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Resumen

En el presente trabajo se estudio la frecuencia de asociaciones satélite (AS) aplicando la
tincion AgNOR en linfocitos de sangre periférica de 10 pacientes con cancer de mama. Del
total de células estudiadas (1403) se encontraron las siguientes frecuencias promedios:
17,616 células con AS; 1,361 AS por células; 2,489 cromosomas asociados por célulay 2,016
cromosomas por asociacion.

No se observaron diferencias entre los resultados obtenidos y los reportados en la
literatura para individuos normales, con excepcion del promedio de células con AS, el cual
fue menor al reportado en los controles. No se encontraron evidencias de que factores como
las condictones neopléasicas y |0s tratamientosde quimioterapiay radiacionesrecibidos por
los pacientes con cancer de mama, causaran modificaciones (aumento o disminucion) en las
frecuencias de AS con respecto a individuos normales. De acuerdo con nuestros resultados,
la frecuencia de las AS en pacientes con carcinoma de mama esta influenciada no solo por la
intensidad de tincién delos NORs y en consecuenciapor la actividad transeripcional de estos,
sino también por otres factor estalescomo condiciones de cultivo, tipo detgidoy edad.

Palabras claves: Asociaciones satdite. tincién AgNOR, cancer de mama.

. Satellite associations and AgNOR-stain on patients
with breast cancer

Abstract

. The frequency of satellite associations (SA) with AgNOR-Stain in peripheral blood
lymphocytes from ten patients with breast cancer were studied. The mean number of cells
observed with SA was 17.616 and the mean value of SA per cell was 1.361. The mean number
of associated chromosomes per cell was 2.488 and the number of chromosomes per
association was 2.016. No major differences were evidenced between the results obtained in
this study and those reported in the literature for the normal population. An exception was
observed regarding the cells with a lower mean value than reported in the literature. Analisis
of our results indicate that the SA frequency in breast cancer patients appears to be influenced
by the NORs stains, its corresponding transcriptional activity and others intrinsic factors such
as culture conditions, tissue type and age.
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Introduccion

Las regiones organizadoras del nucléo-
lo (NORs) estan situadas sobre los brazos
cortos de los cromosomas acrocéntricos
(grupos D y G). Constituyen los lugares
donde se localizan los genes que codifican
para los ARN ribosomales 18S y 28S (1,2).
Una tincion especifica con la plata de ciertas
proteinas residuales en los NORs refleja la
actividad transcripcional de los genes de
ARNr en la interfase precedente (3).

La asociacion de las regiones organiza-
doras del nucléolo entre cromosomas ho-
mologos y no homologos es llamada asocia-
cion de satélite (AS). La asociacion puede
observarse como un bloque comun de plata
(Ag) despueés de tincion AgNOR (4).

La frecuencia con la cual un cromoso-
ma esta involucrado en una AS esta positi-
vamente relacionada con la presencia y la
intensidad de la tincién con plata (5). No se
ha demostrado que existan diferencias en
las frecuencias de AS con respecto a la edad
y el sexo (6,7.8). Sin embargo, se ha repor-
tado una tendencia a la disminucion con la
edad (9,10) mientras que se ha encontrado
que los cromosomas con NORs tienden a
asociarse mayormente en hembras (11).

Diversos estudios se han llevado a
cabo acerca de la actividad de los NORs en
pacientes con enfermedades neoplasicas en
tumores solidos (12,13,14,15,16), asi como
en malignidades hematologicas: leucemia
mieloide cronica (LMC) (17,18), leucemias
agudas (19.18) y linfomas malignos (20). Sin
embargo, existen pocas publicaciones
acerca del grado de AS en pacientes con
neoplasias, puesto que la mayoria de los
estudios realizados se han llevado a cabo en
individuos normales (1,2,4,18).

En nuestro estudio hemos analizado la
frecuencia de AS entre cromosomas acro-
céntricos en linfocitos de sangre periférica
de pacientes con cancer de mama para in-
vestigar posibles diferencias con las fre-

cuencias reportadas en la literatura para
individuos normales.

Materiales y Métodos

Las muestras de sangre se obtuvieron
de mujeres con cancer de mama clinica-
mente diagnosticado, otorgadas por las Uni-
dades de Oncologia y Genética Médica del
Hospital Clinico de Maracaibo.

Las preparaciones cromosomicas de
linfocitos de sangre periférica se obtuvieron
usando las técnicas convencionales. La téc-
nica de cultivo de linfocitos utilizada para
elaborar los cariotipos esta basada en la
descrita por Yunis (21). Se usé medio de
cultivo RPMI 1640 con L-Glu, complemen-
tado con suero fetal bovino y solucion peni-
cilina-estreptomicina. El mitogeno usado
fue la fitohemaglutinina. El cultivo fue colo-
cado en estufa a 37°C durante 72 h. Para
realizar las preparaciones se uso la fijacion
con Carnoy (metanol y acido acetico 3:1).

La tincion AgNOR utilizada esta basa-
da en la descrita por Goodpasture y Bloom
(22). Para la tincion, se prepara una solu-
cion de nitrato de plata al 50% por ml de
SIn. a la cual se le anaden 6 gotas de
formalina. Una o dos gotas de la solucion
anterior se anaden sobre el portaobjetos con
la preparacion y luego se cubre con un
cubreojetos. Se lleva a estufa a 65°C duran-
te 2 h aproximadamente. Después de este
tiempo, la lamina se lava con agua destilada
y se deja secar al aire.

Una vez realizadas y tenidas las prepa-
raciones se llevo a cabo el estudio micros-
copico analizando un promedio de 140 me-
tafases por paciente. En cuanto a la nomen-
clatura utilizada para describir las asocia-
ciones, éstas se denominaron tomando en
cuenta los cromosomas que intervienen en
la asociacion: G/G, si la asociacion ocurria
entre cromosomas del grupo G: D/D, si la
asociacion era entre cromosomas del grupo
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Figura 1. Algunas de las asociaciones satélites observadas en cromosomas de linfocitos de mujeres con
cancer de mama. Células con tincion AgNOR (1000 X).
A. Célula metafasica con una asociacion satélite entre dos cromosomas del Grupo D.
B. Asociaciones satélite entre cromosomas del Grupo D.
C. Metafase donde se muestra una asociacion satélite multiple entre cuatro cromosomas.
D. Asociacion satélite entre cromosomas de los Grupos D y G y otra entre cromosomas del
Grupo G.
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Tabla 1
Frecuencias promedio de AS' observadas en linfocitos de sujetos controles”
y los obtenidos en el presente estudio

Rangos de valores Resultados promedio
promedios del presente estudio”
Numero de células con AS 36,4 - 89,9 17616
Numero de AS por célula 0,21-1,88 1,361
Numero de cromosomas 1,15 - 4,47 2,489
asociados por célula
Numero de cromosomas 2,09 -247 2,016

por asociacién

1 AS: Asociaciones Sateltte

2 Tomado de Foxy Sindwani, 1985

3 Los valores se calcularon promediando a partir del total de pacientes estudiadas (X=2XI/n; slendo £Xi la sumatoria
de los valores promedio por caso y n el niimero total de pacientes, l.e., 10)

Tabla 2
Asociaciones satélite mas frecuentes

Grupo de cromosomas implicados en la asociacion

S D/D (%) D/G (%) G/G (%)
1 50,00 37,5 12,5
2 65,22 26,08 8,70
3 10,75 56,25 25,00
4 35,29 58,83 5,88
5 32,35 50,00 17,65
6 24,64 56,52 18,84
7 35,42 56,25 8,33
8 29,03 61,29 9,68
9 70,59 23,53 5,88
10 27.27 54,55 18,18
% Total Promedio 38.856 48,08 13,064
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con plata, puede presumirse que la presen-
cia de precipitados de plata en los NORs sea
uno de los determinantes de la frecuencia
de AS (5) v que por tanto, la frecuencia con
la cual un cromosoma acrocéntrico humano
participa en AS esta relacionada con la pre-
sencia de plata en los NOR despueés de
tincion AgNOR. Resultados idénticos se han
obtenido en individuos normales (26,5,27).

Nuestro estudio no mostro evidencias
de que factores como las condiciones neo-
plasicas y los tratamientos de quimioterapia
y radiaciones recibidos por las pacientes
con cancer de mama, causaran modificacio-
nes (aumento o disminucion) en las fre-
cuencias de AS con respecto a individuos
normales.

De acuerdo con nuestros resultados, la
frecuencia de las AS en pacientes con car-
cinoma de mama esta influenciada por la
intensidad de tincion de los NORs y, en
consecuencia, por la actividad transcripcio-
nal de éstos, como se ha reportado anterior-
mente en individuos normales
(28.22,5,29,16,30,31).

Por ultimo, el valor de la tincion AgNOR
para el estudio de las AS en citogenética
clinica es evidente. Mas significativo aun
puede ser el uso de esta tincion como un
medio citoquimico para investigar la estruc-
tura y funcion de los cromosomas en pa-
cientes con diferentes neoplasias.
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