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RESUMEN

La citogenética convencional en tumores sélidos esta limitada por diferentes factores que influyen
directamente en la obtencion de metafases analizables, tales como la baja viabilidad celular, la necesidad de
una disgregacion enzimética de la muestra, contaminacién microbiana y la dificultad para determinar el
rearreglo cromosomico asociado con los diferentes tipos de tumores. En los Gltimos afios, la hibridacién in
situ con fluorescencia (FISH) ha sido utilizada para la identificacion de rearreglos cromosémicos en tumores
solidos, en interfases de tejidos congelados y parafinados. Este proyecto tuvo como objetivo analizar 20
muestras de tumores sélidos con la técnica de FISH. El resultado final para cada caso fue determinado por la
presencia o ausencia del rearreglo cromosémico. Con los resultados obtenidos se aplicd un analisis
exploratorio de datos y una comparacion con los resultados de la técnica histopatoldgica vs. FISH calculando
su sensibilidad, especificidad, valor predictivo positivo, valor predictivo negativo, indice de Youden y
capacidad de discriminacién. Adicionalmente, se aplicaron las pruebas estadisticas de Chi cuadrado de
independencia y McNemar. De las 20 muestras analizadas, 3 se asociaron con sarcoma de Ewing, 2 con
linfoma de Burkitt, 4 con neuroblastoma, 7 con cancer de mama y 4 fueron asociadas con otros tumores
solidos como linfoma no Hodgkin. Se determiné una sensibilidad para este ensayo del 100%, especificidad
del 33,33%, indice de Youden de 0,33, VPP del 50%, VPN del 100% y una capacidad de discriminacién del
0,667. En la prueba de McNemar se obtuvo un valor de P=0,0075 y con la prueba de Chi cuadrado un valor
de 0,0068 y un k=0,286. En base a estos resultados, esta técnica tiene una gran capacidad para detectar
rearreglos cromosémicos en tumores sélidos, pero depende de la histopatologia, también muestra que entre
las dos técnicas existe una baja concordancia y una baja especificidad.
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ABSTRACT

Conventional cytogenetics in solid tumors is limited by different factors that influence directly in
obtaining suitable metaphases, such as low cellular viability, need of sample enzymatic disaggregation,
bacteria and fungi contamination and the difficulty to determine the primary chromosome rearrangement
associated with a specific tumor type. Currently, Fluorescence in situ hybridization (FISH) has been used to
identify chromosome rearrangements in the interphases of frozen and paraffin-embedded solid tumors. This
project aimed to analyze 20 solid tumor samples with the FISH technique. The final result for each case was
determined by the presence or absence of the chromosome rearrangement. An exploratory data analysis was
made with the obtained results. It was established a comparison between the histopathologic technique and
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FISH to determine its sensitivity, specificity, positive predictive value, negative predictive value, Youden
index and discrimination capacity. Additionally, it was carried out some statistics, such as Chi square and
McNemar test. Out of the 20 samples, 3 were associated with Ewing sarcoma, 2 with Burkitt lymphoma, 4
with neuroblastoma, 7 with breast cancer and 4 were associated with other solid tumors like non-Hodgkin
lymphoma. Its determined sensitivity was 100%, its specificity 33,33%, Youden index 0,33, VPP 50%, VPN
100%, and its discrimination capacity 0,667. In the McNemar test a value of P=0,0075 was obtained and with
chi square a value of 0,0068 and k=0,286. Based on these results, this technique has a great capability to
detect chromosome rearrangements in solid tumors but it depends on histopathology; this also shows that
there is a low concordance and a low specificity between these two techniques.

KEY WORDS: Fluorescence in situ hybridization (FISH), chromosome rearrangement, solid tumor.

INTRODUCCION

El cancer es el crecimiento anormal y no
controlado de las células. La
transformacion de una célula resulta de
alteraciones de su ADN que se acumula
con el tiempo. ElI cambio en la
informacion genética causa que una
célula no funcione apropiadamente. Una
caracteristica importante de las células
cancerosas es su habilidad para dividirse
rdpidamente, y el resultado de la
acumulacion de células cancerosas se
denomina tumor. (Almeida & Barry,
2011).

La citogenética convencional en tumores
solidos ha tenido un lento desarrollo
debido a ciertas limitaciones técnicas,
entre las que se encuentran la calidad de
los cromosomas, la disponibilidad de
muestras frescas y su tratamiento. La
calidad de los cromosomas por lo general
no es optima debido a que las muestras de
tejido tumoral son necréticas y se
destruyen antes de ser cultivadas.
Adicionalmente, las celulas tumorales
deben ser disgregadas de manera
enzimatica 0 mecanica y cultivadas por
varios periodos de tiempo (Fletcher,
2002). Por dltimo, la disponibilidad de
muestras frescas es un prerrequisito para
este tipo de estudio y limita el analisis
Unicamente a celulas en division,
excluyendo asi a las células que no han

entrado en mitosis (Blancato&Haddad,
2000).

Las células de los tumores malignos
tienen un crecimiento impredecible. Se ha
reportado que aproximadamente un 40%
de muestras de tumores solidos no
proporcionan un analisis citogenético
exitoso debido al bajo indice mitético y a
la mala calidad del tejido
(Blancato&Haddad, 2000). La mayoria de
tumores solidos tienen mdltiples vy
complejos  cambios  cromos6micos
durante la progresion del tumor,
dificultando la identificacién primaria de
dichos cambios asociados al tipo
especifico de tumor. Adicionalmente, la
infeccion bacteriana o fungica durante el
cultivo de células tumorales causa su
destruccion (Sudoyo & Hardi, 2011).
Algunos  tumores  sélidos  estan
compuestos por regiones no viables, o
regiones con pocas células neoplasicas,
dando lugar a que la obtencion del
cariotipo demande wuna labor intensa
(Keagle & Gersen, 2005). Este hecho
provoca que algunos cromosomas
anormales puedan ser identificados
mientras que otros permanecen Sin
caracterizacion complicando la
determinacion de rearreglos
cromosomicos de relevancia clinica
(Fletcher, 2002).



Es por ello que, en los ultimos afios, se
han desarrollado técnicas de citogenética
molecular, como la hibridacion in situ con
fluorescencia (FISH) que permiten la
descripcion de anormalidades
cromosomicas especificas en tejidos
frescos y parafinados (Keagle & Gersen,
2005). Esta técnica ha probado ser una
herramienta Util para detectar las
anormalidades genéticas responsables del
aparecimiento de tumores. Una de las
mayores ventajas del método FISH es la
posibilidad de estudiar interfases de
tejidos en congelacién y en parafina para
permitir el andlisis de muestras en fresco
(Murthyet al., 2005). La FISH es muy util
para la deteccion de rearreglos asociados
a tumores que pueden ser muy dificiles de
diagnosticar ~ Unicamente  por  su
morfologia. Adicionalmente, esta técnica
provee una manera directa de determinar
la localizacion relativa de secuencias
especificas de ADN en nlcleos o
cromosomas caracteristicos de cada tipo
de tumor sélido, debido a una amplia
disponibilidad de sondas que facilitan la
identificacion de rearreglos
cromosomicos (King et al., 2000).

El presente proyecto pretende aplicar la
técnica de hibridacion in situ con
fluorescencia (FISH) para la
identificacion de rearreglos
cromosomicos en tejidos en congelacién
y parafinados de individuos con
diferentes tumores solidos.

MATERIALES Y METODOS
Obtencion de muestras

Se realiz6 un estudio descriptivo de tipo
prospectivo; se evaluaron 20 muestras de
pacientes con diagndstico de diferentes
tipos de tumores solidos. Las biopsias
provenian de 13 mujeres y 7 hombres,
con un promedio de edad de 31 afios y un

rango entre 1 y 68 afos. El corte de cada
muestra de tejido tanto parafinado como
congelado en una placa silinizada fue
proporcionado por el laboratorio de
Patologia del Hospital Solén Espinosa
Ayala (SOLCA).

Hibridacion in situ con fluorescencia
(FISH)

Los protocolos utilizados en el presente
trabajo tanto para tejidos congelados y
tejidos embebidos en parafina fueron
proporcionados por el Laboratorio de
Genética del Hospital Solon Espinosa
Ayala (SOLCA), en el que se utilizaron
diferentes sondas para cada uno de los
tumores.

Tejidos embebidos en parafina

Desparafinizacion de las placas

Se realizo la desparafinizacion utilizando
el reactivo Hemo-De® durante 15 minutos
y 10 minutos. Se colocaron las placas en
etanol  100% para realizar la
deshidratacion  respectiva durante 5
minutos a temperatura ambiente vy
nuevamente se colocaron las placas en
etanol 100% por 5 minutos.

Pretratamiento de placas utilizando el kit
Vysis® de pretratamiento de parafinas

Para permitir el acceso de la sonda al
ADN blanco, se realiz6 el pretratamiento
utilizando acido clorhidrico a una
concentracion establecida por el protocolo
de Abbott Molecular,inc, 2000 durante 20
minutos (Abbott Molecular,inc, 2000), se
las  sumergid6 en  solucion  de
pretratamiento durante 30 minutos a una
temperatura de 80°C. Se colocaron las
placas en solucién de proteasa a 37°C.



Fijacion de la muestra

Para la fijacion de la muestra se utilizd
formalina a una concentracion establecida
por el protocolo de Abbott
Molecular,inc, 2000 (Abbott
Molecular,inc, 2000).

Denaturacion e Hibridacién

El ADN blanco en la placa se denatur6 a
una  temperatura  alta  utilizando
formamida a 73°C durante 5 minutos. Se
colocaron las placas durante 1 minuto en
etanol 70%, 1 minuto en etanol 85% y 1
minuto en etanol 100%. Una vez
denaturado, se colocaron 10 pl de sonda
segun el rearreglo  cromosomico
especifico a identificar en el area de
interés. Se colocaron en cdmara humeda a
80°C por 10 minutos y luego a 37°C por
18 horas.

Lavado posthibridacion

Para eliminar los restos de sonda que no
ha hibridado, se utilizaron las soluciones
de lavado posthibridaciébn que se
prepararon segun el protocolo establecido
por Abbott Molecular,inc, 2000, con 0.4X
SSC/0.3% NP40 a 72°C y 2X SSC/0.3%
NP40 a temperatura ambiente.

Contratincion y visualizacion

Para la contratincion se utilizo DAPI (4’-
6-diamino-2-fenilindol) que permitié la
visualizacion de las sefiales de
hibridacion en el microscopio de
fluorescencia.

Tejidos en congelacion
Fijacion de la placa

La fijacion de las placas se realizo
utilizando fijador de Carnoy en

proporcion 3:1 de metanol y acido
acetico, respectivamente. Para los lavados
de las placas se utiliz6 PBS.

Digestion con proteasa

Se procedio a realizar la digestion de las
placas mediante el uso de un vial de la
enzima proteasa modificando el tiempo
de digestion.

Fijacion de la muestra

Para la fijacion de la muestra se utilizd
formalina a una concentracion establecida
previamente.

Denaturacion e hibridacion

El ADN blanco en la placa se denatur6 a
una  temperatura  alta  utilizando
formamida al 70% a 73°C. Una vez
denaturado el ADN blanco, se realizé la
deshidratacion en etanol al 70% durante 1
minuto, en etanol al 85% por 1 minuto y
en etanol al 100% por 1 minuto. Luego se
colocaron 10yl de sonda segun el
rearreglo cromosomico especifico a
identificar en el &rea de interés. Se
dejaron en camara himeda a 80°C
durante 10 minutos y a 37°C por 18
horas.

Lavado posthibridacion

Para eliminar los restos de sonda que no
ha hibridado se utilizaron las soluciones
de lavado posthibridacion que se
prepararon segun el protocolo establecido
por Abbott Molecular,inc, 2000, con
0.4X SSC/0.3% NP40 a 72°C y 2X
SSC/0.1% NP40 a temperatura ambiente.

Contratincion y visualizacion

Para la contratincion se utilizd DAPI (4°-
6-diamino-2-fenilindol) que permitié la



visualizacion de las sefales de
hibridacion en el microscopio de
fluorescencia.

Valoracion de nacleos

Las sefiales de fluorescencia se evaluaron
contando 200 nucleos por placa.
Unicamente se contaron los ndcleos que
no se encontraron sobrelapados y en los
cuales se pudo distinguir claramente el
borde. Para el caso de HER2/neu se
evaluaron 20 nucleos.

Para cada uno de los tumores sdlidos
contemplados en este proyecto, se
utilizaron diferentes tipos de sondas, por
lo que la valoracion de los ndcleos
dependid de la disposicion de las sefiales
para dar un criterio de positividad. Por lo
que la valoracion de los ndcleos dependio
de la disposicion de las sefiales para dar
un criterio de positividad. A continuacién
se menciona la interpretacion para cada
caso.

Para la determinacion de la translocacion
t(11; 22) en el sarcoma de Ewing se
utilizé la sonda Vysis LSI EWSR1 Dual
Color Break Apart (Abbott
Molecular,inc, 2000). Para determinar la
presencia o0 ausencia se tomaron en cuenta
los siguientes parametros. Es negativo
cuando se observen dos sefiales
fusionadas, es decir color amarillo y es
positivo cuando se observe un patrén de
sefiales separadas, es decir una verde y
una anaranjada (Abbott Molecular,inc,
2000).

Para la determinacion de la amplificacion
del gen HER2/neu en cancer de mama, se
utiliz6 la sonda HER2 /neu CEP17
PathVysion (Abbott Molecular,inc, 2000).
Para determinar la presencia o ausencia se
tomaron en cuenta los siguientes
parametros. Por lo tanto, es negativo
cuando las muestras tienen una tasa
menor a 2 y en los nacleos se observan
dos sefiales naranjas (gen HER2) y dos

sefiales verdes (CEP 17). Es positivo
cuando tienen una tasa mayor a 2, y en
los nucleos se observan més de seis
sefiales naranjas y dos sefiales verdes
(Abbott Molecular,inc, 2000).

Para la determinacion de la amplificacion
del gen N-MYC en neuroblastoma, se
utilizo la sonda Vysis LSI N-MYC (2p24)
spectrum green /CEP 2 spectrum orange
(Abbott  Molecular,inc, 2000). Para
determinar la presencia 0 ausencia se
tomaron en cuenta los siguientes
pardmetros. Es amplificacion negativa
cuando se observan dos sefiales verdes
que corresponden al gen N-MYC y dos
sefiales naranjas que corresponden a CEP
2. Es positiva cuando se encuentra una
poliploidia (méas de diez sefiales), doble

minutes (dmins), 0 regiones
homogéneamente tefiidas (Abbott
Molecular,inc, 2000). Para la

determinacion de la translocacion t(8; 14)
en el Linfoma de Burkitt, se utilizé la
sonda Vysis LSl IGH/MYC dual-Color
Dual Fusion (Abbott Molecular,inc,
2000). Para determinar la presencia o
ausencia se tomaron en cuenta los
siguientes  parametros. ES negativo
cuando se observan dos fusiones es decir
dos sefiales amarillas. Es positiva cuando
se observa una sefial verde, una sefal
naranja y una sefial de fusién amarilla
(Abbott Molecular,inc, 2000). Para la
determinacion de la translocacion t(2;5)
en el linfoma anaplésico de células
grandes, se utilizd la sonda Vysis LSI
ALK Dual Color, Break Apart
Rearrangement (Abbott Molecular,inc,
2000). Para determinar la presencia o
ausencia se tomaron en cuenta los
siguientes  pardmetros. Es negativo
cuando se observan dos sefiales amarillas
que muestran la fusion de las sefiales. Es
positivo cuando se observan una sefal
naranja, una sefial verde y una sefial de
fusion (Abbott Molecular,inc, 2000).



Analisis y procesamiento de datos

En este proyecto se analizaron un
total de 20 muestras de tumores sélidos
mediante la técnica de FISH recolectadas
durante el periodo marzo 2011 hasta
enero 2012. El resultado final en cada
caso fue presencia o ausencia de los
rearreglos cromosomicos en estudio.

Con los resultados obtenidos se
realizd un analisis descriptivo de datos y
una comparacion con los resultados
previamente obtenidos con la técnica
histopatol6gica, elaborando una tabla de
contingencia en donde se enfrentan los
resultados de histopatologia vs FISH,
tomando como prueba de oro a la
histopatologia para poder calcular la
sensibilidad, especificidad, valor
predictivo positivo, valor predictivo
negativo, indice de Youden, analisis de la
curva de ROC (Curva de Caracteristicas
Operacionales del Receptor) de la técnica
de FISH en relacion a la otra técnica.
Ademas, se desarrollaron las pruebas
estadisticas Chi cuadrado de
independencia, la prueba de McNemar y
para determinar la concordancia entre
ambas pruebas se calculé el indice de
Kappa, utilizando los  software
estadisticos Infostat v 2.0 y Epidat v 3.1.

RESULTADOS

Deteccién de los rearreglos
cromosomicos en los diferentes tipos de
tumores solidos.

Visualizacién y valoracion de los ndcleos

Después de analizar cada una de las
muestras de tumores solidos mediante la
técnica FISH, a través de valoracion de
los ndcleos, se determinaron los
resultados que se presentan a
continuacion.

Sarcoma de Ewing

Figura 3.1. Fotografia de ndcleos en interfase de una
muestra de fémur con translocacion 22q12 positiva en
sarcoma de Ewing (TOC). La fotografia fue obtenida
mediante el programa Cytovision v 7.2 mediante el
microscopio de fluorescencia en 100X (SOLCA, 2011).

Figura 3.2. Fotografia de nucleos en interfase de una
muestra de origen retroperitoneal con translocacion
22q12 positiva en sarcoma de Ewing (FFPE). La
fotografia fue obtenida mediante el programa
Cytovision v 7.2 mediante el microscopio de
fluorescencia en 100X (SOLCA, 2011).

Linfoma de Burkitt



Figura 3.3. Fotografia de nucleos en interfase de una
muestra de ganglio inguinal con translocacion 8ql4
negativa en linfoma de Burkitt (FFPE). La fotografia
fue obtenida mediante el programa Cytovision v 7.2
mediante el microscopio de fluorescencia en 100X
(SOLCA, 2011).

TRASLOCACION MYCAGH

.

Caso N* 13

Figura 3.4. Fotografia de nucleos en interfase de una
muestra de ganglio con translocacion 8g14 positiva
en linfoma de Burkitt (TOC). La fotografia fue
obtenida mediante el programa Cytovision v 7.2
mediante el microscopio de fluorescencia en 100X
(SOLCA, 2011).

Cancer de Mama

aso N° 4

Figura 3.5. Fotografia de nucleos en interfase de una
muestra de mama con amplificacion positiva para el gen
HER2/neu en cancer de Mama (FFPE).La fotografia fue
obtenida mediante el programa Cytovision v 7.2
mediante el microscopio de fluorescencia en 100X
(SOLCA, 2011).

Figura 3.6. Fotografia de nucleos en interfase de una
muestra de mama con amplificacién negativa para el
gen HER2/neu en cancer de Mama (FFPE). La
fotografia fue obtenida mediante el programa
Cytovision v 7.2 mediante el microscopio de
fluorescencia en 100X (SOLCA, 2011).

Neuroblastoma



aso N°6

Figura 3.7. Fotografia de nucleos en interfase de una
muestra de origen retroperitoneal con amplificacion
negativa del gen N-MYC en neuroblastoma (FFPE).
La fotografia fue obtenida mediante el programa
Cytovision v 7.2 mediante el microscopio de
fluorescencia en 100X (SOLCA, 2011).

Figura 3.8. Fotografia de nucleos en interfase de una
muestra de origen retroperitoneal con amplificacion
negativa del gen N-MYC en neuroblastoma (TOC). La
fotografia fue obtenida mediante el programa
Cytovision v 7.2 mediante el microscopio de
fluorescencia en 100X (SOLCA, 2011).

Otros tumores so6lidos

Figura 3.9. Fotografia de nucleos en interfase de una
muestra de ganglio retroperitoneal con translocacién
2p23 ALK negativa en linfoma No Hodking de células
pequefias (TOC). La fotografia fue obtenida mediante el
programa Cytovision v 7.2 mediante el microscopio de
fluorescencia en 100X (SOLCA, 2011).

Figura 3.10. Fotografia de nlcleos en interfase de una
muestra retroocular con translocacion 2p23 ALK
negativa, correspondiente a un caso de

retinoblastoma (TOC). La fotografia fue obtenida
mediante el programa Cytovision v 7.2 mediante el
microscopio de fluorescencia en 100X (SOLCA, 2011).

Analisis descriptivo de los datos

Se confecciond una base de datos (Tabla
3.1) de 20 casos clinicos recopilados
desde Marzo del 2011 hasta Enero del
2012. Con esta informacion se realiz6 el
analisis descriptivo de datos que se
presenta a continuacion.



Tabla 3.1 Informacion y resultados del analisis de las diferentes muestras de tumores sélidos empleados en el estudio (N°
de muestra, edad y sexo del paciente, diagndstico médico, técnica histopatoldgica, técnica de FISH, tipo de tejido, tiempo
de almacenamiento, localizacién topografica y los resultados) obtenidos desde Marzo 2011 hasta Enero 2012.

N° de Sexo Edad Localizacion Diagnoéstico
muestra topogréfica
1 M 21 Fémur Sarcoma Ewing
PEANUT
2 M 65 Ganglio Inguinal Linfoma Burkitt
8] F 12 Tibia Sarcoma Ewing
PEANUT
4 F 56 Mama Carcinoma Ductal
5 F 1 Suprarrenal Neuroblastoma
6 M 17 Retroperitoneal Neuroblastoma
7 F 57 Mama carcinoma
Mutifocal
8 M 2 Suprarrenal Neuroblastoma
9 F 2 Retroperitoneal Sarcoma Ewing
PEANUT
10 F 73 Paratoroides Linfoma No
Hodgkin
11 F 2 Retroocular Linfoma No
Hodking
12 M 14 Ganglio Linfoma No
Hodking
13 M 14 Ganglio Linfoma Burkitt
14 F 34 Ganglio Linfoma No
Retroperitoneal Hodking
15 M 7 Retroperitoneal Neuroblastoma
16 F 68 Mama Carcinoma ductal
infiltrante mod.
Diferenciado
17 F 47 Mama Carcinoma ductal
in situ extenso de
alto grado
18 F 58 Mama Carcinoma ductal
infiltrante mod.
Diferenciado
19 F 40 Mama Carcinoma ductal
infiltrante mod.
Diferenciado
20 F 37 Mama Carcinoma ductal
infiltrante mod.
Diferenciado
M: Masculino; F: Femenino
+: Positivo; -: Negativo
TOC: Tejido congelacién; FFPE: Tejido
parafinado.

En la Tabla 3.1 se observa que existieron

siete

muestras

de

tumores

solidos

procedentes de sexo masculino (35%) y
trece muestras de sexo femenino (65%).
Las edades al tiempo del diagnostico
variaron entre 1 a 68 afios (promedio,

Resultado Tipo de Tiempo de Translocacion o
histopa- Tejido almacenamien amplificacion
toldgico (TOCy to esperada

FFPE)
+ TOC 0 22q12
+ FFPE 15 dfas 8q14
+ TOC 22q12
+ FFPE 301 dias Her2-neu/CEP17
+ FFPE 19 dias N-MYC
+ FFPE 7 dias N-MYC
+ FFPE 20 dias Her2-neu/CEP17
+ TOC 0 N-MYC
+ FFPE 30 dias 22q12
TOC 2p23 ALK
TOC 8 2p23 ALK
TOC 0 2p23 ALK
+ TOC 0 8q14
TOC 0 2p23 ALK
+ TOC 0 N-MYC
+ FFPE 30 dias Her2-neu/CEP17
+ FFPE 180 dias Her2-neu/CEP17
+ FFPE 120 dias Her2-neu/CEP17
+ FFPE 30 dias Her2-neu/CEP17
+ FFPE 66 dias Her2-neu/CEP17

3lafios). La localizacion topografica para
sarcoma de Ewing fue tibia y fémur en
dos pacientes y de origen retroperitoneal
en un paciente. Para neuroblastoma fue
suprarrenal en dos pacientes vy
retroperitoneal en dos pacientes. Para
linffoma de Burkitt la localizacion
topografica fue en el ganglio en dos
pacientes. Para cancer de mama fue en la
mama en siete pacientes y finalmente para

Result.
FISH



linfoma no Hodgkin fue en la paratiroides
en un paciente, retroocular en un paciente
y en el ganglio en dos paciente. Nueve de
veinte muestras (45%) fueron biopsias
congeladas y las once muestras restantes
(55%) eran parafinadas.

Con respecto a la técnica histopatologica,
dieciséis muestras de tumores solidos
(80%) fueron diagnosticadas como
positivas y cuatro casos (20%) como
resultados negativos. Mientras mediante
la técnica FISH, ocho muestras (40%)
fueron positivas para el rearreglo en
estudio y doce muestras (60%) fueron
negativas para el rearreglo en estudio.
Dentro de los rearreglos cromosémicos
analizados se incluyen translocaciones
tanto para sarcoma de Ewing t(11;22),
linfoma de Burkitt t(8;14), linfoma no
Hodgkin t(2;5) y amplificaciones tanto
para cancer de mama (gen HER2/neu) y
neuroblastoma (gen N-MYC).

Caracteristicas operativas de FISH vs
HISTOPATOLOGIA

Para el célculo de las caracteristicas
operativas de la técnica de FISH cabe
recalcar que hubo limitaciones como la
disponibilidad de pocas muestras, y la
comparacion entre las técnicas basada en
el  diagnostico  proporcionado  por
histopatologia. La histopatologia es una
técnica de screening mientras que FISH
utiliza una sonda de locus especifico, lo
que genera un sesgo para la comparacion.
Este sesgo va a influir directamente en el
calculo de estos valores. Mediante el
analisis de los resultados de las dos
técnicas se determinaron mediante el uso
del software estadistico EPIDAT v3.1, las
caracteristicas operativas que se presentan
en la Tabla 3.2.

Tabla 3.2 Caracteristicas operativas de la técnica de
FISH comparada con la de Histopatologia (gold

standard) para los tumores sélidos mediante el software
estadistico EPIDAT v3.1 (2012).

CARACTERISTIC = VALO

A OPERATIVA R IC (95%)
Sensibilidad (%) 100,00 9?;3.7 108,0

Especificidad (%) 33,33 2,49 = 64,17

Valor predictivo 22,3
positivo (%) S0 8 e
Valor predictivo 87,5  100,0
negativo (%) 100,00 0 0

Indice de Youden 0,33 0,07 0,60

La construccion de la curva de ROC
permite medir la capacidad
discriminatoria de una prueba
diagnoéstica, tomando en cuenta que el
rango de valores se encuentra entre 1 que
significa una discriminacion perfecta y
0,5 que significa que no hay diferencias
en la distribucion de los valores de la
prueba entre los 2 grupos.

Con estos datos se calculd el rendimiento
y la capacidad diagndstica de la prueba de
FISH para tumores sélidos mediante la
curva de ROC, en la que se obtuvo un
area bajo la curva de 0,667. (Figura 3.11)

Curva ROC

00 01 02 03 04 05 06 07 08 09 10
1-Especificidad

Figura 3.11. Curva de ROC de FISH wvs.
Histopatologia (gold standard), obtenido mediante
el software estadistico EPIDAT v3.1 (2012).




NO
Muestra

1

10

11

12

13
14

15
16

17

18

19

20

Comparacion de resultados

Tabla 3.3 Resultados obtenidos
Histopatologia y la técnica de FISH.

Histopatologia
Diagnostico

Sarcoma Ewing +
PEANUT

Linfoma Burkitt +

Sarcoma Ewing +
PEANUT
Carcinoma +
Ductal

Neuroblastoma *

Neuroblastoma +

Carcinoma +
Mutifocal

Neuroblastoma +

Sarcoma Ewing +
PEANUT
Linfoma No -
Hodgkin
Linfoma No -
Hodking
Linfoma No -
Hodking

Linfoma Burkitt +

Linfoma No =
Hodking

Neuroblastoma +

Carcinoma +
Ductal infiltrante
mod.
Diferenciado
Carcinoma +
ductal in situ
extenso de alto
grado
Carcinoma +
ductal infiltrante
mod.
Diferenciado
Carcinoma +
ductal infiltrante
mod.
Diferenciado
Carcinoma +
ductal infiltrante

+: Positivo; - : Negativo

mediante

FISH

la

Histopatologia vs FISH

Se aplicaron las pruebas estadisticas de
McNemar 'y Chi cuadrado de
independencia para la comparacion de
resultados  entre  ambas  pruebas
(histopatologia vs. FISH).

Prueba de McNemar para histopatologia
vs. FISH

A través de la aplicacion de la prueba de
McNemar, se determind si las pruebas
inducen o0 no cambios en los resultados.
Para determinar esto se plantearon las
siguientes hipotesis:

Ho: P>0,05, no hubo diferencias en los
resultados con ninguna de las dos pruebas
diagnosticas

Ha: P<0,05, si hubo diferencias en los
resultados con la técnica de FISH
respecto de la histopatologica.

Mediante el programa Infostat v2.0 para
una tabla de contingencia 2x2 (Tabla 3.4),
se determin6 un valor de P=0,0075 para
el presente estudio.

Tabla 3.4. Tabla de contingencia para la prueba de
McNemar, mediante el programa Infostat v2.0.

Histopatologia

. +
Total
FISH - 4 0 4
+ 8 8 16
Total 12 8 20

+: Positivo; - : Negativo

Prueba Chi Cuadrado de independencia
para Histopatologia vs FISH

Mediante la aplicacion de la prueba Chi
cuadrado de independencia se determind



si hay o no independencia entre ambas
pruebas diagndsticas. Para determinar
esto se plantearon las siguientes hipotesis:

Ho: P>0,05, la técnica de FISH es
independiente de la técnica
histopatologica.
Ha: P<0,05, la técnica de FISH no es
independiente de la técnica
histopatoldgica.

Mediante el programa Infostat v2.0 para
una tabla de contingencia 2x2(Tabla 3.5),
se determino6 un valor de P=0,068 para la
presente comparacion.

Tabla 3.5. Tabla de contingencia para la prueba de Chi
Cuadrado de independencia, mediante el programa
Infostat v2.0.

Histopatologia

- +

Total
FISH - 4 0 4
+ 8 8 16
Total 12 8 20

+: Positivo; - : Negativo

indice de Kappa para determinar la
concordancia entre Histopatologia vs.
FISH.

El  coeficiente kappa refleja la
concordancia inter-observador y puede
ser calculado en tablas de cualquier
dimensién, siempre y cuando se
contrasten dos observadores.

Este coeficiente kappa puede tomar
valores entre -1 y +1. Mientras mas
cercano a +1, el grado de concordancia
inter-observador es mayor, por otro lado,
mientras mas cerca se encuentre del -1,
mayor es el grado de discordancia.

Mediante el programa Epidat v3.1 para
una tabla de contingencia 2x2(Tabla 3.6),
se determind un valor de k=0,286 para
esta comparacion.

Tabla 3.6. Tabla de contingencia para calcular el indice
de Kappa, mediante el programa Epidat v3.1.
Histopatologia

- +

Total
FISH - 4 0 4
+ 8 8 16
Total 12 8 20

+: Positivo; - : Negativo

DISCUSION

Los tumores solidos se definen como la
presencia de una masa sélida formada por
células neoplésicas, que se encuentra en
cualquier sitio anatbmico y que presenta
diferentes tipos histologicos (Ministerio
de Salud de Chile, 2010). Para este
proyecto se eligieron como unidades
experimentales a muestras de tejidos
tumorales tanto en congelacion como
parafinados. Segun Gonzélez et al.
(2010). Las muestras de tejidos tumorales
reflejan la situacion in vivo con respecto a
la heterogeneidad de las células. Sin
embargo, los trabajos que se basan en este
tipo de muestras se ven limitados por la
escasa disponibilidad de tejido, siendo la
principal dificultad para la obtencién de
un mayor nimero de muestras en este
estudio.

La identificacion de rearreglos
cromosomicos asociados a una
enfermedad determinada aporta

informacién relevante para al diagnostico
y prondstico en los tumores solidos. Este
conocimiento permite hacer  un



seguimiento en cuanto a la evolucion de
la enfermedad y la valoracion de la
respuesta al tratamiento (Calasanz et al.,
2000). Definitivamente, mediante el
desarrollo de nuevas técnicas moleculares
como la FISH se ha conseguido mejorar
el diagndstico y monitoreo de los
pacientes.

Una de las ventajas de esta técnica es que
permite trabajar tanto con tejidos en
congelaciéon como con parafinados. La
digestion del tejido es un paso clave para
la aplicacion de la técnica. Segun Tojo
(2009), se trata de un procedimiento muy
delicado debido a que cortos tiempos de
digestion  pueden  generar  sefales
deficientes, mientras que los tiempos de
digestion demasiado largos pueden dar
lugar a los denominados “nucleos
fantasmas”, con pérdida de sefal.
Ademas, para obtener una buena sefial
hay que tomar en cuenta las temperaturas
gue se encuentran establecidas en el
protocolo de Abbott Molecular.Inc.
(2000). Segun Gomez et al. (2005), citado
por Tojo en el 2009, en la técnica de
FISH hay diferencias segun el tipo de
tejido en estudio ya sea congelado o
parafinado, donde se observa que el éxito
con tejido en congelacién es del 100% y
en parafinado es del 80%.

Con respecto al andlisis descriptivo de
datos, el Sarcoma de Ewing, tiene
predileccion por el género masculino con
relacion 1,5: 1 (lwamoto, 2007). Por otro
ladola edad también influye en el
diagnostico del paciente, segun Iwamoto
(2007) aproximadamente el 80% de los
pacientes afectados son menores de 20
afios de edad. Cuando se encuentran casos
en pacientes mayores de 30 afios primero
se deben descartar otros tipos de tumores
como carcinomas de células pequefias y
linfoma de células grandes. En cuanto a la
localizacion  topografica del tumor,

castillo & Brenes (2007) explican que el
fémur es el sitio mas frecuente del tumor
primario y también pueden presentarse en
otros sitios como la pelvis, la tibia, o
huesos de los pies. Ciertos argumentos
mencionados para este tipo de tumor, no
se pudieron observar en nuestro estudio
debido a que una de las limitaciones fue
el haber obtenido un numero insuficiente
de muestras.

Figueroa (2003), explica que el
neuroblastoma se presenta en el 80% de
los casos en pacientes menores de 4 afios
y en el 36% en menores de 12 meses, es
por ello que la edad se considera como un
factor prondstico importante en este tipo
de tumor solido. Con respecto al sexo del
paciente, Papaioannou & McHugh (2005)
quienes indican que el sexo masculino es
afectado con mayor frecuencia con este
tipo de  tumor. Ademas las
manifestaciones clinicas dependen de la
localizacion  topografica del  tumor
primario, el cual se origina en cualquier
lugar donde exista tejido ganglionar
simpatico, siendo el més comun las
glandulas suprarrenales en el 40% en los
casos. Segun Weinstein et al. (2003), para
todos los estadiajes de la enfermedad, los
nifios menores a un 1 afo tienen una
mejor tasa de supervivencia, es decir un
mejor pronostico.

Segin Queiroga et al. (2008) en su
investigacion, el linfoma de Burkitt se
presentd con mayor frecuencia en el
género masculino en una relacion de 2.8 a
1y se observo un alto porcentaje en sitios
extranodales. Adicionalmente, en otras
investigaciones se estimo que el linfoma
de Burkitt es 1000 veces mas frecuente en
aquellos pacientes que presentan VIH
positivo (Valenzuela et al., 2010). Este
mismo autor explica que el promedio de
edad en la que se presenta el tipo
esporadico de LB es de 14 afios.



Con respecto al cancer de mama, segun el
NCI (2004), citado por Gonzélez et al.
(2010), las probabilidades de padecer
este tipo de cancer aumentan a medida
que la mujer envejece, es por eso que la
edad es un factor muy importante. La
mayoria de los casos de cancer de mama
avanzado se encuentran en mujeres a
partir de 50 afios. Segun Gonzélez et al.
(2007), en mujeres jovenes es mMAas
frecuente la sobreexpresion del gen
HER2/neu, que tienden a desarrollar
tumores de alto grado de malignidad y
que el gen se sobreexpresa con mayor
frecuencia en el carcinoma ductal in situ.
Algunas de las pacientes en estudio eran
menores de 40 afios lo que demuestra que
ya no es una enfermedad exclusiva de
edad avanzada, segun la Direccién
Seccional de Salud de Antioquia (2005),
citada por Gonzélez et al. (2010) que
indica que el 63% de las pacientes con
cancer de mama esta conformado por
menores de 60 afos y, de éstas, 33.5%
por menores de 50 afios. Segun el NCI
(2010), en los Estados Unidos, se
reportaron 226 870 casos en mujeres y 2
190 en hombres, por lo que se puede
presentar tanto en los hombres como en
las mujeres, aunque el cancer de mama
masculino es raro.

En este estudio se les denomin6 como
otros tipos de tumores sélidos a aquellos
tumores que no fueron diagnosticados
como linfoma anaplasico de células
grandes, dentro de los cuales se incluye el
linfoma no Hodgkin y el retinoblastoma.
Segun Hurria (2010), un 58% de los
pacientes con linfoma no Hodgkin son
mayores a 65 afios de edad. El riesgo de
padecer este tipo de neoplasia, es mayor
en hombres que en mujeres, pero existen
otros tipos de linfoma no Hodgkin que
son MAas comunes en mujeres, y puede
darse en los ganglios linfaticos (ACS,

2012).Dentro de este grupo se encuentra
el linfoma difuso de células grandes, que
se presenta del 30 al 35% en adultos, con
una edad promedio en el momento del
diagndstico de 70 afios y con mayor
frecuencia en el sexo masculino
(Khosravi&Pérez,2006). En este estudio
al encontrarse el tumor ubicado
exclusivamente en las  glandulas
paratiroides, se asocia con una mayor
frecuencia con una ocurrencia mayor en
mujeres mayores de 50 afios (Pérez et al.,
2000). Por otro lado, segun Manzitti &
Mansilla (2010), el retinoblastoma es un
tumor ocular muy frecuente en la
infancia, la edad promedio son los 24
meses, pero no se ha encontrado que
tenga predileccion por un género o raza.

Con respecto a los resultados de las
técnicas aplicadas en biopsias de
pacientes tanto del sexo masculino como
del sexo femenino, presentaron  una
mayor frecuencia de resultados positivos
con la técnica histopatoldgica, mientras
que mediante FISH ambos sexos
presentaron un menor porcentaje de
resultados positivos. Esta diferencia en
los resultados no depende de la técnica,
sino de la distribucion de la poblacién en
estudio.

El diagnostico puede considerarse como
el més importante paso dentro de la
practica médica, pues es la clave que lleva
al tratamiento y a establecer un
prondstico. La validez de una prueba
diagnostica depende de su capacidad para
detectar correctamente la presencia o
ausencia de la enfermedad, lo que se
expresa matematicamente con  las
caracteristicas operativas (sensibilidad,
especificidad, valor predictivo positivo,
valor predictivo negativo, indice de
Youden) (Ruiz de Adana Pérez, 2009).
Estas caracteristicas se obtienen a partir
del analisis de una serie de pacientes a los



que se les aplica una prueba diagnostica
(prueba en estudio). En nuestro estudio, la
técnica FISH se compard, con los de una
prueba de  superior  rendimiento
diagnéstico, llamada prueba de referencia,
estdndar o patron de oro que para el
estudio es la técnica histopatologica. Por
ello, al determinar la sensibilidad de las
dos pruebas FISH vs histopatologia, se
obtuvo que FISH en este trabajo tiene una
sensibilidad del 100%, lo que sugiere que
la técnica FISH tiene una capacidad muy
alta de deteccion, basada en su
caracteristica de hibridacion. Mediante
esto la técnica identifica los rearreglos
cromosomicos especificos en tumores
solidos, discriminando por tanto pacientes
que presentan el rearreglo cromdsomico
de aquellos que no lo presentan.

Se obtuvo una especificidad del 33,33%,
lo cual puede deberse a que al comparar
ambas  pruebas, en la técnica
histopatolégica se realiza un analisis de
todo el tumor, segin su morfologia mas
no de wun rearreglo cromosémico
especifico. En la técnica FISH se esta
utilizando una sonda de locus especifico,
por lo que no es una técnica de screening.
Por ello en algunos casos clinicos, no
coinciden los resultados de las dos
técnicas. Esto podria deberse a quelas
causas del tumor analizado podrian ser
otros rearreglos cromosomicos. Sin
embargo a pesar de que no se presente el
rearreglo cromosoémico esperado, esto no
significa que el diagnostico
histopatolégico esté equivocado. Se
presume que al utilizar otra variante de la
técnica de FISH, tal como la FISH
maltiple, se podria analizara todos los
cromosomas Yy observar todos los
rearreglos existentes.

Segun Gonzélez et al. (2010), el indice
de Youden (1J) mide la calidad del
resultado obtenido. Segun este indice,

cuando IJ es igual a 1 o cercano a este
valor, la prueba diagndstica es dptima. Se
elige este pardmetro como uno de los mas
importantes para valorar una técnica
diagndstica debido a que en él se
combinan los valores de sensibilidad y
especificidad. En este estudio, el indice
de Youden fue de 0,33 debido a la baja
especificidad que se obtuvo en el ensayo.
El resultado obtenido en este estudio
puede deberse al hecho de que se estd
comparando una técnica que detecta algo
muy especifico con otra técnica que
realiza un screening.

Al calcularse el valor predictivo positivo
y negativo (VPP/VVPN), se encontré que
FISH tiene un valor predictivo positivo
del 50% y un valor predictivo negativo
del 100%. EI valor predictivo negativo
del 100% demuestra que la técnica es
excelente al momento de precisar qué
paciente no tiene el rearreglo especifico
en estudio (Gonzalez et al., 2010). Pero al
obtenerse un valor predictivo positivo del
50%, podria decirse que tendria poco
poder en el momento de definir la
probabilidad de que un paciente sea
realmente positivo para el rearreglo
cromosomico esperado.

En todo estudio en el que se evalluan
pruebas diagndsticas, se debe realizar el
analisis de la curva de ROC, que es un
indice de la exactitud diagndstica y
proporciona un criterio unificador en el
proceso de evaluacion de una prueba
(Ruiz de Adana Pérez, 2009), es decir
mide la capacidad discriminatoria de un
ensayo diagnéstico.  (Altman& Hald,
1994). En este estudio se observd que
FISH, presenté una curva intermedia, con
un area bajo la curva de 0,667, que indica
que es una prueba intermedia para la
determinacion de rearreglos
cromosoémicos respecto a la prueba
histopatologica. Ademés, indica que



tiene una capacidad discriminatoria
menor que la histopatologia, por lo tanto,
no deberia ser usada como Unica prueba
diagnostica. Ademas para comparar
ambas técnicas, se incluyd el analisis
estadistico, mediante la prueba de
McNemar en la que se obtuvo un valor de
P=0,0075 Esto significa que se rechaza la
hipétesis nula, es decir si hubo diferencias
en los resultados con la técnica de FISH
respecto a la histopatoldgica, lo que
comprueba lo obtenido anteriormente en
el analisis descriptivo de los datos.

Por otro lado, al aplicarse la prueba Chi
cuadrado de independencia, dio un valor
de P=0,068, que significa que la técnica
FISH es independiente de la técnica
histopatoldgica. Pero como se observo
con la curva de ROC, ambas técnicas no
funcionan correctamente por separado,
por lo tanto se sugiere que para realizar
los andlisis de tumores sélidos, primero se
realice el andlisis histopatoldgico y luego
para confirmar o para descartar algun
resultado, aplicar la técnica de FISH.
Finalmente para determinar la
concordancia entre ambas pruebas, se
utilizo el indice de Kappa. En este estudio
se obtuvo un valor de x=0,286. Esto
significa una concordancia baja con
respecto al estandar de oro.

Segun King et al. (2000), la técnica de
FISH tiene alta especificidad vy
sensibilidad por lo que es la més utilizada
para realizar estudios de tumores sélidos
sobre todo cuando no se puede realizar el
cultivo de tumores o cuando se requiere
una confirmacion de resultados. Es por
ello que cada rearreglo cromosémico
identificado tiene una gran importancia
clinica.

En el sarcoma de Ewing los estudios
moleculares utilizando la hibridacion in
situ con fluorescencia (FISH), son
importantes para la evaluacion de las
células pequefias indiferenciadas en este

tipo de tumores, particularmente en casos
en los que las caracteristicas histologicas
e inmunohistoquimicas estan
indeterminadas. La deteccion de las
translocaciones principales va a permitir
un diagnostico definitivo de esta
neoplasia. Diferenciarla de otros tipos de
cancer como rabdomiosarcoma y sarcoma
sinovial, es critico debido a que los
tratamientos son muy diferentes para cada
uno de ellos (Bernstein et al, 2006). El
rearreglo cromosémico EWSR1/FL1, se
lo ha asociado con un mejor prondstico en
relacibn a las otras variantes que
presentan un prondstico menos favorable
para el paciente (Mitelman&Heim, 2009).
Ademas los métodos moleculares tanto
FISH como RT-PCR sirven para
monitorear al gen EWS/FL1, se ha
confirmado la presencia de este rearreglo
en un 85% de los casos y muestra una
correlacion con la alta expresion del
marcador de superficie CD99. La
presencia de cambios citogenéticos
adicionales, pueden dar lugar a un
prondstico pobre. (Bernstein et al,
2006).Berkova et al. (2008), realizaron
una comparacion entre las técnicas RT-
PCR y FISH en cinco muestras de
sarcoma de Ewing que fueron congeladas
en nitrégeno liquido para ser usadas
directamente en el analisis molecular y
también fueron parafinadas. La RT-PCR
usada fue menos sensible en las muestras
embebidas en parafina, y solo detect6 la
translocacion t (11;22), mientras que la
técnica de FISH si detecto el rearreglo
cromosémico  mencionado y  otras
translocaciones menores. Las muestras
que tuvieron como resultado negativo en
PCR, mediante FISH fueron positivas.
Ademas el tiempo de almacenamiento de
las muestras parafinadas no influy6 en la
calidad de los resultados con FISH.
Concluyeron que ambas técnicas son muy
utiles para evaluar este tipo de sarcoma.
La deteccion de translocaciones



caracteristicas mediante estos métodos
puede permitir un diagnéstico definitivo
de sarcoma de Ewing. De la misma
manera Qian et al. (2005), realiz6 un
estudio acerca del diagndstico molecular
en muestras de sarcoma de Ewing
embebidas en parafina mediante RT-PCR
y FISH. Se analizaron 18 casos de
sarcoma de Ewing para la
t(11;22)(924;912) vy 1(21;22)(g22;912)
mediante RT-PCR y la t(11;22) (q24;912)
en interfases por FISH con la sonda de
fusion dual color. RT-PCR detectd el
72% de fusiones EWS-FL1 y el 11% de
fusiones EWS-ERG. FISH fue
diagnosticado en 15 de los 18 casos
(83%). Llegaron a la conclusién de que
utilizando una combinacién de RT-PCR y
FISH, los resultados fueron
complementarios, mejorando
notablemente el diagndstico de esta
neoplasia. Yamaguchi et al. (2005),
realizaron una investigacion en la que
utilizaron nuevas sondas para la
hibridacién in situ con fluorescencia para
el diagnostico de sarcoma Ewing y de
otros tumores de células pequefias y
redondas, que tienen en comun en sus
rearreglos cromosomicos al gen EWS, en
16 muestras de tejidos embebidos en
parafina. El promedio de resultados
positivos utilizando las nuevas sondas
para la deteccion del gen EWS en tres
tipos de tumores fue 90%. Sin embargo
esto sugirid6 que el 10% restante de
tumores no va a ser detectado por esta
prueba, sino que necesita de otras pruebas
como la RT-PCR para poder realizar un
diagnostico adecuado en casos que
muestren una complejidad alta.

La importancia clinica de medir la
amplificacion del gen HER2/neu, en el
cancer de mama, radica en que las
pacientes que tienen esta neoplasia con
amplificacion de HER2/neu, presentan un
fenotipo de tumor agresivo, con mayor
resistencia a los tratamientos de

quimioterapia y terapia hormonal y una
menor tasa de supervivencia. Es por ello
que para este tipo de tumor se utiliza
como  tratamiento el  anticuerpo
monoclonal llamado trastuzumab que se
dirige especificamente contra el dominio
extracelular del receptor HER2/neu, lo
que aumenta la tasa de supervivencia de
las paciente (Gonzélez, 2007). Es esencial
determinar si la causa del tumor es el gen
HER2, debido a que el tratamiento es
beneficioso para tratar cancer de mama
avanzado y de esta manera se puede
prevenir efectos cardiotdxicos en aquellas
pacientes que no muestran amplificacion
del gen (Sui et al, 2009). Estos mismos
autores realizaron una investigacion
comparando la inmunohistoquimica con
la técnica de hibridacion in situ con
fluorescencia (FISH), con 50 muestras de
carcinoma ductal invasivo, se obtuvo que
la inmunohistoquimica se puede utilizar
como una técnica para examinar el estado
del gen HER2 y la técnica FISH se la
puede utilizar como un complemento para
detectar HER2 en aquellos casos que la
IHC evalle como 2+, que no estan
definidos claramente si son positivos o
negativos. Considerando a la técnica
FISH como gold standard, se reportd que
los resultados positivos  obtenidos
mediante esta técnica fueron 91.7%,
23.2%, 7.4% and 4.1% en casos con
inmunohistoquimica diagnosticados
respectivamente como 3+, 2+, 1+ and 0.

Por otro lado Su et al,(2011), realizaron la
deteccion del gen HER2/neu en cancer de
mama invasivo mediante
inmunohistoquimica IHC y FISH, en 41
pacientes con carcinoma ductal. La
amplificacion del gen con la técnica de
FISH se observé en 15 pacientes de los
cuales 8 fueron diagnosticados con IHC
3+, 6 con IHC 2+ y 1 con IHC 1+. Se
encontré que el receptor estrogénico no
estd asociado con la amplificacion de
HER2. Se determind que mediante FISH



se puede diagnosticar con exactitud la
amplificacion del gen.

En el neuroblastoma la amplificacion del
gen N-MYC ocurre en aproximadamente
el 20% de los neuroblastomas y se asocia
fuertemente con la presencia de
metastasis y un prondstico pobre. Estas
observaciones sugieren que el gen N-
MYC contribuye a un comportamiento
altamente agresivo de este tipo de tumor.
El nivel de expresion del gen N-MYC se
correlaciona con el potencial de
crecimiento de las células  del
neuroblastoma (Weinstein, 2003). Sartelet
et al.(2002) en su investigacion,
realizaron un estudio retrospectivo en 97
muestras  embebidas en  parafina,
mediante la técnica de FISH, para la
deteccion de amplificacién de N-MYC en
areas del tumor que tenian neuroblastos
inmaduros. De las 97 muestras, 16 fueron
amplificadas y 12 no se pudieron
interpretar con  Southern  blot/PCR.
Todos los neuroblastomas con
amplificacion del gen N-MYC que habian
sido detectados con Southern blot/PCR,
fueron amplificados por FISH. Cuatro
tumores que no pudieron ser interpretados
con Southern blot/PCR tuvieron méas de
cinco copias del gen N-MYC por FISH.
Este estudio confirma que cuando se
aplica la tecnica de FISH en é&reas
inmaduras de neuroblastomas, presenta
mayor sensibilidad que otras técnicas
moleculares y puede detectar
amplificacion heterogénea. FISH se
convierte en un procedimiento
complementario para la evaluacion del
prondstico en este tipo de tumores. Por
otro lado en una investigacion realizada
por Abdalla et al. (2009), en el que se
analizé la amplificacion del gen N-MYC
en 30 tumores neuroblasticos periféricos
utilizando la técnica de FISH. De los 30
Casos, 25 eran muestras de
neuroblastoma, 2 casos de

ganglioneuroblastoma y 3 casos de
ganglioneuroma, en los que se obtuvo
como resultado la amplificacion del gen
N-MYC en 8 casos, de los cuales 3 casos
mostraron doble minutes, 3 casos
regiones homogéneamente teflidas y 2
casos que mostraron ambos tipo de
amplificacion.  Se concluyé que la
amplificacion de N-MYC es un marcador
de pobre prondstico y debe ser
diagnosticado en todos los casos de
tumores neuroblasticos periféricos
utilizando la técnica de FISH.

La presencia del gen ALK se asocia con el
linfoma anaplasico de células grandes. Se
ha realizado un separacion sistémica de
este tipo de linfoma en dos entidades
(ALK+y ALK-), teniendo relevancia
clinica y en el prondstico. Alrededor del
80% de nifios y 60% de adultos con
ALK+ ALCL se curan con quimioterapia,
mientras que los pacientes con
ALK— ALCL tienen un resultado no muy
favorable. (Falini & Martelli, 2009). Li et
al. (2004), en su investigacion realizaron
la deteccion de la translocacion del gen
ALK mediante la técnica FISH en 22
muestras de tejidos embebidos en
parafina. Estas muestras también fueron
analizadas utilizando la
inmunohistoquimica, a través de la cual
se obtuvo una expresion de la proteina
ALK en 12 casos de 20. Los resultados
obtenidos con la técnica FISH
concordaron 100% con la
inmunohistoquimica. Por otro lado Shin
et al. (2003), realizaron deteccién del
linfoma anaplasico de células grandes con
marcador de superficie CD30+ utilizando
la técnica de FISH en interfases de 9
muestras de aspirado con aguja fina. Seis
muestras mostraban una translocacion
positiva para el gen ALK. Esto demostrd
que las muestras de aspirado tambien son
aptas para utilizarlas con FISH.



La anormalidad del gen C-MYC se asocia
con todos los casos de linfoma de Burkitt
y es esencial para la iniciacion de un
proceso tumoral. La ocurrencia de la
translocacion t(8;14) particularmente en
pacientes adultos, lleva a una revaloracion
del diagndstico histopatologico, debido a
que se asocia fuertemente con un
resultado desfavorable (Mitelman &
Heim, 2009).

En la investigacion realizada por Belaud
Rotureau et al. (2002), se estudi6 la
deteccion de la translocacion
t(11;14)(913;932) en 4 muestras de
linffoma de células del manto y la
translocacion 1(8;14)(g24;932) en tres
muestras de linfoma de Burkitt, ambos
tipos de tumores embebidos en parafina,
mediante la técnica de FISH. La
t(11;14)(g13;932) fue detectada en las
cuatro muestras de linfoma de células del
manto vy la t(8;14)(g24;932) se detectd en
dos de las tres muestras de linfoma de
Burkitt. Se concluyé que la técnica de
FISH es importante para la deteccion
directa de translocaciones asociadas a
linfomas en muestras histoldgicas.
Mientras que en un estudio realizado por
Moon et al. (2008) se utilizo la técnica de
FISH en combinacién con la citogenética
convencional, utilizando el bandeo tipo
G, en una muestra de linfoma de Burkitt.
Obteniendo una nueva anormalidad
cromosOmica, una translocacion doble del
cromosoma 14, como resultado de la
combinacion entre la t(8;14) y la t(14;15),
dandole al tumor una alta agresividad

La técnica de hibridacion in situ con
fluorescencia (FISH), presenta ventajas
sobre la citogenética convencional y otras
técnicas moleculares como Southern Blot
y PCR, por ejemplo permite el estudio de

células en interfase y tiene una alta
sensibilidad. La disponibilidad de sondas
comerciales para la deteccion de
rearreglos cromosémicos ha facilitado el
diagnostico de las neoplasias
hematoldgicas y en tumores solidos (Tojo
et al, 2008). Desde la perspectiva médica,
FISH puede ser aplicada para detectar
anormalidades genéticas como fusiones
de genes, aneuploidias, pérdida de una
region cromosémica o de todo el
cromosoma O para monitorear la
progresion de una aberracion, lo que le
hace (til tanto para el diagndstico de una
enfermedad genética o para sugerir un
prondstico. La técnica FISH también
puede ser aplicada en investigacion de
mapeo genético, en la identificacion de
nuevos  oncogenes Yy  rearreglos
cromosoémicos que contribuyen en el
desarrollo de varios tipos de cancer.
Recientemente FISH ha evolucionado
para permitir un screening de todo el
genoma de manera simultanea a través de
sondas de pintado  cromosémico
multicolor tales como la FISH multiplex.
Es por ello que esta técnica ha
revolucionado la citogenética y se ha
establecido como una herramienta de
diagnoéstico de alto potencial, sobre todo
en lo que se refiere a la decision del tipo
de tratamiento para combatir el cancer
(Bishop, 2010).

CONCLUSIONES

o Se realizo el analisis de 20 muestras
de tumores solidos aplicando en
ellas la técnica FISH, haciendo uso
de sondas de locus especifico para
la deteccion de rearreglos
cromosomicos especificos
relacionados con los tumores en
estudio.



La técnica FISH permiti6 una
adecuada identificacion de los
rearreglos cromosomicos esperados
en tejidos embebidos en parafina y
en tejidos congelados. Esto se
evidencid en tres casos asociados a
sarcoma de Ewing, en dos casos
asociados a linfoma de Burkitt, en
cuatro casos asociados a
neuroblastoma, en siete casos
asociados a cancer de mama y
cuatro casos asociados a otros
tumores sélidos como linfoma no
Hodgkin.

La comparacion entre las técnicas
basada en el diagnostico
proporcionado por histopatologia,
generd un sesgo debido a que la
histopatologia es una técnica de
screening mientras que FISH utiliza
una sonda de locus especifico
influyendo directamente en el
calculo de las caracteristicas
operativas de la técnica FISH
obteniéndose asi un valor de
sensibilidad  del  100%, de
especificidad 33,33%, VPP del
50%, VPN del 100% y un 1J de
0,33.

Con la prueba Chi cuadrado de
independencia, se obtuvo un valor
de P=0,068, lo que significo que la
técnica FISH fue independiente de
la técnica histopatoldgica pero al
obtenerse una curva de ROC con un
area bajo la curva de 0,667, mostrd
que la técnica tiene una capacidad
discriminatoria menor, por lo que
deberia  ser  utilizada  como
complemento de las técnicas
convencionales como la
histopatologia para obtener un
mejor diagnostico de los rearreglos
cromosomicos en tumores.

. Se obtuvo un valor de k=0,286, que
mostrd una baja concordancia de la
técnica FISH con respecto al
estandar de oro, y un valor de
P=0,0075 con la prueba de
McNemar, mostrando diferencias
en los resultados de la técnica de
FISH con respecto a la
histopatoldgica. Sin embargo en
aquellas muestras en las que se
obtuvo un resultado negativo para
el rearreglo cromosémico mediante
la técnica en estudio, no significa
que el diagndstico histopatoldgico
esté equivocado, ya que la causa del
tumor pudo haber sido otro tipo de
alteracion genética.

o La técnica FISH es la més utilizada
para el estudio de tumores sélidos
sobre todo cuando existe un
diagnostico indeterminado mediante
las técnicas convencionales.
Ademas la identificacion de los
rearreglos cromosomicos
especificos en las neoplasias en
estudio influye directamente en el
prondstico, tratamiento y monitoreo
de los pacientes, lo que indica su
gran importancia a nivel clinico.
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