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RESUMEN

Presentamos el caso de un carcinoma escamoso
de cérvix uterino en una paciente de 50 afios.
En las células tumorales se hallé la presencia

del virus del papiloma humano (VPH) 16, sin otros
virus acompanantes, y el estudio citogenético
evidencié muiltiples alteraciones cromosdmicas
especialmente en los cromosomas 5 y 8 asi como
mdltiples alteraciones cromosémicas numéricas.
Nuestro objetivo es enfatizar la importancia

de practicar estudios citogenéticos en carcinomas
escamosos de cérvix a la vez que efectuar una
revision de los datos existentes en la bibliografia.
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ABSTRACT

We present a case of squamous cell carcinoma

of the uterine cervix in a 50-year-old woman, with
human papilloma virus-16 infection of the tumoral
cells. Cytogenetic analysis of the tumoral cells
showed chromosomal alterations, especially

on chromosomes 5 and 8, as well as multiple
chromosomal alterations. We review the data
reported in the literature.
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INTRODUCCION

Los carcinomas de cérvix uterino son uno de los
grupos de tumores con mayor prevalencia en nues-
tra poblacion. Estd bastante claro el papel que de-
sempefia la infeccion por el virus del papiloma hu-
mano (VPH) en la patogenia de estas neoplasias.
Desde el punto de vista citogenético, se dispone de
poca informacién acerca de las alteraciones cromo-
somicas que se detectan en estas neoplasias si bien
existen mdltiples estudios descriptivos, fundamental-
mente en base a la integracion de los VPH en el ge-
noma humano''°. Presentamos el caso de una mu-
jer que presentd un carcinoma escamoso de cérvix
uterino, al que fue posible practicar estudio citoge-
nético. Asimismo, efectuamos una revisién de la li-
teratura en relacién con las alteraciones citogenéti-
cas de estos tumores y su valor en la clinica.

DESCRIPCION DEL CASO

Presentamos el caso de una mujer de 50 afios de
edad sin antecedentes de interés, fumadora ocasio-
nal, que consulté por sangrado vaginal. Mediante
biopsia fue diagnosticada de carcinoma escamoso de
cérvix. Después de estudio de extension que inclu-
y6 exploracién bajo anestesia y practica de resonan-
cia magnética nuclear (RMN), se decidié tratamiento
quirdrgico (Wertheim-Meigs). El estudio de la pieza qui-
rargica evidencié un carcinoma escamoso cervical,
de alto grado nuclear que infiltraba todo el grosor
del cuello y mostraba imégenes de invasién linfatica
(fig. 1). No se identificé colonizacién neoplasica en
los ganglios linfaticos disecados.

Material y método

Se realizé determinacién de la presencia de virus
y su tipificacion, segtin la técnica de PVHfast (Phar-
magen)®. En esta técnica se utilizan los primers de
consenso. la regiéon amplificada fue una regién co-
muan a un amplio grupo de VPH (regién L1 open re-
ading frame)?!. Al mismo tiempo, se utiliz6 un con-
trol positivo interno para la amplificacion.

La tipificacion se realizé6 mediante digestion con
enzimas de restriccion obteniendo un patrén de
bandas mediante electroforesis en gel de agarosa. En

Figura 1. Carcinoma escamoso de cérvix uterino. Visién
microscépica. HE x

esta técnica, cada tipo de virus presenta un patrén
de restriccion distinto y caracteristico previamente
conocido. El patrén de restriccion del VPH 16 co-
rresponde a una banda de 309 pb.

Una muestra del tumor en fresco, que no contenia
tejido no tumoral, fue utilizada para cultivo celular y
estudio citogenético. La muestra fue disgregada meca-
nicamente y posteriormente se le afiadié una solucién
al 0,8% de colagenasa para ayudar a separar mejor las
células. Una vez que se complet6 la disgregacion, se
recogieron 2 x 10° células/ml en un Falcon con 5 ml
de medio de cultivo completo (DMSO con un 20% de
suero bovino fetal). El Falcon se colocé en una estu-
fa de cultivos a 37 °C con un 5% de CO, durante 3 di-
as. Al tercer dia se realiz6 un cambio del medio de
cultivo, y dia a dia se valoré el crecimiento celular. En
el quinto dfa de cultivo se afiadié un antimitético, col-
cemid, a una concentracién final de 0,1 pg/ml de me-
dio de cultivo, y se dej6 actuar durante 24 h. Segui-
damente se afiadi6 la solucién hipoténica (KCI 0,075
M) durante 20 min, y posteriormente se realizaron tres
cambios de fijador Carnoy (tres partes de metanol:una
parte de 4cido acético). Con el producto del cultivo se
realizaron cuatro extensiones sobre portaobjetos que
fueron tefiidas con el colorante de Wright para tincién
de bandas G.

Resultados

El resultado de la PCR se visualizé en un gel de
agarosa en el que se demostré la presencia de VPH
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Figura 2. Electroforesis en gel de agarosa. a) Demostracion de la
presencia de VPH. Caso problema: columna 3. Se observa una
banda de 450 pb que corresponde al genoma del VPH. Control
positivo: columna 7. Control negativo: columna 8. En todas las
columnas, excepto en la columna 3 (caso problema), se observa
una banda de 1.200 pb que corresponde al control interno.
Cuando hay un elevado niimero de copias de virus no se detecta
esta banda correspondiente al control interno. b) Tipificacion
con enzimas de restriccién que demuestra la presencia de VPH-
16 (columnas 3, a y b). Método: el producto amplificado de la
PCR de la muestra positiva es incubado con enzimas de
restriccion 1 (columna 3a) y 1y 2 (columna 3b) y se carga en
un gel de agarosa de alta resolucién. Se origina un patrén de
bandas que depende del tipo de virus. El VPH-16 origina bandas
de 309 pares de bases.

(fig. 2). El tipado por digestién con enzimas de res-
triccion se visualiz6 en un gel de agarosa de alta re-
solucién, y se obtuvo una banda de 309 pb. La pre-
sencia de esta banda nos permiti¢ identificar el
VPH-16 (fig. 2b).

Estudio citogenético: 8 metafases 7, 8, XX, +1, +1,
+2, +3, +add(3)(p11), +4,dic(5;?)(q;?),i(5)(p10),
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Figura 3. Cariotipo de las células tumorales. (Véase descripcién
en texto.)

—6,del(7)(p11p13), +add(8)(q24), +add(8)(q24), +9,
+9, +10, +11, +11, +i(12)(p10), +13, +13, +14,
der(15;22)(q10;q10), +16, +16, +17, +18, +18, +18,
+19, +19, +(19)(q10), +21, +21 (fig. 2).

En el cariotipo destaca una hiperdiploidia con la
ganancia de multiples cromosomas, y como altera-
ciones estructurales, la presencia de un isocromoso-
ma i (5p), i(12p), i(19q), y la ganancia del brazo lar-
go del cromosoma 8 (fig. 3).

DISCUSION

Es un hecho conocido la relacién existente entre
la infeccién por VPH, de alto riesgo, y el desarrollo
de carcinoma cervical.

Los virus de alto riesgo producen las oncoprotei-
nas E6 y E7 que reaccionan con p53 y pRB, respec-
tivamente, alterando el ciclo celular normal y situan-
do a la célula en actividad proliferativa constante!”.
Ademaés, producen otras dos proteinas: una de ellas,
la E2, tiene capacidad de frenar el ciclo en fase de
sintesis; y la otra, la E5, es capaz de inducir expre-
sion del receptor de EGF en la membrana de la cé-
lula. Cuando este receptor esta activado, utilizando
la via intrinseca de las cinasas, actiia como factor de
transcripcion induciendo proliferacién celular.

La actividad de las oncoproteinas tiende a inmor-
talizar las células infectadas, pero para que se pro-
duzca una neoplasia, la dotacién genética de la cé-
lula debe ser alterada. Una forma de ser alterada, es
integrar el ADN viral en el ADN de la propia célula.
Se desconoce de qué depende la integracién del
ADN virico en la célula, y es posible que dependa
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Tabla 1 Alteraciones cromosémicas descritas Tabla 2 Alteraciones cromosémicas descritas
en las displasias en el carcinoma de cérvix

Cromosoma  Alteracién Referencias bibliogrificas Cromosoma  Alteracién Referencias bibliogrdficas
1 Tetraploidia 14 4 Isocromosoma 14

3 3p14-21 (FHIT) 1,23 4,5,6,7, 14 5 Isocromosoma 14

3p23-24 (Beta catenina) 6 6p24 7,14

6 6p21-23 (TNF-alfa) 7,14 11 11p15; 11q22-24 13, 14

8 8q24 (C-MYQ) 9, 10, 11, 12, 16 17 17p13.3 15

11 11q13 (Ciclina D1) 13, 14 18 18p11; 18q21 14

13 13q14 (pRb) 8 19 19p13; 19q12-13 14

de la cantidad de copias virales que contenga una
célula, es decir, de la carga viral'®.

Los lugares donde se integra el ADN viral tam-
bién son importantes. El ADN viral se integraria en
aquellas zonas del ADN celular que se llaman re-
giones fragiles por su facilidad en romperse. Cuan-
do los virus se integran en el ADN celular pierden
la capacidad de producir E2, pero no de producir las
demas oncoproteinas.

Varios son los loci cromosémicos donde se ha
encontrado integracion de los VPH. La integracion
es mucho més variable y frecuente en los casos de
carcinoma que en las displasias. Asi, se hallan mu-
chas mads alteraciones cromosémicas en las neopla-
sias que en las displasias. Ademés, en las neoplasias
se repiten muchas de las alteraciones cromosémicas
halladas en los procesos displésicos. El valor de mu-
chas de ellas, sin embargo, es desconocido.

En la tabla 1 se exponen las alteraciones que se
han descrito en las displasias. Se desconoce el valor
de las tetraploidias descritas en el cromosoma 1, pe-
ro algunos autores piensan que tiene importancia en
el paso a carcinoma invasor'®. Se ha descrito inte-
gracién viral en el brazo corto del cromosoma 3, en
una regién de fécil rotura (FHIT), situada en 3pl4-
21. Algunos autores piensan que en esta region estd
situado un gen supresor tumoral, pero ésta no es
una opinién generalizada. Se ha hallado también in-
tegracion en otra region, 3p23-24, donde estd situa-
do el gen de beta catenina. Sin embargo, no parece
tener mucha importancia en la génesis del cancer de
cérvix1 714,

Se ha descrito también la integracién de los VPH
en el brazo corto del cromosoma 6, en la region
6p21-23 en la regién donde se encuentra el gen del
factor de necrosis tumoral (TNF) alfa parece llevar a

la célula a una menor susceptibilidad a la apoptosis.
En este cromosoma se encuentran también los genes
de los antigenos de histocompatibilidad (HLA)”4.

El C-MYC, situado en el cromosoma 8 (8q24), es-
td amplificado en un 35-45% de las displasias leves
y parece que también lo estd en los carcinomas de
cérvix, pero en la bibliografia existen resultados con-
tradictorios. Se desconoce el valor de este hallazgo
respecto a la progresion de la displasia leve®21°.

Se ha encontrado alteracién del brazo largo del
cromosoma 11 (11q13), en la regién que codifica ci-
clina D1, que es una de las proteinas que regula el
ciclo celular. Ia ciclina D1 se detecta normalmente
en los cérvix uterinos sin displasia y se pierde su de-
teccién inmunohistoquimica en las displasias!314.

La frecuencia de integracion de VPH en el brazo
largo del cromosoma 13 (13q14; pRb) aumenta con
la severidad de la displasia hasta el carcinoma inva-
sor. En un 30% de casos no se halla integracion®.

En la tabla 2 se exponen las alteraciones halladas
en los carcinomas escamosos de cérvix, ademas de
las descritas en las displasias.

El cromosoma 3 se encuentra alterado en el 48%
de los carcinomas de cérvix (el 65% de carcinomas
escamosos y el 35-40% de adenocarcinomas). Algu-
nos autores piensan que estas alteraciones pueden
ser utilizadas como indicadores de progresion tumo-
ral (se halla en un 25% de casos FIGO-I y en el
100% de casos FIGO-IV)1-7/14,

Se ha descrito isocromosoma en los cromosomas
4 y 5. El isocromosoma en el 4 se halla en el 92%
de los carcinomas de cérvix y es mds frecuente en
carcinomas escamosos (83%) que en adenocarcino-
mas (50%)14. El isocromosoma en el cromosoma 5 se
ha descrito con integraciéon de VPH 18. Esta altera-
do en estadios avanzados de la enfermedad (Il y
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Tabla 3 Otras alteraciones cromosémicas

descritas en el carcinoma de cérvix

Integracion VPH en cromosomas 2, 9, 10, 12 y 15
Amplificaciones de MYC, BCL-1; Ras, ERBB2
Inestabilidad de microsatélites

Ganancia de los cromosomas 1, 3, 17

IV). Algunos autores han hallado estas alteraciones
en displasias, pero no es un hecho comprobado'.

Ademés de las alteraciones descritas en las dis-
plasias, se ha descrito integracién de VPH en el cro-
mosoma 6, en 6p24, en un 50% de casos de carci-
noma de cérvix, la mayoria en estadios FIGO-I"!4.

En los carcinomas de cérvix se encuentran dos
regiones del cromosoma 11 alteradas, distintas de las
halladas en las displasias: 11p15 (el 28% de los ca-
sos) y 11q22-24 en estadios FIGO I y II. Algunos au-
tores piensan que en estas regiones puede haber un
gen supresor tumoral'314,

Se han descrito alteraciones en 17p 133, donde
estd mapado el gen de p53, pero en baja frecuencia
y en aquellos casos de carcinoma de cérvix no rela-
cionados con el VPH®S.

Se han descrito diversas alteraciones en 18pll,
18921, 19p13, 19q12-13, pero se desconoce su valor'.

En los carcinomas de cérvix se han descrito ade-
més las siguientes alteraciones (tabla 3):

1. Integraciones en los cromosomas: 2 (2p24;
2q24-35), 9 (9q31-34), 12 (12q14-15), 15
(15q14-15) y 22 (22q12-13).

2. Amplificaciones: se han descrito amplificacio-
nes de MYC, SEA, CCND, BCL1, GLI, RAS,
ERBB-2. (10-12,22). No se han hallado amplifi-
caciones de MDM2, SRC, PDGE, entre otros.

3. Inestabilidad de microsatélites: detectada en el
8-10% de los casos de cancer de cérvix'’.

4. Ganancias de cromosomas: ademas de las des-
critas respecto al cromosoma 1, se han descri-
to en el cromosoma 17 y ganancias del cro-
mosoma 3 en el paso de carcinoma in situ a
carcinoma invasor.

Nuestro caso puede ser un ejemplo ilustrativo de
las alteraciones genéticas que pueden hallarse en un
carcinoma escamoso cervical, entre las que destacan
la presencia de un isocromosoma 5, ganancia de 8q,
y la presencia de multiples alteraciones cromosémi-
cas numéricas.
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