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RESUMEN

La citogenética convencional en tumores sélidos esta limitada por diferentes factores
que influyen directamente en la obtencién de metafases analizables, tales como la baja
viabilidad celular, la necesidad de una disgregacion enzimatica de la muestra, contaminacién
microbiana y la dificultad para determinar el rearreglo cromosémico asociado con los
diferentes tipos de tumores. En los ultimos afos, la hibridacion in situ con fluorescencia
(FISH) ha sido utilizada para la identificacién de rearreglos cromosomicos en tumores
sélidos, en interfases de tejidos congelados y parafinados. Este proyecto tuvo como objetivo
analizar 20 muestras de tumores soélidos 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 comparacién 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
discriminacion. 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 sélidos como linfoma no Hodgkin. Se determind 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 discriminacion 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 cromosdmicos 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 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.
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CAPITULO 1: INTRODUCCION

1.1. Formulacion del problema

La citogenética convencional en tumores sélidos 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 6ptima debido a que las muestras de tejido
tumoral son necréticas y se destruyen antes de ser cultivadas. Adicionalmente, las
células tumorales deben ser disgregadas de manera enzimatica o mecanica y
cultivadas por varios periodos de tiempo (Fletcher, 2002). Por ultimo, Ia
disponibilidad de muestras frescas es un prerrequisito para este tipo de estudio y
limita el analisis Unicamente a células en divisién, 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 sdlidos 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 soélidos
tienen multiples y complejos cambios cromosdmicos durante la progresion del tumor,
dificultando la identificacion primaria de dichos cambios asociados al tipo especifico

de tumor. Adicionalmente, la infeccidn bacteriana o fungica durante el cultivo de



células tumorales causa su destruccién (Sudoyo & Hardi, 2011). Algunos tumores
sélidos estan compuestos por regiones no viables, 0 regiones con pocas células
neoplasicas, dando lugar a que la obtencion del cariotipo demande una labor intensa
(Keagle & Gersen, 2005). Este hecho provoca que algunos cromosomas anormales
puedan ser identificados mientras que otros permanecen sin caracterizacion
complicando la determinacién de rearreglos cromosomicos de relevancia clinica

(Fletcher, 2002).

Es por ello que, en los ultimos afos, se han desarrollado técnicas de
citogenética molecular, como la hibridacién in situ con fluorescencia (FISH) que
permiten la descripcion de anormalidades cromosdmicas especificas en tejidos
frescos y parafinados (Keagle & Gersen, 2005). Este método no necesita de cultivo
de células tumorales e involucra la evaluacion de regiones cromosémicas relevantes

y especificas utilizando sondas de ADN (Sudoyo & Hardi, 2011).

1.2. Justificacion del problema

Los cambios gendmicos como aneuploidias, deleciones y rearreglos
cromosomicos marcan el inicio de la transicidon de células normales a anormales,
asociandose con el crecimiento anormal y no controlado de las mismas. Este cambio
en la informacidn genética provoca que una célula no funcione de manera adecuada,
pudiendo llevar al desarrollo de cancer (Almeida &Barry, 2011), una de las
principales causas de muerte a nivel mundial. El incremento de la expectativa de vida
y los cambios en los estilos de vida de la poblacion, provocan que el riesgo de
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contraer cancer se incremente y que otras enfermedades empiecen a pasar a un
segundo plano. Existe informacién que relaciona factores como el habito de fumar,
consumo de alcohol, costumbres de alimentacién, adquisicion de infecciones virales
y otros, como riesgos relacionados con la aparicién de tumores. Para ciertas formas
de cancer se ha detectado agregacion en la familia por factores genéticos, como se
observa en el cancer de mama. Se ha determinado también que algunos tipos de
cancer pueden vincularse con infecciones, ejemplo, la hepatitis B, hepatocarcinoma,

linfoma de células T, cancer de estomago, entre otros (Echevarria, 2008).

En el 2008, se reportaron alrededor de 12.7 millones de casos de cancer a nivel
mundial de los cuales 7.6 millones han resultado en muertes. Segun la Sociedad
Americana del Cancer, la estimacion de nuevos casos fue de 1.5 millones para el
2010. En mujeres, el cancer de mama es el mas frecuente siendo responsable de
una tasa de mortalidad del 14%, mientras que en varones, el cancer de pulmén ha
causado el 23% del total de decesos. En Estados Unidos, el cancer continta siendo
la segunda causa principal de muerte (Jemal et al., 2010) y en nuestro pais es la
tercera causa. En el 2005 en la ciudad de Quito, se registraron 3188 pacientes con
cancer, de los cuales 1406 fueron hombres y 1782 fueron mujeres (Cueva & Yépez,

2009).

Los tipos de cancer contemplados en el presente proyecto son sarcoma de
Ewing, neuroblastoma, cancer de Mama, linfoma de Burkitt y linfoma anaplasico de

células grandes.



Para los anos 2003 y 2005, los datos del Registro Nacional de Tumores (RNT)
sobre los diferentes tipos de cancer de nuestro estudio segun el sitio y el diagnostico
histolégico son los siguientes: El 8,11% de casos totales donde habia la presencia de
sarcoma de Ewing se present6 en huesos, articulaciones y cartilagos, de los cuales
un 13.04% se diagnosticé en mujeres. El 5,00% de casos totales se diagnosticaron
como linfoma de Burkitt en retroperitoneo y peritoneo, de los cuales el 7,89% se
presentaron en mujeres. En cancer de mama, se presentd un 8,20% de casos
totales, de los que el 0,10% de casos se registraron en varones y el 14,00% en

mujeres (Cueva & Yépez, 2009).

En el periodo 2008 a 2009, el registro hospitalario de SOLCA reportd 39 casos
diagnosticados como linfoma de Hodking y 235 casos como linfoma no Hodking,

siendo las mujeres el grupo mas afectado (Cueva & Yépez, 2009).

Adicionalmente, el analisis citogenético convencional en tumores sélidos se ha
visto limitado por diferentes factores que han influido directamente en la obtencién de
metafases analizables. Dentro de los principales factores se pueden mencionar a la
baja viabilidad celular, la necesidad de disgregacién enzimatica de la muestra, la
contaminacion microbiana y, por ultimo, a la dificultad de determinar el cambio

cromosomico primario asociado con el tipo de tumor (Calasanz et al., 2000).

Estos mismos factores han sido el punto de partida para que en los ultimos
afos se desarrollen métodos diagnédsticos alternativos basados en citogenética para

la identificacion de alteraciones cromosémicas pues su deteccidén es importante en el
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diagnéstico y en la seleccion del tipo de tratamiento. La tasa de sobrevivencia para
todas las formas de cancer se ha incrementado del 50% al 68%; esta mejora en la
sobrevida de los pacientes con cancer puede también ser un reflejo de mejores y
mas tempranas técnicas diagndsticas citogenéticas-moleculares destacando como
una de las principales a la hibridacion in situ con fluorescencia (FISH)(Calasanz et

al., 2000).

El presente proyecto pretende aplicar la técnica de hibridacion in situ con
fluorescencia (FISH) para la identificacidn de rearreglos cromosémicos en tumores
sélidos, tanto en tejidos en congelacién y parafinados, ya que ha probado ser una
herramienta 0til 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 analisis de muestras en fresco (Murthyet al., 2005). La FISH es muy util
para la deteccién 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 nucleos o cromosomas caracteristicos de cada tipo de tumor sélido, debido
a una amplia disponibilidad de sondas que facilitan la identificacién de rearreglos

cromosomicos (King et al., 2000).

Actualmente aproximadamente el 30% de las neoplasias corresponden a

tumores soélidos. Asimismo, se conocen alrededor de 100000 alteraciones



cromosomicas en mas de 30000 neoplasmas, de las que 21000 ocasionan

leucemias, 3000 linfomas y 8100 tumores sélidos (Calasanz et al., 2000).

Se considera que el goldstandard para la determinacién de ciertos tipos de
cancer es FISH. Un ejemplo importante de su aplicacion es la identificacion de la

sobreexpresion del gen HER-2 en el cancer de mama (Cuadros &Villegas, 2008).

La identificacién de los rearreglos cromosdémicos es muy importante para
entender el funcionamiento de algunos oncogenes. Por esto, el andlisis citogenético

tiene una influencia directa en el tratamiento de las neoplasias.

1.3. Objetivos de la investigacion

1.3.1. Objetivo general

ldentificar rearreglos cromosémicos asociadas con tumores solidos en tejidos
embebidos en parafina y en tejidos en congelacion mediante la aplicacién de la

técnica de hibridacion in situ con fluorescencia (FISH).

1.3.2. Objetivos especificos

e Analizar muestras de tumores solidos, recolectadas desde marzo del 2011

hasta marzo del 2012, aplicando la técnica de hibridacion in situ con



fluorescencia (FISH) en tejidos en congelacion y en tejidos embebidos en
parafina.

e Identificar los rearreglos cromosémicos asociados a tumores especificos
en cada neoplasia en estudio mediante la valoracién de sus ndcleos.

e Cuantificar la correlacion entre los tumores en estudio con las variables
sexo, edad, localizacion del tumor.

e Comparar el diagndéstico por FISH con el histoldgico.

1.4. Marco Teoérico

1.4.1. Clasificacion de los genes

Se han codificado aproximadamente entre 20 000 a 25 000 genes en el
genoma humano (Dagnino & Rocco, 2009). Estos genes se han clasificado en dos
categorias: genes estructurales y genes reguladores. Los genes estructurales son
secuencias que codifican para varios productos proteicos producidos por la célula.
Los genes reguladores controlan la actividad de los genes estructurales e inician,
mantienen o bloquean la transcripcion de los genes estructurales (Haschek et al.,

2009).

Dentro de los genes reguladores se encuentran los proto-oncogenes y los
supresores de tumores. Ambos tipos de genes con sus receptores y moléculas de

sefalizacion, interactian para ejercer un control fisiolégico en la proliferacion celular.



La activacion e inactivacion de estos genes esta controlada de manera rigurosa tanto
para iniciar como para detener la proliferacién celular en los momentos adecuados

(Coppola, 2010).

1.4.1.1. Proto-oncogenes

Aquellos que se derivan de genes celulares normales se llaman proto-
oncogenes. Los proto-oncogenes codifican para una variedad de proteinas celulares
involucradas en el crecimiento celular normal, proliferacion y diferenciacion. Esto
incluye factores de crecimiento, receptores de factores de crecimiento y factores de
transcripcion nucleares. Perturbaciones en la expresion de proteinas causadas por
una inactivacion proto-oncogenica inapropiada, pueden dar lugar a alteraciones en el

crecimiento y diferenciacion contribuyendo a una neoplasia(Coppola, 2010).

La ocurrencia de mutaciones en los proto-oncogenes pueden resultar en
variantes alteradas denominadas oncogenes que traen como resultado la pérdida de
importantes mecanismos de control celular aumentando el proceso de proliferacién,
influyendo en la carcinogénesis. Los oncogenes son genes estructurales que
codifican productos proteicos capaces de transformar el fenotipo de una célula. Solo
una copia del gen necesita ser mutada para afectar el crecimiento celular. La
activacion de un solo oncogen no es suficiente para producir cancer, aunque tienen
un rol importante en la tumorigénesis. Los oncogenes se estudiaron inicialmente en

virus tumorales (Scheneider, 2011).



1.4.1.1.1. Activacion oncogénica

La transformacion de un proto-oncogen a un oncogen se llama activacion; esta
ocurre con mayor frecuencia en la fase de progresién a nivel somatico (Coppola,
2010). Existen diferentes mecanismos que pueden dar lugar a una activacion
oncogeénica, algunos parecen ser especificos de los tumores. Estos incluyen
mutaciones, translocaciones, inversiones, inserciones, deleciones, amplificacion
génica, aneuploidias, poliploidias e insercién viral. De entre estos mecanismos se
destacan las translocaciones y la amplificacion génica. Las translocaciones pueden
resultar de la activacién del oncogen mediante la destruccion o inactivacion de genes
en el sitio de roturas cromosdmicas. En la amplificacion génica, los errores en la
replicacién pueden resultar en copias multiples de un oncogen. La presencia de
multiples oncogenes en una célula le confiere una ventaja clonal. La sobreexpresion
es muy comun en varios tipos de cancer, por ejemplo, el neuroblastoma tiene copias

multiples del oncogen N-MYC (Scheneider, 2011).

1.4.1.2. Genes supresores de tumores

Los genes supresores de tumores, o antioncogenes, son reguladores que
funcionan normalmente para limitar el crecimiento normal mediante la inhibicién de la
actividad de los genes estructurales responsables (Haschek et al., 2009). Estos
codifican proteinas a lo largo de las rutas de sefializacidén que modulan el crecimiento
celular, diferenciacion y muerte celular. Se han caracterizado hasta la actualidad mas

de 30 genes supresores de tumores (Haschek et al.,, 2009). Al contrario de lo que



ocurre en los oncogenes, la inactivacion de los genes supresores de tumores permite
el desarrollo del cancer. Existen tres principales categorias de genes supresores de

tumores, entre las que estan los gatekeepers, caretakersy landscapers.

1.4.1.2.1. Tipos de genes supresores de tumores

1.4.1.2.1.1. Gatekeepers

Estan involucrados directamente en el crecimiento celular, diferenciacién y
apoptosis. La inactivacion de estos genes permite a las células tumorales obviar los
balances y checkpoints celulares que da lugar a un crecimiento no restringido y a la

inmortalidad (Largo.C, 2007).

1.4.1.2.1.2. Caretakers

Los caretakers mantienen la estabilidad gendmica de la célula; una mutacion
en estos genes puede incrementar la tasa de células mutadas lo cual permite la
activacién de oncogenes y la inactivacion de gatekeepers. Los caretakers afectan a
la biologia de la célula de manera indirecta controlando la tasa a la que las células

acumulan genes mutados (Scheneider, 2011).

1.4.1.2.1.3. Landscapers
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Las mutaciones en este tipo de genes conducen a un crecimiento celular
irregular. Al parecer defectos en estos genes contribuyen al desarrollo del cancer

hereditario (Scheneider, 2011).

1.4.1.2.1.1.1 Mecanismos de inactivacion de los genes supresores de tumores

La inactivacion de un gen supresor puede ocurrir a nivel somatico o a nivel
germinal. La inactivacion del segundo alelo del gen siempre ocurre a nivel soméatico.
Esto puede darse por mecanismos epigenéticos, que se refieren al silenciamiento de
los genes, es decir que dejan de funcionar sin intervenir en el ADN del gen. Los dos
principales son metilacion del ADN y sellado gendémico (genomic imprinting)

(Haschek et al., 2009).

La metilacion del ADN contribuye a la diferenciacion celular e inhibe a un gran
numero de genes incluyendo algunos oncogenes. En el cancer, existe un
decremento en la expresion de la ADN metil transferasa, que da lugar a una
demetilacion no especifica de la 5-metilcitosina. Esta demetilacion puede reactivar la
expresion de oncogenes. Los tipos de cancer que han demostrado una metilacion
anormal incluyen al cancer colorectal, neuroblastoma, rabdomiosarcoma, y

osteosarcoma (Haschek et al., 2009).

En el sellado gendémico (genetic imprinting) entre 30 a 40 genes se heredan
sellados (imprinted). Uno de los dos alelos, el materno o el paterno, no se expresa o

lo hace de manera deficiente. Estos genes no cumplen los postulados de Mendel
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debido a que no contribuyen por igual al fenotipo de la descendencia al funcionar de
forma diferente segun provengan de la progenitora o del progenitor (Saladrigas,

2001).

Cierto niumero de neoplasias y enfermedades hereditarias se asocian con
mutaciones, reordenamientos cromosdémicos, disomias uniparentales y errores de
impresion del sello en las regiones reguladas por el mecanismo de sellado genémico.
Practicamente todos los genes que poseen sellado anormal en el cancer estan
localizados en la regién11p15.5 del cromosoma 11. Se han evidenciado varios
trastornos en la regulacién del crecimiento en esta regién que contiene alrededor de
nueve genes sellados, entre ellos a IGF2y H19. Se conocen alteraciones del sellado
de IGF2 que causan la sobreexpresién ola desregulacién de la expresion de la
proteina IGF2, dando lugar a una docena de neoplasias diferentes incluyendo el

tumor de Wilms. (Saladrigas, 2001).

Existe otro tipo de inestabilidad genémica, que se encuentra en la mayoria de
los tumores, denominada inestabilidad cromosomica (CIN). CIN es debida a
ganancia y/o pérdida de cromosomas enteros o fragmentos largos de cromosomas
durante la divisién celular (Kops et al.,, 2005 citado por Largo C., 2007), como
consecuencia aparece un desequilibrio en el nimero de cromosomas (aneuploidia) y

una alta tasa de pérdida de heterocigosidad (LOH).

Estos cambios dan ventaja a la célula tumoral, ya que se elimina el alelo

funcional de un gen supresor. Se desconocen los mecanismos por los que aparece
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CIN, aunque se han propuesto varios genes como los que regulan el ciclo celular, la

crisis telomérica y centrosémica.

Estudios sugieren que la aneuploidia es una causa directa del cancer, debido
a que provoca con mayor frecuencia inestabilidad genética en los genes que
controlan los puntos de control de la mitosis (Kops et al., 2005 citado por Largo C.,
2007). Es por ello que el cancer es una enfermedad genética en la que aparecen
defectos especificos que se asocian a una predisposicidn para su origen, progreso y
metastasis en diferentes tipos de neoplasias. La identificacién de estas alteraciones
contribuye a la deteccion temprana, el mejor diagndstico y adecuado tratamiento de

las neoplasias (Largo C., 2007).

1.4.1.3 El Cancer

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 rapidamente, y el resultado de la acumulaciéon de células
cancerosas se denomina tumor. Si el tumor crece y no invade los tejidos que estan
alrededor se lo llama benigno. Por otro lado, si el tumor se esparce a los tejidos

cercanos o a los distantes se lo denomina maligno.

13



El cancer no consiste en una sola enfermedad. Se han identificado mas de
100 tipos con diferentes causas y sintomas. Los cuatro tipos principales de cancer
son carcinomas, sarcomas, leucemias y linfomas. Aproximadamente el 90% de los
canceres humanos son carcinomas, los cuales tienen origen en piel o epitelio de los
organos internos, glandulas y cavidades corporales (pulmén, préstata, mama, piel,
entre otros). Los sarcomas son menos comunes e involucran la transformacién de
células del tejido conectivo (cartilago, hueso, musculo, entre otros) formando tumores

solidos (Almeida & Barry, 2011).

El cancer se caracteriza por la alteracién de procesos celulares fuertemente
regulados, tales como diferenciacion, proliferacion y muerte celular programada. Las
células tumorales poseen diferentes propiedades, entre las cuales se encuentran la
pérdida de diferenciacién, ganancia de habilidades proliferativas, sobrepasan los
checkpoints del ciclo celular, fallas en la reparacién del ADN, inmortalidad,
angiogénesis, metabolismo alterado, inestabilidad gendmica, sefnalizacion celular

anormal y movimiento (Scheneider, 2011).

1.4.1.3.1. Fases del proceso neoplasico

Una célula atraviesa por multiples fases para transformarse en una célula
maligna, dentro de las cuales se incluyen la iniciacion, promocién, progresion,

invasion y metastasis.
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1.4.1.3.1.1. Iniciacién

El desarrollo del tumor comienza cuando una célula del cuerpo empieza a
multiplicarse dando lugar a una pequena colonia de células en el mismo tejido. En
esta fase una célula normal sufre un cambio genético irreversible caracterizado por
una capacidad intrinseca de crecimiento autbnomo, permaneciendo latente por
semanas, meses o anos. Durante este tiempo la célula va a ser fenotipicamente
distinta de otras células en ese tejido. La iniciacion implica alteracién del ADN celular

en uno o varios sitios del genoma (Haschek et al., 2009).

1.4.1.3.1.2 Promocidn

En esta etapa agentes especificos llamados promotores, realzan el desarrollo
de los neoplasmas. Dentro de estos se incluyen agentes como hormonas, que no
interactian directamente con el ADN celular, pero influyen en su expresion. La
promocion del tumor puede estar modulada por diferentes factores, tales como edad,

sexo, dieta y balance hormonal (Haschek et al., 2009).

1.4.1.3.1.3. Progresion

En esta fase las mutaciones genéticas continban permitiendo a la célula
tumoral la ganancia o pérdida de ciertas caracteristicas, pero en este caso dichas
mutaciones pueden permitirle al tumor funcionar de manera independiente. La

progresion se debe a la exposicion a carcindgenos, asi como a mutaciones
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espontaneas que aportan al crecimiento anormal de las células cancerosas. Sus
cambios genéticos son irreversibles. El tumor va a consistir en una poblacion de
células tumorales malignas, las cuales poseen un incremento en la habilidad
proliferativa, una nutricibn autonoma, una variedad de cariotipos anormales con

deleciones inusuales, rearreglos y potencial metastasico (Scheneider, 2011).

1.4.1.3.1.4. Invasidén y metastasis

En esta etapa, las células malignas sufren cambios genéticos para ganar la
habilidad de invadir los tejidos que estan a su alrededor y producir colonias
tumorales. El proceso metastasico involucra multiples pasos. En el primero, las
células pierden adhesion a las células vecinas y adquieren la habilidad de moverse a
través de locomocién. Las células invaden la membrana celular, lo que les da acceso
a los tejidos vecinos y al sistema linfatico o circulatorio. La ruta que tiene un grupo de
células metastasicas es especifica y predecible dependiendo del tipo y de la
localizacion del tumor inicial. El paso final se denomina colonizacion, en la que las
células cancerosas han invadido el nuevo tejido. Algunas van a permanecer inactivas
por afios mientras que otras comenzaran a crecer inmediatamente (Scheneider,

2011).

1.4.2. Sarcoma de Ewing

La familia de tumores del sarcoma de Ewing (ESFT) incluye un grupo
heterogéneo de neoplasias constituidas por células redondas de pequefio tamano
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con minima evidencia morfolégica de diferenciacion, o por células mas grandes con
diferentes grados de diferenciaciéon neuroectodérmica. El ESFT se caracteriza por
tener un fuerte potencial metastasico (Lozano, 2007). Todos los miembros de la
familia ESFT comparten caracteristicas citogenéticas, histoldégicas y moleculares

similares y se derivan de células mesenquimales especiales (Coppola, 2010).

El sarcoma de Ewing es la segunda neoplasia maligna mas comun de hueso
que afecta principalmente a nifios y adolescentes en un 80%, donde el género
masculino es comunmente mas afectado (Heymann, 2009). Este tipo de sarcoma se
desarrolla de forma comun en los huesos que conforman el tronco y en los huesos
largos. En el esqueleto del tronco predomina en la pelvis, seguido por la escépula,
columna vertebral, costillas y clavicula. De los huesos largos el sitio mas comun es el
fémur, seguido por el humero, tibia y huesos del antebrazo. Aproximadamente el
15% de los pacientes presentan tumores primarios en tejidos blandos (lwamoto,

2007).

No existe evidencia de predisposicion familiar o factores ambientales que
provoquen el ESFT. Ciertos estudios han demostrado un incremento en el riesgo de
contraer tipos de cancer secundarios después de la terapia para ESFT, tales como

leucemia mieloide aguda y osteosarcoma (Heymann, 2009).

El sarcoma de Ewing resulta de una translocacion cromosémica que involucra
al gen EWS y a un miembro de la familia de factores de transcripcion ETS,

principalmente FL/-1, dando lugar a la formacion de una nueva oncoproteina de
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fusion EWS/FLI-1 especifica de las células tumorales. Esta oncoproteina
desencadena un programa de iniciacion de division en las células mesenquimales
primarias. Los estudios indican que promueve al menos dos eventos que tienen
relacion con el desarrollo y progreso del tumor, vy la proliferacién y supervivencia
celular. Esto se consigue por la induccién de otros genes candidatos como PDGFC,
IGFI, MYC, CCND-1y NKX2-2, y también escapando de la apoptosis mediante la
represion de p21, p57, TGFGR11y IGFDPP3. Mediante la citogenética convencional
se encontré que el sarcoma de Ewing se caracteriza por la presencia de una de
cinco translocaciones balanceadas con el gen EWS en la banda q12 del cromosoma
22, translocacion que se fusiona con uno de los cinco miembros de la familia ETS
(FL1-1, ERG, ETV 1, EIA y FEV) en los cromosomas 11, 21, 7, 17 y 2,

respectivamente (Coppola, 2010).

EWS es una proteina de unién con ARN de funcién desconocida pero tiene un
dominio de fuerte activacién transcripcional (Bleyer & Barr, 2007). EWS-FLI1, que se
transloca en (11;22)(g24;912). Es la proteina de fusiébn mas comuin y se asocia con el
85% de los casos de sarcoma de Ewing (Figura.1.1). Existen 18 variantes de
transcriptos EWS-FLI1. Todas las translocaciones contienen el dominio N-terminal. El
analisis de la estructura gendémica de EWS demostrd que el gen estd compuesto por
17 exones distribuidos en 40 Kb. Los primeros 7 exones codifican polipéptidos
repetitivos con una secuencia proteica consenso SYGQQS seguido por una regién
bisagra codificada por los exones del 8 al 10; mientras, el dominio de union de RNA
esté codificado por los exones del 11 al 13. Por lo tanto, la proteina de fusion EWS

esta codificada por los exones del 1 al 7 y el dominio FLI1 por el ex6n 9. Las dos
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fusiones mas comunes son EWS exdén 7-FLI1exon 6, el cual es un transactivador
menos potente y confiere un mejor prondstico (tipo 1) y EWS exén 7-FLI 1 exén 5

(tipo 2) (Volgestein & Kinzler, 2002).

Cromosoma 11 Cromosoma 22
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Figura 1.1.Translocacién (11;22) que da lugar a la formacién de la proteina de fusion (EWS-FLI1) a

partir de los genes EWS'y FLI1 en el Sarcoma de Ewing. Tomado de: Mateo, 2007.

Los patrones proteicos de EWS-FLI1 fueron identificados como parte del
empalmosoma y subsecuentemente estan implicados como moduladores del
splicing. Mediante purificacion bioquimica y caracterizacién se revelé que EWS-FLI1
es una proteina desordenada y su desorden intrinseco es critico para su actividad
transcripcional caracterizandose por la falta de una estabilidad estructural (Erkizan et
al., 2010). Uno de los blancos de la proteina de fusion EWS-FLI1 es la telomerasa

gue se expresa con altos niveles en el sarcoma de Ewing (Coppola, 2010).
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Al sarcoma de Ewing también se lo asocia con algunos cambios
cromosOmicos secundarios, con ganancias numeéricas cromosomicas que incluyen la
trisomia del cromosoma 8, translocaciones como t(1;16)(q12;q11.2) y mutaciones o
deleciones enp53y p16, que se asocian con un pronostico clinico pobre (Coppola,

2010).

La segunda translocacién mas comun involucra al gen EWS del cromosoma
22 y el gen ERG del cromosoma 21, que también es un factor de transcripcién de la
familia ETS (Bleyer & Barr, 2007). Los efectos de este tipo de translocacion parecen
ser analogos al de la fusion EWS-FLI1, y también hay un espectro similar de

variantes moleculares (Coleman & Tsongalis, 2002).

Una tercera variante involucra al gen EWS'y el gen ETV1 en el cromosoma 7
p 22 y la cuarta variante en t(17;22) (921;q12) la cual se ha descrito que une al
dominio de transactivacion de EWS con el cuarto miembro de la familia EIA. El gen
ETV4 se conoce por activar la transcripcibn de los genes de la enzima
metaloproteinasa que vinculan potencialmente a la proteina de fusion EWS-ETV4

con las propiedades invasivas del tumor (Volgestein & Kinzler, 2002).

1.4.3. Cancer de mama- HER 2/neu

A nivel celular existe una diversidad de mecanismos moleculares que pueden
funcionar como oncogénicos. Ciertos oncogenes codifican receptores mutados de

factores de crecimiento que poseen actividad tirosina quinasa (TK, por sus siglas en
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inglés). Estos receptores al activarse mediante ligandos dan lugar a una activacion
de las vias de sefalizacion celular que llevan a proliferacion descontrolada de las

células tumorales (Quintela, 2005).

Existen dos mecanismos principales mediante los cuales estos genes
participan en el origen del cancer, entre los que se encuentran la amplificaciéon y la
sobreexpresion de los oncogenes y sus productos. Con este fin, se pueden amplificar

pequenas regiones en los brazos de los cromosomas o los cromosomas enteros.

Actualmente, las mutaciones que ocurren con mayor frecuencia durante la
evolucion del cancer de mama han sido ya identificadas. Se han caracterizado un
gran numero de oncogenes, pero solo algunos tienen relacion con la progresiéon de la
enfermedad. Algunos genes que se utilizan como marcadores moleculares sirven
como factor pronostico de evolucion y tratamiento del cancer de mama, dentro de
estos se destaca el gen HER2/neu (Gonzélez et al.,2007). La amplificacion de este
oncogen se encuentra en un 30 % de los canceres de mama humanos y se
correlaciona con mas incidencia a metastasis en los ganglios regionales, grado

histolégico mas agresivo y presencia de estadios mas avanzados (Quintela, 2005).

El oncogén HERZ2/neu, también conocido como c-erbB2, se encuentra
localizado en el cromosoma 17g21.1 y codifica una proteina (p185HER2/neu) de 185
KD (Cuadros & Villegas, 2008). Ademas, pertenece a la familia de los receptores del
factor decrecimiento epidermal EGFR o ErbB que se caracterizan por su actividad

tirosin quinasa. Esta familia de proteinas consiste en cuatro grupos de receptores,
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entre los que se encuentran ErbB (HER-1), ErbB-3 (HER-3), ErbB-4 (HER-4) cada
uno con afinidad por ligandos de activacion especificos, y ErbB-2 (HER2/neu) que no
necesita unién a ligandos para su activacion y se caracteriza por presentar una gran
homologia con el receptor del factor de crecimiento epidermal (EGFR o HERT)

(Gonzalez et al.,2007).

La familia de los receptores EGFR se encuentra localizada en la membrana
plasmatica celular y esta compuesta por un dominio extracelular(rico en cisteina) de
union al ligando que se une al receptor y lo activa, un segmento lipofilico
transmembrana de anclaje y un dominio intracelular catalitico que constituye el
segmento carboxiterminal con actividad TK (exceptoHER-3), susceptible de
fosforilarse por degradacién del ATP y de transmitir una sefal hacia el interior de la
célula a través de cascadas de senalizaciéon (Gonzalez et al.,2007), como se muestra
en la Figura 1.2. Esta familia de receptores estd involucrada en la division y
proliferacion celular, principalmente en la comunicacion célula-célula y célula-
estroma, que se conoce como transduccién de sefial, en el que factores de
crecimiento externos o ligandos afectan la transcripcibn de varios genes por

fosforilacion o desfosforilacion.
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Figura 1.2. Estructura de la familia de receptores ErbB (factor de crecimiento epidermal).Tomado de:

Gonzalez et al, 2007.

La activacién del receptor requiere tres variables: un ligando, un receptor y un
companero dimerizado. Los receptores de la familia ErbB son activados por la
dimerizacion que puede darse entre dos receptores idénticos (homodimerizacion) o

entre diferentes miembros de la misma familia (heterodimerizacion).

Los mecanismos que provocan la dimerizacion son:

1. La unién al ligando (factor de crecimiento).
2. La sobreexpresion del receptor.

3. Latransactivacion por un receptor homologo (heterodimerizacion).

Tras la dimerizacion se produce activacion de la funcion tirosina-quinasa de la

porcion intracelular del receptor. Este es el suceso clave que inicia la cascada de
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sefales de transduccion intracelulares estimuladoras de la actividad mitogénica,

como Ras/Raf/MEK/MAPK o PI3K/Akt (Gonzalez et al., 2007).

La sobreexpresion del gen HER2/neu conduce a la activacion del receptor
HER2/neu por autofosforilacion. Este estado activo se mantiene por el reclutamiento
de Src y PI3K por parte del receptor. La proteina Src es una tirosina quinasa que
tiene como funcién tomar un grupo fosfato de una molécula de ATP y fosforilar una o
mas proteinas diana sobre un resto tirosina causando cambios en las biomoléculas y
de esta manera las actividades celulares son reguladas (CancerQuest, 2008). La
enzima PI3K (Por sus siglas en inglés) fosfatidilinositol 3 quinasa, transmite sefnales
en las células ayudando a controlar el crecimiento celular (Instituto Nacional del
Cancer, 2010).La activacion de PI3K conduce a la activacién de la via proto-
oncogénica de senalizacién Akt —-mTOR a través de PIP3 (fosfatidilinositol 3,4,5-
trifosfato). Por lo tanto, se desactiva el gen supresor PTEN dando lugar a un
aumento de los niveles de PIP3 y una activacion de PI3K (Nagata et al., 2004), como
se muestra en la Figura 1.3. La sobreexpresion del gen HERZ2/neu desempefia un
papel en la progresién del tumor produciendo titulos elevados de crecimiento celular

y transformacion oncogénica (Quintela, 2005).
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Figura 1.3. Mecanismo de amplificacion del receptor HER2/neu mediante la ruta Akt —-mTOR a través

de PIP3 dando como resultado tumorigenesis. Modificado de: Nagata. Y et al, 2004.

En cada célula normal hay dos copias del gen HERZ2 y, aproximadamente,
50.000 copias de moléculas de proteina en la superficie celular teniendo un papel
importante en el crecimiento y el desarrollo de las células epiteliales de las glandulas
mamarias. Por otro lado, en una célula tumoral se puede encontrar mas de una copia
del gen y mas de 1 millon de copias de la proteina en la superficie celular
favoreciendo la formacién de heterodimeros de HER2 y convirtiendo a la célula en

extremadamente sensible a factores de crecimiento (Cuadros & Villegas,2008).

HER 2 se encuentra amplificado en alrededor del 20 al 30% de los canceres
de mama, aunque la sobreexpresion puede darse sin amplificacion génica en el 3 a
7% de los casos debido a una polisomia del cromosoma 17 (Cuadros & Villegas,

2008). En mujeres jovenes son mas frecuentes los canceres de mama que
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sobreexpresan el gen HERZ2/neu y tienden a ser tumores de alto grado de
malignidad. EI HER2/neu se sobreexpresa con mayor frecuencia en carcinoma ductal
in situ con un fenotipo de tumor agresivo presentando caracteristicas histologicas
particulares, como son el alto grado nuclear, actividad mitética aumentada (alta
fraccion de la fase S) y ausencia de receptores hormonales. HERZ/neu es utilizado
como blanco terapéutico al cual se le unen anticuerpos monoclonales especificos en

el dominio extracelular del receptor, como el trastuzumab (Gonzalez et al, 2007).

1.4.4. Linfoma de Burkitt

El linfoma de Burkitt (LB) es de tipo no-Hodking y comprende un grupo
heterogéneo de neoplasias de células B altamente agresivas. Estas células B tienen
un tamano intermedio y se infiltran en tejidos nodales o extranodales con un patréon
difuso. Sus marcadores de superficie son CD19, CD20, inmunoglobulina IgM,
cadenas ligeras Ig K 6 Ig A, asi como también niveles intermedios de CD10. La tasa
de division celular en el LB es una de las mas altas entre los tumores humanos y se
ve reflejado por la presencia de numerosas figuras mitéticas y una fraccién elevada

de células en crecimiento (Hecht &Aster, 2000).

Existen tres subtipos del LB. El primero se describe como forma endémica, y
se encontré en Africa ecuatorial. Se presenta en sitios extranodales de adolescentes
y adultos jovenes. Se caracteriza por un tumor de células B infectadas con el virus de
Epstein Barr (EBV). El segundo subtipo es de forma esporadica, que es

morfolégicamente idéntica con el linfoma de Burkitt. Este es més frecuente en los
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Estados Unidos. El tercer subtipo es comun en personas infectadas con VIH (Advani,

2010).

La supervivencia del centro germinal de células B depende de la expresién de
un receptor lg capaz de reconocer con una alta afinidad al antigeno. La habilidad
para fabricar anticuerpos de alta afinidad requiere de una hipermutaciéon somatica, en
la cual el centro germinal de las células B adquiere mutaciones a alta velocidad en
regiones de genes /g que codifican residuos de union al antigeno. Ambas cadenas
de Ig (lgk y IgA) en los tres subtipos de LB han sufrido una hipermutacion somatica

(Hecht &Aster, 2000).

El linfoma de Burkitt se asocia con translocaciones cromosémicas que
desregulan la expresion de C-MYC, un gen que codifica un factor de transcripcion
basico de estructura hélice-asa-hélice (HLH, por sus siglas inglés), localizado en el
cromosoma 8q24. Este codifica una proteina de 64 KD. C-MYC es el homdlogo
celular del oncogén V-MYC. La expresion alterada de C-MYC ocurre en una variedad
de canceres humanos incluyendo cancer de pulmén y de mama. MYC es
rapidamente inducido por una variedad de estimulos mitogénicos, que no requieren
de expresion génica o sintesis proteica (Coppola, 2010). C-MYC normalmente tiene
un rol central en la regulacion transcripcional de un set de genes que controlan
diferentes procesos celulares, incluyendo la progresién del ciclo celular y la muerte

celular programada (Hecht & Aster, 2000).
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Las translocaciones cromosomicas caracteristicas de LB siempre resultan por
la yuxtaposicion de las secuencias de ADN que codifican para C-MYC con las
secuencias de los genes Ig denominados enhancers. Estos se unen a factores
especificos de transcripcién de células B capaces de activar la transcripcion desde

genes que estan localizados a 500 000 pb de distancia (Hecht & Aster, 2000).

Debido a que los elementos enhancer Ig son activos especificamente en
células B maduras, su yuxtaposicién con C-MYC en las células B, maneja altos
niveles de ARN C-MYC y expresion proteica. Por lo tanto, las secuencias
reguladoras negativas que se encuentran dentro de C-MYC son removidas como
consecuencia directa de una translocacién cromosémica o son mutadas a través de
otros mecanismos contribuyendo al incremento de la actividad de C-MYC (Hecht &

Aster, 2000).

En el 80% de los casos de LB, el patrén de translocacién para C-MYC es el
locus IgH, dando lugar a la formacién de una translocacion t(8;14) (924;932). En el
15% de casos, el patron de translocacion es el locus k en el cromosoma 2p11, y el
5% restante, involucra al locus A en el cromosoma 22g11como se muestra en la

Figura 1.4 (Gang&Schulz, 2007),
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Figura 1.4. Translocaciones de C-MYC en el Linfoma de Burkitt. A. Translocacién clasica 1(8;14). B.

Translocacién t(8;22) y C. Translocacion t(2;8). Tomado de: Hecht & Aster, 2000.

En los tumores con la translocacién t(8;14), el gen C-MYC se localiza en el

cromosoma 8 y el gen IgH en el cromosoma 14 (Hecht & Aster, 2000).

En el subtipo LB endémico, el punto de ruptura (sitio especifico en una
secuencia de ADN donde se va a producir una anormalidad cromosdmica estructural)
(Barbouti et al, 2004) ocurre en el cromosoma 8 en direccion 5" al exén 1 de C-MYC.

En el cromosoma 14, los puntos de ruptura ocurren en las regiones de union IgH.

En LB esporéadico y asociado a VIH, los puntos de ruptura tienden a caer entre
los exones 1y 2 de C-MYC en el cromosoma 8 y en la region de intercambio IgH en

el cromosoma 14. En los dos tipos de translocaciones restantes, el locus C-MYC se
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une al locus /g k en el cromosoma 2 1(2;8) (p12;924) o al locus /g A en el cromosoma
22 1(8;22)(g24;q11). Los puntos de ruptura en los cromosomas 2 y 22 ocurren en el
extremo 5° de las regiones constantes de los genes k y A, respectivamente (Gang &

Schulz, 2007).

Eventos genéticos adicionales pueden ocurrir en LB y comunmente involucran
la ruta CDKN2A-MDMZ2-p53, importante en la regulacién del ciclo celular y la familia
de proteinas anti-apoptéticas BCL2 a través de BIM (gen activador de la muerte
celular que pertenece a la familia BCL2) (Matsui et al, 2005), que se une e inactiva a
BCL2.Las mutaciones en TP53, ocurren en un 30%, mientras que la inactivacion de
CDKNZ2A y la sobreexpresion de MDMZ2 (gen regulador negativo del gen supresor
tumoral p53) son menos comunes pero representan mecanismos alternativos para
inhibir p53. CDKNZ2A produce varias proteinas incluyendo p16INKMa y p14ARF a
través de splicing alternativo. MDMZ2 bloquea el dominio de transactivacién y
transporta a p53 al citoplasma para su degradacion, mientras que p14ARF inhibe

MDM2(Crisan, 2010).

1.4.5. Neuroblastoma

El neuroblastoma es el segundo tumor soélido pediatrico mas frecuente en
ninos menores a 1 ano de edad. Este se deriva de las células de la cresta neural y
surge en la médula adrenal o en los ganglios paraespinales simpaticos. Ademas,
comprende del 8 al 10% de todas las neoplasias pediatricas. Segun la clasificacion

histolégica es un miembro de la familia de células tumorales pequerias, redondas y
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azules. Dentro de los tumores neuroblasticos se incluyen neuroblastomas,
ganglioneuroblastomas y ganglioneuromas. Estos tumores se clasifican como
favorables y no favorables dependiendo del grado de diferenciacién neuroblastica
(Carroll & Finlay, 2010) y se caracterizan por ser agresivos, quimioresistentes y

generalmente incurables (Bown, 2001).

La mayoria de los nifios con estadiaje de la enfermedad 1 y 2 pueden curarse
solamente con cirugia. Los nifios mayores de 1ano de edad con estadio avanzado
mueren por enfermedad progresiva. Esta diversidad clinica se correlaciona con
factores clinicos y biolégicos incluyendo la etapa del tumor, edad del paciente,
histologia del tumor, indice de ADN y anormalidades genéticas (Weinstein et al.,
2003). Las anormalidades genéticas mas comunes asociadas con este tipo de tumor
incluyen delecion en el brazo corto de cromosoma 1(LOH), ganancia en el brazo

largo del cromosoma 17 y amplificacién del gen N-MYC (Bown, 2001).

Los estudios citogenéticos han mostrado que la translocacion desbalanceada
der(1)t(1p;17q), es una caracteristica repetitiva en las lineas celulares de tumores
primarios del neuroblastoma. Deleciones en el brazo corto del cromosoma 3 y en el
brazo largo del cromosoma 11, se han definido como marcadores de pronéstico

pobre de esta enfermedad (Jeison et al., 2010).

La ploidia de ADN es un importante discriminador de la respuesta a la

quimioterapia. La triploidia se observa en tumores de bajo estadiaje y se asocia con
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una mayor tasa de supervivencia; mientras, una diploidia se asocia con una falla

temprana en el tratamiento (Halperin et al., 2010).

N-MYC es un proto-oncogen de la familia de factores de trancripcion MYC que
se encuentra en el cromosoma 2 (2p24). Dos copias del gen se presentan
normalmente en cada célula. Se considera amplificado cuando hay mas de 10 copias
por célula; sin embargo, su amplificacién puede resultar en 50 hasta 400 copias del
gen por célula (Tomlinson & Kline, 2009). También, se lo encuentra como cuerpos de
cromatina extracromosomal denominados doble minute (dmins), que se observan en
aproximadamente 30% de los neuroblastomas primarios y regiones

homogéneamente tefidas (HSR) como se muestra en la Figura 1.5 (Halperin et al.,

2010).
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Figura 1.5. El gen N-MYC representado por cuerpos de cromatina llamados double minutes
(derecha).Gen N-MYC representado como regiones homogéneamente tefiidas (HSR) (izquierda).

Modificado de: Halperin et al., 2010.
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La amplificacion de N-MYC ocurre en aproximadamente el 20% de
neuroblastomas primarios y se asocia fuertemente con la presencia de metastasis y
pronostico pobre. Contribuye a un comportamiento clinico agresivo en tumores de
alto riesgo. La amplificacion de N-MYC se observa en un 30-40% de pacientes con

estadio avanzado.

El estado de N-MYC es una propiedad biolégica inherente de las células
tumorales del neuroblastoma y no cambia durante el tratamiento como sefnal de

quimioresistencia (Carroll & Finlay, 2010).

La familia de las TK esta compuesta por mediadores criticos en la sefalizacion
de las neutropinas y tiene un rol esencial en el desarrollo neuronal. La expresion
diferencial de los receptores de neutropina se asocia con las caracteristicas clinicas y
biol6gicas del neuroblastoma. La expresion de irkA esta inversamente relacionado a
con el estadiaje de la enfermedad y la amplificacion de N-MYC; mientras, trkB se

expresa en tumores con estadio avanzado (Weinstein et al., 2003).

1.4.6. Linfoma anaplasico de células grandes

El linfoma anaplasico de células grandes es una malignidad de células tipo T
anaplasicas grandes pleomérficas CD 30+. Por lo general, estas expresan ALK
(quinasa de linfoma anaplasico) y proteinas citotdxicas. Estas células tumorales
tienen tendencia a crecer de manera cohesiva en los nédulos linfaticos (Naeim et al,

2008).
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Estas células tumorales poseen un citoplasma abundante que muestra
numerosas vacuolas. La variante de células pequefias se caracteriza por una mezcla
de células linfoides pequefias, medianas y grandes. Los nucleos de las células
medianas y pequefas son irregulares (Stein et al, 2000). Este tipo de linfomas
constituyen la cuarta parte de los linfomas no Hodgkin que se desarrollan en nifios y
adolescentes (Volgestein & Kinzler, 2002). Estos tumores tienen, por lo general, un
buen pronostico y se asocian a una translocacion cromosomica especifica
(2;5)(p23;935) que involucra al gen ALK (2p23); el cual codifica una tirosina quinasa
gue no se expresa en células linfoides normales. Esta anormalidad ha mostrado ser

oncogénica in vivo e in vitro (Greenland et al, 2001).

El gen NPM localizado en la regién 5935 se fusiona con el gen que codifica la
quinasa del linfoma anaplasico (ALK) en la region 2p23. El tipo salvaje de NPM ha
sido identificado como una fosfoproteina de 37 KD asociada con los nucleos. Por otro
lado, el tipo salvaje de la proteina ALK es un receptor transmembrana de 200 KD. La
cola intracelular de la molécula ALK posee el dominio catalitico tirosina quinasa que
se activa como resultado de la homodimerizacién. La translocacion t(2;5) yuxtapone
la porcion del gen NPM que codifica el dominio N-terminal de NPM (amino&cidos 1-
117) a la parte del gen ALK que codifica para toda la region citoplasmatica de la
proteina ALK. Como consecuencia, el gen ALK esta bajo control del promotor de
NPM el cual induce a una permanente transcripcion del gen hibrido NPM-ALK, que
codifica a una proteina quimérica de 80 KD. El dominio C-terminal de NPM tiene

sefnales de localizacién nucleares y las regiones extracelulares y transmembrana de
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ALK se encuentran ausentes. La proteina NPM-ALK puede formar homodimeros o

heterodimeros (Figura. 1.6) (Stein et al, 2000).
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Figura 1.6. A. Se observa la translocacién t(2;5) a nivel cromosémico (Mathew et al,1997) B.
Formacién de la proteina de fusion NPM-ALK a partir de los genes NPM y ALK en el linfoma

anaplasico de células grandes. Tomado de: Stein et al, 2000.

En las translocaciones 1(2;5)(p23;935) y 1(1;2)(g25;p23) , las proteinas son
aptas para dimerizar e inducir autofosforilacion del dominio tirosina quinasa de ALK
el cual se activa en el citoplasma de las células tumorales (Greenland et al, 2001).
Sin embargo, se reconoce que los pacientes con ALK positivo suelen ser menores de
40 anos, de sexo masculino y en ellos la enfermedad puede manifestarse en un sitio
extranodal. Estos pacientes poseen un pronéstico favorable comparado con
pacientes de otros tipos de linfomas de células T incluyendo ALK negativo (Medeiros

& Elenitoba-Johnson, 2007). La fuerte asociacién de los linfomas anaplasicos con
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t(2;5)(p23;9035) sugiere que esta translocacion cromosémica participa en la

patogénesis de esta enfermedad (Naeim et al, 2008).

Ademas de la clasica translocacion t(2;5), se ha demostrado que ALK es
activada a través de varios rearreglos cromosdémicos incluyendo la t(1;2)(g25;p23) y

la inv(2)(p23;915) (Volgestein & Kinzler, 2002).

La t (1;2)(g25;p23) se encuentra en el 15% de los casos. Esta produce una
proteina de fusion de ALK con tropomisina 3. Debido a que esta no tiene una senal

de localizacién nuclear, su tincién es exclusivamente citoplasmatica.

El 5% de los casos corresponden a la inversion del cromosoma 2
inv(2)(p23;915) que resulta de la fusion de la proteina ALK y ATIC-2, una enzima

involucrada en la sintesis de purinas (Kirkham & Sheperd, 2007).

1.4.7. Técnica de FISH

“La técnica de FISH (hibridacion in situ con fluorescencia) es un método
hibrido entre la citogenética y la biologia molecular desarrollada en los afios 80
basada en las técnicas de hibridacién in situ. Consiste en la deteccién de secuencias
concretas de acidos nucleicos (ADN o ARN) mediante el empleo de sondas
especificas marcadas radioactivamente o con sustancias no radioactivas, como en el
caso de FISH, en la que se sustituye isétopos radioactivos por un fluorocromo"
(Tojo, 2009).
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Se basa en la hibridacion de una sonda de ADN marcada con una sustancia
fluorescente sobre su secuencia complementaria en el genoma, tanto en la metafase
cromosomica o en el nucleo en interfase (Calasanz, 2001). La alta sensibilidad y
especificidad de la técnica FISH y la rapidez de los ensayos han hecho de esta
técnica una importante estrategia diagndstica con numerosas aplicaciones. Entre las
técnicas derivadas de FISH convencional, las mas importantes son la hibridacién
gendmica comparada (CGH) de enorme utilidad en tumores sélidos y el cariotipo

multicolor (SKY-FISH y M-FISH) (Tojo, 2009).

Los dos componentes principales de la técnica de FISH convencional son la
sonda de ADN marcada con fluorescencia y la secuencia diana en la muestra
tumoral para la cual es especifica. Cabe recalcar que no es una técnica de busqueda
de nuevas alteraciones cromosdmicas, sino que detecta Unicamente aquello que se

esta buscando mientras que el resto del genoma permanece oculto (Tojo, 2009).

FISH es una técnica que permite trabajar en tejido fresco, muestras
congeladas, muestras destinadas al analisis citolégico o tejidos parafinados, debido a
que la molécula de ADN es muy estable. En teoria cualquier célula con nucleo puede
ser examinada mediante esta técnica, lo que hace que sea muy Util en estudios
retrospectivos de tumores sélidos (Blancato & Haddad, 2000).Esta técnica es rapida
y con ella pueden ser analizadas un gran nimero de células en poco tiempo (Tojo,
2009). La factibilidad de aplicar FISH en tejidos fijados ha permitido el estudio de una
variedad de enfermedades que no poseen una previa informacion citogenética

(Blancato &Haddad, 2000).
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Al principio se utilizé FISH sélo como una herramienta en investigacion, pero
el desarrollo de sondas estandarizadas marcadas con fluorocromos y los nuevos
sistemas de visualizacién han hecho de FISH una herramienta vélida y util para el
diagnostico (Tojo, 2009).Dentro de las aplicaciones de FISH se incluyen la deteccién
de aneuploidias, analisis de traslocacion y puntos de ruptura estructurales, deteccion
de microdeleciones y mapeo genético (Blancato &Haddad, 2000). La determinacion
de anormalidades recurrentes y rearreglos consistentes es importante en el estudio
de la progresién de un tumor y proveen la informacién sobre el diagnéstico y
prondstico del mismo. La descripcion de los eventos en la progresion del tumor
involucra la delecion de los genes supresores de tumores y una amplificacién

especifica de los oncogenes.

En esta técnica se estudia al ADN en la célula o en el cromosoma, mas no se
lo extrae. Durante el proceso, el ADN es fijado con fijador Carnoys (3:1 metanol y
acido acético). Luego, el espécimen es tratado con calor y formamida para denaturar
la doble cadena. Después de dicho proceso, el ADN blanco esté apto para unirse a la
sonda de secuencia complementaria. Estas sondas marcadas con fluor6foros se
hibridan basadas en la complementariedad de las bases. Por ultimo, se visualiza la
sonda hibridada con el ADN diana en un microscopio de fluorescencia (Blancato

&Haddad, 2000).

La fluorescencia tiene la ventaja de proveer deteccion dual o multiple a través

del uso de diferentes fluoréforos en el mismo experimento. La intensidad de la senal
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con fluorescencia es mucho mejor que las tinciones inmunohistoquimicas (Blancato

&Haddad, 2000).

La clave del éxito de FISH esta en usar un protocolo eficiente que exponga el
blanco de los genes y permita la penetracion de la sonda, pero que mantenga la

morfologia y la estabilidad de la célula.

1.4.7.1. Principales etapas de la técnica de FISH

1.4.7.1.1. Pretratamiento de las placas

Se realiza este proceso con tres propositos: remover el ARN y proteinas que
podrian unirse a la sonda, permitir el acceso de las sondas al ADN permeabilizando
el material blanco y fijar la preparacidén para que los cromosomas y los nucleos no se

pierdan de la placa durante el procedimiento (Schwarzacher et al., 2000).

1.4.7.1.2. Denaturacién e hibridacién

Para permitir que la hibridacién de la sonda de ADN marcada, el ADN blanco
en la placa debe ser denaturado para convertirlo en ADN de cadena simple. Altas
temperaturas y concentraciones de formamida se utilizan para la denaturacion. Para
poder saber que una denaturacién fue exitosa, hay que evaluar la morfologia

cromosomica y la sefal de hibridacién in situ (Schwarzacher et al., 2000).
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1.4.7.1.3. Lavados post-hibridacion

Loslavados post-hibridacion remueven la sonda que no se ha hibridado y las
mezclas utilizadas para la hibridacion. Es critico que las temperaturas se controlen
en este proceso, ya que al incrementar unos pocos grados por solamente unos
segundos se puede remover la mayor parte de la sonda. Por lo tanto, la temperatura
no debe exceder de los 60°C para evitar la pérdida de material celular (Schwarzacher

et al., 2000).

1.4.7.1.4. Contratincion y visualizacion del ADN

El ADN es tenido usualmente con fluorocromos que pueden ser visualizados
por separado o juntos con la sefal de hibridacion in situ para dar un contraste con
color. Uno de los mas utilizados para la contratincién es el DAPI (4"-6-diamino-2-
fenilindol), el cual va a tener una fluorescencia azul bajo la excitacion del UV. Este
es excelente para teiir el ADN lo que permite mostrar patrones de bandas
caracteristicos para la identificacion de cromosomas y no interfiere con la excitacion

y deteccion de las sefales de hibridacion rojas y verdes (Schwarzacher et al., 2000).

Una parte importante de la técnica FISH es la visualizacion de los resultados
con un microscopio de fluorescencia y la utilizacién de una camara automatica. Un
optimo funcionamiento del microscopio se requiere para el analisis. Existen dos tipos
de microscopios de fluorescencia, que difieren en la forma en que la luz esta en

contacto con la muestra. Ademas, es necesaria una lampara de mercurio de alta
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presion para la deteccidn de la fluorescencia. También el microscopio debe estar
equipado con filtros éptimos que permitan detectar ciertas longitudes de onda de luz.

Los filtros son disefiados para cada uno de los fluor6foros (Blancato &Haddad, 2000).

1.4.7.2. Sondas

La sonda reconoce y se une a la secuencia complementaria de ADN. Se
dispone de sondas especificas para cromosomas individuales y para regiones
cromosomicas que permiten identificar rearreglos particulares, es decir de tipo
estructural, u obtener un diagnéstico de tipo numérico al existir un nimero anormal

de cromosomas (Tojo, 2009).

Las sondas directas son aquellas que pueden estar marcadas directamente
con fluorocromos que no necesitan anticuerpos para su deteccion; mientras, las
sondas indirectas tienen moléculas marcadoras que necesitan de anticuerpos para
su detecciéon (Tojo, 2009). Para el estudio de las neoplasias se emplean sondas
sintéticas PNA que segun a la regién a la que se unan se distinguen de la siguiente

manera.

e Sondas centroméricas
e Sondas de pintado cromosémico
e Sondas teloméricas

e Sondas de locus especifico
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e Sondas de fusiéon
e Sondas dual color dual fusiéon

e Sondas de separacion o split

1.4.7.2.1. Sondas centroméricas

Estan formadas por secuencias repetitivas de ADN e hibridan en la regién
centromérica del cromosoma (Tojo, 2009).Tienen 171 pares de bases de ADN
monoémerico, el cual se repite N veces. Este bloque de ADN repetitivo es luego
copiado N-veces en un alto orden repetitivo en el centrémero de cada cromosoma.
La mayor parte de este ADN es idéntico en todos los cromosomas humanos, pero del
2 al 3% del ADN es variable (Blancato& Haddad, 2000).Estas sondas permiten
detectar alteraciones cromosomicas de tipo numérico y valorar la ausencia o
presencia de alteraciones numéricas (monosomias, trisomias), tanto de metafases
como de interfases sin la necesidad de tener células en divisiéon (Figura 1.7) (Tojo,

2009).
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Figura 1.7. Sonda centromérica en una metafase. Sefiales centromericas rojas marcan el cromosoma

3, senales verdes son del cromosoma 7 y las sefiales azules son del cromosoma 17. Tomado de:

Nishio et al, 2010.

1.4.7.2.2. Sondas de pintado cromosémico

Estan formadas por una bateria de sondas que en su conjunto hibridan con
todo el cromosoma (Tojo, 2009).Estas permiten visualizar alteraciones citogenéticas
tanto numéricas como estructurales, pero solo lo hacen en metafases debido a que la
cromatina se encuentra condensada. (Blancato& Haddad, 2000). Ademas confirman
de forma inequivoca cariotipos con translocaciones complejas o con cromosomas

marcadores, como se muestra en la Figura 1.8 (Tojo, 2009).
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Figura 1.8. Sonda de pintado cromosémico en una metafase para el cromosoma X de color verde.

Tomado de: Mohamed et al, 2009.

1.4.7.2.3. Sondas Teloméricas

Las sondas teloméricas son de gran utilidad para la deteccion de pequeinas
translocaciones reciprocas que ocurriesen cerca del final del cromosoma (Dunham et
al., 2000 citado por Oleas.G., 2008), para estudiar translocaciones cripticas y mapeo

de genes (Figura 1.9.) (Blancato& Haddad, 2000).
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Figura 1.9. Sonda subtelomérica para el cromosoma 3, donde el brazo largo 3 esta marcado con color

rojo y el brazo corto 3 esta de color verde. Tomado de: Cockwell et al, 2000.

1.4.7.2.4. Sondas de locus especifico

Las sondas de locus especifico, también llamadas sondas de secuencia Unica,
hibridan con el ADN de una regién gendmica concreta correspondiente a un gen o
una banda cromosdmica. Estas son muy Utiles para detectar alteraciones
cromosomicas dificiles de identificar en las técnicas de bandeo convencional, como

microdeleciones (Tojo, 2009).

Los rearreglos cromosomicos identificados por las sondas de locus especifico
son la amplificacion de un gen en el cromosoma y la translocacion. En la
amplificacion de un gen, las secuencias del locus especifico hibridan a genes que

cuando se amplifican proveen informacién sobre el diagnéstico y prondstico de
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canceres especificos. Estas amplificaciones tiene la forma de regiones
homogéneamente tefiidas que son expresiones citolégicas de genes amplificados en
tumores. Los genes que se analizan comunmente por amplificaciones incluyen el gen
HER-2/neu que indica un pronéstico de cancer de mama, el gen N-MYC que se
amplifica en neuroblastoma y el gen C-MYC que se amplifica en algunos casos en
cancer de ovario, esto tanto para tejido fresco como para tejido embebido en parafina

(Blancato& Haddad, 2000).

Por otro lado para el andlisis de translocacion por FISH, se utilizan sondas
duales de /locus especifico. Los dos genes involucrados en la translocacion,
localizados en diferentes cromosomas pueden ser facilmente visualizados en
metafase y nudcleos. La importancia de FISH radica en que se puede realizar la
deteccidn en nucleos en interfase permitiendo que una mayor cantidad de células
puedan ser evaluadas. Este tipo de estudio se realiza para observar la translocacién
(8;14) que es la mas comun en el linfoma de Burkitt (Figura 1.10) (Blancato&

Haddad, 2000).

NORMAL
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Figura 1.10. Sonda de locus especifico en interfase para el locus 11923 marcado por la sefial color

verde y el color naranja. Tomado de: SOLCA, 2011.

1.4.7.2.5. Sondas de fusién

Las sondas de fusion se basan en una sonda especifica para cada uno de los
loci involucrados en la translocacién, de tal manera que presentan dos fluorocromos,
uno llamado Spectrum Orange que tiene un espectro de absorcion de 559-560nm y
el otro es Spectrum Green con un espectro de absorcidén a 497-509nm. La presencia
de la translocacion va a producir una yuxtaposicion de sefales (roja y verde juntas o

de coloracion amarilla), como se observa en la Figura 1.11 (Tojo, 2009).

Figura 1.11. Sonda de fusion en una metafase para la t(8;21), donde se observa una senal roja que
marca el cromosoma 8, una sefial verde que marca el cromosoma 21 y una sefal de fusién que indica

que dicha translocacion es positiva. Tomado de: SOLCA, 2011.
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1.4.7.2.6. Sondas dual color dual fusién

Se trata de una combinacién de dos sondas para los dos genes implicados en
la translocacion, cada una de ellos marcados con un fluorocromo distinto y disefiado
de tal manera que ambos se extienden a ambos lados del punto de ruptura, asi se
observara en color rojo un par cromosoémico y en color verde otro par distinto. Si la
célula tiene un patrén normal, con estas sondas se veran dos sefales rojas y dos
sefales verdes. Si existe una anormalidad, apareceran sefnales de fusion (Figura

1.12) (Tojo, 2009).

TRASLOCACION MYC/AIGH
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Figura 1.12. Sonda dual color dual fusién para t(8;14) en nucleos. La sefial roja marca el cromosoma
8 y la sefal verde el cromosoma 14, la senal celeste marca el centrémero del cromosoma 8. Las dos

sefales de color amarillo muestran que es positivo para la t(8;14) Tomado de: SOLCA, 2011.
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1.4.7.2.7. Sondas de separacién o split

Estas sondas han sido disefiadas para la deteccidn de translocaciones de loci
que pueden reordenarse con diversos cromosomas. Van dirigidas contra regiones
que flanquean el punto de ruptura de manera que una de ellas se extiende desde el
punto de ruptura hacia el centrémero y la otra desde el punto de ruptura hacia el
telomero de un mismo gen. Por lo tanto, en el patrébn de normalidad se ven dos
sefales yuxtapuestas. Si existe una translocacion se observaran dos sefiales naranja

y dos senales verdes separadas (Figura.1.13) (Tojo, 2009).

Figura 1.13. Sondas de separacion o split, para la regién 22q12 en ndcleos. Se observa una sefal
roja y una verde separadas y una sefial amarilla se fusion, lo que indica que es positivo para

translocacién t(11;22). Tomado de: SOLCA, 2011.
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1.5. Sistema de hipoétesis o pregunta de investigacion

La Técnica de FISH permite la identificacion de rearreglos cromosémicos

asociados con tumores sélidos en muestras de tejidos embebidos en parafina y de

tejidos en congelacién.
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CAPITULO 2: MATERIALES Y METODOS

2.1. Participantes

El presente proyecto fue financiado por el Hospital Solon Espinosa Ayala
(SOLCA), con el objetivo de aportar al desarrollo cientifico en el area de diagndstico
de tumores sélidos. El estudio se llevé a cabo en el Laboratorio de Genética del

hospital, bajo la direccién de la Dra. Ligia Ocampo y la Lcda. Catherine Carrera.

Se contd con la colaboracion del Laboratorio de Patologia del Hospital Solon
Espinosa Ayala (SOLCA), el cual proveyd los cortes de tumores sélidos parafinados
y en congelacién.

2.2. Zona de estudio

El proyecto se desarrollé en el Laboratorio de Genética Humana, del Hospital

Oncoldgico Solon Espinosa Ayala (SOLCA), ubicado en el cantén Quito, provincia

de Pichincha.

2.3. Periodo de tiempo de investigacion
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La investigacion se realiz6 entre marzo del 2011y enero del 2012, es decir en

un periodo de tiempo de 10 meses.

2.4. Diseno

En este proyecto se analizaron un total de 20 muestras de tumores soélidos
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 realizé un analisis descriptivo de datos y una
comparaciéon con los resultados previamente obtenidos con la técnica
histopatolégica, elaborando una tabla de contingencia en donde se enfrentan los
resultados de histopatologia vs FISH para poder calcular la sensibilidad,
especificidad, valor predictivo positivo, valor predictivo negativo, indice de Youden,
andlisis de la curva de ROC (Curva de Caracteristicas Operacionales del Receptor)
de la técnica de FISH en relaciéon 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 calcul6 el indice de Kappa.

2.5. Procedimientos
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Los protocolos utilizados en el presente trabajo fueron proporcionados por el
Laboratorio de Genética del Hospital Solon Espinosa Ayala (SOLCA), los cuales se

describen a continuacion.

2.5.1. Tejidos embebidos en parafina

2.5.1.1. Obtencién de los cortes de tejidos parafinados
Las muestras utilizadas en este estudio se obtuvieron con un pedido previo al

Laboratorio de Patologia de SOLCA nucleo Quito. El corte de la muestra provista por

este laboratorio estaba parafinada en una placa silinizada.

2.5.1.2. Desparafinizacién de las placas
Se realiz6 la desparafinizacién utilizando el reactivo Hemo-De®, permitiendo
de esta manera la eliminacion de la parafina de la muestra. El procedimiento se

detalla a continuacion:

1. Se colocaron las placas en Hemo-De® durante 15 minutos.

2. Nuevamente se colocaron en Hemo-De® por 10 minutos.
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3. Se colocaron las placas en etanol 100% para realizar la deshidratacion
respectiva durante 5 minutos a temperatura ambiente y nuevamente se
colocaron las placas en etanol 100% por 5 minutos.

4. Se dejaron secar las placas.

2.5.1.3. Pretratamiento de placas utilizando el kit Vysis® de pretratamiento de

parafinas

Para permitir el acceso de la sonda al ADN blanco, se realizo el pretratamiento
utilizando acido clorhidrico a una concentracién establecida por el protocolo de
Abbott Molecular,inc, 2000(Abbott Molecular,inc, 2000) y la solucion de

pretratamiento, como se describe a continuacién:

1. Se colocaron las placas en HCI 0.2N durante 20 minutos y a continuacion
en agua destilada por 3 minutos.

2. Se colocaron las placas en buffer de lavado durante 3 minutos y se las
sumergié en solucion de pretratamiento durante 30 minutos a una
temperatura de 80°C.

3. Nuevamente se colocaron las placas en agua purificada (ultrapura) por 1
minuto, luego en buffer de lavado dos veces por 5 minutos cada una.

4. Se eliminé el residuo de buffer de lavado y se colocaron las placas por 10 o

mas minutos en solucion de proteasa (25mg proteasa mas 1 vial buffer de

54



proteasa) a 37°C y se lavaron dos veces por cinco minutos en buffer de
lavado cada una.

5. Se secaron las placas completamente.

2.5.1.4. Fijacion de la muestra

Para la fijacion de la muestra se utilizd6 formalina a una concentracion
establecida por el protocolo de Abbott Molecular,inc, 2000 (Abbott Molecular,inc,

2000). El protocolo utilizado de detalla a continuacién:

1. Se colocaron las placas en formalina al 10% durante 10 minutos, y se
lavaron las placas en buffer de lavado dos veces por cinco minutos cada una.

2. Se secaron las placas completamente.

2.5.1.5. Denaturacién e Hibridacién

El ADN blanco en la placa se denatur6 a una temperatura alta utilizando
formamida. Una vez denaturado, se colocé la sonda segun el rearreglo cromosémico
especifico a identificar en el area de interés. El protocolo utilizado se describe a

continuacion:

1. Se coloco la sonda a temperatura ambiente en oscuridad.

2. Se desnaturaliz6 la muestra con formamida a 73°C durante 5 minutos.
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3. Se colocaron las placas durante 1 minuto en etanol 70%, 1 minuto en etanol
85% y 1 minuto en etanol 100% y se dejaron secar las placas completamente
para de esta manera evaporar el etanol sobrante de las mismas.

4. Se colocaron 10 ul de sonda en el area a hibridar de interés.

5. Se cubrid la zona, se sell6 con pegamento (rubber cement) y se colocaron

en camara humeda a 80°C por 10 minutos y luego a 37°C por 18 horas.

2.5.1.6. Lavado posthibridacién

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. El protocolo se detalla a continuacién:

1. Se retird el pegamento de las placas, verificando que las placas estén
hiumedas) y se las sumergié en solucién de lavado posthibridacion 0.4X
SSC/0.3% NP40 a 72°C y se dej6 secar las placas por 2 minutos excepto para
HER-2/neu, en donde se utilizé como solucién de lavado 2X SSC/0.3% NP40.

2. Se lavaron las placas en solucién de lavado 2X SSC/0.1% NP40 a
temperatura ambiente durante 5 segundos a 1 minuto excepto para HER-

2/neu que se utilizé 2X SSC/0.3% NP40.

2.5.1.7. Contratincién y visualizacién
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Para la contratincion se utiliz6 DAPI (4°-6-diamino-2-fenilindol) que permitié la

visualizacion de las sefnales de hibridacion. El protocolo se describe a continuacion:

1. Se secaron completamente las placas y se anadié 10 ul de DAPI II. Para
HER-2/neu se utilizaron 10 pl de DAPI.

2. Se cubrieron las placas con un cubreobjetos y se observé al microscopio.

2.5.2. Tejidos en congelacion

2.5.2.1. Obtencién de los cortes de tejidos congelados

Las muestras utilizadas en este estudio se obtuvieron con un pedido previo al
Laboratorio de Patologia de SOLCA nucleo Quito. El corte de la muestra utilizado se

encontraba en congelacién en una placa silinizada.

2.5.2.2. Fijacién de la placa

La fijacion de las placas se realiz6 utilizando fijador de Carnoy en proporcion 3:1
de metanol y acido acético, respectivamente. Para los lavados de las placas se utilizd

PBS. El protocolo se detalla a continuacion:

1. Se realizo la fijacion de las placas con fijador de Carnoy durante 15 minutos
dejando que se seque a temperatura ambiente.

2. Se colocaron las placas por 1 hora en una solucién 2X de SSC a 37°C
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3. Se prepard una solucién de proteasa (25 mg de proteasa mas 0,5ml de HCL
0,1N mas 49,5 ml de agua) a 37°C.

4. Se lavaron las placas dos veces con PBS durante tres minutos cada una.

2.5.2.3. Digestion con proteasa

Se procedié a realizar la digestion de las placas mediante el uso de un vial de
la enzima proteasa modificando el tiempo de digestién. El protocolo utilizado se

describe a continuacion:

1. Se colocaron las placas en proteasa el tiempo necesario hasta observar que
esté digerido comenzando con 5 minutos.

2. Se lavaron las placas dos veces con PBS durante tres minutos cada una.

2.5.2.4. Fijacién de la muestra

Para la fijacion de la muestra se utilizé6 formalina a una concentracion

establecida previamente. El protocolo se describe a continuacion:

1. Se sumergieron las placas en formalina al 10% durante 2 minutos a

temperatura ambiente.

2. Se lavaron las placas dos veces con PBS durante tres minutos cada una.

2.5.2.5. Denaturacién e hibridacién
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El ADN blanco en la placa se denaturé a una temperatura alta utilizando
formamida. Una vez denaturado el ADN blanco, se colocé la sonda segun el
rearreglo cromosdémico especifico a identificar en el area de interés. El protocolo

utilizado se describe a continuacion:

1. Se colocaron las placas en formamida al 70% durante 2 minutos a 73 °C.

2. Se realiz6 la deshidratacion en etanol al 70% durante 1 minuto, en etanol al
85% por 1 minuto y en etanol al 100% por 1 minuto.

3. Sobre la zona de interés se colocaron 10ul de sonda.

4. Se cubrieron las placas y se sellaron con pegamento rubber cement.

5. Se dejaron en camara humeda a 80°C durante 10 minutos y a 37°C por 18

horas.

2.5.2.6. 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. El protocolo se detalla a continuacién:

1. Se retir6 el pegamento de las placas, verificando que las placas estén

hiumedas y sumergirlas en solucion de lavado o posthibridacion 0.4X

SSC/0.3% NP40 a 72°C y se dejaron secar las placas por 2 minutos.
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2. Se lavaron las placas en solucion de lavado 2X SSC/0.1% NP40 a

temperatura ambiente durante 5 segundos a 1 minuto.

2.5.2.7. Contratincion y visualizacion

Para la contratincion se utilizé6 DAPI (4°-6-diamino-2-fenilindol) que permitié la

visualizacion de las sefnales de hibridacion. El protocolo se describe a continuacion:

1. Se escurrieron las placas sin dejar secar completamente y se afadié 10ul de
DAPI II.
2. Se cubrieron las placas con un cubreobjetos y se observaron al microscopio

de fluorescencia.

2.6. Analisis de datos

2.6.1. Valoracién de nucleos

Las sefales de fluorescencia se evaluaron contando 200 nudcleos por placa.
Unicamente se contaron los niicleos 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 sélidos mencionados anteriormente, se

utilizaron diferentes tipos de sondas, por lo que la valoracion de los nucleos dependid

60



de la disposicion de las sefiales para dar un criterio de positividad. A continuacion se

menciona la interpretacion para cada caso.

2.6.1.1. Sarcoma de Ewing

Para la determinacién de la translocacién 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 o ausencia se tomaron en cuenta los siguientes
parametros. Es negativo cuando se observen dos senales fusionadas, es decir color
amarillo y es positivo cuando se observe un patron de senales separadas, es decir

una verde y una anaranjada (Abbott Molecular,inc, 2000).

2.6.1.2. Cancer de mama

Para la determinacion de la amplificacion del gen HERZ2/neu en cancer de
mama, se utilizd la sonda HERZ2 /neu CEP17 PathVysion (Abbott Molecular,inc,
2000). Para determinar la presencia o ausencia se tomaron en cuenta los siguientes

parametros. Para el calculo de la tasa, se emplea la siguiente relacién:

Total de senales rojas (HER2/neu)
Total de senales verdes (CEP17)

Por lo tanto, es negativo cuando las muestras tienen una tasa menor a 2 y en
los nucleos se observan dos sefales naranjas (gen HERZ2) y dos senales verdes

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

2000).

2.6.1.3. Neuroblastoma

Para la determinacion de la amplificacion del gen N-MYC en neuroblastoma,
se utilizé la sonda Vysis LSI N-MYC (2p24) spectrum green /CEP 2 spectrum orange
(Abbott Molecular,inc, 2000). Para determinar la presencia o ausencia se tomaron en
cuenta los siguientes parametros. Es amplificacion negativa cuando se observan dos
sefales verdes que corresponden al gen N-MYC y dos senales naranjas que
corresponden a CEP 2. Es positiva cuando se encuentra una poliploidia (mas de
diez senales), doble minutes (dmins), o regiones homogéneamente tefidas (Abbott

Molecular,inc, 2000).

2.6.1.4. Linfoma de Burkitt

Para la determinacién de la translocacion t(8; 14) en el Linfoma de Burkitt, se
utilizd la sonda Vysis LSI 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 sefales
amarillas. Es positiva cuando se observa una senal verde, una sefal naranja y una

sefal de fusion amarilla (Abbott Molecular,inc, 2000).

2.6.1.5. Linfoma anaplasico de células grandes
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Para la determinacion de la translocacién t(2;5) en el linfoma anaplasico de
células grandes, se utiliz6 la sonda Vysis LS| ALK Dual Color, Break Apart
Rearrangement (Abbott Molecular,inc, 2000). Para determinar la presencia o
ausencia se tomaron en cuenta los siguientes parametros. Es negativo cuando se
observan dos sefiales amarillas que muestran la fusion de las sefales. Es positivo
cuando se observan una sefal naranja, una sefal verde y una sefal de fusion

(Abbott Molecular,inc, 2000).

2.6.2. Analisis descriptivo de datos

Se realizd una base de datos con los resultados de las muestras de tumores
sélidos, recolectadas desde marzo del 2011 hasta enero del 2012, en la que se
incluyd; edad del paciente, sexo, tipo de tumor, origen del tumor, tiempo de
almacenamiento, diagnostico histopatolégico y diagnostico por FISH. Para el analisis

se utilizaron los paquetes estadisticos InfoStat v2.0 y EPIDAT v3.1.
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CAPITULO 3: RESULTADOS

3.1. Deteccidn de los rearreglos cromosomicos en los diferentes tipos de tumores

solidos.

3.1.1. Visualizacién y valoracién de los nucleos

Después de analizar cada una de las muestras de tumores sélidos mediante la
técnica FISH, a través de valoracion de los nucleos, se determinaron los resultados

gue se presentan a continuacion.

3.1.1.1 Sarcoma de Ewing

A través de la valoracién de nucleos se encontr6 que tres muestras eran de
Sarcoma de Ewing, a continuacion se presentan las fotografias del caso N°1 y del

caso N°9.
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Figura 3.1. Fotografia de nucleos 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).

3.1.1.2 Linfoma de Burkitt
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Mediante la valoracién de nucleos se encontr6 que dos muestras eran de

linfora de Burkitt, a continuacion se presentan las fotografias del caso N°2 y N°13.

Figura 3.3. Fotografia de nucleos en interfase de una muestra de ganglio inguinal con translocacién
8914 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
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Figura 3.4. Fotografia de ndcleos en interfase de una muestra de ganglio con translocacion 8q14
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).

3.1.1.3 Cancer de Mama

A través de la valoracion de nucleos se encontrd que siete muestras eran de
cancer de mama, a continuacién se presentan las fotografias del caso N°4 y del caso

N°7.

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).
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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).

3.1.1.4 Neuroblastoma

A través de la valoracién de nucleos se encontr6 que cuatro muestras
corresponden a neuroblastoma. A continuacidn se presentan las fotografias del caso

N y del caso N°15.
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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).

3.1.1.5 Otros tumores sélidos
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Mediante la valoraciéon de ndcleos se encontré6 que cuatro muestras eran de
otros tumores sélidos, a continuacién se presentan las fotografias del caso N°14 y

del caso N°11.

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

(SOLCA, 2011).
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Figura 3.10. Fotografia de nucleos 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).

3.1.2. Analisis descriptivo de los datos

Se confeccion6 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 Informacién y resultados del analisis de las diferentes muestras de tumores sélidos
empleados en el estudio (N° de muestra, edad y sexo del paciente, diagnéstico médico, técnica
histopatolégica, técnica de FISH, tipo de tejido, tiempo de almacenamiento, localizacion topogréfica y

los resultados) obtenidos desde Marzo 2011 hasta Enero 2012.
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N°de Sexo Edad Localizacion Diagnéstico Resultado Tipo de Tiempo de Translocacién o
muestra topografica histopa- Tejido almacenamie amplificacion
tolégico (TOCy nto esperada
FFPE)
1 M 21 Fémur Sarcoma Ewing + TOC 0 22q12
PEANUT
2 M 65 Ganglio Inguinal Linfoma Burkitt + FFPE 15 dias 8q14
3 12 Tibia Sarcoma Ewing + TOC 22q12
PEANUT
4 F 56 Mama Carcinoma + FFPE 301 dias Her2-neu/CEP17
Ductal
5 F 1 Suprarrenal Neuroblastoma + FFPE 19 dias N-MYC
6 M 17 Retroperitoneal Neuroblastoma + FFPE 7 dias N-MYC
7 F 57 Mama carcinoma + FFPE 20 dias Her2-neu/CEP17
Mutifocal
8 M 2 Suprarrenal Neuroblastoma + TOC 0 N-MYC
9 2 Retroperitoneal Sarcoma Ewing + FFPE 30 dias 22q12
PEANUT
10 F 73 Paratoroides Linfoma No TOC 2p23 ALK
Hodgkin 0
11 F 2 Retroocular Linfoma No TOC 0 2p23 ALK
Hodking
12 M 14 Ganglio Linfoma No TOC 0 2p23 ALK
Hodking
13 M 14 Ganglio Linfoma Burkitt + TOC 0 8q14
14 F 34 Ganglio Linfoma No TOC 0 2p23 ALK
Retroperitoneal Hodking
15 M 7 Retroperitoneal Neuroblastoma + TOC 0 N-MYC
16 F 68 Mama Carcinoma ductal + FFPE 30 dias Her2-neu/CEP17
infiltrante mod.
Diferenciado
17 F 47 Mama Carcinoma ductal + FFPE 180 dias Her2-neu/CEP17
in situ extenso de
alto grado
18 F 58 Mama Carcinoma ductal + FFPE 120 dias Her2-neu/CEP17
infiltrante mod.
Diferenciado
19 F 40 Mama Carcinoma ductal + FFPE 30 dias Her2-neu/CEP17
infiltrante mod.
Diferenciado
20 F 37 Mama Carcinoma ductal + FFPE 66 dias Her2-neu/CEP17

infiltrante mod.
Diferenciado

M: Masculino; F: Femenino
+: Positivo; -: Negativo
TOC: Tejido en congelacion; 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 afos (promedio, 31afos).
La localizacién 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 y retroperitoneal en dos pacientes. Para linfoma de
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Burkitt la localizacién topografica fue en el ganglio en dos pacientes. Para cancer de
mama fue en la mama en siete pacientes y finalmente para 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 histopatoldgica, dieciséis muestras de tumores
sélidos (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 cromosdémicos 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

HERZ2/neu) y neuroblastoma (gen N-MYC).

3.2. 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 diagnédstico 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 célculo de estos valores. Mediante el
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andlisis 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).

CARACTERISTICA OPERATIVA VALOR IC (95%)
Sensibilidad (%) 100,00 93,75 100,00
Especificidad (%) 33,33 2,49 64,17

Valor predictivo positivo (%) 50,00 22,38 77,62
Valor predictivo negativo (%) 100,00 87,50 100,00
indice de Youden 0,33 0,07 0,60

La construccibn de la curva de ROC permite medir la capacidad
discriminatoria de una prueba diagnédstica, 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 calculé el rendimiento y la capacidad diagnéstica 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)
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Figura 3.11. Curva de ROC de FISH vs. Histopatologia (gold standard), obtenido mediante el software

estadistico EPIDAT v3.1 (2012).

3.3 Comparacion de resultados

Tabla 3.3 Resultados obtenidos mediante la Histopatologia y la técnica de FISH.

N° Histopatologia
Muestra Diagnéstico FISH
1 Sarcoma + +
Ewing
PEANUT
2 Linfoma Burkitt + -
3 Sarcoma + +
Ewing
PEANUT
4 Carcinoma + +
Ductal
5 Neuroblastoma T -
6 Neuroblastoma + -
7 Carcinoma + +
Mutifocal
8 Neuroblastoma + -
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10

11

12

13
14

15
16

17

18

19

20

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 mod.
Diferenciado

+: Positivo; - : Negativo

3.3.1 Histopatologia vs FISH

+ +
s
+ -
+ -
+ i
+ +
+ -
+ +

Se aplicaron las pruebas estadisticas de McNemar y Chi cuadrado de

independencia para la comparacion de

(histopatologia vs. FISH).

resultados entre ambas pruebas

3.3.1.1 Prueba de McNemar para histopatologia vs. FISH
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A través de la aplicacidn de la prueba de McNemar, se determind si las pruebas
inducen o no cambios en los resultados. Para determinar esto se plantearon las

siguientes hipétesis:

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

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

la histopatoldgica.

Mediante el programa Infostat v2.0 para una tabla de contingencia 2x2 (Tabla

3.4), se determiné 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
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3.3.1.2 Prueba Chi Cuadrado de independencia para Histopatologia vs FISH

Mediante la aplicacidn de la prueba Chi cuadrado de independencia se
determind si hay o no independencia entre ambas pruebas diagnésticas. Para

determinar esto se plantearon las siguientes hipétesis:

Ho: P>0,05, la técnica de FISH es independiente de la técnica histopatoldgica.

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

Mediante el programa Infostat v2.0 para una tabla de contingencia 2x2(Tabla

3.5), se determiné 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
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3.3.1.3 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 dimension, 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 determiné 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
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CAPITULO 4: DISCUSION

Los tumores sélidos se definen como la presencia de una masa sélida
formada por células neoplasicas, que se encuentra en cualquier sitio anatémico y
gue presenta diferentes tipos histolégicos (Ministerio de Salud de Chile, 2010). Para
este proyecto se eligieron como unidades experimentales a muestras de tejidos
tumorales tanto en congelacién como parafinados. Segun Gonzalez et al. (2010). Las
muestras de tejidos tumorales reflejan la situacidbn 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 Ila
principal dificultad para la obtencion de un mayor numero de muestras en este

estudio.

La identificacidon de rearreglos cromosomicos asociados a una enfermedad
determinada aporta informacion relevante para al diagnéstico y prondstico en los
tumores sdlidos. Este conocimiento permite hacer un seguimiento en cuanto a la
evolucion de la enfermedad y la valoracidon 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 congelacién como con parafinados. La digestién del tejido es un paso clave para

la aplicacién de la técnica. Segun Tojo (2009), se trata de un procedimiento muy
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delicado debido a que cortos tiempos de digestibn pueden generar sefales
deficientes, mientras que los tiempos de digestion demasiado largos pueden dar
lugar a los denominados “nucleos fantasmas”, con pérdida de sefial. Ademas, para
obtener una buena senal hay que tomar en cuenta las temperaturas que se
encuentran establecidas en el protocolo de Abbott Molecular.Inc. (2000). Segun
Gémez 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 analisis descriptivo de datos, el Sarcoma de Ewing, tiene
predileccion por el género masculino con relaciéon 1,5: 1 (lwamoto, 2007). Por otro
ladola edad también influye en el diagndstico del paciente, segun lwamoto (2007)
aproximadamente el 80% de los pacientes afectados son menores de 20 afos de
edad. Cuando se encuentran casos en pacientes mayores de 30 anos primero se
deben descartar otros tipos de tumores como carcinomas de células pequefas y
linfoma de células grandes. En cuanto a la localizacion topogréfica 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.
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Figueroa (2003), explica que el neuroblastoma se presenta en el 80% de los
casos en pacientes menores de 4 anos 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 sélido. 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 simpético, siendo el mas comun las glandulas suprarrenales en el
40% en los casos. Segun Weinstein et al. (2003), para todos los estadiajes de la
enfermedad, los ninos menores a un 1 ano tienen una mejor tasa de supervivencia,

es decir un mejor pronéstico.

Segun Queiroga et al. (2008) en su investigacion, el linfoma de Burkitt se
presenté con mayor frecuencia en el género masculino en una relacion de 2.8 a 1y
se observé un alto porcentaje en sitios extranodales. Adicionalmente, en otras
investigaciones se estim6 que el linfoma de Burkitt es 1000 veces més 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 anos.

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
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partir de 50 afos. Segun Gonzalez et al. (2007), en mujeres jovenes es mas
frecuente la sobreexpresion del gen HERZ/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
anos lo que demuestra que ya no es una enfermedad exclusiva de edad avanzada,
segun la Direccion Seccional de Salud de Antioquia (2005), citada por Gonzalez et al.
(2010) que indica que el 63% de las pacientes con cancer de mama esta conformado
por menores de 60 anos y, de éstas, 33.5% por menores de 50 anos. 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 denominé como otros tipos de tumores soélidos 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 anos 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
mas 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
diagnostico de 70 afos 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
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con una ocurrencia mayor en mujeres mayores de 50 anos (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 histopatolégica, 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 poblacion en estudio.

El diagndstico puede considerarse como el mas importante paso dentro de la
practica médica, pues es la clave que lleva al tratamiento y a establecer un
pronostico. La validez de una prueba diagnéstica 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 diagnéstica (prueba en estudio). En
nuestro estudio, la técnica FISH se compard, con los de una prueba de superior
rendimiento diagnostico, llamada prueba de referencia, estdndar o patron de oro que
para el estudio es la técnica histopatolégica. Por ello, al determinar la sensibilidad de

las dos pruebas FISH vs histopatologia, se obtuvo que FISH en este trabajo tiene
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una sensibilidad del 100%, lo que sugiere que la técnica FISH tiene una capacidad
muy alta de deteccidn, basada en su caracteristica de hibridacion. Mediante esto la
técnica identifica los rearreglos cromosomicos especificos en tumores sélidos,
discriminando por tanto pacientes que presentan el rearreglo cromésomico 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 anélisis de todo
el tumor, segun su morfologia mas no de un 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 cromosémico esperado, esto no significa que el diagndstico
histopatolégico esté equivocado. Se presume que al utilizar otra variante de la
técnica de FISH, tal como la FISH multiple, se podria analizara todos los

cromosomas Yy observar todos los rearreglos existentes.

Segun Gonzalez et al. (2010), el indice de Youden (lJ) mide la calidad del
resultado obtenido. Segun este indice, cuando IJ es igual a 1 o cercano a este valor,
la prueba diagnostica es 6ptima. Se elige este parametro como uno de los mas
importantes para valorar una técnica diagnéstica 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
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en este estudio puede deberse al hecho de que se esta comparando una técnica que

detecta algo muy especifico con otra técnica que realiza un screening.

Al calcularse el valor predictivo positivo y negativo (VPP/VPN), se encontr6
gue FISH tiene un valor predictivo positivo del 50% y un valor predictivo negativo del
100%. El valor predictivo negativo del 100% demuestra que la técnica es excelente al
momento de precisar qué paciente no tiene el rearreglo especifico en estudio
(Gonzélez 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 cromosdmico esperado.

En todo estudio en el que se evaluan pruebas diagnésticas, se debe realizar
el analisis de la curva de ROC, que es un indice de la exactitud diagnéstica y
proporciona un criterio unificador en el proceso de evaluaciéon 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, present6
una curva intermedia, con un area bajo la curva de 0,667, que indica que es una
prueba intermedia para la determinacion de rearreglos cromosdmicos respecto a la
prueba histopatoldgica. Ademas, 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 incluyo el andlisis 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
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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 histopatologica. Pero
como se observd con la curva de ROC, ambas técnicas no funcionan correctamente
por separado, por lo tanto se sugiere que para realizar los analisis de tumores
sélidos, primero se realice el analisis histopatologico 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 k=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 y
sensibilidad por lo que es la mas utilizada para realizar estudios de tumores solidos
sobre todo cuando no se puede realizar el cultivo de tumores o cuando se requiere
una confirmacién 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 hibridacién in
situ con fluorescencia (FISH), son importantes para la evaluacion de las células
pequenas indiferenciadas en este tipo de tumores, particularmente en casos en los
que las caracteristicas histolégicas e inmunohistoquimicas estan indeterminadas. La

deteccion de las translocaciones principales va a permitir un diagnéstico definitivo de
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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 pronostico en relacibn a las otras variantes que
presentan un prondéstico 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 correlacién con la alta expresion del marcador de superficie
CD99. La presencia de cambios citogenéticos adicionales, pueden dar lugar a un

pronostico 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 detecto la translocacion t (11;22), mientras que la técnica de FISH si
detecto el rearreglo cromosdémico 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
influyé 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
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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) y 1(21;22)(9q22;9012) mediante RT-PCR y la t(11;22) (gq24;912) en
interfases por FISH con la sonda de fusion dual color. RT-PCR detect6 el 72% de
fusiones EWS-FL1y el 11% de fusiones EWS-ERG. FISH fue diagnosticado en 15
de los 18 casos (83%). Llegaron a la conclusién de que utilizando una combinacion
de RT-PCR y FISH, los resultados fueron complementarios, mejorando notablemente
el diagnéstico de esta neoplasia. Yamaguchi et al. (2005), realizaron una
investigacién en la que utilizaron nuevas sondas para la hibridacién in situ con
fluorescencia para el diagnéstico de sarcoma Ewing y de otros tumores de células
pequenas y redondas, que tienen en comun en sus rearreglos cromosémicos al gen
EWS, en 16 muestras de tejidos embebidos en parafina. El promedio de resultados
positivos utilizando las nuevas sondas para la deteccién del gen EWS en tres tipos
de tumores fue 90%. Sin embargo esto sugirié 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 diagnéstico adecuado en casos que muestren una
complejidad alta.

La importancia clinica de medir la amplificacion del gen HERZ/neu, en el
cancer de mama, radica en que las pacientes que tienen esta neoplasia con
amplificacion de HERZ/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 HERZ/neu, lo que aumenta la tasa de
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supervivencia de las paciente (Gonzélez, 2007). Es esencial determinar si la causa
del tumor es el gen HERZ2, 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 amplificacién del gen (Sui et al, 2009). Estos
mismos autores realizaron una investigacién comparando la inmunohistoquimica con
la técnica de hibridacién 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 HERZ2 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 0 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 amplificacién del gen con la técnica de FISH se observ6 en 15
pacientes de los cuales 8 fueron diagnosticados con IHC 3+, 6 con IHC 2+ y 1 con
IHC 1+. Se encontr6 que el receptor estrogénico no esta asociado con la
amplificacion de HER2. Se determin6 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
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presencia de metéstasis 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 amplificacion 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 mas de cinco copias del
gen N-MYC por FISH. Este estudio confirma que cuando se aplica la técnica de FISH
en areas inmaduras de neuroblastomas, presenta mayor sensibilidad que otras
técnicas moleculares y puede detectar amplificacién heterogénea. FISH se convierte
en un procedimiento complementario para la evaluacion del pronéstico en este tipo
de tumores. Por otro lado en una investigacion realizada por Abdalla et al. (2009), en
el que se analiz6 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 tenidas
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

91



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 separacién sistémica de este tipo de linfoma en dos
entidades (ALK+y ALK-), teniendo relevancia clinica y en el pronéstico. Alrededor
del 80% de ninos 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 investigacién realizaron la deteccién de
la translocacién 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 demostré que

las muestras de aspirado también 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).
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En la investigacién realizada por Belaud-Rotureau et al. (2002),se estudié la
deteccidn de la translocacién t(11;14)(q13;932) en 4 muestras de linfoma de células
del manto y la translocacién t(8;14)(q24;932) en tres muestras de linfoma de Burkitt,
ambos tipos de tumores embebidos en parafina, mediante la técnica de FISH. La
t(11;14)(q13;g32) fue detectada en las cuatro muestras de linfoma de células del
manto y la 1(8;14)(q24;032) se detectdé en dos de las tres muestras de linfoma de
Burkitt. Se concluy6 que la técnica de FISH es importante para la deteccién directa
de translocaciones asociadas a linfomas en muestras histolégicas. Mientras que en
un estudio realizado por Moon et al. (2008) se utiliz6 la técnica de FISH en
combinacion con la citogenética convencional, utilizando el bandeo tipo G, en una
muestra de linfoma de Burkitt. Obteniendo una nueva anormalidad cromosdmica, una
translocacién 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 hibridacién 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 deteccién de rearreglos
cromosomicos ha facilitado el diagnostico de las neoplasias hematolégicas 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 cromosomica o de todo el cromosoma o para
monitorear la progresién de una aberracién, lo que le hace util tanto para el

diagnostico de una enfermedad genética o para sugerir un pronostico. La técnica

93



FISH también puede ser aplicada en investigacibn de mapeo genético, en la
identificacién de nuevos oncogenes y rearreglos cromosémicos que contribuyen en el
desarrollo de varios tipos de cancer. Recientemente FISH ha evolucionado para
permitir un screening de todo el genoma de manera simultdnea 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 diagnéstico de alto potencial, sobre todo en lo que se refiere a la decisidon del tipo

de tratamiento para combatir el cancer (Bishop, 2010).
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CAPITULO 5: CONCLUSIONES

Se realizd el andlisis de 20 muestras de tumores sélidos aplicando en ellas la
técnica FISH, haciendo uso de sondas de locus especifico para la deteccién de

rearreglos cromosémicos 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 sdlidos como linfoma no Hodgkin.

La comparacion entre las técnicas basada en el diagndstico 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 IJ de 0,33.

Con la prueba Chi cuadrado de independencia, se obtuvo un valor de P=0,068,
lo que significé que la técnica FISH fue independiente de la técnica

histopatolégica pero al obtenerse una curva de ROC con un area bajo la curva
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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 mostré 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 histopatolégica. 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.

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

nivel clinico.
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CAPITULO 6: RECOMENDACIONES

Para la comparacién de técnicas se recomienda comparar a la técnica de FISH
con sonda de locus especifico con otra técnica que también detecte un
rearreglo cromosémico especifico como PCR o inmunohistoquimica para que

de esta manera la comparacidén sea mas precisa.

Se recomienda para futuras investigaciones aplicar la técnica RT-PCR en las
muestras de tumores soélidos en estudio para complementar el diagnostico
sobre todo en aquellas muestras que la técnica FISH dio como resultado
negativo, para poder saber exactamente el rearreglo cromosémico causante del

tumor.

Se recomienda utilizar la técnica FISH en aquellos casos en los que el cultivo
de tumores presente dificultades en la obtencién de metafases apropiadas, en

la obtencién del cariotipo y cuando exista contaminacién de las muestras.

Se recomienda utilizar FISH para la deteccién de rearreglos asociados a
tumores que pueden ser muy dificiles de diagnosticar Unicamente por su

morfologia.

Se recomienda utilizar FISH cuando el diagnéstico inmunohistoquimico se

encuentre indeterminado o equivoco como es el caso de evaluar la
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sobreexpresion del gen HER2/neu en el cancer de mama, para de esta manera

confirmar si la paciente es positiva o negativa para la amplificacion.

Se recomienda utilizar FISH, para tomar la decisién sobre qué tratamiento es el
mas adecuado para el paciente debido a que mediante ésta se puede predecir

la respuesta de los tumores a drogas usadas actualmente en la quimioterapia.

Mediante la citogénetica convencional es muy complejo obtener un cariotipo
post tratamiento en muestras de médula ésea, es por ello que se recomienda
utilizar FISH para monitorear al paciente durante y después de la terapia para

saber si estd dando un efecto positivo o de lo contrario cambiar de terapia.

Al momento de aplicar el protocolo se recomienda un corte de tejido adecuado,
respetar las temperaturas y realizar una buena digestién con proteasa de los

tejidos ya que este es el paso clave para obtener una hibridacién exitosa.

Para mejorar la aplicacion de la técnica FISH en el que se utilizan sondas de
locus especifico, se podrian desarrollar de manera constante nuevas sondas
que detecten genes candidatos que estén involucrados en el desarrollo y
progresién del tumor, para de esta manera poder aplicar a otros tipos de

tumores solidos.
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