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RESUMEN: Con el fin de determinar el nimero vy tipo
de alteraciones cromosdmicas inducidas por las
drogas citostéaticas, analizamos, mediante cariotipo
convencional, muestras de sangre periférica (n=127)
de pacientes pedatricos con tumores (n=80) que
fueron obtenidas al diagndstico, durante el
tratamiento, en remisién clinica y en recidiva tumoral.
Los resultados obtenidos muestran un incremento
significativo del numero de cariotipos alterados en las
muestras recogidas durante el tratamiento y en
recidivas tumorales, reduciendose a valores proximos
a los obtenidos al diagnodstico en las muestras de
pacientes que llevaban, al menos, dos anos en
remision clinica. La mayoria de las aberraciones
cromosdmicas (AC) eran de tipo no equilibrado (75%)
y afectaban principalmente a los cromosomas 1, 3, 5,
6,11,12,16 y 17.

Existe una destacable coincidencia entre los puntos
de rotura detectados en nuestra serie y lugares
cromosémicos que han sido descritos como loci para
oncogenes (75%), genes de supresion tumoral (33%)
y puntos fragiles (58%).

Los resultados obtenidos sugieren que las drogas
citostaticas inducen un incremento temporal en la
fragilidad cromosémica que no se distribuye al azar si
no que coincide con lugares genéticos implicados en
la aparicion y progresiéon de determinados tumores.

SUMMARY: Cytogenetic studies were performed on
80 pediatric cancer patients to test the chromosomal
damage induced by the chemotherapy treatments. G-
banded karyotypes were performed on peripheral
blood lymphocytes (PBL) (n=127) obtained at
diagnosis, during treatment, at remission and at
relapse.

We detected a significant increase in the number of
altered karyotypes in the samples during treatment,
lowering to similar values to those at diagnosis at two-
year remission. Most of the chromosomal aberrations
(CA) detected during chemotherapy were unbalanced
(75%) and affected most frequently chromosomes 1,
3, 5,6,11, 12, 16 and 17. There was also a marked
increase of CA in samples at relapse, with similar
features (type and distribution) to those detected
during treatment. There was an outstanding
correlation between the chromosomal breakpoints in
our series and fragile sites (58%), oncogene (75%) and
tumour suppresor gene (33%) loci described in the
literature. ‘

The results obtained suggest that the cytostatic drugs
induce a transient increase in chromosome fragility
that focuses to several cancer-associated breakpoints.
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Introduccion

El analisis de las aberraciones cromosémicas (AC)
detectadas en linfocitos de sangre periférica (petiphe-
ral blood lymphocytes, PBL) es un método utilizado
para medir la inestabilidad cromosémica inducida por
mutigenos en diferentes poblaciones expuestas a
agentes genotoxicos (1). Diversos autores, basados en
la hipotesis de que el dafio genético detectado en el
PBL refleja en cierta forma los eventos carcinogéni-
cos que tienen lugar en los tejidos diana, han demos-
trado que un incremento de AC, a2 menudo se rela-
ciona con mayor riesgo de desarrollar un tumor (2-4).
Los estudios cromosémicos en pacientes con cancer
pueden considerarse un método adecuado y fiable
para valorar la genotoxicidad inducida por los trata-
mientos antitumorales.

Muchas de las drogas utilizadas como agentes
citostiticos son capaces de inducir dafios cromosé.
micos (5), y han mostrado su capacidad de producir
leucemias y sindromes mielodisplasicos secundarios
(6). Asi como las alteraciones genéticas presentes en
las células tumorales frente a las normales han sido
ampliamente estudiadas (7), los dafios genéticos que
se producen debido a los tratamientos no estén bien
caractetizados. Algunos autores han encontrado un
aumento de AC asociado a los tratamientos de qui-

Tabla |
E:Er-,ma e Gl (e ineieniftenivs adlbidlos per s fradtamies
TUMOR *Grupo A ‘Grupo B
'SE + +
Osteosarcoma + +
Linfoma + +
*Tumor SNC + -

mioterapia (8, 9), pero no sélo el incremento en la
trecuencia, sino también el tipo y distribucién de las
aberraciones estructurales son importantes y deben
analizarse.

Diversos autores han demostrado que las roturas

cromosomicas inducidas por agentes mutagénicos y

carcinogénicos coinciden, con mucha frecuencia, con
la localizacion de los puntos de rotura que se han des-
crito en la bibliogtafia asociados con el desarrollo de
tumores (10). La mayorfa de los oncogenes cuyos loci
son conocidos se localizan en estos puntos de rotura
(4, 11). También se han descrito lugares conocidos
como sitios fragiles que, de hecho, mapean en las
mismas bandas cromosémicas o algunas muy cerca-
nas fisicamente a loci de oncogenes o genes de supre-
sion tumoral (12, 13).

El objetivo de este trabajo era, no sélo comprobar
que la frecuencia de AC incrementa debido a los regi-
menes antitumorales, sino también determinar el tipo
de alteraciones y su posible relacién con las bandas
implicadas en puntos de rotura asociados con sitios
fragiles o con loci de oncogenes y genes de supresion
tumoral. Finalmente, se intentard analizar su persis-
tencia temporal y su posible relacidén con un riesgo
incrementado de desarrollo de recidivas tumorales o
segundos tumores.

ey |

neluidoStenteltestudio)

*Grupo C *Grupo D Radioterapia
+ + +
+ + -
+ + +
+ + +

'SE, Sarcoma de Ewing, 2SNC, Sistema Nervioso Central, *Agentes alquilantes (ciclofosfamida, ifosfamida,

CCNU, BCNU), cisplatino y procarbazina; ‘Anfibidticos citostdticos {actinomicina D, adriamicina, bleomicinag,

daunomicina); *Antimetabolitos (metotrexate, arabinésido de citarabina); *Inhibidores del huso (vineristing,

vimblastina). El signo “+” indica que todos los pacientes con ese diagnéstico han recibido una o varias drogas

pertenecientes a ese grupo, y el signo -~ indica ausencia de ese grupo concreto de drogas o tratamiento.
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Material y métodos

e Pacientes y muestras

El estudio cromosémico se realizé a 80 pacientes
pediatricos. Los pacientes se distribuyeron en cuatro
grupos tumorales: 22 Sarcomas de Ewing (ES), 32
Osteosarcomas (OS), 13 linfomas y 13 tumores del
sistema nervioso central (SNC). Se obtuvieron un
total de 127 muestras de sangre periférica, anticoagu-
lada en heparina, en los siguientes momentos de evo-
Jucién: 11 al diagnéstico, 37 al final del tratamiento,
38 en remision a corto plazo (entre el primer y segun-
do afio tras finalizar el tratamiento), 31 en remisién a
largo plazo (mds de dos afios tras finalizar el trata-
miento) y 10 en recidiva tumoral.

En la Tabla I se resume el tipo de tratamiento reci-
bido por los pacientes, en la que los diferentes
citostaticos se han dividido en grupos segin su meca-
nismo de accion.

o Estudio citogenético

Se analizaron un minimo de 50 metafases obteni-
das a partir de cutivos de linfocitos estimulados con
fitohemaglutinina. Las aberraciones cromosémicas se
detectaron mediante bandas G y se describieron

siguiendo las indicaciones del lnternational Systew for

Hupan Cytagenetic Nomenclature (ISCN) (14).

* Analisis estadistico

Se realiz6 utilizando el programa Siatistical Package
Jor the Social Sciences (SPSS, version 9.0). Los métodos
utilizados fueron el test de contingencia de Chi-cua-
drado y el test de Kruskal-Wallis, segiin el tipo de
variables estudiadas y el cumplimiento de los criterios
de normalidad. Se consideraron diferencias estadisti-
ca-mente significativas a partir de p<0.05.

Resultados

Se han analizado 127 muestras de pacientes pedia-
tricos con cancer obtenidas antes, durante y al finali-
zar los tratamientos antitumorales. En el total de
muesttas analizadas 55.1% (70/127) presentaban un
cariotipo alterado. La frecuencia de muestras con
cariotipo alterado era mayor en los ES y en los linfo-
mas, aunque no se observan diferencias significativas
entre los cuatro grupos tumorales.

En el estudio de los cariotipos tespecto al estadio
(Tabla ) se observa una diferencia significativa (p=0.04)
en la distribucion de catiotipos aberrantes en los distin-
tos momentos de evolucion. El cariotipo se altera signi-
ficativamente en el grupo en tratamiento (64.8%,
p=0.03) y en el grupo de recidivas (80%, p=0.05).

Respecto al tipo de alteraciones cromosémicas, no
se detectaron diferencias significativas en ninguno de
los tipos de alteraciones ni en el total de las mismas

Tabla 1l

E&mdf [ddostdellalcompardcionideliostcdriotiposinormales/abevraniesten]iostdiierentestestadiostconsiderados

Estadio NUmero de muestras(n) Cariotipo normal 'Cariotipo alterado *Probabilidad (p)
Diagnéstico 11 7 4 (36.4) 0.36
Tratamiento 37 12 24 (64.8) 0.03

Remisién corta 38 16 22 (57.9) 0.33
Remisién larga 31 19 12 (38.7) 0.20
Recidiva 10 2 _ 8 (80) 0.05
Total 127 56 70 (55.1) 0.04

'Los nimeros en paréntesis hacen referencia al porcentaje de cariotipos alterados en cada uno de los estadios,
*Test de contingencia de Chi-cuadrado: estadisticamente significativo p<0.05
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entre los cuatro grupos tumorales. Por el contrario, si
se detectaron diferencias significativas en el nimero y
tipo de aberraciones cromosémicas entre los diferen-
tes estadios (Tabla III).

Los pacientes presentaban catiotipos muy comple-
jos, especialmente en el grupo de tratamiento y reci-
diva (Figuras 1y 2). En los 70 cariotipos alterados se
encontraron un total de 275 alteraciones, lo que
supone 3.9 alteraciones por cariotipo alterado, esta
proporcidén aumenta significativamente (p=0.02) en
el grupo de tratamiento (5.5), y en el de recidivas
(5.26). En el resto de los grupos las proporciones son
menores y similares (Tabla III).

Del total de 275 alteraciones cromosomicas, 68
eran equilibradas (57 translocaciones) y 207 no equi-
libradas (56 deleciones y 89 pérdidas). Unicamente las
alteraciones no equilibradas aumentan (p=0.05)
durante el tratamiento y en las recidivas, con una pro-
potcidén de 4.1 alteraciones por cariotipo alterado,
frente a 2.8 en remision a corto plazo y 1.5 en remi-
sion a largo plazo y diagnéstico. En el caso de las pér-
didas la diferencia se hace casi significativa (p=0.006).

En cuatro de los catiotipos estudiados (un linfoma
de Hodgkin, un osteosarcoma y dos tumores del sis-
tema netvioso central) se encontraron alteraciones
clonales, definidas como la presencia de, al menos,
dos células con el mismo cromosoma supernumera-
rio o aberracién cromosémica, o tres células con
delecién completa del mismo cromosoma.

Con el fin de representar las aberraciones y puntos
de rotura mas frecuentes de una manera mas compren-
sible y racional, se ha disefiado un idiograma en el que
se tepresentan los resultados obtenidos en las muestras’
obtenidas durante los tratamientos (Figura 3).

En el grupo de pacientes en tratamiento quimio-
terdpico la proporcién de cariotipos alterados y el
numero de alteraciones totales se hallaba incrementa-
da significativamente, sin hallarse diferencias signifi-
cativas en telacion con el tipo de tumor. El total de
alteraciones encontradas en este grupo fueron 134, de
las cuales 30 eran equilibradas y 104 no equilibradas.
Dichas alteraciones no seguian un patrén de distribu-
cion aleatotio. Las alteraciones mas frecuentes fueron
las pérdidas cromosémicas, un total de 46, que afec-

InITEracionesicrolnosomicasideiedtadastentiostdifereniesfestadiostconsiderddos)

Estadio Cariotipos N2 total de Equilibradas
alterados aberraciones
'p = 0.04 p= 0.02 p=0.81
%e 3n (n/c) n (n/c)
Diagnéstico 4 9 (2.2) 3 (0.7)
Tratamiento 24 134 (5.5) 30 (1.2)
“R.C. 22 62 (2.8) 16 (0.7)
*R.L. 12 28 (2.3) 10 (0.8)
Recidiva 8 42 (5.2) 9 (1.1)
Total 70 275 (3.9) 68 (0.9)

No Translocaciones Deleciones  Pérdidas
Equilibradas cromosémicas |
p= 0.05 p = 0.80 p=040 p=0.06
n (n/e)
6 (1.5) 3 0 3
104 (4.3) 21 23 46
46 (2.8) 15 16 16
18 (1.5) 9 7 8
33 (4.1) 8 1 13

207 (2.9) 56 56 86

Test de Kruskal-Wallis: estadisticamente significativo p<0.05, 2Numero de cariotipos dalteradoes en cada uno de

los estadios, *NUmero fotal de alteraciones enconiradas en cada uno de los esiadios, ‘R.C., Remisién o corto

plazo, *R.L., Remisién o largo plazo.
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Ejemplo de cariotipo aberrante de una muestra obtenida durante el tratamiento en que se observa un gran nimero

de alteraciones, tanto numéricas como estructurales

(Cariotipo: 47, XY,del(1)(p22),4(2;11){q11;p15),del(6)(q21),-7,+der(7)t(1;7)(q25;p15),+der(7(7;17){p15;p12).

taban especialmente a los ctomosomas 2, 5, 7 y 10.
Los puntos de rotura mas frecuentes fueron (Fig. 3):
en el cromosoma 1 las bandas p13 y q25; en el cro-
mosoma 3, y correspondiendo sélo a OS y ES, las
bandas p21 y q21-23; en ¢l cromosoma 5 las bandas
ql1 y q31-35; en el cromosoma 6 las bandas q21-23;
en el cromosoma 11 la banda p15, siendo la altera-
ciéon mds frecuente; en el cromosoma 12 la banda
q13; en el cromosoma 16 las bandas q22-24 y, por
ultimo, en el cromosoma 17 las bandas p13 y g21.
Muchos de ellos coinciden con puntos de rotura aso-
ciados a puntos fragiles (7/12, 58%) o /oc/ de genes de

supresion tumoral (4/12, 33%), y especialmente, con
loci de oncogenes (9/12, 75%)(Tabla IV).

Asi mismo, en los 10 pacientes en recidiva (4 ES y
6 OS) 80% presentaban catiotipo alterado. Las alte-
raciones cromosomicas afectaban principalmente a
los cromosomas 1p, 3p21, 5q31-35, 6q, 7q, 9q,
11p13-15y 12p13, coincidiendo en gran parte con las
encontradas en el grupo en tratamiento.

Discusion
Los estudios citogenéticos realizados en PBL en la
poblacién general han mostrado que los individuos

REV MED UNIV NAVARRA/VOL. 44, N2 1, 2000, 15-24 19




D

Caracteristicas y valor de las aberraciones cromosomicas inducidas por los fralamientos antitumorales en pacientes pediatricos con cancer

R. Lopez de Mesa, L. Sierrasestimaga, M2J. Calasanz, A. Lopez de Cerain, A. Patiio |

1ot

Figura 2

& W&W KN BN

W P

13 14 15 16 17 18
o g a

19 20 21 2z X Y

. y - EAL ar Y

Ejemplo de cariotipo aberrante de una muestra obtenida durante el tratamiento en que se observa un gran ndmero
de alteraciones, tanto numéricas como estructurales
(Cariotipo: 53,X,+X,+Y,der(3)4(3;?)(p21,?),-4,der({4)dic(4;?)(q35:?),del(7){q22),der(11)#(11;?)(p15;?),-13,+ 7mar.

sanos pueden presentar AC en una proporcién muy ciones cromosomicas, entre los cuatro grupos tumo-
reducida de células, entre 0 y 2% (15). Los datos rales, aunque parece que los nifios afectos de ES tien-
obtenidos en nuestro estudio muestran que existe una den a tener mayor numero de AC al diagndstico que
frecuencia incrementada de AC en pacientes pediatri- los demas tipos tumotales.
cos con tumores respecto a los niflos sanos, tanto El anilisis del cariotipo a lo latgo del seguimiento
antes del tratamiento como postetiormente. muestra diferencias significativas. Al igual que otros
Debido a las combinaciones heterogéneas de dro- autores, encontramos un incremento de alteraciones
gas que se administran en los diferentes tratamientos, en el cariotipo al final del tratamiento y una tenden-
no es posible adjudicar el efecto individual de cada cia a normalizarse en los meses siguientes al trata-
una de ellas sobre los cromosomas. Este hecho | miento quimioterapico (5, 8, 9). En nuestro estudio,
podria explicar que no se encuentren diferencias sig- valores similares a los obsetvados antes de los trata-
nificativas, ni en la frecuencia, ni en el tipo de altera- mientos se alcanzan en remisién a largo plazo, es
20 REV MED UNIV NAVARRA/VOL. 44, Ne 1, 2000, 14-24 ‘ ‘ 10
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Idiograma en que se representan los puntos de rotura cromosémicos detectados en las muestras obtenidas en
remisién a corto plazo (izquierda) y durante los tratamientos de quimioterapia (derechal).
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Tabla IV

'GST, Genes de supresién tumoral.

decir, dos o mas afios después de finalizar el trata-
miento (aunque siempre mayores que los observados
en la poblacién general). En el grupo de recidivas,
80% de los pacientes presentan alteraciones en el
cariotipo. Estos resultados apoyan la idea de que las
aberraciones cromosémicas que encontramos repre-
sentan la manifestacion de un dafio genémico subya-
cente y que, pot tanto, aumentan en los momentos de
mayor inestabilidad genética (durante el tratamiento y
en las recidivas).

No sélo es importante el hecho de que inctemen-
ten las aberraciones cromosémicas durante los trata-
mientos citostaticos, sino también el tipo y la distri-
bucién de dichas alteraciones. Las AC inducidas por
los agentes mutagénicos que encontramos en nues-
tras muestras son mayotitariamente de tipo cromati-
da y siguen un patrén de distribucién no aleatorio.
Los pacientes muestran cariotipos muy complejos,
especialmente durante el tratamiento v en las recidi-
vas, presentando en dichos estadfos el doble de AC
}iue al diagnéstico o en remisién.

22 REV MED UNIV NAVARRA/VOL, 44, N 1, 2000, 14-24
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Bandas Sitios fragiles Oncogenes 'GST
1p13 - NRAS -
1925 FRA1G ARG, ABL2 -
3p21 - TCTA, CTNNB1, AERB2 MLH1

3921-23 - - -
5q911 - - -

5¢31-35 FRA5C IL-3, PDGERB, CFS1R, NPM, FMS -

6g21-23 FRAGF MYB, SYR, FYN, ROS1 -
11p15 FRA11C HRAS, RBTN1, NUP98, MTACR1 KIP2, H19

12913 FRA12A MDM2, INT1, GLI, CHOP, RARG, ERBB3, ATE1 -

16g22-24 FRA16B CBFB, MAF -
17p13 FRA17A - TP53

1721 - CERBB2/NEU, RARA, AF17, NM23, NGL BRCAI1

En los dltimos afios, se han definido dos patrones
diferentes de aberraciones cromosémicas asociadas
con el desarrollo de neoplasias (16). Las anomalias
cromosomicas primatias se consideran esenciales
para el establecimiento del tumor, mientras que las
secundarias ocurren asociadas a las primarias y son
importantes en la progresion tumoral. Las aberracio-
nes primatias consisten en reordenamientos cro-
mosomicos de tipo estructural y equilibrado, princi-
palmente translocaciones y algunas inversiones, y son
mas especificas que las secundarias, normalmente
reflejadas en alteraciones no equilibradas como dele-
ciones y pérdidas de cromosomas individuales 4, 10).
Es interesante resaltar que, en nuestro estudio, existe
un incremento significativo de las anomalias no equi-
libradas, principalmente de las pérdidas de cromoso-
mas, en las muestras al final del tratamiento y en las
recidivas, llegando a suponer casi 75% de las AC
observadas. Algunos autores (16, 17) sugieren que la
quimioterapia puede ser un factor importante a la
hora de determinar qué subclones con aberraciones

12
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secundarias aparecen en la remision clinica. A dife-
rencia de las alteraciones equilibradas, las consecuen-
cias moleculares de las alteraciones no equilibradas
fecurrentes No se CONOCeN con certeza.

l.os cromosomas 5 y 7 estan preferentemente
implicados en casos de Lepcemia Mieloide Agudg
(AMI) secundaria al tratamiento con agentes alqui-
lantes, v la banda 1123 en AML asociada con trata-
mientos con inhibidores de la topoisomerasa (6, 18).
Las pérdidas de los cromosomas 5y 7 han sido pro-
puestas como indicadotes de daﬁp en el DNA pro-
ducido por radiacién, agentes alquilantes o pot expo-
sicion laboral. En nuestros pacientes, la pérdida de
ambos cromosomas, asi como alteraciones del brazo
largo del cromosoma 5 (principalmente 5q31-35), son
algunas de las AC mas frecuentemente observadas.
Curiosamente, no encontramos alteraciones en la
banda 11g23; probablemente debido al escaso uso de
los inhibidores de la topoisomerasa en el grupo de
pacientes estudiado. Sin embargo, la banda 11p15
aparece como el punto de rotura mds frecuente. Las
reordenaciones en 11p15 se han descrito en diversos
tumores pediatricos y de adultos, asi como de forma
no aleatoria en AML secundarias a citostaticos en
nifios (19). Ademas, la implicacion de la banda 11p15
en OS secundarios a radiacion, sugiere que puede
existit un punto fragil en esa localizacion y que el
insulto genotdxico (sea quimioterapia o radioterapia)
produce la rotura en esa banda concreta (20). Por ulti-
mo, merece la pena destacar que 11p15 ha sido des-
crito como locus para varios oncogenes y genes de
supresion tumoral (11, 13).

El cromosoma 3 se encuentra frecuentemente
afectado en nuestra serie. Las bandas mas implicadas
son 3q21-23 vy 3p21, que han sido descritas como
puntos de rotura recurtentes asociados a sindromes
miclo-displisicos y leucemias mieloides secundarias a
tratamientos quimioterdapicos (19, 21).

Las reordenaciones de 6q21-23 y 17p13 se han
observado en diferentes tipos de tumores solidos; y
los defectos del cromosoma 17 son frecuentes en
pacientes que han recibido quimioterapia o radiotera-
pia (18). Todos estos puntos tienen asociados puntos
fragiles, oncogenes o genes de supresion tumoral,

Puede parecer que la cromatina contenida en deter-
minadas bandas es especialmente susceptible al dafio
producido por algunos agentes quimicos. La presencia
de puntos fragiles puede contribuir a esta peculiar dis-
tribuciéon de las AC. Se han desctito individuos con
lugares fragiles en linfocitos de sangre periférica que
presentaban un punto de rotura coincidente en sus
células tumorales (22). En nuestro estudio, existe una
matcada relacién entre los puntos de rotura observa-
dos mas frecuentemente y loci para puntos fragiles,
oncogenes y genes de supresion tumoral (Tabla IV).

Concluimos que la frecuencia incrementada de AC
es un hallazgo tipico en linfocitos de nifios expuestos
a tratamientos antitumorales, reflejando la existencia
de una inestabilidad cromosémica subyacente. Este
incremento tiende a disminuir en los meses siguientes
al tratamiento, alcanzando valores similares al
diagnostico a los 2 afios de remision, aunque siguen
siendo superiores a los valores observados en la
poblacion general. Las AC inducidas son mayoritaria-
mente de tipo cromatida y no equilibradas, y coinci-
den frecuentemente con bandas asociadas a puntos
fragiles, oncogenes y genes de supresion tumoral.

Aunque existe un incremento significativo de las
AC en las recidivas, no hay datos suficientes para
deducir si estos dafios cromosémicos son predictivos
de nuevas recidivas o de segundos tumores. Sin
embargo, es légico pensar que serfa util detectar, en
los pacientes sometidos a quimioterapia, individuos
con un incremento de inestabilidad cromosomica, v
por tanto, de riesgo de cancer. Las consecuencias
moleculares de estas aberraciones cromosémicas y su
posible relacion con la progresion tumoral estan aun
por resolver. En la actualidad estamos completando
este estudio de inestabilidad cromosémica con otros
marcadores citogenéticos.
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