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Resumen. En Colombia el melanoma es la principal causa de muerte por
enfermedades dermatoldgicas (40%) y representa el 1% del total de muertes
por cancer. El rdpido incremento en la incidencia del melanoma hace necesa-
ria la realizacion de estudios que permitan entender mejor los mecanismos
implicados en su génesis y progresion. En este estudio se determinaron ano-
malias cromosémicas en sangre periférica de 30 pacientes con melanoma y en
23 individuos control mediante Citogenética Convencional (Bandeo G), obser-
vandose alta incidencia de anomalias numéricas y baja incidencia de rearre-
glos estructurales recurrentes, siendo las pérdidas cromosémicas las altera-
ciones prevalentes en todos los estadios tumorales estudiados. El andlisis cito-
genético de los pacientes mostré que, los cromosomas X, 9 y 17 fueron los
mas frecuentemente afectados. De las anomalias numéricas las monosomias
de los cromosomas Xy 17 y la trisomia formada por un cromosoma marcador
fueron las mas frecuentes, en estadios tempranos y tardios de la enfermedad.
Deleciones y translocaciones se presentaron como anomalias tnicas. En el
grupo control ningan tipo de anomalia fue identificada, y se observé bajo por-
centaje de fragilidades en comparacion con el grupo de pacientes. En compa-
racién con los controles se observo alta frecuencia de anomalias cromosomi-
cas en los pacientes, lo que sugiere la existencia de heterogeneidad y predis-
posicion genética en el desarrollo de la enfermedad, que con investigaciones
adicionales deben ser analizadas y validadas como posibles fuentes de marca-
dores moleculares, ttiles para el diagndstico temprano, tratamiento y segui-
miento de la enfermedad.
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Abstract. Among all the skin diseases, melanoma is the main cause of
death in Colombia (40 %) and it represents 1 % of all deaths by cancer. Due to
the fast increase in the incidence of melanoma, it is necessary to carry out re-
search on the mechanisms involved in its genesis and progression. This study
determined chromosomal anomalies from peripheral blood samples on 30 pa-
tients with melanoma and on 23 control subjects using conventional
cytogenetics (G Banded), where a high incidence in numerical anomalies and
a low incidence in recurrent structural rearrangements were observed.
Chromosomic losses were prevalent in all the tumor stages studied. The analy-
sis showed that the chromosomes X, 9 and 17 were mainly affected. Among
the numerical anomalies, monosomies in X and 17 chromosomes, as well as
trisomies formed by a marker chromosome, were the most common in both
early and late stages of the disease. Deletions and chromosomal crossovers ap-
peared to be as isolated anomalies. In the control group no anomaly was iden-
tified, and a low percentage of fragility was observed when compared with the
patients group. A high frequency in chromosomal anomalies was observed in
patients, in contrast with the control subjects. This suggests the existence of
heterogeneity and genetic predisposition during the illness development. To
further research, these must be analyzed and validated as possible sources of
molecular markers, which could be of use for the carly diagnosis, treatment

and follow up of the disease.
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INTRODUCCION

El melanoma es considerado en algu-
nos paises (Estados Unidos y Australia) pro-
blema de salud publica, al extremo de cata-
logarse epidemia, debido al aumento en la
incidencia y tasas de mortalidad en los tlti-
mos anos (1). Segin la IARC (Internacional
Agency Research of Cancer) en Colombia se
registraron 889 casos de melanoma en el
afno 2002, alcanzando tasas de mortalidad
aproximadas del 23% (2). En el Instituto
Nacional de Cancerologia (Bogota D.C), se
registraron en el ano 2001 95 casos nuevos
de melanoma maligno mientras que para el
2002 fueron 151, siendo la principal causa

de muerte por enfermedades dermatoldgi-
cas (40%) y representando el 1% del total
de muertes por cancer (3). Estas cifras no
parecen tan alarmantes, sin embargo se
sabe que existe un subregistro en paises
como Colombia y que la enfermedad alcan-
za altas tasas de incidencia a nivel mundial,
por lo tanto el estudio e investigacion en
melanoma facilita la generaracion de cono-
cimiento sobre los mecanismos que inter-
vienen en el desarrollo y evolucion de esta
enfermedad.

El cancer, en general, se produce por
la acumulacion de eventos moleculares al
interior de las células, que conducen bien
sea a la alteracion de la informacion genéti-

Investigacion Clinica 50(2): 2009



Estudio citogenético en sangre periférica de pacientes con melanoma 175

ca 0 a la manera como ésta se regula, inter-
firiendo con el funcionamiento normal de la
célula, en este caso los melanocitos. Estos
cambios se asocian frecuentemente con al-
teraciones en genes relacionados con el
mantenimiento de la integridad del ADN, la
apoptosis y la proliferacion celular. Algunos
de estos pueden ser, proto-oncogenes, ge-
nes supresores de tumor o genes que inter-
vienen en los procesos de reparacion de da-
nos a nivel del ADN, como por ejemplo
LODC1 (Xg25) (15), CDKN2A (9p21)(6) y
p533 (17p21). Por lo tanto, la activacién y/o
inactivacion de estos genes por alteraciones
cromosomicas (translocaciones, inversiones
y deleciones) originadas por exposicion a
factores fisicos, quimicos y biol6gicos, pue-
den constituirse ya sea en un factor desenca-
denante del melanoma, un indicador de la
progresion de la enfermedad o en un deter-
minante de la respuesta al tratamiento (4).

Los analisis citogenéticos han contri-
buido a la identificacion de regiones cromo-
sOmicas frecuentemente alteradas en pa-
cientes con cancer, en melanoma particu-
larmente se reportan cariotipos variados y
complejos con alta prevalencia de anoma-
lias numéricas, poca recurrencia de anoma-
lias estructurales (5), y asociacion de las
monosomias con el inicio y progresion del
melanoma (4, 6). Este tipo de anilisis favo-
rece la identificacion de secuencias geno-
micas con informacion ttil para el diagnos-
tico, tratamiento y seguimiento de la enfer-
medad.

Entre las anomalias numéricas repor-
tadas mas comunes se encuentran la pérdi-
da de los cromosomas 9 (4-6) y 10, ganan-
cia de los cromosomas 7, 20, 22 y X (5) y
en menor frecuencia anomalias estructura-
les de los cromosomas 7, 9 (afectando 9p),
11y 17. Las deleciones del cromosoma 9 se
encuentran asociadas a las etapas iniciales
del melanoma (7-9). Las anomalias estruc-
turales descritas con mayor frecuencia son:
duplicaciones en 1p36, deleciones y translo-

caciones en 9p, deleciones de 10g23-26, de-
leciones de 6q, dicéntricos de los cromoso-
mas 1p10y 11p14 y derivados de los cromo-
somas 4pl4, 9p12, 14ql12, 9p21, 19p13.3,
10931, 19q13 y 20q13.3 (10).

En el presente trabajo se describen las
anomalias cromosémicas encontradas en
sangre periférica de un grupo de pacientes
con melanoma maligno en comparaciéon
con un grupo de personas sin ningan tipo
de ciancer mediante técnicas de citogenéti-
ca convencional.

MATERIALES Y METODOS

Poblacion de estudio

Se incluyeron en el estudio, 30 pacien-
tes con melanoma, sin restriccion de edad,
sexo, raza; entre los 22 y 86 anos de edad y
sin tratamiento previo (quimioterapia, ra-
dioterapia o terapia hormonal). Los pacien-
tes fueron contactados en las unidades de
dermatologia, seno y tejidos blandos del
Instituto Nacional de Cancerologia (INC)
Bogota; Colombia, en donde se les realizé
el diagndéstico, tratamiento y seguimiento
de la enfermedad. El grupo control estuvo
constituido por 23 individuos sanos sin nin-
gun tipo de cancer, los cuales cumplieron
con caracteristicas de género, edad y condi-
cién socioeconémica semejantes a las de
los pacientes. Todos los participantes firma-
ron consentimiento informado aprobado
tanto por el comité de ética de la Universi-
dad del Rosario como por el comité de ética
e investigaciones del Instituto Nacional de
Cancerologia.

Procedimiento

A todos los participantes se les tomo
una muestra de 5 mL de sangre con hepari-
na como anticoagulante. Las muestras fue-
ron cultivadas a 37°C por 72 horas en me-
dio MEM, suplementado con 10% de suero
fetal bovino y 100 uL. de fitohemaglutinina.
Al cabo de las 72 horas las células se trata-
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ron con colchicina (0,0001 g/mL) durante
45 minutos para bloquear la citocinesis,
luego se adicion6 solucion hipotonica (KCI1
0,075 M) para lisar los eritrocitos, poste-
riormente fueron prefijadas en solucion 3:1
de metanol: 4cido acético (fijador carnoy),
lavadas tres veces con fijador carnoy y ex-
tendidas sobre laminas de vidrio. Después
de secar al aire, las laminas fueron bandea-
das (bandas G) y tenidas con solucién colo-
rante Giemsa para el andlisis de anomalias
cromosomicas, fragilidades y roturas.

Analisis cromosémico

En el microscopio se seleccionaron de
13 a 100 metafases por paciente, la diferen-
cia en el nimero de células analizadas se
debio al bajo porcentaje de metafases obte-
nidas en algunos de los pacientes y contro-
les estudiados. Se analizaron metafases con
buena dispersion y morfologia, y se deter-
minaron anomalias numéricas y/o estructu-
rales, fragilidades y roturas. Las anomalias
observadas fueron consideradas como clo-
nales cuando se presentaron minimo 2 ve-
ces en el total de células analizadas.

Anilisis estadistico

Se aplicé la prueba de independencia
de ji (x?) cuadrado a las anomalias numéri-
cas, anomalias estructurales, fragilidades y
roturas que se presentaron con mayor fre-
cuencia, para muestras de sangre periférica
de los pacientes y del grupo control. Valo-
res de p menores a 0,05 (P < 0,05) fueron
considerados como significativos en todas
las pruebas. Los andlisis se realizaron usan-
do ¢l programa estadistico Statistix 8.0.

RESULTADOS

En total fueron analizadas por citoge-
nética 30 muestras de pacientes de los dos
géneros, con edades entre los 22 y 86 afios.
El diagnostico clinico e histopatoldgico de

los pacientes con melanoma incluidos en el
estudio se describe en la Tabla 1.

En el andlisis cromosémico se analiza-
ron de 13 y 100 metafases por paciente,
para un total de 1929 metafases estudiadas.
En los cariotipos de los 30 pacientes con
melanoma se observaron anomalias numéri-
cas, estructurales, fragilidades y roturas en
alta frecuencia, mientras que en el grupo
control s6lo se observaron algunas fragilida-
des y roturas. El 36,6% de los pacientes te-
nia cariotipo anormal y el 63,3% cariotipo
normal (Tabla II).

En los cariotipos anormales se identifi-
caron anomalias numéricas en mosaico del
tipo monosomias, trisomias, y poliploidias.
Las anomalias estructurales se observaron
s6lo una vez por paciente y su presencia no
fue estadisticamente significativa; adicio-
nalmente se observaron fragilidades y rotu-
ras cromosomicas y cromatidicas.

Anomalias numéricas

De 1929 metafases analizadas, 107 tu-
vieron anomalias cromosémicas numéricas:
73 metafases con monosomias, en donde la
mas frecuente fue la del cromosoma X (45,
X, X 0 46,Y, -X), que se identifico en 8 pa-
cientes con edades entre los 36 y 83 anos
(26,66%), siendo estadisticamente signifi-
cativa (P = 0,0072). Asi mismo se encon-
tré que 25 metafases tenian trisomias, sien-
do la mas frecuente la trisomia del cromo-
soma X (47, XX,+X o 47, XY, +X) presente
en 4 pacientes (13,33%). También se obser-
vo la presencia de un cromosoma marcador
(47, XX, + mar o 47, XY, +mar) en 9 pa-
cientes (30%), mostrando diferencias esta-
disticamente significativas al compararlo
con el grupo control (P = 0,0039). Mono-
somias de los cromosomas Xy 17 se obser-
varon tanto en estadios tempranos como
tardios de la enfermedad. En el grupo con-
trol no se observaron anomalias numéricas
(Tabla IIT).
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TABLA 1
GRADO DE DESARROLLO Y TIPO HISTOLOGICO DE LOS MELANOMAS EN EL GRUPO
DE PACIENTES PARTICIPANTES

Tipo histolégico N° de Pacientes %

Melanoma in situ 3 10
Melanoma lentiginoso ACRAL

Grado T A 1 3,33

Grado I B 2 6,66

Grado IT A 1 3,33

Grado IIT A 1 3,33

Grado III B 1 3,33

Grado III C 2 6,66

Grado IV 2 6,66
Melanoma nodular

Grado IT A 1 3,33

Grado IIT A 1 3,33

Grado III B 3 10,00

Grado III C 2 6,66
Melanoma extensién superficial

Grado IV 1 3,33
Melanomas clasificacion no determinada

No determinado 9 30,00
Total 30 100,00
Anomalias estructurales Fragilidades

En total se encontraron 65 metafases
con anomalias estructurales, correspon-
dientes a 19 pacientes (63,33%), estas ano-
malias sé6lo se observaron una vez y se pre-
sentaron como anomalias tnicas. Entre
ellas se identificaron: deleciones, derivados,
duplicaciones, translocaciones ¢ inversio-
nes. Las anomalias mas frecuentes fueron
las deleciones (67,69%), seguidas por las
translocaciones (16,92%). Las deleciones
fueron principalmente del cromosoma 1
afectando las regiones 1pl12 y 1qll y del
cromosoma 9 afectando las regiones pll,
p21, ql1. No se observaron anomalias es-
tructurales, ni anomalias estructurales en
mosaico con significancia estadistica (Ta-
bla IVy Fig. 1).

En las 1929 metafases analizadas se
encontré un total de 233 fragilidades, sien-
do las mas frecuentes 9ql12, 3pl12 1qll y
9q11 en el 70%, 13,33% y 10% de los pa-
cientes respectivamente; mientras que en el
grupo control se encontraron 22 fragilida-
des, donde la mas frecuente fue la del cro-
mosoma 9q12 en 7 individuos (30,43%). No
se observaron fragilidades en los demas cro-
mosomas. El analisis estadistico del nimero
de fragilidades arrojé diferencias significati-
vas tanto entre el nimero de afectados que
portan la fragilidad 9q12 como en el niime-
ro de metafases con la misma, lo cual per-
mite considerar entonces esta regiéon, como
un sitio fragil con alta sensibilidad para
muestras de sangre periférica de pacientes
con melanoma (Tabla Vy Fig. 2).
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TABLA I} )
CARIOTIPO POR PACIENTE, EDAD Y NUMERO DE METAFASES LEIDAS
Codigo Edad Metafases ISCN 2005 *#*
analizadas Cariotipo
MEL 48 83 37 45.X,-Y[3]/46,XY[33]
MEL 47 66 100 46, XY,16qh+
MEL 46 66 36 46,XX,9gh+
MEL 45 82 31 46,XX
MEL 43 22 71 45 X,-X(4)/46 XX (63)
MEL 42 57 50 45,X,-X(4)/46,XX(45)
MEL 44 51 77 46,XX
MEL 40 76 70 46, XY
MEL 39 65 64 45, X,-X [3]/46, XX [60]
MEL 38 75 36 46,XY,22 pstk+
MEL 37 71 100 45XX,-16[2]/45,XX,-17[2]/45,XX,-19[2]/46,XX[91]
MEL 35 18 100 45,XX,-10[2]/45,XX,-20[2]/45,XX,-21[2]/46,XX[88]
MEL 34 67 68 46,XY
MEL 33 86 100 46,XY
MEL 31 73 100 46,XY
MEL 30 78 100 46,XY
MEL 29 78 100 92, XXXX(4)/45,XX,-X(2)/45,XX,-6(2)/46,XX(84)
MEL 28 52 22 46,XY
MEL 25 64 52 46,XY
MEL 24 44 45 XX,-12[2]/46,XX[42]
MEL 23 13 46,XY
MEL 21 64 59 46,XY
MEL 20 86 43 46,XY
MEL 19 36 58 45.X,-X(3)/45,XX,-17(2)/46,XX(52)
MEL 18 62 15 45 XY,-17(2)/46,XY(12)
MEL 17 63 100 47 XX, +X(2)/46,XX(92)
MEL 15 69 65 46,XY
MEL 14 52 18 46,XY
MEL 13 46 100 46,XY
MEL 12 22 100 46,XX

#** ISCN International System for Human Cytogenetic Nomenclature (2005).
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TABLA 111
PRUEBA DE %2 PARA ANOMALIAS NUMERICAS EN MUESTRAS DE SANGRE PERIFERICA
DE PACIENTES CON MELANOMA E INDIVIDUOS SANOS DETERMINADAS SOBRE EL NUMERO

DE PACIENTES
Monosomia/Trisomia Pacientes Controles P
45, X/Y, X 8 0 *0,0072
45, XX/XY, -6 3 0 0,1184
45, XX/XY, -12 3 0 0,1184
45, XX/XY, -17 4 0 0,0686
45, XX/XY, -18 4 0 0,0686
45, XX/XY, -21 3 0 0,1184
47, XX/XY, +X 4 0 0,0686
47, XX/XY, +mar 9 0 *0,0039
86-92 < 4n > 4 0 0,0686
* P<0,05.
TABLA IV

FRECUENCIA DE ANOMALIAS ESTRUCTURALES ENCONTRADAS POR CROMOSOMA,
EN MUESTRAS DE SANGRE PERIFERICA DE PACIENTES (1929 metafases)

Cromosoma Anomalia Frecuencia Codigo Paciente con la Anomalia

X der(X)t(X;12)(p22;q13) 1 MEL 29
del(X) (p?) 1 MEL 12
del(X)(q22) 1 MEL 12

1 del(1)(p12) 3 MEL 44, MEL 14 (2)
del(1)(q11) 3 MEL 38, MEL 33, MEL 31

2 del(2)(q11) 1 MEL 25
del(2) (p15) 1 MEL 12
del(2)(?) 1 MEL 25
del(2)(q31) 1 MEL 15
inv(2)(p15q27) 1 MEL 15

3 del(3)(p11) 1 MEL 17

4 del(4)(q13) 1 MEL 14
del(4)(q24) 1 MEL 46
del(4) (p12) 2 MEL 35 (1), MEL 31 (1)
del(4) (p13) 1 MEL 30
t(4;10)(q28;925) 1 MEL 20
del(4)(q21) 1 MEL 13
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TABLA IV (Continuacion)
Cromosoma Anomalia Frecuencia Codigo Paciente con la Anomalia
t(4;11)(q26;q24) 1 MEL 14
5 t(5;11)(q31;q14) 1 MEL 14
del(5)(q24) 1 MEL 14
6 dup(6)(p22) 1 MEL 29
del(6)(p11) 1 MEL 28
del(6)(q11) 1 MEL 24
del(6)(q12) 1 MEL 14
7 del(7)(p11) 1 MEL 17
del(7)(p12) 1 MEL 15
der(7;14)(q22;q23) 1 MEL 14
t(7;18)(p14;pl1) 1 MEL 14
8 del(8) (p21) 1 MEL 44
9 der(9)t(4;9)(q24;q12) 1 MEL 46
t(9;12)(p11;q15) 1 MEL 33
del(9)(p11) 1 MEL 29
del(9) (p21) 1 MEL 13
10 del(10)(p11) 1 MEL 20
t(10;16)(q25;q13) 1 MEL 14
t(10;14)(q22;q12) 1 MEL 14
11 del(11)(q11) 1 MEL 34
t(11;17)(p14;921) 1 MEL 14
del(11)(p11) 1 MEL 13
12 del(12)(q15) 1 MEL 33
del(12)(p11) 1 MEL 25
del(12)(p13) 1 MEL 20
del(12)(q11) 2 MEL 14
13 del(13)(q14) 1 MEL 38
del(13)(g21) 1 MEL 17
der(13)t(6;13)(q12;q34) 1 MEL 14
der(13)t(1;13)(p12;q34) 1 MEL 14
14 t(14;21)(q32;q22) 1 MEL 14
t(14;15)(p11;p11) 1 MEL 43
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TABLA IV (Continuacion)

Cromosoma Anomalia Frecuencia Codigo Paciente con la Anomalia
der(14)t(7;14)(q11;p11) 1 MEL 17
del(14)(g21) 1 MEL 17

16 der(16)t(4;16)(q21;q22) 1 MEL 13
del(16)(q12) 1 MEL 29
der(16)t(14;16)(q23;q23) 1 MEL 14
del(16)(p11) 1 MEL 14

17 dup(17)(q22qter) 1 MEL 31

19 del(19)(p12) 1 MEL 14

20 del(20)(q11) 1 MEL 14

21 t(21;22)(p11;p1l) 1 MEL 14
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Fig. 1. Cariotipo representativo de las anomalias cromosémicas identificadas. Delecion del cromoso-
ma 1 (46, XX,del (1)(q11)).
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TABLAV
PRUEBA DE 2 PARA FRAGILIDADES CROMOSOMICAS CON MAS ALTA FRECUENCIA
EN MUESTRAS DE SANGRE PERIFERICA DE PACIENTES CON MELANOMA E INDIVIDUOS CONTROL

Fragilidad Pacientes n = 30 Controlesn = 23 P
# % # %
fra 9q12 21 70 7 30,43 0,0042*
fra 3p12 4 13,3 0 0 0,0686
fra 6p11 2 6.6 0 0 0,2068
fra 1q11 3 10 0 0 0,1184
fra 9q11 3 10 1 4,34 0,4401
*P < 0,05.
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Fig. 2. Cariotipo representativo de fragilidad en el cromosoma 9 (46, XX, fra 9q12).

DISCUSION

En este estudio se determinaron va-
rias anomalias cromosémicas en el carioti-
po realizado a los 30 pacientes con mela-
noma, no identificadas en los 23 individuos
sanos, sin ningn tipo de cancer del grupo

control. Los andlisis citogenéticos en el
grupo de casos revelaron alta incidencia de
anomalias numéricas pero baja incidencia
de rearreglos estructurales recurrentes,
encontrandose que las pérdidas cromoso-
micas fueron las alteraciones mds preva-
lentes en todos los estadios tumorales, he-
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cho que puede estar relacionado con la po-
sible progresion clonal de la enfermedad (35,
6,11, 12).

También se hall6 una alta frecuencia
de monosomias, principalmente de los cro-
mosomas X y 17 y de trisomias de los cro-
mosomas X. Estas anomalias y la presencia
de un cromosoma marcador (cuya identifi-
caciéon no fue realizada en este estudio),
fueron observadas tanto en estadios tem-
pranos (in situ) como en estadios avanzados
de la enfermedad (grados 1 a IV), siendo
mas frecuentes en estos udltimos. En el
2005 el grupo de Wiltshire y colaboradores
describieron la presencia de un cromosoma
marcador en cariotipos de muestras de teji-
do tumoral de melanoma (5). En el cromo-
soma X se han identificado genes supreso-
res de tumor como LDOC1 (Xg25), que tie-
nen una expresion alterada en algunos tipos
de cancer (13-15), el gen ODZ1 (Xg25) que
participa en eventos de transduccion de se-
nales durante la apoptosis, y los genes per-
tenecientes a la familia de antigenos asocia-
dos a melanoma MAGEC1, MAGEC2,
MAGEC3 y MAGEE1, los que solo se en-
cuentran expresados en tejido tumoral in-
cluyendo melanoma y son de particular im-
portancia en el desarrollo de inmunoterapia
antitumoral (15, 16). En el cromosoma 17
se encuentra el gen pS3 (17ql1) reconoci-
do por su importante papel en mecanismos
claves para la existencia de las células: pro-
liferacion, apoptdsis, senescencia y repara-
cion. Alteraciones en este gen se han repor-
tado en el 50% de los canceres (16). Estu-
dios previos, también han reportado la pre-
sencia de monosomias del cromosoma X y
las han asociado tanto con la iniciacion
como con la progresion del cancer de piel
del tipo melanoma (6). A pesar de no po-
derse determinar, en este estudio, a que re-
giones del genoma pertenecen los cromoso-
mas marcadores observados, en varios estu-
dios se ha establecido una asociacion entre

la presencia de estos y el estadio metastasi-
co de la enfermedad (17).

Las anomalias estructurales encontra-
das se presentaron como anomalias Gnicas
observadas s6lo una vez por paciente indi-
cando la alta heterogeneidad de esta neo-
plasia, entre estas se identificé con mayor
frecuencia la delecion del cromosoma 1:
1p12, 1ql12. Estas alteraciones han sido
asociadas con tumores agresivos y tasas de
sobrevida bajas (11). Las regiones del cro-
mosoma 9 con deleciones (9pl1, 9p21,
9q11 y 9q13), también se encontraron afec-
tadas por fragilidades y roturas; y se han
asociado a estadios avanzados de melanoma
(6). Algunos estudios han descrito una co-
rrelacion entre la pérdida de genes ubica-
dos en el cromosoma 9 con el desarrollo de
melanoma maligno (18-20). Una explica-
cién podria ser el hecho de encontrarse en
las regiones alteradas, genes con funcion
oncosupresora, especificos de melanoma
como por ejemplo pl6 ubicado en 9p21.
Aunque las anomalias estructurales no fue-
ron recurrentes, se observaron regiones de
algunos cromosomas afectadas mas de una
vez, entre las que se encuentran: 9pll,
12q11 y 13q34. Estas regiones contienen
genes que desempeiian un papel importan-
te en la generacién o evolucién de la neo-
plasia, como el factor de transcripcion Dpl
(TFDP1) ubicado en 13q34, encargado de
regular la expresiéon de varios promotores
celulares implicados en el ciclo celular en-
tre los que se encuentran la ciclina E,
E2F1, Cde2, ciclina A, DHFR y TK.

Una alta frecuencia de fragilidades fue
observada en los cromosomas 9q12 (70%),
3p12 (13,33%), 1q11 y 9q11 (10%), en pa-
cientes con melanoma. Estas regiones han
sido asociadas con la presencia de genes su-
presores de tumor y genes reparadores de
dafio al ADN tales como RECK, BAGI,
BTEB1 (9q12) y CDKN2A (9p21) (6). Dife-
rencias significativas de la presencia de la
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fragilidad 9q12 (p = 0,000) entre el grupo
de casos comparado con el grupo control
podria indicar la alta inestabilidad cromosé-
mica en el genoma de estos pacientes, sien-
do este un hallazgo importante a tener en
cuenta en la identificacion de posibles mar-
cadores relacionados con esta patologia.
Las anomalias del cromosoma 9 fueron las
mas frecuentes (76,6% de los pacientes),
seguidas por las de los cromosomas X
(30%), 1 (46,6%), 2 (43,3%), 6 (36,6) y 12
(33,3%). En el grupo control no se observa-
ron anomalias numéricas ni estructurales,
ademads se encontré un bajo porcentaje de
fragilidades y de roturas comparadas con
las observadas en los pacientes. Las fragili-
dades mas frecuentes fueron la de los cro-
mosomas 9q12 y 9q11 en el 30% y 4,34% de
los individuos respectivamente; y las rotu-
ras fueron observadas principalmente en el
cromosoma 9q12 en el 13,3% de los indivi-
duos control analizados.

El hallazgo de anomalias cromosémi-
cas por citogenética convencional en san-
gre periférica de pacientes con melanoma,
podria explicarse como consecuencia de
micro metastasis, las cuales segiin se ha
reportado en la literatura ocurren en dife-
rentes estadios de la enfermedad (20). La
probabilidad de encontrar c¢élulas tumora-
les en circulacion es mas alta en estadios
mas avanzados, evento que ha sido reporta-
do por varios autores no solo en melanoma
(21) sino también en una gran variedad de
tumores sélidos (22, 23). En otro estudio
realizado, por ¢l mismo equipo de investi-
gadores del presente trabajo (articulo so-
metido a publicacion), se determiné la ex-
presion del gen MITF en muestras de san-
gre periférica de pacientes con melanoma,
usando la téenica de qRT-PCR, y se hallo
que un alto porcentaje de pacientes expre-
saba el gen. No se ha descrito que MITF se
exprese en leucocitos, por lo tanto los ni-
veles de expresion pueden deberse a la pre-
sencia de c¢élulas tumorales en las

muestras de sangre periférica tomada a los
pacientes con melanoma. De igual modo, la
presencia de las anomalias cromosémicas
(numéricas y estructurales) y de las fragili-
dades descritas en el presente estudio pue-
den provenir de células tumorales presentes
en la sangre de pacientes con la enferme-
dad.

Los resultados obtenidos en el presen-
te estudio, permite un acercamiento a la
identificacion de secuencias inestables den-
tro de sitios fragiles comunes, candidatas a
ser validadas, en estudios posteriores, como
marcadores citogenéticos o moleculares,
asociados no solo con la progresion de la
enfermedad, sino con un mayor riesgo a de-
sarrollarla.

En conclusiéon los pacientes con mela-
noma presentaron diversas anomalias cro-
mosoémicas que se evidenciaron en el cario-
tipo realizado por citogenética convencio-
nal, a partir de muestras de sangre periféri-
ca, no encontradas en el cariotipo de indivi-
duos sanos sin ningtn tipo de cancer diag-
nosticado. Las anomalias identificadas fue-
ron de tipo numérico (monosomia y triso-
mias del cromosoma X, presencia de cro-
mosoma marcador) y estructural (delecio-
nes 1p y 9q), asi como también un gran ni-
mero de fragilidades cromosémicas (9q11,
9q12). En el grupo control no se observo
ninguna anomalia estructural o numérica y
el ntimero de fragilidades (22 fragilidades)
fue bastante bajo en comparacién con el
grupo de pacientes con melanoma (233 fra-
gilidades).

Estos hallazgos concuerdan con los re-
portados por otros estudios, realizados so-
bre tejido tumoral y podrian constituirse en
un indicativo de la presencia de células tu-
morales en circulacion (micrometastasis).
Esta informacién constituye la base para
trabajar en la implementacion de pruebas
de diagnostico temprano y de orientacion
tanto del tratamiento, como del prondstico
y seguimiento de la enfermedad.
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