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RESUMEN

A través de un proyecto Fondecyt (1940567), reali-
zamos el estudio cromosémico y del contenido de
DNA (o ploidia) en citémetro de flujo, en 23 mues-
tras de adenocarcinoma de vesicula biliar, provenien-
tes de pacientes operados en estados clinicos avan-
zados, con el fin de determinar 1a presencia de abe-
rraciones cromosémicas que sean especificas de este
cdncer, que puedan tener algin valor en el pronosti-
co o diagnoéstico de la enfermedad, o bien que puc-
dan ayudar en la bisqueda de un gen responsable de
su desarrollo. También buscamos alteraciones del
contenido de DNA (ploidia) en las mismas mues-
tras, para determinar su validez en el prondstico o
diagnéstico clinico como se ha establecido para otros
tumores malignos (1).

Todos los casos mostraron dos poblaciones celula-
res, una normal y otra con multiples aberraciones
cromosémicas, tales como deleciones, traslocaciones
e inversiones.

ABSTRACT

This investigation confirms the changes in DNA
content in 23 patients with gallbladder carcinoma.
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INTRODUCCION

El c4ncer de vesicula biliar es una patologia maligna
que ha cobrado gran importancia estos dltimos afos
en nuestro medio. Chile es el pais con la tasa mas
alta de mortalidad por cancer de vesicula biliar, se-
guido por Jap6n(2). Representa la principal causa de
muerte por tumor maligno en la mujer chilena(3).
Tiene una prevalencia de 3.4% en mujeres y de 1.3%
en varones colecistectomizados por colelitiasis(4).
Generalmente es diagnosticado en etapas avanzadas,
ya que no existen métodos de deteccion precoz y la
sobrevida es baja, 3,5% alos 5 afios. En 96% de los
casos corresponden al tipo histolégico de adeno-
carcinomas(5).

Actualmente existe escasa informacion sobre estu-
dios citogenéticos en este cancer. No se han comuni-
cado aberraciones cromosOmicas especificas que
pudieran servir de ayuda en el diagnostico o pronos-
tico de dicho cédncer o bien a través de las cuales se
pudieran poner en claro la génesis molecular del pro-
ceso de cancerizacion(6,7).

Nosotros pretendemos a través de nuestros estudios
citogenéticos descubrir aberraciones cromosomicas
especificas de este cincer y, tal vez, primarias (0 ini-



ciales del tumor) que pudieran ser de utilidad en el
diagnostico y/o prondstico clinico de esta enferme-
dad, como es propio de miltiples cdnceres
(leucemias, linfomas y otros tumores). Por otra par-
te las regiones cromosémicas comprometidas en las
aberraciones estructurales encontradas, podrian
orientar los estudios moleculares hacia un nimero
limitado de genes (oncogenes, antioncogenes) que
pudiesen estar posiblemente implicados en el desa-
rrollo de este tumor.

MATERIAL Y METODOS

Se procesaron 28 muestras para estudio citogenético
empleando tejido fresco sin fijar. Paralelamente se
realizo estudio histolégico de estas mismas.

De éstas, 22 correspondian a adenocarcinomas de ve-
sicula biliar y se procesaron para la obtencién de
cariotipo, con técnicas directas (Dutrillaux modifi-
cadas), y de cultivos largos (aproximadamente 4 se-
manas 0 mas), empleando mediodio HAM F10 con
suero fetal, enriquecido con Glutamina e Insulina.
Las 6 restantes correspondian a vesiculas biliares sin
lesion maligna ni premaligna, extirpadas por coleli-
tiasis, que forman parte del grupo control de nuestro
estudio. Estas ultimas fueron procesadas con técni-
cas de cultivo largo, obteniéndose un cariograma nor-
mal, sin aberraciones cromosémicas. En forma pa-
ralela se obtuvieron células desagregadas del tejido
fresco, a través de técnicas mecanicas y de digestion
enzimatica con colagenasa o tripsina, para ser estu-
diadas en el citometro de flujo (en la Facultad de
Ciencias de la Universidad de Chile). En los casos
en que no pudo obtenerse una muestra adecuada de
c€lulas frescas, éstas se obtuvieron posteriormente a
partir de tejido fijado en taco de parafina. Se
desparafinizé y se desagregaron las células a través
de métodos de digestion enzimética (pepsina), se usd
propidium iodide como fluorocromo para marcar el
DNA de los nicleos celulares y se emplearaon Kits
adecuados para este estudio.

RESULTADOS Y DISCUSION

De las 28 muestras procesadas, 22 correspondian a
muestras de adenocarcinomas de vesicula biliar o a

met4stasis hepéticas, y 6 correspondian a muestras
de vesicula biliar operada por colelitiasis y sin le-
sién maligna ni premaligna a la histologfa. Estas ul-
timas 6 forman parte del grupo control, en el cual no
se encontraron alteraciones cromosémicas como era
de esperar en un tejido no malignizado.

De los 22 carcinomas:

-En 7 no se obtuvieron resultados, en 3 casos debido
a contaminacion de 1a muestra y en 4 casos a fallas
en las técnicas de cultivo.

-En 15 casos se obtuvo el cariotipo del tejido tumoral
(ver tabla 3). Estos resultados con un 68% de éxitos
y un 32% de fracasos, corresponde a lo que se des-
cribe en la literatura, en estudios cromosémicos de
tumores sélidos (8), por lo tanto esto demuestra la
eficacia de nuestros métodos.

De los 15 carcinomas en los que se obtuvo el
cariograma;

-En 3 se encontré una sola poblacién con un com-
plemento cromosémico normal (s6lo células norma-
les -ver tabla 3, casos N° 14, 15 y 27). Esto segura-
mente es debido a que en el cultivo in vitro solamen-
te hubo proliferacion de células normales, ya sea por
fallas en el cultivo (poco enriquecimiento de medios,
falla de la desagregacion del tejido cuando éste esté
muy duro), o bien por que 1a muestra recibida conte-
nia una zona con poco tejido tumoral o este se en-
contraba muy necrosado. Hay que recordar que las
c€lulas tumorales tienen una proliferacién celular
descontrolada (sin freno), pero con un ciclo celular
generalmente mas largo, por lo tanto demoran mds
en crecer (8).

-En los 12 restantes (ver tabla 3) se determind la pre-
sencia de dos poblaciones celulares, una con
cariograma normal (c€lulas normales) y otra con muil-
tiples anomalias cromosémicas, tanto estructurales
como numéricas.

Las alteraciones numéricas encontradas, est4n repre-
sentadas por las hiperplodias (aumento en el N° del
set de 23 cromosomas), en su mayoria (near)
triploidias o (near) tetraploidias. Estas alteraciones
num¢ricas encontradas en el cariograma, fueron co-
rroboradas en el estudio de citometria de flujo en el

Revista Hosp. Clinico Universidad de Chile. Vol. 7,N° 2, 1996



cual el contenido de DNA expres6 las mismas ca-
racteristicas, una poblacién con contenido de DNA
normal que significa un nimero normal de 46
cromosomas (haploide) y una poblacién con un con-
tenido de DNA mayor, o hiperploide(near triploide,
near tetraploide). Esta correlacion de los hallazgos
citogenéticos y los resultados del estudio de ploidia
demuestra que ambos tipos de estudio se apoyan y
complementan en forma bastante asertiva. Las
hiperploidias habfan sido descritas unicamente €n €S-
tudios anteriores de citometria de flujo (9). A traves
de ambos estudios, citogenético y citometria de flu-
jo (ploidia o contenido de DNA), se pudo determi-
nar que las alteraciones de la ploidia (hiperploidias),
estdn presentes en adenocarcinomas de vesicula bi-
liar, avanzados y que son signo de etapas tumorales
tardias.

Las alteraciones cromosémicas estructurales encon-
tradas méas frecuentemente son translocaciones,
delecciones, fragmentos cromosémicos adicionales,
isocromosomas, cromosomas en anillo y cromo-
somas marcadores (no identificables).

En los casos en que la misma alteracion se repite en
casos diferentes como la traslocacién entre un
cromosoma 6 y un 13 (tabla 3 casos 18 y 23), conlos
mismos puntos de fractura en (p23, q14), la deleccion
intersticial del cromosoma 4, practicamente en la
misma regién (q32, q33) (tabla 3 casos 20y 25) y la
deleccién del fragmento distal del brazo corto del
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cromosoma 17 con punto de fracturaenpl2 (tabla3,
casos 25 y 29), nos permiten pensar que podemos
estar en presencia de alteraciones especificas pro-
pias de este tumor, lo cual debera ser verificado con
el anélisis de un mayor nimero de casos como esta
contemplado en las siguientes etapas de nuestro pro-
yecto.

RESULTADOS

Tabla 1
Muestra el resultado general del total de mues-
tras procesadas.

Citogenéticos - cariotipos

Procesadas 28 muestras:

6 controles = cariotipo normal
22 adenocarcinomas = 7 no resultaron (4 no hubo
crecimiento y 3 muestras contaminadas).
15 resultaron (con cariotipo)

Tabla 2
Muestra el resultado general de los cariogramas.

Citogenéticos - cariotipos

15 casos con cariograma
3 con una poblacién con cariograma normal
12 con dos poblaciones; normal o alterada.




Tabla 3

Muestra resumen de resultados de cariotipo y citometria de flujo.

Caso ANOMALIAS CROMOSOMICAS CELULAS CITOMETRIA FLUJO
j N° ESTRUCTURALES NUMERICAS | NORMALES POBLACION
hiperploidia normal hiperploide
14 (+) (+)
15 (+) (+) (+)
16 (+) (+) (+) (+)
17 | del(2)(p13), 4 mar (+) (+) (+) (+)
18 t(6:137)(p23;q147) (+) (+) (+) (+)
W(12;7(pl1,?7)
| del (10q), inv(X)
- 20 | del(4)(q33).del(9q) (+) (+) (+) (+)
t(14;21)(ql1;q11)
21 del(2)(g11), t(3;D (+) (+) (+) (+)
| 1(6,137), t(14;7)
23 ad(4), del(5)(q22;q31) (+) (+) (+) (+)
del(6)(q22), del(22)(q11)
| 1(6:13)(p23.q147)
| 1(9:13)(p13;p12), t(11;7)(p15,?)
| t(12:7)(p11;7), del (12)(p12)
| del(13)(p11), t(15,7)(p11;?)
i 24 t(3:M(pl1,?) d(10p) (+) (+)
del(12)(p11), r(?), 2 mar
25 | del(4)(q32) (+) (+) (+) (+)
del(17)(pl12)
- 26 | iso(17q) (+) (+) (+) (+) |
i 2T | (+) (+)
29 | ad(Ip), ad(Xp) (+) +) +) +
del(17)pl2 |
30 | 2mar (+) (+)
32 del(5)(p14), del(10)(g26) (+) (+)

t=translocacion, del=delecion, r=cromosoma en anillo, ad=segmento adicional, mar=cromosoma marcador. 1so=isocromosoma,

inv=inversion de un segmento de un cromosoma.
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