ANORMALIDADES CROMOSOMICAS EN TUMORES UROLOGICOS DE
CORDOBA, ARGENTINA

Lerda, D.* , Paladini, M**, Lopez, S.**, Sambuelli, R.*** Gomez, S*** | Tehaux,
R.*** Guidi, A.***, Armando, L.*** Braxs, C.*, Biagi Bistoni, M.*, Pellicioni, P.*,
Mangeaud, A*

* Laboratorio de Genética — Facultad de Medicina-Universidad Catolica de
Cordoba.

**  Servicio de Urologia - Clinica Privada Universitaria Reina Fabiola-Universidad
Catolica de Cordoba.

*#%  Catedra de Anatomia Patologica y Fisiopatologia — Facultad de Medicina-
Universidad Catolica de Cordoba. Jacinto Rios 571 — B° General Paz — 5000
Coérdoba — dlerda@coyspu.com.ar

Resumen

Purpose: La identificacion de genes especificos o regiones de cromosomas
involucrados con el desarrollo de determinados tumores puede ayudar al diagnostico,
formular prognosticos, monitorear pacientes y eventualmente desarrollar terapias
selectivas.

Materials and Methods:

Se estudiaron 80 tumores solidos procedentes de cirugia: vejiga (n= 28) obtenido por
reseccion endoscopica transuretral, prostata (n=24) y rifion (n= 28) recolectados en el
acto operatorio en fresco. Las muestras fueron recibidas en Anatomia Patoldgica para
su estudio histopatologico y una porcion del tumor fue utilizado para realizar cultivo de
tejidos y posterior estudio citogenético.

Results:

En los tumores de vejiga la del (9)(p21) fue detectada en 17 de 28 casos, el 60,7 % de
los tumores. La del(11)(p13) ocurri6 en 6 (21,4%) de 28 tumores. La t (1;14)(q22;q32)
fue observada en 5 casos, el 17,8 % de los tumores. En los tumores renales la del
(3)(p13) fue detectado en 18 (64 %) de 28 tumores. La del(14)(q24) fue detectada en 10
de 28 tumores (35,7 %). En este estudio, la citogenética en tumores de prostata con
grado Gleason 7, 8 y 9 mostr6 aneuploidia del cromosoma 7 en 16 tumores (66,6 %).
Ademas se hallaron en 8 tumores (33,3 %) con grado Gleason 9 la del (16)(q24).
Conclusions:

En los tumores de vejiga, el hallazgo mas interesante fue la t(1;14)(q22;q32) en vejigas
hiperplasicas, que en el tiempo se transformaron en carcinoma transicional. La
citogenética anticipo la evolucion neoplasica, aspecto este que requiere de futuras
investigaciones para determinar si se repiten estas alteraciones neoplasicas en vejigas
hiperplasicas. Este estudio sugiere que el marcador genético del sitio cromosoémico 14q,
puede predecir la evolucion clinica del carcinoma renal de células claras. En cuanto a
los tumores de prostata el hallazgo mas importante aparte de la tri 7, fue la del
(16)(g24). Esto sugiere que el marcador genético de este sitio cromosdmico puede
predecir el potencial metastasico del tumor.



Introduccion

Dentro de los tumores genito-urinarios, los mas frecuentes son los que se originan en la
prostata y vejiga, seguidos de los tumores de rifion. El carcinoma urotelial del epitelio
transicional es el mas frecuente cancer de vejiga en Europa, USA y Argentina,
representando el 90-95 % de los casos, mientras el carcinoma de células escamosas
representa solo el 5 % en estos paises (1). Ocurre principalmente en la década 6 — 8 de
la vida y los factores de riesgo son el cigarrillo, exposicion ocupacional (anilina,
bencidina, naftilamina), 20 — 30 afios después de la exposicion. Muchas de las
alteraciones citogenéticas que ocurren en cancer de vejiga, son conocidas, pero la
significacion de la mayoria de ellas son escasamente conocidas (2) . Se identificaron
anormalidades en los cromosomas 1,3,5,7,9,11 y 17. Delecion alélica del cromosoma 9q
son independientes del estado y grado, esto sugiere que la pérdida de un gene supresor
de tumor sobre cromosoma 9q puede ser un importante evento primario en la génesis
del cancer de vejiga. Delecion en los cromosomas 11p y 17p, observado solo en
tumores de alto grado, puede ser importante para la progresion del cancer de vejiga (3).

El carcinoma de prostata es la causa mas comun de cancer en el varon. En los paises
industrializados supone el 20 —25 % de todos los tumores malignos nuevos
diagnosticados por afio y representa la tercera causa de muerte por cancer en el varon.
La incidencia del cancer de prostata se va elevando progresivamente, siendo
actualmente del 90/100.000 en los varones. Las alteraciones citogenéticas mas
reportadas son las que involucran a los: cromosomas 7,8,10 y 18; numérica y delecion;
cromosoma 16: translocacion y delecion; cromosoma 17: delecion; cromosoma X e Y:
numérica. Cromosoma 7: los primeros informes sobre las anormalidades de este
cromosoma conciernen sobre delecion del brazo largo en casos de cancer de prostata
primario. Otros estudios mas tarde indicaron una ganancia de cromosoma 7 en varios
casos de cancer de prostata. Esta ganancia estuvo asociada con tumor de alto grado,
estado patologico avanzado y muerte por cancer de prostata temprano. La trisomia del
cromosoma 7 fue asociada con cancer de prostata local y progresion metastasica.
Cromosoma 8: delecion de la secuencia de este cromosoma son algunos de los cambios
mas informados asociados con canceres de prostata esporadicos. Cromosoma 10: la
alteracion inicial de este cromosoma en cancer de prostata fue la delecion, del (10)(q24)

(4).

Se han identificado alteraciones genéticas especificas en distintos tipos de cancer de
rifién tal como papilar, no papilar y carcinoma de células renales croméfobas. El tipo
comun, carcinoma renal de células claras acontece alrededor del 80 % de todos los
canceres de rifion. La especificidad de la del(3) (p13) en este tipo de cancer esta bien
documentada en la literatura (5,6). La pérdida del cromosoma 14 q esta asociado con el
comportamiento agresivo de la neoplasia colorectal, neuroblastoma y carcinoma de
células renales, indicando que un gen tumor supresor reside en el brazo largo del
cromosoma 14 y que la inactivacion puede ser un evento critico en la progresion de
estos tumores (7 - 10).

En este estudio se analizaron las alteraciones cromosomicas presentes en los tumores de
vejiga, rifion y prostata mediante el analisis citogenético y se correlacionaron los
hallazgos genéticos con la histologia.



En particular, se evaluo la relacion entre las alteraciones cromosémicas, el grado y
estadio de los tumores en pacientes de la ciudad de Cérdoba, Argentina.

Materiales y Métodos
Muestras

Se estudiaron 80 tumores solidos procedentes de cirugia: vejiga (n= 28) obtenido por
reseccion endoscopica transuretral, prostata (n=24) y rifion (n= 28) recolectados en el
acto operatorio en fresco. Las muestras fueron recibidas en Anatomia Patoldgica para
su estudio histopatologico y una porcion del tumor fue utilizado para realizar cultivo de
tejidos y posterior estudio citogenético.

Estudio citogenético

El cultivo celular fue preparado y los cromosomas analizados de acuerdo a la técnica
descripta por Kovacs y col (11). El tumor fue trozado con un bisturi y lavado en medio
RPMI 1640. Los fragmentos de tejido fueron luego incubados en Colagenasa al 0,1 % y
disueltos en medio de cultivo por 30 a 60 minutos a 37° C. Los fragmentos de tejido
fueron luego lavados dos veces en medio de cultivo , resuspendiendo y dispersando
vigorosamente con una pipeta Pasteur. Los grandes grupos de células que se despegaron
del tejido se cultivaron en frascos Falcon de 25 cm” que contenian 5 ml de medio RPMI
1640 suplementado con suero fetal calcico al 10 %, en una estufa con CO,  Los analisis
citogenéticos se llevaron a cabo después de 3 — 7 dias de cultivo primario, dependiendo
de la proliferacion de las células. Los cromosomas fueron analizados con la técnica de
bandeo y se estudiaron las metafases bandeadas de cada tumor.

Andlisis histopatologico

Los tumores solidos procedentes de cirugia se analizaron mediante microscopia optica
con tinciones de hematoxilina-eosina. El grado citologico de los tumores vari6 entre G1
y G3 sobre los tres grados de la escala. Para el tumor de prostata se utiliz6 el grado
Gleason que va de 2 a 10. Se establecio el sistema de estado TNM de la American Joint
Committee on Cancer para cada tumor.

Analisis estadisticos

Para calcular la correlacion entre el grado y estado del tumor con las alteraciones
cromosdmicas se utilizé la prueba de Kruskal Wallis (12). Un valor de p < 0,05 fue
considerado significativo.

Resultados

En los tumores de vejiga la del (9)(p21) fue detectada en 17 de 28 casos, el 60,7 % de
los tumores. La del(11)(p13) ocurri6 en 6 (21,4%) de 28 tumores. La t (1;14)(q22;q32)
(Fig.1) fue observada en 5 casos, el 17,8 % de los tumores. Las alteraciones
cromosdmicas con el grado histologico mostraron diferencias significativas: H= 17,60 ;
p=<0.001. Lo mismo ocurri6 con el estadio de los tumores y las alteraciones
cromosodmicas, mostraron diferencias significativas: H=17,25; p=<0.001 ( Fig.2).



En los tumores renales la del (3)(p13) fue detectado en 18 (64 %) de 28 tumores. La
del(14)(q24) fue detectada en 10 de 28 tumores (35,7 %). . Las alteraciones
cromosdmicas con el grado histolégico mostraron diferencias significativas: H=9,71 ;
p<0.001. Lo mismo ocurri6 con el estadio de los tumores y las alteraciones
cromosdmicas, mostraron diferencias significativas: H=5,30; p=0.014 ( Fig.3).

En los tumores de préstata, a pesar de su bajo indice mitotico, lo cual hace muy dificil
su estimulacion hasta la metafase, en este estudio se obtuvieron buenas metafases. La
presencia de alteraciones cromosomicas halladas en diferentes cromosomas se asocia
con un mal pronostico, entre ellas se destacan, la trisomia del cromosoma 7 que esta
significativamente asociada a un grupo de pacientes de peor evolucion, en tumores con
grado Gleason mas elevado (13). En este estudio la citogenética en tumores con grado
Gleason 7, 8 y 9 mostr6 aneuploidia del cromosoma 7 en 16 tumores (66,6 %). Entre
otras alteraciones cromosomicas halladas y asociadas a un mal pronoéstico se
encuentran las deleciones que afectan a la region (q24) del cromosoma 16 , que parecen
ser una alteracion frecuente en el cancer de prostata y que se asocia a una expresion
disminuida y funcion alterada en la E-caherinas, lo cual contribuiria al potencial
metastasico del tumor(14). Estas se hallaron en 8 tumores (33,3 %) con grado Gleason
9. Cuando comparamos las alteraciones cromosdmicas con los grados histologicos mas
altos observamos diferencias significativas: H=7,77; p<0.001 y el estadio con las
alteraciones cromosomicas halladas también mostraron diferencias significativas:
H=6,53; p<0.001 (Fig.4).

Discusion

En los tumores de vejiga la del (9) (q34) es el cambio genético mas frecuente hallado en
este estudio (60,7%). Distintos estudios independientes han reportado frecuencias de
delecion que van desde el 50 al 70 % en una serie de tumores (15). Lo importante de
ello es que estas deleciones estuvieron presentes a similar frecuencia en tumores de
vejiga de todos los grados y estados(16). Este hallazgo de la delecion del cromosoma 9
como el unico cambio genético en muchos tumores de bajo grado y estadio temprano
sugiere que el mismo puede representar un iniciador de eventos genéticos. Hay
evidencias de que esta implicado el CDKN2 (MTS1 y p16) localizado en el cromosoma
9 como frecuentemente aberrante en la vejiga y otros tumores solidos (17,18)

Seis pacientes (21,4%) con carcinoma papilar de alto grado presentaron el cariotipo con
del(11)(p13) sugiriendo que pérdida de material genético del brazo corto del
cromosoma 11 seria un evento secundario en la evolucién del carcinoma de células
transicionales, probablemente relativo al comportamiento invasivo del tumor (2,3).

Otra alteracion observada fue la t(1;14)(q22;q32) en el 17,8 % de los tumores. Estos
cinco pacientes presentaron hiperplasia de vejiga y el cariotipo mostro
t(1;14)(q22;q32), que en el tiempo se transformaron en carcinoma transicional, es decir
la citogenética anticip6 la evolucion neoplésica. El hallazgo requiere de futuras
investigaciones.

En virtud de que los tumores renales muestran heterogeneidad dentro del tumor,
sumado a estudios de citometria con resultados conflictivos (19), nos llevo a realizar
este tipo de estudio a los efectos de confirmar lo que otros autores (20) hallaron sobre la
pérdida del cromosoma 3p y 14q en el carcinoma de células renales (RCC). Nosotros
encontramos que el 64 % de RCC tuvieron la pérdida del cromosoma 3p y que esta en



concordancia con otros reportes genéticos (7,21,22). Esta delecion posiblemente juega
un importante rol en el desarrollo temprano del RCC y puede eventualmente servir
como un marcador genético para el diagndstico temprano de este dafio.

Kovacs y col (7) sugirieron que RCC adquiere cambios cromosdmicos adicionales
durante la progresion y una de la aberracion mas frecuente es la pérdida del cromosoma
14q. La pérdida de una copia del cromosoma 14 en RCC puede corresponder a la
pérdida de cierto mecanismo de control y en este aspecto puede resultar en células de
alta malignidad. Nosotros confirmamos la pérdida del cromosoma 3p y 14q mediante la
utilizacion de la técnica citogenética.

En cuanto a los tumores de préstata en este estudio la citologia con grado Gleason 7, 8
y 9 mostr6 aneuploidia del cromosoma 7, es decir el 66,6 % de los tumores. Este
porcentaje es alto como lo registrado en estudios previos (24, 25). A la hora de
establecer qué alteraciones cromosomicas son las que contribuyen a este patron
aneuploide, observamos que la alteracion numérica del cromosoma 7 es practicamente
constante y que se encuentran desde la lesion de Neoplasia Intraepitelial Prostatica
(PIN) hasta las metastasis linfaticas de cancer de prostata (26). Sin duda regiones de
este cromosoma alberga genes implicados en el inicio y progresion del cancer de
prostata. Ademas, otra alteracion cromosomica hallada en este estudio y asociada a un
mal pronoéstico se encuentra la delecion que afecta a la region (q24) del cromosoma 16,
esta parece ser una alteracion frecuente en el cancer de prostata, que se asocia a una
expresion disminuida y funcion alterada en la E-caherinas, lo cual contribuiria al
potencial metastasico del tumor (27).

Conclusiones

En los tumores de vejiga, el hallazgo mas interesante fue la t(1;14)(q22;q32) en vejigas
hiperplasicas, que en el tiempo se transformaron en carcinoma transicional. La
citogenética anticipo la evolucion neoplasica, aspecto este que requiere de futuras
investigaciones para determinar si se repiten estas alteraciones neoplasicas en vejigas
hiperplasicas. Ademas, observamos la del ( 9)(q34) y la del (11)(p13), anormalidades
estas que sugieren en el primer caso que pueden representar un iniciador temprano de
eventos genéticos y en el segundo caso sugiere un comportamiento invasivo del tumor.

Nuestros resultados, en tumores renales, sugieren que el gen supresor de tumor en el
cromosoma 3p, puede estar involucrado en un temprano estado de la carcinogenesis, en
el carcinoma de células claras y la perdida de una region del cromosoma 14q puede ser
un factor pronostico en carcinoma de células renales. Este estudio sugiere que el
marcador genético del sitio cromosémico 14q, puede predecir la evolucion clinica del
carcinoma renal de células claras.

En cuanto a los tumores de prostata el hallazgo mas importante aparte de la tri 7, fue
la del (16)(q24). Esto sugiere que el marcador genético de este sitio cromosomico puede
predecir el potencial metastasico del tumor.
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Fig.2. Vejiga, diferencias significativas entre anormalidades cromosdmicas y
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