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Articulo de investigacion

Utilidad del analisis de DNA polimerasa en el diagndstico de
tumor en cuello de primario desconocido

M. C. Juan Carlos Cruz-Castillo,* Dra. Sofia Cruz-Martinez,** M. M. C. Sergio Caretta-Barradas***

Centro Médico Nacional Siglo XXI, Hospital de Oncologia
Instituto Nacional de Enfermedades Respiratorias. Ciudad de México.

RESUMEN

Introduccion. La mayoria de los carcinomas metastasicos a
ganglios linfaticos de la mitad superior del cuello, se originan de
un sitio primario en la cabeza y en el cuello. Los carcinomas esca-
mocelulares en la mitad inferior de cuello pueden representar un
sitio primario en cabeza y cuello, asi como en el tracto esofagico,
pulmonar o genitourinario. EI material genémico puede ser detec-
table en el tejido ganglionar del cuello después de una amplifica-
cion de DNA usando la reaccidon de cadena polimerasa.

Objetivo. Andlisis de PCR (Polimerasa Chain Reaction o Reac-
cion de Cadena de la Polimerasa) para determinar su utilidad en el diag-
ndstico de Ca escamoso de cuello de tumor primario desconocido.

Material y métodos. Se trabajo con nueve biopsias previa-
mente diagnosticadas con carcinoma epidermoide de cuello de
primario desconocido, obtenidas en forma directa de pacientes
de ambos sexos (tres femeninos y seis masculinos), mayores de
40 afios, con antecedentes genéticos y tabaquismo positivos, re-
vision de historias clinicas, laboratorio y gabinete disponibles en
los expedientes. Se realizo a todas las biopsias amplificacion del
DNA y analisis con la técnica de DNA polimerasa, descrita por
Kary B. Mullis.

Resultados. Los resultados que obtuvimos con las nueve
biopsias, tomadas directamente y procesadas con PCR, nos con-
cluyen que se puede detectar el tumor primario desconocido de
un tumor de células escamosas metastasico de cuello; de igual
forma, se puede determinar el riesgo oncogenético, con unat=
1.803 y p = 0.191, comprobacion de hipotesis de t = 1.927, y
un nivel de confianza de 85.25%.

Discusion y conclusiones. La PCR es util en oncologia para
evidenciar mutaciones activadoras de oncogenes o supresoras de
antioncogenes, con el fin de detectar reajustes cromosdmicos pre-
sentes en los procesos neoplésicos y para detectar virus y secuen-
cias oncogénicas. Tiene multiples aplicaciones en los diferentes
campos de la biomedicina.

Palabras clave: DNA polimerasa, PCR, carcinoma epidermoi-
de, cuello.

Usefulness of the DNA polimerasa analysis in the
unknown-primary neck tumor diagnosis

SUMMARY

Introduction. Most of the metastatic carcinoma from lympha-
tic ganglia of the upper neck halfdome from a primary site in head
and neck. The squamocellular carcinoma in the lower neck half
can represent a primary spot in head and neck, as well as in the
esophageal, pulmonary or genitourinary tract. The genomic mate-
rial can be detectable in the neck ganglial tissue after DNA ampli-
fication by polimerasa chain reaction.

Objective. PCR (Polimerasa Chain Reaction) analysis to de-
termine the usefulness to diagnose the squamous carcinoma of
unknown primary neck tumor.

Material and methods. Nine previously diagnosed biopsies
with neck epidermoid carcinoma of unknown-primary tumor were
directly taken and analyzed form patients of both sexes (three fe-
male and six male), older than 40 years, genetic background and
positive smoking. Revision of clinical records, laboratory and stu-
dy data available in files. DNA amplification and DNA Polimera-
sa technique analysis, as described by Kary B. Mullis, were applied
to all biopsies.

Results. The obtained results from the nine biopsies, directly
taken and PCR processed, lead us to infer that the unknown-
primary tumor can be detected from a neck squamocellular me-
tastatic tumor and so the oncogene risk can be determined
likewise, with at=1.803 and p = 0.191, and a hypothetic check-
up of t = 1.927 with reliability level of 85.25%.

Discussion and conclusions. The PCR is very useful in onco-
logy to demonstrate the activating mutations of oncogenes, or else
the suppressors’ mutations of antioncogenes, so that we can detect
chromosomic rearrangements that are present in the neoplasic pro-
cesses and to detect viruses and oncogenic sequences. Finally, it
has a lot of applications in the various biomedical fields.

Key words: DNA Polimerasa, PCR, epidermoid carcinoma,
neck.
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Introduccion

El cancer de cabeza y cuello ocupa el sexto lugar en la
prevalencia mundial; en la Republica Mexicana comprende
5.2% de todos los casos. Predomina en el sexo masculino a
razon de 3:1, aparece entre la quinta y sexta décadas de la
vida, y el tabaquismo, alcoholismo y predisposiciéon genéti-
ca se asocian con el carcinoma escamocelular de cabeza y
cuello.

Alrededor de 15% de las neoplasias pueden relacionarse,
en cuanto a incidencia, con infecciones virales como el virus
Epstein-Barr, el virus del papiloma humano, especialmente
los tipos 6, 11, 16, 18,30, 31y 33, y el virus de la inmunode-
ficiencia humana. Un sujeto es portador de una metéstasis
en cuello de tumor primario desconocido cuando es imposi-
ble detectar el tumor primario después de realizar una cuida-
dosa historia clinica, examen fisico completo, estudios de
laboratorio pertinentes, radiografias de térax, endoscopia
de la via respiratoria-digestiva alta, y del arbol traqueobron-
quial, ademas de la exploracidn de las regiones anatémicas
que constituyan un posible origen del tumor primario.

La mayoria de los carcinomas epidermoides metastasicos
a ganglios linfaticos de la mitad superior del cuello, se origi-
nan de un sitio primario de la cabeza y el cuello. Los carci-
nomas escamocelulares metastasicos, en la parte inferior del
cuello, pueden representar un sitio primario en la cabeza y
en el cuello, en el tracto esofagico, pulmonar o genitourina-
rio.

Estudios recientes sugieren que los pacientes con tumo-
res metastasicos de primario desconocido tienen un minus-
culo tumor totalmente asintomatico, demostrable por la evi-
dencia de cambios genéticos idénticos en las células neopla-
sicas de los ganglios metastasicos y la mucosa aparentemente
normal.

Excepto para el carcinoma epidermoide metastasico al
cuello compatible con un tumor primario de la via respirato-
ria-digestiva alta, se reconoce poco valor intentar localizar
el origen del tumor primario; en lugar de esto, el enfoque
diagnéstico se dirige a identificar grupos de pacientes con
neoplasias sensibles a un tratamiento exitoso, como linfo-
ma, tumor de células germinales o cancer de células peque-
fias.

Los sitios mas frecuentes de tumor primario estan sefiala-
dos en la figura 1. Mas de 60% de los tumores cervicales en
un adulto mayor de 40 afios son causados por tumores ma-
lignos, y de esto, 80% comprenden adenopatias metastasi-
cas, mientras que 20% restante constituye un tumor primario
del area, como una neoplasia de las glandulas salivales, de
tiroides o sarcomas o linfomas. En 85% de los casos con
metastasis ganglionares cervicales, el tumor primario se lo-
caliza en el area de cabeza y cuello; en 5% de los sujetos no
hay un sitio demostrable de tumor primario.

La mayoria de los estudios a gran escala han revelado
que los carcinomas de pulmén y de pancreas son los carci-
nomas primarios mas comunes que se presentan inicialmen-
te como carcinoma de primario desconocido.
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Actualmente es posible el diagnostico molecular de en-
fermedades mendelianas y de virus relacionados con el can-
cer, para lo cual se requiere del DNA genomico del paciente
y de herramientas o técnicas de diagndstico.

La Reaccion de Cadena de la Polimerasa (PCR) ha reem-
plazado paulatinamente las técnicas convencionales y de hi-
bridacion tipo Southerm. La técnica permite reproducir en
laboratorio millones de copias de un segmento del gen que
se desea analizar y que se encuentra en muy bajas cantidades
en el material clinico a analizar.

La presente investigacion intenta realizar una integracion
clinica entre las especialidades de Otorrinolaringologia,
Oncologia y Patologia (Biologia molecular), asi como de-
terminar la utilidad de las reacciones con marcadores tumo-
rales como la PCR en el estudio de la etiologia del Ca esca-
moso de cuello de primario desconocido.

Método

Se trabajé con nueve pacientes previamente diagnostica-
dos con cancer escamoso metastasico a cuello de primario
desconocido, en etapas Il y IV.

Se incluyeron pacientes de ambos sexos (tres femeninos
y seis masculinos), mayores de 40 afios de edad (con una
media de 52.5 afios), con antecedentes positivos genéticos,
de tabaquismo, de exposicion o contacto con solventes o hi-
drocarburos, y de infecciones virales (Epstein-Barr y virus
del Papiloma humano).

Se procedio a la revision de las historias clinicas, exdme-
nes de laboratorio y de gabinete disponibles en los expe-
dientes de los pacientes.

Se obtuvieron nueve biopsias directas de cancer epider-
moide de cuello de primario desconocido.

Procesamiento de las muestras
Todas las muestras que fueron analizadas por el método
histopatologico, se fijaban en una solucién de formol buffer
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Figura 1. Distribucion por sexo de la poblacion estudiada. De la pobla-
cion estudiada, los pacientes de sexo femenino representan 33.33%, los
pacientes de sexo masculino representan 66.67%.
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Figura 2. Media de edad de la poblacion total. La media de la edad de
nuestra poblacion estudiada es de 52.5 afios.

%3 Femenino 45 afios 3/9 ¥ Masculino 59.5 afios 6/9

Figura 3. Media de edad por sexo. De la poblacion total, los pacientes
femeninos presentan una m = 45 afios y los pacientes masculinos una m =
59.5 afios.

a 10% y luego se incluian en parafina. Se realizaron cortes
de 5 mgr y coloracion con hematoxilina-eosina (H-E) para
la interpretacion con el microscopio de luz.

Se obtuvo con un micrétomo una media de tres cortes de
40 mm de los bloques incluidos en parafina, usando cuchi-
llas desechables. El micrétomo se habia irradiado con UVC
entre 15 y 30 minutos previos a su utilizacion. A los cortes
se les realiz6é microdiseccion cuidadosa para separar el teji-
do tumoral del normal.

Soélo se utilizaron para la extraccion del DNA, areas que
correspondian claramente a tejido normal o tumoral. Las areas
microseccionadas se desparafinaron y se les realizé diges-
tién con proteinasas K durante 48-72 horas, tal como descri-
bieron Wrigth y Manos.
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Posteriormente, a la inactivacion por calor de la proteina-
sa K, la fase acuosa obtenida se emple6 como molde para la
PCR.

Resultados

Se estudiaron con técnica de PCR nueve muestras de biop-
sias, con diagndstico de Ca epidermoide de primario desco-
nocido en etapas 11l y IV. Las muestras fueron tomadas en
forma directa.

El rango de edad de los pacientes fue de 40 a 70 afios
(con una media de 52.5 afios) (Figura 1), siendo el sexo fe-
menino el de menor rango de edad (40-55 afios) y el sexo
masculino el de mayor rango de edad (48-70 afios) (Figura
2). El sexo femenino representa 33.33% del total de pacien-
tes (tres pacientes); y el sexo masculino representa 66.67%
del total de pacientes (seis pacientes) (Figura 3). E1 Ca que
se present6 con mas frecuencia en nuestras muestras fue el
Ca Cuen 3/9 con 48.0%, en segundo lugar el Ca Gastrico 2/
9 con 32.0%; Ca Pulmonar 1/9 con 5.0%. Osteosarcoma 1/9
con 5.0%; Ca Pancreatico 1/9 con 5.0% y Ca de Prostata 1/
95.0% (Figura 4).

La valoracion con la técnica PCR para Ca de células es-
camosas de primario desconocido fue de nueve muestras con
t=1.803; p=0.191.
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Figura 4. Frecuencia de Ca en la poblacion estudiada. El Ca que se deter-
mind con mas frecuencia en nuestra poblacion fue el Ca CU (48.0%),
gastrico (32.0%), pulmonar, osteosarcoma, prostata y pancreatico (5.0%).
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Figura 5. La grafica muestra el resultado de la “t” de Student en relacion
con la prueba de hipdtesis, sin gran variacion de nuestros resultados y
permitiendo aceptar nuestra hipotesis.

Prueba de hipdtesis

A fin de comprobar la hipdtesis planteada se realizé el
analisis estadistico “t” Student, siendo el resultado t =1.927
(Figura 5), con un nivel de confianza de 85.25%, con 72
grados de libertad, la cual resulto ser significativa, permi-
tiendo aceptar la hipdtesis que predice que las técnicas de
reaccion de cadena de DNA polimerasa, practicadas en pie-
zas quirdrgicas obtenidas por biopsias directas, son de gran
utilidad para realizar una distincion genética y oncogenética
para la orientacion clinica y quimica hacia la etiologia del
tumor escamoso metastasico de cuello de primario descono-
cido, aceptando la hipdtesis de trabajo y confirmandola con
la prueba de correlacion de Sperman, la cual indica como
resultado 88.15%, y se probd con una prueba de hipdtesis
“t” para rangos, resultando ser significativa de 1.80, lo que
permite dar por positivos los fines de este estudio.

Discusion

El cancer de células escamosas representa 90% de todos
los canceres de cabeza y cuello; sin embargo, es también el
mayor tipo histologico entre los tumores del pulmoén, eséfa-
go, cervix y piel. Cerca de un tercio de pacientes con cancer
de células escamosas de cabeza y cuello se presentan con
enfermedad de estadio temprano (estadios I y II), mientras
dos tercios se presentan con enfermedad avanzada (estadios
MylVv).?

En los ultimos 20 afios ha habido claros mejoramientos
en el tratamiento del carcinoma de células escamosas de la
cabeza y cuello, especialmente por el progreso en los cam-
pos de la cirugia y la radioterapia. Ruud H. Brankenhoff, en
1999, en su estudio de deteccion de células escamosas de
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Figura 6. Procesamiento de las muestras. Transferencia Sothem. La solu-
cion buffer sube por la mecha hacia el papel absorbente. A su paso arras-
tra los fragmentos de DNA en el gel hacia la membrana de nitrocelulosa o
nylon, que los inmoviliza en la misma posicion en que se encontraban en
el gel.

cancer de cabeza y cuello por PCR, resalta la importancia de
detectar los pequefios depdsitos de tumor indetectables (“en-
fermedad residual minima”); sin esta determinacion, existi-
rd una falla en el diagndstico y el tratamiento. Esta asevera-
cion se logré observar en nuestro estudio en donde la pobla-
cion femenina (3/9 pacientes) presentd un riesgo
oncogenético alto, relacionado con la sensible deteccion por
PCR (a la espectrofotometria o hibridacion) de la presencia
del VPH, asi como con antecedentes positivos al tabaco y
alcohol.

Al analizar las biopsias con diagndstico histopatologico
de Ca epidermoide de los pacientes femeninos, se determiné
por PCR, como lo describe Kary B. Mullis,* la presencia del
VPH, y por el nimero y secuencia de oligonucledtidos y pro-
teinas, la presencia de células endometriales, concluyendo
como tumor primario un cancer cervicouterino (49% de nues-
tra poblacion), al compararlo con el nimero y secuencia de
oligonucleotidos y proteinas de células endometriales ya
determinadas y de uso exclusivo del laboratorio (Cuadro 2).

Lo anterior concuerda con las aseveraciones de Barrera
Saldafia H. (biologia molecular y medicina),’ en el sentido
de que en el area de oncologia es util la PCR para detectar
reajustes cromosdmicos, presentes en procesos neoplasicos,
y para detectar virus y secuencias oncogénicas.

De igual manera, se detecto por PCR la presencia del vi-
rus de Epstein-Barr tipo 6, en un paciente masculino con
diagnoéstico de Ca epidermoide en cuello (1/9 pacientes =
5.5%), determinando la presencia de células gastricas con
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Cuadro 1. Sitio de tumores en pacientes con ganglios cervicales

metastasicos en estudio.

Sitio primario Porcentaje
Tiroides 20
Orofaringe 15
Nasofaringe 15
Hipofaringe 10
Bronquios 20
Vias gastrointestinales 10
Sitios distantes varios 10

(pulmo6n, mama, prostata)

Figura 9. Electroferograma. La
grafica representa el electrofe-
rograma de una de las lineas del
gel

mutaciones genéticas y concluyendo la presencia de Ca gas-
trico como tumor primario (Cuadro 2).

A 20 afios de su descubrimiento, la PCR se lleva a cabo
en muchos laboratorios y con multiples aplicaciones en los
diferentes campos de la biomedicina, dentro de los cuales se
pueden mencionar: la genética, inmunologia, oncologia, mi-
crobiologia, medicina legal, paleontologia, biologia mole-
cular, ingenieria genética y biotecnologia.

Al utilizar la técnica del DNA polimerasa como analisis
de piezas quirargicas en nuestro estudio, a pesar de ser una
poblacion reducida de pacientes, hemos podido constatar en
una proporcion considerable (9/9 pacientes) su utilidad como
herramienta diagndstica en el estudio de tumores de origen

Cuadro 2. Hallazgos y analisis de las biopsias estudiadas.

Paciente Dx.

Inicial

Hallazgos

Analisis

1 Ca
2 Ca.
3 Ca.
4 Ca.
5 Ca
6 Ca.
7 Ca
8 Ca
9 Ca

. epidermoide de primario desconocido.

epidermoide de primario desconocido.
epidermoide de primario desconocido.
epidermoide de primario desconocido.

. epidermoide de primario desconocido.

epidermoide de primario desconocido.

. epidermoide de primario desconocido.

. epidermoide de primario desconocido.
. epidermoide de primario desconocido.

Células cervicouterinas mas VPH.
Células cervicouterinas mas VPH.
Células cervicouterinas mas VPH.
Células gastricas.

Células gastricas mas EBV.

Células de tejido pulmonar.

Células de tejido 6seo de mandibula.

Células prostaticas.
Tejido pancreatico.

Numero y secuencia de oligonucleotidos.
Numero y secuencia de oligonucleotidos.
Numero y secuencia de oligonucleotidos.
Proteinas totales.

Numero y secuencia de oligonucledtidos
mas proteinas totales.

Proteinas totales.

Numero y secuencia de oligonucledtidos
mas proteinas totales.

Peso molecular.

Peso molecular.

REV SANID MILIT MEX 2005; 59(2): 101-107
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Cuadro 3. Seguimiento de los pacientes en estudio.

Paciente Dx. Inicial Dx. por PCR Seguimiento

1 Ca. epidermoide de primario desconocido. Cancer cervicouterino mas VPH. Sin ningun tipo de tratamiento.

2 Ca. epidermoide de primario desconocido. Cancer cervicouterino mas VPH. Finada a las tres semanas de la toma de la
muestra. Sin autopsia.

3 Ca. epidermoide de primario desconocido. Cancer cervicouterino mas VPH. Finada. Sin autopsia.

4 Ca. epidermoide de primario desconocido. Cancer gastrico. No aceptd ningiin manejo.

5 Ca. epidermoide de primario desconocido. Cancer gastrico mas EBV. Finado. Sin autopsia.

6 Ca. epidermoide de primario desconocido. Cancer pulmonar. Sin ningun seguimiento.

7 Ca. epidermoide de primario desconocido. Cancer de prostata. Prostatectomia radical.

8 Ca. epidermoide de primario desconocido. Osteosarcoma de mandibula. Cirugia mas quimioterapia.

9 Ca. epidermoide de primario desconocido. Cancer pancreatico. Sin ningun seguimiento.

desconocido para alcanzar un diagndstico lo mas cercano a
la condicion clinica y bioquimica del pacientes y elegir el
tratamiento mas adecuado.

Lo anterior abre la posibilidad de utilizar el estudio en
una poblacion mayor, el cual sera objeto de un siguiente tra-
bajo de investigacion, dando consideracion especial a la de-
terminacion oncogenética de los VPH y EBV.

Conclusiones

La reaccion en cadena de DNA Polimerasa permite am-
plificar y obtener varias copias del DNA a partir de muestras
muy pequefias.

La técnica de analisis por PCR es totalmente reproduci-
ble y es menos laboriosa que la inmunocitoquimica.

La PCR presenta una sensibilidad confiable para detectar
reajustes cromosdmicos presentes en los procesos neoplasi-
COS.

La PCR es altamente sensible para detectar virus (VPHy
EBV) y secuencias oncogénicas.

En nuestro estudio, la técnica de PCR mostro ser confia-
ble en determinar la condicién clinica y bioquimica de los
pacientes al demostrar la presencia de células diferentes en
las muestras diagnosticadas histopatolégicamente como Ca
epidermoide.

La PCR es util para detectar la enfermedad residual mini-
ma (micrometastasis).

La PCR tiene multiples aplicaciones en los diferentes cam-
pos de la biomedicina.

La PCR permite detectar células diferentes del Ca esca-
moso.

De acuerdo con el estudio, la PCR mostré su utilidad como
método diagnostico.
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