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Resumen:

El céancer colorrectal (CCR) ha sido uno de los principales modelos de estudios genéticos de tumorigénesis
por la facilidad de la obtencidon de muestras y la correlacion epidemiologica, histopatoldgica y genética. Los
avances en citogenética y biologia molecular han impactado fuertemente en su diagndstico, terapéutica,
pronostico y sobrevida.

Se planted hacer estudios citogenéticos de CCR en 30 pacientes con adenocarcinomas esporadicos sin
tratamiento previo.

Se realizaron cultivos primarios de CCR cuyas preparaciones citogenéticas fueron sometidas a bandeo
cromosOmico y analisis microscopico. La informacion obtenida permitio valorar los perfiles cromosomicos
de pacientes uruguayos y compararlos con datos internacionales y correlacionlos con su sobrevida.

Los tumores presentaron anomalias clonales tanto estructurales como numeéricas. Excepto el cromosoma 2
todos los cromosomas estuvieron involucrados en ganancias como pérdidas clonales. Se detectaron 38
bandas cromosomicas involucradas en reordenamientos estructurales clonales en la mayoria de los pares.
Las anomalias mas frecuentes en estas bandas fueron isocromosomas de 8ql0, 17q10 y 10ql0,
translocaciones a nivel de 13q12 y 19p13, deleciones de 1p34 y 3q23. Las pérdidas parciales se localizaron
mayormente en 1p, 3q, 8p y 17p. Se aplico técnica citomolecular-FISH en un caso para su redefinicion. Se
observaron asociaciones teloméricas (tas) que no fueron sometidas a un analisis cuantitativo exhaustivo. Los
hallazgos cromosomicos con los datos a nivel internacional no mostraron diferencias significativas
descriptivas ni con la aplicacién de test no paramétricos (p>0.05). Las variables clinico-patoldgicas y los
cariotipos hallados muestran una distribucién global respecto a los tiempos de sobrevida con perfiles
similares a los encontrados habitualmente en analisis hechos mediante el método de Kaplan-Meier para
CCR. Los reordenamientos recurrentes en la serie analizada llevaron a considerar posibles genes candidatos,
oncogenes y genes supresores de tumores, que podrian estar involucrados en el desarrollo del CCR. Las tas
elevadas hacen plantear este fendmeno de inestabilidad cromosdémica como un elemento mas de la
progresion tumoral. La mayoria de los CCRs analizados revelaron cariotipos aneuploides y reordenamientos
complejos, hecho de inestimable valor para comprender la progresion tumoral y discernir a nivel molecular.
Su posible aplicacion en el area clinico-asistencial seguramente ayudara en la comprension de la correlacion
genotipo-fenotipo.

Palabras claves: cultivo de tumores - reordenamientos cromosOmicos — cancer colorrectal - curvas de
sobrevida — inestabilidad genémica -



1. INTRODUCCION

CANCER COLORRECTAL: EPIDEMIOLOGIA, DIAGNOSTICO Y PRONOSTICO

El CCR es uno de los tumores mas comunes en los paises desarrollados; aunque su incidencia es
muy variable en todo el mundo, es la neoplasia mas frecuente del tubo digestivo ( Cohen y cols. 1989; Ferlay
y cols., 2015). En los Estados Unidos, el cancer colorrectal es la tercera causa principal de muertes
relacionadas con el cancer en las mujeres y los hombres (American Cancer Society, 2019). En el Uruguay el
CCR es una de las principales causas de muerte, ocupando el segundo lugar con un 12.86 % del total luego
del cancer de pulmon (Vasallo y Barrios, 1999), lo que hace que una octava parte de la poblacion del pais
est¢ muriendo por esta enfermedad; superado unicamente por las enfermedades cardiovasculares (OPS,
1994), lo que continua siendo un verdadero problema de salud publica (OPS, 2017). En este contexto,
encontramos que los tumores digestivos (especialmente los colorrectales), ocupan en cuanto a mortalidad, el
segundo lugar en mujeres y tercero en hombres, con porcentajes de 14.65 y 11.44 respectivamente (Barrios y
cols., 2015). Referente a la incidencia el CCR ocupa el tercer lugar en hombres (38.01 %) y el segundo lugar
en mujeres (27.65 %) (Barrios y Garau, 2017). Esta neoplasia aparece con mayor frecuencia entre la quinta y
la séptima décadas de la vida. En un pequefio porcentaje de casos, el diagndstico se efectiia en edades
inferiores a los 40 afios, habitualmente en el contexto de formas hereditarias. En relacion a su localizacion, el
23% de estas neoplasias afectan al recto, el 10% a la unidn recto-sigmoidea, el 25% al sigmoides, el 6% al
colon descendente, el 13% al colon transverso, el 8% al colon ascendente y el 15% al ciego. El cancer de
recto es mas frecuente en varones, mientras que el de colon derecho afecta mas frecuentemente a las mujeres.

Existen multiples evidencias que apoyan la participacion de factores tanto genéticos como
ambientales en la patogenia del CCR. Mediante estudios de ligamiento genético ha sido posible identificar el
gen APC (adenomatous polyposis coli), situado en el brazo largo del cromosoma 5, como el responsable de
la poliposis colénica familiar. De manera similar, ha sido posible determinar algunos de los genes
responsables del CCR hereditario no ligado a la poliposis (HNPCC). Esta entidad, anteriormente denominada
sindrome de Lynch, presenta un patron hereditario automosémico dominante y se caracteriza por el
desarrollo precoz (habitualmente antes de los 50 afios de edad) de un carcinoma colorrectal, de predominio
en el colon derecho, y una elevada tendencia a presentar lesiones sincronicas o metacronicas, asi como
neoplasias de otro origen (endometrio, estdmago, pancreas, sistema urinario, ovario, vias biliares, intestino
delgado). Cuando se asocia a neoplasias extraintestinales se denomina sindrome de Lynch tipo II o sindrome
de cancer familiar para diferenciarlo del sindrome de Lynch tipo I en el cual la alteracion neoplasica se halla
limitada al intestino grueso. Histolégicamente se caracteriza por la presencia de abundante moco y un bajo
grado de diferenciacion celular. El diagnostico de esta forma de cancer hereditario se establece a partir de la
historia familiar y su definicion se basa en los criterios establecidos inicialmente en la reunion de
Amsterdam (Vasen y cols., 1991) y con una amplia proyeccion actual (Umar y cols., 2004; DA Silva y cols.,

2016; Dominguez-Valentin y cols., 2019).



Desde un punto de vista molecular, esta entidad se caracteriza por la existencia de multiples
mutaciones somaticas que afectan de manera preferente a fragmentos repetidos de ADN (microsatélites)
distribuidos a lo largo del genoma. Este fenémeno, denominado inestabilidad de microsatélites, traduce la
acumulacion de errores en la replicacion del ADN, los cuales son consecuencia de mutaciones en los genes
responsables de su reparacion. La identificacion de mutaciones germinales en estos genes —-MSH2, MLHI1,
PMSI1, PMS2, MSH6— ha permitido definir la base genética de esta enfermedad (Duval y Hamelin; 2003;
Gologan y Sepulveda; 2005; Poulogiannis y cols., 2010; Yamamoto y Imai; 2015; De' Angelis y cols., 2018).
En lo que respecta al CCR esporadico, diversos estudios han establecido algunas de las alteraciones génicas
que acontecen a lo largo de la secuencia adenoma-carcinoma (Leslie y cols., 2002). En este modelo
secuencial, el desarrollo neoplasico reflejaria la activacion de determinados oncogenes (K-RAS) y la
inhibicion de diversos genes supresores de tumor (APC, DCC, TP53), siendo la acumulacion de alteraciones,
independientemente del orden en que se han adquirido, la responsable del proceso de transformacion. Por
otra parte, en estos pacientes es habitual hallar la presencia de antecedentes familiares de esta neoplasia. Este
subgrupo, al que se tiende a denominar CCR familiar para asi distinguirlo de las formas inequivocamente
hereditarias, representa el 25-50% del total de casos de cancer de colon y recto (Lynch y cols., 2004; Evrard
y cols., 2019; Pellat y cols., 2019). En la actualidad no se conoce el mecanismo responsable de esta
agregacion familiar, aunque probablemente constituye un trastorno genético complejo o multifactorial. En él,
la carga genética (mutaciones o polimorfismos) definiria la susceptibilidad para la transformacién
neoplasica, mientras que los factores ambientales modularian dicha susceptibilidad para determinar qué
individuos finalmente desarrollaran la enfermedad. En los paises occidentales, el riesgo global de desarrollar
CCR alo largo de la vida es del 5%.

Sin embargo, existen diversos grupos que presentan un riesgo incrementado debido a
caracteristicasepidemioldgicas y patogénicas propias:

1. CCR hereditario no ligado a poliposis (HNPCC). Dado que se trata de una enfermedad
hereditaria con un patrén autosomico dominante, aproximadamente el 50% de los hijos de individuos
afectados desarrollaran esta neoplasia. En ausencia de diagndstico molecular, este grupo viene
definido por los criterios de Amsterdam.

2. Poliposis colica familiar. Se trata de una enfermedad hereditaria autosdémica dominante,
definida por la presencia de multiples polipos adenomatosos a lo largo del intestino grueso. En
aquellos individuos que desarrollan esta enfermedad, el riesgo de presentar CCR a los 50 afios de
edad es superior al 90%.

3. Antecedentes familiares de CCR. Si se excluyen las formas hereditarias mencionadas
anteriormente, los individuos con antecedentes familiares de CCR presentan un riesgo de padecer
esta enfermedad entre 2 y 6 veces superior al de la poblacion general, en funciéon del niimero de
familiares afectados, el grado de parentesco y la edad de diagnoéstico de la neoplasia.

4. Antecedentes familiares de adenoma colonico. El riesgo de CCR aumenta cuando existen
antecedentes familiares de polipos adenomatosos colonicos, especialmente si el diagnostico de éstos

se efectuo antes de los 60 anos.



5. Enfermedad inflamatoria del intestino. Los individuos afectados de colitis ulcerosa o
enfermedad de Crohn de localizacién colonica presentan un riesgo incrementado de CCR. Este
riesgo aumenta en funcion de la extension y la duracion de la enfermedad.

6. Antecedente personal de CCR. El diagnostico de CCR comporta un mayor riesgo de
presentar una segunda neoplasia en esta localizacion, ya sea de manera sincronica o a lo largo del
seguimiento (metacronica).

7. Antecedente personal de adenoma colonico. En la actualidad esta bien establecido que el
adenoma coldnico constituye una lesion premaligna. La probabilidad de transformacion
carcinomatosa aumenta en relacion al tamafio de la lesion y a la proporcion del componente velloso.

8. Antecedente personal de otras neoplasias. Diversas neoplasias, entre ellas las de
endometrio y ovario, constituyen un factor de riesgo para el desarrollo de una segunda neoplasia de
localizacion colorrectal.

9. Edad. En individuos sin otros factores predisponentes, el riesgo de padecer CCR antes de
los 40 afios es bajo. A partir de esta edad, el riesgo aumenta progresivamente, duplicindose la

incidencia con cada década y alcanzando un méximo entre los 75 y los 80 afios.

Alrededor del 95% de los canceres colorrectales son adenocarcinomas. En la uniéon anorrectal es
posible hallar carcinomas de células escamosas o carcinomas originados a partir del epitelio de transicion
(carcinoma cloacogénico). Desde el punto de vista macroscopico puede distinguirse entre los
adenocarcinomas de forma polipoide, mas frecuentes en el colon ascendente, y los de forma anular o
estenosante, que predominan en el colon izquierdo. La extension del tumor a través de la pared intestinal y a
organos vecinos, de interés pronodstico evidente, fue clasificada en diversos estadios por Dukes en 1935,
siendo revisada por Dukes y Bussey (1958) y posteriormente modificada por Astler y Coller (1954) (Deans y
cols., 1992).

Las vias de diseminacion mas frecuentes del CCR son:

1. Diseminacion linfatica, que suele ocurrir progresivamente segun un orden anatdomico
ascendente en los ganglios que acompanan a los vasos colonicos. Alrededor del 40% de
los casos presentan afeccion ganglionar en el momento del diagndstico.

2. Diseminacion sanguinea, a través de los vasos de la pared colorrectal y, mediante el
drenaje venoso portal, al higado, que es el 6rgano mas frecuentemente afectado por
metastasis en el cancer de colon. Los tumores del tercio inferior del recto drenan en la
cava inferior, por lo cual pueden causar metastasis pulmonares, dseas, cerebrales, etc., en
ausencia de metastasis hepaticas.

3. Diseminacion por contigiiidad, que puede determinar invasion y/o fistulizacion de
organos vecinos como asas intestinales, vejiga urinaria, vagina, etc.

4. Siembra peritoneal, poco frecuente pero de muy mal pronostico.



El CCR no suele dar sintomas hasta fases avanzadas. Ello condiciona que la mayoria de pacientes
presenten tumores que han invadido toda la pared intestinal y/o han afectado los ganglios regionales. La tasa
de sobrevivencia a 5 afos de personas con estadio localizado de CCR es del 90 %. Alrededor del 39 % de los
pacientes reciben el diagnostico en este estadio temprano. Si el cancer se ha diseminado hacia los tejidos o
los 6rganos circundantes o los ganglios linfaticos regionales, la tasa de sobrevivencia a 5 afios es del 71 %. Si
el cancer se ha diseminado a partes distantes del cuerpo, la tasa de sobrevivencia a 5 afios es del 14 %. Sin
embargo, en los pacientes que tienen solo 1 tumor o algunos tumores que se han diseminado desde el colon o
el recto hacia los pulmones o el higado, la extirpacion quirtrgica de estos tumores puede eliminar el cancer,
lo cual mejora considerablemente la tasa de sobrevivencia a 5 afios para estos pacientes (ASCO, 2019). Otros
factores adicionales que comportan un peor prondstico son: edad (diagnostico antes de los 40 afios o después
de los 70 afios), sexo (varones), presencia de complicaciones relacionadas con el tumor (perforacion,
obstruccion) o enfermedades asociadas, estado general del paciente, tamafio del tumor, afeccion de 6rganos
adyacentes, grado de diferenciacion, invasion vascular, linfatica o perineural, concentracion de CEA
(Antigeno Carcino Embrionario) en el momento del diagndstico y presencia de aneuploidia y de deleciones
en TP53 y DCC. No obstante, es importante sefialar que existen resultados contradictorios en relacion a
todos estos factores predictivos y que, a menudo, su valor pronostico depende del propio estadio tumoral

(Cohen y cols.,1993; Gallois y cols., 2018).

CONSIDERACIONES GENERALES DE LAS ALTERACIONES GENETICAS EN CCR

A pesar de la utilizacion de marcadores histologicos y tumorales, el manejo de los pacientes con esta
enfermedad aun es dificil y su prondstico es de certeza variable. El andlisis de anomalias genéticas
adquiridas constituye un prometedor camino de busqueda de informacion no solamente acerca de los eventos
de la tumorigénesis en general sino también de la agresividad inherente a cada una de las neoplasias en
particular.

La deteccion de tales cambios corresponde al menos a tres niveles de resolucion:

1) Celular, por los clasicos métodos citologicos o medidas del ADN total por citometria de
flujo.

2) Citogenético, por el andlisis microscopico de los cromosomas metafasicos.

3) Génico o de la estructura primaria del ADN, utilizando técnicas de genética molecular.

De la interaccion del conocimiento molecular y de la correlacion histopatologica y epidemiologica se
ha elaborado un modelo de carcinogénesis colorrectal en donde por primera vez el desarrollo de la secuencia
de eventos en estadios multiples ha sido redefinido en términos moleculares (Fearon y Vogelstein, 1990). Los
cientificos siguen buscando las causas y las formas de prevenir el CCR, mejores maneras para detectarlo
temprano (cuando es més facil de tratar), asi como las formas de mejorar los tratamientos (Deckker y cols.,

2019).



Un tumor o neoplasia es la manifestacion final de un conjunto de errores a nivel genético y/o
epigenéticos que inciden a nivel celular y especialmente en el sistema inmunologico (Chen y Melman; 2017;
Thorsson y cols., 2018) otorgando a la célula patologica una ventaja de crecimiento selectivo sobre las
normales. La gravedad de la enfermedad neoplasica impulsé a numerosos grupos de investigacion a
encontrar los fundamentos de una teoria capaz de explicar el mecanismo de la carcinogénesis (Sigston y
Williams, 2017). A nivel tumoral los elementos genéticos alterados se relacionan con la regulacion del
crecimiento; pueden estimularlo, en el caso de los oncogenes o inhibirlo, para lo cual intervienen los
antioncogenes o genes supresores de tumor. Los cambios genéticos incluyen cualquiera de las formas de
mutacion conocidas, las puntuales, como las transiciones (cambio de una base nitrogenada por otra) y las
transversiones (reemplazo de una purina por una pirimidina y viceversa) o aquellas que puedan afectar largos
fragmentos del genoma. Las deleciones que implican la eliminaciéon de uno o mas nucledtidos sucesivos
pueden ser causa del corrimiento del marco de lectura asi como los rearreglos citogenéticos en los cuales un
segmento cromosomico se escinde y reubica en otra posicion. La amplificacion de genes conduce a la
aparicion de un numero elevado de copias del mismo gen. Todas estas formas de mutacion podrian coexistir
en una sola célula tumoral y su nlimero se incrementaria con el tiempo, proceso que podria verse favorecido
por una disminucion de la capacidad de reparacion de errores de la célula transformada debido a cambios en
su ciclo de proliferacion. Estos dafios otorgarian a la célula una ventaja de crecimiento selectivo sobre las
normales lo que conduciria a un desbalance progresivo de los sistemas de control del ciclo celular en su

conjunto (Geurts van Kessel, 2014).

CICLO CELULAR. SU PARTICIPACION EN EL DESARROLLO NEOPLASICO

La proliferacion celular es la base del desarrollo del organismo humano a partir del cigoto seglin un
modelo de divisiones celulares en el que cada tipo celular se divide cuando y cuanto debe. Simultaneamente,
es también la raiz del primero de los procesos que origina un cancer: el crecimiento descontrolado de un
grupo de células. La serie de procesos (a veces también el periodo que abarca) por los que una célula da
lugar a dos células hijas se denomina ciclo celular y consta de cuatro fases: G1, S, G2 y M. En su conjunto, y
aunque hay variaciones, el ciclo completo comprende aproximadamente 24 horas (Masagué, 2004) como se

ilustra en la Figura 1.1.
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Figura 1.1 Ciclo celular y puntos de restriccion (modificado de Rajagopalan y Lengauer, 2004).

La fase G1 (del inglés ‘Gap’ o intervalo) es el periodo de 6-12 h que sigue a una division celular y es previo
a la sintesis o replicacion del ADN. Durante este tiempo, la célula dobla su tamafio y masa debido a la
continua sintesis de todos sus componentes como resultado de la expresion de los genes que codifican las
proteinas responsables de su fenotipo particular. Hay células que pueden detener su progresion hacia la
division en este estadio y permanecer durante dias, meses o afios en estado de reposo sin aumento de masa,
en lo que se ha denominado fase GO. En la fase G1 existe un punto de control llamado el punto de restriccion
R en el que la célula comprueba que ha generado la masa necesaria para continuar el ciclo y comenzar la
sintesis de ADN vy, asimismo, que las condiciones ambientales son favorables: presencia de nutrientes, sales
y temperatura adecuadas; y de factores que induzcan crecimiento. Es el punto de control mas importante. La
fase S (de ‘Sintesis’ del ADN) corresponde al tiempo (6-8 h) durante el cual se replica el material hereditario.
Cada cromosoma pasa a tener dos cromatidas, es decir, dos moléculas de ADN de cadena doble, que son
copia una de la otra. El periodo comprendido entre la finalizacion de la replicacion del ADN y el inicio de la
division celulares la fase G2 (3-4 h). Durante ella, las células se preparan para la escision en dos células
hijas. En esta fase existe un segundo punto de control G2-M, en el que la célula debe comprobar dos
condiciones antes de dividirse: 1) que la masa celular se ha duplicado a fin de poder dar origen a dos células
hijas y 2) que la replicacion del ADN se ha completado y que so6lo lo ha efectuado una vez. Finalmente, las
células entran en la fase de mitosis M (1 h) propiamente dicha. E1 ADN se condensa enormemente
constituyéndose en los cromosomas haciéndose visibles al microscopio 6ptico como entidades individuales,
y los microtubulos se organizan a partir de dos cuerpos polares que se sitiian en ambos extremos de la célula
y forman el huso acromatico que va a servir como guia a los cromosomas. En primer lugar, desaparece la
membrana nuclear (profase). A continuacion, los cromosomas se unen por los cinetocoros, unas estructuras
asociadas a sus centrosomas, a los microtibulos en la zona media celular formando la placa ecuatorial

(metafase). En este momento existe otro punto de control M, que s6lo permite seguir adelante si todos los



cromosomas estan alineados sobre el huso. Si esto es asi, las cromatidas hermanas se separan dirigiéndose
cada una hacia un polo de la célula (anafase). Cuando llegan a los extremos (telofase), la célula comienza a
escindirse (citocinesis) por la zona media dando lugar a dos células hijas (Hameroff, 2004). La membrana
nuclear vuelve a formarse y los cromosomas a decondensarse, originandose dos células hijas idénticas, en
principio, a la progenitora. La existencia de puntos de control del ciclo celular es clave ya que permiten que
todo el proceso tenga lugar cuando la célula esta correctamente preparada comprobando (puntos de control
R, G2-M y M) que existen las condiciones necesarias para iniciar una nueva fase (Kastan y Bartek, 2004).
Asimismo, sirven de freno durante el ciclo, asegurando que una fase no se inicia antes de que la anterior haya
finalizado, y hacen factible el control del ciclo por sefiales externas. Existen controles negativos de la
proliferacion, potencialmente muy importantes para la prevencion del cancer, que se activan para frenar el
ciclo cuando se ha dafiado la integridad del genoma y evitar asi la aparicion de células con potencial
neoplasico. Muchos carcinégenos quimicos y radiaciones actan dafiando el ADN o el sistema de
microtubulos necesario para la mitosis. Sin embargo, también causas internas pueden ocasionar alteraciones
en el ADN, como los procesos de reordenamientos genéticos que tienen lugar durante el desarrollo, o los
procesos de apoptosis o muerte celular programada, cuando las células tienen un ADN parcialmente
degradado por accion de nucleasas que producen cortes en la molécula, o cuando las células estan
envejeciendo y se acortan los extremos de sus cromosomas o telomeros (Pathak y cols., 1988; De Lange y
cols., 1990) provocando su inestabilidad (Plentz y cols., 2005). Estos controles, que coinciden con los puntos
de control R y G2-M del ciclo, son criticos para evitar la inestabilidad genética que pueda llevar a la

aparicion de cancer.

PROCESO TUMORAL COLORRECTAL: EL CANCER COMO PROCESO EVOLUTIVO

MUTACION Y SELECCION

El concepto de progresion tumoral fue descripto por Fould en 1954 y reconsiderado por Rubin 40 afios mas
tarde (Foulds, 1954; Rubin, 1994). Foulds defini6 la progresion como la adquisicion en multiples pasos
(proceso multistep) de cambios que conferian caracteristicas malignas a las células y, si bien se ha avanzado
mucho en el conocimiento del cancer, sobretodo a nivel molecular, el concepto de progresion multistep atn
sigue vigente (Heppner y Miller, 1998; Bordonaro, 2019). El céncer se considera una enfermedad causada
por la acumulacion de multiples alteraciones genéticas, las cuales se van adquiriendo progresivamente a lo
largo de la vida de los individuos, lo que hace que la probabilidad de desarrollar cancer aumente
exponencialmente con la edad (Mufioz, 1997). La adquisicion de alteraciones genéticas se rige por los
principios de mutacion y seleccion que gobiernan la evolucidon de todos los organismos, por lo cual se
sostiene que el cancer es un proceso evolutivo ( Hellman, 1997; Purushotham y Sullivan, 2010). La forma
mas simple de explicar este concepto es la ilustrada en la Figura 1.2. Las células pueden sufrir mutaciones
debido a la exposicion a carcindgenos o bien por errores en los procesos de replicacion, reparacion o division

del ADN. Estas mutaciones somaticas son heredadas por las células hijas. La mayoria son irrelevantes para la



vida de la célula, pueden ser deletéreas debido a la pérdida de un gen critico para la viabilidad celular o bien
son blanco por las modificaciones que expresan de mecanismos de vigilancia inmunologica que las eliminan.
Puede ocurrir, ocasionalmente, que alguna de estas mutaciones confiera una ventaja selectiva a las células
descendientes de manera que, proliferen mas que las células normales o bien tengan una muerte celular
reducida. De esta manera, este grupo de células predominara por encima del resto (expansion clonal). A
continuacion puede ocurrir otra mutacién en alguna de estas células que, de nuevo, le proporcione una
ventaja adicional a ella y su progenie. Asi, por rondas sucesivas de mutacion y seleccion, esta clona en
expansion podra adquirir progresivamente las caracteristicas de invasion, angiogénesis y metastasis que

caracterizan a los tumores (Boland y Ricardiello, 1999; Calabrese y cols., 2004; Liggett y DeGregori, 2017).
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Figura 1.2. Modelo de progresion tumoral como proceso evolutivo (modificado de Nowell, 1976)

Dado que la causa del cancer es la acumulacion de alteraciones genéticas, en los tltimos decenios se
han realizado grandes esfuerzos por identificar los genes responsables de estas alteraciones. Dichos genes
normalmente se clasifican en dos tipos: oncogenes y genes supresores de tumores. Los oncogenes
promueven el crecimiento celular y los genes supresores de tumor lo inhiben. Los oncogenes codifican para
elementos de las cascadas de transmision de sefales, que van desde los estimulos de crecimiento fuera de la
célula hasta la transcripcion de genes dentro del nucleo. Por este motivo, para que promuevan el desarrollo
del tumor las mutaciones en estos genes tienen que ser de ganancia de funcion o activadoras. En cambio los
genes supresores de tumor codifican para proteinas que actllan como barreras para la proliferacion celular y
controlan el mantenimiento de la estructura del ADN. Las mutaciones en estos genes son de pérdida de
funcion o inactivadoras y, salvo excepciones, se tienen que producir en los dos alelos del gen (Ross, 2000;
Levine y Puzio-Kuter, 2010; Zielinska y Katanaev, 2019). Los estudios de pérdida de heterocigosidad (Loss
of Heterozygosity, LOH) permiten identificar zonas del genoma en las que se producen pérdidas alélicas y,
por tanto, son susceptibles de contener genes supresores de tumores. En estos genes ya se ha dado la pérdida
de un alelo y es esperable, siguiendo la hipotesis de Knudson (1971) que la segunda copia del gen también se
encuentre mutada. Es decir, el hecho de que en un tumor la mayoria de las células hayan perdido el alelo de

un gen sugiere que esa alteracion ha sido seleccionada porque da una ventaja selectiva a las células. Por tanto



es logico suponer la existencia en esa zona de un gen supresor que ha perdido su funcidn por delecion de un
alelo y por mutaciéon del otro. El primer modelo de progresion tumoral en el que se consiguid integrar el
concepto de progresion multistep con la identificacion de alteraciones genéticas concretas fue el propuesto
por el grupo de Vogelstein para el CCR, en 1988 (Vogeltein y cols., 1988). Gracias a la disponibilidad de
tumores en diferentes momentos de progresion y al analisis de las alteraciones genéticas en cada etapa fue
posible establecer una secuencia de alteraciones que se asociaba con las diferentes etapas del proceso

tumorigénico.

EL MODELO DE VOGELSTEIN

Diversos estudios sugieren que los canceres colorrectales surgen de adenomas, los cuales son
clonales, es decir, se han originado a partir de una sola célula. Esto es consistente con la hipdtesis de que una
mutacion somatica determina que unas pocas células de las criptas intestinales inicien el proceso neoplasico
por expansion clonal (Fearon y Jones, 1992). Los adenomas gradualmente progresan aumentando en tamafo
y displasia, hasta que dan origen a carcinomas y luego a metastasis. El proceso global se estima que dura
décadas (Fearon y Vogelstein, 1990). Aunque es un proceso continuo, para facilitar la elaboracion del modelo
se fracciond en las siguientes etapas: epitelio normal, adenoma temprano, intermedio y tardio, carcinoma y
metastasis. Los autores determinaron la presencia de cuatro alteraciones genéticas diferentes (LOH en 5q,
17p, 18q y mutacion en K-RAS) en muestras de varios pacientes. El razonamiento seguido para asociar las

alteraciones a las diferentes etapas y la secuencia ordenada del proceso se muestran en la Figura 1.3.
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Figura 1.3. Modelo integrado de progresion del carcinoma colorrectal de Fearon y Vogelstein

(modificado de Mufioz, 1997).



Segun Fearon y Vogelstein (1990), las caracteristicas principales de este modelo son:

1) Los tumores colorrectales se originan como resultado de mutaciones de oncogenes y
genes supresores de tumor, predominando los ultimos;

2) Se requiere al menos mutaciones en cuatro o cinco genes para la formacion de un tumor;

3) Aunque las alteraciones genéticas ocurren en una secuencia preferente, es la acumulacion
total de cambios, mas que su orden, lo que determina las propiedades bioldgicas del

tumor.

Casi treinta afios después, el modelo de Vogelstein se sigue considerando valido para ilustrar el

concepto multistep de la progresion tumoral (caracteristicas 1 y 3), pero es necesario hacer algunas
puntualizaciones. En primer lugar, hay que tener en cuenta que la secuencia de alteraciones propuesta es el
resultado de un analisis estadistico en el que las alteraciones de tumores de diferentes pacientes se agrupan
para formar un tnico modelo del proceso. Por tanto no implica que en un mismo individuo deban darse todas
las alteraciones genéticas y, menos aun, en el orden descrito. De hecho, ninguna alteracion se observo en
todos los tumores analizados y menos del 10 % de los carcinomas mostraron las cuatro alteraciones de forma
simultanea (Shackney y Shankey, 1997). En segundo lugar, el modelo propone la existencia de una via Unica
de progresion, aunque actualmente se conocen como minimo dos vias alternativas (Lengauer y cols., 1997) y
algunas investigaciones aportan otras (Derks y cols., 2008).
Por ultimo, el modelo sugiere la necesidad de al menos cuatro o cinco mutaciones para originar un tumor,
pero no analiza la tasa de aparicion de mutaciones ni propone ningin mecanismo que explique su
acumulacion. Sin embargo, los tumores poseen una caracteristica fundamental que es clave: la inestabilidad
gendmica. Este concepto es fundamental para explicar la progresién tumoral y sienta las bases para entender
las vias concretas de progresion que actiian en el CCR. En conclusion, una version actualizada del modelo de
Vogelstein deberia proponer la disrupcion de determinadas vias moleculares (mas que la
activacion/inactivacion de genes especificos) como requisitos necesarios para conferir a la célula
caracteristicas neoplasicas ( Tang y cols., 2004; Beggs y Hodgson, 2008; Moran y cols., 2010; Bogaert y
Prenen; 2014).

ALTERACIONES MOLECULARES MAS FRECUENTES EN EL CANCER COLORRECTAL

En los ultimos 30 afios ha avanzado mucho el conocimiento de los genes implicados en la progresion del
tumor colorrectal. Si bien se han descrito muchos genes nuevos, los cuatro enumerados inicialmente como
los mas importantes siguen conservando un papel prioritario. Las revisiones hechas (Laurent-Puig, 1999;
Arends, 2000; Lievre y Laurent-Puig, 2004; Markowitz y Bertagnolli, 2009; Juarez-Vazquez y Rosales-
Reynoso; 2014; Tiwari y cols., 2018; Tsai y cols., 2018;) subrayan la gran complejidad de sus funciones y el

elevado grado de interaccion entre ellas.



Se exponen brevemente las caracteristicas de los elementos genéticos principales:

APC: localizado en 5q21-q22; se encuentra mutado en un 60 % de los canceres colorrectales. Codifica para
una proteina citoplasmatica multifuncional que interacciona con varias proteinas que estan implicadas en la
cascada de transduccion de sefial Wingless-Wnt. Entre ellas se encuentra la B-catenina que se asocia con
factores de transcripcion de la familia Tef. En el tejido normal APC induce la degradacion de pB-catenina, lo
que estimula la actividad de los Tcf. El resultado final de esta activacion resulta ser un aumento de la
expresion de la oncoproteina c-myc (Teh y cols., 1999). Ademas la B-catenina se asocia a la porcion
intracelular de cadherina, una proteina transmembrana. La porcion extracelular se une a otra cadherina que
protruye de otra célula vecina, estableciendo asi una union intercelular. De esta manera APC
simultaneamente influencia las propiedades adhesivas de la célula y su proliferacion, lo que explica que las
pérdidas de este gen permita a las células epiteliales del colon iniciar una proliferacion descontrolada

(Boland, 1997; Hankey y cols., 2018; Ren y cols., 2019).

K-RAS: aproximadamente el 40 % de los carcinomas colorrectales presentan mutacion en K-RAS, ubicado a
nivel de 12p21-1. K-RAS, como los otros genes de la familia ras, codifica para una proteina de transduccion
de sefial que se encuentra en la cara interna de la membrana celular. En su estado inactivo k-ras une GDP.
Pero la estimulacion del receptor al que esta asociada cambia GDP por GTP y se inactiva, iniciando la
cascada de sefiales intracelulares. La hidrolisis de GTP a GDP inactiva a k-ras de nuevo, completando el
ciclo (Boland, 1997). El producto mutado de k-ras es menos sensible a la accion de hidrolisis y por tanto
mantiene un estado prolongado de activacion. Como k-ras esta implicada en la via EGFr-ras-RAF-ERK-
JUN/FOS, la cual generalmente conduce sefiales estimulatorias, el mutante hiperactivo de k-ras induce la
proliferacion celular. Ademas k-ras hiperactivada puede fosforilar pro-caspasa 9, inhibiendo la apoptosis
inducida por el citocromo-c (Arends, 2000; Goel y cols., 2015; Nussinov y cols., 2016; Levi y cols., 2018;
Kastrisiou y cols., 2019).

DCC, SMAD2, SMAD4 (18q21-g23): las pérdidas alélicas de 18q ocurren en mas de un 70% de los canceres
colorrectales (Vogelstein y cols., 1988). El primer gen supresor de tumor que se pensé que estaba
involucrado en las deleciones de 18q fue DCC (Deleted in Colorrectal Cancer). DCC codifica un receptor
para netrina-1, una proteina transmembrana implicada en la guia de axones. La relevancia de este producto
génico en la tumorigénesis del CCR no es clara y, ademas, los resultados respecto a las alteraciones de DCC
en tumores colorrectales son contradictorios (Laurent-Puig, 1999). Paralelamente dos genes supresores de
tumores se descubrieron en 18q: SMAD2 y SMAD4. La prevalencia de mutaciones en CCR es
aproximadamente del 25 % en el caso de SMAD4 y menos de un 10 % para SMAD2. Ambos genes
codifican proteinas que son componentes de la via de transduccion de sefial del TGFp y se regulan por
fosforilacion. Transducen la sefial de activacion desde la superficie celular hasta el nucleo, a donde se
translocan y regulan las respuestas trancripcionales interaccionando especificamente con proteinas de union

al ADN. Como las sefales del TGFp normalmente resultan en inhibicion del ciclo celular y diferenciacion



celular parece logico pensar que defectos en estos genes jueguen un papel importante en la tumorigénesis
(Laurent-Puig, 1999; Arends, 2000; Michel y cols., 2001; Lievre y Laurent-Puig, 2004; Mehlen y
Goldschneider, 2005; Popat y Houlston, 2005; Laurent-Puig y cols., 2010; Mehlen y Tauszig-Delamasure;
2014).

TP53: localizado a nivel de 17p13.1, es el gen mas frecuentemente mutado en el cancer. Se estima que
aproximadamente el 37 % de todos los canceres tienen mutaciones en este gen, siendo la prevalencia para
CCR del 50 % (Greenblatt y cols., 1994; Calistri, 2005). La principal funcion de p53 consiste en proteger a
las células del dafio genomico, lo cual le ha valido el atributo de ‘guardidn del genoma’. Para realizar esa
funcién p53 ejerce dos tipos de controles: negativo (inhibicion) sobre el ciclo celular y positivo (activacion)
sobre la apoptosis. p53 es un factor de transcripcién que en células normales se expresa a bajos niveles y
tiene una vida media de 15 minutos. Si se produce dafio gendmico aumenta la cantidad de p53 debido a una
prolongacion de su vida media. Como consecuencia se incrementa la expresion de la proteina p21 la cual
inhibe la actividad de los complejos ciclina-CDK durante la fase G1 del ciclo celular. p21 también bloquea la
replicacion mediante la inhibicion de la PCNA (Protein Cell Nuclear Antigen) que es una unidad de la ADN
polimerasa. De esta manera se evita la division de la célula hasta que el dafio en el ADN haya sido reparado
y asi se impide la generacion de células hijas con mutaciones. Si el dafio en el ADN es excesivo € imposible
de reparar entonces p53 induce apoptosis (muerte celular programada). Los mecanismos que usa ain no
estan claros pero posiblemente existan varias vias que puedan ser dependientes o independientes de
transcripcion. Se ha propuesto que niveles elevados de p53 causan la inducciéon de BAX (activador de
apoptosis) y la represion paralela de BCL-2 (inhibidor de apoptosis) (Mufioz, 1997). Por otra parte p53
también se encarga de activar la transcripcion del gen MDM2, cuya proteina se une a p5S3 y promueve su
destruccion, actuando como un sistema de regulacion negativa (Picksley y Lane, 1993). Las mutaciones mas
importantes que se encuentran en TP53 son de cambio de sentido (missense), las cuales producen proteinas
anormales que tienen alteradas algunas de sus capacidades, como la uniéon al ADN, y también mutaciones sin
sentido (nonsense) y deleciones que producen una proteina truncada o ausencia de proteina. Muchas de las
mutaciones missense hacen que la proteina sea mas estable (aunque inactiva) lo que aumenta su
concentracion, de manera que puede ser detectada por técnicas inmunohistoquimicas. Sin embargo, la
asociacion entre inmunohistoquimica y mutaciones en TP53 es variable y no todas las mutaciones resultan en
estabilizacion de la proteina, ni toda la proteina estabilizada refleja una mutacion del gen (Wilson, 1997). Por
otra parte, multiples experimentos demuestran que las mutaciones en TP53 se asocian con aneuploidia lo
cual es consistente con la idea de que la inactivacion de p53 facilita la adquisicion de nuevas mutaciones y la
progresion hacia la aneuploidia (Livingstone y cols., 1992; Agapova y cols., 1996; Mekeel y cols., 1997;
Laurent-Puig, 1999). Dado que los cambios genéticos impulsan la progresion de adenoma a carcinoma y
probablemente influyen en la susceptibilidad individual y la respuesta al tratamiento, la mutacion del gen
p53 es un evento clave en la carcinogénesis de muchos tipos diferentes de tumores. Como la funcidén
adecuada de los genes reguladores del ciclo celular contribuye al mantenimiento de la estabilidad del genoma

y como su mutacion en el cancer vincula obligatoriamente la proliferacion y la inestabilidad cromosomica lo



ha transformado en una fuente constante de revision hasta el presente (Binefa y cols., 2014; Li y cols., 2015;

Puerta-Garcia y cols., 2015; Kobayashi y cols., 2017; Tsilimigras y cols., 2018; Deepa y cols., 2019).

HALLAZGOS CITOGENETICOS EN TUMORES SOLIDOS

Un tema clave es el concerniente a la secuencia de eventos que ocurren entre el dafio cromosdmico
inicial y la adquisicion del comportamiento maligno por la célula y sus descendientes; el crecimiento clonal
parece ser el resultado de una evolucidon de cambios secuenciales (Nowell, 1976; Janiszewska y Polyak,
2015; Krzywinski, 2016). Lo que hoy sabemos sobre el desarrollo de los tumores es fruto de la convergencia
de varias lineas de investigacion, la mas antigua de las cuales todavia se basa en la cuidadosa observacion de
las células presuntamente transformadas al microscopio. Theodor Boveri trabajando en Wiirtzburg,
Alemania, hizo una serie de observaciones en las que baso sus ideas acerca del origen y naturaleza del
cancer, apareciendo la conclusién de su trabajo en una monografia publicada en 1914. Boveri concluy6 de
tales observaciones que las células malignas portaban cromosomas anormales y que cualquier hecho que
originase este tipo de alteraciones podria causar el cancer (Boveri, 1914; Wolf, 1974; Holland y Cleveland,
2009; Duesberg, 2014; Hirpara y cols., 2018).

En las ultimas décadas se ha acumulado una gran cantidad de informacion citogenética de una
amplia variedad de desdrdenes neoplasicos. Hacia principios de los afios noventa se habian investigado
aproximadamente quince mil casos de neoplasmas con técnicas de bandeo cromosdmico, de los cuales 68 %
correspondian a leucemias, 11 % eran linfomas y 21 % pertenecia a tumores solidos, en su mayoria
provenientes de mama, pulmon, prostata, colon y ovario. Se podria pensar entonces que deberiamos conocer
mucho mas de los aspectos citogenéticos y moleculares de estas patologias mas frecuentes, pero de hecho en
esta area la emergencia del conocimiento ha sido mucho mas lenta. (Mitelman et al. 1990; Duensing y
Duensing, 2010; Vitre y Cleveland, 2012; Bastians, 2015; Cosenza y Kriamer, 2016; De Wolf'y Kops, 2017).
La razon de la modestia del conocimiento de la citogenética en el diagnostico y el pronoéstico de los tumores
solidos se encuentra en parte en la aparicion de problemas técnicos (Cooley y Wilson, 2013). A partir de los
afios ochenta se desarrollan nuevos métodos para el andlisis citogenético de tumores solidos (Kusyk y cols.
1979; Wan, 2014). Como consecuencia de ello, desde 1983 hasta 1990, el incremento de tumores so6lidos
investigados fue de quinientos a tres mil (Mandahl, 1992), aumentando sensiblemente en los siguientes 20
anos (Nanjangud y cols., 2011) alcanzando actualmente a unos setenta mil casos publicados en la base de
datos de Mitelman (2019).

Una serie de problemas analiticos disminuyen el valor de los datos disponibles:
1) La calidad de los cromosomas en los tumores solidos, en particular los de origen epitelial, es
a menudo sub-Optima, por lo que muchos de los casos publicados estan cariotipados

parcialmente;
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En contraste con los tumores hematologicos, que tienen pocos cambios citogenéticos, los

tumores solidos ya tienen al momento del diagnostico una gran cantidad de aberraciones



adquiridas durante la progresion tumoral. La diferenciacion entre cambios esenciales
patogénicamente primarios y aberraciones evolutivamente secundarias es, por regla, mas
dificil en tumores sélidos que en tumores de origen hematologico. En consecuencia, se
requiere la caracterizacion citogenética de un mayor niimero de tumores para establecer la
relevancia de las anomalias tanto tempranas como las relacionadas a la progresion tumoral

asi como establecer cuales son recurrentes y/o especificas;
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Un creciente numero de tumores epiteliales, en particular carcinomas de la cavidad oral (Jin
y col, 1990; Jin y col, 1993), colon (Bardi y col, 1995a), piel (Mertens y col, 1991) y mama
(Pandis y col, 1995) parecen estar caracterizados por heterogeneidad cariotipica clonal lo

que dificulta su analisis y la interpretacion (Gorunova y cols., 1995; Grade y cols., 2015).

Esta situacion determina la importancia de complementar los datos citogenéticos con técnicas

moleculares y citomoleculares, a fin de lograr una mejor caracterizacion de estos tumores.

CITOGENETICA DE LA PROGRESION DEL FENOTIPO TUMORAL COLORRECTAL

El modelo de tumores del intestino grueso ofrece posibilidades unicas para evaluar todos los estadios
de la carcinogénesis ya que las lesiones benignas precursoras, los adenomas, también pueden ser
identificados y muestreados con facilidad. A final del siglo pasado mas de 100 de tales adenomas con
aberraciones cromosomicas ya habian sido informados (Mitelman, 1994). Los primeros estudios (Mitelman y
cols., 1974; Reichmann y cols., 1985) parecian indicar que la ganancia de cromosomas totales eran las
aberraciones predominantes. Estudios posteriores (Coutourier-Turpin y cols., 1992; Bardi y cols., 1993a;
Griffin y cols., 1993; Longy y cols., 1993; Bomme y cols., 1994; Muleris y cols., 1994) han permitido una
mejor definicion de las caracteristicas cariotipicas de los tumores colorrectales benignos y ha sufrido de un
considerable refinamiento. Los trabajos de Bardi y cols. (1993b) y Bomme y cols. (1994), asi como también
de estudios no publicados, han determinado que mas del 80% de los polipos de intestino grueso portan
anomalias cromosomicas clonales. Otros investigadores han informado porcentajes menores de adenomas
anormales: 30% (Griffin y cols., 1993) y 50% (Longy y cols., 1993; Muleris y cols., 1994). Si bien en todas
las series la mayoria de los polipos presentd anomalias del cariotipo [90% en la experiencia de Bardi y cols.
(1997)] habitualmente se observan pocas anomalias citogenéticas con cariotipos pseudodiploides o cercanos
a la diploidia. En el resto de los casos, se han descrito células triploides o con cariotipos cercanos a la
triploidia con importantes cambios a nivel cromosdémico, a menudo anomalias que son recurrentes en
adenomas colorrectales. Al presente no podemos identificar un patron cariotipico simple que sea capaz de

distinguir inequivocamente entre tumores colorrectales malignos y benignos (Simon y cols., 2015)



ANALISIS CROMOSOMICOS DE LOS ADENOMAS COLORRECTALES

La anomalia cromosomica mas frecuente en los polipos colorrectales es la trisomia del par 7 (+7)
hallada en aproximadamente 40% de todos los casos informados, en general como la Unica alteracion
(Mitelman, 1994). Aunque la relevancia patogénica de esta neoplasia del intestino grueso (Bardi y cols.,
1991) y tumores de otros tejidos ( Johansson y cols., 1993) ha sido cuestionada, los recientes hallazgos de
esta trisomia en el componente epitelial de polipos adenomatosos por analisis cromosémico con bandeo en
células metafésicas (Bardi y cols., 1995°) y por hibridacion in situ con sondas centroméricas especificas en
células interfasicas (Herbergs y cols., 1994) apoyan la sugerencia inicial (Becher y cols., 1983; Ochi y cols.,
1983) respecto de su rol primario en muchas neoplasias colorrectales. El gen denominado DRA
(downregulated in adenomas) ha sido localizado en la region 7q22-q31.1 y se ha demostrado su expresion
especifica en la mucosa colonica (Schweinfest y col, 1993; Tagushi y col, 1994). La sobreexpresion del
mismo podria ser una importante respuesta de la trisomia 7. Entre otros genes candidatos estan los oncogenes
MUC3 y MET que se localizan en 7q22 (Fox y cols., 1991). Si bien, la actual implicancia de algunos de
estos loci génicos es atn enteramente especulativa, la presencia de una copia extra de algin cromosoma
particular puede traducirse en un cambio en el potencial de crecimiento suficiente para precipitar una
transformacion neoplasica. La ganancia de un cromosoma 13 es la segunda anomalia numérica mas comun
en los adenomas del intestino grueso y ha sido hallada en casi el 30% de los casos. En frecuencia
descendente le siguen la ganancia de los cromosomas 20 (17%), 8 (15%), 14 (13%) y la pérdida del
cromosoma 18 (13%) (Bardi y cols., 1997). Cada uno de estos cambios ha sido detectado ocasionalmente
como la unica anomalia. Si bien la pérdida del cromosoma 18 podria obrar a través de la pérdida de un alelo
DCC, SMAD4 o SMAD?2 (Fearon y cols., 1990; Laurent-Puig, 1999; Arends, 2000; Lievre y Laurent-Puig,
2004). Una delecion del brazo corto del cromosoma 1 es el reordenamiento estructural mas comun en los
polipos intestinales (Coutourier-Turpin y cols., 1992; Bardi y cols., 1993b; Longy y cols., 1993; Bomme y
cols., 1994; Muleris y cols., 1994). El grupo escandinavo de Bardi y cols. (1997) lo ha observado en 30% de
los casos con cariotipo anormal, a menudo como la nica anomalia, lo cual los ha conducido a sugerir que
esto es un cambio genético temprano en el desarrollo de los tumores del intestino grueso. Esta delecion varia
de tamafio de un tumor a otro, pero siempre influye la pérdida de la banda 1p36 (Bardi y cols., 1993b) lo que
indicaria que un gen supresor putativo de tumores mapearia sobre esta banda. La evidencia que corroboro tal
efecto provino de un estudio que mostro la pérdida de tumorigenicidad de una linea celular de carcinoma
colorrectal tras la introduccion en su genoma de un segmento 1p36 normal (Tanaka y cols., 1993). En este
contexto adquiere particular relevancia el hallazgo en un modelo de tumorigénesis colorrectal en raton, en el
cual la pérdida en una region en el cromosoma 4 (homologo de la region 1p36 en humanos) es un evento
temprano del desarrollo tumoral, lo que puede considerarse como una pista clave en la asignacion de un gen
responsable (Dietrich y cols., 1993). Finalmente, el desbalance o la pérdida alélica de un alelo distal en 1p
fue hallado en un 20% de los polipos analizados por analisis de ADN (Lothe y cols., 1995; Couturier-Turpin
y cols., 2001). Entre los tumores colorrectales benignos con pérdida de 1p36 no solo hay adenomas, sino

también polipos hiperplasicos los cuales no presentan atipia celular. En el momento actual no se sabe con



certeza si esta entidad nosologica también tiende a la formacion de carcinomas (Jass y Path, 1989; Longacre
y Fenoglio-Preiser, 1990; Hamilton, 1992). Los datos citogenéticos indican que estos tipos de pdlipos son
neoplasmas genuinos, con rasgos cariotipicos similares a aquellos de los pequefios adenomas tubulares
(Bomme y cols., 1994). Las deleciones del brazo corto del cromosoma 1 son vistas también en los
carcinomas del intestino grueso, aunque no con la misma frecuencia y a menudo con fragmentos perdidos de
mayor tamafio que en los adenomas. Generalmente la delecion 1p en los carcinomas esta acompafiada por
otras anomalias, pero existen casos en los que ha sido el inico cambio cariotipico observado. Se ha sugerido
que los tejidos adenomatosos remanentes hallados en los tumores pudieron albergar células con deleciones

1p como unico cambio cromosémico (Bardi y cols., 1995% Zhou y cols., 2004).

ANALISIS CITOGENETICO-MOLECULAR DE LOS CARCINOMAS COLORRECTALES

En la mayor serie publicada de carcinomas colorrectales investigados citogenéticamente se
observaron aberraciones cromosomicas clonales en la mayoria de los casos (Bardi y cols., 2004). No
obstante, una pequefia fraccion de alrededor del 10% de los tumores presenta un complemento cromosémico
normal. Este hecho no excluye la presencia de reordenamientos gendmicos submicroscopicos o que las
células examinadas fueran de origen estromal. El niimero cromosémico modal de los CCRs varia desde
proximo a la diploidia hasta la pentaploidia. Mas de la mitad de los casos descritos presentan cariotipos
cercanos a la diploidia o pseudodiploides lo cual es consistente con los hallazgos de la citometria de flujo en
donde un alto porcentaje de los carcinomas colorrectales son diploides (Bauer y cols., 1987; Halvorsen y
cols., 1990). Los carcinomas con nimero cromosdmico proximo a la triploidia generalmente poseen ambos
tipos de reordenamientos, numéricos y estructurales, aunque han sido descritos unos pocos tumores con
anomalias numéricas exclusivamente (Bardi y cols., 1995%).

Las anomalias numéricas mas comunes son la pérdida del cromosoma 18 (26%), ganancia del
cromosoma 7 (25%), pérdida del Y (15%), ganancia del 20 (14%), pérdida del 17 (13%), ganancia del 13 y
pérdida de los cromosomas 14 y 22 (cada uno de ellos observados en aproximadamente un 12% del total de
tumores con anomalias). Con la excepcion del cromosoma Y, todos los cromosomas se hallan implicados en
reordenamientos estructurales en los carcinomas colorrectales. Las anomalias estructurales mas comunes son
1(8)(q10), i(17)(ql0), del(17)(p11), 1(13)(ql0), i(1)(q10) y del(1)(p13). La consecuencia neta de estos
reordenamientos es la pérdida de 1p y la ganancia de 1q, la pérdida de 8p y la ganancia de 8q, pérdida de 13p
y ganancia de 13q y pérdida de 17p con ganancia de 17q. Aunque las anomalias mencionadas se repiten en
la mayoria de las series publicadas de CCRs caracterizados citogenéticamente, sus frecuencias varian
considerablemente (Reichmann y cols., 1981; Ferti y cols., 1988; Muleris y cols., 1990; Konstantinova y
cols., 1991; Wang y cols., 1992; Bardi y cols., 1993% Bardi y cols., 1995% Hoglund y cols., 2002; Zhou y
cols., 2004). Los factores técnicos y estocasticos indudablemente juegan un rol en la aparicion de tal
variabilidad (Pandis y cols., 1994), pero las diferencias sistematicas relacionadas a la composicion de las

series examinadas podrian ser importantes (Fernebro y cols., 2002; Piard y cols., 2002).



La aparicién en las ultimas décadas de las técnicas citogenéticas moleculares han permitido resolver

algunos problemas inherentes a la citogenética clasica (como la necesidad de obtener metafases de buena
calidad), a lo que se vieron enfrentados los primeros investigadores que utilizaron el bandeamiento
cromosomico para diferenciar longitudinalmente e identificar con mayor definiciéon los cromosomas
humanos (Drets y Shaw, 1971), y han rellenado el gap de resolucion existente entre el nivel de estudio
citogenético (megabases) y las técnicas de biologia molecular (pares de bases) (Ried y cols., 1997). Entre
ellas, las mas importantes son la Hibridacion Gendémica Comparada (CGH), la hibridacion in situ
fluorescente (FISH) y las técnicas de cariotipado multicolor: SKY (Spectral Karyotyping) y FISH multiplex
(M-FISH), cuya combinacion ha permitido avances relevantes en el analisis de los tumores solidos y lineas
celulares (Chen y Nierman, 1994; Masramon y cols., 2000; Tsushimi y cols., 2001; Grade y cols., 2006).
La Hibridacion Gendémica Comparada (CGH) consiste en una hibridacion competitiva entre ADN normal y
tumoral, cada uno marcado con un fluorocromo e hibridados en metafases normales (Kallioniemi y cols.,
1993). Las diferencias de color a lo largo de los cromosomas permiten la deteccion de regiones con pérdida o
ganancia en el ADN del tumor. Es una técnica especialmente adecuada para el analisis de los tumores solidos
porque nos da informacion global de las alteraciones empleando ADN genémico. La CGH ha contribuido a
la confirmacién de muchos de los hallazgos previos con los métodos citogenéticos clésicos (Muleris y cols.,
1990; Bardi y cols., 1995a). Adicionalmente, permitié6 incrementar el conocimiento de las alteraciones
cromosomicas presentes en los tumores sélidos en general y en especial en el CCR, donde se ha podido
identificar alteraciones cromosomicas recurrentes y no aleatorias, incluyendo pérdidas y/o ganancias de
cromosomas o de regiones cromosomicas y amplificaciones génicas (Ried y cols., 1996; Meijer y cols.,
1998; Nakao y cols., 1998; De Angelis y cols., 1999; Georgiades y cols., 1999). Aunque no se han efectuado
analisis de sobrevida en la mayoria de los estudio se ha podido demostrar que el nimero de alteraciones
cromosomicas aumenta a medida que progresa la enfermedad, ya sea comparando adenomas con carcinomas
(Ried y cols., 1996; Meijer y cols., 1998), diferentes estadios de Dukes en los CCRs (De Angelis y cols.,
1999) o carcinomas con metastasis (Al-Mulla y cols., 1999; Kndsel y cols., 2002). Ademas, los tumores
aneuploides exhiben mas alteraciones cromosomicas que los tumores diploides (De Angelis y cols., 1999) y
el nimero de alteraciones estan positivamente correlacionados con el indice de ADN tumoral (Meijer y cols.,
1998). Estudios que combinan CGH y citometria de flujo con la determinacion de inestabilidad de
microsatélites han hallado un subgrupo de tumores cercanos a la diploidia que no muestran inestabilidad de
microsatélites ni alteraciones cromosoémicas, lo que sugiere que los mismos seguirian una via de progresion
diferente (Georgiades y cols., 1999; Chan y cols., 2001; Zoratto y cols., 2014).

Las técnicas de FISH consisten en la hibridaciéon de sondas de ADN marcadas con fluorocromos
sobre cromosomas metafasicos o en nucleos interfasicos (Gozzetti y Le Beau, 2000). Son de gran utilidad
para detectar anomalias especificas, aunque de menor valor en la bisqueda de nuevos reordenamientos y han
permitido una mejor caracterizacion de los CCRs (Obara y cols., 2001) y la evaluacion de los fenémenos de
clonalidad y heterogeneidad tumoral (Nanashima y cols., 1996; Lengauer y cols., 1997; Di Vinci y cols.,
1999; Bomme y cols., 2001; Roschke y cols., 2002), logrando una mejor caracterizacion de anomalias

especificas. Las técnicas derivadas del FISH de cariotipado multicolor (SKY y M-FISH) permiten el analisis



simultaneo del complemento cromosémico completo, por lo que se las puede emplear para detectar nuevas
aberraciones cromosémicas especificas de tumores (Schrock y Padilla-Nash, 2000). Se basan en Ia
hibridacion de 24 sondas de ‘chromosome painting’” marcadas diferencialmente sobre metafases tumorales,
visualizandose simultaneamente mediante analisis de imagen porque cada par cromosémico se ha pintado
con un color fluorescente diferente. Esta metodologia ha contribuido a una mejor identificacion de las
aberraciones cromosémicas (Melcher y cols., 2000) y a la deteccion de inestabilidad cromoséomica (Ghadimi
y cols., 2000; Abdel-Rahman y cols., 2001; Tsushimi y cols., 2001; Roschke y cols., 2002) en estudios de
CCR. No obstante, de manera similar a las técnicas citogenéticas clasicas, el cariotipado multicolor requiere

de metafases de buena calidad cromosomica, lo que lo limita en el anélisis de tumores so6lidos.

CARIOTIPO Y SITIO TUMORAL

El analisis de correlacion entre cariotipo y sitio tumoral (Bardi y cols., 1995%; Frattini y cols., 2004;
Gervaz y cols., 2004) mostro diferencias estadisticamente significativas. Los carcinomas rectales presentan
cariotipos anormales con mayor frecuencia que los de colon. Por otra parte los carcinomas del colon distal
son citogenéticamente normales mas a menudo que los pertenecientes al colon proximal. Se hallé que el
nimero cromosomico modal tenia una alta correlacion con el sitio tumoral. Mientras que tumores cercanos a
la diploidia, triploidia y tetraploidia se localizaban de preferencia en el colon distal, los tumores con
aberraciones multiples fueron menos comunes en el colon proximal y en el recto. Otros autores han
encontrado mas tumores anormales en el recto que en el colon (Reichmann y cols., 1982; Muleris y cols.,
1990). El analisis de ADN por citometria de flujo ha mostrado que los carcinomas del colon proximal son
comunmente diploides a diferencia de los distales (Delattre y cols., 1989; Barreton y cols., 1991; Costa y

cols., 1992).

CARIOTIPO E HISTOLOGIA TUMORAL

Se ha encontrado una asociacion estadisticamente significativa entre el cariotipo de los CCRs y sus
grados de diferenciacion cuando los tumores citogenéticamente anormales eran divididos entre los que
presentaban solamante cambios numéricos y aquellos que mostraban ademas cambios estructurales (Bardi y
cols., 1995 Bardi y cols., 1993°). Los carcinomas que portaban aberraciones estructurales eran en su
mayoria pobremente diferenciados, mientras los tumores moderadamente y bien diferenciados generalmente

poseian anomalias numéricas o cariotipos normales (Piard y cols., 2002).



CARIOTIPO Y PRONOSTICO

En un estudio relativamente pequefio efectuado por Bardi y cols. (1993%) se demostrd una correlacion
estadisticamente significativa entre cariotipo tumoral y sobrevida de los pacientes. Los casos con cariotipos
tumorales complejos tenian una sobrevida menor comparados con pacientes que presentaban pocas o
ninguna anomalia cromosémica. Un analisis multivariado realizado por Laurent-Puig y cols. (1992) mostro
que la pérdida de heterocigosidad en el brazo corto del cromosoma 17 estaba asociado de manera
independiente a una sobrevida mas corta, concluyendo que la pérdida de alelos constituia un marcador de
agresividad tumoral. Recientemente se ha visto que las aberraciones estructurales, los reordenamientos en los
cromosomas 8 y 16 como también las pérdidas del cromosoma 4 estaban significativamente correlacionados
sobretodo a una corta sobrevida libre de enfermedad (Bardi y cols., 2004). Asimismo, un estudio
multivariado que incluia pacientes con carcinomas colorrectales en estadios I, II y III mostré un fuerte e
independiente valor predictivo de sobrevida de los hallazgos citogenéticos frente a otras variables clinico-
patologicas, por lo que actualmente se piensa que los cariotipos de tumores colorrectales deben ser tenidos en

cuenta en el contexto general del manejo clinico de tal patologia (Bardi y cols., 2004; Westra y cols., 2004).

HETEROGENEIDAD DEL CCR EN SUS FORMAS ESPORADICA Y HEREDADA

A pesar de los cariotipos que distinguen de manera no aleatoria la tumorigénesis en el intestino
grueso no es posible negar que existe una considerable heterogeneidad genética atin entre tumores del mismo
fenotipo, dado que unos tumores presentan cariotipos con cambios muy simples mientras otros los tienen
muy complejos. Estos datos se han interpretado como compatibles con la existencia de dos subgrupos
citogenéticos principales en los carcinomas colorrectales: a) un primer grupo de tumores cercanos a la
triploidia o tetraploidia con aberraciones cromosomicas complejas, tanto numéricas como estructurales, de
localizacion preferencial en el colon distal, histologicamente pobremente diferenciados y con una sobrevida
corta de los pacientes y, b) un segundo grupo de tumores con cariotipos cercanos a la diploidia, de
localizacion proximal o a nivel de recto, histologia moderada o bien diferenciada y con mayor sobrevida de
los pacientes (Bardi y cols., 1993°). La informacién proveniente del analisis del ADN recombinante y de la
citometria de flujo son concordantes con tal dicotomia. Los carcinomas hereditarios con contenido de ADN
aneuploide se localizan con mayor frecuencia en el colon distal mientras que los pertenecientes al colon
proximal se acercan tipicamente a la diploidia (Kouri y cols., 1990). Otros investigadores han llegado a la
misma conclusién en estudios de canceres esporadicos (Barreton y cols., 1991; Costa y cols., 1992). Delattre
y cols. (1989) observaron que las pérdidas alélicas eran comunes en los tumores del colon distal pero raras en
aquellos localizados en regiones mas proximales.

Ciertas interesantes correlaciones surgen de cotejar la clasificacion basada en los perfiles cariotipicos con la
informacion obtenida de la genética molecular al analizar dos formas familiares hereditarias (Lynch y cols.,

1993). Los carcinomas en la FAP muestran pérdida de heterocigosis y otras aberraciones indistinguibles del



grupo de tumores cariotipicamente reconocidos con reordenamientos multiples (Buffil y cols., 1990;
Thiagalingam y cols., 2001). Por otro lado los HNPCC parecen haber sufrido solamente alteraciones
genéticas menores. Ambas formas de carcinomatosis colorrectal ostentan grados similares de heterogeneidad
en lo concerniente a dafios adquiridos con distribucion anatomica similar en dos agrupamientos. En la
medida que aumente la casuistica global de las formas esporadicas y heredadas tanto desde el abordaje
citogenético como de la biologia molecular, sera posible comprobar la validez de su paralelismo y si la
presencia o ausencia del fenotipo RER+ influencia la eleccion de las vias de transformacion tumoral a través
de un estado benigno y en direccion a los diferentes grados de malignizacion (Tang y cols., 2004; Worthley y

cols., 2007).

INESTABILIDAD GENOMICA: SU ROL EN LA PROGRESION TUMORAL

ORIGEN DE LA TEORIA DE LA INESTABILIDAD GENOMICA

Segun el modelo de progresion tumoral expuesto en las Figuras 2 y 3, la acumulacion de unas pocas
alteraciones genéticas es suficiente para el desarrollo de un tumor. Sin embargo desde hace mucho tiempo se
sabe que las células cancerosas presentan gran cantidad de alteraciones genéticas, detectadas
fundamentalmente a nivel citogenético. Estas y otras observaciones llevaron a Nowell (1976) a proponer su
teoria de la evolucion clonal. Nowell no sélo propuso que la generacion de un cancer es el resultado de un
proceso de mutacion y seleccion de las clonas mas agresivas, sino que esto es posible gracias a la existencia
de un mecanismo de variabilidad genética de los tumores. Esta variabilidad queda reflejada en la elevada
frecuencia de ‘errores mitdticos y otros cambios genéticos’ que tienen las células tumorales. La esencia de su
hipotesis es la siguiente: si para el desarrollo del cancer son necesarias multiples alteraciones genéticas,
entonces un aumento en la tasa de produccion de esas alteraciones determinara un aumento en la velocidad
de desarrollo del cancer. Las bases de esta inestabilidad genética adquirida eran desconocidas en su
momento, pero Nowell postulé que uno de los primeros cambios de las células tumorales podria implicar la
activacion de un gen que aumentara la probabilidad de subsecuentes errores mitoticos o no disyunciones
cromosomicas. Propuso asimismo que la existencia de la inestabilidad gendmica conlleva una gran
capacidad de variacion y seleccion que permite a los tumores crear subpoblaciones mutantes resistentes a
diferentes tratamientos (Nowell, 1976). Todas estas hipétesis se han visto confirmadas a posteriori (Frede y
cols., 2014; Blanco-Calvo y cols., 2015; Amaro y cols., 2016; Uthamacumaran, 2017; Wangsa y cols.,
2018; Bettoni y cols., 2019; Bolhaqueiro y cols., 2019; Bordonaro, 2019).

El siguiente paso para la reafirmacion del concepto de inestabilidad genémica fue dado por Loeb en
1991. Loeb calculd que la tasa de mutacion espontdnea en células normales humanas es de 1.4x107"°
mutaciones/par de bases/division celular, la cual es insuficiente, incluso considerando la exposicion a

carcinogenos, para explicar la acumulacion de multiples mutaciones que se observa en los tumores. Por ello,



postul6 la existencia del ‘fenotipo mutador’, es decir, una alteracién temprana en el proceso tumoral que
produce un aumento de la tasa de mutacion de las células facilitando la acumulacion de mutaciones (Loeb,
1991). Un fenotipo mutador podria resultar de la inactivacion o la desregulacion de cualquiera de los
numerosos genes que controlan la inestabilidad genomica. Entre ellos se encuentran genes implicados en la
replicacion y la reparacion de ADN, en la segregacion cromosomica y en los checkpoints (puntos de control)
del ciclo celular. La eliminacién o la disminucion de la eficiencia de estas funciones de mantenimiento de la
estabilidad gendmica podrian producir un aumento de la tasa de mutacion en la célula afectada que la
predispusiera a la acumulacion de mutaciones (Jackson y Loeb, 1998). Estas mutaciones podrian afectar a
muchos genes y entre ellos, a genes supresores de tumores y a oncogenes, promoviendo la transformacion de
una cé¢lula normal en cancerosa (Cheng y Loeb, 1993).

Uno de los problemas que enfrenta la teoria de la inestabilidad genomica es explicar por qué se
seleccionan las mutaciones en los genes de inestabilidad, las cuales no representan ninguna ventaja selectiva
para las células. De acuerdo con la teoria propuesta, las mutaciones que confieren ventajas en la proliferacion
se producen gracias a las mutaciones causantes de inestabilidad y, por tanto, la seleccion de las células mejor
adaptadas conlleva la seleccion conjunta de ambos tipos de mutaciones (Loeb y Loeb, 2000). Por otro lado,
hay que tomar en consideracion que niveles elevados de inestabilidad genémica pueden ser deletéreos para la
célula. En principio, una célula con un genoma intacto tiene una mayor capacidad de supervivencia y de
adaptacion al medio (fitness) que una célula con un exceso de alteraciones genéticas (Cahill y cols., 1999).
Sin embargo, para que la progresion tumoral sea posible es necesario alcanzar cierto nivel de inestabilidad
gendmica que produzca la heterogeneidad necesaria para superar las diferentes barreras de seleccion. Un
nivel adecuado de inestabilidad genémica hace que el tumor sea una poblacién en cambio continuo, formada
por una gran variedad de subclonas con un elevado potencial de alteraciones que le permite afrontar las

presiones de seleccion (Cabhill y cols., 1999; Frede y cols., 2014; Amaro y cols., 2016).

DISTINCION ENTRE DANO GENOMICO E INESTABILIDAD GENOMICA

Durante varios afios ha existido una gran confusion debido al uso indistinto de los términos ‘dafio
gendmico’ ¢ ‘inestabilidad gendémica’. Lengauer y cols. introdujeron los conceptos de ‘estado’ y ‘tasa’ para
aclarar ambos términos (Lengauer y cols., 1998). Es un hecho que los tumores contienen multiples
alteraciones genéticas (dafio genomico), tanto a nivel de secuencia de ADN como a nivel citogenético. Pero
la existencia de estas alteraciones no conduce automaticamente a la afirmacion de que el tumor es
genéticamente inestable. La inestabilidad consiste en un aumento en la frecuencia de mutacion y, por tanto,
es una tasa, mientras que la existencia de mutaciones es un estado, que no tiene necesariamente como causa a
la inestabilidad gendémica (Lengauer y cols., 1998). Las mutaciones que conducen a la transformacion
neoplasica pueden estar causadas por factores exdgenos (carcindgenos, radiacion) o por factores endogenos
resultantes de procesos celulares que incluyen reacciones de depurinacion o deaminacion, dafio causado por

radicales de oxigeno libres o por errores de la polimerasa (Coleman y Tsongalis, 1999). Por tanto, no puede



asumirse como una generalidad que las alteraciones gendémicas presentes en los tumores sea una medida
directa de la inestabilidad gendmica (Cahill y cols., 1999). Sin embargo, como los tumores presentan un
exceso de alteraciones genéticas no explicable por las tasas de mutacion normal de la célula, se acepta la
premisa que dichas alteraciones son consecuencia de la inestabilidad genomica. Por ende, la medida global
del dafio genomico presente en el tumor se puede utilizar como una estimacion representativa de la
inestabilidad genomica subyacente (Yamasaki y cols., 1992; Martin y cols., 2010; Pino y Chung, 2010;
Brierley y Martin, 2013; Wang y cols., 2017; Herrington y cols., 2019; Reilly y cols., 2019; Valle y cols.,
2019).

CONTROVERSIAS ACERCA DE LA INESTABILIDAD GENOMICA

A pesar del atractivo y la coherencia que presenta la teoria de la inestabilidad genomica, su actual
difusion se explica por el descubrimiento en 1993 de un grupo de tumores colorrectales en el que se
demostraba la existencia de un fenotipo mutador, el cual causaba un tipo de inestabilidad genética concreta
(inestabilidad de microsatélites) que favorecia la progresion tumoral (Ionov y col, 1993). Una de las criticas
mas severas a esta teoria fue realizada por Tomlinson y cols. (1996), quienes desarrollando modelos
matematicos comprobaron que no era necesario un aumento en la tasa de mutacion para causar
tumorigénesis, ya que con el proceso de seleccion era suficiente. Los autores no descartaban el hecho de que
algunos tumores pudieran adquirir un fenotipo mutador, pero afirmaban que éste no era necesario para el
desarrollo del cancer. Diferentes estudios han medido la tasa de mutacion en células normales y tumorales y
han obtenido resultados contradictorios. Se ha concluido, por tanto, que algunos tumores podrian expresar un
fenotipo mutador mientras que otros podrian desarrollar multiples mutaciones en ausencia de un aumento
apreciable en la frecuencia de mutacion. En el mismo sentido se conducen los experimentos que pretenden
explicar la conversion de una célula normal en tumoral por la alteracion de uno o varios genes. En 1999
Hahn y cols. (1999) demuestran que es posible inducir transformacion tumoral mediante la expresion
ectopica de la telomerasa en combinacion de dos oncogenes. De acuerdo a este hallazgo, el planteamiento
sobre la existencia de inestabilidad gendmica parece innecesario ya que supuestamente bastan tres
alteraciones para producir tumorigénesis. Sin embargo, se han formulado severas criticas a la interpretacion
de estos experimentos y, de hecho, algunos datos indican que la presencia de estas tres alteraciones solo
facilita el proceso tumoral, siendo necesaria la presencia de inestabilidad genética en forma de aneuploidia
para alcanzar la transformacion neoplasica (Duesberg y cols., 1999). Stoler y cols. (1999) ya estimaban en
11000 el numero de alteraciones genéticas presentes en una célula tumoral y sefialado ademas, que existe una
cantidad similar en pdlipos. En este caso, los resultados indican la presencia de inestabilidad genémica en las
primeras etapas del desarrollo tumoral y sugieren que es la causa, y no el efecto, de la malignidad. Esta
hipotesis es la mas aceptada actualmente, pero la controversia en torno al tema pone de manifiesto la
necesidad de lograr resultados concluyentes que, como la inestabilidad de microsatélites, aporten pruebas
inequivocas y permitan conciliar las diferentes observaciones. Mientras que el papel de la inestabilidad

genomica continia en debate (Cahill y cols., 1999), por otro lado se perfila de forma cada vez mas clara la



existencia de diferentes vias de progresion tumoral. Aunque la tinica via bien establecida es la de la
inestabilidad de microsatélites (microsatellite instability, MSI), se ha propuesto para los tumores
colorrectales la existencia de una via alternativa que normalmente se conoce como inestabilidad
cromosomica (CIN) (Lengauer y cols., 1997; Coschi y Dick, 2012; Ijspeert y cols., 2015; Cavestro y cols.,
2018; Gupta y cols., 2018).

INESTABILIDAD DE MICROSATELITES

La primera prueba concluyente de la existencia de un fenotipo mutador fue encontrada en 1992
mediante el analisis por AP-PCR (arbitrarily-primed polimerase reaction) de un grupo de tumores
colorrectales en los que se detectd la delecion de unos pocos nucledtidos en las secuencias polyA
(repeticiones de adeninas) distribuidas a lo largo del genoma (Peinado y cols., 1992; lonov y cols., 1993).
Este estudio sugeria que el 12 % de los tumores mostraba estas mutaciones, las cuales se daban en un
numero aproximado de 100000 mutaciones por tumor. Estudios subsecuentes mostraron que otras secuencias
microsatélite (secuencias cortas compuestas por repeticiones de 1 a 6 nucleotidos) se veian afectadas de
forma similar, dando lugar al término ‘inestabilidad de microsatélites’ (Ionov y cols., 1993; Thibodeau y
cols., 1993; Perucho y cols., 1994). Simultaneamente, se describio la presencia de MSI en los canceres de
pacientes con HNPCC (Aaltonen y cols., 1993). En estos tumores la frecuencia de MSI es muy alta (50-90%)
en contraste con el 5-15% presente en los canceres esporddicos. Posteriormente, numerosos estudios han
hallado MSI en otros tipos de tumores solidos con frecuencias variables segun el tipo de tumor (Coleman y
Tsongalis, 1999).

La causa de la inestabilidad de microsatélites en los tumores humanos es la alteracion del mecanismo
de reparacion de errores en el ADN conocido como MMR (mismatch repair) system. Este mecanismo fue
descrito inicialmente en bacterias y levaduras, lo cual facilité la comprension del mismo en humanos y la
identificacion de los genes implicados. Estos son hMSH2, hMSH3 y hMSH6, los cuales son homologos del
gen bacteriano MutS; y hMLH1, hPMS1 y hPMS2, homdlogos del gen bacteriano Mult.. Uno o mas de estos
genes se encuentran mutados en la linea germinal de la mayoria de los individuos con HNPCC y se han
hallado mutaciones somaticas de los mismos en los canceres esporadicos con MSI (Coleman y Tsongalis,
1999). Ademas, la introduccion de una copia normal de uno de los genes de reparacion de ADN en una linea
celular deficiente para ese gen produce la recuperacion de la estabilidad de microsatélites (Arzimanoglou y
cols., 1998). Sin embargo, en muchos casos con MSI no se ha podido identificar ninguna alteracion de los
genes del sistema MMR, lo que sugiere que existen genes de reparacion adicionales o mecanismos
alternativos de produccion de MSI. Se ha confirmado la relacion entre regulacion epigenética y
funcionamiento del sistema MMR. Los tumores con alto nivel de MSI, sin expresion detectable de hMLH]1 y
sin mutaciones puntuales en este gen muestran hipermetilacion del promotor de hMLH]1. Esto sugiere que la
inactivacion por hipermetilacion del promotor representa un mecanismo de inactivacion génica que conlleva

inestabilidad de microsatélites (Coleman y Tsongalis, 1999). El sistema MMR se encarga de reconocer



nucledtidos no apareados o mal apareados y de repararlos. Si alguna de las proteinas implicadas en este
sistema falla, se produce una acumulacion de errores especialmente de las secuencias microsatélite ya que,
debido a la repeticion de nucleotidos, la polimerasa tiende a cometer mas errores durante la replicacion de
estas secuencias. La insercion o delecion de uno o varios nucledtidos en estas secuencias se manifiesta en
forma de expansion o contraccion cuando se analizan por electroforesis. Los microsatélites estan distribuidos
a lo largo de todo el genoma y la mayoria de ellos se encuentran en el ADN no codificante. Sin embargo, en
algunos casos se presentan dentro de regiones codificantes y es entonces cuando la inestabilidad de
microsatélites produce mutaciones. La insercion o delecion de uno o dos nucledtidos origina un cambio en el
marco de lectura que conlleva la creacion de una proteina truncada, por tanto, no funcional (Boland, 1997).
Si estas mutaciones se producen en genes cuya alteracion puede ser relevante para el proceso tumorigénico,
la inestabilidad de microsatélites actla favoreciendo en forma indirecta la aparicion de un cancer. Son
multiples los genes cuya funcion se relaciona con el control del crecimiento y la reparacion del ADN y que
contienen secuencias microsatélites susceptibles de sufrir mutaciones de cambio de marco de lectura.
Algunos de estos genes que se encuentran mutados en los tumores con MSI son: TGFBRII (Receptor tipo 11
del Tranforming Growth Factor B), APC, Bax, IGFIIr (Receptor tipo II del Insulin-like Growth Factor),
hMSH3 y hMSH6 (Arzimanoglou y cols., 1998). Para que un fenotipo mutador favorezca la progresion
tumoral es necesario que ocurra en las etapas iniciales del desarrollo tumoral. Numerosas evidencias
demuestran que en el caso de la inestabilidad de microsatélites existe esta condicidon. En primer lugar, se han
observado mutaciones clonales de secuencias de microsatélites en todas las regiones neoplasicas de tumores
de un mismo paciente, incluyendo adenomas. En segundo lugar, se ha detectado la presencia de inestabilidad
de microsatélites en focos de criptas aberrantes, que son lesiones microscépicas consideradas el precursor
mas temprano del cancer de colon. Ademas, se ha observado inestabilidad de microsatélites en enfermedades
caracterizadas por inflamacion cronica y asociadas a una alta incidencia de cancer, como la pancreatitis
cronica o la colitis ulcerosa. Por ultimo, la inestabilidad de microsatélites se asocia con caracteristicas tipicas
de carcinomas tempranos tales como: baja incidencia de mutaciones en K-RAS y TP53; el fenotipo
pobremente diferenciado; la baja incidencia de metastasis y diploidia (Jackson y Loeb, 1998). Otras
caracteristicas distintivas de los tumores MSI son la localizacion preferencial en el colon derecho y su
diagnodstico frecuente en pacientes jovenes (lonov y cols., 1993; Sereide, 2007; Sameer y cols., 2014;

Yamamoto e Imai, 2015; Keysselt y cols., 2017; Yu y cols., 2019).

INESTABILIDAD CROMOSOMICA

ALTERACIONES CROMOSOMICAS E INESTABILIDAD

Las alteraciones gendmicas que presentan los tumores se pueden clasificar en dos tipos: alteraciones
en la secuencia de ADN (incluye sustituciones, inserciones o deleciones de uno o unos pocos nucleétidos) y

alteraciones cromosoOmicas. Estas ultimas pueden ser de dos tipos:



a) alteraciones numéricas (aneuploidias o poliploidias) que consisten en ganancias o pérdidas de
cromosomas enteros.

b) alteraciones estructurales: incluyen amplificaciones, deleciones, inversiones y translocaciones.

El analisis de las alteraciones genéticas a nivel de secuencia del ADN es dificil debido a la extension
del genoma y al alto grado de resolucion requerido para su deteccion. Por este motivo y salvo la inestabilidad
de microsatélites, es escaso el conocimiento sobre las mutaciones puntuales que afectan a las células
tumorales. Sin embargo, las alteraciones cromosomicas son facilmente detectables a nivel citogenético y, de
hecho, se conoce desde hace mas de un siglo su elevada frecuencia en células tumorales (Hansemannn, 1890;
Boveri, 1914; Holland y Cleveland, 2009). Ademas, existen multiples evidencias que demuestran que el
genoma de las células tumorales es mas susceptible a la induccion de alteraciones cromosoémicas (fracturas,
intercambio de cromatidas hermanas, no disyunciones y cambios en la ploidia) que el genoma de células
normales (Pino y Chung, 2010). Esto sugiere la existencia de una inestabilidad genémica real que se
manifiesta a nivel cromosomico y que puede ser la responsable de la evolucion de los tumores (Nowell,
1986; Janiszewska y Polyak, 2015; Krzywinski, 2016; McClelland, 2017). A este tipo de inestabilidad
genomica se la ha llamado inestabilidad cromosomica (CIN). Desafortunadamente el término ‘inestabilidad
cromosomica’ ha sido utilizado para designar unicamente las alteraciones cromosomicas de tipo numérico
(Lengauer y cols., 1997; Hirpara, 2018), lo que ha propiciado una gran confusidon respecto al tipo de
alteraciones que se asocian con este fenémeno. En los tumores existen alteraciones cromosomicas tanto
numéricas como estructurales y, por tanto, cualquier consideracidon acerca de la inestabilidad cromosdémica
deberia hacer referencia a ambas.

A nivel citogenético se conocen bien, algunos de los posibles mecanismos que originan los diferentes
tipos de alteraciones cromosomicas. En concreto, la no disyuncion mitética (las cromatidas hermanas no se
separan correctamente en la anafase, migran hacia un polo y quedan incluidas en la misma célula hija) o el
retraso anafasico (una cromatida se retrasa en su movimiento anafisico y no se incorpora al nticleo
correspondiente) dan origen a aneuploidias. La poliploidia se origina por endorreduplicacion (dos rondas
consecutivas de sintesis de ADN sin mitosis) (Hameroff, 2004). Y las alteraciones de tipo estructural se
originan habitualmente por fendmenos que implican rotura de la cadena de ADN y errores en los sistemas de
reparacion (Friedberg y cols., 2006; De Patger y Kloosterman, 2015; Ghosh y cols., 2018; Iliakis y col.,
2019). A pesar de conocer estos mecanismos, las causas primeras que conducen a la aparicion de las
alteraciones cromosomicas se desconocen. Se ha propuesto la existencia de alteraciones cromosomicas
primarias (las que aparecen en todas las células del tumor) que actuarian como un mecanismo generador de
inestabilidad, promoviendo la variabilidad genética a partir de la cual se seleccionarian otras alteraciones
secundarias (Heim y Mitelman, 1995). De todas maneras, aunque las alteraciones primarias fueran esenciales
para el desarrollo del tumor, esto no significa que sean las primeras que ocurran, ya que pueden existir
mutaciones submicroscopicas que no se detectan a nivel citogenético. En realidad no existen resultados
claros que permitan concluir cual es el origen u origenes de la inestabilidad cromosémica, pero, a pesar de

ello, diferentes autores han propuesto teorias y mecanismos para explicar la inestabilidad cromosomica, la



mayoria de los cuales se han limitado al estudio de la aneuploidia (Vecsey-Semjen y cols., 2002; Pfau y

Amon, 2012; Duesberg, 2014; De Wolf'y Kops, 2017; Pellestor, 2019).

INESTABILIDAD CROMOSOMICA NUMERICA

La aneuplodia es una caracteristica fundamental de las células tumorales pero, por si misma, no
constituye ninguna evidencia de que el genoma de las células sea inestable (Lengauer y cols., 1998). Sin
embargo, dos experimentos independientes con lineas celulares han demostrado que existe una asociacion
entre aneuploidia e inestabilidad cromosdémica numérica (Lengauer y cols., 1997; Duesberg y cols., 1998;
Duesberg, 2014). Paradogicamente, las explicaciones que ambos grupos de investigacion han dado a los
resultados obtenidos se contraponen, lo que advierte sobre la precaucion que debe tenerse al interpretar las
dos hipdtesis que se exponen a continuacion.

Los primeros investigadores en demostrar la idea de inestabilidad cromosdémica numérica fueron el
grupo de Lengauer y col (1997) al comprobar que de las 8§ lineas celulares colorrectales estudiadas solo las 4
que eran aneuploides presentaban una tasa de ganancia o pérdida cromosomica elevada que podia
interpretarse como inestabilidad cromosdémica numérica. Ademas, la induccion de aneuploidia en células
diploides no producia una alteracion del nimero de cromosomas a lo largo de las generaciones, por lo que se
dedujo que la aneuploidia era la consecuencia de una inestabilidad subyacente causada posiblemente por la
mutacion de algiin gen implicado en la segregacion cromosdmica (Lengauer y cols., 1997). Sin embargo en
1998 el grupo de Duesberg interpretd sus propios resultados y también los de Langauer de forma opuesta.
Utilizando células CHE (Chinese Hamster Embryo) transformadas observaron que cuanto mas alta era la
aneuploidia, mas heterogéneo era el cariotipo de las células y mas rapidamente cambiaba a lo largo de las
generaciones. Es decir, la inestabilidad cromosémica que sufrian las células era proporcional a su grado de
aneuploidia. Segun los autores, estas observaciones confirmaban su hipdtesis de trabajo que postulaba a la
aneuploidia como causa de inestabilidad genética. Esta hipodtesis se basa en lo siguiente: para la correcta
segregacion simétrica de los cromosomas es necesario tener dos copias de los genes involucrados en mitosis.
Si existe aneuploidia y ésta afecta a cromosomas que contienen genes implicados en el desarrollo de mitosis,
se producira una segregacion aberrante y una desestabilizacion progresiva del cariotipo a medida que las
células se tornan mas aneuploides (Duesberg y cols., 1998;). Las lineas celulares usadas por Lengauer al
parecer se comportan de acuerdo a esta hipotesis, ya que a medida que aumenta la aneuploidia crece la
inestabilidad cariotipica de las células (Duesberg y cols., 1998; Duesberg y cols., 2004). Mucho antes de que
el grupo de Duesberg llevara a cabo estos experimentos, Holiday (1989) ya habia propuesto una teoria
similar. Sostenia que la aneuploidia era un ejemplo de sistema de propagacion de errores en el que un error
inicial (no disyuncion espontdnea de un cromosoma que contenga genes implicados en la segregacion
cromosomica) aumenta la frecuencia de errores posteriores (falta de control en la segregacion cromosoémica
y nuevas aneuploidias). Diez afios mas tarde, el grupo de Duesberg resume su hipotesis de la siguiente
manera: a) en una primera etapa un carcindgeno o la mutacion de un gen genera aneuploidia y b) en la

segunda etapa, la aneuploidia desestabiliza el cariotipo e inicia una evolucion autocatalitica en la que se



generan cariotipos preneoplésicos y eventualmente neoplasicos (Li y cols., 2000; Coschi y Dick; 2012;

Mabhathre y cols., 2016; Hirpara y cols., 2018).

INESTABILIDAD CROMOSOMICA ESTRUCTURAL

Al igual que la aneuploidia, las alteraciones cromosémicas estructurales no son, por si mismas,
evidencia de inestabilidad subyacente. Sin embargo, su presencia en pacientes con sindromes de rotura o
fragilidad cromosdémica constituyen un dato inequivoco sobre la posibilidad de que un genoma inestable
pueda propiciar la apariciéon de reorganizaciones estructurales que conduzcan al cancer. Los pacientes con
sindromes de rotura cromosomica (sindrome de Bloom, anemia de Fanconi, ataxia telangiectasia y
xeroderma pigmentosum) heredan una alteracion genética que determina un nivel constitucional elevado de
roturas cromosomicas (en el caso del xeroderma pigmentosum es inducido por la exposicion a la luz
ultravioleta) y presentan un alto riesgo de desarrollo de canceres (Heim y cols., 1989; Duker, 2002).
Probablemente, la inestabilidad genética de las células de estos pacientes conduce a aberraciones
cromosomicas aleatorias, las cuales constituyen un alto potencial de evolucion y favorecen la aparicion de
tumores (Guénolé y Legube, 2017).

En cuanto a mecanismos de produccion de inestabilidad cromosoémica, se ha sugerido que los ciclos
de rotura-fusion-puente (breakage-fusion-bridge, BFB) pueden constituir un mecanismo de generacion de
heterogeneidad intratumoral (Gisselsson y cols., 2000;). Estos ciclos ocurren si en la mitosis se encuentran
presentes anulares, dicéntricos o cromosomas implicados en asociaciones teloméricas. Estos cromosomas
aberrantes forman puentes en anafase que finalmente se rompen con posterior reunidon de los extremos
distales originando nuevas variantes cromosomicas anoémalas en las células hijas. De esta manera, los
tumores que muestran este tipo de alteraciones cromosomicas presentan una inestabilidad mitdtica que les
conduce a una continua produccidén de heterogeneidad a nivel de aberraciones de indole estructural. Los
autores de este trabajo han demostrado que el mecanismo BFB se observa con elevada frecuencia en los
tumores que presentan abundantes cambios estructurales no especificos. Ademas, estos tumores muestran
una tasa disminuida de eliminacion de células aberrantes que podria estar relacionada con las mutaciones en
TP53. En conclusién, la formacion ocasional de ciertas aberraciones cromosomicas puede constituir un
mecanismo de produccion de inestabilidad cromosémica estructural que, juntamente con una elevada
tolerancia al dafio cromosomico, puede conducir a la progresion tumoral (Gisselsson y Hoglund, 2005;
Campbell, 2012; Bertorelle y cols., 2014).

Finalmente, las alteraciones genéticas ampliamente distribuidas por todo el genoma son un aspecto
comun de la mayoria de los canceres colorrectales. Mientras las alteraciones recurrentes especificas pueden
revelar la implicancia de un gen o un conjunto de genes en la biologia de la enfermedad, el dafio gendmico
acumulado refleja la historia biologica de las células neoplasicas. Ademas, los hechos funcionales mas alla
de estos cambios genéticos pueden mostrar el potencial evolutivo de las células neoplasicas. Las diferentes

aproximaciones analiticas, que incluyen desde la determinacion del contenido nuclear de ADN hasta estudios



a nivel citogenético y/o molecular, revelan diferentes tipos de alteraciones cromosdmicas y
subcromosdmicas y han sido aplicadas para medir el dafio genoémico generalizado en carcinomas
colorrectales. Los niveles elevados de dafio genomico generalmente aparecen asociados con mayor
agresividad del CCR, por lo que la definicion apropiada de la extension de las alteraciones acumuladas y sus
consecuencias funcionales puede ser de interés en el entendimiento y manejo del cancer (Risques y cols.,

2003a; Risques y cols., 2003b; Guénolé y Legube, 2017; Iliakis y cols., 2019).

2.0BJETIVOS

Objetivo general:

De acuerdo a los temas planteados y los escasos antecedentes de estudios citogenéticos en tumores
solidos en Uruguay nos hemos propuesto poner a punto la técnica de cultivos celulares en tumores s6lidos

utilizando como modelo el CCR en el Uruguay para su analisis citogenético.

Objetivos especificos:

Sobre la frecuencia y tipo de reordenamientos cromosémicos relacionados con el CCR se proponen

los siguientes objetivos especificos:

1) Puesta a punto de la metodologia de cultivo primario de CCR de pacientes provenientes
de diferentes centros quirtrgicos. La poblacion seleccionada corresponde a pacientes con
CCR esporadico de ambos sexox en los cuales no se ha detectado elementos de

agregacion familiar.

2) Determinar las anomalias cromosémicas mediante técnicas citogenéticas convencionales

presentes en los cultivos primarios de CCR.

3) Relacionar los resultados obtenidos de la poblacion uruguaya con los datos publicados a
nivel internacional. Determinar anomalias cromosdmicas recurrentes o no respecto de las

bases de datos especificas en la muestra analizada.

4) Comparar y discutir los datos de la muestra analizada en un contexto metodologico
multiple dada la complejidad de los procesos tumorales, en particular el CCR, teniendo
en cuenta los avances cientificos y metodoldgicos mas recientes.

5) Correlacionar los patrones de hallazgos citogenéticos y la sobrevida de los pacientes.



3. MATERIALES Y METODOS
POBLACION ESTUDIADA

Se analizaron 31 tumores provenientes de 30 pacientes con CCR. Un paciente present6 dos
tumores sincronicos. La histopatologia correspondio en todos los casos a adenocarcinomas. No se
detectaron antecedentes familiares al momento de revisar las historias clinicas. La relacién de datos

de la poblacion analizada se detalla en la siguiente tabla:

Tabla 3.1. Datos correspondientes a la muestra estudiada

Diagnostico Edad media Sexo Estadio clinico (Dukes) Momento del estudio

(No de pacientes) | (rango, afios) | F | M | A B C D Diagnostico | Recaida

30 52-84 14 116 | 1 13 15 1 30 0

TECNICAS DESARROLLADAS
DISGREGACION DEL TEJIDO TUMORAL:

Las porciones de tumor provenientes del block quirirgico se transportan en solucion salina de Hanks
con antibidticos en las mismas concentraciones que las utilizadas para su posterior cultivo. Se lavan en
solucidn salina en condiciones de esterilidad en camara de flujo laminar vertical. Se eliminan restos adiposos
y necroticos mediante una suave diseccion, cortando luego el tejido tumoral en pequefios trozos que puedan
resuspenderse adecuadamente. Se separa el medio de los fragmentos y se centrifugan (800 rpm, 5 min),
obteniéndose un pool de células desprendidas de los trozos de mayor tamafio. Los fragmentos visibles se
colocan en medio de cultivo con colagenasa cruda a una concentracion final de 200 U/ml a 37°C en una
atmosfera de CO; al 5 % de 2 a 12 horas dependiendo del grado de disgregacion de las células, lo que se

controla mediante microscopio 6ptico invertido (Limon y col, 1986; Nelson, 2017).
CULTIVO DE CELULAS:

Las células tumorales se cultivan en medio RPMI 1640 suplementado con suero fetal bovino al 20
%, glutamina (200 mM), penicilina (100 U/ml), estreptomicina (100 pg/ml), gentamicina (50 pg/ml) a 37°C
y 5 % de CO.. Se siembra la suspension celular, producto de la disgregacion mecanica y enzimatica, a razon
de 1:10 en el medio de cultivo completo en frascos de plastico y/o de vidrio, no menos de tres unidades por
paciente a fin de prever probables fallas en el establecimiento del cultivo primario. Se realiza una inspeccion

diaria con el microscopio invertido para valorar la adhesion celular y el indice mitdtico.
RECOLECCION DE LOS CULTIVOS:

Cuando el numero de mitosis por colonia alcanz6 aproximadamente entre 15 y 25 % se incorpora
Colcemid (0.1 pg/ml) durante dos horas. Los cultivos se detienen durante la primera semana posterior a su

establecimiento para evitar el sobrecrecimiento de células normales debido a una proliferacion de



fibrobalstos del estroma tumoral. Cumplido el tiempo de accion del Colcemid se quita el medio de cultivo y
se agregan 5 ml de solucion hipotonica [KCI 3 g/, EGTA 0.2 g/l y HEPES 4.8 g/l a pH 7.4 (Gibas y col.
1984)] durante 20 a 30 minutos y se recogen las células de la monocapa empleando el rastrillo celular. Se
centrifuga la suspension celular en tubos de centrifuga conicos (800 rpm, 5 min), se descarta el sobrenadante
y se fijan las células con metanol-acido acético (3:1) durante 20 minutos. Se repite dos veces la fijacion y se

realizan los extendidos celulares sobre portaobjetos limpios.
IDENTIFICACION CROMOSOMICA:
BANDEO G

Las preparaciones cromosOmicas se mantienen por lo menos una semana a 37°C para su
envejecimiento. Para realizar el bandeo G se tifien los preparados con colorante de Wright 0.25 % en buffer
fosfato pH 6.8 durante 2 a 3 minutos (Yunis J, 1981); en las mismas preparaciones se puede requerir un
pretratamiento con tripsina 0.25 % (15 - 45 seg). Se analizan al menos 20 metafases bandeadas a fin de
detectar las anomalias cromosomicas presentes para establecer los cariotipos (Figura 3.1) cuya

representacion constituye el idiograma como el mostrado en la Figura 3.2.

Figura 3.1 CROMOSOMAS METAFASICOS HUMANOS NORMALES CON BANDEO G
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Figura 3.2 IDIOGRAMA DE LA CONFERENCIA DE PARIS, 1971
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TECNICA DE HIBRIDACION IN SITU FLUORESCENTE (FISH)

Las técnicas de hibridacion molecular consisten en la utilizaciéon de fragmentos conocidos de acidos
nucleicos (sondas) que permiten detectar secuencias de nucleétidos o determinados genes en una muestra
problema. Entre ellas, la hibridacion in situ es un método altamente sensible que permite la deteccion de
secuencias especificas en muestras fijadas, extendidas sobre un portaobjetos. Para obtener una sefal de
hibridacion visible al microscopio las sondas deben estar marcadas, pudiendo utilizarse para ello métodos
radiactivos o no radiactivos. La hibridacion in situ fluorescente (FISH) emplea sondas de ADN marcadas con
un fluordforo, siendo el isotiocianato de fluoresceina (FITC) uno de los mas cominmente empleados. Esta
técnica también recibe el nombre de ‘citogenética de interfase’, ya que permite el analisis de determinadas
anomalias cromosomicas en células interfasicas o bien el de ‘citogenética molecular’, debido a que combina

la metodologia citogenética con detecciones a nivel molecular (Pinkel y cols. 1986; Chen y cols., 1992;



Kraker y cols., 1992; Price, 1992). Esta metodologia consiste en la desnaturalizacién del ADN de la célula
en estudio y de la sonda a utilizar, seguido de la incubacion de ambos para permitir la hibridacion de ambos
ADNSs y la posterior contracoloracion del ADN restante para realzar la visualizacion del material marcado.
Pueden emplearse sondas: a) centroméricas, que corresponden al ADN a-satélite del centromero de cada
cromosoma; b) del total del cromosoma (painting), que contienen secuencias homologas unicas del ADN de
cada cromosoma; ¢) secuencias o gen especificas, que permiten detectar una region o gen en particular y d)
teloméricas. La lectura puede hacerse en nucleos interfasicos o en células en metafase. Se pueden utilizar
para detectar alteraciones cromosdmicas numéricas, anomalias estructurales o pérdida de genes o zonas

especificas.

PROCEDIMIENTO

Preparacién de la sonda:

Se precalienta la sonda a 37° C durante 5 minutos, se mezclan 1,5 pl de la sonda con 30 21 de
Hybrisol centrifugando 1 — 3 segundos. Se desnaturaliza durante 5 minutos a 72° C en bafio, se centrifuga 1

— 3 segundos y se mantiene posteriormente en hielo.

Preparacién de los extendidos:
Se colocan en 2xSSCC/0,5% NP—40, pH 7 a 37° C (30 min). Se deshidratan en alcohol 70%, 80% y

95 % (2 min c/u). A continuacion se desnaturalizan los extendidos en formamida 70%/2xSSC (2 min, a 72°

C) y se deshidratan nuevamente en etanol 70%, 80% y 95% sucesivamente (2 min en c/u) y se dejan secar

los preparados.

Hibridacién:

Se colocan 10 pl de la sonda en un area de 22x22mm y se ubica un cubreobjeto y sellante a efectos
de incubar en camara humeda a 37° C durante 16 horas. A continuacion se retira el sellado y el cubreobjetos
y se lava en 0,5xSSC, pH 7 a 72° C durante 5 minutos y en 1xPBD a temperatura ambiente durante 2
minutos. Se secan en oscuridad; luego se tifien con 10 ul de contracolorante (yoduro de propidio) y
nuevamente ponemos cubreobjetos y sellamos para observar al microscopio de fluorescencia (Olympus BX

40) con filtro tiple (DAPI, FITC, Texas Red).

Interpretacién de los resultados:

Para la deteccion de anomalias numéricas en células interfasicas se deben analizar 400 células
determinando la cantidad de células con: 0, I, II, III y IV sefales. El porcentaje obtenido en cada poblacion
debe ser comparado con el control a fin de establecer si existe un clon con alteraciones en el ntimero
cromosomico (trisomias o monosomias). Cuando se utilizan sondas de todo el cromosoma o ‘painting

probes’ (Figura 3.3) para la deteccion de anomalias estructurales el analisis debe efectuarse en células en



metafase, analizando alrededor de 20 células. Las sondas para genes especificos se pueden analizar tanto en

células interfasicas como metafésicas siguiendo las indicaciones precedentes

Figura 3.3 CROMOSOMAS METAFASICOS ANALIZADOS POR FISH

TERMINOLOGIA Y TIPOS DE ABERRACIONES CROMOSOMICAS EN TUMORES

Los cariotipos (orden de los cromosomas de una especie de acuerdo al niimero, tamafio y posicion
del centromero) se efectuaron de acuerdo al International System for Human Cytogenetic Nomenclature
(ISCN, 2016), en su seccion especifica para citogenética de neoplasias. El numero total de cromosomas se
coloca primero, luego los cromosomas sexuales y a continuacion se describen las ganancias o pérdidas
totales, y finalmente los reordenamientos estructurales. Los brazos cortos y largos de los cromosomas son
representados por ‘p’ y ‘q’ respectivamente. Las ganancias o pérdidas totales son identificadas por un signo
‘+’ 0 un signo ‘-’ delante del nimero cromosomico. Las translocaciones son aberraciones estructurales
comunes y se forman a partir del intercambio de segmentos de diferentes cromosomas. Ellas pueden ser
balanceadas (reciprocas) o no balanceadas, dando origen a pérdida o ganancia de material cromosémico. Son
representadas por una ‘t’; los cromosomas implicados estan incluidos en un primer grupo de paréntesis y los
puntos de ruptura de la translocacion estan en un segundo grupo de paréntesis que se coloca a continuacion.
Otras aberraciones cromosomicas incluyen deleciones, que pueden ser terminales o intersticiales, inversiones
e isocromosomas. Las deleciones son representadas por ‘del’ seguido por el cromosoma implicado entre
paréntesis y el punto de ruptura entre paréntesis colocado a continuacion. Las inversiones se representan por
‘inv’ seguido del cromosoma implicado entre paréntesis y los puntos de ruptura dentro de unos segundos
paréntesis donde se anotan las bandas involucradas en el reordenamiento. Las inversiones pueden incluir al

centromero (pericentroméricas) o no (paracentroméricas). L.os isocromosomas surgen de la pérdida completa



de uno u otro de los brazos cromosémicos con la duplicacion del que permanece, situacion unica que genera
cromosomas con un indice centromérico (relacion entre el brazo corto y la longitud total del cromosoma)
equivalente a 0,5. Se nominan por una ‘i’ seguida del cromosoma entre paréntesis ‘p’ o ‘q’ dependiendo si la
formacion corresponde al brazo corto o largo respectivamente. Las regiones cromosomicas amplificadas a
menudo se manifiestan como regiones homogéneamente tefidas (hsr, del inglés homogeneuosly staining
region) o como pequefios segmentos acéntricos (carentes de centromero) conocidos como cromosomas
dobles diminutos (DM, double minute) los que se anotan en una descripcion cariotipica como ‘dmin’ después

de la descripcion de otras anomalias.
CRITERIOS DE CLASIFICACION DE ANOMALIAS CITOGENETICAS EN TUMORES:

Numero modal: es el nimero mas comuin en una poblacion de células tumorales; puede ser

expresado como un rango entre dos nimeros CromosOmicos.

Clonas y evolucién clonal: una clona se define como una poblacion de células que derivan de un

mismo progenitor que no necesariamente son completamente homogéneas ya que pueden aparecer
subclonas durante la evolucion del tumor. Se tendra en cuenta como criterios de aceptacion: el
nimero de células examinadas, la naturaleza de la aberracion implicita, el tipo de cultivo y el
tiempo de permanencia in vitro antes de la cosecha celular. Una anomalia cromosomica clonal se
define cuando dos o mas metafases contienen la misma alteracién estructural o cromosoma
adicional, tanto como cuando tres 0 mas metafases contengan la misma pérdida.

Linea principal (ml): es la constitucion cromosomica mas frecuente de una poblacion celular

tumoral. Es un término puramente cuantitativo para describir la clona de mayor tamafio, y no
necesariamente indica lo fundamental en términos de progresion. La linea madre —stemline- (sl)
constituye la clona basica de toda la poblacion celular y todas las subclonas que de ella derivan se
las llama lineas colaterales —sidelines- (sl), pudiendo haber mas de una por las que se las llamara
sl1, sI2, etc. Las clonas y subclonas relacionadas se presentan en la medida de lo posible en orden
de complejidad creciente, independiente del tamafio de la clona, aunque la linea madre se la coloca
en primer lugar. Las clonas con cariotipos no relacionados que se hallan ocasionalmente se las

presenta de acuerdo a su tamafio en orden decreciente de frecuencia.

Cariotipos compuestos: a pesar de la gran heterogeneidad dentro de los tumores pueden aparecer

caracteristicas citogenéticas compartidas que incluyen los criterios de clonalidad. Se detalla el cariotipo con
las anomalias clonales; colocando al final de la descripcion el nimero total de células donde se observan

dichas alteraciones precedido por la abreviaturta ‘cp’.



DOCUMENTACION FOTOGRAFICA:

Para nuestros registros se utiliz6 un fotomicroscopio Olympus BX 40 empleando pelicula blanco y
negro ASA 25 y peliculas color para papel y diapositivas. Posteriormente se digitalizaron las imdgenes y se

procesaron con Adobe PhotoShop version 7.0.

EVALUACION ESTADISTICA:

El analisis estadistico se efectu6 mediante la utilizacion del test de y2 y otros analisis no
paramétricos. Se analiz6 la distribucion de los tiempos de sobrevida mediante el método de Kaplan-Meier
(Kaplan y Meier, 1958; Goel y cols., 2010) teniendo en cuenta diferentes covariables relevadas. Estas
covariables fueron: sexo, edad, sitio tumoral, tamafio tumoral, grado de diferenciacion tumoral, infiltracion
linfocitaria, estadios de Dukes y anomalias cromosémicas. Las anomalias cromosdmicas fueron agrupadas
de acuerdo a los hallazgos en anormales simples (AS: con hasta tres anomalias numéricas) y anormales
complejas (AC: con mds de tres anomalias numéricas y/o presencia de anomalias estructurales). Los
contrastes estadisticos univariados se llevaron a cabo mediante el test de log-rank. Todos los anélisis se

realizaron usando el paquete computaconal STATA 6.1.

ASPECTOS ETICOS Y BIOSEGURIDAD:

Las muestras analizadas pertenecian a pacientes que brindaron por escrito su consentimiento para
que se hicieran los estudios sobre el material biologico obtenido de las resecciones quirtirgicas practicadas.
El laboratorio donde se realizé la pasantia cuenta con la habilitacion del Ministerio de Salud Publica para
operar en el area diagnostica y los aspectos de bioseguridad estuvieron contemplados en todo el proceso del

estudio realizado.



4. RESULTADOS

En el presente estudio se efectuo el estudio citogenético de 31 muestras provenientes de 30 pacientes
don tumores colorrectales. El andlisis cromosomico con técnicas de bandeo G revelo aberraciones clonales
en todos los tumores estudiados. El nlimero cromosémico se situd en el rango de 34 a 94. Se observaron 20
tumores con comportamiento bimodal (64,41%), 7 unimodales (22,58) y 3 de tipo trimodal (12,90%). Las
clonas en su mayoria correspondieron al rango proximo a la diploidia (81,33%9, mientras que 11,86% se
ubicaron alrededor de la triploidia y sélo 6, 77% a nivel de la tetraploidia. En 6 pacientes se hallaron clonas
relacionadas (19,35%). De los 31 tumores se encontraron 13 con s6lo anomalias numéricas (41,94%) y 18
con alteracones numéricas y estructurales (58,06%). E1 39% de los casos mostro células normales residuales.

En la Tabla 4.1 se presentan las anomalias clonales detectadas en la poblacion estudiada.

Tabla 4.1

PACIENTE: | CARIOTIPO:

39,X,-X,del(1)(p34p36),-6,del(7)(q22q36),-10,-13,-16,-17,-18,-22[5] /
01 40-42,XX, del(1)( p34p36),-5,-8,-10,-13,-14,-18,-22[26] /
88,XXXX, del(1)( p34p36)x2,-10x3,-18,x2[3]

02 46,X,-X,i(X)(q10),+8,+12,-18,-19[6] / 47,XX,+7[13]

03 41-49,XX,i(X)(q10),-X,-3,+5,+6,+7,-8,+8,+9,-10,+11,-14,+15,+16,+19,+20,
+22 [21] /46,XX[5]

04 43,XY,-18,-19,-21[9] / 45,X,-Y[6] / 46,XY[4]
05 45,XY,-16[4] / 47, XY, +7[6]46,X,-Y,+7[5] / 48,XY,+7,+20[9]
06 46,Xder(Y)t(Y;18)(p11.2;q12.2),+der(3)del(g23q29), del(q21q27),+7,+13,-15,

-17,-18[6] / 46,XY[11]

43,X,-Y,-5,-21[5] / 46,XY[5] / 46,XY,del(3)(q25q29) [4] / 47,XY, del(3)
07 (925q29),+13,i(17)(q10)[2] / 48,XY, del(3)(q25q29), +6,+20[7] /
50,XY,+8,+9,+12,+17[4]

08 45,XX,-10[5] / 46,XX[5] / 47,XXX,[8] / 47,XXX,+13[6]
63-73,XXY,+X,+Y,-Y,-1,+2, t(2;12)(q37;q11),+3,del(3)(q23q29),-4,-5,+7,-7,+8,

09 -10,-11,-12,+13,-15,+16,+16,+19,-19,+20,-21,-22+i(17)(q10),[29]

10 45,XX,-20[5] / 46,XX,[11] / 47,XX,+7)[4]

49,XXX,+19,+20, t(13;17)(q12;p13)[8] /
66-72,XXX,-1,+2,+3,-4,-6,+8,-9,+10,-13x2,-14,-15,-17,+der(17)
T(13;17)(q12;p13),+18,+19x2,+20x3,+der(19)t(15 ;19)(q15;q13)-21,+r(?)[11]

1

12 44-49,XY,+5,-5,+7+9,-10+13[31]




46-49,XXY,t(1;18)(p34;q21),+19,+20[ 17}/

13 90-94,XXXYY,del(6)(q21q27),-8,-10,+12,-14,+15,,-18,+19,-20[ 11]

14 46,XXY,t(1;18)(q44;q11),-21[3)/
47,XY,i(1)(q10),+mar[5]/48,XXY,i(1)(q10),-18,+19,+20[9]

15 47-49,XY,+7,-10,+13,+22 [11] /
68-72,XXY,-4,+5,+7,-10,-11,+13,-18,i(17)(q10) [15]

16 46,XY[11] / 49-50,XY,+4,+7,-10,+13,-18,+19,+20[14]

17 46,XX[10] / 47-48,XX,+8,+13,-14[11]

18 46,XY[7] / 47-49,XY,del(1)(q34936),i(8)(q10),+7,+9,+22[9]

19 45-48,XY,-Y,-10,+13,-18[19]

20 85-91,XXYY,-1,+3,+7,-8,+9,-10,+11,-12,-13,-17,-19,-20,i(1)(q10), del(6)(q13q27), i(8)(q10),del(18)
(q21923) [17]

21 46,XY[3] / 47,XY,+8[7]/48,+7,+13[9]

22 46,XY[7] / 49, XXX,+9,+20[15]
44-48,XY,+X,-Y,+7,+8,-13,+20[9] /

23A 46-50,XY,-X,-Y,+3,+5,+6,-10+14,-15,-16,-18x2,+19x3,+21,-22, +der(6)(q21q27), i(8)(q10) ,
+der(11)t(11;18)(p15;q11.2) [21] /
66-70,XX,+2,+5,-6,-10,-15,-16,-17x2,-18,-20,+21, del(6)(q21q27)x2,
i(17)(q10), +der(19)t(2;19)(q23;p13), +der(19)t(13;19)(q12;p13) [11] /
81-90,XXXXYY,-1,der(1)t(1;18)(p34;q11),der(3)del(q23q29),-4,-5, der(6)(q21q27),i(8)(q10),-12,-
13,der(13)t(13;15)(q34;q15),-14,-15,-16,-17,del(17)(p11p13),-18,der(19)t(13;19)(q12;q13),-21,-22
70-79,XXY,+X,+Y,-Y, ,+1,-1,t(1 ;13)(p34;q12),+2,-4,+7,+8, i(8)(q10),+9,+11,
23 B -14,-15,-16,-17,+der(17)t(1;17)(q25;p11),-18,+19,+ 20[29]

24 46,XX][9] / 48,XX,+der(6)del(6)(q21q27),+9,-17,+20[5]

25 45-47,XX,+7,-18,+20[23]

26 42-47,XX,-6,+12,-17,i(17)(q10),-18,-22[19]

27 46,XY[2]/49,XY,+Y,del(1)(p32p36)+der(19)t(10;19)(q11;p13),inv(12)(p13q24)?+12,i(17)
(q10),i(13)(q10)[3] /
63-71,XXY,+i(8)(q10),-3,+5,+6,+11,-14,-18,-17,-18,+19,+20,+22[18]
49-51,XX,+7,-9,+14,+16,-18,+19,+20,-21[15] /
70-77,XXX,+2,+der(3)del(q21q29),-8,i(8)(q10),+9,+10,

28
+11x2,+der(11)del(q13q21),+13,-14,+16,-17,-18x2, +der(19)t(19;?)(p13.3;?)x3,+20,-21x2[17] /

29 44,XX,-6,-17,+21[4] / 47-48,XX,+X,+7,-18[7]

30 45,XX,-20[11] / 47,X,+7,+19[5]




ANEUPLODIAS HALLADAS EN LOS PACIENTES ESTUDIADOS

El andlisis cromosdémico mostro la participacion de todos los cromosomas en anomalias numéricas, tanto
ganancias como pérdidas totales (excepto el cromosoma 2 que no se obsevo en situacion de pérdida clonal).
Los cromosomas mayormente involucrados en ganancias fueron el 7 (14,92%) (Figura 4.1), 20 (12,68%), 19
(9,70%) y 13 (8,20). En cambio, lospares mayormente afectados por la pérdida clonal fueron: 18 (14,39%),
10 (11,36%) y 17 (9,09%). En la Tabla 4.2 y Figura 4.2A se detallan los hallazgos completos de las

anomalias numéricas.
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Figura 4.1 Cariotipo del paciente 05 que presenta una trisomia del cromosoma 7



Tabla 4.2 Aneuploidias de los CCRs de la poblacion uruguaya

CROMOSOMA PERDIDAS GANANCIAS
n % n %

1 5 3.78 1 0.74
2 0 0.00 4 2.98
3 2 1.51 3 2.23
4 5 3.78 1 0.74
5 5 3.78 6 4.47
6 4 3.03 4 2.98
7 1 0.78 20 14.92
8 5 3.78 9 6.71
9 2 1.51 9 6.71
10 15 11.56 2 1.49
11 2 1.51 5 3.73
12 3 2.28 5 3.73
13 5 3.78 11 8.20
14 8 6.10 2 1.49
15 6 4.54 2 1.49
16 6 4.54 4 2.98
17 12 9.09 1 0.74
18 19 14.39 1 0.74
19 3 2.27 13 9.70
20 4 3.03 17 12.68
21 5 3.78 3 2.23
22 5 3.78 4 2.98
X 2 1.51 4 2.98
Y 8 6.10(T)/11.10(SV) 3 2.23(T)/4.05(SV)

TOTALES 132 100% 134 100%




Figura 4.2A Distribucion de las alteraciones numéricas del CCR en Uruguay

ANOMALIAS NUMERICAS
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Figura 4.2B Aneuploidias en CCR de Uruguay vs poblacion mundial
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*Las barras color rojo corresponden a la distribucién de aneuploidias de la poblacién uruguaya (n = 31).
* * 1 as barras color azul corresponden a la distribucion de aneuploidias de la base de datos de Mitelman (n = 356).



ANOMALIAS CROMOSOMICAS ESTRUCTURALES

Se observaron 35 alteraciones cromosOmicas estructurales diferentes que se distribuyeron en:
translocaciones, deleciones, isocromosomas, cromosomas en anillo e inversiones todas las cuales cumplieron
criterios de clonalidad (Tabla 4.3) (Figura 4.3). El 42,85% (15/35) de las mismas correspondieron a
translocaciones: 67% desbalanceadas (Figura 4.4) y Figura 4.5 t(Y;18) y las restantes (33%) balanceadas (Figura
4.6 t(1;18); el 31,42% (11/35) fueron deleciones, de las cuales solo una fue intersticial: del(11)(q13q21) y las
demas terminales, y el 17,64% correspondio a isocromosomas. Entre ellas, las deleciones: del(1)(p34), del(3)(q23)
y del(6)(q21) (Figura 4.5), asi como los isocromosomas i(1)(q10), i(8)(q10), i(17)(q10) e i(X)(q10) (Figura 4.6)
fueron recurrentes en nuestra serie. Los cromosomas mayormente involucrados fueron: 1 y 17 (13,23%), 18
(10,29%), 6 y 8 (8,82%), 3,13y 19 (7,35%). El cromosoma 19 fue el mas involucrado en translocaciones (Figura

4.4), los pares 3 y 6 en deleciones y los cromosomas 8 y 17 en isocromosomas.

Tabla 4.3. Reordenamientos detectados

Anomalias estructurales [numero de casos]

Translocaciones Deleciones Isocromosomas Otras
t(1:13)(p34:q12) [1] del(1)(p34) [2] i(1)(ql0) [2] inv(12)(pl3q24)[1]
t(1;18)(p34:q21) [1] del(1)(p32) [1] 1(6)(p10) [1] r(M[1]
t(1:18)(q44:q11) [1] del(3)(q25) [1] i(8)(ql0) [6] mar no identificado [1]

der (1)t(1:18)(p34:q11) [1] del(3)(q23) [3] 1(13)(ql10)[1]
t(2:12)(q37:q11) [1] del(3)(q21) [1] i(17)(ql0)[6]

der(11)t(11:18)(p15:q11.2)[1]  del(6)(q21) [3] 1(X)(ql0) [2]
t(13:17)(q12:p13) [1] del(6)(q13) [1]

der (13)t(13:15)(g34:q15) [1] del(7)(q22) [1]

der(17)t(1:17)(q25:p11) [1] del(11)(q13q21)[1]
der (19)t(2:19)(q23:p13) [1] del(17)(p11) [1]
der (19)t(10:19)(q11:p13)[1] del(18)(q21) [1]
der (19)t(13:19)(q12:p13) [1]

der (19)(15:19)(q15:q13) [1]

der (19)t(19:7)(p13.3:7) [1]
der(YV)H(Y:18)(p11.2:q12.2)2[1]




Figura 4.3 Distribucion de reordenamientos cromosémicos

Distribucion de Anomalias Cromosodmicas
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Figura 4.5 Cariotipo pseudodiploide del paciente 06 con una t(Y;18)
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Figura 4.6 Cariotipo del caso 13 mostrando los marcadores involucrados en la t(1;18)
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Figura 4.7 Compuestos cromosomicos parciales con deleciones de los

cromosomas 1,3,6,7,11y17.
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Figura 4.8. Cariotipos parciales de los casos 03, 18 y 09 mostrando los

isocromosomas X, 8 y 17.
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BANDAS CROMOSOMICAS INVOLUCRADAS EN LOS REARREGLOS
ESTRUCTURALES

Se detectaron 38 bandas cromosomicas, distribuidas en los cromosomas 1, 2, 3, 6, 7, 8, 10, 11, 12,
13, 15,17, 18, 19, X e Y. En la Tabla 4.4 se detallan los puntos de ruptura involucrados en las diferentes
anomalias estructurales. Considerando los diferentes sitios de fractura, los cromosomas mayormente
afectados fueron: 1 (13,15%), 18 (10,52%) y 3, 6, 11, 12, 13, 17 y 19 (7,89%). Las bandas cromosoémicas
preferentemente involucradas en los diferentes reordenamientos cromosomicos se distribuyeron de la
siguiente manera: 8q10y 17q10 (8,95%), 1p34 (7,46%), 3q23, 6q21, 13q12, 18921 y 19p13 (4,47%) y 6q13,
15ql5, 17pll1, 18qll y Xql0 (2,98%), y finalmente las representadasw una sola vez (1,49%). En la Figura
4.9 se ilustra la distribucion de los puntos de ruptura hallados en nuestra serie de CCR.
Los reordenamientos mas frecuentes que afectaron estas bandas fueron isocromosomas i(8)(q10) e i(17)

(q10), translocaciones a nivel de 1p34, 13ql12, 18qll y 19p13, deleciones en 3q23, 6q21, 1p34, 6ql3 y

18g21. Las pérdidas parciales se localizaron en su mayoria en 8p, 17p, 3q, 6q, 1p, 18qy Xp.

Tabla 4.4 Bandas cromosomicas detectadas en reordenamientos clonales
CROMOSOM | BANDAS | CROMOSOMA | BANDAS | CROMOSOMA | BANDAS | CROMOSOMA | BANDA
A S
1 p34 ) q23 3 q21 6 ql3
p32 q37 q23 q21
ql0 q25
q25
q34
q44
7 q22 8 ql0 10 ql1 11 pll
ql3
q21
12 pl3 13 ql2 15 q15 17 pil
qll q34 p13
q24 ql0
18 qll 19 p13 X q10 Y pll.2
qll.2 p13.3
ql2.2 ql3
q21




Figura 4.9 Distribucion de los puntos de ruptura en los CCRs analizados
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HIBRIDACION IN SITU FLUORESCENTE

Se aplico hibridacion in situ fluorescente (FISH) sobre extendidos del tumor del Paciente 6 utilizando una
sonda de pintado cromosomico para el par 6. La citogenética convencional definié un cariotipo pseudiploide.
La técnica de FISH permitio confirmar claramente uno de los reordenamientos estructurales: i(6)(p10)
(Figura 4.10A). En la Figura 4.10B se presenta ademas, una imagen de la técnica aplicada en nucleos
interfasicos donde se aprecian los dominios del cromosoma 6. El FISH ampli¢ el perfil cariolégico alcanzado
por la citogenética clasica, permitiendo detectar no s6lometafases normales y pseudodiploides, sino también
nucleos interfasicos y metafses con un nivel superior de ploidia, no detectables con técnicas convencionales,

complementando y redifiniendo el halazgo citogenético.

Figura 4.10

A: Pintado cromosomico para el par 6 B: Dominios cromosomicos en nicleo
interfasico




ASOCIACIONES TELOMERICAS

En el conjunto de células se observaron multiples reordenamientos que no constituyeron anomalias clonales.
Las asociaciones teloméricas (tas) merecen especial consideracion por su frecuente aparicion. Se detectd la
participacion de una o dos cromatidas en el fendmeno, como tambie'n la apariciéon de figuras multiples de
fusion. El analisis de los resultados mostro la presencia de tas en el 25,80% de los casos estudiados (8 de los
31 tumores de la serie). En la Figura 4.11 se muestran algunas de las asociaciones teloméricas (tas)

detectadas.

Figura 4.11 Multiples asociaciones teloméricas en células tumorales.
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Tabla 4.5 Hallazgos clinico-patolégicos, cariotipos y sobrevida de los pacientes.

PACIENTE | EDAD | SEXO | sITIo | TAMANO GRADO | INFLINF | DUKES | CARIOTIPOS | SOBREVIDA
1 82 ¥ R 45mm PD SI C AC 58
2 72 F R O(0mm MD SI C AC 74
3 77 F R 42mm PD SI C AC 68
4 84 M R 50mm MD sl B AC 63
H 76 M R 62mm MD SI C AC 77
6 53 M R 42mm MD NO A AC 67
7 74 M R 65mm BD SI B AC 64
3 73 F D 15mm BD SI C AS 64
9 81 M A 35mm BD SI C AC 67

10 67 F R 45mm MD SI D AC 65
11 81 F D 40hnm MD SI C AC 82
12 73 M S 35mm MD SI B AC 33
13 70 M A Tlhom MD SI B AC 21
14 79 M R 13mm MD SI B AC 81
15 67 M D 50mm BD sl B AC 76
16 72 M S 58mm MD SI B AC 73
17 73 F A 130mm BD SI C AS 66
18 69 M R 62mm MD SI B AC 1
19 83 M s 55mm MD sI C AC .y
20 74 M A 50mm BD SI C AC 37
21 71 M R 40hnm BD SI B AS 84
22 74 F A 120mm MD SI B AS 90
23A 52 M A 25mm MD SI C AC 99
3B 52 M R 2Tmm MD SI c AC 33
24 67 F A 25mm MD SI C AC 1
25 76 F R 4lhnm MD SI B AS 73
26 63 F T 3Tmm MD SI C AC 13
27 78 M s 45mm MD SI C AC 63
28 74 F A 40hnm MD SI B AC 67
29 77 F R 45mm MD SI B AC 25
30 70 F A 35mm BD SI B AC 58

SITIO: A (Ascendente), T (Transverso), D (Descendente), S (Sigmoides), R (Recto); GRADO: BD (Bien
Diferenciado), MD (Mediananmente Diferenciado), PD (Pobremente Diferenciado); CARIOTIPO: AS
(Anormal Simple), AC (Anormal Complejo) / N (Numérico), E (Estructural), N y E (Numérico y
Estructural). La SOBREVIDA esta medida en meses desde la intervencion quirtrgica hasta diciembre de
2005.

La poblacién analizada (n = 30 pacientes / 31 tumores) present6 una media de edad de 72 afios, con
una minimo de 52, una maximo de 84 y un desvio estandar de 8,344852. La mediana se situ6 en 74. El
intervalo de confianza de 95% fue de 69,29392 a 75,41576. La muestra cumplié con los criterios de
distribucién normal. El valor de x* fue de 4,238487 (df=2) (p=0,1201393). Los tests de Logrank para los

contrastes univariados fueron no significativos.



CURVAS DE SOBREVIDA

Las variables clinicopatoldgicas y cariotipos hallados en los distintos tumores (Tabla 4.5) muestran una
distribucion global respecto a los tiempos de sobrevida con perfiles similares a los encontrados

habitualmente en analisis hechos mediante el método de Kaplan-Meier para CCR (Figura 4.12).

SOBREVIDA GLOBAL

Figura 4.12
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SOBREVIDA SEGUN LA CLASIFICACION DE DUKES

Si agrupamos los estadios de Dukes en dos categorias: Dukes tempranos (A y B) y Dukes tardios (C
y D), observamos que la tendencia de la curva (Figura 4.13) indica una menor probabilidad de sobrevida para

estadios de Dukes avanzados.

Figura 4.13
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SOBREVIDA SEGUN CARIOTIPO

En esta correlacion (Figura 4.14) vemos que la curva vinculada a pacientes con cariotipos
anormales simples (con hasta tres anomalias numeéricas) tiende a mostrar una probabilidad de
sobrevida mayor a largo plazo respecto a la curva correspondiente a los pacientes con tumores mas

complejos (con anomalias estructurales y/o mas de tres anomalias numéricas).

Figura 4.14
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5. DISCUSION

Este trabajo constituyo un disefio de cultivo y analisis citogenético de tumores solidos en el pais. El
modelo de estudio elegido permitié poner a punto la técnica de cultivo primario en CCR para analisis
cromosOmico asi como comparar nuestros datos con la informaciéon publicada a nivel internacional. En el
presente estudio se evaluaron 30 pacientes con CCR, uno de ellos (Caso 23) presentd dos tumores
sincronicos. Se observaron alteraciones clonales en el total de los casos.

Hemos observado que el comportamiento bimodal corresponde a la mayor distribucion clonal
(64,51%), seguido por los tumores que presentan distribucion unimodal (22,58%) y trimodal (12,90%). Los
datos obtenidos de la literatura muestran que la mayoria se sitian en el rango de distribucién unimodal
(72,51%) mientras que los que presentan distribucion bimodal y trimodal corresponden a 20,69% y 4,09%
respectivamente. Los casos encontrados en la literatura con comportamiento tetra, penta y hexamodal
globalmente no superan el 3% (Mitelman, 2019).

Los perfiles cromosdmicos de nuestra serie se hallan mayormente cercanos a la diploidia (81,33 %),
mientras que 11,86 % se ubican alrededor de la triploidia y s6lo 6,77% a nivel de la tetraploidia. Se mantiene
la tendencia en los casos reportados en la base de datos de Mitelman con aproximadamente 60 % de los
cariotipos cercanos a la diploidia, 25% cercanos a la triploidia y 10 % en el rango de la tetraploidia. No
hemos encontrado niveles de ploidia mayores a la tetraploidia, mientras que al momento actual se han
reportado aproximadamente 6% de casos con ploidia mayor alcanzando valores desde cercanos a la
pentaploidia hasta la nanoploidia.

La causa de la discordancia entre nuestra serie de datos y los publicados a nivel internacional en
cuanto a la distribucion modal y las diferencias respecto a la ploidia podrian deberse al tamafio pequefio de la
muestra de pacientes provenientes de nuestro pais comparado con los datos acumulados previamente. En
particular los hallazgos de células citogenéticamente normales pudieron ejercer alguna influencia en la
determinacion del nimero modal.

El 37% de los tumores mostro cariotipos normales, los que probablemente representen fibroblastos
en division. Dichos fibroblastos serian responsables de la sintesis y eliminacion de muchos de los productos
de la matriz extracelular en el estroma tumoral, asi como también una fuente de factores de crecimiento
paracrino (célula a célula) que influencia el crecimiento del tumor. Al principio se les atribuyo un rol mas
pasivo, como de respuesta a la influencia carcinomatosa. Sin embargo, actualmente se piensa que podrian ser
potenciales inductores de células tumorales a nivel epitelial (Bhowmick y cols., 2004). Una explicacion
alternativa seria que las células con cariotipos normales fueran células del parénquima tumoral sin
mutaciones somaticas o con reordenamientos gendmicos submicroscopicos (Bardi y col., 1993%).

Las aneuploidias mas frecuentes corresponden a las trisomias de los pares cromosomicos 7
(14,92%), 20 (12,68%), 19 (9,70%), 13 (8,20%) y las monosomias de los pares 18 (14,39%), 10 (11,36), 17
(9,09%). No se observaron monosomias del par 2. Los datos obtenidos globalmente concuerdan con los
valores publicados observandose un incremento a nivel de las monosomias del par 10, trisomias del par 19, y

una disminucion de las aneuploidias del cromosoma X. Segun Lengauer y cols. (1997) la mayoria de los



CCRs presentan un fenotipo de inestabilidad cromosémica y muestran ciertas anomalias con mayor
frecuencia que involucran los pares 1, 7, 8, 13, 17, 18 y 20. En el grafico de la Figura 4.2 B se visualiza la
comparacion entre las poblaciones de Uruguay respecto a los datos aportados por la base de datos en
citogenética del cancer.

Los primeros estudios hechos por hibridacion gendémica comparada -CGH- en adenomas y
carcinomas colorrectales mostraron que en los adenomas se observaron numeros similares de pérdidas y
ganancias, mientras que en los carcinomas son mayores las pérdidas de material genético. En los adenomas
las ganancias mas frecuentes se observaron a nivel de 13q, 7p, 7q, 8q y 20q, mientras que las pérdidas
mayores implicaron 18q, 4q y 8p. En los carcinomas las ganancias mas frecuentes fueron en 13q, 8qy 20q y
las pérdidas mayores correspondieron a 18q (Meijer y cols., 1998).

La mayoria de los estudios genéticos de la carcinogénesis colorrectal se han focalizado en los
cambios hallados en carcinomas primarios, aunque algunos analisis se han hecho en metastasis hepaticas de
CCRs mediante CGH. Una comparacion de ganancias y pérdidas por CGH y bandeo cromosomico reveld
gran similitud entre los tumores. Los desbalances detectados por ambas técnicas fueron ganancias de 6p, 7y
8q y pérdidas de 4, 5q, 8p y 17p. No obstante por CGH se detecta mas a menudo pérdidas de 18q y ganancias
de 13q y 20q, mientras que el bandeo cromosomico detectd mas pérdidas de 22q. La citogenética
convencional tiene sus limitaciones y el cariotipo, a diferencia de la CGH, no es siempre representativo de
todas las células malignas en la muestra. En las metastasis hepaticas las anomalias no aleatorias detectadas
por CGH incluyeron ganancias del cromosoma 20 y los brazos cromosémicos 7p, 8q y 13q, mientras que las
pérdidas incluyeron a los cromosomas 4 y 18 y los brazos cromosémicos 8p y 17p.

Las ganancias de los cromosomas 7 y 13q como resultado de trisomias ocurririan en etapas
tempranas de la tumorigénesis colorrectal dada su frecuencia en adenomas generalmente como anomalia
unica (Heim y Mitelman, 1995), lo que sugiere su participacion en eventos de iniciacion del proceso tumoral.
La ganancias de 20q también se la ha asociado con la tumorigénesis colorrectal por su vinculacion mas
frecuente en carcinomas que en adenomas de bajo o alto grado de diferenciacion (Ried y cols., 1996) y con la
inmortalizacion de células de CCR (Savelieva y cols., 1997). El incremento de 6p se lo ha asociado con
estadios avanzados del CCR (estadios D de Dukes) y metastasis (Al-Mulla y cols., 1999). La pérdida de 17p
y 18q son importantes eventos reconocidos de la tumorigénesis colorrectal (Fearon y Vogelstein, 1990). La
pérdida de los cromosomas 17 y 18 ocurre con mayor frecuencia tardiamente en la secuencia adenoma-
carcinoma (Fearon y Vogelstein, 1990), lo que reflejaria la inactivacion de los genes TP53 (Fearon y
Vogelstein, 1990; Soussi, 2007), DCC (Cho y Fearon, 1995), SMAD2 y SMAD4 (Cho y Fearon, 1995;
Arends, 2000). La delecion de estas regiones cromosomicas y la inactivacion de estos genes supresores de
tumores putativos estan asociadas con corta sobrevida (McLeod y Murray, 1999). Las pérdidas de 8p y las
ganancias de 8q se hallan con mayor frecuencia en carcinomas colorrectales y metastasis mas que en
adenomas, lo que sugiere que las alteraciones del cromossoma 8 estan asociadoas con progresion tumoral. La
pérdida de 8p también se la ha asociado con microinvacion (Kelemen y cols., 1994) y corta sobrevida
(Halling y cols., 1999). Algunos genes supresores de tumores se han vinculado a esta region (Cunningham y

cols., 1993; Wu y cols., 1997; Oyama y cols., 2000) aunque no es claro su rol en la tumorigénesis al igual



que el de 8q. La pérdida del cromosoma 4 parece ocurrir mas frecuentemente en estadios tardios de la
carcinogénesis colorrectal (Griffin y cols., 1993; Bardi y cols., 1995% Korn y cols., 1999) asi como también
en otros neoplasmas (Mertens y cols., 1997), sugiriendo que este cromosoma contendria genes supresores de
tumores que influenciarian estadios tardios de la tumorigénesis.

Las translocaciones observadas no presentan recurrencia en la serie analizada al considerar tanto los
reordenamientos balanceados como los desbalanceados. Encontramos que los puntos de ruptura que
involucran 1¢25 (Bardi y col., 1997), 1q44 (Bardi y col., 1995%), 13q34 (Parada y col., 1999) y 18q21
(Muleris y col., 1985) aparecen citados una sola vez en la literatura contenida en la base de datos de
referencia, lo que nos permite destacar su recurrencia a partir de nuestra serie. Respecto al cromosoma Y, en
nuestra serie observamos en el caso 6 una translocacion desbalanceada t(Y;18)(p11.2;q12.2)?, no descripta
previamente en la literatura, que solo refiere una t(Y;13) (Martin y col., 1979), también en situacion de
desbalance genético.

La del(7)(q22) fue observada 1 sola vez en la literatura (Bardi y col., 1995) pasando a ser recurrente
a partir de nuestra serie. Las deleciones terminales con puntos de ruptura a nivel de 3q21, 3q23, 3q25 y
11q13g21 no fueron previamente descriptas en la literatura (Mitelman, 2019).

Los isocromosomas de 8q y 17q aparecieron con alta frecuencia en nuestra serie (6 casos cada uno),
similar a lo descripto previamente (Mitelman, 1994; 2019). No sucedié lo mismo respecto a los
isocromosomas 1q y 13q, de los cuales observamos dos casos a nivel del par 1 y un solo caso
correspondiente al par 13, siendo mas frecuentes en la literatura. Esta variacion también podrian estar
vinculada al numero de tumores analizados. Los isocromosomas son cromosomas monocéntricos o
dicéntricos con brazos homologos simétricos. Son anomalias constitutivas raras en el hombre aunque de
frecuente aparicion en células neoplasicas y desde que se hallo por primera vez el i(17)(q10) asociado a la
leucemia mieloide crénica (Lobb y cols., 1972; Mitelman, 1973) se han reportado miles de isocromosomas
vinculados a tumores tanto de la esfera hematologica como en tumores solidos (Mitelman, 2019). En la
primera revision hecha por Mitelman y cols. (1994) en 155 adenocarcinomas de colon hallaron que el 53%
presentaba alglin isocromosoma, situacion que no se ha modificado significativamente mientras que en
nuestra serie solo se encontraron alrededor de 18%. A pesar de la gran cantidad de casos con esta anomalia,
poco se conoce acerca de su origen e impacto patogénico. Desde los estudios en meiosis de Darlington
(1939) se ha sugerido que son el resultado de una division transversal en vez de longitudinal a nivel
centromérico. Otro mecanismo podria ser la translocacion o intercambios de cromatidas que involucren
cromosomas homologos. La formacion de isocromosomas es un fenémeno comun asociado a la progresion
de tumores basicamente porque es muy raro encontrarlo como tnica anomalia y es mas frecuente en tumores
solidos que en neoplasias hematoldogicas (Mitelman, 1993; 1994; 2019).

Cuando los hallazgos citogenéticos son explicados en términos de consecuencias genéticas
moleculares, las deleciones 0 monosomias son interpretadas a menudo como indicadores de pérdida de genes
supresores de tumores recesiva. El modelo de Knudson (1971) de inactivacion de gen supresor de tumor
provee una clave para explicar la significancia biologica de las pérdidas. El alto nivel de trisomias

recurrentes o ganancias parciales de cromosomas son tomadas como evidencia circunstancial de



amplificacion de oncogenes dominante. El rol de bajo nivel de ganancia no estd atin definido. Cuando los
reordenamientos involucran intercambio entre cromosomas no homologos se asocia las regiones
involucradas con probables variaciones en la regulacion de la expresion génica (Hahn y Weinberg, 2002). En
muchos casos, lesiones genéticas especificas se han identificado y asociado con procesos de transformacion
neoplasica y/o progresion tumoral para determinados tejidos o tipos celulares (Bishop, 1991; Bishop y Hall,
1994; Hahn y Weinberg, 2002). En nuestro analisis se detectaron 38 bandas cromosdmicas, de las cuales 14
no fueron previamente descriptas en la literatura: Ypl1, 1p34, 2q23, 3921, 3923, 3q25, 10q11, 11q13, 11921,
12ql11, 13q12, 15ql5, 18qll, 18ql2.2. Cinco de estas bandas fueron observadas solo una vez en las
publicaciones: 1q25, 7q22 (Bardi y col., 1997), 1g44 (Bardi y col., 1995), 13q34 (Parada y col., 1999) y
18921 (Muleris y col., 1985), pasando a ser puntos de ruptura recurrentes a partir de nuestros datos. Los
restantes puntos son de aparicion frecuente en la literatura (Mitelman, 2019), destacandose en nuestra serie
las bandas 19 p13, 19q13, 17p11 y 18q21.

Entre las anomalias nuevas, presentan recurrencia en nuestra serie los puntos de ruptura: 1p34, 3q23,

13q12, 15q15 y 18q11. Esto determind nuestro interés en analizar los genes que mapean en las mismas.

A nivel de 1q34 encontramos a los genes EIF2C1/EIF2C4 que codifican para proteinas vinculadas a
la familia Argonauta (Carmell y cols., 2002) y PAGA/PRDX1 cuya funcién esta relacionada a la supresion
tumoral (Prosperi y cols., 1994; Neuman y cols., 2003). Por otra parte en 3q23 ubicamos MED]1 en relacion
a una proteina reparadora de ADN y apoptosis (Hendrich y Bird., 1998; Cortellino y cols., 2003) como
también vinculada a la inestabilidad de microsatélites (Bellacosa y cols.,1999). En la misma region
encontramos EPHBI1 responsable del receptor de tirosina quinasa de efrina (Tang y cols., 1995) como la
pérdida de la expresion de EphB (Batlle y cols., 2005). Completando la region tenemos a SMARCA3
(HTLF) que tiene que ver con el remodelado de la cromatina y se halla asociado a genes de la familia
SWI/SNF (Moinova y cols., 2002); se agrega TM4SF1 en relacion al antigeno de superficie celular L6
(Marken y cols., 1992). En 13q12 hallamos a CDX2 el cual es un homeobox (Woodford-Richens y cols.,
2001), LATS2 implicado en la supresion tumoral (Yabuta y cols., 2000) asi como en la fidelidad mitotica y
estabilidad genémica (Mc. Pherson y cols., 2004), CPAP que actia como potenciador de la transcripcion
inducida por TNF-a dependiente de NFKB (Koyanagi y cols., 2005). En 15q15 se encuentra BUBR1 el que
se lo relaciona con la regulacion de la unién de los cromosomas al huso y la sefalizacion de los puntos de
control mitéticos clonado por Cahill y cols. en 1998 y mapeado por Davenport y cols. En 1999, asi mismo
tiene interaccion funcional con APC (Lampson y Kapoor., 2005; Rao y cols., 2005). También en esta banda
cromosomica se ubica TP53DP1 cuyo producto funciona como proteina de union a p53 (Iwabuchi y cols.,
1994) lo que es necesario para la acumulacion de p53, detencion del punto de control G2/M y en fase S
frente a radiaciones ionizantes (Wang y cols., 2002; Huyen y cols., 2004). Finalmente en 18q11 encontramos
al gen para N-caderina que constituye una proteinas de adhesion (Wallis y cols., 1994) la que en un modelo
animal se la halla involucrada en la proliferacion, migracion y muerte a nivel de las criptas (Hemirston y
Gordon, 1995), RIM cuyo producto con la proteina del gen RB (Fusco y cols., 1998) y CTIP del que su

proteina resultante  interacciona con RB, BRCAI, Icaros y CtBP interviniendo en la represion



transcripcional y remodelado de la cromatina (Shaeper y cols., 1998; Chen y cols., 2005) el cual intervendria
en la regulacion de la embriogénesis temprana (Chinnadurai, 2006). Es posible pensar que estos genes
ubicados en las regiones analizadas podrian eventualmente actuar en el proceso de iniciacion, desarrollo y/o
progresion tumoral del CCR (Mertens y cols., 2015; Okonechnikov y cols., 2016; Hsieh y cols., 2017).

El FISH ampli6 el perfil cariotipico alcanzado por la citogenética clasica al detectar en nucleos
interfasicos y metafases un nivel superior de ploidia, no detectables con técnicas convencionales, lo que
permite complementar y redefinir el hallazgo citogenético (Liehr y cols., 2015) . Dado la limitacion del
bandeo cromosdémico convencional la aplicacion de técnicas citogenéticas moleculares ha mejorado mucho
la precision del diagndstico citogenético dejando al descubierto un cierto nimero de aberraciones claves en
casos previamente estudiados por citogenética clasica. Un objetivo importante de los recientes desarrollos
citogenéticos ha sido aumentar la resolucion. Esto se ha logrado mediante avances relacionados con los dos
elementos del analisis citogenético, el objetivo y la sonda. Los métodos citogenéticos ahora estan disponibles
en resoluciones que permiten la identificacion de incluso cambios de un solo nucledtido en el genoma. Por lo
tanto, la distincion tradicional entre citogenética y genética molecular se esta desvaneciendo. El desarrollo de
procedimientos para la hibridacion de multiples sondas, cada una etiquetada en un color diferente, a
objetivos tales como extensiones de metafase y nticleos interfasicos, ha tenido un tremendo efecto en la
aplicacion de la citogenética en la clinica y para la investigacion basica. Los enfoques multicolores ahora
estan disponibles y permiten analizar incluso reordenamientos cromosémicos complejos, como se ve con
frecuencia en tumores so6lidos. Esto puede llevarse a cabo tanto en extensiones de metafase como en nucleos
de interfase. La introduccion de tecnologias de matriz para el andlisis del genoma ha tenido un gran efecto en
las aplicaciones citogenéticas. Se ha desarrollado una amplia variedad de plataformas de matriz, incluido el
escaneo de todo el genoma para polimorfismos y cambios en el nimero de copias submicroscopicas. La
identificaciéon de cambios de un solo par de bases con fines de genotipado y la identificacion de
modificaciones epigenéticas también es posible utilizando estas técnicas. Una caracteristica importante de los
analisis citogenéticos es la capacidad de proporcionar informacién a la resolucion de una sola célula. Aunque
esto ha sido posible durante algin tiempo utilizando la tecnologia de hibridacion fluorescente in situ, los
desarrollos recientes en la amplificacién imparcial del ADN ahora permiten analizar células individuales
utilizando aplicaciones de exploracion del genoma, como la hibridacién genémica comparativa. Las muchas
tecnologias citogenéticas que ahora estan disponibles permiten mucho mas que una simple descripcion del
estado cromosomico o del ADN de una célula o tejido. La citogenética trifasica de interfase y el mapeo en
microarrays de ADN que se ha enriquecido con la inmunoprecipitacion de cromatina estan comenzando a
proporcionar nuevas ideas sobre la organizacion funcional del genoma. La hibridacion in sifu con
fluorescencia de interfase multicolor nos ha ayudado a comprender mejor como se organiza el genoma en
tres dimensiones. Los avances recientes en la hibridacion in situ de fluorescencia de cuatro dimensiones
contribuiran a una mejor comprension de la interaccion dinamica entre el genoma y sus factores reguladores
en las células vivas. Por ello, estas tecnologias cierran la brecha entre el abordaje citogenético y el que
permite la biologia molecular (Speicher and Carter, 2005; Keren y cols., 2010; Das y Tan; 2013; Balajee y
Hande, 2018; Braun y cols., 2019; Fiedler y cols., 2019).



Las asociaciones teloméricas no fueron objeto de un andlisis cuantitativo, pero su presencia en mas
del 20% de los casos analizados nos conduce a pensar en la importancia de este fendmeno como causa de
inestabilidad cromosomica y su papel en la tumorigénesis (O’Sullivan y cols., 2006). Diferentes estudios
han demostrado que el acortamiento telomérico se encuentra asociado a la senescencia replicativa y a la
presencia de inestabilidad cromosomica (Raynaud y cols., 2008), mecanismos que contribuyen directamente
a la aparicion de las anomalias cromosomicas observadas en las diferentes neoplasias, particularmente en
tumores solidos (Sandberg, 1990; Mrozek y Limon 1992; Prescott y cols., 2012). Esta reduccion de la
longitud telomérica llevaria a la formacion de asociaciones teloméricas, consideradas como un primer evento
en la generacion de anomalias cromosOmicas. Dichas alteraciones ocurririan como resultado de ciclos de
ruptura y fusion, que llevarian a desbalances de material genético e inestabilidad gendmica y aumentarian la
probabilidad de producir errores capaces de generar cambios de importancia para el proceso de desarrollo
neoplasico ( Ye y cols., 2010; FEissenberg, 2013; Bertorelle y cols., 2014).

Si bien los mecanismos que producen asociaciones teloméricas son aun desconocidos, podrian estar
asociados a fallas en la actividad de la enzima telomerasa, una ribonucleoproteina con actividad de
transcriptasa reversa especifica de los telomeros, que permitiria mantener la longitud telomérica en
equilibrio, de modo que la célula pueda seguir proliferando (Greider, 1996). La telomerasa es muy activa en
células fetales, que mantienen un alto nivel de proliferacion, pero muestra escasa actividad en células de
adultos (Miura y cols., 2004). La observacion que las células tumorales expresan niveles elevados de
telomerasa ha llevado a especular que su reactivacion puede ser necesaria para el crecimiento tumoral, y que
su inhibicion podria suponer un nuevo tipo de terapia contra el cancer. El mantenimiento de los telomeros
juega un papel importante en la inmortalizacion celular (Shay y Wright, 2005), como se deduce de la
observacion de que ratones que carecen de telomerasa muestran un acortamiento de su vida, algunos
sintomas de envejecimiento prematuro, una menor capacidad de cicatrizacién de heridas, y una mayor
incidencia de cancer (Agaki, 2004). Aunque la telomerasa por si so6la no causa transformacion celular, la
reactivacion de la telomerasa coopera durante el proceso tumorigénico con mutaciones en oncogenes como
ras y genes supresores como p53 y Rb (Shats y cols., 2004). La eliminacion de la telomerasa y, por tanto, el
acortamiento progresivo de los telomeros, causa inestabilidad cromosomica, errores en la segregacion,
aparicion de anomalias cromosémicas y diversos tipos de mutaciones. En esta situacion, la induccion del gen
supresor p53 parece ser importante para provocar la muerte celular programada y evitar asi la acumulacion
de mutaciones y malignizacion de las células. Si la expresion de p53 se anula por mutacion se produce lo que
se ha denominado la catastrofe genética, con masiva acumulacién de mutaciones (Sundaram, 2004). Datos de
la literatura han demostrado una correlacion positiva entre la presencia de anomalias cromosdmicas y
acortamiento telomérico (Hoglund, 2002), habiéndose detectado que aquellos cromosomas con teldémeros
criticamente acortados se encontraban preferentemente involucrados en rearreglos estructurales en neoplasias
(Gisselsson, 2002). El acortamiento telomérico de las células epiteliales caracteriza la transicion adenoma-
carcinoma en los canceres colorrectales humanos, lo que sugiere que los carcinomas provienen de células
con acortamiento critico de los telomeros dentro del adenoma (Plentz y cols., 2003). Ya que la transicion
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puentes anafasicos, se ha planteado la hipdtesis de que el acortamiento telomérico iniciaria el proceso de
carcinogénesis colorrectal provocando inestabilidad cromosomica (Gisselsson y Hoglund, 2005).

El tratamiento de las células UXF1138L, provenientes de un carcinoma de Utero, con la sal de metasulfato de
acridinio pentaciclico RHPS4 conduce al desplazamiento de la subunidad catalitica de la telomerasa
(hTERT) del nucleo, la induccién de la sefalizacion iniciada en el telomero frente a dafio del ADN y la
fusion cromosodmica. Aunque su accion in vivo es limitada, una combinacion de RHPS4 con un veneno del
huso mitoético como el Taxol causa la remision de tumores y la potenciacidén posterior de la funcidon del
telomero (Phatak y cols., 2007).

Las células tienen una determinada capacidad intrinseca de proliferar. Generalmente se dividen hasta
que llegan a un grado de diferenciacion en que han adquirido las caracteristicas Optimas para desarrollar una
funcién, con una capacidad finita de proliferacion que abarca unas 50 divisiones. Durante la fase final, las
células entran en un proceso de degeneracion llamado crisis que conduce a la senescencia o envejecimiento y
posteriormente a la muerte (Zhang y Cohen., 2004). La apoptosis o muerte celular programada se produce
de modo natural durante el desarrollo embrionario y postnatal temprano en multiples tejidos. Su funcion
puede ser la eliminacion de células superfluas en un lugar determinado. Durante el ciclo celular, se produce
apoptosis mediada por el gen supresor p53 u otros mecanismos cuando el DNA que va a ser o esta siendo
replicado presenta alteraciones, evitindose asi la generacion de células anormales. La mayor parte de los
agentes empleados en quimioterapia anticancerosa basan su accion en la produccion de roturas y/o
alteraciones en el DNA de las células. De este modo, inducen el fendmeno de apoptosis y la muerte de las
células tumorales. Desgraciadamente, una de las causas de fallo de los tratamientos quimioterapicos es la
aparicion de resistencias a la muerte apoptotica de las células tumorales como consecuencia de la mutacion
de genes como p53. Cabe pensar que la activacion especifica de las rutas de induccion de apoptosis sin
necesidad de utilizar compuestos que dafien el DNA, o que actien en etapas del proceso posteriores a la
intervencion de p53 tendrian la ventaja de ser eficaces en células con el gen p53 mutado, como son la
mayoria de las células cancerosas (Carethers y Jung; 2015) por lo que adquiere especial relevancia el uso de
biomarcadores en el CCR (Popp y cols., 2016; Batista y cols., 2019).

Las mutaciones que hacen que el ciclo celular progrese de manera descontrolada son un requisito
previo en la tumorigénesis. No obstante, la evolucion ha instalado en los programas de proliferacion en
células de mamifero una variedad de mecanismos innatos de supresion tumoral que desencadenan la
apoptosis o la senescencia, a efectos de prevenir una proliferacion aberrante. Aunque la proliferacion y la
muerte celular son destinos celulares diametralmente opuestos, ambos procesos estan ligados y son
interdependientes (Evan y col, 1992; Evan y Vousden, 2001). Hay una superposicion entre las maquinarias
que conducen a la proliferacion y a la apoptosis. Los dos procesos estan unidos en varios niveles a través de
moléculas individuales responsables de orquestar la expansion celular, a menudo blancos de mutaciones
oncogénicas. Existen mutaciones que promueven la proliferacion celular que cooperan con aquellas que
inhiben la proliferaciéon proveniente de la apoptosis durante la transformacion y la tumorigénesis (Evan y
Vousden, 2001; Fridman y Lowe, 2003). Si bien se acepta que el fenomeno de apoptosis inducida por
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y la complejidad de los vinculos existentes entre las lesiones oncogénicas y la maquinaria apoptotica. Existe
una via intrinsica que constituye la respuesta primaria de apoptosis frente a sefiales de factores de sobrevida,
stress ¢ injuria celular. El conducto central de esta via es la mitocondria, en cuyo espacio intermembranoso
secuestra varios efectores proapoptéticos que una vez liberados gatillan la demision celular. La
permeabilidad mitocondrial esta determinada por el balance entre las proteinas proapoptdticas Bax/Bak y
sus similares Bcl2/BclXL (Danial y Korsmeyer, 2004; Cory y col, 2003; Green y Kroemer, 2004). Por otro
lado, una via extrinseca de muerte celular es activada a través de la unioén de receptor vinculados a muerte
celular en la superficie, tales como Fas/CD95, receptor del TNF y DFS5 con sus respectivos ligandos FasL,
TNFY¥ y TRAIL (Peter y Kramer, 2003). Una vez unidos, estos receptores forman el complejo de
sefializacion para la induccion de la muerte celular(DISC), que activaran a la cascada de la caspasa-8 apical.
En muchos tipos celulares, esto hecho es suficiente para activar la cascada que lleva a la apoptosis; en otros
es necesaria la participacion del componente mitocondrial. p5S3 es un factor de transcripcion que establece
programas para apoptosis, senescencia y reparacion en respuesta a una variedad de elementos que provocan
el estrés celular tales como, dafio en el ADN, hipoxia y disminucion del aporte de nutrientes. Los blancos
transcripcionales conocidos de p53 en la promocion de apoptosis incluyen miembros Bcl2 proapoptdticos
como puma, noxa, Bid y Bax (Fridman y Lowe, 2003), asi como también componentes de la sefializacién de
la recepcion de muerte celular, la maquinaria apoptdtica efectora, entre otros menos conocidos; p53 también
es inducida por muchos oncogenes, como E1A, Myc y E2F (Fridman y Lowe, 2003; Vogelstein y col, 2000).
La apoptosis no es la tnica respuesta antiproliferativa unida a la sefializacion oncogénica. Los oncogenes
activados también pueden desencadenar la senescencia celular (Dimri y col., 2000; Damalas y col., 2001;
Serrano y col, 1997), un estado caracterizado por un freno permanente del ciclo celular y cambios
especificos en la morfologia y la expresion génica, distinguiéndose de la quiescencia, el cual es un estado
reversible de la detencidn del ciclo celular. Mientras la senescencia replicativa es inducida por la erosion de
los telomeros durante la division celular, puede ocurrir un fenotipo similar en células jovenes frente a la
activacion de oncogenes, dafio a nivel del ADN o estrés oxidativo (Campisi, 2001; Shay y Roninson, 2004).
Las proteinas Rb y p53 son reguladores claves del programa de senescencia celular en la mediacion del
chequeo del ciclo celular y la supresion tumoral.

En funcién de los estudios moleculares llevados a cabo hasta el momento, se consideran dos vias
preferenciales de progresion tumoral en el CCR: la via de la inestabilidad de microsatélites y la via de la
inestabilidad cromosomica. Aunque se puede dar cierto solapamiento entre ambas vias normalmente esto no
ocurre, lo que sugiere que las dos formas de inestabilidad aumentan la tasa de mutacion de manera suficiente
como para producir tumorigénesis (Loeb y Loeb, 1999). El analisis detallado de ambas vias de progresion
tumoral y su posterior comparacion permite concluir que, aunque por diferentes caminos, los dos conllevan
la alteracion de los mecanismos cruciales de control de crecimiento. El mejor ejemplo es el sistema APC-®-
catenina, el cual se tiene que inactivar para iniciar el crecimiento del tumor colorrectal. En los tumores con
inestabilidad cromosomica este mecanismo se altera gracias a la mutacion intragénica de APC junto con la
pérdida del alelo normal debida a pérdida cromosémica. Sin embargo, en los tumores con inestabilidad de

microsatélites la inactivacion de este sistema se da por mutaciones intragénicas de ambos alelos de APC



debido a la presencia de secuencias microsatélite en su region codificante. En ambas vias también se pueden
producir mutaciones en ®-catenina. Por tanto, se obtiene el mismo resultado funcional independientemente
del tipo de inestabilidad genética que acttie (Cahill y col., 1999).

Multiples estudios han intentado caracterizar ambas vias de progresion en diferentes series de
tumores colorrectales. Mientras que en algunos casos la definicién de los dos grupos se basaba en un criterio
unico de presencia o ausencia de inestabilidad de microsatélites (considerando que el grupo con inestabilidad
cromosdmica lo constituian tumores sin inestabilidad de microsatélites) (Breivik y col., 1997; Olschwang y
col., 1997), en otros se intentaba medir el grado de inestabilidad cromosémica mediante técnicas como el
analisis de pérdida de heterocigosidad (Tomlinson y col., 1998), la citometria de flujo (Yao y col., 1999;
Pinto y cols., 2002) y la hibridacién gendmica comparada (Georgiades y col., 1999). La heterogeneidad de
las diferentes aproximaciones se ve reflejada en la variabilidad de los resultados obtenidos. Mientras algunos
estudios encuentran que los genes alterados en tumores MSI+ y MSI- podrian presentar diferencias mayores
a lo estimado previamente (Olschwang y col., 1997), otros afirman que existe un gran solapamiento en el
espectro de mutaciones (Tomlinson y col., 1998). También hay estudios que sugieren que las diferentes vias
de progresion estan condicionadas por factores relacionados con el sexo (Breivik y col., 1997) o la edad
(Ionov y col., 1993). Por ultimo, algunos de los estudios que analizan de forma independiente la inestabilidad
de microsatélites y la cromosomica encuentran que hay un subgrupo de tumores que no presenta ninguna de
las dos y que podrian pertenecer a una tercera via de progresion tumoral con alguna forma de inestabilidad
genomica desconocida o sin inestabilidad (Yao y col., 1999; Georgiades y col., 1999; Martin y col., 1999).
Ante la dificultad para encontrar criterios moleculares para la definicion de las vias de progresion de los
tumores colorrectales, se encuentra una propuesta atractiva en los estudios citogenéticos llevados a cabo por
el grupo de Dutrillaux. Hace mas de una década que estos autores definieron tres patrones de progresion
tumoral colorrectal basandose en la comparacion de metafases de tumores individuales y reconstruyendo su
evolucion clonal. Los tres patrones son: a) tipo monosémico (MT) (70 % de los tumores), caracterizado por
la pérdida conjunta de los cromosomas 17p y 18, la presencia de monosomias, deleciones y reorganizaciones
estructurales y la tendencia a la poliploidizacion; b) tipo trisomico (TT) (20-25 % de los tumores),
caracterizado por la presencia de trisomias y la ausencia de poliploidias y de altreaciones estructurales, y ¢)
tipo normal (NT) (5-7 % de los tumores), con cariotipo estable (Muleris y col., 1988; Muleris y col., 1990).
Se podria pensar que los cariotipos normales pertenecen a cé¢lulas no tumorales, pero el caracter maligno se
demostré al poder ser injertados en ratones atimicos (Dutrillaux, 1995). Respecto a los tumores
monosdmicos hay que sefialar que la progresion se inicia con deleciones de brazos cromosomicos que
conducen a hipodiploidia, pero posteriormente la fuerte tendencia a la endorreduplicaciéon lleva a la
formacion de subclones hipotetraploides (Dutrillaux, 1995). A partir de estas observaciones, se propusieron
los subtipos monosémicos “quasi” diploide y monosémico poliploide, pero al no hallarse diferencias
significativas entre ellos se abandond esta distincion (Muleris y Dutrillaux, 1996). Esta clasificacion se basa
en datos citogenéticos, pero también se ha demostrado que se asocia con parametros clinicos y moleculares.
Los tumores trisomicos y de cariotipo normal muestran caracteristicas similares: se encuentran
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de microsatélites. Sin embargo los tumores monosémicos muestran las caracteristicas opuestas (Dutrillaux,
1995). El hecho de que estos tumores presenten reorganizaciones estructurales y deleciones cromosomicas y
no tengan inestabilidad de microsatélites aporta nuevos argumentos para considerar los dos mecanismos
como vias de progresion tumoral diferentes (Remvikos y col., 1995).

La existencia de modelos matematicos que relacionan la progresion tumoral con los fendmenos de pérdida y
ganancia cromosomica podrian ser muy futiles en la determinacion de genes involucrados en el cancer y en
su diagnostico. La inferencia de fundamentos matematicos respecto a la progresion tumoral basado en datos
provenientes de analisis de CGH permite considerar un tipo de modelo triple para el desarrollo del CCR
(Desper y cols., 1999; 2000) mas que un modelo secuencial como se pensd inicialmente (Fearon y
Vogelstein, 1990).

Experimentos mas recientes siguen aportando datos que aumenta todavia mas la complejidad de la
interpretacion de la progresion tumoral colorrectal. Se ha propuesto la existencia de un tipo de tumor
colorrectal que se originaria debido a mutaciones de células del estroma y no de células epiteliales. Los
pacientes con sindrome de poliposis juvenil o con colitis ulcerosa desarrollan pdlipos hamartomatosos los
cuales pueden progresar hacia la malignizacion. Se cree que estos polipos se originan debido a la
acumulacion de alteraciones en células del estroma, que pueden conducir a la proliferacion anormal de las
células epiteliales. A este efecto se le conoce como efecto landscaper (de paisaje o entorno) (Kinzler y
Vogelstein, 1998). En diferentes grupos de pacientes con JPS se han encontrado mutaciones germinales en
los genes PTEN y SMAD4 (Laghi, 2000). Estudios posteriores tendrdn que demostrar si existe inactivacion
de la segunda copia de estos genes en las células estromales o en las epiteliales y, de existir en las primeras,
se tendrd que elucidar cual es el mecanismo de esta nueva alternativa de progresion tumoral (Kinzler y
Vogelstein, 1998).

El cancer es una enfermedad genética acompanada por fendmenos epigenéticos tempranos que
involucran tanto eventos de metilacion, modificacion de proteinas histonicas y remodelacion de la cromatina
(Esteller, 2006; Kawuakami y cols., 2006). La inactivacion de genes supresores de tumores especificos por
silenciamiento transcripcional con hipermetilacion de los promotores constituye un evento comun a nivel
tumoral. El fenotipo metilador de las islas CpG [CpG-island methylator phenotype (CIMP+)] en el CCR esta
caracterizado por hipermetilacion frecuente en la region promotora de los genes supresores de tumores a
diferencia del bajo nivel de metilacion encontrado en las islas CpG de la mucosa coldnica normal. Estudios
hechos en CCR mediante amplificacion de sitios intermetilados [amplification of intermethylated sites
(AIMS)] y secuenciacion en presencia de bisulfito confirmaron la metilacion diferencial en al ADN.
Concomitantemente, analisis de expresion llevados acabo mediante reaccion en cadena de la polimerasa a
tiempo real (RT-PCR) revelaron la inactividad génica a nivel del gen de la prostaciclina sintetasa (PTGIS)
(Frigola y cols., 2005). Se asocia la hipermetilacion de las islas CpG del promotor del gen PTGIS con
aneuploidia y mutaciones de p53 Otros estudios apuntan hacia el valor de los fenomenos epigenéticos en la
regulacion génica de células de CCR que escapan a la vigilancia inmunologica (Satoh y cols., 2004).. Son
muy interesantes los estudios realizados con la linea celular CLY derivada de metastasis hepatica de un
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con disminucion de la expresion del gen de la catenina B y silenciamiento de la caderina E por aumento de
los niveles de metilacion en sus promotores. Estos modelos in vitro e in vivo permitiran explorar los
mecanismos metastaticos del CCR y abriran la posibilidad de probar nuevos agentes terapéuticos para tratar
pacientes en estadios avanzados de la enfermedad CCR (Li y cols., 2007).

A la vista de los datos expuestos resulta evidente la dificultad de integrar toda la informacion en una
explicacion clara y coherente de como ocurre la progresion tumoral colorrectal. La mayoria de los
conocimientos actuales constituyen piezas aisladas, dificiles de ensamblar debido a la falta de resultados que
permitan confirmar y relacionar las diferentes teorias. Sin embargo, una de las estrategias que surge como
mas clara es la necesidad de abordar la explicacion de la formacion de los tumores no como un proceso
unico, sino como el conjunto de diferentes procesos que pueden conducir a la tumorigénesis de forma
independiente. De hecho, la existencia de multiples vias de progresion tumoral encaja mas acertadamente
con el fendmeno de la inestabilidad genomica. Dado el elevado nimero de mecanismos de control de la
estabilidad del genoma (Cheng y Loeb, 1993) es 16gico pensar que la alteracion en cualquiera de ellos pueda
conducir a un tipo concreto de inestabilidad y consecuentemente a un proceso independiente de
tumorigénesis. Por tanto, la vision globalizadora del modelo de Vogelstein, que fue 1til en su momento para
ilustrar la idea de evolucion progresiva del CCR, comienza a ser sustituida por propuestas mas concretas que
definen diferentes modelos de progresion para diferentes grupos de tumores (Meijer y cols., 1998; Desper y
cols., 1999; 2000). El estudio del dafio gendmico presente en los tumores puede colaborar en la
identificacion de los diferentes tipos de inestabilidad gendmica y la caracterizacion de las posibles vias de
progresion tumoral (Desper y cols., 1999; 2000).

El seguimiento de las aneuploidias y la inestabilidad cromosomica posee una indudable importancia
por su posible aplicacion a nivel clinico. En ese sentido, cabe destacar que los canceres que son aneuploides
y/o inestables cromosomicamente tienen, en general, un pronostico mas pobre que los canceres diploides. El
grado de la aneuploidia se correlaciona con la severidad de la enfermedad (Zhou y col., 2002; Watanabe y
col., 2001). En nuestra serie el resultado del andlisis estadistico mediante el método de estimacion de
sobrevida de Kaplan-Meier mostr6 que la informacion obtenida estaba acorde a lo esperado. La distribucion
global respecto a los tiempos de sobrevida mostrd perfiles similares a los encontrados habitualmente para
CCR al considerar las variables clinicopatologicas y cariotipos hallados en los distintos tumores (Figura
4.12). La separacion en estadios de Dukes tempranos y tardios en nuestro trabajo permitid separar dos grupos
con perfiles definidos en cuanto a probabilidad de sobrevida a largo plazo (Figura 4.13). Resulta muy
atractiva la obtencion de una correlacion entre menor probabilidad de sobrevida y aumento del grado de
aneuploidias y/o reordenamientos cromosomicos (Figura 4.14) con una tendencia similar a los trabajos
previamente publicados (Bardi y cols., 1993% 1993c; 2004). Esto apoya la teoria que se ha manejado en los
ultimos quince afios en que los cariotipos de tumores colorrectales deben ser tenidos en cuenta en el contexto
general del manejo clinico de esta patologia (Bardi y cols., 2004; Westra y cols., 2004).

No es claro el motivo para que exista un prondstico mas pobre y algo a destacar es que los canceres
deficientes en los sistemas de reparacion ‘mismatch’ (emparejamientos incorrectos) tienen una aptitud

genética mayor que los canceres cromosdémicamente inestables (Nowak y col., 2002). Otro punto importante



acerca del pronostico es que el estado de la ploidia generalmente no es utilizado para guiar regimenes de
tratamiento para pacientes con tumores solidos. Esto es cierto a pesar del hecho que la ploidia parece mas
predictiva de respuestas clinicas que otras herramientas comunmente usadas (Sinicrope y cols., 2006).

La inestabilidad cromosomica también puede contribuir a la capacidad del cancer para adquirir
quimiorresistencia. Aunque los mecanismos de quimiorresistencia a los agentes quimioterapéuticos comunes
son desconocidos (Lowe y col., 2004), unos pocos casos selectos indican que la inestabilidad cromosomica
puede tener un rol importante. La CIN probablemente contribuya a la evolucion tumoral por vias similares en
ausencia de drogas, facilitando la generacion de células ocasionales que tengan la capacidad de crecer mas
eficientemente en ambientes hostiles puestos en marcha por las defensas naturales del huésped (Rajagopalan
y Lengauer, 2004).

La relevancia de la CIN en el prondstico y en su capacidad aparente permitiendo la evasion de la
intervencion quimioterapéutica la hacen blanco del desarrollo racional de nuevos enfoques terapéuticos. Hay
por lo menos dos vias donde se podria operar. Una aproximacion implicaria a la inestabilidad cromosémica
como diana directa, ya que reduciendo la concentraciéon de proteina de punto de control como BUBRI1 o
MAD?2, o bien inhibiendo la actividad quinasa de BUBR1 puede provocar la muerte celular por apoptosis en
células aneuploides de canceres humanos (Kops y col., 2004). La supresion de la sefializacion del punto de
control mitdtico parece invariablemente letal como consecuencia de la pérdida cromosdémica masiva
(Rajagopalan y Lengauer, 2004). Ambas familias génicas BUB y MAD fueron originalmente identificadas en
levaduras porque mutaciones en estos genes conferian resistencia a la detencion en mitosis en respuesta a
agentes farmacoldgicos particulares (Spencer y col., 1990). Es posible que las drogas anti-CIN puedan ser
encontradas haciendo lo contrario. Comenzando con las causas genéticas de la inestabilidad cromosomica,
una busqueda de drogas a gran escala para pequefas moléculas de inhibidores de inestabilidad cromosomica
que actuen de una manera genotipo especifica podria ser hallada (Rajagopalan y Lengauer, 2004). Una
segunda aproximacion con las CIN como diana seria hallar agentes que inhiban las vias necesarias para
mantener la inestabilidad cromosomica. En esta via los compuestos anti-CIN podrian servir como un agente
coadyuvante de la quimioterapia, previniendo al cancer de la adquisicion de nuevas mutaciones que les
permita desarrollar resistencia a otros agentes citotoxicos (Rajagopalan y Lengauer, 2004).

Si se considera la vision mecanistica de estos fendmenos genéticos y los aspectos clinicos en forma
conjunta, se puede anticipar que el desafio clave en la proxima década sera dilucidar los complicados eventos
que subyacen en la aneuploidia y la inestabilidad genoémica, y aplicar creativamente este conocimiento en la
terapéutica contra el cancer. Los neoplasmas son un microcosmos de evolucion. Dentro de un neoplasma, un
mosaico de células mutantes compiten por espacio y fuentes nutricias o energéticas, evadiendo el control que
ejerce el sistema inmune y contribuyendo o bien, a la dispersion o a la colonizacion de nuevos organos. La
evolucion de las células neopléasicas explica tanto, por qué podemos adquirir un cancer y por qué ha
resultado dificil obtener indices de curacion significativos. Las herramientas de la biologia y la ecologia
evolutiva estan ofreciendo nuevas perspectivas en el conocimiento de la progresion tumoral y el control
clinico del cancer (Merlo LMF y cols., 2006; Davis y cols., 20017; Liggett y DeGregori; 2017; Somarelli y
cols., 2017; Sottoriva y cols., 2017; Liu, 2018; Scherer, 2020).



6. CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS

1)

2)

3)

4)

S)

6)

7)

El analisis genético del CCR en el Uruguay ha significado un avance en el desarrollo
metodologico de la puesta a punto de cultivos primarios en tumores solidos y su aplicacion para
estudios citogenéticos.

Los perfiles cromosémicos obtenidos siguen apoyando la idea de que esta patologia neoplasica
es un proceso dinamico complejo no librado al azar en cuanto a su inicio y desarrollo.

El modelo inicial de tumorigénesis colorrectal secuencial esta siendo modificado por aportes
continuos que postulan vias de origen y progresion multiples.

La identificacion y la evolucion de estas aberraciones en un contexto metodologico multiple
son de creciente utilidad para el manejo clinico de la enfermedad cancer.

La distribucion global respecto a los tiempos de sobrevida, con perfiles similares a los
encontrados habitualmente en analisis realizados mediante el método de Kaplan-Meier para
CCR, afirman el hecho de que las variables clinicopatologicas y los cariotipos hallados en los
distintos tumores pueden ser de utilidad en el establecimiento del pronoéstico de la neoplasia.

La recurrencia de regiones cromosomicas involucradas en nuestra serie permitiria establecer
posibles genes candidatos que pueden ser utiles para dilucidar los mecanismos de la
transformacién neoplasica colorrectal con probable funcidon oncogénica y/o supresora de
tumores.

La trascendencia de estos hallazgos citogenéticos y moleculares en el estudio del CCR
pueden estimarse mejor al considerar el rol de los diferentes procesos celulares vinculados a la
aneuploidia que conduciran a esfuerzos concertados para desarrollar nuevas terapéuticas en el
manejo de esta enfermedad dirigidos contra una de las caracteristicas mas antiguas reconocidas

en el cancer.
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