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Resumen

Las neoplasias hematoldgicas se caracterizan por presentar una amplia diversidad de
alteraciones genéticas. Se analizaron 15 muestras de pacientes con diferentes tipos de
neoplasias hematologicas mediante la técnica FISH, para detectar aneuploidias del
cromosoma 17y la delecién del gen TP53. En 11 de ellas se hicieron anélisis cromosémicos
por citogenética convencional; 6 de las 11 tenian cariotipo anormal (54,5%): se detectaron 3
translocaciones y 3 mosaicismos. EI andlisis de las 15 muestras mediante la técnica FISH
mostrd un 26,7% de aneuploidia del cromosoma 17y un 33,3% con deleciéon del gen TP53. De
los 6 casos con cariotipo anormal, en 2 se detectaron alteraciones por FISH. En 5 casos se
detectaron con esta técnica alteraciones cromosémicas no observadas por citogenética
convencional. Solo en 3 (20%) de las 15 muestras analizadas el andlisis cromosémico resultd
normal por citogenética convencional y FISH. En este trabajo se corrobora que la aneuploidia
del cromosoma 17y la delecién del gen TP53 tienen una baja frecuencia en las neoplasias
hematoldgicas. Sin embargo, el valor prondstico de estas alteraciones genéticas no estd bien
definido.
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Summary

Study of chromosome 17 aneuploidy and of TP53 gene deletion in patients with hematological neoplasias by dual-
color fluorescence insitu hybridization (FISH)

Hematological neoplasias are characterized by a wide spectrum of genetic alterations. We
analyzed 15 specimens from patients with various types of hematological malignancies by
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means of the FISH technique in order to detect
aneuploidy of chromosome 17 and deletion of TP53
gene. In 11 of them chromosomal analyses were also
carried out using conventional cytogenetic
techniques; in 6 of these 11 specimens (54.5%)
abnormal kRaryotypes were detected, namely: 3
translocations and 3 mosaicisms. FISH results
revealed thatin 26.7% of the 15 specimens there was
chromosome 17 aneuploidy, and that 33.3% had TP53
deletion. Out of the 6 cases with abnormal
Raryotypes, further alterations were detected in two
by FISH. In 5 cases chromosomal abnormalities were
detected by FISH but not by the conventional
cytogenetic procedures. Only in 3 (20%) out of the 15
specimens the results of chromosomal analyses were
normal by both the conventional cytogenetics and
FISH. These results corroborate the low frequency of
chromosome 17 aneuploidy and of TP53 gene
deletion in hematological neoplasias. However, the
prognostic value of these genetic alterations is still
not well defined.
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INTRODUCCION

Las neoplasias hematoldgicas tienen origen clonal y
se caracterizan por presentar una gran heterogenei-
dad genética; hay una amplia variacién geogréfica
de las alteraciones genéticas relacionadas con ellas,
posiblemente por factores ambientales o por la com-
posicidn genética de las poblaciones.! Muchos me-
canismos genéticos se relacionan con el origen de
las neoplasias hematoldgicas, entre ellos: mutacio-
nes puntuales, pérdida de heterocigocidad (LOH, por
su sigla en inglés), amplificacién génica, metilacién
de genes y alteraciones cromosémicas numéricas
(aneuploidias) y estructurales (principalmente
deleciones, inversiones y translocaciones)."? Estas
alteraciones genéticasy epigenéticas conducen a la
activacién de protooncogenes o a la inactivacion de

genes supresores de tumores, que por estos mecanis-
mos promueven la inestabilidad gendmica. Estos dos
grupos de genes son esenciales en el control de la
proliferacion y el ciclo celulares.

El andlisis citogenético de las neoplasias
hematoldgicas es importante para el diagnéstico y
el prondstico, asi como para el conocimiento de las
bases genéticas de su patogénesis.® Especificamente
en leucemias y linfomas, la citogenética
convencional tiene un papel significativo en el
estudio de la genética del cdncer, puesto que ha
permitido identificar un gran nimero de marcadores
cromosémicos que se repiten en casi todos los
pacientes afectados por cdnceres hematoldgicos,
como la translocacién t(9;22) (q34;q11) o el
cromosoma Filadelfia (Ph'), una de las alteraciones
citogenéticas de gran importancia para el
diagnéstico, tratamiento y seguimiento de la
leucemia mieloide crénica.*

Con el desarrollo de la citogenética molecular, la
hibridacién in situ por fluorescencia (FISH, por su
sigla en inglés) revoluciond Ilos andlisis
cromosOmicos en la genética del cdncer. Esta prueba
se ha convertido en uno de los avances mas
importantes en el diagndstico citogenético de
neoplasias hematoldgicas, especialmente porque
permite analizar células en interfase (I-FISH).> Su
sensibilidad y especificidad son altas por lo que con
ella se logra identificar un gran numero de
reordenamientos cromosémicos en regiones que
contienen genes implicados en el desarrollo de
neoplasias hematoldgicas, que no se detectaban con
la citogenética convencional. Ademads, la técnica
FISH tiene otras ventajas como la de hacer el anélisis
cromosémico en un tiempo cortoy analizar un mayor
numero de células por caso; esto la diferencia de la
citogenética convencional cuyas desventajas son: el
bajo indice mitdtico de los cultivos celulares, la
morfologia pobre de los cromosomas y un bandeo
cromosdmico deficiente, lo que dificulta Ia
deteccién de ciertas alteraciones cromosdmicas
estructurales y numéricas.>® En la actualidad estdn
disponibles numerosas sondas comerciales para
detectar alteraciones cromosOmicas recurrentes y
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que permiten también evaluar cambios en el nimero
de copias de genes especificos en neoplasias
hematoldgicas y tumores sélidos.” Por lo anterior, se
ha implementado la técnica FISH como de rutina en
los laboratorios de citogenética, para el diagndstico
molecular de alteraciones cromosémicas y génicas
en diversas neoplasias.

De otro lado, numerosos estudios citogenéticos
llevados a cabo en neoplasias hematoldgicas con las
técnicas convencionales y moleculares han hallado
una gran variedad de alteraciones cromosémicas y
con ellos se ha demostrado que la inestabilidad
cromosdmica es comun en leucemiasy linfomas.>43°
Entre las anormalidades cromosdémicas mas
frecuentes en las neoplasias hematoldgicas estan las
deleciones en las regiones cromosdmicas 13q14,
11922-q23, 17p13 y 5q-; aneuploidias de los
cromosomas 7, 8, 11y 17y translocaciones como la
t(9;292), t(8;21).">® Cabe mencionar que en estas
regiones cromosdmicas se localizan protooncogenes
y genes supresores de tumores, que son importantes
para mantener la estabilidad genémica de las células.
Dichas alteraciones cromosdmicas tienen
implicaciones importantes para el prondstico, puesto
que en muchos casos se asocian con las
manifestaciones clinicas y patoldgicas de la
enfermedad, un mal prondstico, periodos cortos de
supervivenciay fallas en la respuesta a determinados
tratamientos.®

Especificamente la delecién 17p13 es una alteracion
cromosdémica comun en las neoplasias
hematoldgicas cuya frecuencia parece variar con el
avance de la enfermedad.!®!® Asi, mientras que
algunos autores la han informado en porcentajes
bajos,!' otros la han hallado en porcentajes altos en
los estados avanzados de la enfermedad. Debe tenerse
en cuenta que en el locus 17p13.1 se [ocaliza el gen
supresor de tumores TP53, que codifica para una
fosfoproteina nuclear de 53 Rd (proteina p53), que
actila como factor de transcripcion.'? Este gen
interviene en muchas funciones celulares,
especialmente en el control del ciclo, la apoptosis,
la respuesta al dafio y la reparacién del ADN, por lo
que también se lo conoce como “gen guardian del
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genoma humano”.® EIl gen TP53 se encuentra
alterado en mas del 50% de las neoplasias estudiadas,
con mayor frecuencia en los tumores sélidos que en
las leucemias y linfomas.'*'* La delecién 17p13.1y
las mutaciones en el gen TP53 se asocian con un mal
prondstico y con los estadios avanzados de
malignidad en diversas neoplasias.'

El objetivo del presente trabajo fue evaluar las
aneuploidias del cromosoma 17 y la delecion del
gen TP53 (locus 17p13.1) en 15 pacientes con
neoplasias hematoldgicas, empleando la técnica
FISH bicolor.

MATERIALES Y METODOS

Pacientes

Se analizaron muestras de médula dsea o sangre
periférica de 15 pacientes con neoplasias
hematoldégicas. Once fueron mujeres (edad
promedio: 39 afnos; rango: 6 a 63 anos) y cuatro,
hombres (edad promedio: 17 afios; rango: 14 a 19
anos). Previo consentimiento informado por escrito,
se obtuvieron las muestras mediante aspirado de
médula ésea o flebotomia, en los servicios de
hematooncologia de la Facultad de Medicina de la
Universidad de Antioquia, el Hospital Universitario
San Vicente de Patil y el Hospital Pablo Tobdn Uribe,
instituciones, todas ellas, de la ciudad de Medellin.
Las muestras se remitieron al Laboratorio de Genética
Médica, de la Facultad de Medicina de la Universidad
de Antioquia. Los pacientes no habian recibido
previamente quimioterapia ni radioterapia. EIl
estudio fue aprobado por el Comité de Bioética de la
Universidad de Antioquia.

Estudio citogenético

Las muestras de médula dsea y sangre periférica se
recolectaron en jeringas heparinizadas de 10 mL. Se
establecieron cultivos celulares en el medio HAM-
F12/DMD (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO),
suplementado con 10% de suero bovino fetal
(GibcoBRL, Grand Island, NY) y se incubaron a 37 °C
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por 24 horas. Luego se adicionaron 100 ul de
Colcemid®, a 37 °C por 10 minutos, se centrifugd a
1.200 rpm por 10 minutos y se descartd el
sobrenadante. Inmediatamente después se adiciond
una solucion hipotdnica (KCI al 0,075 M; J. T. Baker,
Phillipsburgh, NJ) y se incubd a 37 °C por 15 minutos;
después se centrifugd en las mismas condiciones ya
descritas y se descartd el sobrenadante;
posteriormente se hizo una prefijacion con 10 mL
del fijador metanol/acido acético 3:1 a temperatura
ambiente por 15 minutos, se centrifugd durante 10
minutos a 1.200 rpmy se descartd el sobrenadante, y
seguidamente se hicieron tres lavados con el mismo
tijador. Finalmente, se depositaron gotas de la
suspension celular en los portaobjetos. En todos estos
se realizd bandeo R. Para cada caso se analizaron al
menos 20 metafases; los cariotipos se organizaron
segun la nomenclatura del ISCN (del inglés:
International Standing Committee on Human
Cytogenetic Nomenclature) 2005. Las placas para el
FISH se almacenaron a -20 °C hasta el momento del
proceso.

Técnica FISH bicolor

La técnica FISH bicolor se hizo con sondas
comerciales marcadas directamente con diversos
fluorocromos: para detectar aneuploidias del
cromosoma 17 se utilizé una sonda centromeérica
(CEP 17, sefial verde, Vysis-Abbott); para detectar la
delecion del gen TP53 se utilizd una sonda de locus
especifico para este gen (LSI 17p13.1, sefal
naranja,Vysis-Abbott). Para las condiciones de
pretratamiento de las placas, hibridacién y anélisis
se siguieron las instruccionesy recomendaciones del
tabricante (Vysis-Abbott). Brevemente descritas, los
extendidos se desnaturalizaron en formamida al 70%
a 73 °C por 5 minutos; luego se deshidrataron en una
serie de etanoles frios al 70%, 85% y 100%. A cada
placa se le adicion6 una mezcla de10 wl de cada una
de las sondas CEP 17 y LSI 17p13.1 en el area de
hibridacién seleccionada, sobre la cual se puso un
cubreobjetos de 22 x 22 mm. La hibridacién se hizo
en una camara hiimeda incubada a 37 °C por 16

horas. Después de ella se lavd dos veces. Finalmente,
las placas se colorearon con DAPI (sigla en inglés de
4,6-diamino-2-fenilindol) de Vysis-Abbott. Las sefiales
de hibridacién se analizaron en un microscopio de
epifluorescencia (AxyosRop 2 plus Zeiss, Alemania)
dotado con un filtro triple simultdneo (DAPI/
ORANGE/GREEN) y las imagenes se captaron con
una cdmara CCD AxioCam MRc (Zeiss). En cada caso
se analizaron 100 células, excluyendo del anélisis [os
nucleos fusionados o con sefales difusas. Como
control se incluyeron muestras de sangre periférica
de 5 individuos sanos. En los controles el patrén de
hibridacién fue de dos sefales verdes (cromosoma
17) y dos de color naranja (locus 17p13.1 del gen
TP53), para un total de cuatro sefiales de hibridacion.

Con base en anélisis previos hechos con las muestras
de control (datos no presentados), se establecieron
los siguientes puntos de corte para el andlisis del FISH-
bicolor: aneuploidia cuando més del 9% de las células
presentaban menos o més de 2 sefiales de hibridacion
para el centrémero del cromosoma 17; es decir, que
una muestra es normal (disémica) si tiene un
porcentaje del 91% o mads de los nucleos con dos
sefales para el centromero del cromosoma 17; para
la nulisomia, la trisomia y la monosomia los puntos
de corte fueron del 1%, 4% y 7%, respectivamente. La
tetrasomia no se observod en los nucleos normales,
por lo que se definié arbitrariamente el 1% como
punto de corte. En todos los casos los puntos de corte
se calcularon con dos desviaciones estdndar. Cuando
se detectaron subpoblaciones de células con clones
heterogéneos (monosdémicos/disémicos/ o
trisdbmicos/tetrasémicos), se establecié que el
resultado final se informaria con base en el clon
mayor, es decir, en el que presentara el mayor
porcentaje de células anormales.

La delecién en el locus 17p.13.1 del gen TP53 se
determind dividiendo el total de sefales de
hibridacién del gen TP53 por el total de sefiales del
centrémero del cromosoma 17 (Total de sefiales LSI
TP53 /Total de sefiales CEP 17). Se definié que una
muestra tenfa deleciéon del gen TP53 cuando se
obtenia un valor de 0,95 0 menor.
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RESULTADOS

En la tabla n.° 1 se presenta la informacién general
de cada uno de los pacientes estudiados: edad, sexo,

tipo de neoplasia hematoldgica y los resultados
obtenidos por citogenética convencional y FISH.

Tablan.® 1. Edad, sexo, resultados hematoldgicos, cariotipos y FISH en 15 pacientes con neoplasias hematoldgicas

Numero de sefiales de hibridacion Delecin
Caso Sszol Diagndstico hematoldgico (LSl Cariotipo
ad Cromosoma 17 (%) TP53 (%) LLER
CEP17)
0 1 2 3 =24 0 1 2 3 >4 =0%
01 M/19  Leucemia eosinofilica cronica 0 6 94 0 0 4 1 84 1 0 0,94 43-45,-22/46 XY
02 F/45 Leucemia mieloide cronica 0 2 98 0 0 0 4 9% 0 0 0,98 46,XX, 1(9;22)
03 F/i21 Leucemia mieloide cronica 0 1T 87 0 0 0 23 77 0 0 0,95 46,XX, 1(9;22)
3
04 M/17  Leucemia linfoide aguda 0 0 8 3 14 0 6 78 6 10 0,95 Ph- (FISH)
05 M/14  Leucemia mieloide aguda 0 7 88 5 0 1 14 81 2 2 0,96 No metafases
06 F/63 Sindrome mielodispldsico 0 6 93 1 0 2 11 86 1 0 0,95 Ph- (FISH)
07 F/35 Trombocitemia esencial 0 4 96 0 0 0 9 91 0 0 0,97 46,XX
08 F/21 Leucemia mieloide aguda 0 8§ 92 0 0 0 11 8 0 0 0,98 No metafases
09 M/16  Leucemia mieloide aguda 0 2 95 3 0 0 3 93 4 0 1,00 46,XY
10 F/40  Leucemialinfoide aguda 0 5 95 0 0 0 6 94 0 0 0,99 46,XX
" F/47 Leucemia eosinofilica crénica 0 397 0 0 3 15 80 2 0 0,92 46,XX
12 F/55 Leucemia linfoide crénica 0 8§ 92 0 0 0 11 8 0 0 0,98 40-44/46,XX
13 F/63 Leucemia mieloide aguda 0 10 87 3 0 0 10 8 2 0 0,99 46,XX
14 F/6 Leucemia mieloide aguda 0 3 96 1 0 0 7 93 0 0 0,97 45X, 1(8;21)
15 F/35 Leucemia mieloide crénica 0 8 92 0 0 0 12 88 0 0 0,98 44-45/46,XX

El estudio citomorfolégico de los aspirados
medulares y la sangre periférica mostrd cinco casos
de leucemia mieloide aguda (33,3%), tres de leucemia
mieloide crénica (20%), dos leucemias linfoides agu-
das (13,3%), dos leucemias eosinofilicas cronicas
(13,3%), un caso de leucemia linfoide crénica, uno
de sindrome mielodisplasico y uno de trombocite-
mia esencial (Tabla n.° 1).

En 13 de las 15 muestras se establecieron cultivos
celulares para el estudio cromosémico convencional
por citogenética, mientras que los otros dos casos se
estudiaron por la técnica FISH para evaluar la
presencia del cromosoma Filadelfia. En dos muestras
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no se obtuvieron metafases para el estudio
citogenético. De los 11 casos restantes se encontrd
que 5 (45,5%) presentaban un cariotipo normal (46,XX
0 46,XY), mientras que 6 (54,5%) lo tenian anormal
(Tabla n.° 1). De estos ultimos, 3 presentaban
translocaciones (casos 02, 03, 14): dos de ellos tenian
46,XX, 1(9;22) y uno, 45X, t(8;21), mientras que los otros
3 (casos 01, 12, 15) tenian mosaicismos, o sea,
alteraciones numeéricas compuestas por dos lineas
celulares diferentes, una normal y otra con
hipodiploidia (Tabla n.° 1).

En cuanto a los resultados obtenidos por la técnica
FISH, se encontrd que 4 de las 15 muestras (26,7%)
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tenian aneuploidias del cromosoma 17y 11 (73,3%)
eran normales para el nimero de copias de este
cromosoma (Tabla n.° 1). De los 4 casos con
aneuploidias, 3 tenian una monosomia (75%) (casos
03, 05 y 13) y el otro presentaba tetrasomia del

cromosoma 17 (caso 04), el cual se destac por pre-
sentar un alto porcentaje (14%) de células con cuatro
sefiales para este cromosoma (Figura n.° 1). En nin-
guno de los casos se detectaron nticleos con pérdida
de las dos copias del cromosoma 17 (nulisomia).

.A .l
.( -I

Figuran.° 1. Imagenes obtenidas con la técnica de FISH para el cromosoma 17 (verde) y el locus 17p.13.1 del gen TP53 (rojo) en las muestras
analizadas. A. Nucleo interfasico con FISH normal: 2 sefiales verdes para el cromosoma 17 y dos seiiales rojas para el gen TP53. B. Nuicleo con 3
sefiales tanto para el cromosoma 17 (trisomia), como para el gen TP53. C. Niicleo con dos seiales verdes para el cromosoma 17 y una seiial roja

(delecién) para el gen TP53. D. Niicleos con una sefial verde para el cromosoma 17 (monosomia) y una sefial roja (delecion) para el gen TP53.

La delecién en el locus 17p.13.1 del gen TP53 se
observd en 5 de las 15 muestras (33,3%) analizadas
por la técnica FISH (casos 01, 03, 04, 06 y 11); las 10

restantes (66,7%) eran normales para el numero de
copias del gen TP53 (Tabla n.° 1) (Figura n.° 1). De
acuerdo con estos resultados, se definidé que la
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delecidon monoalélica fue la pérdida comuin en todos
los casos. El caso 04 presentd un alto porcentaje (10%)
de nucleos con cuatro copias del gen TP53, similar a
lo observado para la aneuploidia del cromosoma
17.

En la mayoria de los casos analizados con la técnica
FISH-bicolor se detectd la presencia simultdnea de
subpoblaciones de nucleos con clones
monosomicos, disdémicos y trisdbmicos y en menor
proporcién tetrasdémicos (Figura n.© 1).

Comparando los resultados obtenidos por
citogenética convencional con los de la técnica FISH
se observd que 2 de los 6 casos con cariotipo anormal
(01 y 03) tenian alteraciones secundarias detectadas
por FISH (Tabla n.® 2). Los tres casos con
hipodiploidias (01,12 y 15) no tenian aneuploidias
del cromosoma 17 cuando se evaluaron por FISH.
Sin embargo, en el caso 01 se detectd por FISH la
delecion del gen TP53 (Tabla n.© 9).

Tablan.° 2. Comparacion de los resultados obtenidos
por citogenética convencional y por FISHen
15 pacientes con neoplasias hematoldgicas

Caso Cariotipo FISH
Cromosoma 17 TP53

01 43-45,-22/46, XY * N** Delecion
02 46,XX, t(9;22) N N

03 46,XX, 1(9;22) Monosomia Delecion
04 Ph"negativo (FISH)*** Tetrasomia Delecion
05 No metafases Monosomia N

06 Phnegativo (FISH)**** N Delecion
07 46,XX N N

08 No metafases N N

09 46,XY N N

10 46,XX N N

1 46,XX N Delecion
12 40-44/46,XX N N

13 46,XX Monosomia N

14 45X, 1(8;21) N N

15 44-45/46,XX N N

* Mosaicismo. ** Normal. *** Solo se realiz por FISH.
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De los casos que tenian translocaciones (02, 03, 14),
dos fueron normales para el niimero de copias del
cromosoma 17y del gen TP53 por FISH (Tabla n.° 2);
pero se obtuvo un resultado llamativo en el caso 03,
que ademas de la t(9;22) identificada por citogenética
convencional, tenia monosomia del cromosoma 17
y delecién del gen TP53 detectadas por FISH (Tabla
n.° 2). Es decir, que en este caso se observaron tres
alteraciones cromosdmicas diferentes.

Por otra parte, en las dos muestras en las que no se
obtuvieron metafases para el estudio cromosémico
(casos 05y 08), la técnica FISH en ntcleos interfasicos
reveld en el caso 05 una monosomia del cromosoma
17, con un nimero normal de copias para el gen
TP53; mientras que el caso 08 fue normal tanto para
el numero de copias del cromosoma 17 como para
el gen TP53 (Tabla n.? 2).

En los casos 04 y 06 en los que solo se hizo estudio
por FISH para evaluar la presencia del cromosoma
Filadelfia y cuyos resultados fueron negativos (Ph'),
se encontrd en el analisis por FISH que el caso 04
tenia una tetrasomia del cromosoma 17 y delecion
del gen TP53; el caso 06 fue diferente pues solo
presento la delecion del gen TP53 (Tabla n.© 9).

De los resultados obtenidos se concluyd que
solamente 3 (20%) de las 15 muestras analizadas por
citogenética convencional y por FISH (casos 07, 09 y
10) eran normales en todos [os aspectos: cariotipo,
numero de copias del cromosoma 17 y numero de
copias del gen TP53.

DISCUSION

En este estudio se utilizo la técnica FISH-bicolor para
evaluar el numero de copias del cromosoma 17y la
delecién en el locus 17p13.1 del gen TP53 en 15
pacientes con diversas neoplasias hematoldgicas. El
andlisis cromosdmico por citogenética convencional
en 11 casos mostréd que 6 (54,5%) tenian un cariotipo
anormal. Este porcentaje estd dentro del rango
informado en la literatura (30 a 65%) para los
diferentes tipos de neoplasias hematoldgicas,®*!>1¢y
corrobora que las alteraciones cromosémicas son
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frecuentes en las mismas. De los estudios
citogenéticos se concluye que las neoplasias
hematoldégicas presentan un alto grado de
inestabilidad cromosdmica.

Otros autores también han descrito las alteraciones
cromosdmicas encontradas en este estudio
(translocaciones y mosaicismos con clones
hipodiploides).'®'* Los pacientes con Ilas
translocaciones reciprocas t(9;22) (casos 02 y 03)
tenfan diagnostico citomorfolégico de leucemia
mieloide crénica (LMC). En este tipo de leucemia
dicha translocacion, o cromosoma Filadelfia, es un
marcador cromosdmico presente en el 95% de los
casos;' su deteccién tiene gran importancia en el
diagnéstico, prondstico y seguimiento de los
pacientes con LMC.* De otro lado, la translocacion
t(8;21) observada en el caso 14, que tenia diagndstico
de leucemia mieloide aguda, es una alteracidn que
se encuentra entre 5y 12% de los casos de este tipo de
leucemia.' Por lo tanto, las translocaciones
representan alteraciones cromosomicas estructurales
frecuentes en las leucemias y que intervienen de
manera critica en el desarrollo de estas neoplasias.

En cuanto a los pacientes que tenian un mosaicismo
con clones hipodiploides, cabe mencionar que esta
condicién y especialmente la hipodiploidia (menos
de 46 cromosomas) es muy comun en los diferentes
tipos de leucemias, y que en muchos casos se la
considera como un marcador cromosémico
importante para el pronéstico de la enfermedad.®!*!"
Por otra parte, en este trabajo no se observaron otros
tipos de aneuploidias como monosomia o trisomia
de los cromosomas 7, 8 y 12, que también son muy
frecuentes en las neoplasias hematoldgicas.'

Con respecto a los resultados de la técnica FISH, en
este estudio se encontrd una frecuencia de
aneuploidia del cromosoma 17 del 26,7% (4/15); el
tipo de alteraciéon maés frecuente fue la monosomia
(tres casos) vy hubo un caso de tetrasomia. Estos
resultados concuerdan con los informados en otros
estudios y estdn dentro del rango descrito de
porcentajes de alteraciones.'"'** Estos hallazgos
confirman que la aneuploidia del cromosoma 17 no

es muy frecuente en las neoplasias hematoldgicas, a
diferencia de las aneuploidias de los cromosomas 5,
7,8y 12 que estan entre las mas frecuentes,'"'*' [as
cuales se adquieren durante la carcinogénesis
hematoldgica. Sin embargo, a pesar del bajo
porcentaje de la monosomia del cromosoma 17, debe
tenerse en cuenta que en este cromosoma se localizan
diversos tipos de genes, entre ellos protooncogenes,
genes supresores de tumores y genes de reparacion
(ERBB2,HER2/neu,BRCA1, TOPO II, TP53), que son
esenciales para la estabilidad gendmica.!*!* Por lo
tanto, la pérdida o ganancia en el nimero de copias
del cromosoma 17 afecta la expresién de estos genes,
lo que podria inducir el mecanismo de inestabilidad
genética.

Por otra parte, la delecion del gen TP53 se encontrd
en 5 pacientes (33,3%). En las neoplasias
hematoldgicas, a semejanza de lo observado para la
aneuploidia del cromosoma 17, se encontrd una baja
incidencia de delecién en la region 17p13.1 del gen
TP53, con un rango entre 8 y 30%.'*'81921.22 Sin
embargo, la mayoria de los estudios han hallado
porcentajes menores del 20%. Thornton y
colaboradores,” en un estudio realizado con FISH
en 115 muestras de pacientes con leucemia
linfocitica crénica encontraron una frecuencia del
192% de delecion del gen TP53; en otro estudio similar
al anterior, Sindeldrovéd y colaboradores'' informaron
una frecuencia del 16% de esta delecidn en 206 casos
con este mismo tipo de leucemia. El porcentaje de
delecion del gen TP53 hallado en este trabajo es més
alto que el informado en estos dos estudios. Tal
diferencia podria explicarse por el menor tamano
muestral de nuestro estudio. Lo anterior permitiria
concluir que la delecién del gen TP53 no es muy
frecuente en las neoplasias hematoldgicas, a
diferencia de los tumores sélidos en los que
generalmente se presenta un alto porcentaje de esta
delecién. Por otra parte, varios estudios informan que
las deleciones mds comunes en las neoplasias
hematoldgicas son la 11q22 (ATM), 13q14 (RB), 7-,
6q21y Sq.7,11‘18,22,24,95

En general podria considerarse que la delecion del
gen TP53 constituye una alteracidn grave que afecta
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la estabilidad del genoma, por su importancia en el
control del ciclo celular y en la reparacion. Por lo
tanto, la delecién, la inactivacion por mutacion o la
no expresion de este gen promueven la aparicién de
diversas alteraciones genéticas en células
neopldsicas, tal como se ha evidenciado en los
tumores hematoldgicos.®'*%* Adicionalmente,
estudios epidemioldgicos de neoplasias
hematoldgicas indican que la delecion del gen TP53
se relaciona con un mal prondstico de la
enfermedad, una menor tasa de supervivencia y
resistencia a ciertas drogas antineoplasicas (por
ejemplo, analogos de la purina y agentes
alquilantes).'**%%%8 En resumen, las alteraciones en
el gen TP53 tienen un papel importante en el
comienzoy el avance del cancer.

La técnica FISH fue informativa en los casos en que
no se obtuvieron metafases para el estudio
citogenético. El caso 05 presentd una monosomia
del cromosoma 17, mientras que el caso 08 fue normal
tanto para el numero de copias del cromosoma 17,
como para el gen TP53. Estos resultados, y otros
discutidos més adelante, demuestran la importancia
de la técnica FISH en ntcleos interféasicos,
especialmente cuando los cultivos celulares no son
exitosos.? Por tal razoén, la técnica FISH se ha
convertido en la Gltima década en el “estdndar de
oro” molecular para el diagndstico citogenético de
neoplasias hematoldgicas, y también para la
investigacion bésica en cancer.

Comparando los resultados obtenidos con la
citogenética convencional y la técnica FISH, se
encontraron hallazgos importantes. Los casos 11y
13 tenian un cariotipo normal, pero el andlisis por
FISH detectd una delecion del gen TP53 (caso 11) y
una monosomia del cromosoma 17 (caso 13). En este
mismo sentido, los casos 01 y 03 presentaban un
cariotipo anormal y por FISH se detectaron
alteraciones cromosémicas adicionales. Se resalta
el caso 03 porque fue el tnico en que se detectaron
tres tipos de alteraciones genéticas. Una situacion
similar a la de los casos anteriores se observé en los
casos 04 y 06, que tenian resultados negativos por
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FISH para la presencia del cromosoma Filadelfia y
en los cuales se detectaron una tetrasomia del
cromosoma 17 acompafiada de delecion del gen
TP53 (caso 04) y delecion del gen TP53 (caso 06). Estos
resultados muestran que la técnica FISH, por sus altas
sensibilidad y especificidad, tiene grandes ventajas
sobre la citogenética convencional, puesto que
permitié identificar alteraciones cromosémicas que
no habian sido detectadas por la técnica
convencional, lo que confirma su importancia en el
diagnostico citogenético molecular de estas
neoplasias.>>'#* Sin embargo, debe mencionarse que
tampoco la técnica FISH-bicolor analiza la dotacion
cromosémica completa de la célula, puesto que solo
identifica un determinado cromosoma o un tipo de
alteraciéon cromosdémica estructural. Para resolver
estas [imitaciones existen variantes novedosas de la
técnica FISH, como el SKY-FISH, M-FISH o CGH-arrays,
que permiten evaluar muy detalladamente todos los
cromosomas, y por o tanto hacer un diagndstico més
completo y preciso en el anélisis cromosémico de
muestras tumorales.*

En la mayoria de las muestras analizadas con la
técnica FISH se detectaron clones con nucleos
heterogéneos (Tabla n.° 1), es decir, muestras que
contenian subpoblaciones de nicleos monosdmicos,
disémicos, trisémicos y con menor frecuencia
tetrasémicos. Lo anterior se explica por la
heterogeneidad genética intratumoral, que es un
mecanismo biolégico comun en el cdancer,
basicamente originado por la inestabilidad
gendmica.* La heterogeneidad genética y su
expansion clonal se relacionan con el fenotipo
tumoral y con la progresién, metéstasis y resistencia
a ciertas drogas antineoplésicas.’** En este trabajo,
con la deteccion de subpoblaciones de nticleos con
diferente dotacion genética, se demostrd la presencia
de heterogeneidad en las muestras analizadas
mediante la técnica FISH. Por tal motivo, se considera
que esta técnica es muy eficiente en la deteccidn de
estos clones heterogéneos debido a la alta
especificidad de las sondas.>* Ademas, tiene la gran
ventaja de que con ella se puede analizar un mayor
numero de nucleos interfasicos por muestra (mas de
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100), comparado con el bajo nimero de metafases
que se obtiene en las muestras de neoplasias
hematoldgicas.

Finalmente, con este trabajo se concluye que las
aneuploidias del cromosoma 17 y la deleciéon del
gen TP53 en neoplasias hematoldgicas no
constituyen alteraciones citogenéticas recurrentes.
Otras alteraciones genéticas, que afectan a diferentes
cromosomas y a multiples genes, estdn implicadas
directamente en el desarrollo de estas neoplasias
hematoldgicas. Se requieren otros estudios para
definir el valor prondstico de las alteraciones del gen
TP53 en los pacientes con estas neoplasias.
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