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RESUMEN

Introduccion. Las alteraciones cromosomicas numeéricas y
estructurales son comunes en las neoplasias gastrointes-
tinales; estas alteraciones se originan por la inestabilidad
cromosomica que ocurre durante el desarrollo del cdncer,
afectando la expresion de diversos genes como protooncoge-
nes, genes supresores de tumores y genes de reparacion.

Objetivo. Evaluar las aneuploidias del cromosoma 17 y
delecion del gen TP53 en tumores gastrointestinales prima-
rios, mediante la técnica del FISH bicolor.

Muestras y métodos. Se analizaron 15 muestras de tumo-
res gastrointestinales primarios, se disociaron mecdnica y
enzimadticamente con colagenasa para obtener nucleos in-
terfdsicos. El FISH bicolor se realizé con sondas marcadas
con fluorocromos para el centromero del cromosoma 17 y
para el locus 17p13.1 del gen TP53. Se analizaron 100 nu-
cleos por cada muestra.

Resultados. Se encontro que el 33,3% (5/15) de las mues-
tras tenia aneuploidias para el cromosoma 17; la monoso-
mia fue detectada en todos los casos (5/5). La mayoria de
las muestras tenia subpoblaciones de nucleos heterogéneos
(mosomicos, disomicos, trisomicos y tetrasomicos). El 93,3%
(14/15) de los tumores tenian delecion del gen TP53. El es-
tudio histopatologico mostré que 14 de las 15 muestras
presentaban un estado avanzado del cdancer.

Conclusiones. Se demostré un imbalance entre las sefiales
del centromero del cromosoma 17 y del gen TP53 por nu-
cleo mediante el FISH bicolor. Aneuploidias del cromosoma
17 y deleciones en el locus 17p13.1 del gen TP53 son alte-
raciones muy frecuentes en tumores gastrointestinales. El
FISH bicolor permite evidenciar la heterogeneidad genética
intratumoral que se presenta en el desarrollo del cancer.
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SUMMARY

Introduction. Numerical and structural chromosome aber-
rations are common in gastrointestinal cancers; these are
originated by chromosomal Instability that happens during
development of cancer. Thus, the expression of many genes
is affected, such as protooncogene, tumor suppressor genes
and repair genes.

Aims. To evaluate aneuploidy of chromosome 17 and TP53
gene deletions in primary gastrointestinal tumors by dual-
color fluorescence in situ hybridization (FISH).

Samples and methods. 15 primary gastrointestinal tu-
mor samples were analyzed, which were mechanically
and enzimatically disaggregated with 0.2% collagenase in
order to obtain interphase nuclei. Dual-color FISH assays
was performed using direct fluorescent labeling probes for
the chromosome 17 centromere and TP53 gene (17p13.1).
Hybridized signals were counted in 100 interphase nuclei
by each case.

Results. Aneuploidy of chromosome 17 was found in 33.3%
(5/15) of the samples. Monosomy was detected in 100% (5/5)
of cases with aneuploidies. Most of tumor samples exhib-
ited heterogeneous clones that were monosomic, disomic,
trisomic and occasionally tetrasomic. The TP53 deletion
was found in 93.3% (14/15) of the analyzed samples. The
histopathological study showed that 14 out of 15 tumors
samples displayed an advance stage of tumorigenesis.

Conclusions. We found an imbalance of signals for chromo-
some 17 and TP53 per nucleus. Aneuploidy of chromosome
17 and TP53 gene deletion are very frequent aberrations in
gastrointestinal tumors. Dual-color FISH analysis allow de-
tect intratumoral genetic heterogeneity that had occurred
in development of cancer.
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INTRODUCCION

El cdncer gastrointestinal (CGI) es uno de los mds
frecuentes en la poblacién mundial, especialmente el
de estémago y colon, los cuales presentan altas tasas
de mortalidad en diferentes paises (1). Por tal razén,
el CGI constituye uno de los principales problemas
de salud publica en muchos paises. En Colombia, el
cdncer de estémago presenta una de las mayores tasas
de incidencia y de mortalidad en ambos sexos (2).

En la etiologfa del CGI estdn involucrados factores
ambientales, genéticos e infecciosos (especificamente
asociados con la presencia de Helicobacter pylori),
como también, la alimentacién, el consumo de
alcohol, el tabaquismo, el estrés, factores socioeco-
ndémicos, entre otros (2, 3). Por su parte, los factores
genéticos juegan un papel importante en la apari-
cién y desarrollo del CGI, debido a la acumulacién
de diversos tipos de alteraciones genéticas, algunas
de éstas detectadas en lesiones precancerosas (3, 4).
Diferentes estudios concluyen que el CGI se caracte-
riza porque presenta una gran heterogeneidad gené-
tica (5); sin embargo, los mecanismos moleculares
del CGI no estdn bien elucidados.

Las alteraciones genéticas mds comunes en el CGI
son las mutaciones, amplificaciones génicas, pérdida
de heterocigocidad (LOH), inactivacién génica y
alteraciones cromosémicas numéricas y estructura-
les, tales como las aneuploidias que afectan la estabi-
lidad cromosémica, asi como la expresién de genes
importantes como son los protooncdgenes, genes
supresores de tumores, genes que controlan el ciclo
celular y genes de reparacién (4, 6, 7). Las altera-
ciones mencionadas inducen a su vez otros cambios
genéticos, los cuales conducen finalmente a la célula
hacia un estado de inestabilidad genética (8). El CGI
se asocia con alteraciones en los genes APC, MCC,
C-MYC, E-CADERINA, MET, K-RAS, RB, TP53,
DCC, TGF-gR II, MLH1 y MSH2, localizados en
diferentes cromosomas (4, 9, 10). A diferencia del
cdncer de estémago, la genética molecular del cdncer
de colon ha sido ampliamente estudiada y se ha esta-
blecido como un modelo de la secuencia de eventos
genéticos que ocurren en la carcinogénesis de este
tipo de cdncer (11).
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El gen TP53 se considera como uno de los genes m4s
importantes dentro del desarrollo del CGI. Es un
gen supresor de tumores, localizado en el brazo corto
del cromosoma 17 (17p13.1); codifica para una fos-
foproteina nuclear de 53 KD, que actda como un
factor de transcripcién (12) y juega un papel funda-
mental en el control del ciclo celular, la apoptosis,
respuesta al dafio y reparacién del DNA (13). Por
lo anterior, también se le denomina como gen guar-
didn del genoma humano. El gen TP53 se encuentra
alterado en cerca del 50% de todos los cdnceres estu-
diados, incluido el CGI (14). Adicionalmente, este
gen se propone como un marcador genético para el
diagndstico y prondstico de diversos tipos de tumo-
res sélidos (10, 15).

Con el desarrollo de la hibridizacién 7z situ con
fluorescencia (FISH), una técnica de citogenética
molecular, se revoluciond el andlisis cromosémicos
en la genética del cdncer, porque permite detectar
simultdneamente cambios cromosémicos numéricos
(aneuploidias) y estructurales (deleciones y translo-
caciones) en un locus especifico de protooncégenes
o genes supresores de tumores, localizados en un
mismo cromosoma o en cromosomas diferentes
(16). La principal ventaja del FISH es que se puede
realizar en nucleos interfdsicos sin tener que esta-
blecer cultivos celulares. Los cultivos de tumores
s6lidos presentan muchas dificultades especialmente
con la proliferacién celular in vitro, lo que afecta
notoriamente el éxito de los estudios cromosémicos
convencionales (17). Por lo tanto, el FISH permite
realizar un andlisis citogenético molecular rdpido,
con una alta especificidad y sensibilidad en tejidos
tumorales.

El objetivo del presente trabajo fue estudiar las
aneuploidfas del cromosoma 17 y delecién del gen
TP 53 en 15 tumores gastrointestinales primarios,
mediante la técnica del FISH bicolor.

MATERIALES Y METODOS

Muestras

Se analizaron 15 muestras de tumores gastrointesti-
nales primarios (5 de estémago, 2 de eséfago, 6 de



colon, 1 de duodeno y 1 de recto) provenientes de
6 mujeres y 9 hombres, con un rango de edad entre
los 23 y 76 afos. Previo consentimiento informado
por escrito y luego de su aprobacidn, las muestras se
obtuvieron mediante reseccién quirtdrgica o biopsia
del tumor primario de los pacientes procedentes de
los servicios de cirugfa y endoscopia del Hospital
Universitario San Vicente de Paul de Medellin. Se
envié una porcién de cada una de las muestras al
departamento de Patologia de la Universidad de
Antioquia para el estudio histopatoldgico. Ninguno
de los pacientes habia recibido quimioterapia y/o
radioterapia. Este estudio fue aprobado por el
Comité de Bioética de la Universidad de Antioquia.

Procesamiento de las muestras

Las muestras analizadas se procesaron para obtener
nucleos interfdsicos. Las muestras de tejidos tumo-
rales fueron recolectadas y transportadas en medio
de cultivo RPMI-1640 Sigma; suplementado con
antibidticos y antimicéticos; los tejidos se lavaron
dos veces con PBS, luego se cortaron en pequefios
fragmentos y se disociaron enzimdticamente con
colagenasa Tipo I (Sigma) al 0,2% e incubadas a
37°C entre 1 a 16 h. Posteriormente, se centrifugd
a 800 rpm por 10 min; las células se resuspendieron
en una solucién hipoténica de KCL al 0,075M por
15 min a 37°C y se fijaron en metanol/dcido acético
frio (3:1, vol/vol). Finalmente para cada muestra se
goteo la suspensién celular en 3 ldminas de vidrio.
Las placas con los extendidos de nticleos interfdsicos
se almacenaron en un congelador a - 20°C, hasta
el momento de realizar la técnica del FISH bicolor.
Muestras de sangre periférica y tejido de colon de
individuos sanos se utilizaron como control.

FISH

El FISH bicolor se realizé con sondas marcadas
directamente con diferentes fluorocromos, para el
centrémero del cromosoma 17 (CEP 17; senal verde;
VYSIS) y para el locus especifico del gen TP53 (LSI
17p13.1; senal naranja; VYSIS). La hibridizacién
bicolor y deteccién en nticleos interfdsicos se realizé
siguiendo las instrucciones y recomendaciones del

proveedor comercial (Vysis-Abbott). Las placas con
nucleos interfdsicos se desnaturalizaron en forma-
mida al 70% a 73°C por 5 min. Luego las placas se
deshidrataron en una serie de etanoles frios al 70%,
85% y 100%. En cada placa se adicioné 10 pl de
cada una de las sondas CEP 17 y LSITP53 en el drea
de hibridizacién seleccionada, sobre la cual se puso
un cubreobjetos de 22x22 mm; la hibridizacién se
realizé dentro de una cdmara hiimeda a 37°C por 16
h. Luego, se realizaron dos lavados poshibridizacién.
Finalmente las placas con nucleos interfdsicos se
colorearon con DAPI. Las sefiales de hibridizacién
se observaron en un microscopio de epifluorescencia
(Axyoskop 2 plus Zeiss, Alemania) dotado con un
filtro triple simultdneo (DAPI/ORANGE/GREEN)
y con una cdmara CCD AxioCam MRc (Zeiss). En
cada caso se analizaron 100 ntcleos interfdsicos;
nucleos sobrelapados o con sefiales difusas se exclu-
yeron para el andlisis. En los casos normales (contro-
les) el patrén de hibridizacién fue de dos senales de
color verde (cromosoma 17) y dos sefiales de color
naranja (locus 17p13.1 del gen TP53), para un total
de cuatro sefales de hibridizacién (2V2N).

Por otra parte, con base en los andlisis previos reali-
zados en las muestras control (datos no mostrados),
se establecieron los siguientes puntos de corte para
el andlisis del FISH bicolor: aneuploidia cuando
se tiene mds del 9% de los niicleos con un ndmero
menor o mayor de 2 senales de hibridizacién para
el centrémero del cromosoma 17; es decir, que una
muestra es normal (disémica) si tiene un porcentaje
igual o mayor del 91% de los nicleos con dos sefiales
para el centrémero del cromosoma 17; mientras que
para la nulisomfa, monosomia y trisomifa el punto
de corte fue del 1%, 7% y 4% respectivamente; La
tetrasomfa no fue observada en los nidcleos norma-
les, por tanto, se definié arbitrariamente el 1% como
punto de corte. En todos los casos los puntos de corte
se calcularon con dos desviaciones estdndar. En los
casos donde se detecten subpoblaciones de ntcleos
con clones heterogéneos (mosémicos/ disémicos/
trisémicos/), se establecié que el resultado final se
realizard con base en el clon mayor, es decir, el que
presente el mayor porcentaje.
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De otro lado, la delecién en el locus 17p.13.1 del gen
TP53 se determind por la relacién entre el ndmero
total de senales de hibridizacién del gen TP53 obser-
vadas, dividido por el ndmero total de sehales del
centrémero del cromosoma 17 (N° de senales LSI
TP53/Ne de sefiales CEP 17). Se definié que una
muestra tenfa delecién del gen TP53 cuando se
obtiene un valor <0,94.

RESULTADOS

Se analizaron 15 muestras de tumores gastrointes-
tinales primarios mediante el FISH bicolor. Las
muestras procedian de pacientes del departamento
de Antioquia.

En la tabla 1 se presenta la informacién general de
cada uno de los casos estudiados, la edad, el sexo, los
hdbitos en cuanto al consumo de tabaco y alcohol,
la localizacién del tumor primario, el diagnéstico
histopatoldgico, asi como los resultados de las sefia-

les de hibridizacién del FISH bicolor.

El estudio histopatolégico mostré que la mayoria
de las muestras analizadas (14/15) tenfan un estado
histopatoldgico avanzado, excepto el caso N° 12 (un
lipoma de colon). En estas muestras el adenocarci-
noma bien diferenciado fue el estadio predominante;
el caso N° 8, consistié en una poliposis adenomatosa
colénica la cual se considera como un estado prema-

ligno (tabla 1).

En este estudio se encontré que el 33,3% (5/15)
de los tumores gastrointestinales tenfa aneuploidias
del cromosoma 17 (tabla 1), mientras que el 66,7%
(10/15) era normal para el nimero de copias del cro-
mosoma 17. Los 5 casos con aneuploidfas (casos 1,
2,8,9y15) presentaron monosomia del cromosoma
17 (figura 1). Los casos 1 y 9 mostraron los mayores
porcentajes de nucleos monosémicos. Ademds, el
caso 9 mostrd un alto porcentaje (10%) de nicleos
con cuatro sefiales para el cromosoma 17 (tetraso-
mia). En la mayorfa de los casos analizados con el
FISH bicolor, se detectd la presencia simultdnea de
subpoblaciones de ntcleos con clones disémicos,
monosémicos, trisémicos y en menor proporcion
tetrasémicos. En ningin caso se detectaron nucleos
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con pérdida de las dos copias del cromosoma 17
(nulisomfa). El caso N° 8, un estado premaligno,
mostré un patrén de sefiales de hibridizacién anor-
mal para el ndmero de copias del cromosoma 17
(monosomia). En general, se obtuvo un valor pro-
medio de dos copias del cromosoma 17 (89,4) en el
grupo de los casos, significativamente menor que el
promedio del grupo control (95) (tabla 1).

En cuanto a la delecién en el locus 17p13.1 del
gen TP53, se encontré que el 93,3% (14/15) de las
muestras examinadas tenfa la delecién en este locus
(tabla 1 y figura 1). Solo el caso N° 12 (lipoma
de colon) no presenté dicha delecién (1,02). El
caso 6 (tumor de eséfago) presenté un valor signi-
ficativamente bajo para la delecién del gen TP53
(0,12), seguido de los casos 7 (tumor de eséfago)
y 4 (tumor de estémago). El caso 13 (tumor de
colon) mostré un alto porcentaje (71%) de nicleos
con una sefal para el gen TP53 (delecién monoa-
lélica), seguido de los casos 1 (tumor de estémago)
y 9 (colon). Por su parte, el caso 6 presentd un alto
porcentaje (86%) de nicleos sin sefiales para el gen
TP53 (delecién bialélica), seguido de los casos 7 y
4. El caso N° 9 fue el tinico que mostré un mayor
porcentaje (8%) de nicleos con cuatro copias del

gen TP53 (figura 1).

En general, se encontré un menor nimero de sefia-
les de hibridizacién del gen TP53, en relacién con el
ndmero de sefiales del cromosoma 17. En esta rela-
cién se determiné un valor promedio para los casos
de 0,70, mientras que para el grupo control fue de
0,97 (tabla 1). Estos valores presentan una diferencia
muy significativa. Por otra parte, a diferencia de lo
que se observé para el ndmero de copias del cromo-
soma 17, en el grupo de los casos fue muy frecuente
(13/15) la pérdida de las dos copias del gen TP53,
con un rango entre 3 al 86% y un promedio de
19,5% (tabla 1). Este valor es muy alto comparado
con el promedio del control (1,6%).

Los resultados obtenidos de las sefales de hibridiza-
cién parael gen TP53, muestran un comportamiento
similar a los que se hallaron para la aneuploidia
del cromosoma 17, con respecto a la deteccién de
subpoblaciones de nucleos heterogéneos sin sefiales



Tabla 1. Relacién entre edad, sexo, hdbitos, localizacién del tumor primario y diagnéstico histopatoldgico con los perfiles de
hibridizacién y el resultado del FISH bicolor en 15 pacientes con tumores sélidos.

Consumo
Taba/alc

Caso | Sexo/
Edad

Diagnastico
histopatologico

1 M/60 +/- Adenocarcinoma Estémago
tubular moderadamente
diferenciado

2 F/69 -/ + Adenocarcinoma de tipo Estémago
intestinal bien diferenciado

3 ND" Adenocarcinoma bien Estémago

F/57 diferenciado
M/67 +1+ Tumor fusocelular Estémago

5 F/68 +/-  Adenocarcinoma de tipo Estémago
intestinal, ganglios linfticos
comprometidos

6 M/75 +/- Adenocarcinoma Eséfago
moderadamente
diferenciado

7 M/72 +/- Carcinoma escamocelular  Eséfago
mal diferenciado

8 F/23  -/- Poliposis adenomatosa con ~ Colon
displasia de bajo grado

9 M/70 -/ - Adenocarcinoma bien Colon
diferenciado

10 E/23 |- /- Adenocarcinoma mal Colon
diferenciado
Con ganglios
comprometidos

11 M/54 -/ - Adenocarcinoma bien Colon
diferenciado

12 M/63  +/- Lipoma de colon Colon

13 M/78 ND* Adenocarcinoma Colon
moderadamente
diferenciado infiltrante, con
metdstasis

14 F/76  +/- Adenocarcinoma infiltrante  Duodeno

15 M/39 -/- Adenocarcinoma bien Recto
diferenciado infiltrante

PROMEDIO CASOS

Promedio controles

ND*: No determinado.

de hibridizacién y con una sefial o copia del gen
TP53. También se detecté un bajo porcentaje de
nucleos con tres y cuatro senales.

Por otra parte, todos los casos con aneuploidia del
cromosoma 17, también presentaron delecién del
gen TP53 (tabla 1). De igual forma 9 de los 10 casos

Localizacion

Delecion
(TP53/

Numero de senales

Cromosoma 17 (%) LLGEXED)

HEEEE R
36 0 0

0 25 66 8 1 11 53 0,68

0 8 8 3 0 6 27 66 1 0 083
0O 1 98 0 1 23 3 73 0 1 0,75
0O 0 98 1 1 53 3 43 0 0,46
o 8 92 0 0 8 23 69 0 0 084
0 6 9% 0 0 78 8 14 0 0 019
0o 1 99 0 0 5 5 40 0 0 043
0 10 8 1 0 12 44 44 0 0 0,69
0 27 61 2 10 9 53 28 2 8 0,75
o 1 9 o0 0 16 10 74 0 0 079
@ |19 |91 |3 |1 |3 15 8 1 1 091
0o 1 95 2 2 0 0 93 5 2 1,02
0 6 93 1 0 4 71 25 0 0 0,62
0 8 92 0 0 6 45 49 0 0 074
0 13 8 2 0 O 32 68 0 0 0,89
0 80 894 1,5 1,1 19,5 259 53,1 0,6 0,9 0,70
02 34 950 1,4 0 16 66 896 22 0 097

normales para el nimero de copias del cromosoma

17, tenfan delecién del gen TP53 (tabla 1).

De las 15 muestras analizadas, el tnico caso normal
fue el N° 12 (lipoma de colon), tanto para el ndmero
de copias del cromosoma 17 (95%), como para las

dos copias del gen TP53 (1,02) (tabla 1).
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Figura 1. Microfotograffas de nicleos interfdsicos obtenidos de tumores
gastrointestinales, luego del FISH y coloreados con DAPI. Sefales de
hibridizacién verdes corresponden a la sonda del cromosoma 17; sefales
de hibridizacién naranjas corresponden a la sonda del gen TP53. A.
Tumor de estémago que muestra dos sefiales para el cromosoma 17 y
sin sefiales para el gen TP53 (delecion bialélica). B. Tumor de estémago
con una sefal del gen TP53 (delecion monoalélica). C. Tumor de colon
que muestra una sefial para el cromosoma 17 (monosomfa) y una sefial
para el gen TP53 (delecién). D. Adenocarcinoma de estémago con 4
sefiales para el gen TP53.

DISCUSION

En el presente estudio se evaluaron las aneuploidias
del cromosoma 17 y delecién del gen TP53, en una
muestra de tumores gastrointestinales primarios
(TGI), mediante la técnica del FISH bicolor. En la
poblacién colombiana se han realizado muy pocos
estudios sobre los aspectos genéticos del TGI. Por
tal razén, la informacién es limitada con respecto a
las alteraciones genéticas que ocurren en este tipo de
tumores.

En este trabajo, todas las muestras analizadas de
los pacientes con TGI, excepto la N° 12 (lipoma
de colon), presentaron un estado histopatolégico
avanzado del cdncer. El adenocarcinoma bien dife-
renciado fue el estadio m4s frecuente. Cabe anotar
que el diagnéstico de ciertos tipos de TGI se rea-
liza en estadios avanzados, lo cual podria explicarse
por qué ciertos tipos de cdnceres son asintomdticos
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durante las etapas iniciales del desarrollo y por lo
tanto pasan inadvertidos en los individuos o por qué
existen fallas en los sistemas de salud para el diagnds-
tico y tamizaje para algunas neoplasias, lo que oca-
siona que mucha de éstas no se detectan temprana y
oportunamente.

En este estudio se encontré una frecuencia de aneu-
ploidias del cromosoma 17 del 33,3%, la monoso-
mia se detectd en estos casos. Aunque esta frecuencia
de aneuploidia (monosomia) es baja, estos hallazgos
son similares a los informados por otros autores
en TGI y estdn dentro del rango de porcentajes de
alteraciones descritos en la literatura (18, 19). En
este trabajo se confirma que la aneuploidia del cro-
mosoma 17 es una alteracién cromosémica comuin
durante el desarrollo del TGI. Sin embargo, Risio et
al (20) encontraron un porcentaje muy bajo, tanto
de aneuploidia como de monosomia del cromosoma
17 en 20 muestras de cdncer colorrectal; mientras
que otros estudios informan una alta frecuencia de
trisomfa del cromosoma 17 (19, 21). Lo anterior
indica, especificamente, que para el cdncer colorrec-
tal se observa la presencia de dos patrones de alte-
raciones cromosdémicas: uno monosémico (como el
este trabajo) otro trisémico, los cuales se asocian con
un estado avanzado de malignidad (20, 22). En con-
clusién, la inestabilidad cromosémica es un evento
comun en el desarrollo del TGI y en general en el
cdncer. Ademds, la aneuploidia podria considerarse
como una alteracién genética importante en los esta-
dos iniciales de la carcinogénesis.

De acuerdo con la teorfa de aneuploidia y cdncer,
Duesberg sustenta que el cdncer se origina por aneu-
ploidias (pérdida o ganancia de cromosomas) al azar,
que se originan espontdneamente o inducidas por
carcindgenos (23). De esta manera, se establece un
imbalance genético caracterizado por la inestabilidad
cromosémica y genédmica que afecta la expresién de
diversos genes, responsables de la segregacién cromo-
sémica, control del ciclo celular, sintesis y reparacién
del ADN. Dichos cambios genéticos serfan una con-
secuencia directa de la aneuploidfa. Asi mismo, esta
teorfa propone que la inestabilidad cromosémica es
. . 7 ré
proporcional al grado de aneuploidia y al nimero de



cromosomas afectados (24). En resumen, la teorfa
de Duesberg sustenta que las alteraciones cromosé-
micas juegan un papel fundamental en la iniciacién
y progresién del céncer.

De otro lado, debe tenerse en cuenta que en el cromo-
soma 17 se localizan genes importantes involucrados
en diversos mecanismos biol4gicos, como protooncé-
genes, genes supresores de tumores, como el ya men-
cionado TP53, genes que controlan el ciclo el ciclo
celular y genes de reparacién, entre muchos otros.
Ejemplos de estos genes son el ERBB2, BRCAI,
FLCN, NME2, CRK, THRA, HER2/neu (4, 6,
11). Varios de estos genes estdn involucrados en el
control de la proliferacién de la mucosa gdstrica. (4,
21). Por tal razén, la pérdida o ganancia en el nimero
de copias del cromosoma 17 afecta notablemente la
expresion de dichos genes. De esta forma, se establece
una via relacionada con la génesis del TGI; asi como
para otros tipos de tumores como el de mama, ovario,
vejiga, cabeza y cuello (13, 15, 25).

En este trabajo fue comun el hallazgo de diferentes
patrones de sefiales de hibridizacién por FISH en un
mismo tejido. Es decir, que las muestras tenfan clones
con nucleos heterogéneos, los cuales eran monosé-
micos, disémicos, trisémicos y en menor frecuencia
tetrasémicos. Esta condicién se conoce como hetero-
geneidad genética intratumoral. Particularmente en
el caso 1 (tumor de estémago) se observaron clones
con diferente ndmero de copias para el cromosoma
17. El 8% de los nucleos eran trisémicos, 1% tetra-
sémicos y 25% monosémicos. De acuerdo con los
criterios establecidos para todos los casos, este tltimo
clon se define como el clon mayor, a partir del cual
se determina el resultado final del FISH, en este caso
una monosomfa del cromosoma 17. En la biologia
del cdncer, el fenémeno de heterogeneidad genética
es considerado como un evento comun, que bdsica-
mente se origina por la inestabilidad cromosémica y
por mutaciones en los genes mencionados (5, 8, 26).
La heterogeneidad genética y su expansién clonal se
evidencia ampliamente en diversos tipos de tumores
sélidos, la cual se relaciona con el fenotipo tumoral,
la progresién, metdstasis y resistencia a ciertas drogas
antineopldsicas (11, 24, 27).

En el presente estudio se demostré que el 93,3% de
las muestras de TGI tenfan delecién del gen TP53.
Este porcentaje encontrado es muy alto comparado
con otros estudios en TGI, pero estd dentro del rango
informado y es consistente con los hallazgos previos
que indican, que este gen se encuentra alterado en
mds del 50% de todos los tipos de tumores (18, 19,
21, 26). Se considera que la pérdida del gen TP53
es una alteracién grave que afecta el genoma, por su
importancia de evitar la proliferacién de células con
lesiones, que por lo general presentan una ventaja
selectiva sobre las células normales y en consecuen-
cia se altera el control del ciclo celular (12-14).

La delecién del gen TP53 en este estudio se asocia con
un importante imbalance entre el nimero de sefiales
para este gen y las sefiales del centrémero del cro-
mosoma 17 en ntcleos interfdsicos. Estos resultados
sugieren que este imbalance se genera por las aneu-
ploidias del cromosoma 17 y la delecién del locus
17p13.1 del gen TP53, las cuales ocurren durante
el proceso del desarrollo del TGI. Adicionalmente,
se ha informado que deleciones en la regién 17p
estdn presentes con mayor frecuencia en carcinomas
avanzados (20, 26). De igual manera, se observa que
deleciones del gen TP53 son mds comunes en los car-
cinomas pobremente y bien diferenciados, tal como
se encontré en el presente trabajo (27). En sintesis,
de este trabajo puede afirmarse que el alto porcentaje
de muestras con delecién del gen TP53, se relaciona
con el estado avanzado de malignidad que presenta-
ron dichas muestras. Por lo anterior, deleciones en la
regién 17p13.1 podrian jugar un papel clave durante
la transicién de un estadio temprano (benigno)
hacia un estadio avanzado (carcinoma) del cdncer.
No obstante, la significancia clinica y biolégica de la
delecién del gen TP53 en una variedad de tumores,
incluido el TGI, atin no estdn bien definidas.

Similar a lo encontrado para las sefiales de hibridi-
zacién del centrémero del cromosoma 17, varios
patrones de hibridizacién se observaron para el gen
TP53 en un mismo tejido. Es decir, se detectaron
clones heterogéneos predominantemente con una
senal para este gen (delecién monoalélica) y con pér-

dida de las dos copias del gen (delecién bidlelica);
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ntcleos con tres y cuatro sefiales se observaron en
menor proporcién. Estos hallazgos se explican por la
heterogeneidad genética antes discutida.

En este trabajo se encontré que 5 casos (3, 4, 6, 7, 10)
tenfan un alto porcentaje de nticleos con pérdida de las
dos copias del gen TP53 (delecién bialélica), especial-
mente el caso N° 6 (tumor de eséfago) que presentd
un alto porcentaje (86%) de nucleos sin las dos copias
del gen TP53 y tan solo el 9% de los nticleos analiza-
dos tenia las dos copias del gen. En estos casos podria
afirmarse que la funcién del gen TP53 se encuentra
inactiva. Por lo tanto, el ciclo celular de estas célu-
las estd notablemente afectado. De otra parte, se ha
observado que en los casos que presentan delecién en
la regién 17p de uno de los dos cromosomas, con fre-
cuencia ocurren mutaciones en el gen TP53 localizado
en el cromosoma 17 homélogo, lo que conduce a la
pérdida de la funcién de este gen (28). Por tal razén,
la pérdida de las dos copias de este gen se asocia con
la progresién de la transformacién maligna del TGI y
con un mal prondstico (20, 27). Ademds, cuando en
la célula se presenta lo anterior, por los mecanismos
descritos, tiene como consecuencia no sélo la pérdida
del control del ciclo celular, sino también, la acumu-
lacién de diferentes tipos de alteraciones genéticas en
diversos genes (14, 15).

Por otra parte, debe mencionarse que 9 casos no
presentaron aneuploidias del cromosoma 17. Sin
embargo, todos los casos tenfan delecién del gen
TP53. Estos hallazgos sugieren que estas muestran tie-
nen una alteracién cromosémica de tipo estructural.
En conclusidn, todas las muestras de TGI examinadas,
excepto el caso N° 12, tenfan alteraciones genéticas,
ya sea aneuploidias del cromosoma 17 y/o delecién de
la regién 17p13.1. Estos resultados llaman la atencién
sobre la frecuencia de alteraciones genéticas en el TGI
y resaltan la importancia de los estudios genéticos en
el cdncer en nuestra poblacion.

Con respecto al caso N° 12 (lipoma de colon), el
tinico caso normal en este estudio para el nimero de
copias tanto del cromosoma 17 como del gen TP53,
podria mencionarse que esta muestra se encontraba
al momento del estudio en un estado temprano de
la tumorogénesis; es decir, un estadio benigno, en
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el cual las alteraciones en el gen TP53 no son muy
frecuentes. Por el contrario, se observa dentro de la
secuencia de eventos genéticos del cdncer de coldn,
que alteraciones en el gen TP53 ocurren en estadios
avanzados (carcinoma de colon) (11). Sin embargo,
no podria descartase que este caso presente alteracio-
nes genéticas en otros cromosomas o genes diferen-
tes a los evaluados en este trabajo.

El presente estudio es el primero en nuestro medio
que informa el hallazgo de aneuploidias del cromo-
soma 17 y delecién del gen TP53 en tumores gastro-
intestinales primarios, mediante la técnica del FISH-
bicolor. Esta técnica tiene muchas ventajas dada su
alta especificidad y sensibilidad. Adicionalmente, per-
mite realizar un andlisis en corto tiempo para detectar
simultdneamente alteraciones cromosémicas numé-
ricas y estructurales en nucleos interfdsicos de genes
relacionados con el cdncer (19, 29). Asi mismo, con
el FISH puede demostrarse la heterogeneidad gené-
tica intratumoral que ocurre durante el desarrollo del
cdncer (27, 30). Por estas ventajes el FISH se con-
sidera una técnica “gold standard” para los estudios
cromosémicos en tumores s6lidos y hematoldgicos.
No obstante, se recomienda que este tipo de estudios
se complementen con otras técnicas, tales como, la
inmunohistoquimica y de biologfa molecular como el
secuenciamiento directo del ADN o PCR en tiempo
real, con el propésito de lograr un mayor conoci-
miento de la genética molecular del cdncer.

En conclusidn, con base en los resultados obtenidos
en este trabajo, la monosomia del cromosoma 17 y
la delecién del locus 17p13.1 del gen TP53 son alte-
raciones comunes en TGI, especialmente en estados
avanzados de malignidad, lo que sugiere que dichas
alteraciones estdn entre las anomalfas citogenéticas
mds frecuentes en los carcinomas gastrointestinales.
Por lo tanto, se ha propuesto que estas dos alteracio-
nes se consideren como marcadores cromosémicos
recurrentes en el desarrollo del TGI, lo cual podria
ser de gran utilidad para el diagndstico y el pronds-
tico de este tipo de cdncer (4, 7, 20).

Finalmente, en las muestras analizadas en este estu-
dio, no se descarta la presencia de otros tipos de
alteraciones en cromosomas y genes diferentes a los



evaluados. Varios estudios en TGI informan aneu-
ploidias en los cromosomas 1, 7, 8, 13 y 18, como
también mutaciones en los genes K-RAS, DCC,
APC y C-MYC, entre otros (4, 6, 10, 11, 13, 20,
31). Cabe anotar que la técnica del FISH no detecta
mutaciones puntuales. Adicionalmente, no puede
afirmarse categéricamente que las aneuploidias del
cromosoma 17 y las deleciones del gen TP53 son la
causa del proceso neopldsico; mds bien podria suge-
rirse que las alteraciones numéricas y estructurales
del cromosoma 17 juegan un papel importante en
el desarrollo y la progresién del TGI. Por tal razén,
futuras investigaciones son necesarias para identificar
alteraciones en otros cromosomas y genes involucra-
dos en el proceso de carcinogénesis gastrointestinal
en la poblacién colombiana.
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