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Determinacion de anomalias cromosomicas v

secuencias de ADN amplificadas en cancer de mama
Establishment Of Chromosomic Abnormalities And Amplified Dna Sequences

In Breast Cancer

Milena Rondon L.*, José Caicedo M.**, José Fernando Robledot

Resumen

El cancer de mama en Colombia, es la tercera
causa de muerte en la poblacién en general y la
segunda en mujeres. En el afio 2002 el 40.5% de
los casos se presentaron en mujeres menores de
50 afios (Pardo, et al. 2003). El cdncer de mama
resulta de mtiltiples factores, entre los que se in-
cluyen cambios sucesivos en el genoma de célu-
las epiteliales originalmente normales, que
pueden conducir a la activacion de oncogenes,
inactivacion de genes supresores de tumor y pér-
dida de funcién de genes reparadores de dafios al
ADN. Estas alteraciones pueden también ser pro-
ducto de anomalias cromosdmicas tales como
monosomias, trisomias, translocaciones, inver-
siones, pérdida de material genético y amplifica-
ciones que también afectan la expresion de genes
(1) (2) (3) (4). Sin embargo, el orden de aparicion
de los diferentes eventos no estd completamente
dilucidado.

En este estudio se determinaron las anoma-
lias cromosdémicas y secuencias de ADN amplifi-
cadas en pacientes con cdncer de mama, tanto en
muestras de sangre periférica como de tumor de
mama de 30 pacientes. En las dos lineas celula-
res analizadas se observd una alta frecuencia de
monosomias principalmente de los cromosomas
X,6,7,9,17,19 y 22. Hay una asociacion entre
las monosomias de los cromosomas 17 y 22 con
el estado negativo para los receptores de
estrogenos y progestagenos (p=0.027, p=0.050).
También se encontrd asociacion entre la mono-
somia del cromosoma 19 con edad avanzada

(p=0.034), observandose formas mas agresivas
de la enfermedad cuando ésta estuvo presente.
Las monosomias fueron caracteristicas de
carcinomas ductales infiltrantes de todos los gra-
dos. En los demds tipos de carcinoma su fre-
cuencia fue més baja. En el presente estudio se
encontré una asociacion significativa entre al-
gunas anomalias cromosémicas y la enferme-
dad, no reportadas anteriormente, como fueron
algunas monosomias, fragilidades y roturas
cromosémicas y cromatidicas. La alta frecuen-
cia de fragilidades encontradas tanto en sangre
periférica (fra 9q12 p=0.001 y fra 3p14 p=0.38)
como de fragilidades expresadas esponténea-
mente (no inducidas por el uso de reactivos es-
pecificos) en muestras de tumor de mama (fra
1p11 p= 0.001, fra 2q11 p= 0.002), pueden ser
el reflejo de una alta inestabilidad cromosémica
en el genoma de estos pacientes, mostrando la
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utilidad de los estudios de fragilidad en la de-
terminacion de individuos en alto riesgo de de-
sarrollar cancer de mama. En ensayos de FISH
no se observaron amplificaciones de los genes
ERBb2 y c-mycen los pacientes analizados. Esto
concuerda con lo encontrado en la literatura en
donde se ha reportado, para este tipo de tumo-
res, una sobre expresion de la proteina sin ampli-
ficacion del gen, explicada por desregulacion de la
expresion del gen, a su vez posiblemente debi-
da a mutaciones en la regién promotora o a al-
teraciones, que conducen a un aumento de la
tasa de transcripcién (5) (6) (7). Los resultados
obtenidos, aunque preliminares, aportan nue-
vos marcadores cromosémicos que pueden
orientar el diagndstico, prondstico y tratamien-
to de esta patologia.

Palabras Claves: Cancer de mama, Anoma-
lias cromosomicas, Citogenética, FISH, ERBb2,
C-MYC.

Abstract

Breast cancer is the third cause of death in
the general population and the second one in
Colombian women. In 2002, 40.5% of the cases
were of women younger than 50. Breast cancer
originates as a result of multiple and consecutive
changes in the genome of normal epithelial cells,
such as mutations, oncogene activation, inac-
tivation of tumor suppression genes and of DNA
damage repairing genes. The latter, can have its
origin in chromosomal abnormalities such as
monosomies, trisomies, translocations, inver-
sions, loss of genetic material and amplifications,
which may lead to over-expression of onco-
proteins related with a greater risk of tumor
progression (1) (2) (3) (4). However, very little
is known about the sequence in which the di-
fferent types of alterations of the genome appear.
In the present study, the chromosomal abnor-
malities and amplified DNA sequences were
established in breast cancer patients in both

samples of peripheral blood and of tissue from
the breast tumor of 30 patients. A high frequency
of monosomies, specially those of the chromo-
somes X, 6, 7,9, 17, 19 and 22 were observed,
with statistically meaningful differences between
the monosomies of the chromosomes 17 and 22
and the negative STATE for the estrogen and
progesterone receptors (p=0.027, p=0.050) and
between the monosomy of the chromosome 19
with an advanced age (p=0.034), indicating more
aggressive forms of the disease. The monoso-
mies were characteristic of ductal infiltrating
carcinomas of any stage and they were observed
in alow frequency in other types of carcinomas.
Although relationship between the monoso-
mies, fragilities and BREAKINGS of the chro-
mosome 9 with breast cancer has not been
reported by previous studies, these chromoso-
mal abnormalities were found in our study in a
representative manner and this finding could
constitute a new risk marker in this type of cancer.
The high frequency and significance of the
fragilities found in peripheral blood and (fra
9q12 p=0.001 y fra 3p14 p= 0.38) those of
fragilities spontaneously expressed (not induced
by the use of specific REACTIVOS) in breast
tumor samples (fra 1p11 p=0.001, fra 2q11 p=
0.002) may somehow confirm the high chro-
mosomal instability in the genome of these
patients, probably allowing these fragility tests
to be useful in the early determination of the
individuals with a high risk of developing breast
cancer. Amplification of the ERBb2 and c-myc
genes was not observed in FISH assays in any of
the analyzed patients; this agrees with related
research, in which an over-expression of the
protein without an adequate amplification of the
gene has been found in this type of tumors,
probably due to mutations in the promoter re-
gion and an increase in the transcription rate
without there being an amplification of the gene
(5) (6) (7). The obtained results, although
preliminary, are important due to the fact that
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they contribute to the search of new chromo-
somal markers and are also important to the
orientation of the diagnosis, prognosis and
treatment of this disease.

Keywords: Breast cancer, chromosomical
abnormalities, Cytogenetics, FISH, ERBb2, C-
MYC.

1. INTRODUCCION

El cdncer de mama es una enfermedad que
representa uno de los mayores problemas de sa-
lud en Colombia, siendo la tercera causa de muer-
te por cancer en la poblacién general y la segunda
en mujeres. Segun estadisticas establecidas por
el Instituto Nacional de Cancerologia, en el 2002
se registraron 608 casos de cdncer de mama, de
los cuales 2 casos se presentaron en hombres y
606 en mujeres, el promedio de edad de apari-
cion de la enfermedad fue de 53,9 afios donde el
40,5% de las mujeres eran menores de 50 afos
(8). Los cambios genéticos que derregulan los
mecanismos de la muerte celular o apoptésis,
como la adhesion celular, la proliferacion celu-
lar, este tltimo muy relacionado con el ciclo ce-
lular, se asocian frecuentemente con el desarrollo
del cancer. Entre los genes mas frecuentemente
alterados estdn los proto-oncogenes, los genes
supresores de tumor y los genes de reparacion
de dafios en el ADN. La activacién, inactivacion
o pérdida de funcion de estos genes puede ser el
resultado de una predisposicion genética com-
binada con factores ambientales y/o de altera-
ciones cromos6émicas como monosomias,
trisomias, translocaciones, inversiones,
deleciones o amplificaciones génicas que
incrementan la inestabilidad gendmica. Estudios
citogenéticos muestran que las anomalias nu-
méricas méas comunes en tejido tumoral de pa-
cientes con cancer de mama, son: la trisomia de
los cromosomas 3, 7, 8, 18, 12, 20, X y la
monosomia de los cromosomas 1, 8, 9, 13, 14,
17,X,2,6,18,12,19y 22 (9), siendo las mono-
somias identificadas como eventos tempranos y

comunes en cancer de mama. Los carcinomas
intraductales con neoplasia invasiva presentan
un alto grado de monosomias comparadas con
carcinomas ductales in situ (10). Recientes in-
vestigaciones sefialan a los cromosomas 1y 17
como portadores de biomarcadores de estados
premalignos (4) (11) (12), debido a que en éstos
se localizan genes supresores de tumor y genes
reparadores de dafios al ADN . Ambos han sido
implicados tanto en el desarrollo de cancer de
seno como en asociaciones con cambios numé-
ricos especificos para esta neoplasia, tales como
ARHC, P73, MUC1 y KISS1 en el cromosoma 1
y en el cromosoma 17 el oncogen ERBb2 (13)
(14) (15), los genes supresores de tumor BCPR
y NMEL1 vy los genes reparadores de dafios al
ADN: p53 y BRCA1. De alli la importancia de
estos genes en el desarrollo y/o progresion del
céncer de mama, ya que al no estar presentes,
los puntos de chequeo o de control del ciclo ce-
lular no se llevan a cabo correctamente, permi-
tiendo el crecimiento celular descontrolado.

2. MATERIALES Y METODOS

2.1 Poblacién de Estudio

Se recolectaron muestras de tejido tumoral
y sangre periférica de 30 pacientes con cancer de
mama diagnosticado sin previa caracterizacion
histopatoldgica, sin restriccion de edad, sexo,
raza y sin tratamiento previo (quimioterapia,
radioterapia o terapia hormonal). Los pacientes
fueron remitidos de las clinicas del Country,
Reina Soffa, Palermo y el Bosque de la ciudad
de Bogotd. Previamente se les determiné el es-
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tado de los receptores hormonales (estrégenos
y progestagenos positivos o negativos) y la pre-
sencia de la oncoproteina ERBb2 (sobre mues-
tras de tejido) por inmunohistoquimica. Como
grupo control se congregaron 24 mujeres sanas
entre los 19 y 35 afios de edad, con estudio de
fragilidad en muestras de sangre periférica.

2.2 Procedimiento

2.2.1 Andlisis por Citogenética Convencional
Los anélisis citogenéticos para la determina-

cidn de anomalias cromosdmicas se realizaron en

sangre periférica y en muestras de tejido tumoral.

e Sangre Periférica
Se tomaron 5 ml de sangre con heparina como
anticoagulante. Las muestras fueron cultiva-
das por duplicado a 37°C por 72 horas en
medio RPMI 1640, suplementado con 10%
de suero fetal bovino y 50 ul de fitohema-
glutinina. La expresion de sitios fragiles se
indujo mediante el uso de metotrexate por
17 horas. Para bloquear la citocinesis de las
células en division se adiciond colchicina
(0.0001 grs/ml). Los linfocitos fueron cose-
chados después de 72 horas de cultivo. Las
células se trataron con solucién hipotdnica
(KC1 0.075 M) para lisar los eritrocitos, fue-
ron prefijadas en solucién 3:1 de metanol:
dcido acético (fijador carnoy), lavadas tres
veces con fijador carnoy y extendidas sobre
léminas de vidrio. Después de secar al aire, la
mitad de las ldminas se almacend a —20°C
para los analisis posteriores con FISH. Las
demés léminas fueron tefiidas con solucion
colorante giemsa para el andlisis de fragili-
dad y anomalias cromosémicas.

¢  Tejido Tumoral
Las muestras de tejido tumoral fueron dis-
gregadas mecdnicamente y sembradas en

medio Leibovitz L15, enriquecido con sue-
ro fetal bovino al 20% vy llevadas a 37°Cy
5% de CO2, hasta su crecimiento. Los pre-
parados cromos6micos se obtuvieron usan-
do métodos de rutina en el laboratorio
(Laboratorio de Citogenética, Instituto de
Genética Humana, Universidad Javeriana).
La mitad de las placas se almacenaron a -
20°C para los andlisis con FISH, las demads
fueron tenidas con giemsa para el corres-
pondiente analisis cromosémico.

2.2.2 Analisis por FISH

En los preparados cromosdmicos, almacena-
dos a -20°C, se escogieron zonas que tuvieran
buen niimero de metafases y de nicleos inter-
fasicos para hibridacion con las respectivas son-
das. Para analizar el gen ERBb2 se us6 una sonda
dual LST Her 2-neu /CEP 17 (Vysis 30-161060)
especifica para el centrémero y la region 17q12
del cromosoma 17 (PathVysion). También se
evalud el gen c-myc usando una sonda de se-
cuencia tnica LSI c-myc (Vysis 32-190006) es-
pecifica para la region 8q24. La sonda dual CEP
17 (marcada con espectro verde) y la sonda LSI
Her 2 — neu (marcada con espectro naranja), asi
como la sonda LSI c-myc (marcada con espectro
naranja) fueron incubadas con las ldminas du-
rante una noche, sobre las zonas seleccionadas.
La hibridacién y los lavados post-hibridacion
fueron realizados de acuerdo con las instruccio-
nes de la casa comercial.

Después de los lavados post hibridacion, las
sefiales verdes y naranjas fueron visualizadas
por espectroscopia de fluorescencia usando un
filtro triple V2 para visualizaciéon simulténea
de ambas senales.

Para la evaluacion de las sefiales se usaron los
siguientes criterios: nticleos no superpuestos, se-
fiales claramente separadas unas de otras y sefia-
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les con la misma intensidad de fluorescencia. Se
contaron las sefiales fluorescentes presentes en
100 nticleos interfasicos y 50 metafases seleccio-
nadas al azar, donde se considero a un paciente
como positivo para la amplificacién cuando al
menos el 40% de los nicleos y/o metafases pre-
senten mas de 2 sefiales.

2.3 Anailisis Estadistico

Se aplicd la prueba de independencia de ji
(X2) cuadrado a las anomalias numéricas, ano-
malias estructurales, fragilidades y roturas de
mads alta frecuencia para muestras de sangre
periférica y tejido tumoral, asi como para esta-
blecer la correlacion entre las mismas con algu-
nas caracteristicas clinico patoldgicas tales como
estado positivo o negativo de los receptores hor-
monales (estrdgenos y progestdgenos), edad, gra-
do de desarrollo tumoral (Clasificacién del grado
nuclear de Bloom y Richardson en 1957) (16) y
estado de la oncoproteina ERBb2. Valores de p
por debajo de 0,05 fueron considerados como
significativos en todas las pruebas.

3. RESULTADOS

3.1 Citogenética Convencional

Tanto en las muestras de sangre periférica
como en las de tejido tumoral en los 30 pacien-
tes analizados, se encontraron anomalias de tipo
numérico, tales como monosomias, trisomias,
poliploidias y endorreduplicaciones, anomalias
estructurales tales como deleciones, derivados,
inversiones, duplicaciones y asociaciones de sa-
télites, asi como fragilidades, roturas cromoso-
micas y cromatidicas.

3.1.1 Anomalias Numéricas: La monosomia
mads frecuente en muestras de sangre periférica
fue la del cromosoma X (45, X, -X) identificada

en 14 pacientes (46.6%). En 8 pacientes (26.6 %)
se observaron 22 metafases con trisomias, sien-
do la més frecuente la del cromosoma X (47,
XX, +X).

En tejido tumoral en 10 pacientes (33.3%)
se identificaron monosomias de los cromosomas
Xy 19. En 4 pacientes (13.3%) se encontraron
53 trisomias, mas frecuentemente las de los
cromosomas 8 y 10. Las monosomias en gene-
ral, fueron muy frecuentes tanto en muestras de
sangre periférica como de tumor y se presenta-
ron principalmente en los pacientes que tenian
carcinomas ductales infiltrantes de todos los gra-
dos. La monosomia del cromosoma X fue la mds
frecuente en todos los estadios de desarrollo de
la enfermedad y las poliploidias sélo se obser-
varon en estadios tempranos G1 y G2 (Clasifica-
cién del grado nuclear de Bloom y Richardson en
1957) (16) pero no en tardios. En total se encontraron
114 poliploidias: en 25 pacientes (83.3 %) se identi-
ficaron 74 - 92, XXXX <4n> (111), 60 - 67, XXX
<3n> (3), y en 10 pacientes (33.3%) se describie-
ron 21 endorreduplicaciones (end 46, XX). Las
monosomias de los cromosomas X, 4, 6, 7, 9, 10,
12,17, 19 y 22 fueron més frecuentes en mues-
tras de tejido tumoral que en muestras de sangre
periférica siendo esta diferencia significativa
estadisticamente. Cuando se analizd el grupo con-
trol y el grupo de pacientes se observaron dife-
rencias significativas: en los pacientes se presentan
con mayor frecuencia monosomias de los cromo-
somas 4, 9, 10, 17, 19 y 22, y trisomias de los
cromosomas 8 y 10, asi como endorreduplica-
ciones y poliploidias. Todas las alteraciones se
presentaron en mayor niimero en muestras de
tejido tumoral respecto a las muestras de sangre
periférica (Tabla 1. Figura 1.).

3.1.2 Anomalias Estructurales: Tanto en mues-
tras de tejido tumoral como de sangre periférica
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se encontraron deleciones, derivados, duplica-
ciones, translocaciones y cromosomas dicéntricos.
También se observé una gran proporcién de ano-
malias dnicas. El tipo de anomalia mas frecuente
fue la delecién en un 60.37%, seguida por los
derivados en un 26.41%. Aunque no se observé
la misma anomalia estructural en més de un pa-
ciente, se observaron regiones similarmente afec-
tadas tanto en el tejido tumoral como en sangre
periférica. En el tejido tumoral fue mds frecuente
la delecion Xq23 (p=0.036), descrita anterior-
mente como una anomalia estructural caracteris-
tica de este tejido (Figura 2).

3.1.3 Fragilidades: Ademds de las anoma-
lias cromosémicas encontradas se observé una
alta frecuencia de fragilidades y roturas tanto en
muestras de sangre periférica (inducidas me-
diante el uso de medios deficientes en dcido
folico) como en el tejido tumoral (expresadas
espontdneamente).

En sangre periférica se encontraron un total
de 141 fragilidades, las mds frecuentes fueron
9q12, 3p14, 1p11 y 16q24. Ningtn paciente pre-
sentd fragilidades en los cromosomas 14, 15, 20
y 21. Los demds cromosomas presentaron fragi-
lidades en muy baja frecuencia. En muestras de
tejido tumoral, las fragilidades mds frecuentes
fueron 1p11, 1q11, 2q11, 6p11 y 19p11.

El anélisis de fragilidades muestra que hay
diferencias significativas entre el ntimero de afec-
tados que portan las fragilidades 1p11, 1q11,
1q12, 2q11, 9p11 y 9q12. Fragilidades a nivel
del cromosoma 9(9q12) son més frecuentes en
muestras de sangre periférica, mientras que las
fragilidades en los cromosomas 1(1p11-q11-q12),
2(2q11) y 19(19p11) son mas frecuentes en mues-
tras de tejido tumoral. (Tabla 2. Figura 3.).

En el grupo control no se observaron ano-

malias numéricas ni estructurales, se encontrd

un bajo porcentaje de fragilidades comparadas con
las observadas en sangre periférica de pacientes.
Por andlisis de regresion lineal se mostr6 que no
hay asociacién entre la edad de las pacientes y del
grupo control y las anomalfas cromosdémicas. Pero
si se evidenci6 que hay diferencia significativa (so-
bre mitosis analizadas) para la fragilidad en el
cromosoma 9 (9q12) entre el grupo de pacientes y
de controles siendo éste un sitio fragil especifico
para muestras de sangre periférica de los pacientes
con cdncer de mama. (Tabla 3).

Se obtuvo una correlacién, entre el estado ne-
gativo del receptor para estrogenos con la mono-
somia del cromosoma 17 (p =0.0272) y con la
monosomia del cromosoma 22 (p =0.05). Igual-
mente se encontr correlacion estadisticamente
significativa entre la monosomia del cromosoma
22 con el estado del receptor negativo para
progestdgenos (p=0.05). El grupo etdreo entre 60y
70afios presentd con mayor frecuencia (p=0.0349)
la monosomia del cromosoma 19.

Al evaluar la expresion de la oncoproteina
ERBb2, no se obtuvo correlacion entre el grado
de desarrollo tumoral y la presencia de las mo-
nosomias de los cromosomas X, 17, 19 y 22.

(Tabla 4.)

3.2 Citogenética Molecular

No se observé amplificacion de los genes que
codifican para ERBb2 (en 18 de pacientes) y c-
myc (10 pacientes) en 100 nicleos y 50 metafases
analizadas con las respectivas sondas por FISH.
(Figuras 4y 5).

4. D1scusiON

En la poblacion colombiana estudiada, la fre-
cuencia de anomalias encontradas en muestras
de tejido tumoral de mama muestra que las mo-
nosomias de los cromosomas X, 17, 19 y 22

pueden ser posibles candidatos a marcadores
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cromosdmicos asociados con el desarrollo tem-
prano de la enfermedad.

La presencia de monosomias de los cromo-
somas X, 17, 19 y 22 tanto en sangre periférica
como en tejido tumoral fue caracteristica en los
pacientes con cdncer de mama, lo que permite
pensar que éstas pueden llegar a ser marcadores
cromosomicos de la enfermedad relacionados con
el desarrollo temprano, diferenciacién y com-
portamiento bioldgico del cdncer de mama de-
bido a que estas monosomias se encontraron en
tipos especificos de carcinomas y en grados
tumorales tempranos. Teniendo en cuenta ade-
mds que estos cromosomas contienen genes su-
presores de tumor como por ejemplo en el
cromosoma X, el gen ODZ1 (Xq23), que parti-
cipa en la activacién de la apoptosis y en el cro-
mosoma 17 el gen supresor de tumor LDOC1
(Xq23), el oncogen ERBb2 (17q11), y los genes
p53 (17p13) y BRCA1 (17g21) que participan
en procesos de reparacion del ADN. También en
esta region se ubican los genes supresores de
tumor BCPR (17p13.3) y NME1 (17q21.3). En
el cromosoma 19 (19p13.3) estdn los genes su-
presores de tumor PJS, SAFB y en el cromosoma
22 el gen CHK?2 (22q12.1), que también contri-
buye a la reparacion de dafios del ADN y el gen
supresor de tumor EP300 (22q13).

Todos los genes anteriores han sido relacio-
nados con la neoplasia estudiada y su alteracion
podria estar confiriendo a estas células tumorales
ventajas en el crecimiento y por ende favore-
ciendo la aparicion de la misma. Al no estar pre-
sentes o no ser funcionales el chequeo o control
del ciclo celular y los mecanismos celulares re-
lacionados con la carcinogénesis, puede produ-
cirse el crecimiento celular descontrolado. De
alli probablemente la alta frecuencia de éstas en
los pacientes, por lo que podria tener un valor
de prondstico en el desarrollo del cdncer de

mama (17) (18) (19). De la misma forma, po-
drian constituirse como marcadores de diagnos-
tico citogenético tanto en muestras de sangre
periférica como de tumor de mama, para detec-
tar tempranamente individuos en alto riesgo de
desarrollar neoplasias quienes podrian benefi-
ciarse de intervenciones preventivas.

El andlisis de la asociacion de la presencia de
monosomias de los cromosomas 17, 19 y 22 con
la ausencia de receptores hormonales (estroge-
nos) y edad, mostraron una correlacién positi-
va, concordando totalmente con investigaciones
realizadas en cdncer de mama, en las que se en-
contraron correlaciones positivas entre las mono-
somias del cromosoma 17 con el estado negativo
para el receptor de estrdgenos (4), y en las que no
hubo correlaciones positivas entre la monosomia
del cromosoma 17 con la sobre-expresion de la
oncoproteina ERBb2 (13). También estos resul-
tados son acordes, en su gran mayorfa, con otras
estudios donde se relaciona la presencia de mo-
nosomias de los cromosomas X, 17, 19 y 22 con
prondsticos pobres en el transcurso de la enferme-
dad, y el papel de ciertos genes en el desarrollo y
progresion tumoral con cambios numéricos en
pacientes afectados (18) (3) (21) (12) (19) (20) (3).

De la misma forma otras anomalias a tener en
cuenta como posibles marcadores cromosémicos
de progresion tumoral son las poliploidias y las
endorreduplicaciones. Ambas fueron encontra-
das en el 76.6% de los pacientes en muestras de
tumor de seno y en 33.3% de los pacientes en
sangre periférica en todos los tipos de carcinomas
y en todos los grados tumorales pero en mayor
frecuencia en grados avanzados (G3) (Clasifica-
cién del grado nuclear de Bloom y Richardson en
1957), por lo que podrian estar implicadas en el
desarrollo tumoral y ser indicativas de mal pro-
néstico relacionado con la progresién tumoral.
Lo anterior debido talvez a que el aumento del
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ndmero de copias de cromosomas podria facili-
tar la expresion de oncogenes que promueven el
crecimiento celular descontrolado.

Aungque la mayoria de investigaciones reportan
acumulacién de anomalias cromosémicas en esta-
dios tumorales méds avanzados y en nuestro estudio
los resultados obtenidos sefialan lo contrario, estos
hallazgos se podrian explicar por la heterogenei-
dad de la enfermedad, la cual se puede originar por
diferentes vias donde pueden originar de igual
manera su progresion. (18) (Figuras 6 y 7).

Los resultados relacionados con la ausencia de
amplificaciones de los genes ERBb2 y c-myc, por
FISH, muestran gran concordancia con estudios
de sobre expresion (2+) de la proteina ERBb2 con
inmuno-histoquimica y la amplificacién de este
gen, en donde se ha encontrado que algunos pa-
cientes presentan sobre expresion de la proteina
sin amplificacion del gen (5) (6) (7) (8) similar a
nuestro estudio donde no se encontré amplifica-
cién del gen ERBb2 en ninguno de los 7 pacientes
con sobre expresion de la proteina determinada
por inmunohistoquimica, en 5 de los cuales la so-
bre expresion de la proteina fue de 2+ (2) (14) (22)
(23) (24) (25) (7), siendo esto muy frecuente en
estos tumores, debido posiblemente a mutaciones
en la region promotora de este gen que conlleva a
la alteracién en la proteina sin alteracién del gen.
La alta frecuencia de fragilidades y roturas obser-
vadas en nuestro estudio pueden ser considera-
das como indicadores de inestabilidad genética y
como posibles marcadores de predisposicion y de
progresion tumoral debido a que ademds de ser
observadas en las dos lineas celulares estudia-
das se encontraron, en su mayoria en regiones
donde se localizan genes supresores de tumor y
genes reparadores de dafios al ADN responsables
de la adquisicion del fenotipo neopldsico siendo
significativas las fragilidades en los cromosomas
1p11, 2q11, 9q12, 2 p11 y 3p14, donde las fragili-

dades en los cromosomas 9q12 y 3p14 en sangre
periférica y 1p11 en tumor de seno se encontraron
en grados tumorales avanzados. La expresién de
sitios fragiles ya ha sido reportada especificamente
en muestras de tumor de mama y la importancia
de estudios en este tipo de neoplasia ha sido muy
bien argumentada (23). Otro hallazgo interesan-
te, es la alta expresion espontdnea de sitios frégiles
en muestras de tumor de mama, ya que su fre-
cuencia fue similar a la encontrada en sangre peri-
férica de pacientes donde fueron inducidos por
exposicion de las células a medio deficiente en dci-
do fdlico. La expresion espontdnea de estos sitios
fragiles puede conducir a la pérdida de material
cromosémico 0 a mutaciones de genes localizados
en estas regiones y podrian ser ttiles en la deter-
minacién de la predisposicion genética al cancer
de mama y en el diagndstico temprano del mis-
mo. La alta expresion de fragilidades y la presen-
cia de roturas encontradas en el cromosoma 9 en
muestras de sangre periférica de los pacientes com-
parada con el grupo control, constituyen otro nue-
vo hallazgo que podria explicar la alta inestabilidad
cromosdmica en pacientes con cdncer de mama y
ser considerado entonces como un marcador de
predisposicion a esta neoplasia. En el cromosoma
9 se encuentran los genes supresores de tumor
CDKN2A (9p21), PIPSK1B, BTEB1, RECK y
BAGTI, este tiltimo con funciones antiapoptdticas
y sobre expresado en carcinomas invasivos de seno.

Los resultados obtenidos en este estudio rela-
cionados con la correlacién entre anomalias cro-
mosOmicas y caracteristicas clinicopatoldgicas,
como tipo de carcinoma y grado tumoral, cons-
tituyen una base importante de investigacion
en Céancer de Seno en Colombia, por esta razén
es importante realizar el estudio en muestras
poblacionales mayores para relacionar los ha-
llazgos encontrados con el diagndstico, pronds-
tico y tratamiento de esta patologfa.
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Tabla 1. Prueba de X2 para anomalias numéricas en muestras de Sangre Periférica (SP) y Tumor de
Seno (TS) determinadas sobre nimero de pacientes

Monosomia SP TS p
/Trisomia (sobre paciente)
45, X 14 10 0.283
45, XX, -4 0 6 0.009**
45, XX, -9 1 6 0.044*
45, XX, -10 0 4 0.038*
45, XX, -17 1 7 0.022*
45, XX, -18 2 5 0.227
45, XX, -19 3 10 0.028*
45, XX, -20 1 5 0.085
45, XX, -22 2 8 0.037*
47, XX, +X 8 3 0.095
47, XX, +8 0 4 0.038*
47, XX, +10 0 4 0.038*
74 -92 < 4n > 4 23 0.000**
end 46, XX 0 10 0.000**
* p <0.05

* *p < 0.01

Tabla 2. Prueba de X2 para fragilidades més frecuentes en muestras de Sangre Periférica (SP) y
Tumor de Seno (TS) determinada sobre ndmero de pacientes afectados

Fragilidades SP TS p
fra 9q12 16 4 0.001**
fra 3pl4 4 2 0.389

fra 1p11 4 16 0.001**
fra 2q11 1 10 0.002**
fra 19p11 0 5 0.019*

fra 1q11 0 5 0.019*

fra 1q12 0 4 0.038*

* p <0.05

* *p < 0.01
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Tabla 3. Prueba de X2 para fragilidades mas frecuentes en muestras de Sangre Periférica (SP) de
pacientes con cancer de seno e individuos control

p
Fragilidad SP PACIENTES SP CONTROLES | (sobre fragilidad)
fra 9q12 27 6 0.000**
fra 3pl4 11 10 0.232
fra 1p11 5 1 0.028*
fra 16924 4 0 0.013*
fra 2p11 3 0 0.032*
fra 535 3 0 0.032*
fra 8q11 3 0 0.032*
fra 9913 3 0 0.032*
fra Xp22 3 0 0.032*

Tabla 4. Correlaciones entre Caracteristicas Clinicopatolégicas y Anomalias Cromosomicas en
Muestras de Tumor de Seno.

CARACTERISTICAS 45, XX - 17 | 45,XX-19 | 45, XX - 22

CLINICOPATOLOGICAS No. de Pacientes % Valor de p Valor de p Valor de p
ESTADO RECEPTORES HORMONALES
Estrégeno Positivo 20 66.66
Estrédgeno Negativo 4 13.33 0.027* 0.571 0.050*
Progestageno Positivo 20 66.66
Progestageno Negativo 4 13.33 0.315 0.571 0.050*
EDAD
< 40 afos 2 6.66
40 - 59 afos 19 63.3 0.287 0.034* 0.328
60 - 70 3 10.0
> 70 afios 6 20.0

18/Rev. Cienc. Salud. Bogoté (Colombia) 4 (2): 7-22, diciembre de 2006




Determinacién de anomalias cromosémicas y secuencias de ADN amplificadas en cancer de mama

Figura 1. Cariotipo representativo con Monosomia del Cromosoma X (45, X,-X)
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Figura 3. Cariotipo representativo con fragilidad del cromosoma 9 (fra 9g12)
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Figura 4. Nlcleos Interfasicos con FISH sonda dual (LSI ERBb2/CEP 17) para el gen ERBb2
(17921-g22) (sefal roja) y centromero del cromosoma 17 (sefial verde). Sin amplificacion
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Figura 5. Nicleos interfasicos con FISH. Sonda LSI c-myc para el gen c-myc (8q24). Sin amplificacion

Figura 6. Porcentaje de anomalias cromosémicas, fragilidades y roturas en los diferentes tipos
histolégicos (CDI: Carcinoma Ductal Infiltrante; CLI: Carcinoma Lobular Infiltrante; CCI: Carcino-
ma Canalicular Infiltrante; CMA: Carcinoma Medular Atipico; CPI: Carcinoma Papilar Infiltrante) y
grado tumoral (G1: Grado tumoral 1; G2: Grado tumoral 2; G3: Grado tumoral 3) en muestras de
Tumor de seno
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Figura 7. Porcentaje de anomalias cromosomicas, fragilidades y roturas en los diferentes tipos
histolégicos (CDI: Carcinoma Ductal Infiltrante; CLI: Carcinoma Lobular Infiltrante; CCI: Carcino-
ma Canalicular Infiltrante; CMA: Carcinoma Medular Atipico; CPI: Carcinoma Papilar Infiltrante) y
grado tumoral (G1: Grado tumoral 1; G2: Grado tumoral 2; G3: Grado tumoral 3) y grado tumoral
en muestras de Sangre periférica
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