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RESUMEN
Se examinaron las biopsias de 15 mujeres con diagnóstico de neoplasia intraepitelial  anal
(NIA) y cáncer del canal anal.  La muestras fueron estudiadas histológicamente y utilizando



diversas técnicas de biología molecular, hibridación in situ para VPH e hibridación genómica
cromogénica comparada (HGC) en algunos de los casos. Los resultados señalan la importancia
del VPH en el cáncer anal y a través de la HGC, demostramos alteraciones cromosómicas
relacionadas con la pérdida de la heterocigosis implicada en el proceso de carcinogénesis.

PALABRAS CLAVE: Hibridación in situ cromogénica, VPH, cáncer del canal anal

CHROMOSOMAL ALTERATIONS AND HPV INFECTION IN ANAL CANCER

SUMMARY
Biopsies of 15 women diagnosed as intraepithelial anal neoplasia (NIA) and anal cancer were
examined.  Histologic  examination,  HPV  in  situ  hybridization  and  chromogenic  genomic
compared hybridization (HGC)  were  performed in  our  cases.  The results  herein  described,
seems to indicate that chromosomal alterations and loss of heterozygosity are mechanisms of
carcinogenesis related to HPV infection.

KEY WORDS: chromogenic in situ hybridization, HPV, anal cancer

ALTERACIONES CROMOSÓMICAS E INFECCIÓN POR EL VPH EN CÁNCER
DEL CANAL ANAL

INTRODUCCIÓN

El cáncer anal, aunque es poco común, aumentó progresivamente durante los últimos años y
existe  información  en  los  Estados  Unidos  donde  a  comienzos  de  la  década  de  los  años
noventa del pasado siglo XX era más frecuente en mujeres que en hombres, en personas de
raza negra que en los caucásicos y en los habitantes de las ciudades más que en los de áreas

rurales (1). Cada año se diagnostican en los Estados Unidos alrededor de 1600 nuevos casos de
cáncer anal en mujeres y unos 900 en hombres, donde las mujeres de raza blanca presentan
más casos de cáncer anal que las de otras razas y los hombres de raza negra presentan más

casos de cáncer anal que los de otras razas(2).La edad promedio de estos pacientes, evaluada
para el año 1988, sobre 5070 casos, se estimó en 60 años, y para esa época la cifra de casos en
mujeres (3050) era superior a la de los hombres (2020). Se consideró que el cáncer del canal

anal estaba asociado al uso del cigarrillo y a prácticas sexuales (3). A finales del siglo pasado
entre 1973 y el año 2000 se observaron cambios en la incidencia de esta neoplasia, en grupos
de mujeres mayores de 65 años de edad, la incidencia del cáncer anal era mayor que en
hombres (3.73 por 100,000 hombres vs. 5.11 por 100,000 mujeres); igualmente hay un discreto
incremento de la presencia de cáncer anal en mujeres entre 50 y 64 años comparadas con los
hombres (2.09 por 100,00 hombres vs.  2.59 por 100,000 mujeres),  sin embargo en grupos
erarios  de  menor  edad (20-49  años),  la  neoplasia  anal  predomina  en  hombres  (0.74  por

100,000 hombres vs.  0.55 por 100,000 mujeres)4).  Actualmente la Sociedad Americana del
Cáncer ha señalado que para el año 2013 existirán cerca de 7060 nuevos casos diagnosticados
en los Estados Unidos,  de los cuales 4430 serán en mujeres y 2630 en hombres,  con 880

muertes, 550 de ellas en mujeres y 330 en hombres 5).



La causa del cáncer del canal anal sabemos hoy día que está directamente relacionada con la

infección por el virus del papiloma humano (VPH) (2,6). El VPH 16 es el tipo más comúnmente
detectado en el esta neoplasia, habiéndose señalado que VPH 18 es más frecuente en los

adenocarcinomas (7). Si bien casi todos los casos de cáncer del cuello uterino son causados

por el VPH (8), en general, al VPH se le han atribuido aproximadamente el 90% de los cánceres

de ano (9). El riesgo de padecer esta neoplasia va en aumento y es más común en las personas
con la  práctica  sexual  del  coito  anal  pasivo  que ha aumentado el  número de individuos

capaces de contraer infección por el virus del papiloma humano (10,11).  Por otra parte, hay
numerosas evidencias de la relación entre el cáncer del cuello uterino y el cáncer del canal,

tantas como se sabe existen entre el cáncer anal y el de la vulva (12,13).

Desde una visión molecular, sabemos que el ADN del VPH se integra en los cromosomas de

las células del epitelio de transición en el canal anal (14), aunque estudios experimentales han

demostrado que el VPH por si solo no es capaz de inducir la transformación neoplásica (15). El
VPH de alto riesgo tipo 16 se ha descrito en la neoplasia intraepitelial anal (NIA) y en el cáncer

invasivo del canal anal (16). Se sabe que existe una clara relación entre el VPH de alto riesgo y

la NIA de alto grado, y con el carcinoma escamoso de la región anal (17), neoplasia que se ha
relacionado directamente con los hábitos sexuales,  en particular entre homosexuales y en

hombres  infectados  con  en  VIH  (18,19,20).  Estudios  sobre  la  relación  entre  el  VPH  y  el
carcinoma escamoso de la región anal, han asociado al VPH 16 en más del 80% de los casos

de esta neoplasia (17, 20, 21, 22, 23).

En este trabajo, analizamos biopsias de 15 mujeres con diagnóstico de NIA y cáncer del canal
anal, a quienes se les estudió, histológicamente y utilizando las técnicas de biología molecular,
de hibridación in situ para VPH e hibridación genómica comparada (HGC). La importancia de
estos estudios moleculares para detectar alteraciones cromosómicas tempranas en el cáncer

del  cuello  uterino  ha  sido  previamente  enfatizada  (24)  y  hemos  examinado  previamente

algunos aspectos de este problema en el epitelio cervical (25,26). Este trabajo sobre el cáncer
anal esperamos contribuya a destacar algunos de los aspectos antes mencionados.

MATERIALES Y MÉTODOS

Este trabajo se realizó en Maracaibo, Venezuela, en el curso de la última década, gracias a la
colaboración de otros Laboratorios de Patología del país. Inicialmente los seis primeros casos
fueron aportados por patólogos de la Policlínica Santiago de León de Caracas y luego los
demás  casos  llegarían  aisladamente  a  nuestro  Laboratorio  en  el  curso  de  varios  años.
Contribuyeron a lograr los resultados presentados en este trabajo, los Laboratorios de Patologí‐
a de la Policlínica Santiago de León en Caracas y de las Dras Arenas y Petrosino en Mérida. Por
los motivos expuestos, no todos los casos pudieron ser examinados con los mismos reactivos
disponibles para las técnicas de biología molecular. En 11 de los 15 casos logramos analizar la
presencia del VPH usando la técnica de hibridación in situ y precisar los subtipos de alto



riesgo.  Solo  en  seis  casos  se  realizamos  estudios  de  hibridación  in  situ  cromogénica
comparada (HGC) utilizando tres tipos de sondas centroméricas para los cromosomas 3, 17 y
18 y solo en cinco de estos casos obtuvimos resultados cuantificables. Realizamos estudios de
inmunohistoquímica para p53, p16, e-cadherina y p63 en los 15 casos, pero estos resultados
no se incluyen en este trabajo.

Para  la  detección  de  VPH por  hibridación in  situ,  utilizamos  sondas  biotiniladas  de  ADN
específicas para VPH. WS (de amplio espectro: Wide Spectrum HPV Biotinylated DNA Probe-
Código Y1404 de DAKO ) que comprende los virus tipo 6,11, 16, 18, 31,33,35, 45, 51y 52 ; y AR
( de alto riesgo: The GenPointâ„¢ HPV Probe-Código Y1443 de DAKO ) con los virus tipo 16,18,
31,33,35,39, 45, 51, 52, 56, 58, 59 y 68. Las señales de la Biotina fueron demostradas con el
complejo  primario  de  estreptavidina-peroxidasa,  tiamina-biotinilada  y  secundariamente
estreptavidina-peroxidasa (Sistema GenPoint para amplificación de la señal (DAKO).

Para el estudio de Hibridación cromogénica (HGC) se seleccionaron seis (6) casos de NIA y de
cáncer del canal anal. Las muestras fijadas en formol tamponado al 10%, fueron deshidratadas
en  alcoholes  y  se  incluyeron  en  parafina.  Se  examinaron  histológicamente  los  casos  y  se
seleccionaron varios  de ellos  para su estudio.  En un microtomo de rotación,  se realizaron
cortes de los bloques de parafina para practicar en ellos la técnica de Hibridación Genómica
Comparada  (HGC)  utilizando  sondas  centroméricas  para  los  cromosomas  3,  17  y  18.  El
procedimiento de hibridación in situ cromogénica se realizó en los cortes de dos micras de
espesor, colocados en una solución recuperadora precalentada a 98Â°C durante40 minutos.
Después  de  lavarlos  con  agua  desionizada  se  hizo  una  digestión  breve  con  Proteinasa  K
1/8.000. Los cortes en el agua desionizada fueron deshidratados con etanol, y se secaron al
aire.  Se  aplicaron  15  microlitros  de  las  sondas  centroméricas  correspondientes  a  los
cromosomas 3, 17 y 18 ( Zymed SP.T-Light ® ) y se colocaron en un hibridizador durante 5
minutos a 95Â°C para su desnaturalización. El proceso de hibridación se realizó durante 14
horas. Los cortes se lavaron con PBS y se bloqueó la peroxidasa endógena con H2O2-metanol.

Tras un nuevo lavado, se hizo un bloqueo de proteínas ( CAS-LOCK TM) por 10 minutos y la
inmunodetección se hizo con un polímero de Estreptavidina por 30 min. Los cortes fueron
lavados nuevamente, se colocaron en DAB por 30min, se lavaron con agua, se deshidrataron
en alcoholes se contrastaron con hematoxilina, y fueron deshidratados y montados con medio
de montaje.

En todos los casos, en el material ya incluido en parafina, se hicieron cortes de dos a tres
micras de espesor en un microtomo de rotación, los cuales fueron teñidos con hematoxilina y
eosina  y  examinados  en  un  microscopio  de  luz.  En  algunos  casos,  antes  del  estudio
inmunohistoquímico, se realizó la coloración de PAS con el reactivo de Schiff usando digestión
con diastasa para la observación del  glicógeno.  Los cortes,  de dos a cuatro micras fueron
recogidos en el  baño de flotación usando láminas sialinizadas o cubiertas con poli-l-lisina
previo  bloqueo  de  la  peroxidasa  endógena  con  peróxido  de  hidrógeno-metanol.  Para  la
recuperación antigénica se utilizó una solución de citrato de sodio a pH 6, o EDTA a pH 9, en
olla de presión dentro de un horno de microondas para elevar la temperatura hasta 100ºC
durante  varios  minutos.  Se  utilizó  como  cámara  húmeda  un  sistema  de  capilaridad  de
Shandon y los anticuerpos utililizados fueron de DAKO a las correspondientes diluciones. Se
examinaron en cada caso los siguientes anticuerpos: p16, p53, p63, E-cadherina y ki 67 en



todos los casos incluidos en este estudio.

Resumen de los casos examinados por Hibridación Genómica Comparada

1- 5637-2000** Paciente femenina de 64 años con lesión en la mucosa anal. Diagnóstico:

CARCINOMA ESCAMOSO BIEN DIFERENCIADO.

2- 6396-2000** Paciente femenina de 74 años con tumor anal pruriginoso. Diagnóstico:

CARCINOMA ESCAMOSO BIEN DIFERENCIADO DE TIPO BASALOIDE.

3- 4217-2002** Paciente femenina de 82 años con tumor en el ano. Diagnóstico: CARCINOMA

ESCAMOSO MODERADAMENTE DIFERENCIADO CON íREAS BASALOIDES.

4- 4055-2003** Paciente femenina de 64 años con lesión tumoral en el canal anal. Diagnóstico:

CARCINOMA ESCAMOSO BIEN DIFERENCIADO.

5- 3714-2003** Paciente femenina de 66 años con lesión condilomatosa y pruriginosa anal.

Diagnóstico: CARCINOMA IN SITU/DISPLASIA SEVERA.

6- 6709-2004** Paciente femenina de 67 años con lesión polipoide vellosa en anorecto.

Diagnostico: CARCINOMA ESCAMOSO POCO DIFERENCIADO CON EXTENSA

NECROSIS.

7- 0074-2005 Paciente femenina de 69 años. Con lesión de la región perianal. Diagnóstico:

CARCINOMA EPIDERMOIDE DEL CANAL ANAL, MODERADAMENTE

DIFERENCIADO, INFILTRANTE.

8- 0076-2005 Paciente femenina de de 66 años con tumor del recto. Diagnóstico:

CARCINOMA EPIDERMOIDE POCO DIFERENCIADO INFILTRANTE.

9- 0651-2006 Paciente femenina de 61 años con tumor en la región anal. Diagnóstico:

CARCINOMA DEL CANAL ANAL BASALOIDE.

10- 1551-2006 Paciente femenina de 70 años con tumor del canal anal resecado por

abdómino-perineal, luego de radioterapia y quimioterapia. Diagnóstico:

CARCINOMA ESCAMOSO MODERADAMENTE DIFERENCIADO CON

EXTENSA NECROSIS.

11- 1345-2007 Paciente femenina de 64 años con tumor en recto bajo. Diagnóstico:



CARCINOMA ESCAMOSO IN SITU.

12- 0069-2010 (+) Paciente femenina de 69 años con lesión tumoral pigmentada del canal
anal.

Diagnóstico: CARCINOMA DEL CANAL ANAL.

13- 0684-2010 (+) Paciente femenina de 52 años con tumor del canal anal. Diagnóstico:

CARCINOMA DEL CANAL ANAL.

14- 1370-2010 (+) Paciente femenina de 84 años con tumor en canal anal. Diagnóstico:

CARCINOMA NEUROENDOCRINO DEL CANAL ANAL.

15- 0736-2011 (+) Paciente femenina de 52 años con tumor en canal anal. Diagnóstico:

CARCINOMA DEL CANAL ANAL.

** : casos de la Policlínica Santiago de León de Caracas. +: casos donde no se pudo realizar la
hibridación in situ para VPH

RESULTADOS

El  presente  estudio  se  ha  realizado  en  15  pacientes  de  sexo  femenino.  Utilizamos  la
hibridación  in  situ  como  método  para  detectar  los  diversos  tipos  de  VPH.  Aunque  no
conocemos  referencias  sobre  alteraciones  del  examen  ginecológico  de  las  pacientes,  sin
embargo tenemos la información de que en ninguna de ellas se reportó positividad para el
VIH. Para su estudio histológico, las lesiones anales fueron siempre examinadas diferenciando
entre las que se originan en el canal anal y las que se originan en la margen anal o en la piel
perianal. Los 15 casos examinados correspondieron a lesiones neoplásicas del canal anal. El
canal anal se divide en tres zonas que se hallan tapizadas por distintos tipos de mucosa; la
región superior es llamada zona colorectal y está recubierta por mucosa del tipo colorectal; la
zona intermedia es  denominada zona transicional  anal  (Z T  A),  suele extenderse unos 10
mms., por encima de la línea pectínea y suele estar tapizada por epitelio transicional anal,
pero también pueden estar presentes islotes de epitelio colorectal y escamoso. Por debajo de
la línea pectínea se halla la zona escamosa tapizada por epitelio escamoso que empieza a
queratinizarse en la apertura anal y a continuación se halla la piel perianal que contiene pelos
y glándulas sebáceas, ecrinas y apocrinas. Ver resultados histológicos de algunos casos en la
Figura 1.



Figura 1 : 1. Cáncer del canal anal No 3: se observa el epitelio de la zona de transición H&E
200X. 2: Cáncer del canal anal No 6. Apariencia basaloide se observa coilocitosis. H&E 200X. 3:
Cáncer del canal anal No 1 Un área sin infiltración con disqueratosis y coilocitosis superficial
H&E 150X. 4: VPH de amplio espectro positivo en caso No 7 (WS- hibridación in situ) 400X. 5 :
VPH de alto riesgo en caso No 10 (AR-hibridación in situ) 400X. 6 : VPH de alto riesgo en caso
No 8 (AR-hibridación in situ) inmunomarcaje focal en núcleos basales 800X

Estudiamos la presencia de infección con el virus del papiloma humano (VPH) en 11 de los 15
casos de mujeres con diagnóstico histológico de cáncer del canal anal. El VPH fue examinado
por hibridación in situ demostró en todos los casos ser positivo para virus de amplio espectro
(WS)  y  para  virus  de alto  riesgo (AR).  Le  dimos especial  atención a  las  características  del
marcaje observado entre las dos sondas específicas WS y AR (DAKO), de modo que las señales
de la Biotina se demostraron con el complejo primario de estreptavidina-peroxidasa,tiamina-
biotinilada y secundariamente estreptavidina-peroxidasa. En todos los casos, la presencia de
VPH-AR, se examinaron nuevamente para la detección de VPH 16, 18 y 31-33. La distribución
del marcaje en las células de los distintos estratos del epitelio se examinó atendiéndole a la
apariencia  histológica,  el  grado  de  la  neoplasia  intraepitelial  anal  (NIA)  presente  y  a  las
características  invasivas  de  los  carcinomas.  Los  casos  examinados  para  VPH  de  Amplio
espectro  (WS)  y  de  Alto  riesgo  (AR)  resultaron  todos  positivos  para  ambas  sondas.  Se
examinaron  los  virus  16,  18  y  31-33,  en  casos  seleccionados  (1,  3,  4,  6,  9  y  11)  y  todos
mostraron positividad para VPH 16 y para VPH 31-33. Dos casos (1 y 9) mostraron solamente



VPH 18. En uno de los casos de carcinoma (caso 11) se observó presencia de inmunomarcaje
para ambos virus 16 y 18. Ver Figura 1 (4, 5 y 6)

Las  seis  biopsias  seleccionadas  estudiadas  simultáneamente  con  hibridación  in  situ
cromogénica para VPH y con Hibridación Genómica Comparada con sondas centroméricas
para varios cromosomas, correspondieron a los casos 3, 4, 5, 6, 7,y 10. En los casos 3 y 6 no se
obtuvieron resultados satisfactorios por problemas técnicos. Se examinaron 4 casos ( 4, 5, 7, y
10) con resultados satisfactorios,  utilizando las sondas para los cromosomas 3, 17 y 18. Se
detectaron aneuploidías en todos los casos, siendo más evidentes para los cromosomas 3 y 17.
y menos frecuentes en el cromosoma 18. Ver Figuras 2, 3 y 4.

Fig 2: Monosomías, trisomías y tetrasomías del cromosoma 17

Fig 3 : Monosomías y tetrasomías del cromosoma 18



Figura 4 : Trisomías, monosomías y nulisomías del cromosoma 3

DISCUSIÓN

Debemos señalar que para la elaboración de este trabajo tuvimos grandes dificultades para
lograr los reactivos adecuados y poder llevar adelante todos los exámenes en cada uno de los
casos  y  por  esto  creemos  que  no  pueden  catalogarse  nuestros  resultados  como  estadí‐
sticamente significativos. Aceptando el hecho de que es pobre la relevancia estadística de la
información que aportamos en este trabajo,  esperamos que la actualización del tema del
cáncer del canal anal utilizando este tipo de estudios, particularmente con la comparación de
nuestros hallazgos de HiSC y de HGC, sean examinados con interés.

Se  ha  señalado  que  los  queratinocitos  sometidos  a  cambios  en  el  microambiente  de  la
interfase  epitelio-mesénquima  soportan  influencias  extracelulares  que  conducen  a
modificaciones fenotípicas y como estos cambios se pueden correlacionar con lo descrito en

las diversas etapas de transición hacia el carcinoma en la neoplasia intraepitelial cervical (24).
Esas modificaciones fenotípicas se traducen en fenómenos de proliferación, de comunicación
y de adherencia intercelular, que morfológicamente corresponden a los ya conocidos cambios

histológicos de progresión en las lesiones intraepiteliales (27) Sabemos que el oncogen E6 del
VPH de alto riesgo está directamente implicado en la carcinogénesis cervical y una de las vías

que utiliza es promoviendo la degradación de p53 (28), y que estas alteraciones del gen P53 y

otras modificaciones en genes supresores inducen cambios en la heterocigosis (29), los cuales
provocarán alteraciones cromosómicas  como las  descritas  previamente por  nosotros  en el

cuello uterino (25) En más de un 30% de carcinomas epidermoides en el área de cabeza y
cuello,  también  se  ha  podido  demostrar  pérdida  de  la  heterocigosis,  detectándose
alteraciones cromosómicas principalmente en 3p, 9p, 13q, 15q, y 17p lo cual parece indicar
que locus de genes supresores de tumores están involucrados en el proceso de carcinogénesis
(24). Hemos propuesto que el análisis de la expresión del perfil génico del epitelio cervical en la



infección por el VPH debe ofrecer claves para entender mejor la evolución y el pronóstico del

cáncer del cuello uterino (26), y de manera similar nos referiremos al cáncer del canal anal.

La mayoría de los pacientes con infección por VPH del epitelio del canal anal, no evoluciona
hacia el cáncer, por lo que algunos estudios han señalado que el desarrollo de la neoplasia
tiene que ver con virus de alto riesgo, con infección con varios tipos de VPH, y con los niveles

de células CD4 (22).  En este sentido nuestros casos de NIA y de cáncer del  canal anal  en
mujeres  han demostrado inicialmente  que el  VPH 16  es  el  tipo  viral  más  frecuente  y  la
asociación de VPH 16 y 18 la observamos en menor proporción. Solo dos casos mostraron
VPH 18. Vimos con frecuencia presencia simultánea de VPH 16 y VPH 31-33, así como un caso
negativo para VPH 16 y 18 con positividad solamente para VPH 31-33.

Las aneuploidías cromosómicas son un hallazgo frecuente en los tumores sólidos de origen

epitelial  (30,31)  La  citogenética  de  interfase  usando  sondas  centroméricas  con  secuencias
repetitivas de ADN, es una técnica que se ha utilizado para investigar este fenómeno en una

diversidad de tumores incluyendo el cáncer del cuello uterino (32,33,34,35).  Algunos cambios
genómicos como la adquisición de nuevas copias del brazo largo del cromosoma 3 están
directamente relacionadas con la génesis tumoral y la aparición de copias extra del brazo
largo del cromosoma 3 coinciden con las alteraciones de TP53 y de RB1 genes de los que
conoce dependen de la influencia de las proteínas E6 y E7 del virus del papiloma humano

(VPH), hecho este descrito desde hace tiempo (36-43). No cabe duda alguna sobre la relación
existente entre el  VPH y el  cáncer del canal anal y nuestros resultados apoyan la tesis de

inestabilidad genómica en la NIA (44).  Nuestras observaciones descritas en el cuello uterino

apoyan estas evidencias basadas en la similitud de los mismos en la NIA (25,26). En el cáncer
del  cuello  uterino,  y  en  otros  carcinomas  epidermoides,  muchos  de  éstos  cambios  están
relacionados con la  integración del  genoma del  VPH de alto  riesgo en los  queratinocitos
(45,46,47).  En  particular  los  hallazgos  referentes  al  cromosoma  3q  y  la  aplicación  de  la
hibridación genómica comparada para definer los cambios en la posición centromérica han

sido descritos tanto en el epitelio cervical como en casos de cáncer del canal anal (36,38,41,48).

Como se ha descrito, la infección con VPH de alto riesgo, así como el cigarrillo,  relaciones
sexuales y la existencia de varias parejas sexuales, son todos factores importantes que inciden

en la aparición del cáncer del canal anal (4,23). Ya en estudios previos señalamos el rol de los
antígenos de grupos sanguíneos y de la importancia de la inmunohistoquímica para entender

el  fenómeno de  la  carcinogénesis  del  cuello  uterino  (49,50).  En  este  trabajo  presentamos
hallazgos  preliminares  que  señalan  como  las  técnicas  de  HiSC  y  HGC  pueden  ofrecer
información sobre alteraciones cromosómicas en los queratinocitos en la infección por VPH,
en distintos grado de NIA y de cáncer del canal anal. Los resultados descritos son indicadores
de  cambios  en  determinados  genes,  los  cuales  pueden  inferirse  por  el  estudio  de  las
aneuploidías  cromosómicas  a  través  del  uso  de  sondas  centroméricas,  que  nos  señalan
algunas pistas comunes para entender mejor el fenómeno de la carcinogénesis en la zona de
transición del epitelio plano estratificado del canal anal.
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