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Introduccion. El TP53 es un gen supresor de tumores localizado en la regién cromosémica 17p13.1;
controla el ciclo celular y se encuentra alterado en cerca de 50% de todas las neoplasias.

Obijetivos. Determinar las aneuploidias del cromosoma 17 y la delecion en el locus 17p13.1 del gen
TP53, en diversos tumores solidos primarios utilizando la técnica FISH-bicolor.

Materiales y métodos. Se analizaron 38 muestras de diversos tipos de tumores sélidos primarios.
Todas las muestras se disociaron mecanica y enzimaticamente con colagenasa al 0,2%, antes de la
obtencion de los nucleos interfasicos. La técnica de FISH-bicolor se realizé en nlcleos interfasicos,
mediante sondas marcadas directamente con fluorocromos para el centromero del cromosoma 17
(CEP 17; senal verde; VYSIS) y para el locus especifico del gen TP53 (LS| 17p13.1; sefal naranja;
VYSIS).

Resultados. Se encontré que 63% (24/38) de las muestras tenian aneuploidias del cromosoma 17.
La monosomia fue la aneuploidia mas frecuente (75%; 18/24), seguida de la trisomia (17%; 4/24); la
nulisomiay la tetrasomia fueron menos frecuentes. El 89,5% (34/38) de los casos presentaron delecion
del gen TP53. Solo cuatro casos fueron normales para el numero de copias del cromosoma 17 y del
gen TP53. El estudio histopatoldgico mostrd que la mayoria de las muestras eran tumores malignos.
Conclusiones. La aneuploidia del cromosoma 17 y la delecion en el locus 17p13.1 del gen TP53
son alteraciones muy frecuentes en los tumores solidos. La técnica FISH-bicolor permite detectar
simultaneamente alteraciones cromosomicas numeéricas y estructurales en nucleos interfasicos.

Palabras clave: aneuploidia, delecion cromosémica, gen Tp53, hibridacion fluorescente in situ,
neoplasias, inestabilidad cromosémica, heterogeneidad genética.

Detection of chromosome 17 aneuplody and TP53 gene deletion in a broad variety of solid
tumors by dual-color fluorescence in situ hybridization (FISH)

Introduction. TP53is a tumor suppressor gene located on chromosome 17p13.1. This gene is essential
for the control of cell cycle and has been found altered in about 50% of all tumor types.

Objective. The presence of aneuploidy of chromosome 17 and TP53 gene deletion at 17p13.1 locus
was determined in primary solid tumors using the dual-color FISH (fluorescence in situ hybridization).
Materials and methods. Thirty-eight samples consisted of several types of primary solid tumors. All
samples were mechanically and enzymatically disaggregated with 0.2% collagenase prior to obtaining
interphase nuclei. The dual-color FISH was performed using direct fluorescent labeling probes for the
chromosome 17 centromere (green signal) and for the TP53 gene locus-specific (orange signal).
Results. Characteristic aneuploidy on chromosome 17 was found in 63% (24/38) of the samples.
Monosomy occurred most frequently (75%, 18/24), followed by trisomy (17%, 4/24); nullisomy and
tetrasomy were less frequent. TP53 gene deletion was found in 89.5% (34/38) of cases. Only four
tumors were normal for copy number of chromosome 17 and TP53 gene. The histopathologic study
showed that most of the samples were malignant tumors.

Conclusions. Aneuploidy of chromosome 17 and deletion at 17p13.1 locus of TP53 gene were genetic
alterations found to be very frequent in solid tumors. The dual-color FISH was able to detect both
numerical and structural chromosomal abnormalities in interphase nuclei.

Key words: Aneuploidy, chromosome deletion; genes, p53; in situ hybridization, fluorescence;
neoplasms, chromosomal instability, genetic heterogeneity.
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El cancer se origina por la acumulacién de diversas
alteraciones genéticas en genes supresores de
tumores, protooncogenes o genes de reparacion
(1). La mayoria de los tumores sélidos humanos
presenta una amplia variedad de alteraciones
génicas y de desequilibrios cromosémicos
(ganancias y pérdidas) (2). Ademas, la inestabilidad
cromosémica es una caracteristica coman de los
tumores sélidos.

Desde hace décadas se ha propuesto la teoria de
la aneuploidia como causa de la carcinogénesis,
asi como de la inestabilidad cromosémica (3).
Numerosos estudios informan la presencia de
aneuploidias en casi todos los tumores sélidos
humanos que se han analizado (2,4). Los recientes
trabajos realizados por Duesberg et al. (5) estan
dirigidos a corroborar la anterior teoria y en ellos
se establece que la inestabilidad cromosdmica de
las células tumorales es proporcional al grado de
la aneuploidia o del desequilibrio cromosémico
(6). Por esta via, las alteraciones cromosomicas
afectan la expresion de genes clave, como son
los del control del ciclo celular, de la estabilidad
gendmica, de la angiogénesis, de la apoptosis y de
la reparacion, entre muchos otros (4).

Por otra parte, se considera que las alteraciones
en el gen TP53 juegan un papel importante en el
desarrollo de diversas neoplasias. El TP53 es un
gen supresor de tumores, localizado en el brazo
corto del cromosoma 17p13.1; codifica para una
fosfoproteina nuclear de 53 kDa, que actia como
un factor de transcripcién e interviene en multiples
funciones celulares, especialmente, en el control
del ciclo celular, la apoptosis, la respuesta al dafio y
la reparacion del ADN (7,8); por lo anterior, también
se le conoce como “gen guardian del genoma
humano”. El gen TP53 se encuentra alterado en
cerca de 50% de todos los céanceres estudiados
y se ha observado mas frecuentemente alterado
en los tumores sélidos que en las leucemias y
linfomas (7). Ademas, el TP53 se propone como
un marcador genético Util para el diagnéstico y el
pronéstico de diversos tipos de tumores solidos (9).

Las mutaciones en el gen TP53y las deleciones
en la region 17p estan entre las alteraciones mas
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comunes encontradas en tumores sélidos primarios
de diferente origen histolégico (4,9); ambos tipos de
alteraciones inducen a la inestabilidad gendmica
en las células transformadas. Asimismo, se ha
observado que la inactivacion o pérdida del gen
TP53 se asocia con un mal prondstico y estados
avanzados del cancer, asi como con la progresion
de diversas neoplasias (10), lo cual sugiere
que la inactivacién de este gen o la delecion de
la region 17p tiene una gran importancia en la
carcinogénesis, tal como se ha observado en el
cancer de mama, estémago, higado y colon, y en
tumores de cabeza (8,9).

En trabajos previos, encontramos una gran
frecuencia de aneuploidias del cromosoma 17 y de
deleciondelgen TP53entumores gastrointestinales
(11); pero, por el contrario, encontramos unas
bajas frecuencias de estas mismas alteraciones en
neoplasias hematolégicas (12).

De otro lado, el desarrollo de la técnica de la
hibridacion fluorescente in situ (fluorescence in
situ hybridization, FISH) permiti6 un gran avance
en los andlisis citogenéticos de tejidos tumorales,
puesto que posibilitd detectar simultdneamente
aneuploidias, deleciones, translocaciones y amplifi-
caciones génicas, entre otros reordenamientos
cromosoémicos, en nucleos interfasicos, sin
tener que establecer cultivos celulares (13). Por
el contraio, con la citogenética convencional el
analisis cromosomico de células tumorales tiene
varios inconvenientes, como son el bajo indice
mitético, un bandeo deficiente y la contaminacién
con microorganismos; lo anterior impide el éxito en
los cultivos celulares y en la identificacion de las
alteraciones cromosomicas (14).

Otra de las grandes ventajas que se tiene con la
FISH en la citogenética del cancer, es la posibilidad
de realizar estudios retrospectivos de tejidos
embebidos en bloques de parafina o congelados.
Por lo anterior, la FISH permite realizar un
analisis citogenético molecular rapido, con gran
especificidad y sensibilidad en células de tumores
solidos y hematopoyéticos.

En Colombia se han informado pocos estudios
sobre la deteccion de estas alteraciones en
tumores sélidos y menos ain empleando la técnica
de la FISH-bicolor. El objetivo del presente trabajo
fue el de evaluar las aneuploidias del cromosoma
17 y la delecion del locus 17p13.1 del gen TP53,
utilizando la técnica FISH-bicolor, en muestras de
individuos con diferentes tipos de tumores sélidos.
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Materiales y métodos
Pacientes

Se realiz6 un estudio descriptivo, de tipo prospec-
tivo; se evaluaron 38 muestras provenientes de
pacientes con diagnéstico de diversos tipos de
neoplasias; las muestras de los tejidos fueron
obtenidas por los médicos especialistas, mediante
procedimientos de reseccion quirdrgica o biopsia
del tumor primario, practicados en los Servicios de
Cirugia y Endoscopia del Hospital Universitario San
Vicente de Paul de Medellin.

Los pacientes no habian recibido quimioterapia ni
radioterapia antes de la toma de la muestra. Las
muestras provenian de 16 mujeres y 22 hombres
procedentes del departamento de Antioquia, con
un promedio de edad de 52 afios y un rango entre
23y 78 afos.

Un fragmento de cada muestra de tejido tumoral
se envid al Laboratorio de la Unidad de Genética
Médica, de la Facultad de Medicina, de la Universidad
de Antioquia, en donde se practicaron los estudios
de FISH; mientras que otro fragmento de la misma
muestra del tejido se envié al Departamento
de Patologia de la Universidad de Antioquia,
en donde se hizo el estudio histopatoldgico. El
resultado de este estudio se obtuvo luego de la
revision de la historia clinica de cada paciente,
con el fin de corroborar el diagnéstico de las
neoplasias de las muestras evaluadas. También
se obtuvo informacién adicional como: edad, sexo,
procedencia y antecedentes familiares.

Como control se incluyeron cinco muestras de
sangre periférica pertenecientes a cinco individuos
sanos sin antecedentes de cancer.

Consideraciones éticas

Este trabajo fue producto de un proyecto de
investigacién aprobado por el Comité de Etica
de la Universidad de Antioquia. Cada paciente
particip6 voluntariamente en el estudio y se obtuvo
su consentimiento informado escrito antes de
ingresar al estudio.

Procesamiento de las muestras para obtener
nidcleos interfasicos

Las muestras de los tumores sélidos y de los controles
se procesaron para obtener nicleos interfasicos. Los
tejidos tumorales fueron recolectados y transportados
en un frasco plastico con medio de transporte (RPMI-
1640 Sigma; con suplemento de antibidticos y
antimicoticos); los tejidos se lavaron dos veces con

392

Biomédica 2010;30:390-400

PBS, luego se cortaron finamente y se disociaron
enzimaticamente con colagenasa de tipo | (Sigma)
al 0,2% y se incubaron a 37°C entre 1y 16 horas.

Posteriormente, se centrifugaron a 800 rpm por 10
minutos; el botén celular se resuspendi6 en una
solucién hipoténica de KCl al 0,075 My se incubé a
37°C por 15 minutos. Luego, la suspension celular
se fijo con metanol/acido acético frio (3:1 volumen/
volumen) y se hicieron tres lavados consecutivos.

Finalmente, para cada muestra la suspension
celular se goted sobre tres portaobjetos como
minimo. Las placas con los extendidos de nucleos
interfasicos se almacenaron en un congelador a
-20°C, hasta el momento de realizar la técnica de
la FISH-bicolor.

Para el grupo control, a cada individuo se le tomé
una muestra de 5 ml de sangre periférica en un
tubo con heparina. Posteriormente, los tubos
se centrifugaron y el botén celular obtenido se
resuspendié en KCI al 0,075 M; los nucleos
interfasicos de estas muestras se obtuvieron
siguiendo el mismo procedimiento que se menciond
anteriormente; finalmente, se gotearon cinco
laminas portaobjetos por cada muestra.

FISH bicolor

La hibridacion fluorescente in situ se realizd sobre
las laminas de vidrio con nucleos interfasicos
obtenidos de las muestras tumorales y de las
muestras control, utilizando sondas marcadas
directamente con diferentes fluorocromos para
el centrémero del cromosoma 17 (CEP 17; sefal
verde; VYSIS) y para el locus especifico del gen
TP53 (LSl 17p13.1;sefal naranja;VYSIS).

La hibridacion y deteccion de las sefales de
fluorescencia se hicieron siguiendo las instruc-
ciones y recomendaciones del proveedor comercial
(Vysis-Abbott). Las placas con nucleos interfasicos
se desnaturalizaron en formamida al 70% a
73°C por 5 minutos. Después, las placas se
deshidrataron en una serie de etanoles frios a 70%,
85% y 100%. En cada placa se adicionaron 10 pl
de cada una de las sondas CEP 17 y LS| TP53 en
el area de hibridacion previamente seleccionada,
sobre la cual se puso un cubreobjetos de 22 mm
x 22 mm; la hibridacién se llevd a cabo dentro de
una camara humeda en incubacién a 37°C por 16
horas. Luego, se hicieron dos lavados posteriores
a la hibridacién.

Finalmente, las placas con nucleos interfasicos se
colorearon con DAPI. Las sefales de fluorescencia
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se observaron en un microscopio de epifluores-
cencia (Axyoskop 2 plus Zeiss, Alemania) dotado
con un filtro triple simultdneo (DAPI/ORANGE/
GREEN) y con una cdmara CCD AxioCam MRc
(Zeiss). Un profesional capacitado en la técnica
de FISH fue el encargado de realizar el andlisis y
conteo de los nucleos con sefales de hibridacion
en un total de 100 nulcleos interfasicos por caso.

La distribucién de las sefales observadas en las
muestras analizadas se registré en tablas como
aparece en el cuadro 1. Los nudcleos superpuestos
o0 con sefales de hibridacion difusas se excluyeron
del analisis. Para la interpretacion de los resultados
de las sefiales de fluorescencia se establece
que, en los casos normales (controles), el patron
de hibridacion es de dos sefiales de color verde
(cromosoma 17) y dos sefales de color naranja
(locus 17p13.1 del gen TP53), para un total de
cuatro sefales de hibridacién (2V2N).

Analisis de la FISH bicolor

Inicialmente se hicieron analisis de las muestras
de control (sangre periférica y tejido normal) (no se
muestran los datos) en 1.000 nucleos interfasicos,
se estimd el nimero promedio de nucleos con
sefiales de hibridacién para el cromosoma 17 y
para el gen TP53.

De acuerdo con los anteriores resultados, se
establecieron los siguientes puntos de corte para
el andlisis de la FISH bicolor: para aneuploidia,
mas de 9% de los nlcleos con un nimero menor
0 mayor de dos sefiales de hibridacion para el
centromero del cromosoma 17, es decir que la
muestra se consider6 normal (disémica) con un
porcentaje mayor o igual a 91% de los ndcleos con
dos sefiales para el centrémero del cromosoma
17, mientras que, para la nulisomia, la monosomia
y la trisomia, el punto de corte fue del 1%, 7% vy
4%, respectivamente. No se observé tetrasomia
en los nucleos normales; por lo tanto, se definié
arbitrariamente un porcentaje menor de 1% como
punto de corte.

En todos los casos, los puntos de corte se
calcularon con dos desviaciones estandar. En los
casos en que se detectaron subpoblaciones de
nucleos con clones heterogéneos (mosémicos/
disémicos/trisomicos/tetrasémicos) en el mismo
tejido, el resultado final se establecié con base en
el clon mayor, es decir, el que presenté el mayor
porcentaje.

Por otro lado, la delecion en el locus 17p.13.1
del gen TP53 se determind dividiendo el total
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del nimero observado de sefiales de hibridacion
del gen, por el total del nimero de sefiales del
centrémero del cromosoma 17 (total de sefiales LSI
TP53/total de sefiales CEP 17). De acuerdo con
los calculos previos realizados en las muestras de
control, se definid6 que una muestra tenia delecion
del gen TP53 cuando se obtenia un valor de 0,94 o
menor. Este punto de corte se calculd con base en
dos desviaciones estandar.

Resultados

En el cuadro 1 se presenta la informacion general
de las 38 muestras procedentes de individuos con
diferentes tipos de tumores sélidos; se incluye la
edad, el sexo, la localizaciéon del tumor primario,
el diagnéstico histopatologico y los resultados
obtenidos con la FISH bicolor en nucleos
interfasicos.

De las 38 muestras de tumores sélidos evaluados,
se encontrd que 14 (37%) procedian de individuos
menores de 40 afos edad. De esta poblacién
sobresalen cuatro pacientes jévenes entre los
23 y 25 afos (casos 7, 15, 16 y 36) con tumores
malignos.

El estudio histopatolégico mostré que la mayoria
de las muestras de los tumores sdlidos analizadas
(31/38) eran malignos y, ademas, se encontrdé una
amplia variedad histopatoldgica en las muestras.
Entre los tumores malignos, los mas predominantes
fueron los adenocarcinomas (12/38).

En este estudio se encontrd que 63% (24/38) de
los tumores sélidos estudiados tenian aneuploidias
del cromosoma 17, mientras que 37% (14/38) eran
normales para el nimero de copias del cromosoma
17. Lamonosomia fue la aneuploidia mas frecuente
(75%; 18/24), seguida de la trisomia, que se detectd
en 17% (4/24). Se observaron pocos casos con
nulisomia y tetrasomia (4%) (figura 1).

En el grupo de los casos se obtuvo un promedio
de 80% para las dos copias del cromosoma 17;
este valor fue muy inferior al promedio obtenido
(95%) en el grupo control. En la mayoria de las
muestras analizadas con la FISH bicolor, se
detecto la presencia simultanea de subpoblaciones
de nucleos con clones heterogéneos: disémicos,
monosAémicos, trisbmicos y, en menor proporcion,
tetrasémicos (cuadro 1).

De todas las muestras examinadas, el caso 5
(sarcoma de tejidos blandos) fue el que mostro el
porcentaje mas bajo (5%) de nlcleos condos senales
de hibridacién para el cromosoma 17 y, a su vez,
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Cuadro 1. Informacién de la edad, sexo, diagndstico histopatoldgico y resultado de la FISH bicolor en las 38 muestras de tumores

sélidos evaluados.

Numero de sefales Delecion

Caso Sexo/ Diagnéstico histopatolégico Cromosoma 17%) GEN TP53 (%) (TP53/Cr17)

edad 0 1 2 3 4 0 1 2 3 24 <0,94
1 F/55 Meningioma 0 14 86 0 0 6 13 81 0 0 0,94
2 F/65 Carcinoma de tiroides 5 3 64 26 2 4 16 54 24 2 0,94
3 M/60  Adenocarcinoma de estémago 0 25 66 8 1 1 53 36 0 0 0,68
4 M/33  Linfoma de Hodgkin 14 30 56 0 0 19 38 41 2 0 0,89
5 M/35  Sarcoma de tejidos blandos 2 93 5 0 0 34 62 4 0 0 0,68
6 M/54  Adenocarcinoma de colon 0 5 91 3 1 3 15 80 1 1 0,89
7 M/25  Meduloblastoma 0 21 79 0 0 0 39 56 5 0 0,93
8 F/47 Adenoma de tiroides 0 5 79 16 0 7 22 69 2 0 0,79
9 M/56  Carcinoma renal 0 14 86 0 0 8 32 60 0 0 0,82
10 F/77 Carcinoma en peritoneo 0 4 96 0 0 3 27 70 0 0 0,85
1 F/48 Carcinoma de cuello uterino 0 2 98 0 0 2 3 95 0 0 0,98
12 M/59  Carcinoma de lengua 0 13 85 3 0 7 38 55 0 0 0,77
13 F/69 Adenocarcinoma de estémago 0 8 89 3 0 6 27 66 1 0 0,83
14 F/50 Sarcoma de tejidos blandos 0 6 70 17 7 21 26 48 5 0 0,60
15 F/23 Poliposis adenomatosa de colon 0 10 89 1 0 12 44 44 0 0 0,69
16  F/24 Astrocitoma cervical 0 0 57 22 21 0 23 69 3 5 0,68
17 M/39  Adenocarcinoma de recto 0 13 85 2 0 0 32 68 0 0 0,89
18 F/42 Mioepitelioma de parétida 0 2 98 0 0 0 7 93 0 0 0,98
19 M/66  Carcinoma de mandibula 0 10 90 0 0 0 48 52 0 0 0,80
20 F/73 Carcinoma broncogénico 7 3 89 1 0 9 32 58 1 0 0,82
21 M/57  Carcinoma broncogénico 5 19 69 7 0 10 59 31 0 0 0,68
22 F/46 Liposarcoma de tejidos blandos 0 30 58 8 4 14 48 38 0 0 0,67
23 M/51 Carcinoma renal 0 9 90 1 0 1 25 64 0 0 0,80
24  F/48 Carcinoma papilar de tiroides 1 19 79 1 0 6 34 60 0 0 0,86
25 M/70  Adenocarcinoma de colon 0 27 61 2 10 9 53 28 2 8 0,74
26 F/29  Adenocarcinoma papilar de tiroides 0 28 71 1 0 0 67 33 0 0 0,77
27 F/76 Adenocarcinoma de duodeno 0 8 92 0 0 6 45 49 0 0 0,75
28 F/58 Carcinoma de mama 2 16 78 4 0 7 27 62 3 1 0,89
29 M/45  Carcinoma de laringe 0 7 93 0 0 0 17 83 0 0 0,95
30 M/57  Carcinoma de cavidad oral 0 0 14 1 75 5 30 39 16 10 0,54
31 F/57 Adenocarcinoma de estémago 0 1 98 0 1 23 3 73 0 1 0,75
32 M/67  Tumor fusocelular de estémago 0 0 98 1 1 53 3 43 0 1 0,46
33 F/68 Adenocarcinoma de estémago 0 8 92 0 0 8 23 69 0 0 0,84
34 M/75  Adenocarcinoma de es6fago 0 6 94 0 0 78 8 14 0 0 0,19
35 M/72  Carcinoma de eséfago 0 1 99 0 0 55 5 40 0 0 0,43
36 F/23 Adenocarcinoma de colon 0 1 99 0 0 16 10 74 0 0 0,79
37 M/63 Lipoma de colon 0 1 95 2 2 0 0 93 5 2 1,02
38 M/78  Adenocarcinoma de colon 0 6 93 1 0 4 71 25 0 0 0,62
Promedio de casos 0,95 12,1 80 3,7 32 12,0 29,5 55,6 1,8 0,8 0,77
Promedio de controles 02 34 95,0 1,4 0 1,6 6,6 896 22 0 0,97

present6d el mayor porcentaje de nucleos con una
sefal para el cromosoma 17 (93%; monosomia).

Otroresultadollamativofue eldelcaso30(carcinoma
de la cavidad oral), que mostrd 75% de los nucleos
interfasicos con cuatro sefnales de hibridacién
para el cromosoma 17 (tetrasémicos) (figura 1).
Un resultado similar al anterior se observé en el
caso 16 (astrocitoma cervical), el cual presentd un
gran porcentaje de nucleos polisémicos; asi, 22%
de los nucleos tenian tres sefiales de hibridacion
(trisbmicos), mientras que 21% de los nucleos
tenian cuatro senales (tetrasémicos).

En el caso. 4 (linfoma de Hodking) se observo el
mayor porcentaje (14%) de nucleos con pérdida de
los dos cromosomas 17 (nulisomia); igualmente,
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tenia un gran porcentaje (30%) de nucleos con una
sefal de hibridacién (monosémicos).

El caso 2 (carcinoma de tiroides) presenté el mayor
porcentaje (26%) de nucleos con tres sefales de
hibridacién para el cromosoma 17 (trisomicos).

Por otra parte, se encontré delecion del gen
TP53 en 89,5% (34/38) de los tumores solidos
examinados (figura 1). Solo cuatro casos (10,5%)
no presentaron delecion del gen TP53.

En el grupo de los casos se obtuvo un promedio de
55,6% para las dos copias del gen TP53, mientras
que en el grupo control, el valor promedio fue de
89,6%. Estos valores presentan una diferencia
muy importante. De acuerdo con la relacion entre
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Figura 1. Imagenes de la FISH bicolor mediante sondas CEP17 para el cromosoma 17 (color verde) y LSIp53 para el locus
17p.13.1 del gen TP53 (color naranja) en nucleos interfasicos. Al final de la descripcion de cada numeral se informa el resultado
de la FISH, siguiendo las recomendaciones del ISCN (An Internacional System for Human Cytogenetic Nomenclature) (2009).
A. Carcinoma de laringe, nucleo con dos sefales de hibridacion para el cromosoma 17 y una sefal para el gen TP53 (delecién);
nuc ish(D1721x2, TP53x1). B. Carcinoma de la cavidad oral, ndcleo con cuatro sefales para el cromosoma 17 (tetrasomia) y dos
sefiales para el gen TP53; nuc ish(D1721x4,TP53x2). C. Adenocarcinoma gastrico, nicleo con una sefial para el cromosoma 17
(monosomia) y una sefial para el gen TP53 (delecién); nuc ish(D1721,TP53)x1). D. Poliposis adenomatosa de colon, nicleo con
dos sefales para el cromosoma 17 y una sefal para el gen TP53 (delecién); nuc ish(D1721x2, TP53x1).

el nimero total de sefiales para el gen TP53 y el
ndmero total de sefales del cromosoma 17 para
definir la delecion, se encontré en el grupo de los
casos un valor promedio de 0,77 mientras que en
el grupo control fue de 0,97.

Estos resultados presentan una diferencia
relevante. El caso 34 present6 el valor mas bajo
para la delecion (0,19), seguido del caso 35
(0,43); ambos eran carcinomas de esoéfago. Por el
contrario, el caso 37 (lipoma de colon) mostré el
mayor valor para esta relacién (1,02). Similar a lo
encontrado para las aneuploidias del cromosoma
17, en el andlisis de la FISH bicolor para el gen

TP53, se detectaron diferentes subpoblaciones de
nucleos con clones heterogéneos.

Nuevamente, el caso 5 presenté un porcentaje
muy bajo (4%) de nucleos con dos copias para
el gen TP53y, a su vez, tenia un alto porcentaje
(62%) de nucleos con pérdida de una copia del gen
TP53 (delecion monoalélica), asi como 34% de los
nucleos con pérdida de las dos copia del gen TP53
(delecién bialélica). El caso 26 (adenocarcinoma
de tiroides) mostrd el mayor porcentaje (67%) de
nucleos con una sefal de hibridacién para el gen
TP53, mientras que el caso 34 present6 el mayor
porcentaje (78%) de nlcleos con pérdida de las
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dos copias del gen TP53. Por otro lado, el caso
2 present6é el mayor porcentaje (24%) de nucleos
con tres sefales de hibridacion.

En este trabajo se encontré que la mayoria de las
muestras de los tumores sélidos (30/38) tenian
subpoblaciones de nlcleos con pérdida de las dos
copias del gen TP53. Se resalta que cinco casos
(31, 32, 34, 35 y 36) presentaron altos porcentajes
de nucleos con pérdida de las dos copias del gen
TP53 (con un rango entre 16% y 78%). Dichas
muestras correspondian a dos casos de cancer de
estomago, dos de eséfago y uno de colon (paciente
de 23 afnos). Soélo en ocho casos se observaron
tres o cuatro sefiales de hibridacién para el gen
TP53. En general, el analisis de la FISH bicolor
para la region 17p13.1, revelé que la pérdida de
una copia del gen TP53 fue lo predominante en la
mayoria de los casos (figura 1).

Todos los casos que presentaron monosomia del
cromosoma 17, también presentaron una sola
copia del gen TP53. Por otra parte, de los 14
casos que tenian dos copias del cromosoma 17
(sin aneuploidias), 10 mostraron delecién del gen
TP53. Por lo tanto, de las 38 muestras de tumores
sélidos analizadas, s6lo cuatro casos (10,5%) (11,
18, 29 y 37) fueron normales para el nimero de
copias del cromosoma 17 y del gen TP53. Estos
casos correspondieron a dos tumores benignos y
dos carcinomas.

Por otro lado, 15 de las 38 muestras de tumores
sélidos eran del sistema gastrointestinal (eséfago,
estobmago, colon, recto y duodeno). Un analisis
independiente de este grupo de tumores mostré
que el porcentaje de aneuploidia del cromosoma
17 fue de 33,3% (5/15) y de 93,3% (14/15) para la
delecién del gen TP53 (figura 1).

Discusion

La deteccién de alteraciones cromosOmicas en
los tumores soélidos mediante la técnica de FISH,
se ha venido haciendo de forma intensa desde la
ultima década, hasta el punto de convertirse en

una técnica de rutina para el andlisis citogenético
del cancer.

El estudio citogenético con FISH, similar a lo que
ocurre con la citogenética convencional, presenta
algunas dificultades técnicas, como la deficiente
disociacion celular que se tiene en algunos tumores
solidos, debido a la cantidad de tejido conjuntivo
y adiposo; otros tumores, como los del sistema
gastrointestinal, por su consistencia o viscosidad,
se consideran dificultosos para el procesamiento y

396

Biomédica 2010;30:390-400

obtencién de nucleos interfasicos. Por esta razon,
los nucleos no quedan expuestos y las sondas no
se unen a la secuencia complementaria (2,13).

En este estudio, de acuerdo con el diagnéstico
histopatolégico, es importante resaltar que la
mayoria de los tumores examinados fueron
malignos. Asimismo, llama la atencién que, al
momento del estudio, el 37% de las muestras
procedian de individuos menores de 40 afos
(especialmente, cuatro casos entre 23 y 25 afos,
todos con tumores malignos); en estos individuos
podria suponerse que tendrian un mal pronéstico
de la enfermedad. Este tipo de estudios podrian ser
utiles en la epidemiologia del cancer en nuestras
regiones, con el proposito de identificar factores de
exposicion ambiental asociados con el cancer.

En este estudio se encontrdé una alta frecuencia
(63%) de aneuploidias del cromosoma 17 en los
diversos tumores sélidos, lo que concuerda con lo
publicado en otros trabajos similares realizados con
FISH (11,15-18). Sin embargo, debe mencionarse
que los estudios muestran una amplia escala de
porcentajes de aneuploidias para el cromosoma 17
(entre 10% y 80%). La aneuploidia del cromosoma
17 es muy frecuente en diversos tumores solidos,
tales como mama, sistema gastrointestinal, vejiga,
prostata, rinén, cabeza y cuello (2,4,19,20).
Estos hallazgos sugieren que esta alteracion
cromosémica numérica es clave en el origen de
diferentes neoplasias.

En este trabajo, la monosomia fue la aneuploidia
mas frecuente (75%), mientras que la trisomia
se presentd con menor frecuencia (17%). Estos
resultados estan dentro del rango de porcentajes
informados en la literatura (18,21,22). Galluci et
al. (23) y Gotte et al. (24) encontraron frecuencias
de monosomia de 37,5% y 27%, respectivamente.
Varios trabajos muestran que la pérdida del
cromosoma 17 ocurre en las primeras etapas del
desarrollo del tumor (17,18,20,22). Lo anterior ha
permitido sugerir que la monosomia del cromosoma
17 es una alteracién comun en los tumores sélidos
y que podria considerarse como un marcador
cromosémico recurrente.

Por otro lado, en el grupo de tumores soélidos del
aparato gastrointestinal se encontrd6 una menor
frecuencia de aneuploidia del cromosoma 17
(33,3%), Este porcentaje contrasta con el obtenido
en todas las muestras evaluadas (63%), lo cual
podria explicarse por el tamano de la muestra. Sin
embargo, es similar al encontrado por Risio et al.
(25) en 20 muestras de carcinomas colorrectales,
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mientras que Gomyo et al. (26) y Fringes et al. (20),
en muestras de tumores gastricos, encontraron
una alta frecuencia de trisomia del cromosoma
17. De esta manera, en la literatura se describen
dos patrones de alteraciones cromosdmicas
(uno monosémico y otro trisémico) en tumores
gastrointestinales. Estos trabajos también correla-
cionan la pérdida del cromosoma 17 con tumores
malignos, similar a lo observado en los carcinomas
de colon (15,16,26).

En resumen, nuestros resultados muestran que
la monosomia del cromosoma 17 fue la alteracion
numérica mas frecuente en todas las muestras de
tumores analizadas.

En la década de 1900, Boveri (27) propuso la teoria
de la aneuploidia como causa del cancer y de la
inestabilidad cromosémica. Dicha teoria ha sido
corroborada en numerosos estudios citogenéticos
de tumores sélidos. Los recientes trabajos de
Duesberg et al. (28,29) reevallan los postulados
de Boveri, utilizando modelos in vitro con células
transformadas, en los que se ratifica que el cancer
se origina por aneuploidias (pérdida o ganancia de
cromosomas) y que la inestabilidad cromosémica
es proporcional al grado de la aneuploidia y al
ndmero de cromosomas afectados (6,29). En
conclusion, Duesberg confirma que las alteraciones
cromosémicas juegan un papel fundamental en la
iniciacion y progresion del cancer, y que, ademas,
los cromosomas de las células cancerosas son
inestables por causa de la aneuploidia.

La aneuploidia y la inestabilidad cromosdmica
afectan la expresion de diferentes genes respon-
sables de la segregacién cromosomica, control del
ciclo celular, proliferacion, sintesis y reparacion
del ADN (3,4,30-32). Debe anotarse que en el
cromosoma 17 se localizan genes importantes
implicados en multiples mecanismos bioldgicos,
como son protooncogenes, genes supresores de
tumores, factores de crecimiento, receptores de
hormonas, genes de reparacién y de estabilidad
gendmica, entre muchos otros (1,2,4,7,8). Entre
los genes que se encuentran en el cromosoma 17,
estan el ERBB2, BRCA1, EGFR, NME1, THRA,
HER2/neu, TP53, TOP2Ay NF1(1,7,9,17,33).

El caso 28 (carcinoma de mama) es interesante
porque presentd monosomia del cromosoma 17,
considerada una alteracién cromosémica comun
durante el desarrollo de esta neoplasia (17,34).
Es bien conocido que los genes BRCA1, HER2/
neu y el TP53 estan asociados con la génesis
del cancer de mama (1,7,9,32). En este caso se
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podria establecer una correlacion entre la pérdida
de estos genes y el desarrollo del tumor.

En conclusion, la aneuploidia del cromosoma 17
afecta notablemente la expresion de multiples genes,
estableciéndose una via molecular relacionada con
el origen de diversos tumores, como se ha observado
en el de mama, colorrectal, ovario, vejiga, cabeza y
cuello (4,8,9,10,20,22,26).

Por otra parte, en este estudio se demostré que
89,5% de los tumores sélidos examinados tenia
delecion del gen TP53. Este porcentaje es muy alto
comparado con los publicados por otros autores en
diferentes tumores sélidos (25,35-38); sin embargo,
esté dentro del rango informado y concuerda con
lo descrito en la literatura en lo referente a que este
gen se encuentra alterado en cerca de 50% de
todos los canceres en humanos (7,9,10,16,22).

Nuestros hallazgos demuestran que la delecién
del gen TP53 fue predominante en muestras
de tumores malignos. Los resultados también
corroboran lo informado en cuanto a que la
delecion del locus 17p.13.1 ocurre con mayor
frecuencia en carcinomas, especialmente en los
colorrectales (25,26,35). Ademas, la delecién se
asocia con un mal pronéstico y con una respuesta
ineficiente al tratamiento con ciertos medicamentos
antineoplasicos (9,10,39). Por lo tanto, la delecién
del gen TP53 se considera como una alteracion
de graves consecuencias para la célula, dada
las multiples funciones biolégicas en que esta
involucrado este gen, especificamente en las del
control del ciclo celular, reparacién, apoptosis y
estabilidad gendmica. También se sugiere que la
delecién del TP53 juega un papel clave durante
la transicion de una neoplasia benigna hacia una
maligna. No obstante, la utilidad clinica de la
delecién del gen TP53 en algunos tumores adn no
esta bien definida.

En el grupo de tumores del aparato gastrointestinal,
la delecion del gen TP53 también presenté una
gran frecuencia (93,3%), similar a la encontrada
en todos los tumores sdlidos evaluados. Esta
frecuencia informada es notablemente mayor a las
publicadas por Fahmy et al. (40) (40%), Gomyo et
al. (26) (77%) y Risio et al. (25) (60%). De estos
estudios se sugiere que la delecién del gen TP53es
una alteracion muy frecuente en la carcinogénesis
gastrica y colorrectal.

En este estudio se observé una correlacién entre
la monosomia del cromosoma 17 y la pérdida de
una copia del gen TP53. Se ha observado en los
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casos que presentan delecién del TP53 en uno
de los dos cromosomas (delecién monoalélica)
que, con frecuencia, se presentan mutaciones
en el gen TP53 del cromosoma homdélogo, lo que
conduce a la inactivacion del gen (7,8,26,35,37).
Por tal razon, la monosomia de cromosoma 17 o
la delecion del locus 17p13.1 originarian un estado
de “haploinsuficiencia” del gen TP53(7,8), mientras
que, en las muestras que no tienen aneuploidias
pero si la pérdida de las dos copias de gen TP53
(delecion bialélica), no habria expresion del gen.
Lo anterior podria explicarse por la teoria de los
dos golpes propuesta por Knudson (41).

Por otro lado, enlos casos normales de este estudio
no podrian descartarse mutaciones en un sélo alelo
0 en los dos alelos del TP53, puesto que la FISH
no detecta mutaciones puntuales. La delecion del
TP53 no solo conduce a la pérdida del control del
ciclo celular, sino también, a la acumulacién de
otros tipos de alteraciones genéticas en las células
neoplasicas.

En este estudio realizado con la técnica FISH en
nucleos interfasicos, se demostrd la presencia de
diferentes patrones de sefiales de hibridacion en
un mismo tejido. Es decir, se detectaron clones
con subpoblaciones de nucleos heterogéneos:
monosémicos, disémicos, trisémicos y, en
menor frecuencia, tetrasomicos. Estos hallazgos
concuerdan con los publicados previamente en
la literatura (16,25,26,35). Lo anterior podria
explicarse porque en algunas ocasiones las
muestras también tumorales incluyen tejido normal
o por la heterogeneidad genética intratumoral
que caracteriza al tejido neoplasico durante la
carcinogénesis (32,42,43). Este mecanismo y la
expansion clonal se originan por la inestabilidad
cromosOmica y por mutaciones en diversos
genes como el TP53 (44,45). La heterogeneidad
genética se ha evidenciado ampliamente en la
mayoria de tumores sdlidos y se relaciona con
el fenotipo tumoral, la metéstasis y la resistencia
a determinados medicamentos antineoplasicos.
(32,42,46). Por lo tanto, otra de las ventajas que
se tienen con la FISH es que permite evaluar la
heterogeneidad genética en nicleos individuales, lo
que no es posible con otras técnicas moleculares.

Por ultimo, en las cuatro muestras con resultados
normales para el nimero de copias del cromosoma
17 y del gen TP53, no se podria excluir la presencia
de otro tipo de alteraciones (cromosémicas o
génicas) no evaluadas. Muchos de los tumores
sOlidos evaluados también se asocian con
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anomalias en los cromosomas 1, 5,7, 8,9, 13y
18, entre otros, asi como con mutaciones en los
genes p21, p16, RB, K-RAS, PTEN, MLH1, DCC,
APC y C-MYC (1,2,4,47-49). Por tal razén, se
necesitan futuras investigaciones que empleen
simultaneamente diversas técnicas moleculares,
como también, otras técnicas variantes de la FISH,
como la SKY-FISH o el CGH-array, para evaluar
todos los cromosomas de las células tumorales.

El presente trabajo es el primero en nuestro medio
que informa los hallazgos de aneuploidias del
cromosoma 17 y delecion del gen TP53 en una
variedad de tumores solidos primarios, empleando la
técnica de la FISH bicolor. Los resultados obtenidos
aportan informacién basica sobre la genética de los
tumores sdlidos; sin embargo, es necesario realizar
otros estudios con el propésito de corroborar los
resultados informados. Asimismo, es importante
ejecutar estudios de epidemiologia genética para
identificar factores de exposicién ambiental a los
que esta sometida la poblacion colombiana y su
relacién con la aparicién del cancer.

En conclusién, este estudio confirma que la delecién
del gen TP53y la aneuploidia del cromosoma 17
son alteraciones citogenéticas frecuentes en los
tumores solidos de pacientes colombianos.
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