediante el analisis  RFLPs. Para ello,
inicialmente se utilizaron las enzimas de restriccidn Hae
ITI, Pst I y Rsa I y si era necesario se utilizaron Haelll,
HInfI, Xbal, AccI, Pst pl y KpnI.

Los componentes de la digestidén para 25 pul fueron: 0.5 pul de

cada enzima de restriccidén, 2.5 pl de buffer de reaccién, y

25 pl del producto amplificado .

Los productos de la digestién fueron analizados en geles de
acrilamida al 8% tefiidos con bromuro de etidio (Baurer H ¥
Cols. 1992} como se muestra en la Figura 8.

La clasificacidn de los tipos de VPH se realizd de acuerdo al
nivel de riesgoc de desarrollar CaCU en: bajo riesgo (VPH-6

y -11) y alto riesgo (VPH-16, -18, -30, -31, -33 vy -35).
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Tipos de VPH

pb M 16 18 33 35 6 11 6

400
300
200

100

Figura 8. Digestién de los productos amplificados por PCR
(primer MY09 y MY1l) con las enzimas.de restriccién Hae II1I,
Pst I, y Rsa I revelaron.diferente nimero y tamano de
fragmentos, lo cual permite tipificar los VPH 6, 11,16, 18,
31,39y '35?

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



E. Andlisis Estadistico.

La comparacién estadistica de ICH entre pacientes y controles
se llevd a cabo mediante la prueba t de student. El tamafio de
muestra fue estimado usando el software Stata (versién 6,0)
(d = 0.05, 1-8 = 0.80). Un valor de p < 0.05 fue considerado
significativo (Zar JH, 199%9).

El andlisis estadistico de MN se llevo a cabo en tres pasos
(1) Se probdé la heterogeneidad dentro de los grupos
estudiados (control, LGSIL, HGSIL, y carcinoma invasor)
mediante la prueba X°, (Lovel DP y Cols. 1989).

{(2) Se probd la tendencia lineal entre la frecuencia de MN y
el riesqo de desarrollar cancer mediante una tabla de
contingencia (Lovel DP y Cols. 1989; Thakur AT y Cols, 1985;
Elwood 1998).

(3) Se probd 1la asociacién entre el céancer cervical y el
numero de células con MN en los 4 grupos de mujeres
estudiadas (Elwood M, 1998) mediante las pruebas de razdén de
momios (CR) e intervalos de confianza (CI).

Un valor de p<0.05 fue <considerado <con significancia

estadistica.

La validez es una propiedad de toda medicién que consta de
cuatro elementos: sensibilidad, especificidad, valor
predictivc de una prueba positiva y valor predictivo de una
prueba negativa (Elwood M 1998). Para evaluar la validez del
método de PCR versus la citohistopatolégia / colposcopia para
la deteccién del VPH se utilizo el analisis Bayesiano !¢

(http://www.hutchon. freeserve.co. uk/Diagnostic-test.htm).

26


http://www

Para determinar el riesgo de desarrollar CaClU de acuerdo a

molecular de VPH se realizd
razén de momios (OR)

la tipificacién el analisis de

con intervalos de confianza del 95% de

acuerdo al método de Cornfield (Programa EPISODE).
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V. RESULTADOS

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

CaCU.

El numero promedio de ICH en pacientes fue de 7.80 +1.05/
metafase. En las mujeres control fue de 6.9811.13/ metafase.
La frecuencia de ICH en pacientes resultd estadisticamente
mayor (P = 0.045), comparado con las mujeres control (Tabla
2). Estos valores mostraron varianzas homogéneas cuando la

prueba de Levene fue aplicada (P>0.05).

Tabla 2. Numero promedic de Intercambios de Cromatides Hermanas (ICH) en
pacientes con cancer Cervicouterino

.. ——— No. de metafases Media de ICH/

Grupa Narge Indigguos estudiadas metafase + DE
Pacientes 28 1,200 7.59 £ 1.05*
Control 28 810 6.98 +1.13

Prueba de Levene F=0.547 P = 0.463, * Significancia de P =0.045
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B. Micronicleos (MN} en pacientes con CaCU

La distribucidén del numero de MN en epitelio y linfocitos en
los grupos estudiados se muestra en la Tabla 3. Todos los
grupos fueron homogéneos cuando se realizé la prueba de
heterogeneidad X (P > 0.05)

Tabla 3. Heterogeneidad (Chi-cuadrada) de MN en epitelio y en linfocitos entre I10s grupos
estudiados.

No. MN MNT
Group N cells Epitelio x2 _ s P Linf. X° @r=9 P

Control ~ 10 10000 30 6.02 >0.05 62 8.05 > 0.05
LGSIL 10 10G00 71 14.03 >0.05 g5 4.52 >0.05
HGSIL 10 10000 97 4.38 >0.05 98 2.89 > 0.05
Invasor 10 10000 140 6.38 >005 130 5.46 > 0.05

“ grados de libertad

La Tabla 4 muestra el analisis univariado (razdén de momios
(OR) e interwvalo de confianza (CI)] de las células con MN en
epitelio cerwvical y en linfocitos de mujeres con cancer
cervicouterino y mujeres control. Para las células con MN en
epitelio, se observé una diferencia significativa entre el
grupo control (referencia) y IGSIL (OR, 2.38), HGSIL (OR,
3.26), carcinoma invasor (OR, 4.72) (P < 0.001, X* 9para
tendencia lineal). Para las células con MN en linfocitos,
también se observaron diferencias significativas entre el
grupo control y LGSIL (OR, 1.54), HGSIL (OR, 1.59), carcinoma

invasor (OR, 2.11) (P < 0.001, X° para tendencia lineal).
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Tabla 4 . Analisis Univariado de células con MN en epitelio y linfocitos.

No. de MN MN
Grupo células Epitelio® OR® c linf? OR Cl
Control 10000 30 100 Referencia 62 1.00 Referencia
LGSIL 10000 71 238 1.46-3.87 95 1.54 1.05-2.24
HGSIL 10000 97 3.26 2.06-5.13 98 1.59 1.09-2.31
Invasor 10000 140 472 308-7.24 130 2.1 1.45-2.99

IX?=76.25,df= 3, P <0.001, °X*=24.30, df = 3, P < 0.001, °Razdn de momios, ° Intervalo
de confianza.

En la tabla 5 se muestran los resultados de la prueba de

tendencia lineal en una tabla de contingencia de a 2x4. Las

células con MN en epitelio mostraron un incremento lineal

significative (x) = 75.6, b [pendiente]l] = 3.56 x 1073,

probabilidad de tendencia < 0.001) y también para los

linfocitos con MN (X* = 22.48, b = 2.07 x 10, probabilidad

de tendencia < 0.001).

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

Tejido Prueba df. Chi-cuadrada P
Epitelio * Regresion lineal 1 75.631 < 0.001
Desviacion 2 0.623 >0.05
X2 global 3 76.254 < 0.001
Linfocitos ® Regresion lineal 1 22.476 < 0.001
Desviacion 2 1.829 >0.05
X% giobal 3 24.305 <0.001

¥ p (pendiente) = 0.00356, S, ( error estandar) = 4.09 x 10, Z =b/Sy= 8.696, P<0.001
® b = 0.00207, Sy=4.37x 10*, Z = 4.74, P < 0.001
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€. Validez de 1l1la técnica Molecular de PCR-RFLPs para la
deteccidn del VPH.

De acuerdo al diagnéstico histopatoldgico / coploscépico a 23
mujeres se les diagnosticé CaCU. En 11 mujeres se detectaron
coilocitos y/o condilomas sugestivos de VPH, wmientras que la

PCR resultd positiva en 26 casos (tabla 6) .

Tabla 6. Distribucion del numero de mujeres infectadas con VPH diagnosticadas
mediante los métodos: citohistopatolégia, colposcopia y PCR.

Detecciéon de VPH

Grupo n Citohistopatologia Colposcopia PCR

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

Utilizando la técnica citohistopatoldgica / colposcopica como
“estandar de oro” la PCR mostrd una sensibilidad del 100%,
una especificidad del 35.3%, un valor predictivo negativo del
100%, una ganancia diagnostica del 9.2% y una exactitud del

52.1% (tabla 7).

31



Tabla 7. Resumen estadistico de los valores de validez de |a PCR versus las técnicas
cito histopatolégica / colposcopica.

VALORES DE VALIDEZ PARA LA PCR EN LA DETECCION DEL VPH

Verdaderos positivos 6
Falsos positivos 11
Falsos negativos 0
Verdaderos negativos 6
Sensibilidad 1
Especificidad 0.353
Prueba de proporcién a priori 0.353
Prueba de proporcion a posterion 0.545
LR+ 1.545
LR- 0
Prueba de probabilidad a priori 0.353
Prueba de probabilidad a posterion 0.261
Ganancia diagnostica 0.285
Exactitud 0.521
PV+ 0.3583
(95% CI) (0.173-0.587)
PV- 1
(95% CI) (0.609-1)

LR+: Proporcién de probabilidad positivo
LR-: Proporcion de probabilidad negativo
PV+: Valor predictive positivo
PV-: Valor predictivo negativo
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A partir de la tipificacién en las 26 mujeres con PCR (+) se
encontraron los VPH-6 y -11 (bajo riesgo} y los VPH-16, -18,
-31, -33 y -35 (alto riesgo). Las mujeres con CaCu
mostraron un OR de 9.33 veces mavor de tener VPH de alto

riesgo (14/17) que en controles (3/6) (P< 0.05, gl =1) (tabla
8)o

Tabla 8. Andlisis univanado de la infeccidn del VPH de acuerdo a su genotipo.

Grupo VPH VPH OR Cl
Bajo Riesgo Alto Riesgo
Control 6 3 1.00 Referencia
CaCu 3 14 9.33 1.45; 60.22
Tota| 9 17

Bajo riesgo; VPH-6 ¥y —11, Alto Riesgo: VPH-16, -18, -31, -33 y -35,0OR: Razon de
momios Cl : intervalo de confianza
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VI. DISCUSIONES

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

caCu,

Nuestros resultados sugieren que el numerc promedio de ICH en
pacientes con carcinoma cervical (7.59+1.05) es mds alta que
en controles (6.98%1.13) con umn poder estadistico de 0.80.
Esto indica que los pacientes con cancer cervical presentan

inestabilidad cromosdémica.

Estos resultados estédn de acuerdo con 1lo reportado por otros
autores (Mitra AB y Cols. 1986; Murty WVS y Cols. 1986;
Yakota K y Cols 1989; Lukovic I y Cols. 1992; Xu CF 1993;
Dhillon VS y Cols. 1996). Nosotros encontramos altos wvalores
de \/ poder estadistico en todos /| ellos (0.99 a 1.00)

computarizado de acuerdo al software Stata.

Por otro lade, Adhvary SG y Cols. 1985 no encuentra
significancia estadistica en la frecuencia de ICH en
pacientes con céncer cervical debide al Dbajo poder

estadistico (0.57) en su disefio experimental (Apéndice 1).

Algunos mecanismos han sido propuestos para explicar el
incremento de ICH en pacientes con cancer cervical: (1) el
stress metabdlico debido al crecimientc tumoral (Benerjee R y
Cols. 1882) , (2) los productos clastogénicos liberados peor
las ceélulas tumorales (Werkmeister J y Cols. 1980) y (3) la
integracién viral al genoma celular que produce inestabilidad
cromosbémica. La presencia del VPH ha sido observada en 70 a
95% de lesiones preneoplasicas y neoplasicas de cervix (Paz-

y-Mino y Cols. 19892).
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Apéndice 1. Numero promedio de Intercambio de Cromédtides
Hermanas y poder estadistico en pacientes con cancer

Cervicouterino reportado por otros autores.

Referencia Grupo n Media ICH / Poder
metafases * DE estadistico
il Paciente 13 1005 £ 2,.35* 0.929
Control 11 6.95 + 1.53
2 Paciente 46 10.15 £ 2.49* 1.00
Control 43 T:55 * 224
3 Paciente 13 9.68 * 0.97 0.57
Control 13 8.91 £ 1.15
4 Paciente 35 10.00 + 1.80* 1.00
Control 18 7.60 £ 0.80
5 Paciente 21 8.92 + 1.47%* 0.99
Control 19 6.94 = 1.00
6 Paciente 14 9.44+ 1.27* 1.00
Control 20 6.09+ 1.07
7 Paciente 30 FI18HI IR 23% 1.00
Control 15 4.68+ 1.82
References: 1l. Mitra y Cols. (1982), 2. Murty y Cols. (1986), 3. Adhvaryu
y Cols. (1985), 4. Yokota y Cols. (1989}, 5. Lukovic y Cols. (1992), 6.

Dhillon y Colsl. (1996), 7. Capalash y Cols. (1996). * P < 0.05
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B. Micronicleos (MN) en pacientes con Cancer Cervicouterino.

Los resultados presentados en este estudio muestran un
incremento progresivo de MN / célula en epitelio, de acuerdo
al desarrollo neoplasico. Esto estd de acuerdo con 1lo
reportado previamente por Chakrabarti RN y Cels. 1988, y
Chakrabarti EM y Cols. 1998. Nuestros resultados apoyan la
hipétesis de que el incremento de MN refleja la liberacidn de
un factor mutagénico en pacientes con carcinoma cervical.
Nosotros observamos una asociacidn significativa entre el
dano cromosomal y carcinoma cervical en cultivo de
linfocitos. Esto concuerda con lo reportado previamente por
Nordeson I y Cols., 1984.

Algunos factores han sido involucrados en el incremento de MN
en pacientes con cancer cervical : (1) El1 genoma de estos
pacientes es fragil (Sobti  RC 'y Cols. 1991); esta
inestabilidad cromosémica puede producir células con
aberraciones cromosémicas estructurales particularmente de
los cromosomas 1, 3, 5, 1i, y 17 (Atkin NB 1997). Estos
pacientes tienen un mayor riesgo de desarrollar tumores
secundarios debido a la inestabilidad cromosémica inherente
que resulta en pequefias subpoblaciones de células con
anormalidades cromosémicas y (2) La presencia del VPH; debido
a que algunos tipos de VPH (16, 18, 31, 33, y 35) han sido
involucrados en el desarrollo de 1lesiones cervicales
precancerosas y cancerosas (Wilczynskli § y Cols. 1988). la
integracién viral al genoma celular produce manifestaciones
citogenéticas no especificas. Los cambios producidos son ;
indices mitéticos alterados, poliploidia, gaps, fracturas, vy
figuras cromosémicas anormales (Popescu NC y Cols. 1930). En
un estudio sobre mujeres con lesiones preneoplasicas Yy

neoplasicas de cérvix, se observd un incremento en la
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fragilidad cromosémica debido a la presencia HPV (Paz-y-Mino

C et al 1992). En el presente estudio, nosotros encontramocs

que el 73% de las pacientes presentaron VPH de alto riesgo

(tipo 16, 18, 31, 33, 35) mientras que todas las mujeres del

grupo control fueron VPH negativas.

El incremento en el nimero de células con MN en epitelio y en
linfocitos de acuerdo al desarrollo necplésico, puede indicar
que la progresién de la lesién esta asociada con una alta

proporcidn de dafio cromosémico.
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C. Validez de 1la técnica Molecular de PCR-RFLPs para la
deteccién de VPH.

Recientemente se ha establecido al VPH como agente causal
del CaCU (Herringten CS, 1994). En estos trabajos se sugiere
la gran utilidad clinica de la PCR-RFLPs para la deteccién
del VPH como marcador prondstico de malignidad (Gonzdlez-
Garay ML y Cols. 1992; Herndndez-Aviia M y Cols. 1997;
Torroella-Kouri M y Cols. 19898). Sin embargo, estudios
realizados para validar esta prueba son muy escasos (Lie AK y
Cols. 1997; Zazove P y Cols. 1998).

En México, este es el primer trabajo donde se evalda la
sensibilidad, especificidad, wvalor predictivo positivo vy
valor predictivo negativo de la prueba de PCR utilizando como

“estandar de oro” la prueba patolégica /colposcédpica.

Los resultados obtenidcs en este estudio estan de acuerdo con
estudios previos donde informan gque estos métodos
morfeoldgicos son poco sensibles para la deteccidn de VPH (Lie
A TR CoRs D 499%; Gjoen K y Cels. 1997; Zazove P y Cols.
1898; Lie AK y Cols. 1999). Ademas informan que la PCR
disminuye significativamente el numero de falsos negativos.
En nuestro estudio nosotros detectamos 14 mujeres VPH
positivos que habian sido reportadas previamente mediante las

pruebas morfoldgicas como VPH negativas.

Las frecuencias de infeccidén de VPHs observadas en pacientes
en este estudio, estidn de acuerdo con la literatura previa
(Gonzdlez-Garay ML y Cols. 1992; Herndndez-Avila M y Cols.
1997; Torroella-Kouri M y Cols.l 1998}). Estos trabajos
establecen que la infeccidén de VPH-16 y -18 ©puede ser

considerada como un factor prondéstico de malignidad, el cual
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puede ser de gran utilidad clinica en 1la

lesiones precancerosas a

evolucidén de

cancerosa. Nuestros resultados

revelaron que toda mujer con un VPH de alto riesgo (VPH-16,-

18, =30, =31, =33 y 35) tiene 9.33 veces mayor riesgo de
desarrollar CaCU que una mujer con VPH de bajo riesgo (VPH-6
y -11). Sin embargo su utilidad pronéstico en mujeres sanas

aun no es bien establecida.
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VII. CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS

1. Los ICH estan asociados con el cancer cervical. La
inconsistencia en los resultades en estudios previos puede
ser atribuida al bajo poder estadistico en 1los disernios

experimentales (Cortés-Gutiérrez EI. y Cols. 2000).

Sin embargo, la utilidad de los ICH como marcador preclinico
para identificar mujeres con alto riesgo de desarrollar

cédncer requiere futuros estudios de seguimiento.

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

Garza CH y Cortés-Gutiérrez EI. En prensaj.

3. Consideramos que la técnica de PCR-RFLPs tiene una alta
validez para la deteccidn-tipificacidén del VPH y es una
técnica sencilla gue no requiere de una intensa
interpretacién de resultados, por lo que puede ser de gran
utilidad clinica para evaluar el riesgo de desarrollar CaCU

(Cortés-Gutiérrez EI. Enviado a publicacién).

La informacién obtenida en este estudio puede ser utilizada
por el médico ginecélogo para tomar decisiones mucho mas
adecuadas en cuante al tipo de tratamiento médico o

quirirgico, extensidén de cirugia o necesidad de emplear otras
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medidas, ademds de proporcionar un pronéstico con mucho mas

fundamento cientifico.

Por lo tanto 1la incorporacién de estos biomarcadores

citogenéticos- moleculares a un protocolo adecuado de

deteccidn oportuna de cancer (DOC) seria de gran utilidad en

el diagnéstico-pronostico del cacy para disminuir la

incidencia y mortalidad por esta neoplasia en nuestra

poblacién.
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mo por efecto de estos antigenos. Estas moleculas
para su uso en técnicas clasicas de inmunopre-
cipitacion o meétodos modernos, coma muno-
transferencia, agregan una mas a nuestra lista de
ventajas de los métodos modernos para el diag-
nostico de enfermedades infecciosas o parasita-
rias: no se requiere el aislamiento de los agentes
causales, solo una pequena muestra de sangre,

De acuerdoconloanterior, practicamente todas
fas enfermedades infecciosas y parasitaras pue-
den ser diagnosticadas al menos con uno de los
metodos antes mencionados, con las adecuacio-
nes que cada caso requiera.

Eneste simposiohemos querido ofrecer a uste-
des un panorama general sobre este tema, con
ejemplos de las técnicas que existen para €l diag-
nostico molecular de enfermedades producidas
por virus, bacterias y protozoarios. Hablaremos
especificamente de la identificacion de pa-
pilomavirus, una de las causas de cancer cérvico-
uterino, bacterias pertenecientes al género Brucella,

responsables de graves infecciones en el hombre y
severas perdidas economicas en la industria pe-
cuaria, asi como de dos protozoarios, Giardia
lambliay Enfamoeba histolytica, cuyaimportancia
médica es ampliamente conocida.

Deseo expresar miagradecimiento alos miem-
bros de la mesa directiva por la oportunidad y el
honor de mostrar a ustedes nuestros resultados
dentro del programa académico de la Academia
Nacional de Medicina y a las autoridades del
Centro de Investigaciones y de Estudios Avanza-
dos, mi alma mater, por brindarnos la ocasion de
compartir y disfrutar de una jornada plena de
estimulantes actividades, durante la celebracion
de nuestra reunion conjunta. Agradezco cumpli-
damente a los distinguidos investigadores, M en
C. Carlos Leal Garza, Dr. Hugo Barrera Saldana y
Dra. Guadalupe Ortega Pieires, sus valicsas con-
tribuciones que seguramente enriqueceran esta
sesion con su experiencia y conocimientos.

ll. Deteccion molecular del virus del papilcma
humano en mujeres con cancer cervico-uterino

Carlos H. Leal-Garza*, Elval. Cortés-Gutiérrez*

L os virus son organismoes que pueden causar
una gran variedad de infecciones y pueden sobre-
vivirsolamente dentrode las célulasvivas. Hayuna
diversidaddetipos, perotodos ellos compartendos
caracteristicas comunes: estan formados de ma-
terial genético (ADN o ARN) y este material esta
protegido por una capside protéica que lo reviste.
Se hanidentificado varias familias de virus sobre la
base de su estructura, composicion guimica y por
sus similitudes en su contenido genético.

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

*Ceniro de Investigscion Biomédica de! Noroesie.

piel 0 por inoculacion directa en sangre, pero una
vez dentro de la célula, el virus puede integrar su
matenal genético al dela célulahospedera, produ-
ciendo cambios que permiten a ellos reproducirse
y causar und enfermedad.

Se ha estimade que un buen porcentaje (5 al
10%) de todos Jos canceres enia poblacion, estan
asociados con algun tipo de virus, y que algunos de
elles contribuyen al cambio de una célula nomal en
unacancerosa, conociéndoseles a este grupo como
virus oncogeénicos. En algunos casos pueden ac-
tuar directamente sobre |a célula causandole pér-
dida enla habilidad de control de crecimiento, porlo
gue ésta continua dividiendose, formando masas

Correspondencia y solicitud de sobretiros: Dr. Carlos H. Leal Gaza, Insttuto Mexicano del Seguro Saocial. Monterrey, Nuevo Ledn. México

Admon. Correos 4, Independencia, 64720 Monterrey, N.L.
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de tejido anormal (tumores). En otros casos los
virus pueden actuar directamente danando ¢élulas
del sistema inmune y logrando que el organismo
seaincapaz de mantener la divisioncelularnormal.

A nivel mundial, cerca de 500 mil nuevos casos
de carcinoma invasor del cuello uterino son diag-
nosticados anuaimente,’ y en paises subdesarro-
llados es la enfermedad neoplasica mas frecuente
yresponsable aproximadamente del 25% de todos
los casos de cancer que se presentan el el sexa
femenino.

Lalesién precursora del Cancer Cérvico-Uteri-
no (CaCu) es la neoplasia intraepitelial cervical
(NIC) y dependiendo del grade de anormalidad
celular son clasificados como NIC grado | (displa-
sia leve), NIC grado |l {displasia moderada), y NIC
{Il (displasta severa o carcinoma /n sifu) y cuando
las celulas cancerosas epiteliales invaden tejido
subyacente se le denomina cancer invasor.?

Eltiempo de evolucionentre NIC | hasta llegara
carcinoma invasor es de 10 a 20 afnos, pero hay
lesiones precursoras que revierten oregresan es-
pontaneamente a suestadonormal o pueden per-
manecer sin modificarse durante casi toda la vida.

Endiversos estudios clinicos y epidemiologicos
se na mostrado que el virus del papiloma humano,
principalmente el transmitido por via sexual, esta
involucrado en una gran proporcion de los CaCu,
asi también se le ha detectado en las lesiones
precurosas NIC|,Ilyilly delcondiloma del cérvix.>

Los papilemavirus humanos {VPH) son un gru-
po de mas de 70 tipos de virus y su nombre pro-
viene porque ellos son causantes de las verrugas
o papilomas y que son tumores benignos. Diferen-
tes tipos de VPH causan las verrugas comunes
dque crecen en manos vy pies, asi como los que se
desarmrollanen bocay dreas genitales, algunes VPH
genitales, transmitidos sexualmente hansidoaso-
ciados a procesos neoplasicos tanto en mujeres
como en hombres,

Los VPH no son los Gnicos virus que se les ha
implicado en e! CaCu, ya que se ha asociado el
virus del herpes simple tipo 2; sinembargo, existe
evidenciade que los VPH son un agente mas serio
de factor de riesgo para el CaCu que el herpex.*

Elgenomade los VPH esté constituido de ADN
doble cadena, circularen suformay posee aproxi~
madamente 8 mil pares de bases, |a estructura
entre ellos es similar con una homologia de se-
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cuenciaque va delmargende 45% a una homoliogia
alta del 85%. Enellos se hanidentificado marcos de
lectura abierta (ORF), los cuales estan organiza-
dos en regiones de expresion temprana (E) que
codifican para proteinas relacionadas con la
replicacion (E1), transcripcién (E2) y latransforma-
cion celular (EGy E7) y las regiones de expresion
tardia (L) que codifican para proteinas de |a capside
{L1yl2)°

De los tipos diferentes de VPH que se canocen
hay los llamados de “bajo riesgo”, es decir, aque-
llos que causan papilomas o verrugas alrededorde
los genitales y el ano tanto en hombres como en
mujeres y son asociados con los tipos nameros 6
y 11, ya que se ha observado que raramente
desarrollan cancer. Otros conocidos como virus
de“alteriesgo” hansido asociados canla aparicion
de nepplasias, y aqui se incluyen principaimente
los tipos numeros 16, 18, 31, 33, 35 y otros que
presentanaltos indices de asociacion conel NICy
concarcinoma in sifu o invasor enun 80%, de éstos
del 50 al 30% corresponden al tipo 16 y 18, y de
esos dos el primero es mas frecuente.

Hancausadogran interés los recientes estudios
que indicanque la proteina celularp53 es capazde
unirse a la proteina E6 principalmente en el virus
VPH tipo 16.7 La asociacion de p53 con la
carcinogénesis humana esta empezando a esta-
blecerse, el gen que codifica para la fosfoproteina
nuclearp53 ha sido localizado en el cromosoma 17
en suregion p13. Este gen fue originalmente con-
sideradlo como un oncogene, pero ahora se cree
que tiene propiedades de un gen supresor de
tumores. Mutaciones en é! representan las anor-
malidades genéticas mas comunes observadas
entumores, fales mutaciones causanpérdidadela
funcion supresora,®

Hay funciones que apoyan la teoria de que la
proteina pS3 se une a la proteina E6 de los VPH
tipos 16/18enel citoplasma celular, y de este modo
previene lafuncién supresoradel tumorenelnticleo.?

Como date interesante podemos mencionar
que pocos estudios cromosomicos han sido he-
chos en el CaCu, debido a |a dificultad para obte-
ner preparaciones cromosémicas adecuadas en
tumores solidos. Anormalidades en |a estructura
delos cromosomas 1, 4, 5y 11 son comunes, pero

ademas se han observado anormalidades numéri-
cas enestructura. 10-12
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L a infeccion por tipos definidos de VPH no es
suficiente para la produccién del CaCu, algunas
observacionesapoyanlo anterior, ya que el progre-
SO a cancer es una rara consecuencia de la infec-
cion por VPH porsisola, ademas, el periodo latente
entre la infeccion el desarollo del proceso
neoplasico puede estarenel ordende 20 hastalos
50 afos,™ hay estudios epidemiologicos que han
tmplicado como factores de riesgo al habito de
fumar, asi como al uso de los anticonceptivos
orales entre otros factores. ™

Para el diagnostico de una infeccién por VPH
podemaos echar mano de varias métodos, uno de
ellos es la clasica técnica citologica y la histopa-
tologiaendonde la presencia de kotlocites caracte-
rizados por una gran zona clara perinuclear y a
menudo binucleacion, son un fuerte indicio de a
presencia del virus, aunque se ha informado que
particulas virales o sus antigenos son detectados
solo en una pequena proporcion en tales células
afectadas por mediodelatécnicadela peroxidasa-
antiperoxidasa."

La colposcopia es un método que permite
visualizar el cénvix adecuadamente, es util sobre
todo para la deteccion de VPH porla lesion tisular
que éstos producen,® y es una herramienta diag-
nostica muy Gtil para aclarar dudas que no se
puedan resolver con laclinica.

La introduccién de |a biologia molecular a las
laboratorios de histopatologia ha resultado en un
disero de metodos innovadores en la patologia
molecular. Mientras que caracteristicas clinicas
pueden indicar una infeccion viral, el diagnostico
definitivo debe basarse sobre la demastracion di-
recta de \a presencia del virus, ya sea porcultivo o
por deteccion porinmunocitoquimica. Para la ma-
yoria de los virus su cultivo es extremadamente
tedioso y consumen tiempo, incluso a veces es
imposible lograrlo como es el caso de los VPH.

La deteccianinmunoldgica de los antigenos de
las capsides virales ha mostrado que no es del todo
confiable, enla mayoria de los casos, porla com-
plejidad de lainfeccion viral.

Por medio de las técnicas de hibridacion in sifu
de los acidos nucleicos utilizando sondas radicac-
tivas (HP, y S) especificas para las secuencias de
ADN viral, es posible identificar y localizar al virus
en las células o tejidos infectados. Las sondas
radioactivas en general, aunque muy utiles tienen
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sus desventajas: el tiempo de exposicién en la
autorradiografia es largo, 1aresolucion morfologica
puede ser pobre y el uso de material radioactivo
requiere condiciones especiales en el laboratorio,
aungue el uso de sondas marcadas con S han
mostrado tener una resolucion y upa sensibilidad
excelente.

Es preferible utilizar |as técnicas de hibridacion
in situ por métodas no radioactivos utilizando para
elio la sonda de ADN viral marcada con bioctina o
digoxigenina, mismaque después de serhibridizada
con la muestra de ADN por analizar, es detectada
inmunolégicamente incubando con un complejo
formado porestreptavidina acoplado con fosfatasa
alcalina o peroxidasa y sustancia cromégena para
revelarla hibridacion, 17-1¢

La sensibilidad para detectar secuencias de
ADN viral 6,11,16 y 18 en secciones de tejido
incluidas enparafinao en biopsias de areas genita-
les con este sistema de sondas con marcaje no
radioactivo, es comparable a laobtenidacon aque-
lfas marcadas con?**S enlalocalizacion de hibridos
anivel celular. 20- )

La hibridacion usando la técnica de Southem
blotde sondas de ADN extraidos de tejidos frescos,
ha sido quiza la prueba mas utilizada y sensible
tanto para a deteccion de la presencia como para
fa identificacion de subtipos de VPH y ademas nos
puededarinformacion si el genoma viralesta enlas
células como episoma o esta integrado algenoma
celular,® esta técnica requiere una intensa laboren
ellaboratorio.

Latécnica dot-blot o hibridacion slot-blot, <® tam-
bien se utiliza ADN puro de celulas a tejida infecta-
do, mismo que es desnaturalizado y colocado
directamente como mancha o gota en una mem-
brana o papel filtro de nitrocelulosa, esto evita los
pasos de la electoforesis en gel y 1a transferencia
de la hibridacion Southern, y despues de esto, el
ADN es sometido a ia hibridacién con la sonda
marcada y denaturalizada.

Otras variantes de estas técnicas de hibridacién
utilizan células exfoliadas que son filtradas sobre
una membranadenitrocelulosa, desnaturalizada e
hibridizada a aita temperatura ?’ o pueden utilizar
cortes de tejidos que habian estado incluiidos en
parafina, esta técnicaesla unicaenlacual la sefnal
es vista conrelaciontopografica a la lesién patolo-
gica."
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El nimero de tipos distintos de VPH identifica-
dos ha ido en aumento rapidamente durante los
ultimos 15 afios, enla actualidad excede delos 702
y aproximadamente la mitad de ellos ha sido aisla-
dade areas genitales. Se considera un nuevo tipo
de VPH solo sisugenoma completo hasido aistado
y establecide su secuencia nucleotidica de sus
genes E6, E7 y L1y que sea diferente en mas del
10% de cualquiera de los VPH descritos previa-
mente. 30

Se requiere de metodos alternativos para una
evaluacidénrapiday eficiente de deteccion e identi-
ficacion, para esto se emplea un método que per-
mite la amplificacién de secuencias génicas pre-
sentes en muy pequenas cantidades en el material
ainvestigar; a este métodose le hadadoelnombre
de reaccion en cadena de |a polimerasa (RCP) y
consiste enque el ADN de doble cadena es calen-
tado hasta su desnaturalizacion, las cadenas sim-
ples se aparean con un par de oligonucleo-tidos
sinteticos especificos lamados iniciadores, que
son complementarios uno en el extremo 5 del gen
o fragmento del gen que se desea amplificar, y el
otro en el extremo 3 del mismo, pero enla cadena
opuesta, estos oligonucledtidos actian como
cebadores para la ADN polimerasa que sintetiza
dos nuevas cadenas de ADN complementarias
con las cadenas originales. Estos sucesos se
repiten hasta 30 veces, lograndose doblarencada
ciclo Ja cantidad de ADN blanco. Después de esto
se realiza un analisis directo por cortes con enzi-
mas de restriccion o hibridacién con sondas no
radioactivas para comprobar la identidad del gen
amplificado.”

El uso de esta técnica con iniciadores o ceba-
dores cansenso (MY 11, MYQ9) pueden amplificar
una gran gama de tipos de VPH . Los iniciadores
blanco de los VPH son genes de laregién L1 que
codifican para la capside viral, para detectar los
productos de la amplificacion son usados sondas
consensode masde 400 pares de bases ylos tipos
individuales de virus que pueden serdiferenciados
con sandas de pocos oligonucleotidos, 3233

La aplicacion de las técnicas moleculares de
deteccion han reafirmado el papel importante que
desempefian los VPH en el desarrallo del CaCu.
Aun cuando |a identificacion de los tipos, subtipos
y variantes de los VPH es complicada y a menudo
compleja, es importante el continuar con este tipo
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de estudios, asi como los encaminados al avance
de las lesiones preneoplasicas, la evolucidn y el
tipo especificode virus asociado aellas, paratener
enun futuro, un protocolode manejo adeucadoaue
permita un diagnéstico oportuno, la profilaxis, asi
comoelcontroldefinitivo de fos carcinomas genitales,

Referencias

i. PetoR.Introduction:geographic patterns andtrends. En:
Peto R, zur Hausen H, eds. Viral ethiclogy of cervical
cancer. Banbury Report 21, Cold Spring Harbor, New
York:Cold Spring Harbor Laboratory, 1986; 3-15-

2. NetsonJH, Averette HE, Richart RM. Dysplasia, carcino-
ma in situ and early invasive cervical carcinoma, Cancer
J Clinicians 1984; 34:306-315.

3. Koutsky LA, Galloway DA, Holmes KK. Epidemiotagyof
genital human papillomavirus infection. Epidemiol Rev
1988; 10:122-162.

4.  Munoz N, Bosch X, Kaldor JM. Does human pagilloma-
virus cause cernvical cancer? The state of the opidemiolo-
gtcal evidence. Br J Cancer 1988; 57:1-5.

5. VonkaV, Kanka J, Roth Z. Herpes simples type 2 virus
and cervical neopiasia. Ad Cancer Res 1987;48:149-81.

6. Garcia-Carranca A,.Gariglio PV. Aspectos moleculares
de los papilomavirus humanos y su relacién con el
cancer cervico-uterino. Rev Inv Clin 1993; 45:85-92.

7. Werness BA, Levine AJ, Howeley PM. Association of
human papilomavirus type 16 and 18 E6 proteins with
p53. Science 1990; 248:76-70.

8. Vogelstein B, Kinzler J. p53 function and dysfunction.
Cell 1993:70:523-526.

9. Liang XH, Volkmann M, Klein R, Herman B, Lockett SJ.
Colocalization of the tumourus-supressor protein p53
and iuman papillomavirus ES protein in human cervical
lines. Qncogene 1993;8:2645-2652.

10. Atkin Nb, Baker MC. Chromosome 1 in 26 carcinomas
of the cervix uterin. Cancer 1979;44:604-613.

11. Atkin Nb, Baker MC. Nonrandom chromosome changes
in carcinoma of the cervix uterin 1. Nine near diploid
tumors. Cancer Genet Cytogenet 1882;7:208-222.

12. Atkin Nb, Baker MC. Nonrandom chromosome changes
in carcinoma of the cervix uterin ll. Ten tumors in the
triploid-tetraploid range. Cancer Genet Cytogenet
1984:13;188-207.

13. Zur Hausen H. intracellular surveillance of perdidting
vira! infections. Human genital cancer resuits from
deficient control of papillomavirus infection. Lancet
1886,2:489-491,

14. Vessey MP. Epidemiology of cervical cancer: role of
hormonal factors, cigarrete smoking and occupation.
En: Peto R, Zur Hausen H. eds. Viral etiology of cervical
cancetr. Banbury Report 21. Cold Spring Harbor. New
York. 1986,29-43.

15. Morin C, Braun L, Casas-Corderc M, Shan KV, Roy M,
Fortier M. Confirmation of thwe papillomavirus etiology

299




of condylomatous cervix lesions by the peroxidase-
antiperoxidase technique. JNC! 1981:66:831-842

16. Schanaider A, HotzM, GissmannL.Increasedprevalence
of human papillomaviruses in the lower genital tract of
pregnant women. Int J Cancer 1987;40:188.

i7. Pinkel D, Straume T, Gray JW. Cytogenetic anzlysis
using quantitative high sensitivity, fluorescence
hybridization. Proc Natl Acad Sci. USA 1986;83.2934.

18. Lewis FA Griffiths S, Dunnicliff R, Wells M, Dudding N,
Bird CC. Sensitive in situ hybridization technique using
biotin-streptavidin polyalcaline phosphatase complex. J
Clin Pathol 1987:40:163.

19. Allan GM, Tood D, Smyth JA, Mackie DP, Burns J,
McNutly MS. in situhybridization: an optimized detection
protocol for a biotinyiated DNA probe render it more
sensitive than a comparable *S-labelled probe. J Virgl
Methods 19895;,24:181.

20. Heino P, Hukkanen V, Arstila P. Detection of human
papillomavirus (VPH) DNA in genital biopsy specimens
by in situ hybridization with digoxigenin-labeled probes.
J Virol Methods 1889;26:331-338.

21. Amortegui AJ, Meyer MP, Mcintyre K, Locker J.
Detection of human papillomavirus DNAin cervicallesion
by in site hybridization using biotinylated DNA probes. Int
J Gynecol Pathol 1950;9:306-315.

22. Furutay,Shinohara T,Sano K, Meguro M, Magashima
K. /n situ hybridization with digoxigenin |abelled DNA
probes for detection of viral genomes. J clin Pathol
1990;43°806-808.

23. SarkarS, Verma K, KaurH, Seth P. Detection of human
papillomavirus types 16 and 18 DNA in cervical lesions
of indian women using in situ hybridization. indian J med
Res 1992;96:356-360.

24. HandleyJM, MawRD, Lawter H,Horner T, Bharucha H,
Dinsmore WW. Human papillomavirus DNA detection

in primary anogenital warts and cervical low-grade
intraepithelial neoplasias inadults by in Sitv hybridization
Sex Transm Dis 1992 19.225-228

25 Shah KV, Howley PM. Papillomaviruses. En Fields
Virology Vol. 2. BernardN. Fields Ed. Raven Press. N Y
1990;59:1651-1676

26. Wickenden C, Steele A, Malcom Ad, Coleman DV,
Screening for wart infection in normal and abnormal
cervices by DNA hybridizationof cervical scrapes Lancet
1985:1:65-67.

27. WagnerD, lkenbergH, BoehmN, GissmannL-. ldenfification
oflumanpapilfomavirusincenvicatswabisby deoxyribonucleic
acid in situ hybridization, Obstet Gynecol 1984,64.767-772.

28. GuptaJW, Gupta PK, Rosenshein N, Shah K. Detection
of human papilomavirus in cervical smears. A comparision
of in situ hybridization, immunacytochemistry, and
cytopaihology, Acta Cytol 1987,31:3B7-396.

29. De Villiers EM. Heterogeneityinthe papiflomavirus group
J Virol 1989;63:4898-4903

30. VanRanstMa, Tachezy R, Delius H, Burk RD. Taxonomy
of the human papillomaviruses. Papilloma-virus Rep
1993;4:61-65.

31. Barrera HA. Medicina Molecular. En Barrera H._ Informa-
cion genética, estructura, funcidén y manipulacién, Méxi-
co CONACYT 1992:53-62.

32. Bauer HM, Manos MM. PCR detection of genital human
papiliomavirus. En: Diagnoshc molecular microbiclogy
Principles and applications. Persing DH, Smith TF
Tenover FC, While TJ. edtores. American society for
microbiology. Washington, D. C. 1893;407-413

33. Hans-Ulrich B, Shih-Yen Ch, Manos MM. Identification
and assessment of known and novel human papilloma-
viruses by polymerase chainreaction amplifiation, RFLP,
nucleotide sequence and phylogenetic algorithms. J
Infect Dis 1994:170D:1077-1085.

lll. Diagnodstico de brucelosis por la reaccion
en cadena de la polimerasa

Hugo A. Barrera-Saldana®, Ana Maria Sifuentes-Rincon*, Agnés Revol-de Mendoza*

Labrucelosis, fiebre de maltaofiebre ondulante,
es una zoonosis causada por bacterias de! género
Brucellay es considerada como un probiema eco-
nomico y de salud publica muy importante, sobre
todoen [os paisesen viasdedesamnollo. Aunque es
fundamentalmente una enfermedad de animales
domeésticos, el hombre puede infectarse de forma

secundaria, siendo Brucelfamelitensis, Brucella suis,
y Brucella abortus, |as principales especies respon-
sables.

Lainfeccion por brucelasen humanos tieneuna
distribucion practicamente mundial. Sin embargo,
existen diferencias geograficas importantes se-
gunlasespeciesimplicadas: Bbrueceila melitensis
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Abstract Sister chromatid exchanges (SCE) are reciprocal exchanges between sister chromatids. It has been
reponted thal in patients with cervical cancer. the frequency of SCE in periplieral lymphocytes is
sigmhcontly higher than that in narmal individuals; however. other studies have shown no signifi-
canl dilferenve. Fhe aun of this unmatched case-control study was 1o compare the mean number
ot SCE per metaphase in lymphaocytes liom women with and without carciroma of the cervix
uteri. The SCL speamens were prepared by the fluosescence plus gienia lechnique in peripheral
Iymiphacyles from 28 women with carcinoma of cervix uleri and 28 controls. The mean number of
SCE per metaphase in women with carcinoma of cervix uleri (7.80 * 1.05) was higher than the
conlivl group (6.8 = 1.13) (47 < 0.05; t-est). This study had a statistical power of ().80 and an al-
pha value of (LOS. This finding suggests lhat an increased number of SCE in peripheral lympho-
cyles is associnled with cervical cancer. We consider that the lack of reported assoctation of SCE
and cervical cancer might be attributed 1o the none determination of the statistical power and
sample size. © 2000 Elsevier Science Inc. Al rights reserved.

1. Introduction between the exient of chromosemal damage in lymphocytes
and in wmor cells [5].

A significant increase of the number of SCEs has been
reported previously in palients with cancer of lhe uterine
cervix [6—-11]; however, other studies have not shown sig-
nificant differences [12]. We consider that the inconsisiency
in these results might be attributed to the low staustcal
power in the experimental desigons.

Statistical power is a measure of the exlent to which a
study is capable of disceming differences or associations
that exist within the population under investigation, and is
of critical importance whenever a hypothesis is statistically
tested. Conventionally, studies should reach a power level
of 0.8, such that four times out of five a false null hypothe-
sis will be rejected by a study. The easiest way lo increase
slatistical power is by increasing sample size [13].

The aim of this unmatched case-control study was to de-
termine any possible association between the mean number
of SCE per metaphase in women with and without cagci-
noma of cervix uteri.

Cervical cancer represents the second most common malig-
nant negplasia in women worldwide. In Mexico, cervical cancer
is the most common female malignancy. Therefore, it 15 neces-
sary 1o establish early diagnostic and prognostic methods [1].

Sister chromatid exchanges (SCE) are reciprocal exchanges
between sister chromatids. They are generally visualized by ex-
posing cells {in vitro or in'vive) to 5-bromodeoxyuridine (BrdU)
for owo cell cycles, allowing subsequent differential staining of
sister chromatids. Exchanges are detected at switches in stained
regions between sister chromatids. The molecular mechanisms
of SCE are not known, but they occur after exposure 1o many
genooxic agents and are believed to indicate DNA damapge {2).

The SCE phenomenon is widely used as a reliable indica-
tor of chromosome (DNA) instability (3), and has been sug-
gested as a preclinical marker for the breast cancer gene [4].

The SCE test in cullured lymphocyles for evaluating the
genomie damage in patients with cervical carcinoma is
more practical than in solid temars due tQ the difficulties
obtaiming surgical specimens. The use of lymphocytes is
based on the assumption that there should be an association

2. Materials and methods
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del Seguro Social (IMSS) in Monlerrey. Nuevo Ledn, Mex-
ico during 1997.

An unmatched case-control study that was approved by
the Ethical Commitiee of the Centro de Investigacion Bio-
medica del Noreste, IMSS. was conducted. The subjects
were 28 patients affected by carcinoma of the cervix ulen,
according to the UICC classification [14], and 28 normal
women. The mean ages were 45 (range: 24-76) and 44
(range: 23-75) years for Lhe patients and control groups, re-
spectively. None of the patients had previous chemotherapy
or radiotherapy, nor a clinical history of chronic infection,
drug mtake (including contraceptives), cigareite smoking,
or radiation exposure.

Molecular analysis for every control woman was per-
formed in order 10 detect the presence of human papilloma
virus (HPV), and a)l women were negative for this test.

The crilena of genetic homogeneity found in the North-
eastern Mexico population by Cerda-Flores et al. [15] was
applied in this study.

2.2. Biological samples

Peripheral blood samples of patients and controls were
collected in sterile heparinized disposable syringes.

2.3. Metaphases

Lymphocytes were cultured for 72 hours in McCoy 5A
medium supplemented with 2% phylobemagglutinin, 15%
fetal calf serum. and antibiotics (streptomycin-penicillin).
Bromodeoxyuridine was added at a final concentration of
10 wg/ml afier 24h of incubation. Colchicine was added 45
minutes prior to harvesting, and slides were prepared ac-
cording (o the standard procedure [16].

Sister chromatid differentiation was achieved using the
fluorescence plus giemsa technigue {17). For each woman
the mean number of SCE was calculated from 30 to 50
metaphases analyzed by one observer by means of blind
analysis.

2.4. Statistical analysis

The statistical comparison of the mean number of SCE
per metaphase in women with and without carcinoma of
cervix uteri was made wsing the Student’s t-test. Sample
size for two-sample comparison of means was estimated us-
ing the STATA software (version 6.0) (¢ =005, 1 — R =
0.80). A value of P < 0.05 was considered significant.

3. Results

The mean value of SCE in patients was 7.80 * 1.05 per
melaphase. In the controls, however, it was 6.98 = 1.13 per
metaphase. The SCE frequency in patients was statistically
ignificant (P = 0.045), as compared with the control sub-
Jects (Table |). There was homoscedasticity in the variances
when (he Levene test was applied (P > 0.05).

Tabic 1
Sigter chromalid exchange {requencies in women with and without
carcinoma of the cervix uten

Subjects Metaphases siudied Mean SCE/Ce/l * §D
Paticnis® 1200 7.80 = 1.05°
Control® 840 698 £ 1.13

Levene test: £ = 0.547; P = 0.463.

*The mean number of SCE was calculated lor 30 to 50 metaphases’patient.
"The mean number of SCE was calculaled for 30 metaphases/contral.
<Sigoificant at P = (.045.

4. Discussion

The results suggest that the frequency of SCE in patients
with cervical carcinoma is higher than in controls with a ste-
tistical power of 0.80. It could be assumed that these pa-
tients show a certain amount of chromosome instability.
This finding is in accord with other authors [S-11]. High
values of statistical power (0.99 (0 1.00) are demonstrated
in all of the refcrences shown in Table 2 (computed accord-
ing 10 the STATA software by the authors). On the other
hand, Adhvaryu et al. [12] did not find SCE to be statisti-
cally significant in cervical cancer patients, possibly be-
cause of the low statistical power (1 — B = 0.57) in the ex-
perimental design.

Various possible mechanisms have been proposed to ex-
plain the increase in SCE in patients with cervical carci-
noma: the metabolic stress due to tumor growth [18], the
clastogenic products released by the wmar cells [19), and
the human papillomavirus integration into the celi genome
produces chromosomal fragility. The presence of this virus
has been observed in 90 to 95% of the preneoplastic and
neoplastic lesions of the cervix [20].

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

Table 2

Sister chromatid exchange frequencies in women with and without
carcinoma of the cesvix uteri with different statistical power as reported in
the literature

Mean SCE/ Statistical

Reference Subjects  # Cell = SD power

Miua et al. (6] Patients 13 10.05 = 2.35* 099
Control 11 6.95 = 1.53

Murty ei al. [7] Patienis 46 10.15 = 249* 1.00
Control 43 7.55 =224

Adhvaryu et a). |12) Patients 13 2.68 ~097 057
Control 13 891 = LIS

Yokota etal. [10] Pavients 35 10.00 = |.80% 100
Control 18 7.60 = 0.80

Lukavic and Milassin [8] Patients 2| 892 = 1.47* 099
Contral 19 6.94 = 1.00

Dhillon et al |91 Patients 14 944 = 127 100
Control 20 6.09 = 1.07

Capaiash and Sobti [11]  Patients 30 718 * 1.23*  1.00
Control 15 468 + 182

*P < 0.05.
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power in the experimental design of those studies; however,
the question of usefulness of increased SCE levels as a pre-
chnical marker to identify women with a high risk of devel-
oping cancer needs to be ascertained by follow-up studies
on precancerous lesions with high levels of SCEs.
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