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| INTRODUCCION,

Evidencias experimentales han demostrado gue los oncogenes
activados esta&n involucrados en eventos celulares que conducen a
la transformacién maligna, cuyos cambios parecen ser a nivel de
mutaciones géneticas que se traducen como alteraciones
transcripcionales y/o traducionales.

Este trabajo se llevdé a cabo con la finalidad de estudiar 1la
expresidén del gene de AFP y los oncogenes c~fos, c-myc y c-Ki-ras
en CC con diferentes grados de diferenciacidn, invasividad y
metastasis. E1l ARN fue extraido de 7 muestras de CC, 2 muestras de
tumores benignos, y los correspondientes tejidos normales.

El anilisis de “Northen blot" muestra que en tumores de CC
moderadamente diferenciados, con estadios avanzados de malignidad
Y metdstasis lejanas, la expresién de c-fos y c-myc se encuentra
muy incrementada. En tumores bien diferenciados, en estadios
tempranos Y avanzados se observa expresién ligeramente
incrementada de AFP, en los tumores benignos existe una expresién
alterada de los cuatro genes analizados.

1.1 Planteamiento del problema

La expresién de los oncogenes c-fos, c-myc y c¢-Ki-ras,tiene
una relacién con el grado de diferenciacién, malignidad y
metédstasis en carcinoma colorectal humano?

La expresién de estos oncogenes pueden ser utilizados como
marcadores de transformacién maligna en tumores benignos de colon
y recto?

La expresién de «-fetoproteina se puede usar como marcador
del tipo histolégico del tumor en céncer colorectal?



1.2 Hipétesis

La caracterizacién de 1la expresién del gene de AFP y los
oncogenes c-fos, c-myc Yy c¢-Ki-ras en un tejido neoplasico
provenientes de diferentes individuos y su comparacién con el
tejido normal adyacente, permitirdn obtener patrones de expresién
especificos para cada tumor asi{ como su correlacién con el grado
de diferenciacién, maliginidad y met&stasis; la expresidén alterada
de estos genes podrin servir como marcadores de transformacién
maligna en tumores benignos.

1.3 objetivos

1.3.1 Montar la metodologfia de extraccidn de ARN y Northern
blot a biopsias tisulares humanas cancerosas.

1.3,2 Correlacionar la expresién de AFP y los oncogenes c-fos,
c-myc¢ y c~Ki-ras con el grado de diferenciacién, malignidad
y metdstasis.

1.3.3 Demostrar si los diferentes patrones de expresién de estos
genes en tumores benignos son marcadores de una posible
neoplésia.

1.4 Justificacién

En palises desarrollados se realizan investigaciones profundas
en estas &reas de expresién de oncogenes, sin embargo la mayoria
de dichas investigaciones son en lineas celulares y animales de
laboratorio y los resultados, aungue confiables, no reflejan
verdaderamente lo que acontece en el organismo humano.



El CC es un sistema excelente para la investigacién de
alteraciones genéticas debidec a que presenta sus diferentes
estadios de progresién histolégicamente bien definidos. Ademas
poco se sabe de los eventos de la progresién del CC especialmente
lo relacionado con genes que llevan a la pérdida del crecimiento y
la diferenciacién celular. Son escasos estos estudios en 1la
literatura y no se observan correlaciones sistemiticas con los
diferentes tipos histolégicos de los tumores colorectales.

Por lo cual se considera necesario analizar estudios
sistemdticos de la expresién de los oncogenes tanto en tejidos
tumorales como tejidos controles y correlacionar 1los datos
moleculares con °'las caracteristicas histolégicas, asi como
con la progresién de la enfermedad.



Il ANTECEDENTES

2,1 HISTORIA.
2.1.1 Concepto de Céncer.

El cdncer es el resultado de la proliferacién de una familia
o de una clona de células anormales. Son alteraciones en las
cuales un conjunto de células en el seno de un organismo
multicelular escapan a los mecanismos regulatorios que aseguran
un equilibrio entre 1los tejidos, produciendo un crecimiento
celular desordenado Y por lo tanto la produccién de una masa
tumoral.

El céncer se produce tanto en humanos como en animales. Las
células cancerosas pueden surgir de cualquier tejido, en cualquier
edad, pudiendo invadir en forma caracteristica tejidos vecinos por
extensién directa o diseminacién a través de vasos linfdticos o
sanguineos. Los cénceres s6lidos tienen un crecimiento anormal
produciende una tumoracién que es evidente por palpacién o a
simple vista.

Se considera que un tumor esta constituido por dos etapas :
1.~ Una etapa en la qgue las cé&lulas se dividen constantemente.
2.,- Otra etapa donde las células capaces de dividirse esté&n en

estado de reposo.

El crecimiento del tumor depende de la presencia relativa de
cada una de estas etapas. El tumor se caracteriza por 1la
acumulacién de células anormales, lo que implica una ausencia de
control en el crecimiento celular.

Las células neopldsicas son menos diferenciadas que la célula
normal. En muchos casos entre ma&s indiferenciada es una cé&lula
cancerosa es mas agresiva, aunque depende del tejido de donde
provenga el tumor (1).

2.1.2 Terminologia

Los sinénimos de tumor maligno son : céncer, neopldsia,
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blastoma, carcinoma Yy enfermedad oncbdlogica. La terminacién '"oma"
es comin en tumores kenignos.

2.1,3 La Evolucion del Cdncer

Uno de los datos més antiguos relacionadeos al c&ncer aparece
en los papiros egipcios del siglo XV A.C. En los cuales se
describren ulceraciones de piel resistente a todo tipo de
tratamiento y que se extienden a otras partes del cuerpo, Yy
terminan con la muerte. En la poca de Hip6crates siglo IV A.C.
existen evidencias de tumores 6seos. En el hombre Neolitico y en
América en restos de un inca precolombino se hallarbn marcas
atribuibles a un melanoma. En 1938 Johannes Muller comprueba que
los tumores estén formados por células gque derivan de células
anormales que por diversos factores comienzan a proliferar, este
investigador sugeria que existia una causa que transformaba la
célula normal en cancerosa. Lalinnec 1815 sostiene que cualquier
tejido puede dar lugar a un c8ncer y due las células del tumor
llevan el sello del tejido de origen. Con el Siglo XX comienza la
Era de tratamientos méas ciéntificos y racionales del céancer
basados en el conocimiento histolégico y en el de su evolucidn
clinica. En 1910 Peyton Rous aislé de un tumor el virus del
Sarcoma de Rous. En 1920 Yamagiwa e Itchikawa produjeron cénceres
en orejas de conejo con pincelazos de alquitré&n, haciendo lo
mismo con otras sustancias sospechosas de ser cancerigenas. En
la década de los 40‘s Carlos Huggias demostr$ que algunas hormonas
intervienen en el proceso de céncer de organos genitales (2).

2.1.4 Ciencias involucradas

El estudio del caAncer se ha realizado a diferentes niveles:
citolégico, morfolégico, molecular, metabdlico, inmunolégico y a
nivel de la diferenciacién celular (1).

La Biologia Molecular ha permitido penetrar en el metabolismo



intimo de la célula y de sus organelos. El microscopio
electrénico, la enzimologia moderna, la utilizacién de
compuestos radiactivos en la Bioguimica, el estudio de los &cidos
nficleicos y los avances en la Biologia Molecular y la Gené&tica han
ido descubriendo los mecanismos de la transformacién de una célula
normal a cancerosa y sus etapas en la progresién del proceso.

Actualmente los estudios se encaminan a dilucidar como se
rompe el equilibrio regulatorio que mantiene controlada a 1la
reproduccién celular, son procesos biogquimicos complejos donde
los diferentes agentes cancerigenos como son virus, hormonas,
contaminantes ambientales, radiaciones, etc, pueden romper ese
equilibrio y desencadenar la neoplé&sia.

Las investigaciones se efectuan a diferentes niveles
etioldégicos, patolégicos.y clinicos (2).

Durante los Gltimos viente aifos, los avances en la
investigacién han lograde dilucidar algunos mecanismos de la
carcinogénesis (3).

Muchos factores influyen en la probabilidad de la deteccipn y
naturaleza del céancer asi como la disponibilidad médica para su
tratamiento (4).

2.1.5 El Cdncer Colorectal

El CC continGa siendo uno de los mids comunes y la segunda
causa que lleva a la mortalidad en paises desarrollados y en
México ocupa el catorceavo lugar (5). En pacientes con CC cerca del
40% desarrollan met&stasis hepatica (6). El céncer de colen Yy
de recto varian en tratamiento, sintomatologia y pronéstico, el 40%
de estos tumores son rectosigmoideos (1).

2.2 EPIDEMIOLOGIA

2.2.1 En Cdncer Colorectal
Se ha determinado que por lo menos un miembro de cada familia
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tiene 1la posibilidad de adquirir céncer. Las caracteristicas de
una enfermedad maligna varian con el sexo, edad, raza y ubicacién
geogr&fica. Existe una mayor predisposicién de desarrollar cancer
en el sexo femenino gque en el masculino, sin embargo, esta
diferencia esta disminuyende debido al incremento del céncer
pulmonar en los hombres y el decremento del céncer cervicouterino.
Las neoplésias mds frecuentes en mujeres son : mama, colon, fGtero
Yy piel. En el hombre son : pulmén, tracto intestinal, piel,
prostita, cavidad oral, laringe y vejiga. En nifios el problema del
céncer es menor pero crece la mortalidad en casos como : leucemia,
tumores cerebrales, renales y linfomas (7).

La incidencia y la regién afectada en CC varia con la edad y
sexo. Se ha observado un aumento de la incidencia en el 1lado
derecho en personas de mas de 65 afios. En el céncer de colon de
lado izquierdo en personas de menos edad. En el lado distal es
mayor que en el proximal tanto en personas jévenes como adultas
{8). Los polipos y los tumores CC tienen aproximadamente la misma
distribucién, sus diferencias residen en qgue el CC tiene un mayor
porcentaje en la unién rectosigmoidea y el polipo es mis frecuente
en el colon descendente y transverso.

El Instituto Central de Estadistica de la Secretaria de Salud
(1988) , confirmd que el CC ocupa el primer lugar de incidencia y
mortalidad en ambos sexos. Las estadisticas también indican que el
CC ocurre 3 a 4 veces mis frecuente en pacientes que estén
afectados por formas esporadicas en el intestino que la poblacién
en general, no se han observado pruebas contundentes de herencia
del CC (5). En México en la actualidad la incidencia anual de cC
supera los 120 000 casos nuevos, el adenocarcinoma de colon es wés
prevalente en los paises desarrollados, se ha comprobado que las
personas que emigran a una determinada regién geogréfica adquieren
el riesgo. Existe mayor frecuencia de aparecer CC en 1la raza
blanca gque en la raza negra, en zonas urbanas que en zonas
rurales, en el hombre es mis frecuente el céncer rectal y en
cdncer de colon 1la proporcién entre hombres y mujeres es



aproximadamente la misma. La incidencia del €C ha permanecido
relativamente estable en algunos paises como Inglaterra, mientras
que en otros como EUA y Dinamarca ha aumentado debido tal vez al
desarrollo de la poblacién. En Japén se ha observado un aumento de
la 1incidencia en 1la dltima década, derivado tal vez por 1la
occidentalizacién de la dieta, en diferentes grupos religiosos
también existe variacién, el riesgo existente es mayor en los
judios comparado con los adventistas del 7o. Dia, teniendo origen
estas variaciones en los diferentes régimenes dietéticos (9). Se
considera que existe aproximadamente 6.35 millones de casos nuevos
al afo, varios paises como efecto protector consumen fruta fresca
Yy vegetales (10)}. El carcinoma rectosigmoide se considera de alta
proporcién en el céncer del intestino en poblaciones de alto
riesgo (9). En México se hicierdén hace algunos afos estudios
epidemiolégicos que reportardn que el CC puede iniciarse entre
los 15 y 19 afios, teniendo desarrollo de 5 veces entre los 40 y 44
afios, con un pico miximo entre los 60 y 64 afios, se observéd
también que aproximadamente un 50% de hombres padecen CC y un 49%
en mujeres, se observa una ligera tendencia aumentada en el sexo
masculino, aunque esta diferencia no es muy significativa (103).

2.2.2 Estudios Epidemioldgicos

La realizacién de estudios epidemiolégicos es sobre
poblaciones diferentes en cuanto a exposicién, tiempo de
introduccién de factores de riesgo y vias de operacidén. Ademés
tales poblaciones adquieren la dieta tradicional de paises con
alto riesgo de CC (10). Los progresos en el campo del cancer son
fundamentados en 1la investigacién clinica y de laboratorio,
también se incluyen investigaciones en Etiologia, Pronéstico, y
Tratamiento apoyados en los avances de la Genética Molecular,
Biologfia celular, Carcinogénesis, Virologia e Inmunologia (3). Los
epidemi6logos han observado gue el CC estd muy relacionado con el
medio ambiente; su hipétesis es que los factores ambientales como



dieta y costumbres afectan el tiempo de exposicién del carcindgeno
al tejido (11). La frecuencia del C€C se muestra en la
tabla 1.

TABLA 1 INCIDENCIA DEL CC SEGUN LA EDAD
EDAD (anos) PORCENTAJE (%)
20-29 5
30-39 16
40-49 50
§0-59 98

En nifios y adolescentes el porcentaje de CC es menor del 5% y
es frecuente en el sexo masculine. Los adenocarcincmas frecuentes
en jévenes son los mucilaginosos y son lentos en su progresién
{1). Los epidemiélogos andliticos creen gque la prevencidn es facil
cuando la causa es conocida (10).

2.3 FACTORES DE RIESGO

2,3.1 Resefia

Estudios epidemiolégicos indican gue los factores ambientales
como compuestos quimicos, radiaciones y virus Jjuegan un papel
importante en la mayoria del céncer humano lo que implica que esta
enfermedad es prevenible, se han desarrollade métodos para
visualizar si compuestos quimicos encontrados en el lugar de
trabajo, dieta u otras fuentes causan dafic al ADN. La alteracién
de expresién de genes y de la actividad de las proteincinasas,
pueden indicar métodos para detectar la accién de promotores en
cincer humanos, para la determinacién de la eticlogia de 1la
enfermedad (3). Se ha visto gque los contaminantes ambientales son
miltiples y dependiendo de la naturaleza y cantidad, tiempo y
frecuencia de exposicién vy caracteristicas biolégicas del




individuo, son los efectos gue causan en el individuo (2).

2.3.2 Dieta

Datos epidemiol&gicos obtenidos de c&nceres humanos muestran
que el exceso en la ingesta de lipidos, proteinas y carbohidratoes
tienen influencia en la incidencia del céancer. La dieta rica en
estos compuestos influye en el crecimiento del tumor por su efecto
en los factores de crecimiente y niveles hormonales en el tejido
{12). Una dieta rica en carne y grasa animal est8 asociada con
alto riesgo de CC, ya que puede inducir un alto flujo de esteroles
Yy &cidos grasos en el intestino que podrian ser metabolizados a
productos secundarios por la flora bacteriana, alqunos de estos
productos como el colesterol se ha observado que actGa como

cocarcinogeno (5). Los habitos alimenticios que producen
irritaciones, inflamacién, indigestién, y se tornan crénicos
provocan transtornos haciendo mas susceptible al intestino para

los agentes cancerigenos, lo wmismo ocurre al ingerir liguidos o
alimentos sobrecalentados (2)}. Los cancerigenos son formados
durante el procesadc de los alimentos, estos compuestos pueden ser
pirolizinas, pirobenceno y aminas heterociclicas que se liberan
del asado de carnes y pescados, el café y la salsa de soya
también tienen accién mutagénica, asi como los alimentos tratados
con nitritos. Otros compuestos cancerigenos son cq}orantes
alimenticios, saborizantes, edulcorantes, espesores,
emulsificadores, enzimas, preservativos, manteguilla amarilla
{(N,N~-dimetil-4-aminobenceno), pesticidas clorados, de mecanismo de
accién aGn desconocido (12).Los factores dietéticos influyen en el
metabolismo de los Aacidos biliares que estén asociados con los
procesos cancerosos, en el colon proximal, donde los metabolitos
biliares est&n en un estado din&mico. La mayoria de estos efectos
puede ser de gran importancia para el colon distal donde estd la
mayor parte de la funcién de la fermentacién. En CC se observa
como factor de riesgo el alto consumo de grasas y como factor
protector el consumo de fibra, el consumo de huevos se ha tratado
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de relacionarle con el €C proximal pero no ha sido demostrado
plenamente, otro factor relacionado con este tipo de CC es 1la
frecuencia de la ingesta, si es mayor hay mayor liberacién de
bilis. Factores muy frecuentes en el CC proximal y distal son las
comidas fritas, salsas, alimentos procesados, carnes asadas, alto
consumo de huevo, y grasas (14). El clncer de colon se encuentra
disminuido al consumir fibra de grano, y el cdncer de recto se
encuentra disminuido al consumir fibra de frutas y vegetales.
Existe un mecanismo hipétetico donde la fibra tiene un efecto
sobre los metabolitos cancerigenos de los &cidos biliares, de ha
observado que la fibra de grano estd relacionada con la
proliferacién celular, llevandose a cabo la disminucién del tumor,
la fibra de frutas y vegetales afecta la fermentacién de 1los
&cidos grasos tratando de mantener una concentracién de esteroles
y 4cidos grasos estable y asl proteger al intestino (15). Existe
una correlacién entre estado de hiponutricién y avitaminosis con
el céncer del tubec digestivo. Estudios recientes han asociado una
mayor incidencia de CC con altos niveles de consumo de colesterol
en la dieta y un efecto protector a la vitamina A (2). En
pacientes malnutridos existe una elevacidén de la glucosa hepatica
que estd relacionada con niveles de hormona de crecimiento y por
consiguiente con ¢€C (16). Los resultados de 1los estudios
recomiendan que una dieta prudente podia ser la gque contenga bajo
contenido de grasas y carne con un alto contenido de frutas y
vegetales (14). La disminucién de proteina en la dieta puede
disminuir la actividad de oxidasas microsomales qgue puedan llevar
a la formacién cancerigenos. La fibra en la dieta tiene un papel
protector en el desarrollo del ¢C (4). En Inglaterra se ha
registrado gque existe menor proporcién de céncer intestinal
grueso en poblaciones con alto consumo de leche y de alimentos
con frutas Yy vegetales,en comparacién con dietas ricas en
proteinas y grasas las cuales se les atribuyen efectos favorables
para el desarrollo del CC (2). El papel protector de los vegetales
no se ha comprobado pero se cree que proporcicna beneficios a 1la
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flora microbiana al fermentarse en el colon. En los crustéiceos se
ha detectado un compuesto tipo indol que puede tener propiedades
antitumorales, también el calcio tiene un efecto benéfico en 1la
mucosa colonica (14). Los carotenoides y el &cido ascérbico tienen
propiedades protectoras y el consumo de té es de alto riesgo por
su contenido de taninos gue son mutagénicos (17).

2,3.3 Factores Ambientales

Existen diversos factores ambientales tales como la dieta,
grado de urbanizaci6n, agentes quimicos, fisicos y biol&gicos que
son importantes en la patdgenesis del CC. Los factores quimicos
gue estan directamente relacionados con accién carcinogé&nica son:
Hidrocarburos policiclicos, aminas, nitrosaminas, pg-metilanina,
bencidina, compuestos mostaza, uranio, estroncio, niquel, berilio,
asbesto, tabaco, y algunos productos del procesamiento de
alimentos. La accién del carcin6geno puede ser facilitada por:
solventes que faciliten el transporte de este a través de 1la
mucosa, inducciébn de enzimas que lleven a la bicactividad del
carcindégeno asi como la asociacién de la malnutrici6én y la
inmunosupresién del huésped (12)., El1 significado de formacidn
endégena de compuestos nitrosos ha sido estudiada en personas con
riesgo a cdncer gastrico en Japén, basandose en la excresién de
p-nitrosoprolina, el cual es un producto de la nitracién enddgena,
encontrandose que existe una relacién de la nitracién endégena con
la malignidad, otro proceso gue tiene el mismo comportamiento es
la acetilacién, (10). El tabaco contiene sustancias como el
benzopireno, antraceno, nitrosaminas, nicotina, etc que ocasionan
toxicidad general y efectos cancerigenos en los tejidos.

Las fuentes mis importantes de téxicos guimicos urbanos son :
El humo de fébrica y talleres, la incineracién de asbestos, los
gases de escape de los vehiculos, productos polvosos de
aserraderos, calefaccién, descomposicién de 1la basura, desechos
érganicos, etc. Los agentes mds importantes son los residuos
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carbonosos del humo, que también contienen derivados
hidrocarbonados del alquitrdn y del petrdleo, los conservadores,
colorantes, fertilizantes quimicos a base de nitrates, urea, y
otros derivados nitrogenados, y plaguicfidas quimicos que
contaminan los alimentos cuando sobrepasan los limites permitidos.
La aflatoxina es una téxina micética gque induce la produccién de
tumores malignos, los derivados del antraceno, pireno, Yy
colantreno son los mids agresivos en la produccién de cénceres
experimentales, debido a que pueden producirse potenciadores. Las
sustancias 1lfpidicas como el colesterol y otras grasas gque
refuerzan la accién tumorogénica de los hidrocarburos
policiclicos, el alcohol aumenta el riesgo de cancer digestivo,
sobretodo en localizaciones altas boca, faringe, es&fago y
laringe, la hiponutricién que acompafia a 1los alcoh6licos es
también un factor de riesgo agregado. Las drogas a veces tienen
accién tumorogénica o de transformacién celular en dosis muy
elevada. Existen medicamentos que solo el médico debe indicar y
controlar ya que su posible riesgo cancerigeno varla segGn las
condiciones fisiopatdlogicas del paciente como las hormonas gue
son elementos de gran valor en la terapefGtica. Se ha observado que
los estrégenos favorecen la aparicién de tumores en animales
experimentales bajo ciertas condiciones.

ciertos virus actuan como agentes de cancerizacién sobretodo
en terrenos predispuestos, el virus se encuentra en el tejido
tumoral o bien se detectan expresiones inmunolégicas debidas a su
presencia, la accién combinada de agentes cancerigenos y de virus
desarrolla cénceres mucho més rapidamente. Los retrovirus y los
papovavirus son los mds frecuentes.

Los agentes fisicos m&s frecuentes son los rayos X, v y UV,
su interaccidn con el ADN provoca las mutaciones que se traducen
en transtornos metabbélicos celulares (2).

2.3.4 Enfermedades Benignas
Un polipo es producto de una multiplicacién celular no
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controlada, se encuentra localizado, no invade tejido, semejante a
las células que le dierén origen y que pueden desarrollar una
funcién normal., Existen evidencias clinicas epidemiolégicas,
patoldgicas y experimentales indicando que algunos polipos pueden
convertirse en cdncerosos (5). Factores de riesgo muy importante
son: pacientes con previo C€C, adenomas colorectales, colitis
ulcerativa, poliposis, Sindrome de Gadner, sindromes colorectales
no asociados a poliposis (9). Se ha encontrado gque una gran
proporcién de CC es por el desarrollo de malignizaciédn de tumores
benignos llamados polipos. La incidencia de polipos esta aumentada
de 70 a 74 afos ¥y la de CC 75 a 79 afios en anmbos sexos. Los
neoplasmas colonicos son mas frecuentes en mujeres y los rectales
son mis frecuentes en hombres. Las familias gue tienen
antecedentes de poliposis tilenen mayor riesgo de padecer CC (8).
Los adenomas al crecer de tamafo aumentan la posibilidad de que se
produzca una displasia premaligna y un carcinoma. La distribucién
anatédmica de 1los adenomas guarda relacidén con el potencial
maligno, los del colon descendente, distal y sigmoide presentan
una mayor frecuencia de convertirse en malignos dgue es 10 mismo
gue ocurren en CC comparado con otras regiones del colon. Para
disminuir el riesgo es necesario remover 1los adenomas con
frecuencia. Las enfermedades inflamatorias intestinales como 1la
colitis ulcerativa se relaciona con dos variantes, 1la colitis
activa y la extensién de los cambios inflamatorios en el colon,
los pacientes con Enfermedad de Crohn se encuentran también en
riesgo de contraer CC, este riesgo es principalmente importante
cuando, la enfermedad dura m&s de 15 afios, se inicia antes de los
21 afios, y afecta todo el colon. En la Colitis Ulcerativa Crénica
el riesgo se relaciona con la duracién de la enfermedad (9),
también se encuentra asociado con la longitud de la mucosa
efectada (18). Se han observado también que exhibe un aumento en
los niveles de los oncogenes c-fos, c-myc y c-Ha-ras (22). En el
caso de la Poliposis Familiar el riesgo es alto ya que todos los
individuos terminan por padecer CC (9), esta enfermedad presenta
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disminucién de los alelos del brazo largo del cromosoma 5 al igual
gue en los adenccarcinonas de colon (20). Se considera un marcador
de riesgo en la poliposis familiar el aumento de niveles de la
citocromo € oxidasa (21). El Sindrome de Gadner y el Sindrome de
Peutz-Jechers son trastornos de tipo genético autosémico
dominante de expresién genética variable. Estos sindromes son
considerados de alto grado de riesge de padecer CC, el Sindrome de
Turcot es una poliposis del colon asociada a tumores malignos del
sistema nervioso central. Las poliposis juveniles pueden ser
precancerosas. Las mujeres con CC presentan un riesgo elevado de
padecer cdncer de mama, endometrio y ovario (9). En los tumores
carcinoides la malignidad estd asociada con el tamafio, en cCC
existe evidencia de una herencia con rasgo autosémico dominante
(9). Los polipos colonicos son conocidos como lesiones premalignas
con una alta incidencia de CC al aumentar de tamafic, aungue esto
es relativo (13).

2.3.5 Factores Generales

Los factores que 1llevan a predisponer a CC son poco
entendidos, el cédncer intestinal es uno de los pocos tumores que
presentan un modelo autosdémico dominante de herencia bien
definido. Recientes estudios sugieren que los factores genéticos
estan limitados a pocas familias, la contribucién de estos en la
patogénesis del cancer es dificil de evualar principalmente por
los factores ambientales involucrades (5). El riesgo de padecer CC
comienza a aumentar ligeramente a los 40 afios y de forma brusca a
los 50 afios doblandose con cada década y alcanzando su ndximo
entre los 75 y 80 afios. En cuanto al sexo solo tienen diferencias
de ser m&s frecuente en colon en la mujer y recto en el hombre. Se
ha comprobado que el CC que apararece antes de los 30 afios es muy
agresivo y que la edad y la clasificacidn de Duke’s varian en la
misma forma gue lo hace la graduacién histolégica. Aungque el CC no
se ha considerado una enfermedad ocupacional se ha encontrado un
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riesgo aumentado en los trabajadores de la industria del asbesto,
goma, textil, y embalsadores, también hay una asociacién positiva
de CC con el grado de urbanizacién (5). Los pacientes que han
padecido un CC no esta&n excluidos de un riesgo alto, atn cuando el
cC haya sido tratado. El CC ocasiona otro tipo de c&ncer como es
el de mama (21%), sistema ginécologico (16%), y genitourinario
{11%} (9). La edad es considerado un factor de riesgo importante
en el CC (11).

2.4 ETIOLOGIA
2.4.1 Por diversos aspectos

la causa exacta del céncer aln permanece sin ser determinada
totalmente, existen causas directas como son los notables
carcindgenos quimicos, las radiaciones, las dietas ricas en grasas
animales y el bajo consumo de fibra. Es conocido gque 1las
interaciones de una c lula con un carcinégeno son influidas por
una variedad de factores nutricionales, el tipo de dieta, 1la
frecuencia, la dosis y la exposicién al carcinégeno. Muchas
drogas, insecticidas, y xenobiéticos en la dieta inducen 1la
activacién de ciertos sistemas enzima&ticos para la introduccién
del carcinégeno a la célula, por ejemplo fenobarbital y DDT (12).

Los factores ambientales principalmente la dieta desempeiian
un papel importante en la eticlogfa del ¢C. En poblaciones con
baia dincidencia de cc también presentan baja incidencia en
apendicitis, adenomas, diverticulesis, y colitis ulcerosa. La
dieta rica en fibra y baja en carbohidratos reduce el tiempo de
trastornos intestinales por 1lo cual cualquier carcinégeno
potencial permanece menos tiempo en contacto con la mucosa
intestinal. La fibra aumenta gradualmente el volumen intraluminal
y por lo tanto dQiluye los carcinégenos que normalmente se ingieren
en los alimentos y se hallan presentes en el conducto intestinal;
la grasa tiene una relacién directa con la incidencia de <¢C, el
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suplemento de la dieta con &cido ascérbica y «~tocoferol
disminuyen 1la mutagenicidad y los niveles de nitrosaminas en
heces. En la mujer los acontecimientos de la wvida reproductiva
pueden modificar el riesgo subsiguiente de gue aparezca un CC, los
cambios que acompafian el embarazo pueden servir come protecclién
contra este tipo de cAncer, debldo a que la secrecién de &cidos
biliares y colesterol en suero est&n disminuidos. Se ha sugerido
que el consumo rico en crusticeos protege al intestino grueso del
céncer asi como la ingestién de fibra, vegetales ricos en vitamina
A, &cido ascérbice y selenio (9). En la génesis del CC también
estd asoclado el desarrollo de polipos, la importancia de factores
ambientales en la patogénesis de CC estd enfatizada en el aumento
de la incidencia de la enfermedad en paises industrializados y
migrantes de regiédn de bajo, riesgo a regiones de alto riesgo,en
&reas geogrd ficas de concentracién bajas de selenio en el suelo
aumentan la incidencia de cCcC, ya que enzimas como la
Glutatién-peroxidasa requiere de este metal (9). Los hé&bitos
también influyen en la eticlogia de CC como es el consumo de
alimentos calientes, no triturar correctamente los alimentos con
los dientes y con alto contenido de picante (10). El aumento de la
actividad de la ODC (ornitina decarboxilasa) por inductores como
son los &cidos grasos, sales biliares y diacilglicéridos aumentan
la severidad del CC (20). También asociadus a la etiologia estén
la malnutriciéon, pérdida del peso, aumento de la glucosa hepdtica
y hormona de crecimiento (16). Existe un alteracién denominada
carcinoide rectal y su origen parece ser debida a alteraciones
endécrinas (23). Los procesos inflamatorios como causal del CC  se
han tratado de explicar debido a gque los procesos irritativos
arénicas son factores de predisposicién a la aparicién de 1la
transformacién maligna, dichos procesos pueden ser : persistencia
de lesiocnes, Glceras, eczemas, quemaduras traumatismo,
infecciones, etc (2). La etiologia por radiacidédn es frecuente en
radisloges, mineros, trabajadores de la industria nuclear, y los
sobrevivientes de Hiroshima y Nagasaki (9). EL1 dafioc genético
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también influyen en la etiologia de CC como es el consumo de
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los dientes y con alto contenido de picante (10). El aumento de la
actividad de la ODC (ornitina decarboxilasa) por inductores como
son los &cidos grasos, sales biliares y diacilglicéridos aumentan
la severidad del CC (20). También asociados a la etiologia estéan
la malnutricién, pérdida del peso, aumento de la glucosa hepatica
y hormona de crecimiento (16). Existe un alteracién denominada
carcinoide rectal y su origen parece ser debida a alteraciones
endécrinas (23). Los procesos inflamatorios como causal del CC se
han tratado de explicar debido a que los procesos irritativos
crénicos son factores de predisposicién a la aparicién de 1la
transformacién maligna, dichos procesos pueden ser : persistencia
de lesiones, Glceras, eczemas, quemaduras traumatismo,
infecciones, etc (2). La etiologfa por radiacién es frecuente en
radidlogos, mineros, trabajadores de 1la industria nuclear, y los
scbrevivientes de Hiroshima y Nagasaki (9). El dafio genético
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podria ser el responsable del desarrollo de diversos tipos de
cénceres, la predisposicién hereditaria, la aparente relacidn de
la suceptibilidad para el cé&ncer, la poca habilidad para reparar
el ADN dafiado, el potencial de los carcinfégenos y la alteracién de
los protononcogenes son factores muy importantes en la etiologfia
del cC (25).

2.4.2 Mecanismos

Los tumores pueden ser iniciados por cambios en los
mecanismos regulatorios, adquiriendose un aumento en el potencial
de crecimiento (24). Las grasas de la dieta aumentan la excresion
y degradacién de los Aacidos biliares y sus metabolitos que pueden
actuar como potenciadores de los carcindgenos y aumentar la
proliferaci 6 n bacteriana, cuya actividad enzimdtica del tipo
B-glucoronidasa y azoreductasa metabolizan los esteroles y &cidos
grasos a productos secundarios que actian como carcinfégenos. Las
nitrosaminas estan presentes en heces de individuos gue consumen
una alta proporcidn de carne de ternera (9). La col y la coliflor
inducen actividad a enzimas come hidrolasabenzopireno, las
oxidasas de la mezcla microsomal son capaces de activar a los
carcindgenos al convertirlos de lipofilicos a hidrofilicos y asi
penetrar a sistemas acuosos de reaccién (12). Las bebidas
alcéholicas tienen un mecanismo no muy clarc pero se cree gque
modifica la flora fecal o bien la concentracién de esteroles
fecales (9). Una cantidad baja en fibra produce un transito lento
del contenido fecal y asi permite un tiempo mds prolongado de
contacto de los carcinégenos con la mucosa. Se ha sugerido que la
fibra puede ligar carcinégenos aumentando el volumen de excremento
b's asi diluir el carcinégeno. Las bacterias anaerébias
principalmente 1los Bacteroides metabolizan sales biliares en
compuestos potencialmente carcinégenos (9). Los agentes irritantes
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en contacto prolongade con la mucosa pueden romper el equilibrio
de factores gque regulan la multiplicacién celular (2).

2.5 SINTOMATOLOGIA

2,5.1 Transtornos funcionales

Los tumores CC crecen, obstruyen, se ulceran Yy sangran,
invaden estructuras vecinas, producen dolor y con frecuencia
horadan érganos vecinos o cavidad peritoneal. Los rasgos clinicos
que se manifiestan en el individuo dependen de las caracteristicas
biolégicas del crecimiento canceroso y de la localizacién del
tumor en el interior del colon, pueden ser intermitentes y sutiles
Y muchas veces poco consideradas por el individuo y el mé&dico (9).
Los signos de alarma son variables como son trastornos de las
deposiciones, ritmo de las mismas, constipacién anormal, dolores
en la defecacién, tenesmo, deposiciones viscosas, presencia de
sangre en heces, oclusi_én intestinal, palpacién de una masa en el
hipocondrio derecho, adelgazamiento, anemia, estrefiimiento,
ulceracién, obstruccién, necrosis, invasién serosa, anorexia y
pérdida de peso (1). La rectorragia es un sintoma frecuente en
céncer de colon izquierdo y de recto, en el cancer de colon
derecho la hemorragia es lenta y mezclada con el contenido
intestinal y el paciente se va aneminizando progresivamente,
presentando deficit de hierro, tornandose débiles con mareos,
insuficiencia cardiaca congénita y heces color marrén. Los
pacientes con céncer en el colon ascendente experimentan un
intenso dolor debido a gque la vAlvula ileocecal se encuentra
obstruida.Algunos pacientes presentan diarrea cuando el contenido
del colon atravieza las partes cancerosas en forma forzada, los
espasmos se agravan después de las comidas como consecuencia del
aumento de la actividad peristdltica. Es caracteristico de 1los
cénceres rectales la aparicién de tenesmo rectal, pequefias
hemorragias. La perforacién gque el <CC produce en la cavidad
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peritoneal suele dar lugar a un absceso localizado, esto puede
causar fiebre intermitente, signos de irritacién y dolor
abdominal. En los CC avanzados se presenta anorexia que se
intensifica en las lesiones que ocasiona una obstruccién parcial,
produciendo dolor abdominal y anemia relacionada por la debilidad
y el malestar. En el CC con metdstasis los sintomas dependen del
6érgano afectado (9). Los cénceres de colon de lado derecho
presentan sintomas en forma tardia por ser muy grande su lumen
intestinal y haber gran fluidez del contenido intestinal (4).
Cuande el CC perfora el tejido preduce la diverticulesis, y cuando
se ha extendido m&s allad de los confines del intestino puede
producir fistulas rectovaginales, 1la extensién intraabdominal
puede causar una obstruccién (9). Entre los sintomas mas
frecuentes de unos dias a un afio son H sangrado
rectal, constipacién, diarrea, y dolor abdominal antes del
diagnéstico (5).

2,5.2 Expresién de moléculas antigénicas frecuentes

La presencia de ACE (antigeno carcinoembrionario) en suero
originalmente sugerfia un valor en CC, desafortunadamente se ha
demostrado que solamente es significativa en estados avanzados,
seglin la clasificacién de Duke’s el estado A presenta un 5%, el B
un 25%, y el C y D presentan un 80-90% El uso de la determinacién
de ACE es para pacientes con metdstasis y monitoreo de pacientes
postoperativos (9).

2.6 ANATOMIA PATOLOGICA

2.6.1 Macroscopia

El carcinoma del intestino grueso adopta por loc general las
siguientes configuraciones macroscépicas : exofitico, ulceroso,
infiltrativo o anular. La localizacién rara vez modifica el tipo
de configuracion, la ulceracién local es signo macroscépice de
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malignidad en un adenoma.Las lesiones infiltratitivas tienen mejor
prondstico gue las exofilicas, los carcinomas anulares producen
obstruccién, cambios del ritme intestinal y hemorragias cuyo
pronéstico es el menos favorable.Los carcinomas ulcerativos pueden
originarse como tumores polipoides, no obstante a medida gque
progresa la infeccién y necrosis se produce una perforacién que
aumenta el mal prondstico de este tipo de carcinoma. Los tipos de
adenocarcinomas son: nodular, vellosa, mucoide y escirroso (9). La
presencia de criptas aberrantes es caracteristico de lesiones
preneoplisicas (26).

FIGURA 1. KACROSCOPIA DE UM CARCINOMA COLORECTAL

2.6.2 Microscopia

Los CC muestran diferentes grados de semejanza con el tejido
de origen seg(in los grados de diferenciacién :
A. Bien diferenciados : lLas células neopl&sicas se disponen en
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FIGURA 1. HNACROSCOPIA DE UN CARCINOMA COLORECTAL
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de origen segGn los grados de diferenciacién :
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acmulos asiformes que simulan las criptas glandulares de 1la
mucosa del tejido normal. Estos tipos presentan un mejor
pronéstico.

b. Moderadamente diferenciados : Las células tienen citoplasma mas
oscuro que el normal y un nGcleo hipercromético.

C. Poco diferenciados : Las células neoplasicas se presentan en
masas Yy cordones irregulares, a menudo se dificulta la
identificacién de su origen.

Los grados menores de diferenciacién celular implican un
crecimiento répido y por lo tanto un curso fulminante de 1la
enfermedad con un mal pronéstico como es el caso del CC no
diferenciado (9). En el microscépio electrénico se observa la
membrana aberrante con formacién de tipo glicopeptidica. Los
nicleos son voluminosos con contornos irregulares y cromatina
fina, nucleolos nimerosos y citoplasma pequefio (1).

NEOPLASICA

FIGURA 2. HICROSCOPIA DE UN CARCINOHA COLORECTAL

2.6.3 Histologfia
Los rasgos histolégicos gque se relacionan con la enfermedad
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comprenden el grado de diferenciaciébn, la penetracién mural, la
presencia o ausencia de ganglios afectados linfaticos,
infiltracién linfdtica y venosa, y presencia de respuesta
inmunolégica. Los estudios histolégicos son Gtiles para el
diagnéstico definitivo del c©C, Las propiedades cariotipicas y
metabélicas se modifican en el curso de la evolucién del tumor
(9).

2.6.4 Metabolismo

La mayoria de cénceres CC son adenccarcinomas los cuales son
microscépicamente similares a sus contrapartes, son m&s frecuentes
los bien diferenciados y los que secretan pequefias cantidades de
mucina (9). El1 papel inmunolSgico gue tienen las CD (cé&lulas
dendriticas) en el CC es que son células presentadoras de
antigeno y son reconocidas por los 1linfocitos T, las cuales
desencadenan la respuesta inmunologica, estas CD se encontrarén en
mayor concentracién en la periferia del tumor gque en la parte
central, en tumores primarios y en el tejido normal adyacente
practicamente no se encuentran (27). La expresidén de ARNm del FNT
(factor de necrosis tumoral) se ha encontrado gque no ha sido
relacionada con el estado de la enfermedad, grado de infiltracién
linfocitica, grado de diferenciacién del tumor, necrosis del tumor
ni con el pronSstico del paciente. Aunque se ha encontrado ARNm
de FNT en un gran nimero de muestras de pacientes con CC, se cree
que el ARNm del FNT es expresado por las células cancerosas como
parte del proceso tumorogénico (28). Un marcador de diferenciacién
es la determinaci6én del antigeno y presencia de la actividad
enzimdtica de sucrasa-isomaltasa en CC (29). En el desarollo
tumoral se observan pérdidas de antigenos de membrana y aparicién
de especificidades antigénicas asi como 1la aglutinacién por
ciertas lectinas (1).

En el CC se ha observado aumento de la produccién de glucosa
hepatica, este hecho se encuentra relacionado con 1la disminucién
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de peso, desnutricién y aumento de 1les niveles de hormona de
crecimiento (16). Durante el desarrollo del tumor existen cambios
cataliticos de algunas enzimas como es el caso de la ODC gue en el
CC presenta una mayor afinidad y rapidez por el sustrato en
comparacién con el tejido normal adyacente (20). Otras enzimas
alteradas son las fostasa 4cida, alcalina hexosaminidasa,
hexafosfato-inositol y 1la difluorometilornitina, gque parecen
afectar la promocién del CC (26). Se han encontrado altos niveles
de citocromo C oxidasa subunidad III en CC bien diferenciados
comparados con los moderadamente y poco diferenciados; se observa
que al aumentar la malignidad disminuyen dichos niveles, el
mecanismo es aln desconocido (21). Un fendmeno observado en las
células cancerosas es el de Warburg que consiste en la acumulacién
de &cido lactico de la glicolisis anaerébia que realizan estas
células. Las anomalias mas frecuentes en las células tumorales
son t exceso o disminucién de una o varias enzimas, trastornos en
la regulacién de 1la actividad enzimitica. Con 1la produccién
alterada de glicoxidasa y neurominidasas adquieren las células
neoplasicas la capacidad de invadir 1los tejidos vecinos. En
cultivos in vitro tienmen un crecimiento irregular y pierde 1la
inhibicidén por contacto creciendo en forma descontrolada (1).

2.7 CLASIFICACION DEL CC

2.7.1 Ccldsica
Los tumores se pueden clasificar en dos grandes grupos por
sus caracteristicas de crecimiento:

A. Benignos : En general tienen un crecimiente limitado,
localizados, y derivan de 1los trastornos mecénicos gque puede
ocasionar un cuerpo extrafic en el seno de un tejido normal.

B. Malignos : se caracterizan por un crecimiento descontrolado y
rapido por ser invasivos tanto en sitio donde se han iniciado como
en la capacidad de diseminacién a otros tejidos del organismo, sus
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efectos son mortales si no es tratado a tiempo.

Estas definiciones no son absolutas existen tumores benignos
que por su localizacién son peligrosos y malignos gque crecen muy
lento y que rara vez dan metdstasis. Es posible que tumores
benignos evolucionen a malignos como son los adenomas del colon,
dependiendo de factores hormonales, inmunolégicos, y procesos que
favorecen la aparicién de la neoplasia como son la inflamacién,
irritacién y vascularizacién anormal. La malignidad esti dada por
la diferenciacién celular, velocidad de crecimiento,
caracteristicas morfolégicas y diseminacién. Los tres primeros son
caracteristicas histolégicas y se wusan nimercs romanos para
expresar el grado de malignidad en una neoplasia, el orden
creciente de los numeros se corresponde con el grade de malignidad
(1) . La produccién de mucina también se ha tratrado de relacionar
con la malignidad pero ain no se ha demostrado plenamente (9).

2.7.2 Por su tipo histologico

Se basa normalmente en tres factores esenciales gque son el
grado de diferenciacién, la actividad mitética, y el polimorfismo
celular. En el primer caso se dividen en bien, moderado y poco
diferenciades dependiendo de su diferencia con el tejido de origen
(1), Los bien diferenciados estd&n formados en su mayoria por
estructuras glandulares provista de nlcleos que presentan una
polaridad y orientacién basal, los moderadamente diferenciados
son glandulares con una pequefia pérdida de la polaridad y la
orientacién nuclear y los poco diferenciados tienden a formar
laminas y nidos, perdiendo la polaridad y orientacién nuclear. De
los tumores poco diferenciados hay dos variantes los CC en forma
de anillo de sello y los mucildginosos cuyo pronéstico es nefasto
(9). Los tumores pocc diferenciados presentan poca cantidad de
antigeno Mu-9 en CC (30) también estos tumores tienen la capacidad
de adheién a sustrato de laminina disminuida (31). El1 tumor bien
diferenciado presenta una expresién aumentada de COI (citocromo C
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oxidasa subunidad I) comparada con los mode r ados y poco
diferenciados (21). La resistencia a las células naturales
citotéxicas presenta una relacién inversa al grado de
diferenciacién y a la suceptibilidad a estas células. La
correlacién gque existe entre el grado de diferenciacién y 1la
distribucién de ACE, es que en los CC bien diferenciados se ha
observado altos niveles de ACE en el tumor y bajos niveles en
plasma. En tumores colorectales moderados y poco diferenciados se
encuentran altos niveles de ACE en plasma y bajos en los tumores
(32).

2.7.3 Por su origen tisular

Los tumores CC derivados del tejido epitelial son denominados
carcinomas o epiteliomas, los tumores que se derivan del
mesé&nquima se les denomina sarcomas y los gque surgen de las
glandulas del colon se llaman adenocarcinomas. La mayorfa de CC
son adenocarcinomas de varios grados de diferenciacién y algunos
son mucildginosos (1).

2,7.4 De acuerdo a Duke’s

Basada en el aspecto patoldgico, se trata de relacionar con
el grade de sobrevivencia y se divide en:
- A : confinada a la mucosa y submucosa, no penetra la capa
muscular. Su frecuencia en CC es del) 15%
- B : Se refiere a tumores que han penetrado la pared muscular, se
divide en Bl { atravieza capa muscular) y B2 (atravieza capa
muscular y serosa sin invadir ganglios linfaticos). Representa en
CC el 35%
- € : Similar a B2 pero invade ganglios linfaticos. Y su
frecuencia es de un 50%
- D : Semejante a C perc presenta metdstasis distantes.

La sobrevivencia relacionada con esta clasificacién se
observa en la tabla 2.
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TABLA 2 - SOBREVIVENVIA DE PACIENTES CON CC DE ACUERDO A LA
CLASIFICACION DE DUKE ’S
Estado de Duke'’s Sobrevivencia en 5 afios

(%)

A 75-80

Bl 50-60

B2 23-30

c 20

D 5

Est clasificacién corresponde a la de Duke’s modificada por
Astler y Collar (1, 9,).

2.8 PROCESO CARCINOGENICO

2.8.1 Iniciacién

Los canceres humanos son debidos a interaciones complejas
entre miltiples factores incluyendo la combinacién de acciones de
agentes quimicos y virales, el proceso se lleva a cabo en etapas
de iniciacién, promocién y progresién, donde la transicidén entre
estos estados se maneja por diferentes factores ambientales y
endégenos, también involucran diferentes mecanismos biogquimicos y
genéticos. La iniciacién se produce cuando un agente quimico o
viral se unen covalentemente al ADN de 1la célula huésped, se
activan protoncogenes en procesos cono amplificacién,
transposicién, traslocacién, mutuaciones puntuales, deleciones
etc. Se alteran actividades enziméticas como las de proteincinasas
que modifican 1la membrana citopl&smatica, iones, receptores,
expresién de genes y cambios en la diferenciacién y proliferacién
celular. En los CC los Acidos biliares pueden activar estos
eventos enzimiticos. La iniciacién solo requiere de una simple
expesicién al carcinégenc y aparece el ADN dafiado, la promocién
necesita mGltiples exposiciones del agente que no dafian al ADN
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directamente pero si otros procesos celulares, Yy la progresién es
el resultado de estos eventos. Existen sinérgismos entre agentes
virales y quimicos. Hay agentes tanto iniciadores como promotores,
un promotor es el TPA (ester de forbol), la iniciacién es
irreversible (3,44). La poliposis se ha consideradoc como en estado
precanceroso. Al llevarse a cabo la iniciacién, la célula adquiere
capacidad independiente de la proliferacién, invasién y metastasis
{25). La colitis ulcerativa caracterizada por episodios
recurrentes de inflamacidn, y con actividad proliferativa
aumentada es un estado precanceroso (18). Durante la inciacién se
lleva a cabo un etapa llamada "periodo de latencia" es el lapso
éue se lleva a cabo desde el momento del contacto con el
cancerigeno y la aparicién del tumor, este tiene un tiempo varible

dependiendo de la dosis, tiempo de exposicién, dieta,
suceptibilidad, etc. En la etapa inicial aparecen las células
neoplésicas el proceso puede seguir por dos caminos : detenerse o

formarse la masa tumoral (2). Muchos CC pueden surgir de adenomas,
y tener alteraciones genéticas en el oncogen ras, deleciones en
cromosomas 5, 17 y 18 (33). La transformacién y la diferenciacién
son producidos por cambios en los modelos de la expresién de genes
los cuales determinan el fendtipo del CC (21). Los promotores
tambié&n forman sinérgismo con los oncogenes y asi disminuyen el
tiempo de latencia (34).

2.8.2 Progresion N

La progresién es un evento que involucra la conversidén de
tumores benignos en malignos y se puede considerar uh proceso
abierto donde los tumores continGan su grado de malignidad y
heterédgenicidad y gue podria requerir de un futuro dafio al ADN. La
progresién Peyton y Rous la describen como * el proceso por el
cual un tumor va de malo a peor" y para su mejor entedimiento se
requiere de mas estudios en cuanto a formacién de metdstasis (3).
En la progresién las funciones de los genes supresores de tumores
se encuentran jinactivadas (35). La glucdlisis estd alterada, la
respiracidn esti aumentada, el transporte de glucosa se encuentra
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incrementado y la actividad de algunas enzimas como los citocromos
estin disminuidas, se lleva a cabo el fenémeno de Warburg. Los
dafios de los protoncogenes pueden producirse en diferentes niveles
y se efectia una cooperacién entre los protoncogenes activados
(25,49). Los procesos de fosforilacién son los m&s afectados y son
cruciales en la progresién (36,37). Los factores de crecimiento
tantoe en sus receptores como en su funcién estan involucrados en
la proliferacién descontrolada del crecimiento (38), producto de
la adquisicién de wuna autonomia por parte de las células
cancerosas (24). En la progresién se llevan a cabo las etapas de
enfermedad localizada, regional y diseminada, la promocién y 1la
progresién son procesos reversibles (2). Ocurre primero 1la
extensién local por infiltracién de las células cancerosas en los
tejidos vecinos y posteriormemte 1la extensién del tumor por via
linfatica y hemdtica. Para esto es necesario la produccién de
hialuronidasa y proteasas. La progresién sigue un modelo de
crecimiento exponencial geométrico, donde los ciclos celulares se
reproducen a un ritmo fijo sin existir pérdidas celulares,
describiendo una curva de tipo Gompertziano {1). Otro proceso de
la progresién es la produccién de glucosa hepidtica aumentada en CC
(16). La ODC se encuentra en altos niveles se cree que aumenta el
desarrollo del ¢tumor aungue el mecanismo an no se encuentra
descrito (20). Las propiedades de proteinas de adhesién también se
modifican como es el caso de vinculina, «-actina y de estd manera
no responden a los controles normales de crecimiento (34). Los

mecanismos mis alterados son a nivel transcripcional,
postranscripcional, traduccional, transduccién de seflales. Otros
aspectos como el metabolismo de esteroides, inmunolégicos,

hormonales, factores de crecimiento y oncogenes (40). Para la
transformacién es necesario que por lo menos dos oncogenes se
encuentren activados (41). Existen variaciones en el ciclo celular
en el CC por ejemplo la fase S tiene mayor duracién siendo un
signo de malignidad (42). La cantidad de ADN en tumores es de
naturaleza aneuploide o heteroploide relacionandose con el grado
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de malignidad del tumor (9). Las células malignas de CC presentan
insensibilidad a la accisén del oxigeno debido a los bajos niveles
de la enzima Superéxido dismutasa, otras actividades enzim&ticas
afectadas son las de la Glucosa-6-fosfato deshidrogenasa y enzimas
de la via de las pentosas (43). Otras eventos de CC son 1la
secrecidn de mucina, migracién de células, expresién de marcadores
tumorales y maduracién de sistemas enzimdticas (9).

2.6.3 Mecanismos celulares contra el proceso

Las acclones celulares de 1los carcindgenos pueden ser
inhibidos en principio por varias vias incluyendo la inhibicién de
compuestos nitrosos al formar aductos, la inhibicién del sistema
enzimitico de las oxidasas, los inhibidores de la dieta, como es
la fibra que diluye la concentracién de carcinégenos {12). Los
cultivos de CC bien diferenciado responden con inhibicién del
crecimiento al adiclonarles el factor de crecimientc TGB-8 no
asi{ los otros tipos de tumores (44). Las células naturales
citotédricas cuya funcién es la de vigilancia inmunolégica en CC se
encuentra en relacién inversa con el grado de diferenciacién. Se
cree que es por la cantidad de &cido sislico que es mayor en los
cC bien diferenciados (29). Las poliaminas { putresina,
espermidina, y espermina) son esenciales para la proliferacién
celular en CC se encuentran elevados sus niveles pero son
independientes del sitioc del tumor y grado de diferenciacién. El
mecanismo se explica porgue en CC los niveles de ODC se encuentran
elevados y esta es una enzima que interviene en la formacién de
las poliaminas (45). La proliferacién de la célula cancerosa es
auténoma, progresiva e irreversible :
Auténoma es insensible a los estimulos reguladores del
organismo. -
Progresiva : al evolucionar el tumor va presentando diferentes
caracteristicas celulares, diferentes grados de diferenciacién, y
aparicién de aberraciones cromosémicas.

Irreversibles : la mayoria de los cénceres proliferan en ausencia
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de tratamiento hasta la muerte del paciente. No es absoluta la
irreversibilidad, dependiendo de los procesos inmunolégicos, el
desarrollo a formas letales (1).

2.8.4 Expresidn de mol&culas antigénicas

El desarrollo de CC involucra también la expresién de varias
moléculas como la presencia de villina con niveles incrementados,
que ayuda a la vascularizacidn aumenta la necrosis y la muerte de
la célula tumoral (48). Los glicoesfingolipidos pueden estar
presentes o ausentes en las células tumorales y estan involucrados
con los procesos de divisién celular. En los tumores el
citoesqueleto se encuentra desorganizado y una causa es por la
disminucién de fibronectina y F-actina; por lo tanto la adhesién
se encuentra disminuida y asi ocurre 1la metastésis (12). La
presencia del ACE en CC tiene una distribucién uniforme y en CC
fue uno de los marcadores que primerc se describierén. En estados
muy avanzados se encuentra aumentada en plasma. (30,32). El nivel
aumentade de ARNm de 1los activadores de pléasminogeno estan
asociados al desarrollo del tumor y la metéstasis (12). La
actividad de la enzima 7-glutamiltranspeptidasa (GGT) , estd
aumentada en CC (24). La presencia de ARNm de laminina en CC puede
ser indicador de la progresién y agresividad del tumor, también la
transcripcién del FNT estd disminuida (31). La cantidad de
receptor de laminina cuya funcién es el control limitante de 1la
adhesién celular a laminina en la membrana basal, se encuentra
alterada (46). lLos antigenos asociados a €C son GiCA (antigeno
gastrointestinal canceroso), SSEA (antigeno especifico del estado
embridnico), y el antigenoc LEA (antigeno largo externo) son
también detectados en suero (7). Se sugiere que el FNT que aparece
en estados neoplisicos favorece la progresién del tumor (9).

2,9 METASTASIS

2.9.1 Mecanismo
La invasién intracelular se define como la intrusidén de un
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tejido en el espacio ocupado por un segundo tejido. La esta
invasién es mejor conocida como el mecanismo para la invasién
local de un tejido neopldsico (47). La metédstasis ‘se produce por
la migracién de células neoplédsicas de un tumor primario, a través
de los vasos sanguineos y/o linfdticos que al implantarse en otro
tejido se inicia el crecimiento de un tumor denominade secundario
o met&stasico, las metédstasis pueden ser Gnicas o miltiples (2).

Estudios clinicos con anticuerpos monoclonales radiactivos
han detectado metédstasis distantes cuya reactividad es similar al
tumor que les dio origen (48). Las alteraciones de las proteinas
de superficie y glicoproteinas juegan un papel clave en el
comportamiento de células metastdsicas tumorales, En CC el
contenido de &cido siilico presenta una relacién directa con 1la
potencia de la metastasis y el potencial de malignidad, la muerte
del paciente con CC estd correlacionada con la extensién del tumor
invasividad y metdstasis. La alteracién de las glicoproteinas y
los  glicolipidos de la membrana son importantes en funciones
biolbgicas tales como, Ainteracién célula-célula, regulacién de
crecimiento, diferenciacién, transferencia de malignidad b
met&stasis tumoral, la actividad de enzimas como la neuraminidasa
¥y hialuronidasa est&n aumentadas y relacionadas con el potencial
metast&sico (49).

El mecanismo de la metdstasis se describe en varias en
etapas: en la primera ocurre el derrumbamiento de la membrana
basal por la accién de la enzimas neuraminidasa, hialuronidasas,
gluconidasas, permitiendo a las células separarse del tumor
primario y extenderse a las vias de circulacién; también en esta
etapa el tumor se recubre de fibrina para evadir la respuesta
inmune e inmortalizar las células tumorales en el sistema
microvascular. Los activadores de plasminogeno y sus inhibidores
estan implicados en la formacidén y ruptura de estd cubierta de
fibrina, la accién de los activadores impiden la formacién de
dicha cubierta, también tienen funcién en el procesc de 1la
angiogénesis para la formacién de nuevos vasos sanguineos para el
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tumor recién formado, en este caso los activadores presentan una
actividad elevada. La otra etapa es la implantacién de las células
neopléisicas en otros tejidos, las cuales crecen descontroladamente
formandose 1la masa tumoral, al cual se le denomina tumor
secundario (50).

2.9.2 En cancer colorectal

Las metastasis m&s frecuentes de CC son hepaticas, son
generalmente grandes y de necrosis central, simples o mfltiplas,
uno o mGltilobulares, e incluso ocupan el 75% del parénquima
hepatico. Los porcentajes de metdstasis mas frecuentes en CC se
muestran en la tabla 3.

TABLA 3 METASTASIS MAS FRECUENTES EN CC

ORGANO METASTASIS (%)
Higado 23.8
Peritonec 17.6
Pulmdn 8.5
Intestino Delgado 5.7
Genitales Internos 5.6
Vejiga Urinaria 4.4
Hueso 2.7
Cerebro 2.6

Las metAstasis no estan relacionadas con la clasificacién de
Duke’s (6,9,51,52).

2.9.3 Procesos celulares involucrados

1.os receptores de laminina en la superficie celular estén
involucrados con la migracién del tumor y metastasis gue es la
mayor causa de morbilidad y mortalidad para pacientes con céncer.
En CC los niveles de laminina y sus receptores estén
incrementados y correlacionados con la invasividad y met&stasis.
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Actfian a nivel de la extensién y migracién celular, crecimiento
celular, diferenciaciédn y mitogénesis. La metdstasis hepitica
también presenta altos niveles de estas moléculas, que sirven como
marcadores de agresividad bilol&gica (31).

2.10 MARCADORES TUMORALES

2.10.1 Concepto

Los marcadores <tumorales son aquellas moldculas que se
presentan en los diferentes etapas de la carcinogénesis, en
diferentes concentraciones Yy que tienen las
caracteristicas:

siguientes

~ Especifico para céncer

- Produccisn directamente relacionada a la masa tumaral

~ Detectable en peguehas cantidades

~ De metabolismo moderadamente répide

-~ Suficilentemente estable

Ninguno de 1los marcadores tumorales es posible gue sean
Gnicos para cdncer, pero son productos que son detectados en uno u
otro tejido o en estado de desarrello fetal. Si el marcador es
detectable en peguefias cantidades proporciona més informacién que
un estudio de gabinete, es importante gque el marcador sea
utilizado en el monitoreo, progresidn y regresién de la neoplasia.

En cilertas circunstancias la determinacién del marcador
tumoral puede ser usado para confirmar el diagnéstico o discernir
entre la poblacién de riesgo a progresién de céncer (53).

2.10.2 En cdncer colorectal

El ACE es un marcador que se investiga rutinariamente para el
sequimiento de pacientes con céncer en el tracto gastrointestinal,
fue aislado por primera vez de intestino fetal humano y tejido de
colon canceroso por Gold y Freedman en 1965, es una glicoproteina
con peso molecular de 200 Kd. En tejides normales la cantidad de
ACE es baja, se encuentra en la superficie de casi la totalidad de
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los tumores gléndulares del tubo digestivo y de sus metéstasis,
tanto en el seno tumoral como en el suero. Este compuesto no es
especifico de céncer porque se encuentra alterado también a
niveles de lesiones inflamatorias y tumores benignos (1). El1 ACE
es uno de los marcadores mis importantes en el diagnéstico y
monitoreo del CC (30). La concentracién de ACE, CA-19.9 y CA 125
en el tejido tumoral est aumentada en comparacién con el tejido
normal y ha sido correlacionada con el estade de la enfermedad y
la diferenciacién del tumor, los bien diferenciados son los que
exhiben mis cantidad de ACE comparados con los moderados y poco
diferenciados. Pacientes con CC que presentan negatividad para el
ensayo de ACE se pueden identificar con CA 19.9, el CA 125 es raro
en CC (54). La diferencia entre el ACE de tejido normal y tumoral
es cuantitativeo. Waneger demostrd que los niveles de ACE en plasma
son muy elevados cuando el tumor muestra una considerable necrosis
{32). En pacientes con altos niveles de ACE desarrollan met&stasis
pulmonar; al aumentar los niveles el prondstico del paciente es
peor (52). Los niveles de ACE en la sangre suelen elevarse con la
progresién del tumor y disminuir en su regresién (9). La presencia
de villina proteina de peso molecular 45 Kd est& correlacionada
con la malignidad del CC e indica el estado patolégico, los
niveles de villina estan incrementados en relacién directa con la
clasificacién de Duke’s, la villina es un marcador de
diferenciacién {48) . También existen los antigenos denominados
oncofetales debido a gque son antigenos de superficie que se
expresan en la etapa fetal y en condiciones tumorales un ejemplo
de estos es el &cido siflico (12). La fibronectina es un marcador
bioquimico de diferenciacién, 1la elevacién de 1los niveles de
F-actina esti relacionada con la alteracién del citoesqueleto que
pueden servir como marcadores sensibles para fenotipos
transformados (12). En CC se han encontrado altes niveles de ODC,
este compuesto se usa como marcador de severidad de la enfermedad
Yy estid en relacién directa al aumentarse la clasificacién de
Duke’s. En la terapia postoperativa se usa como criterio de tiempo
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de sobrevivencia la cual aumenta al disminuir los niveles de ODC
{(20). Los niveles incrementados de los receptores de laminina
juegan un papel en met&stasis hematdégena y son marcadores de
agresividad biolégica de las metastasis (31). La laminina es una
glicoproteina de alto peso molecular es un marcador de alteracién
celular, expansién celular, morfogénesis, mitogénesis,
diferenciacién y metastésis (46).

Un ensayo que se pretende sea marcador de riesgo de
transformacién, es medir el indice de marcado por H?-timidina de
la duracién de la fase de sintesis de ADN, al aumentar el indice
de marcado refleja un aumento en el crecimiento y acortamiento del
ciclo celular (42). El antigeno de larga extensién, ALE encontrado
en colon y epitelio biliar fetales, se encuentra elevado en CC Yy
puede ser detectado en suero, sin embargo se requieren mas
estudios para su correlacidn con la progresién del tumor (7). Los
niveles incrementados de las enzimas B y L-cisteinaproteasa, son
marcadores de la progresién en CC y estdn aumentadas en etapas
tempranas como es el estado de Duke’s A comparado con los estados
B,C,y D (58).

2.10.3 Alfa-fetoprotef{na

La AFP (a-fetoproteina) es una globulina fetal muy importante
en el embrién, pero desaparece con rapidez después del nacimiento,
su concentracién normal en el suero adulto es de 20 ng/ml. Aparece
en altos niveles (1000-3000 ng/ml) en cancer primario de Higado,
teratoblastoma, metAstasis hepéticas, tumores gastrointestinales,
hepatitis viral y cirrosis (96). El marcador tumoral de AFP se ha
usado en Hepatocarcinomas principalmente, y es cuantificada en
suero (97). La produccidn alterada de AFP est& asociada con el
desarrollo, regeneracién, eventos carcinogénicos y exposicién a

agentes hepatotdxicos. Se proponen cuatro funciones de AFP en la
vida fetal.

1.~ Como albumina fetal

2.~ Control de la respuesta inmume (inmunosupresora)
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3.~ Blogueo de efectos de estrégenos
4.~ Factor de control del crecimiento intracelular

La aplicacidn de anticuerpos contra AFP en el embarazo causa
abortos o© malformaciones del feto. El1 aumento de AFP estd
usualmente asociada con células malignas, progresién, crecimiento
del tumor y metdstasis. La produccién de AFP est& relacionada con
tumores gque surgen del endodermo como gastrointestinales y
pulmonares, no ha sido estudiada ampliamente y no se ha encontrado
ninguna relacién con la historia clinica del paciente. Los niveles
de AFP se han utilizado para el monitoreo del crecimiento tumoral
y efectos de la terapia (101). En CC se encuentran altos niveles
de NANA ( &cido N-acetilneuraminico}) y ACE . Estos niveles estan
relacionadas con el curso y progresién de la enfermedad (98). Se
ha reportado un CC en el cual la paciente se encontraba en estado
de gestacisdn y mostraba altos niveles de AFP en suero (6.2 veces
mas que el nivel normal ). Existen otras enfermedadoes donde los
niveles de AFP se encuentran elevados como es el caso de
hepatitis, infecciones mononucleosas, tumores en higado, tumores
de estomigo y colon (99). En lineas celulares de colon como Caco-2
los niveles de AFP est&n incrementados (100). En pocos casos de CC
con metistasis hepdtica se observa también dicho incremento (102).

2.11 ONCOGENES

2.11.1 Resefa

La oncologia es el estudio de la enfermedades neoplisicas.
Los protoncogenes son genes normales celulares cuya funcién en
algunos es atn desconocida, cuando por mutaciones como deleciones,
mutaciones puntuales, amplificaciones, deregulaciones,
sustituciones, Inserciones, etc, se activan se les denominan
oncogenes. Los antioncogenes son genes normales de la célula cuya
funcién es detener el crecimiento tumoral, también se les denomina
"genes supresores de tumores" entre ellos se encuentran pS3 y Rb
(59,61). Los protoncogenes son cruciales en regulacién de
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crecimiento y diferenciacién celular, son genes muy conservados a
lo largo de la evolucién y al ser mutados contribuyen a 1la
trasformaciédn neoplé&sica de la célula (35,60). La clasificacién
de los oncogenes se divide en nucleares, citopldasmico vy
citoplasmico~nucleares, segin  su accién en la célula. Los
nucleares son : 1las familias myc, myb. fos, Jjun y ski; los
citoplasmiticos estdn integrados por las familias ras, sre, erb B,
neu, ros, abl. Cambios en los protoncogenes implican alteraciones
en la rggulacién de crecimiento (63). Los oncogenes estén
asociados con procesos cancerosos Y se asocian con alteraciones en
el crecimiento normal de la célula, la transformacién maligna, en
donde el metabolismo normal de la célula se observa alterado, el
papel preciso de los oncogenes es ain desconocido (41).

En CC los oncogenes mis frecuentes son c-myc¢, c-fos Yy
c-Ki-ras (35). Se considera que la presencia de estos oncogenes
tiene relacién con el potencial de la enfermedad. Se necesita mas
la presencia de md&s de un oncogen para que se lleve a cabo la
carcinogénesis debido a su naturaleza multietapas y multifactorial
(62).

2.11,2 Los oncogenes en la carcinogénesis
Los oncogenes pueden actuar a lo largo de todas las etapas
del cdncer : en la promocién y en la progresién de la neoplasia.

Los oncogenes mas fuertemente asociados a la proliferacién son

srec, abl, ras y myc (60). Los mecanismos a través de los cuales

los oncogenes participan en la transformacién maligna son :

1.~ Accién de las oncoproteinas en el ciclo celular en un tiempo
inapropiado. También actuan como interruptores en los
mecanismos de regulacién del crecimiento (63).

2.- Oncoproteinas gque actian sobre factores de crecimiento y
receptores de estos, permitiendo a la célula un
crecimiento autocrino.

3.~ Oncogenes que codifican para proteinas dgue afectan los
mecanismos de fosforilacién y transduccidén de sefiales, gue
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participan como segundos mensajeros.

4.~ Oncoproteinas nucleares cuyas mutaciones llevan a la pérdida
de elementos regulatorios transcripcionales y también acttan
como mitégenos.

5.~ Derregulacién de oncogenes cuya amplificacién afecta el
crecimiento celular o que suprime la respuesta de genes
reguladores de crecimiento.

6.- Inactivacién de genes supresores de tumores (66).
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FIGURA a. ACCION DE DIFERENTES ONCOGENES EN LA CELULA. PKC
(PROTEINCINASA 1,DAC (DIACILGLICERIDOS) , Ac (ADENILATOCICLASA) , 1P3

(1,4,5, INOSITOLTRIFOSFATO) Y PL-ASA C (FOSFOLIPASA C) (3).

En CC se han encontrado alteraciones a nivel ADN y ARN en los
oncogenes myc, ras Yy fos. En la como la cooperatividad de los
oncogenes se cree que el producto de uno podria estabilizar o
incrementar la expresién del otro (65). En estd neoplédsia 1la
mutacién del gene ras se encuentra muy frecuentemente en eventos
tempranos del proceso (33) y en la progresién las alteraciones mas
frecuentes son de myc, fos y p53 (60). En estudios con muestras de
CC se ha observado gque un 50% mnuestran una sobreexpresién en



alguno oncogen Y que la presencia de altos niveles de ARNm de
alguno de los oncogenes arriba mencionados estéa correlacionada
con la agresividad del tumor (22).

2.11.3 Factores de crecimiento, receptores de factores
de crecimiento y oncogenes.

Existen factores de crecimiento que se activan con oncogenes
como ras, mos, src, provocando la formacién de factores de
crecimiento no requlados o mutados. los factores de crecimiento
auténomos gue la célula tumoral sintetiza proporcionan una
autcestimulacién o crecimiento autocrino, Los receptores
aberrantes pueden actuar como proteinas oncogénicas que actuan en
un flujo en el citoplasma y el nicleo estimulando al crecimiento
celular. En etapas tempranas de diferenciacién y desarrollo de la
regeneracién celular, las mutaciones en los receptores llevan a
una proliferacién no controlada. La divisidén celular se origina
cuando 1los receptores nativos se unen a los factores de
crecimiento PDGF ( factor de crecimiento derivado de plaquetas),
EGF (factor de crecimiento epidermal) y las células se tornan
"competentes" la alteracidén tanto de receptores como factores de
crecimiento afectan el ciclo celular (64). Las células tumorales
tienen menor dependencia de factores de crecimiento para su
promocién, adquieren una parcial o total autonomia. Los mecanismos
que se han propuesto para la accién de los oncogenes con los
factores de crecimiento y sus receptores son:

1.- Ruta autocrina gque lleva a la deregulacién de la célula y se
convierte en un estado activo de la divisién celular.

2.- Otro camino es que los oncogenes confieren automonia a los
factores de crecimiento que bombardean continuamente a la
célula con sefiales estimulatorias de crecimiento.

3.~ Los genes nucleares myc y fos controlan la regulacién anormal
de los factores de crecimiento (66)

4,~ Los receptores de PDGF y EGF activan las tirosincinasas
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intracelulares y proteincinasas .

La accidn de los factores de crecimiento en la tumorogénesis,
se presenta en un estado tardio de la progresidn despudés de los
eventos de transformacidn (66,67,868)

2.11.4 Oncogenes que afectan transduccidn de seflales Yy

mensajeros intracelulares.

Muches protoncegenes codifican para proteinas encontradas en
la membrana plasmitica y en el citoplasma, las cuales actdan como
detectores y generadores de seflales quimicos en células normales
("segundos mnensajeros"). La importancia de estos radica en que
actudn a nivel de la regulacién de la proliferacidén celular y las
mutaciones que alteran dichas vias inducen un crecimiento
inapropiadeo (59}, una via inportante es la de las proteinas que
unen GTP, las cuales son de tres clases: proteinas G, factores de
elongacién y las protelnas de la familia de ras (69).

Se han encontrado formas mutadas de ras en tumores animales y
humanos, c-Ha-ras, c-Ki-ras y N-ras son oncegenes gque codifican
para proteinas p2l, es decir proteinas de peso molecular de 21 Kd
(61). La familia ras sufre mutaciones puntuales en los codones 12,
13, 59 y 61, en el céncer de estdmago es frecuente la mutacidén de
c-Ki-ras en el coddn 13 (70). La proteina p21 es membranal con
actividad intrinsica de GTPasa y capacidad de transduccién de
seflales a través de la membrana, su mutacién puntual le confiera
propiedades transformadoras, en etapas tempranas de la neopldsia
junto con deleciones de 5q, 17q y 18q (33). Los oncogenes c-Ha-ras
¥ c-Ki-ras fueron aislados por primera vez de un sarcoma de rata
de los oncogenes virales Harvey Yy Kirsten. En la célula normal,
P21 une GTP al iqual que la célula transformada pero estd Gltima
hidroliza el GTP 8-10 veces menos gque la normal, existe relacién
con la activacién de adenilatociclasa y p21 que pueden ser parte
del control de la divisién celular (60). La proteina GAP de 120
Kd, se ha propuesto como un regulador de la proteina ras (80),
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eventos de transformacidn (66,67,68)
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unen GTP, las cuales son de tres clases: proteinas G, factores de
elongacidn y las proteinas de la familia de ras (69).

Se han encontrado formas mutadas de ras en tumores animales y
humanos, c-Ha-ras, c-Ki-ras y N-ras son oncogenes que codifican
para proteinas p21, es decir proteinas de peso molecular de 21 Kd
(61). La familia ras sufre mutaciones puntuales en los codones 12,
13, 59 y 61, en el cancer de estdmago es frecuente la mutacidn de
c-Ki-ras en el codén 13 (70). La proteina p2l es membranal con
actividad intrinsica de GTPasa y capacidad de transduccién de
sefiales a través de la membrana, su mutacién puntual le confiere
propiedades transformadoras, en etapas tempranas de la neoplésia
junto con deleciones de Sq, 17q y 18q (33). Los oncogenes c-Ha-ras
¥ c-Ki-ras fueron aislados por primera vez de un sarcoma de rata
de los oncogenes virales Harvey y Kirsten. En la célula normal,
P21 une GTP al igual que la célula transformada pero estd Gltima
hidroliza el GTP 8-10 veces menos que la normal, existe relacién
con la activacién de adenilatociclasa y p21 que pueden ser parte
del control de la divisién celular (60). La proteina GAP de 120
Kd, se ha propuesto como un regulador de 1la proteina ras (80),
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cuyo mecanismo es:

1.~ Interaccién p21-GTP que es considerado el complejo activo.

2.- Este complejo es llevado hacia la membrana e interactia con
otras proteinas llevandose a cabo el evento de transduccidén
de sefales para el proceso de la multiplicacién celular

3.~ El complejo p21-GTP se une a la proteina GAP para incrementar
el potencial de hidrélisis de GTP a GDP.

4.~ Se genera el complejo p2l-GDP inactivo, la p21 transformada no
es reconocida por GAP para formar el complejo inactivo
quedando constantemente activa, transduciendo sehales y as{ la
célula se mantiene en un cicle celular permanente
(60,73,74,75).
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FIGURA 4. ACCION DE p21 EN LA CELULA (£ 3] CONTROL DE LA ACTIVIDAD
DE p21 EN UNA CELULA HOMMAL.. ) ACTIVIDAD DE LA p21 KUTADA DONDE

LA PROTEINA GAP SE UNE A P21 PERO NO ES ESTIHULADA LA CONVERS1ON
DE TP A GoP Y EL. COMPLEJO PERNANECE EN UN ESTADO ACTIVO

CONSTITUTIVAHENTE (59}.

En experimentos realizadas por Mc Cormick ha comprobado que
las p21 estimulan la sintesis de ADN y 1la proliferacién celular
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{73), en células transfectadas con los oncogenes ras y Src se
observdé que se produce un incremento de glucosa y de ARNm del
transportador de glucosa, lo que produce un fenotipo de cé&lula
transformada de mecanismo desconocido. Se sugiere que estos
oncogenes tienen un papel en la regulacién de transporte de
glucosa (39). Existe una relacién entre la expresién de p21 y el
aumento de la proliferacisén celular dependiendo de la presencia
del agente promotor. Existen otros eventos relacionados y que es
la pérdida del contacto, rearreglos en el citoesqueleto,
estimulacién del crecimiento y divisién celular (34).

Se han encontrado correlaciones entre los niveles de p2l y
grado de invasividad del tumor, se postula como modelo una posible
mutacién en el promotor del oncogen c¢-Ki-ras induciendo 1la
invasividad (78,79). La incidencia de ras en cincer humano es la
tabla 4.

TABLA 4 INCIDENCIA DE RAS EN CANCER HUMANO
Tumor Incidencia ras
Pulmén 30% Ki-ras
Colon 50% Ki-ras
Pancreas 90% Ki-ras
Seminoma 40% Ki y N-ras
Melanoma 20% N-ras
Mieloide 30% Ki,Ha y N-ras

c-Ki~ras tiene cooperatividad con los oncogenes nucleares en CC
(59).

En experimentos de transfeccién del oncogen c-Ha-ras en
cultivos de CC poco diferenciados, se ha observadoc que adquieren
resistencia a las células naturales citotéxicas y caracteristicas
de diferenciacién, es decir tienden a diferenciarse. E1 mecanismo
es afn desconocido (29).

La alteracién del oncogen c-Ki-ras en CC es principalmente
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una mutacién puntual en el segundo nucledtido del codén 12,
produciendo una conversién de una G a T. Esta alteracién es
independiente de edad, sexo, raza, localizacidén anadtomica, grado
de diferenciacién o estado de Duke’s (22,56,70,72,76) . Por
estudios experimentales se ha encontrado que los niveles de ARNm
de c-Ki-ras aumentan de acuerdo a la clasificacién de Duke’s y en
algunos casos de CC se ha encontrado una ligera sobreexpresién
(61,77).

2.11.5 Productos de oncogenes en citoplasma

Las proteinas de src de peso molecular 60 Kd fuerén las
primeras en describirse, tienen actividad de tirosincinasas, =se
sabe que afectan el metabolismo de los fosfolipidos, la expresién
de src estd muy relacionada con la diferenciacién y proliferacién
celular (60). Su nombre proviene de Rous Sarcoma Virus y consiste
de 12 exones (56). Existen c-src¢ y v-src cuyas diferencias residen
en la habilidad de transformar células (82). *

La actividad de tirosincinasa de pp60src es capaz de
catalizar la fosforilacién de una variedad de sustratos y juega un
papel critico en la transformacién celular. Su alteracién se ha
localizado principalmente en el aminodcido 433 esto tiene como
consecuencia la no regqgulacidén de 1la actividad enzimdtica de
proteincinasas (36,81). Esta oncoproteina est& involucrada en la
actividad catalitica del AMPc dependiente de proteincinasas, al
aumentar los niveles de AMPc se produce estimulacién de 1la
divisién celular (37). Se propone que transducen seflales de
divisién celular a través de segundos mensajeros al ndcleo.

En las células normales los segundos mensajeros tienen una
vida media corta, las proteincinasas al ser activadas por los
promotores tumorales (esteres de forbol), provocan que la vida
media de los segundos mensajeros se prolonge, produciendo una
constante sefal de divisién celular y por lo tante de 1la
proliferacién celular.
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El oncogen src se encuentra muy involucrado con eventos
mitéticos, aumento de la fosforilacién, disminucién de la adhesién
Yy comunicacién entre célula-célula (60). La mutacién en el
carboxilo terminal de las proteinas de src son impotantes para el
potencial oncogénico, de tal manera de aseqgurar una eficiente
expresién de la proteina transformante y contribuir a 1la
carcinogénesis. El papel de pp60src en la progresién del CC es en
etapas tempranas cuandc se inicia la formacién de la masa tumoral
(63).

2.11.6 Oncogenes nucleares

Los oncogenes nucleares son los de las familias myec, myb,
Jun, fos, erb A, Y ski cuyas oncoproteinas actfian como
transactivadores de factores que interactGan con el ADN y
estimulan o reprimen la transcripcién, también actGan como
reguladores centrales de importantes funciones celulares como son
la proliferaci6én y la diferenciacién. En la tabla 5 se pueden
apreciar algunas propiedades de los oncogenes nucleares.

TABLA 5 PROPIEDADES DE LOS ONCOGENES NUCLEARES
Oncoproteina Cromosoma Funcién
c-myc 8q24 ?
c-myb 6gq22-24 transcripcién
c-fos 14g21-31 transcripcibn
c-jun 1p31-13 transcripcién
c-ski 1q22~-24 ?
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El oncogen c-myc codifica para una proteina de peso molecular
de 58 K4, Y es una proteina que se transporta ré&pidamente al
nicleo después de ser sintetizada., La expresién de c-myc
estd relacionada con la proliferacién y diferenciacién. c-myc
presenta una estructura de tres exones con una regién larga
codificante de proteina cuyo codén de iniciacién es ATG (59). El
oncogen c-myc consta de 439 nucledtidos y la regién de 106 a 143 y
354 a 433 son indispensables para la capacidad transformante (92).
Se ha encontado este protoncogen en todos los vertebrados y se
sabe que se expresa en bajos niveles, su funcién es desconocida.
Los niveles de c-myc muestran cambios en los diferentes estadios
de crecimiento y de diferenciacién de la célula y presenta en
algunas células actividad mitogénica. Existen dos mecanismos de
activacién del protoncogen de c-myc 3

1.- Deregulacién de 1la expresién a través de mutaciones o
rearreglos de las secuencias nucleotidicas gue constituyen
sefiales para el control de la transcripcién, procesamiento y
estabilidad del ARNm.

2,~ Mutacidén o rearreglo de la regién que codifica para la
proteina y que puede llevar a la alteraciédn de las funciones.
La deregulacién puede ser causada por insercién viral,

mutaciones puntuales, amplificacién del gene y translocaciones

cromosomales. La alteracidén de c-myc tiene como resultado 1la
pérdida de la modulacién de su expresién la cual participa en la
tumorogénesis. La deregulacién 1lleva a la sobreexpresién del
oncogen y estd con lleva a la cé&lula a un crecimiento autocrino.

La funcién del oncogen podria ser la de un regulador

transcripcional, un regulador de la sintesis de ADN, un componente

de la maquinaria del procesamiento del ARN, regulador de otros
eventos postranscripcionales o bien un componente de la estructura

nuclear (59).

La expresién alterada del oncogen c-myc en la Poliposis

Familiar indica wuna predisposicién para padecer cc, la
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sobreexpresién del oncogen c-myc en pacientes sometidos a cirugia
de CC, indica un mal pronéstico para el paciente (56). Erisman y
Co. no encontrarén relacién estadistica de la expresién de c-myc
con la edad, el sexo, niveles de ACE y estado de Duke’s. La
mayoria de los CC presentan sobreexpresién del oncogen c-myc
(56,86). En CC existe una correlacién entre la frecuencia de
amplificacién de c-myc y el estado del tumor primario gque es
determinado por pardmetros clinicos como malignidad, tamafio,
extensidén local, y metéstasis, es mayor la amplificacién del
oncogen en estados avanzados Yy la frecuencia de recurrencia
después de la cirugia aumenta en aquellos tumores de CC que
presentarén amplificacién (84). En CC bien diferenciados se puede
reducir la expresién de c-myc al adicionar TGF-8 (polipéptido
endégeno) no ocurriendo lo mismo con los tumores poco
diferenciados (44). La expresién de c-myc estd aumentado en
comparacién con el tejido normal de colon de 5-40 veces a nivel
ARNm (85).

La represi6n de c-myc estd asociado con la disminucién de la
proliferaci6én celular y la induccidn de un mejor fenbtipo benigno
en CC (87). Se ha encontrado que los niveles de la transcripcién
del oncogen c-myc estdn mds incrementados en la parte central que
en la periferia en los tumores colorectales (22). Este oncogen
coopera con otros oncogenes como ras e induce el fenétipo celular
transformado (63). Los niveles de c-myc se han encontrado que
aumentan progresivamente: en la mucosa normal, en polipos y en
carcinomas (88).

otro oncogen nuclear, c-myb est& implicado en la
trasformacién de cé&lulas mieloides, su alteracién consiste en una
dereqgulacién y produce cambios estructurales en su proteina lo
cual activan al oncogen, la expresién de c-myb tiende a ser
elevada en la fase S del ciclo celular. Su papel puede ser a nivel
de replicacién o reorganizacién de la cromatina.

Los oncogenes v-fos y c-fos fueron identificados por primera
vez en dos retrovirus murinos ( FBJ-MSV Y FBR-MSV), la
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oncoproteina de c-fos de peso molecular 55 Kd actGa en controles

especificos de expresién de genes como una respuesta integrada a

sefiales transmembranales, este oncogen se activa por :

1.~ Alteracién de la terminacién 3’de la secuencia no codificante
de c-fos, Y como resultadoe de esta, una expresién elevada
del ARNm de c-fos.

2.~ Incremento de la transcripcién produciendose una expresién
constitutiva.

3.- Mutaciones puntuales de un acido glatamice por valina en el
residuo 138 es importante para la inmortalizacién celular.

El oncogen c-fos se expresa normalmente en bajos niveles
durante el crecimiento de las células, la accién de mitégenos
incrementa los niveles de ARNm hasta 100 veces, en c-fos existen
pequefias secuencias que est&n definidas como mediadores de
respuestas transcripcionales a estimulos especificos, algunos de
ellos estén involucrados en la regulacién de 1los niveles de
transcripcién de c-fos y otros juegan un papel en la respuesta a
seflales transmembranales. El oncogen f£os forma un heterodimero con
el oncogen: jun, el cual se une al factor de transcripcién AP-1 del
ADN y asi induce la transcripcién, jun puede formar homodimera
(jun/jun) y heterodimeros (jun/fos) pero fos solo forma el
heterocdimero (fos/jun) con jun, y este heterodimerc tiene mas
habilidad de unirse a AP-1 que el homodimeroc de jun (jun/jun). Los
mecanismos de fosforilacién tienen efecto en los oncogenes fos y
jun y alteraciones en dichos mecanismos tienen, consecuencia
también en la actividad de estos oncogenes nuclerares. Los cambios
en estos oncogenes afectan la transcripcién de las células
(59,93).
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La induccién de c-fos por factores de crecimiento y otros

agentes esté relacionada con complejos transcripcionales,
sugiriendo que c-fos puede representar una parte parcial de un
mensajero via intracelular que dispara cambios en la expresién de
genes y alteraciones fenotipicas. Se ha propuesto que este oncogen
actGa como un “tercer mensajero" alterando el proceso de
transcripcién (84). Se ha observado que c-fos activa genes que
llevan a la sintesis del ADN y a la progresién del ciclo celular
(60). La regién minima transformante de c-fos es de 25 Kd, es
' necesario que exista otro evento de mutacién para gque se lleve a
cabo la transformacién maligna (63). Los oncogenes que estimulan a
c-fos son raf-1l, Ha-ras y src (65,67). El1 complejo de fos/jun en
el sitio AP-1 suprime los niveles del gen de la osteocalcina,
&cido retinoico y vitamina D3 gque son agentes de diferenciacién e
inhibicién del crecimiento (89). Los glucocorticoides son
inhibidores de la actividad de AP-1, y el complejo fos/jun es
inhibidor de los glucocorticoides, siendo asi este un mecanismo
de crecimiento y transformacién neoplasica (90). El homodimero
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jun/jun activa el sitio AP-1, sin embargo el heterodimero fos/jun
es mejor activador (91). La regulacidén del oncogen c-fos es a
nivel transcripcional y postranscripcional y su induccién necesita
de estimulos continuos por factores séricos. El transporte de 1la
proteina p55 al nlcleo es compleja y depende de la estimulacién
extracelular y se sabe que involucra procesos de fosforilacién,
AMPc y proteincinasas (92).

En el CC los niveles de c-fos estén elevados de 2 a 8 veces,
y este incremento es menor en los polipos (22). Las mitocondrias
de las células son diferentes cuando son transformadas por c-fos,
son mis grandes debido a que los procesos de respiracién estéan
incrementados en las células neoplédsicas (21). Los niveles de ARNm
de c-fos en el nicleo desaparecen totalmente entre 3 y 8 h (92).

2.11.7 Cancer hereditario y genes supresores de

tumores

P53 era considerade en tiempos anteriores como un oncogen,
actualmente se ha descubierto que es un gen supresor de tumor. Es
una proteina nuclear donde su participacién reside en uniones no
covalentes oligomé&ricas complejas con el ADN. En condiciones
normales tiene una vida media muy corta (6-30 wmin) y en
condiciones neoplasicas esta vida media se prolonga hasta 100
veces m&s, estd proteina coopera con el oncogen ras en la
transformacién. La funcidén de pS3 es primordialmente es de
antioncogen y en células transformadas pierde esta funcién.

El gene del retinoblastoma especificamente RB~1 codifica para
una proteina que Jjuega un papel en el mecanismo de 1la
tumorogénesis, estd proteina es pl05 la cual se une a diferentes
oncoproteinas como son las del adenovirus ElA y papilovirus E7.
Estos complejos protefina-oncoproteina inactivan su habilidad
transformante. Se ha observado que la pérdida de p105 estéd
implicada en la génesis de una variedad de tumores humanos. Se ha
propuesto que la proteina de RB~1 como protector de la actividaad
de las oncoproteinas virales o de sus homologos celulares (59).
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La 'pérdida de la regulacién de genes parece jugar un papel
importante de la génesis del céncer, tales pérdidas pueden ocurrir
desde la cé&lulas germinales y su ausencia predisponer a una
susceptibilidad céncerosa. Muchos genes normalmente oper&n en una
variedad de caminos para limitar el crecimiento celular, actuando
biogquimicamente para asegurar gue las c¢élulas no crezcan
anormalmente, a estos genes se les denomina " genes supresores de
tumores". La mutacidn de estos genes lleva a una deregulacién de
algunos oncogenes y a la produccién de alelos hiperactivos. La
pérdida de su funcién indica que tienen un papel critico en 1la
regulacién negativa en el control de la proliferacién celular.

En el CC la pérdida de algunos cromosomas como el 17p y 5q
podria explicar la inactivacién de 1los genes supresores de
tumor,debido a que p53 se encuentra en el cromosoma 17p (59). La
mutacién puntual de alanina por valina en el residuo 135 de p53,
hace posible la formacién de un complejo con oncogenes como mycC o
ras y asi llevarse cabo la transformacién maligna de cé&lulas (94).

2.12 LA CLINICA EN EL CANCER

2.12.1 Prondstico

Se considera un mal prondstico la presencia de una
considerable cantidad de pelipos, aumento del nGmero de
eosindfilos, linfocitos Yy células dendriticas (27). Los
niveles de ALE y villina esté&n correlacionados con la réapida
progresién del tumor (7,55). La presencia del FNT puede ser téxico
al tumor o bien actuar como mitégeno de células malignas (28).La
determinacién de altas concentraciones del antigeno CA 12.9 indica
un pronéstico muy desfavorable y una posible metastasis temprana
en CC (54).

2.12,2 Diagnostico.
El c¢C se puede detectar en sus primeros sintomas que
consisten en presencia de una protuberancia en el estémago,
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hemorragia en orina, dolor inexplicable, fiebre recurrente,
pérdida de peso, infecciones repetidas, si es asi indica que el cC
estd localizado (1). El diagnéstico de sangre oculta en heces es
un método poco sensible y no confiable (5). Los estudios de
gabinete como el rectoscopio,la fibroscopia, la endoscopia, el
edema barico y el proctosigmoidoscopic son los ma&s empleados para
el diagnéstico de CC (4). En el cC los niveles de villina estén
incrementados y puede usarse como un método diagnéstico (48). La
determinacién de los niveles de ALE es muy itil para el dignéstico
y monitoreo postoperativo (7).

2.12.3 Tratamiento

La quimioterapia utiliza agentes quimicos gue se administran
con fines paliativos en el CC irresecable, aungue la probabilidad
de mejorar los sintomas y prolongar la existencia es pequefia, no
hay tratamiento eficiente para el CC. La mayoria de los farmacos
afectan la divisién celular (9). En el CC se ha empleado el
5~-fluorouracilo como coadyuvante en el tratamiento y es el Gnico
que produce una respuesta del 20% (10). El tamoxifen es empleado
como inhibidor de proteincinasas (3). La radioterapia y 1la
intervencién quiridrgica son muy usuales en el CC, la radioterapia
es un método eficaz de paliacién en 1la metdstasis irrevocable
localizada y su fundamento es aliviar el dolor, disminuir el
tenesmo y las hemorragias. La extirpacién quirfirgica es confiable
Y se recomienda ain cuando existan metistasis, en la mayoria de
los casos resulta Y en algunos casos vuelve a surgir el tumor
(1,9). Actualmente se estédn realizando esfuerzos para estimular la
actividad inmunolégica especifica contra CC, empleando antigenos
tumorales especificos o tratando a la célula con el fin de generav
una respuesta inmune (9). En el tratamiento se ha empleado el uso
de INF y S-fluorouracilo de manera sinérgetica para combatir la
malignidad en el cc (57).
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2.11.4 Oncogenes en la clinica

La identificacién de oncogenes alterados en tumores puede
aumentar la resolucién del diagnéstico,progresién y estrategias
para terapia. La presencia de amplificacién de oncogenes (myc)
estdn relacionadas con agresividad y diseminacién del tumor y por
lo tanto corto tiempo de wvida, las mutaciones de ras se han
asociados con un peor pronéstico (59). En CC las aberraciones de
c-Ki-ras estén relacionadas con la distincién entre la iniciacién
Y la progresién de la carcinogénesis ,existen estudios que se
encaminan a correlacionar la presencia de alteraciones en los
oncogenes con las caracteristicas clinicas de los pacientes y
determinar si es posible que en enfermedades benignas puedan ser
marcadores de malignidad (59).
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1l SECCION EXPERIMENTAL

1.- Material
1.1. Reactivos

Reactivos utllizados en la transformacién y la amplificacidn de
los plasmidos.
- Medio de cultive liquide LB.
10 g de NaCl, 5 g de extracto de levadura, 10 g de peptona
c.b.p. 1000 ml pH = 7.5 esterilizado por autoclave.
- Cloruro de Calcioc 100mM esterilizado por autoclave.
- Solucién amortiguadora TE pH = 8.0
Tris-Cl 10mM pH = 8.0
EDTA 1 mM pH = 8.0 se esteriliza por autoclave.
- Solucién de ampicilina 12.5 mg/ml.
se disuelve en amortiguador de fosfatos 600 mM pH = 6.4 y se
esteriliza por filtracién en Millipore 0.45 p se usa a una
concentracién de 35-50 ug/ml.
- Solucién de tetraciclina 12.5 mg/ml.
Se disuelve en etanol absoluto y se prepara en condiciones
estériles, se utiliza de 12.5 a 15 pg/ml,
- Medio de cultivo en placa LB.
10 g de NaCl, 5 g de extracto de levadura, 10 g de peptona
5 g de agar c.b.p. 1000 ml pH = 7.5 se esteriliza por autoclave.
- Solucién de Cloranfenicol 34 mg/ml.
se disuelve en etanol absoluto y se esteriliza en Millipore
0.45 p y se utiliza a una concentracién final de 34 ug/ml.

Reactivos empleados en la extraceién y purificacién de los

plasmidos.

- Solucién A.
glucosa 50mM, EDTA 10mM, Tris-Cl 25 mM pH = 8.0 se esteriliza
por autoclave y se complementa con 6 mg/ml de Lisozima antes
de usarse.
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- Solucién B.
NaoOH 0.2 N, SDS 1.0% La solucién se prepara antes de usarse.

- Solucién c.
60 ml de acetato de potasio 5 M, 11.5 ml de &cido acético
glacial, vy 28.5 ml de agua destilada la solucién es 5 M con
respecto al acetato y 3M al potasio.

- Fenol saturado pH > 7.8
Se licua a 68 ° ¢ se adiciona 8-Hidroxiquinoleina a una
concentracién final de 0.1%, se adiciona un volumen igual de
Tris- Cl 0.5 M pH = 8.0. Se agita durante 15 min y se aspira 1la
fase acuosa (superior), se repite la operacién dos veces m 8 ¥y
se adiciona wun volumen igual de Tris-Cl 0.1 M pH = 8.0 se
agita durante 15 min y se elimina la fase acuosa. Se repiten
las extracciones hasta que el pH del fenol es superior a 7.8
se almacena el fenol con 0.1 volumen de Tris- Cl 0.1 M pH = 8.0
conteniendo 0.2% de f-Mercaptoetanol.

- Cloroformo-Alcochol Isocamilico (24:1).

~ Solucién D.
Mezcla de volumenes iguales de fenol saturado Yy cloroformo
-alcohol isocamilico (24:1). Se prepara antes de usarse.

- Solucidn TES.
Nacl 0.1 M, Tris-Cl 100 mM pH = 8.0, y EDFTA 1 mM pH = 8.0
Se esteriliza por autoclave.

- Ribonucleasa A libre de ADNasa. Concentracion final 25 ug/ml.

Reactivos utilizados en la electroféresis de los plasmidos y los
ADNc purificados,
- Amortiguador TBE 10 X.
50 g de Trizma base, 27.5 ¢ de cido bbérico, y 20 ml de EDTA
0.5 M pH = 8.0 c.b.p. 500 ml. Se esteriliza por autoclave.
- Bromuroc de Etidio 10 mg/ml.
- Gel de agarosa 1% en TBE.
1 g de agarosa se disuelve en 100 ml de TBE 1X se adiciona
bromuro de etidio a una concentracién final de 0.5 ug/ml.
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- Solucién amortiguadora Loading 6X tipo II.
0.25 % de azul de bromofenol, 0.25 % de xilencianol y 15% de
Ficoll tipo 400. Se prepara en condiciones estériles.

Reactivos empleados en la digestidn enzimitica.

~ Solucién amortiguadora universal para digestisén enzimé&tica.
Tris acetato 330 mM pH = 7.9, acetato de potasio 660 mM pH =
7.9, acetato de magnesio 100 mM, ASB (albumina sérica bovina) 1
#g/ml, espermidina 30 mM, Se prepara en condiciones estériles.

- Solucién amortiguadora pst 10 X.

Ditiotreitol 10 X.

solucidén de DTT 25 mM.

- Enzima de restriccién Eco RI.

Escherichia coli RI 20 000 U/ml se usa 2 U/ug.

- Enzima de restriccién Hind III.
Haemophilus influenzae 10 000 U/ml se usa a 1.5 U/ug.

- Enzima de restriccién Pst I.
Providencia stuarti 10 000 U/ml se usa 1.5 U/ug.

Reactivos utilizados en la purificacién del ADNc,

- Solucién de acrilamida-bizacrilamida 40:1
se disuelven 40 g de acrilamida y 1 g de bizacrilamida en 100 ml
de agua destilada se esteriliza por filtracién en Millipore 0.45
#. Se usan guantes.

- Persulfato de Amonioc 10%

- TEMED concentrado

- Solucién amortiguadora Loading 5 X.

0.25 ¥ de azul de bromofenol, 0.25 % de xilencianol, 0.5 % de

SDS y 25 % de glicerol se prepara en condiciones de esterilidad.

Solucién de elucién.

Acetato de amonio 500 mM, acetato de magnesio 10 mM, EDTA 1 mM,

SDS 0.1% Se esteriliza por autoclave.

Reactivos empleados en la extraccién del ARN,
- Solucién amortiguadora de homogenizacién.

56



Tiocianato de guanidina 4 M
Tris-Cl 0.1 M pH = 7.5
A= mercaptocetanol 0.1%
Se disuelven 50 g de tiocianato de guanidina en 10 ml de Tris-Cl
1M pH = 7.5, c.b.p. 100 ml. Se esteriliza por filtraci6n en
Millipore de 0.45 4 y se complementa con f-mercaptoetanol a una
concentracién final de 0.14 M.
Laurilsarcosinato de sodio 10%
~ Clorurc de cesio 5.7 M / EDTA 0.01 M pH = 7.5
96 g de CsCl se disuelven en S0 ml de EDTA 0.01 M pH =7.5 Se
adiciona DEPC a una concentracién final de 0.1 % se mide el

volumen se esteriliza por autoclave y se ajusta el volumen.
-~ Solucién amortiguadora TE pH = 7.6
Tris-Cl 10 mM pH = 7.6
EDTA 1 mM pH = 7.6
Dodecilsulfato de sodio (SDS) 10%
Acetato de sodio 3M pH = 5.2
40.81 g de acetato de sodio se disuelven en 80 ml de agua

destilada se ajusta el pH a 5.2 con &cido acético glacial y se
afora a 100 ml. Se esteriliza por autoclave.

Solucién amortiguadora TES pH = 7.6

TE pH= 7.6 y SDS 0.1% Se esteriliza por autoclave.

Soluciones € y D (ver en reactivos para purificacién de
plasmidos).

Reactivos utilizados en la electroforésis del ARN.
—~ Solucién amortiguadora MOPS 12 X.
MOPS 0.24 M
EDTA 0.012 M
Acetato de sodio 0.06 M,
Se prepara en condiciones estériles.
- Formaldehido 37%
- Gel desnaturalizante de agarosa 1% en MOPS 1 X.
1 g de agarosa se disuelve en 75 ml de agua destilada se
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adiciona 8.3 ml de MOPS 12 X, 16.2 ml de formaldehido 37% Yy
bromuro de etidio a una concentracién final de 0.5 ug/ml.

- Amortiguador con colorantes para andlisis electroforético de ARN
Azul de bromofenol 0.25%, xilencianol 0.25% y Ficoll 400 15% se
prepara en condiciones estériles.

Reactivos empleados en la hibridacidén del ARN con el ADNc.
- Solucién desnaturalizante.

Formamida 50 %

MOPS 1 X

Formaldehido 6 %
- Amortiguador PBS 0.1 M pH = 6.5
La sal mono y disé6dica de fosfato estdn 0.1 M y el clorurc de
sodio 173 mM esterilizada por autoclave.
solucién mezcla de Iniciadores aleatorios (Random Primers).
HEPES 0.67 M, Tris-Cl 0.17 M, cloruro de magnesio 17 mM,
f-mercaptoetanol 33 mM, BSA 1.33 mg/ml. 18 D.O, (260nm) U/ml de
iniciadores oligodeoxiribonucledtidos (fraccién de hex&meros) pH
= 6.8
Mezcla de nucleétidos.
dATP 0.5 mM, dTTP 0.5 mM, dGTP 0.5 mM, en Tris-Cl 3 mM pH = 7.0
y EDTA 0.2 mM.
Fragmento Klenow.
fragmento largo de la Polimerasa I : 3 U/ul en solucién
amortiguadora de fosfatos 100 mM pH = 7.0 @~ mercaptoetanol 10
mM y glicerol 50% (v/v).
Amortiguador de inactivacién del fragmento Klenow.
EDTA sbdica 0.2 M pH = 7.5
Sephadex G-50
10 g de sephadex G-50 se lavan con 160 ml de agua destilada

varias veces, para eliminar el dextradn soluble, se equilbra la
resina en TE pH = 7.6. Y se esteriliza por autoclave.

- cTp-p*?
(a-P?%) dcTP Pb 10205 solucién acuosa 370 MBg/ml 10mCi/ml 3000
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Ci/wmol, se usa por cada ADNc marcado 30 ucijful,
- Formamida 100%
- EDTA 0.5 M pH = 8.0
- Solucién Deuhardt 50 X.
5 g de Ficoll tipo 400 , 5 g de polivinilpirrolidina y 5 g de
ASB c.b.p. 500 ml. Se prepara en condicicnes estériles.
~ Solucién amortiguadora de fosfatos 600 mM pH = 6.8
- ADN de salmén 1 mg/ml.
Se disuelve en agua estéril se agita durante 2 h a T.A. Se usa
a una concentracién de 100 pg/ml.
- Solucién SsSC 20 X,
Cloruro de sodio 175.3 g
Citrato de sodio 88.2 g
Ajustar a pH = 7.0 c.b.p. 1000 ml. Esterilizar por autoclave.

Reactivos de Grado Analitico de Sigma Chemical Company.
Tetraciclina hidroclorada lote 118 F0050. PM 480.9.
Cloranfenicol levogiro lote CL-49 potencia 999 ug/mg.
Glicerol PM 92,09.

DTT DL- Ditiotreitol.

Cloruro de sodio lote BOH-0094 PM 58.44.

Tris-Cl Trizma monchidroclorada PM 158.01.

EDTA sal sbédica de etilendiaminotetracético PM 372.9.
Ampicilina anhidra lote 50HO-686 PM 349.4.

Azul de bromofenol sal sédica lote B-6131.

Xilencianol lote X-2751 PM 538.6.

Trizma base PM 121.1.

Acido bérico anhidro PM 61.83.

Bromuro de etidio anhidro lote E-8751 PM 394.3.

Tiocianato de guanidina PM 118.2.

N-Laurilsarcosinato de sodio PM 293.4.

bietilpirocarbonato PM 162.1.

Acetato de sodio trihidratado PM 136.08.

MOPS (3-(N-Morphelino)propanesulfonic &cid) sédico PM 231.3.
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Formaldehido solucién 37% PM 30.03.

Formamida 100%

citrato trisédico dihidratado lote C-8532 PM 294.1.

Fosfato sédico monobisico monohidratadoc PM 137.99.

Fosfato sb6dico dib&asico heptahidratado PM 268.07.

Glucosa: sucrosa (a-D-Glucopiranosil)-g-D -~ Fructuosa PM 342.3.
Lizosima (muramidasa;EC 3.2.1.17) lote L-6876.

Dodecilsulfato de sodio PM 288.4.

Acetato de potasio PM 98.65.

Ribonucleasa A de pancreas bovino Tipo I-A.

Reactivos de Gibco BRL

Extracto de levadura cat. M00393C.

peptona cat. MOOo392cC.

Agar cat. M0O0391C.

Agarosa ultrapura Lote BQ-5201.

Bis-acrilamida wultrapura PM 154.17.

Cloruro de cesio Ultrapuro.

Sistema de marcado de ADNc por iniciador aleatorio (randown
primers) Cat, B8187SA lote ANXO0O1.

Escherichia coli DHSa. 1libreria eficiente de ¢ lulas.
Bolsas de Hibridacidén cat. 8278BA.

Reactivos de Promega

EcoRI concentracién 20 000 U/ml., Lote R128BA.
Hind III concentraci6tn 10 000 U/ml. Lote R446.
Pst I concentracién 10 000 U/ml. Lote R134.
Amortiguador Pst I 10 X 1lote 286.

Reactivos de Pharmacia LKB

Ficoll tipo 400.
Sephadex G-50 cod. 17-0042-01.
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Reactivos de Bio-Rad Laboratorios

TEMED N,N,N,N-tetrametilendiamina PM 116.21.
Acrilamida PM 71.08.

B-mercaptoetanol PM 78.13.

Reactivo de Amersham International
(«x-p>? ) dcTP PB 10205 10 mCi/ml.

Reactivos de Baker Analyzed Reactivos

Alcohol etilico absoluto PM 46.06.

Cloruro de calcio PM 110.996.

Hidroxido de sodio PM 39.999,

Reactivos de Merck

8~hidroxiquinoleina PM 145.15.

Acido acético glacial PM 60.06 1ll.= 1.05 Kg 100%

1.2. Material y equipo de laboratorio

- Jeringas Hamilton modelo 710-N capacidad 100 pul. Sigma Chemical
Company.

- Maguina reveladora de placas de rayos X Kodak RPX-OMAT
processor, Modelo M&B.

- Selladora de bolsas de hibridacién.

~ Placa de exposicién : Film Kodak X-OMAT XAR-5.

~ Cassette de exposicién con pantalla intensificadora. Sigma
Chemical Company.

- Tubos de microfuga de polipropileno 1.5 y 0.5 ml Brinkmann.

~ Puntas para pipetas automdticas tipo Oxford 911 T.

- Bafio de agua para tubos de microfuga : Multi-Block Heater
Lab-Line.

- Espectrofotémetro GBC UV-visible 911.

- Celdas de cuarzo para espectrofotometro volumen minimo 100 ul
Sigma Chemical Company.

- Centrifuga Beckman modelo J-21 con rotores JA-20 y JA-10.

Bafio de agua : Shaking Water Bath 25 Precision.
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~ Microfuga : Eppendorff centrifuge 5415.

Pipetas automdticas Gilson Medical Electronics capacidad de 20,

100, 200 y 1000 ul.

C maras de electroforésis GNA-100 y GNA-200 Pharmacia.

- Fuente poder EPS 500/400 Pharmacia.

- Transiluminador UVP,inc.

~ Camara fotogrdfica : Fotodyne Incorporated Biofcan Scientific 11
2170 Dunwin Prive.

- Pelicula fotogrdfica. Polaroid 667 blanco y negro instantanea
sin recubrimiento, 150 3000/36°C.

- Centrifuga Sorvall RT6000B Refrigerated . Dupont con rotor
RTE000B maximo 3500 rpm.

~ Centrifuga concentradora : Speed Vac Concentrator Savant
Refrigerated condensation trap y bomba de vacic Lammert.

~ Ultracongelador -80°C Revco.

~ Homogenizador Brinkman Instruments Co.

~ Balanza analitica Sartorius capacidad 0-500 g.

~ Balanza Metter PL 1200 capacidad 0-1000 g.

~ Ultracentrifuga Beckman L5-50B con rotor SW 50.1.

~ Bomba peristaltica Rabbit.

1,3. Material Bioldgico

Biopsfas de pacientes,

Para la realizacién de este trabajo se colectardn biopsias
gquirdrgicas cengeladas inmediatamente después de ser removidas del
paciente, en nitrégeno liquido, esto es muy importante para que el
ARN no se hidrolize y evitar asi se afecte el anilisis. El
material biolégico fue obtenido del Instituto Nacional de la
Nutyricién, Instituto Nacional de Cancerologia, Hospital de
Oncologja IMSS, y Hospital General, se recolectd tante biopsias de
tejido tumoral como tejido normal adyacente.

Caracter{sticas de los genes en los pldsmidos.
El oncogen c-fos fue insertado en el pldsmido pSpé65, el

62



tamafio del inserto es de 3.5 Kb y el plidsmido 3 Kb. Es resistente
a ampicilina.

El oncogen c-Ki-ras fue insertado en el plasmido p640, el
tamafic es 0.615 K&, Eco- Hind PBR322. Es resistente a ampicilina.

El oncogen c-myc¢ fue insertado en PR y C 7.4, el tamafio es
4.3 Kd de PBR322 y 1.029 Kd del fragmento. EsS resistente a
tetraciclina (104).

El fragmento de AFP fue insertado en PBR322. El tamafio del
gene es de 0.650 Kd y es resistente a tetraciclina.

2.~ Métodos

2.1 Transformacién de E. coli DHS5z con el plasmido (105).
2.1.1 En medio liquido LB ( S ml ), se inocula una colonia pura y
aislada de E. colj DHSx. Se incuba durante 12 h a 50 rpm y 37°C.

2.1.2 Se toma 1 ml de este cultivo y se coloca en 100 ml de LB.
Se incuba a 37°C hasta alcanzar una D.O. (650nm) = 0.2-0.4 .

2.1.3 Para cada reaccién de transformacién se utilizan 5 ml de
este cultivo, los cuales se colocan en tubos Corex de 15 ml. en
hielo 10 min y se centrifugan 5 min a 6500 rpm a 4°C.

2.1.4 Se decantan los sobrenadantes y se resuspenden en medio
volumen de cloruro de calcio 100 mM frio. Se colocan en hielo
durante 30 min .

2.1.5 Las suspensiones anteriores se centrifugan durante 5 min a
6500 rpm y 4°C. Las pastillas se resuspenden en 200 ul de cloruro
de calcio 100mM frio. Las suspensiones se transfieren a tubos de
microfuga y se incuban a 4°C 12-24 h.

2.1.6 A las células bacterianas sensibilizadas se les adiciona 0.1
ug de plasmido y se colocan en hielo 30 min, Se incuban en un bafio
de agua a 42°C durante 2 min y se regresan al hielo. Se
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transfieren a tubos con 2 ml de LB y se incuba a 37°C durante 90

min .

2.1.7 Se realizan sembrados a diferentes diluciones en placa de
medio LB conteniendo el antibibtico al gque el plasmido es
resistente y se incuban a 37°C. Se toman colonias aisladas y se
resiembran en las mismas condiciones.

2.1.8 Para el almacenamiento de las células transformadas se
realiza un cultivo confluente de 24 h en LB en placa con el
antibiético correspondiente, se resuspenden todas las colonias en
1 ml de medio liguido LB y se impregnan en papel filtro Whatman 3
MM estéril, se sellan las bolsas y se congelan a -70°C.

2,2 Amplificacién de los plasmidos (105},
2.2.1 colonias aisladas de los plasmidos se inoculan en 10 ml de
medio ligquido LB, en las siguientes condiciones:

Plasmido ug/ml de antibiético
c-fos 35-50 de ampicilina
c-Ki-ras 35-50 de ampicilina
c-myc 12,.5-15 de tetraciclina
AFP 12.5-15 de tetraciclina

Se incuban a 37°C 300 rpm durante 12 h .

2.2.2 cada cultivo se transfiere a un matraz con 125 ml de medio
liguido LB con su antibibético correspondiente y se incuban en las
mismas condicicnes. Hasta una D.O.(600nm) = 0.6. Cada cultivo se
transfiere a matraces con 250 ml de medio liquide LB con su
antibiético correspondiente y se incuban durante 3 h a 150 rpm
y 37°C. Se adicionan 34 ug/ml de cloranfenicol y se incuba en
las mismas condiciones durante 12 h.

2.3 Extraccidn y purificacién de plismido (10S5).
2.3.1 Los cultivos de 250 ml se colocan en hielo 10 min, se
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transfieren a tubos Beckman de 400 ml y se centrifugan a 4000 rpm
15 min a 4 °C, Se decantan y las pastillas se resuspenden en 30 ml
de solucién TES, se centrifugan en las mismas condiciones.

2.3.2 Se decantan los scobrenadantes y las pastillas se resuspenden
en 5 ml de solucién A. Se incuban 10 min a T.A. se adicionan 10 ml
de solucién B, se mezcla cuidadosamente y se colocan en hielo 5
min y se agregan 7.5 ml de solucidn C fria. Se centrifugan a 18000
rpm 25 min a 4°C dos veces, los sobrenadantes se transfieren a
tubos Corex de 150 ml y se extraen con un volumen de solucién D.
Se centrifugan a 4000 rpm durante 5 min a 4 °C. Los sobrenadantes
se extraen con un volumen de cloroformo-iscamilico y se
centrifugan a 6000 rpm 5 min a 4°C .

2.3.3 Los sobrenadantes se precipitan con 2.5 volumenes de etanol
absolutoe a T.A. durante 2 h, se centrifugan a 12000 rpm durante 30
min a 10°C. Se lavan las pastillas con 5 ml de etanol B80%, se
centrifugan en las mismas condiciones y las pastillas se
resuspenden en 5 ml de TE pH = 8.0 y 500 ul de Acetato de sodio 3M
pPH = 5.2. Se precipitan con 2.5 volumenes de etanol absoluto frio
y se guardan a -20°C durante 12 h.

2.3.4 Se Centrifugan a 10000 rpm 30 min a 4°C y las pastillas se
resuspenden en 1 ml de TE pH = B.0. Se transfiere a un tubo de
microfuga y se adicionan a cada tubo 25 ug/ml de Ribonucleasa A,
se incuba 12 h a 4°C. Los plasmidos purificados se guardan a
-20°c.

2.3.5 Se realizan diluciones 1:100 y se leen en el
espectrofotémetro en las longitudes de onda de 260, 280 y 310 nm.
La pureza se determina calculando la relacién 260/280, la cual
deber ser cercana a 2.0 y el rendimiento se calcula de la
siguiente manera:

1 unidad de D.O.= 50 ug/ml de ADN. Por lo tanto :
{(D.0.260nm) (1:100) (S0) = pug/ml de ADN
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2.3.6 Para la determinacién de integridad del pl&smido purificade
se coloca en tubos de microfuga independientes, 3 pg de plasmido
se le adiciona 1 ul de amortiguador Loading 6 X y se colocan en
los carriles de un gel de agarosa 1% en TBE, se migran a 80 V,
con amortiguador electrolito TBE 1 X. Las bandas de los plasmidos
se observan con luz UV en un espectofotémetro y se fotografia el
gel.

2.4 pigestidn Enzimitica (105).
2.4.1 En tubos para microfuga se colocan :
Pl&smido con c-fos.
20 ug de plasmido purificado con c-fos integrado
4 pul de amortiguador universal para digestién enzimitica
4 ul de DTT 10X
2 ul de Eco RI (40 unidades)
3 u#1 de Hind III (30 unidades)
2 pl de agua estéril
Plasmido con c-Ki-ras.
20 ug del plasmido purificado con c-Ki-ras integrado
4 pnl de amortiguador universal para digestién enzimitica
4 ul de DTT 10X
2 pl de Eco RI (40 unidades)
3 pl de Hind IIT (30 unidades)
2 pul de agua estéril
Plasmido con AFP.
30 ug de pléasmido purificado con AFP integrado
4 pl de amortiguador Pst 10X
3.5 ul de Pst I (30.5 unidades)
2.5 u) de agua estéril

Plasmido con c-myc.
30 ug de plasmido purificado con c-myc integrado
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4 pl de amortiguador Pst 10 X
3.5 sl de Pst I (30.5 unidades)
2.5 ul de agua estéril

Plasmido con Histona.

20 ug de plasmido purificado con histona integrada
2.5 ul de amortiguador III de BRL

2.0 ul de Eco RI (40 unidades)

1.0 ul de agua estéril

Se incuban en bafic de agua a 37°C durante 12 h.

2.5 Purificacién del ADNc (105)
2.5.1 Se prepara el gel de acrilamida 6%

Acrilamida~bizacrilamida 40:1 3.75 ml
TBE 10X 2.50 ml
Persulfato de amonio 10% 0.30 m}
Agua estéril 18.75 ml
TEMED 7 ul

2.5.2 Se realiza una precorrida de 1 h en amortiguador eléctrolito
TBE 1X. Las muestras se preparan con 10 pl de amortiguador Loading
5X por cada 30 ul de plasmido digerido. Las muestras se colocan en
los carriles utilizando una jeringa Hamilton y se realiza 1la
migracién a 100 V .

2.5.3 El gel se tifie con Bromuro de etidio 0.5 ug/ml en TBE 1X se
observa y se fotografia.

2.5.4 En un transiluminador con UV se localizan las bandas de los
fragmentos de los oncogenes, se cortan las bandas de interés y
se colocan en la columna de elucién.
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PUNTA SELLADA CON CALOR

FIGURA 1. COLUNNA DE ELUCION PARA PURLFICACION DE L0S ADNe DE Los
GENES EN ESTUDIO,

2.5.5 Los fragmentos de los oncogenes colocados en la columna de
elucidn, se homogenizan utilizando un agitador de vidrio
siliconizado. Se adicionan 600 pl de soluciédn de elucidén a cada
columna, se incuban a 37°C durante 12 h. Se cortan las puntas de
las columnas de elucién y se centrifugan a 2000 rpm 10 min a a°c.
Se adiciona 200 pul de solucién de elucién a cada columna y se
centrifugan. Los sobrenadantes se transfieren a tubos de
microfuga y se concentran en una microfuga con vacio (Speed-Vac),
el volumen a 400 pl se precipitan con 2.5 volumenes de etanol
absoluto frio a 4°C durante 12 h. Se centrifugan a 10000 rpm 4°C
durante 10 min. Las pastillas se lavan con etanol al 80% y se
resuspenden en 15 pl de TE pH = 8.0 se guardan a -20°¢.

2.5.6 A los ADNc purificados se les realizan pruebas de pureza,
rendimiento e integridad, de la misma manera que a plasmidos
purificados.

2.6 Extraccion de ARN (105).
2.6.1 Se pesan 1 g de tejido tanto normal como ‘tumoral Yy se
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homogenizan independientemente con S5 ml de amortiguador de
homogenizacién, Se adiciona laurilsarcosinato de sodio a una
concentracisn final de 0.5% ; Este homogenado se pasa a través
de una aguja nimero 18 hasta eliminar la viscocidad. Se agrega un
volumen igual de solucién D, se agitan y se dejan en hielo 10 min.
Se centrifugan a 10000 rpm 4°C durante 10 min.

2.6.2 Se recuperan las fases acuosas Yy Se precipitan con etanol
absoluto frio, se guardan a -20°C durante 2 h. Se Centrifugan a
10000 rpm 4°C durante 30 min. Se Resuspenden las pastillas en 1 ml
de amortiguador de homogenizacién con laurilsarcosinato de sodio
0.5%

2.6.3 Por medio de una jeringa con aguja nfimero 23, se coloca esta
suspensién en el tubo de ultracentrifuga al cual previamente se le
agrego 3.1 ml de Cloruro de cesio 5.7 M /EDTA 0.01 M pH = 7.5 se
centrifugan en el rotor SW 50.1 a 40000 rpm 20°C 24 h.

2.6.4 Se decantan los sobrenadantes y las pastillas se lavan con
etanol 70% (sin homogenizar) esto se realiza con la finalidad de
eliminar el CsCl en exceso. Se decanta el etanol y las pastillas
se dejan secar a T.A. Se resuspenden en 325 ul de TES pH = 7.6 ¥y
se adicionan 150 pl de TE pH =7.6 y 40 ul de acetato de sodio 3M
pPH = 5.2, se precipitan con 2.5 volumenes de etanol absoluto frio
a =20 °C durante 2 h. Se Centrifugan a 12000 rpm 4°C durante 30
min. Se Lavan las pastillas con etanol 80% y se secan a T.A. Se
Redisuelven en 50 pl de agua estéril tratada con DEPC y se guardan
a -70°C,

2.6.5 Se realizan diluciones 1:100 y se leen a 260, 280 y 310 nnm.
La pureza se determina por el célculo de la relacidén 260/280 1la
cual debe ser cercana a 2.0 y el rendimiento se calcula de la
teniendo en cuenta que 1 unidad de D.O.= 40 ug de ARN

{D.0.260nm) (1:100) (40) = ug/ml de ARN
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2.7 Transferencia del ARN a filtros "Gene-Screen" (105).
2.7.1 La electroforésis del ARN se lleva a cabo en un gel de
agarosa 1% desnaturalizante en MOPS 1X. Para la preparacién de las
muestras se colocan en un tubo de microfuga 10 pg de ARN, 23 ul de
solucidn desnaturalizante y se colocan en bafio de agua a 60°C
durante 5 min. Se colocan en hielo 5 min y se agrega 3 ul de
amortiguador con colorantes (azul de bromofenol y xilencianol)
para ARN, Se colocan en los carriles y se migra a 70 V en
presencia de amortiguador electrolito MOPS 1X, durante 3 h. Se
observan las bandas de los ARN ribosomales 28s y 18s con la ayuda
del transiluminador con luz UV y se fotografia el gel.

2.7.2 El gel se coloca en agua estéril tratada con DEPC 10 min.
Después se coloca en PBS 0.05M pH = 6.5 al igual que el papel
filtro Whatman 3MM y el filtro "Gene-Screen" del tamafio exacto del
gel y se coloca como muestra el dibujo de la figura 2.

L— praca be
TORRE DE PAPEL == vIDRID
GENE-SCRENN =
WHATHAN :mn-—[- ( = HATHAN 2NM
| Sm———

AMORTIGUADOR DE ] EL DE

]
TRANSFERENCI A ‘__m__l AGAROSA

FIGURA 2. TRANSFERENCIA DE LOS ARN DEL GEL A FILTROS “GENE~SCREEN"

{NORTHERN BLOT).

2.7.3 La transferencia se realiza durante 18-24 h a T.A. Una vez
transcurrido este tiempo el "Gene-Screen" se c¢oloca en 200 ml de
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PBS 0.05M pH=6.5 y se seca a T.A. Los filtros "Gene-Screen" se
colocan en papel filtro Whatman 3MM y se hornean al vacio a 80°C
durante 2 h . Estos filtros "Gene~Screen®" es opcional gue sea al
vacio pero los filtros de nitrocelulosa es indispensable que se
horneen al vacio de los contrario pueden explotar.

2,8 Marcado de ADNc con CTP~-P32

Iniciadores aleatorios ('"Randow-Primers'").
2.8.1 25 ng de ADNc purificado contenidos en un volumen total de
20 ul de TE pH=B.0, se desnaturalizan en bafic de agua hirviendo
durante 5 min y se colocan en hielo durante 5 min. Se agregan & pl
de mezcla de nucledtidos, 15 ul de amortigquador con mezcla de
iniciadores aleatorios (Randow-~Primers), 3.5 ul de crp-p?? (3
ucisul) y 1 ul de fragmento Klenow. Se mezclan culdadosamente y se
incuban a temperatura ambiente durante 3 h, protegiendo de las
radiaciones en contenedores de plomo. Terminada la incubacién se
adiciona 5 ul de amortiguador de inactivacién del fragmento
Klenow y 150 ul de TE pH=8.0 se pasa a través de una columna de
Sephadex G-50, se centrifugan las columnas a 1500 rpm 4°C durante
S min, Con la ayuda de un contador de radiactividad Gelger se toma
la lectura en la columna y en el tubo de microfuga de recoleccién
del ADNc marcado radiactivamente y se determina el porcentaje de
la eficiencia de incorporacién de radiactividad con la siguiente

férmula ¢

(Lectura del tubo/lectura de la columna) (100)
Donde wuna eficiencia de marcade superiores al 60% son

aceptables.

2.9 MHibridacién del ARN con ADNc marcado. “Narthern

Blot" (105}, _
2.9.1 Se miden las &reas de los filtros "Gene-Screen" y se

multiplican por 0.2 y esos son los ml de amoertiguador de
prehibridacién que se necesitan. El amertiguador de prehibridacién
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contiene lo siguiente:

Formamida 50.0%
sDsS 0.2%
EDTA iomM
Deuhardt 4X

§8C 20X 2X

Amortiguador de fosfatos pH=6.8 120mM
ADN salmén 10.0%

2.9.2 Los filtros "Gene-Screen" se colocanh en bolsas de

hibridacién con 1los ml de amortiguador de prehibridacién
necesarios. Se sellan perfectamente y se colocan en un bafio de
agua a 42°%¢ a 40 rpm durante 24 h. Se elimina la mitad del volumen
y se agrega el ADNc marcado con cTp-p3? y desnaturalizado en agua
hirviendo durante 5 min, se usa un filtro "Gene-Screen" para cada
ADNc marcado. Se sellan nuevamente las bolsas, cuidando que no se
formen burbujas, se colocan en un recipiente de acrilico en un
bafio de agua a 42°q durante 24 h.

2.9.3 Los filtros "Gene-Screen" se sacan de las bolsas de
hibridacién y se lavan en 200 ml de SSC 2X agitando durante 15
nin, este procedimiento se repite, después se colocan en 500 ml de
SSC 0.1X y SDS 0.1% a S0 C con agitacién a 50 rpm este proceso se
efectua dos veces, se dejan secar un poco los filtros
"Gene~Screen", de manera gque gueden hGmedos, se introducen en
bolsas de pl&stico y se sellan. Se colocan en los cassettes de
exposicién con pantalla intensificadora con placa de exposicién
Kodak X-OMAT XAR-5. Se guardan a =~70°C el tiempo necesario y se
revelan en una migquina reveladora de placas Kodak RPX-OMAT. Otra
manera de revelar las placas es manualmente, utilizando 1la
solucién fijadora y reveladora.
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IV RESULTADOS Y DISCUSIONES
4,1 Purificacién del ADNc de los oncogenes,
4.1.1 Transformacidn de los plésmidos.

Los plasmidos se introdujerén en E.coll DH 5a, la
transformacién fue conprobada al adquirir 1l1la bacteria 1la
resistencia a los antibiéticos que estan insertados junto a los
oncogenes en los plasmidos.

Al realizar los cultivos de las diferentes diluciones se
demostrd que la eficiencia de la transformacién fue aceptable, ya
que en diluciones de 107% se observé un crecimiento considerable

de las bacterias transformadas.

4.1.2 Amplificacidn, purificacifén y digestién enzimitica de
pldsmidos.

Una vez gque se llevd a cabo la transformacién de los
plasmidos (AFP y c-myc insertados en forma Independiente en
plasmidos pBr322, el oncogen c-fos insertado en el plésmido pSp65
Yy el oncogen c¢-Ki-ras insertado en el plasmido p640), se
amplificarén y se purificarén por la metodologia antes mencionada.
La Figura 1 muestra la electroforésis de 1los plésmidos
purificados. El primer carril corresponde a A digerida con Hind
ITY, con bandas correspondientes de arriba hacia abajo a 1los
siguientes fragmentos: 23.13 Kd, 9.416 Kd, 6.557 Kd, 4.361 Kd,
2.322 Kd, 2.057 Kd y 0.564 Kd, los cuales se utilizarén para la
localizacién de los plasmidos. Los carriles marcados con letras
maydsculas corresponden a los plasmidos purificados, ellos
presentan diversas bandas debido a las diferentes formas en la
estructura de los pléasmidos, y no se observa la presencia de ARN
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contaminante (fig 1).

Los carriles marcados con las letras minGsculas pertenecen a
los plasmidos digeridos (fig 1). Las bandas de mayor peso
molecular corresponden a los plésmidos y las de menor peso

molecular a los fragmenteos de los genes que se emplearén en este
estudio.

TAMAMG DE A A A FHMatf R oD

23.23 Kd
9.41 Kd
6.55 Kd
4.36 Ka
2.32 Kd
2.05 Kad
0.56 Kd

FIGURA 1 ELECTROFORESIS bE 10s PLASHTDOS PURIFICADOS A (AFP}, F
{c-ras), H (HISTONA}, H {C-HYC) Y " (C-RI=-RAS}, L0S PLASNIDOS
DIGERIDOS SON a (AFP), f (c-Fos), h (HISTONA}; ={C-NYC) Y r
(C-KI-RAS).

4.1.3 purificacién del ADNc de cada gen en estudio,

Los ADNc de cada gene en estudio fueron eluidos del gel de
poliacrilamida, recuperandose con una precipitaciétn etanélica. Se
resuspendierén en agua estéril y se tomarén muestras de cada uno
de ellos deteminandose su pureza e integridad. La pureza oscilé
entre 1.8 a 1.93 (el rango tedrico aceptable es de 1.8 a 2.0), La
integridad se demostré en una electroforésis de agarcsa al 1%. Los
resultados se muestran en la figura 2 , donde se puede apreciar
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que no existe material de degradacién. La banda del ADNc de
c-Ki-ras es muy tenue debido a que se encuentra a bajas
concentraciones en comparacién con los otros ADNc. En la tabla 1
se muestra el tamafio de los genes utilizados para este estudio y
se observa que son similares a los reportados en la literatura.

TABLA 1 . TAMARO DE LOS ADNc DE LOS ONCOGENES c¢-fos, c-myc y
c~Ki-ras y el ADNc de AFP.
GENE TAMARO (Kd)
AFP 0.650
c-fos 3.026
c-myc 1.029
c~Ki~ras 0.615
TAMAXO DE A A A F M R
23.23 Kd
9.41 Kd 3.026 Kd
6.55 Kd 1.029 Kd
4.36 Kd 0.650 Kd
2.32 Kd 0.615 Kd
2.05 Kad
0.56 Kd
FIGURA 2. ELECTROFORESIS DE  LOS  ADNe DE  LOS  GENES  PURIFICADOS. =]
B cARRIL 1 SE  OmSERVA X, A wFP, F (C-FOS},. M  (C-M¥C) Y R
(C-KI-RAS) «

4.2 Extraccién y purificacién del ARN de las biopsfas
tisulares,

4.2.1 Caracter{sticas de los tejidos tumorales estudiados.

Los tejidos de una poblacién de nueve pacientes fueron
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recolectados ‘en los diferentes hospitales, y sus caracteristicas

se muestran en las tablas 2 y 3.

TABLA 2 GENERALIDADES DE LOS PACIENTES

PACIENTE SEXO EDAD DIAGNOSTICO
I m 35a Carcinoma Rectal
II m 33a Carcinoma de Colon
I1I £ 38a Adenocarcinoma Rectal
Iv m 40a Adenoma Rectal Velloso
v m 19a Adenocarcinoma de Colon
vI £ 30a Sindrome de Crohn (polipo)
VIiI £ 4la carcinoma de Colon
VIII m 3B8a Adenocarcinoma de Colon
IX £ 67a Carcinoma de Colon
a = afios m = masculino £ = femenino

TABLA 3 CARACTERISTICAS CLINICAS DE LOS TUMORES

PACIENTE MALIGNIDAD METASTASIS GRADO DE DIFERENCIACION

I 1I serosa bien diferenciado

Ix v hepatica moderade y mucoproductor

III III ganglios moderado

w* - - -

v IIT ganglios moderado

vi* - - -

VII 1 - bien

VIII III ganglios bien

Ix I - bien

*
pacientes con tumores benignos colorectales.
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Al paciente nimero I le corresponden las muestras (1 y 2),
paciente II (3 y 4), al paciente III (5 y 6), al paciente IV (7 y
8), al paciente V (9 y 10), al paciente VI (11 y 12), al paciente
VII (13 y 14), al paciente VIII (15 y 16), y al paciente IX (17 y
18), donde las muestras con mimeros nones corresponden al tejido
normal adyacente y los nlmeros pares a las muestras del tejido
tumoral.

4.2,2 Integridad del ARN

Los ARNs de tejidos tumorales y normales fueron extrafdos por
diferentes técnicas de extraccién. Una de ellas fue la que utiliza
guanidina-fenol (Maniatis et al 1982), la cual al llevarse a cabo
el rendimiento de ARN fue muy bajo. Otra técnica empleada fue la
que usa Licl 4 M (Cathala et al 1987), al efectuarse est4
metodologia no se aislé ARN de las biopsias, esto deblido a que el
ARN se degradd, algunos tipos de tejidos necesitan m&s volumenes
de Licl 4 M, por ejemplo el higade necesita 20 volumenes
(comunicacién personal R. Sagal) y la técnica original solo indica
7 volumenes. La metodologfa de extraccién de ARN utilizando el
gradiente de cloruro de cesio fue la mas indicada, en este caso,
ya que se obtuvierén buenos rendimientos, mayor pureza e
integridad excelente. Esté tejido es muy rico en ribonucleasas,
polisacdridos y grasas, asf que realizando una extraccién
fenol-cloroformo-~isocamilico se eliminé gran parte de las proteinas
e inhibié las nucleasas, posteriormente el gradiente de CsCl
permitié purificar el ARN.

En la Figura 3 se observa la fotografia de la electroforésis
de los ARNs purificados, en donde se muestra que se encuentran
integres. Las subunidades del ARN ribosomal 28s y 18s estdn en
condiciones aceptables y no se observs material de dagradacién.
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FIGURA 3. ELECTROFORES IS DE ARN. Los HUMEROS HONES CORRESPONDEN A
MUESTRAS NORKALES Y LOS PARES CORRESPONDEN A LOS TUMORALES.

4.2.3 Pureza Yy rendimiento de los ARN

El criterio de pureza que se siguié fue la determinacién de
la absorbancia a 260, 280 nm, cuyo coeficiente debe ser cercano a
2.0. El rango que se considerd aceptable fue de 1.80 a 2.0.
También se determiné 1la absorbancia a 310 nm, 1la cual nos
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permiti6 demostrar la ausencia de carbohidratos. En la tabla 4 se
muestran los resultados de la relacién 260/280 de los ARNs de los
tejidos. La mayoria de los ARNs mostrarédn un coeficiente el cual
estd dentro del rango establecido, con excepcién de las muestras 7
Yy 15, sin embargo presentarédn patrones electroforéticos que son
adecuados en cuanto a tamafic e integridad.

El rendimiento de los ARNs se determind tomando en cuenta que
1 Densidad Optica es igual a 40 ug de ARN.

TABLA 4 PUREZA Y RENDIMIENTO DE LOS ARN
MUESTRAS 260nm 2gonm 310nm 260/280 ug/g*
1 0.764 0.393 0.003 1.94 764
2 0,650 0.326 0.000 1.99 650
3 0.592 0.292 0.000 2.00 590
4 0.303 0.145 0.001 2.08 300
5 0.765 0.395 0.004 1.96 760
6 0.804 0.424 0.007 1.89 640
7 0.379 0.171 0.008 2.20 300
8 0.699 0.366 0.006 1.82 700
9 0.507 0.255 0.009 1.98 500
10 0.138 0.028 0.007 2.10 138
11 0.984 0.524 0.005 1.87 780
12 0.277 0.112 0.009 2.10 220
13 0.288 0.120 0.000 2.10 230
14 0.336 0.142 0.001 2.10 260
15 0.961 0.603 0.000 1.60 . 190
16 0.769 0.406 0.009 1.89 770
17 0.208 0.100 0.001 2.08 200
18 0.428 0.208 0.000 2.00 340

* pg de ARN por gramo de tejido.

En la Gltima columna de la tabla 4 se observa el rendimiento
de las muestras y en 1la cual se puede apreciar que la
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concentracién del ARN es adecuado, con excepcién de las muestras
10 y 15 cuyo rendimiento fue menor , esto debido probablemente a
que estas muestras contenfian gran cantidad de grasa.

Es necesario hacer hincapie en dgque estos ARNs fueron
extraldos de biopsias que fueron congeladas en nitrégeno liquido
inmediatamente después de ser removidas del paciente, esto es de
gran importancia ya que anteriormente la recolecciétn de tumores se
efectuaba en hiele seco y tiempo después haberse practicado 1la
cirugia, los ARNs extraidos de estas muestras en su mayoria se
encontraban degradados.

4.3 Hibridacidn de los ARN con el ADNc de cada gen.
4.3.1 Hibridacién de los ARN con Histona.

Con el objeto de tener un control en relacién a la cantidad
de ARN depositado en cada carril, e hibridar con 1las sondas
cantidades similares de material nGcleico de los tumores y que
realmente fueran comparables, se 1llevd a cabo un control de
expresién interno. De esta manera se asegura que las cantidades de
ARN depositado en cada carril de la electroforésis sean semejantes
{10 ug). Este control se 1llevd a cabo utilizando al gene de
histona, el cual es un dgene muy conservado a través de 1la
evolucién y en raras ocasiones se encuentra alterado.

En la Figura 4 se muestran los resultados de la
autoradiografia de estd hibridacién, en donde se observa que la
mayoria de los ARN de las muestras presentan una expresién
semejante lo que indica cantidades aproximadamente iguales, a
excepcién de las muestras 2, 6, 12, 14 y 18. En estas muestras la
expresién de histona es ligeramente menor, producto de la
manipulacién experimental.

La expresidén del ADNc de histona se localizé abajo de 1la
subunidad 18s en la separacién electroforética.

80



28s

18s

1 23 45 67 89 100N 121314151617 18

G S B CE W W A WA e

FICURA 4. AUTOHADIOGRAF 1A DE LA HIBRIDACION DE Los ARN €ON  EL ADNc

DE HISTONA.
4.3.2 Hibridacién de los ARN con el ADNc de AFP,

En la Figura 5 se observa la expresién del gene de AFP con
las diferentes muestras de ARN. En el paciente I (1 y 2) no hubo
expresién de este gene ni en la muestra normal ni en la tumoral,
el paciente II (3 y 4) muestra una expresién similiaxr en ambas
muestras, pero muy sobreexpresado comparado con el paciente I, el
‘tumor del paciente II presentaba un estado avanzado de ‘1a
enfermedad. El III muestras (5 y 6), presenta una expresién de 4
veces mas en el tejido tumoral que en el normal. En el paciente IV
(7 y 8) se observa una sobreexpresién de 6.1 veces sobre el tejido
normal. El paciente V (9 y 10) mostrd una expresién semejante en
ambas muestras. Los pacientes VI (11 y 12), VII (13 y 14) y VIII
(15 y 16) presentardn una sobreexpresién de 2.5 veces sobre sus
normales respectives. Por dltimo el paciente IX (17 y 18) no
mostrd cambios significativos en la expresién de sus muestras.

Si se comparan los dos tumores de recto el I y el III
(diferenciado y moderadamente diferenciado), en el primero no hubd
expresién de AFP mientras que en el segundo se observé una
sobreexpresitn de 4 veces sobre el normal, podria ser gque estas
diferencias sean debidas al grado de diferenciacién celular entre
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estos dos tumores, sin embargo los pacientes VII y VIII, aungue
son de tumores de colon, también presentardn sobreexpresién de AFP
en los tumores y corresponden a tumores bien diferenciados. Los
tumores de los pacientes II y V expresan cantidades similares
tanto en su control como el tumor Yy pertenecian a los
moderadamente diferenciados. E1 tumor IX era un adenocarcinoma
moderadamente diferenciado y no presenté diferencias. Asi de
acuerdo a los resultados no parece haber una correlacién de la
expresién de AFP y el grado de diferenciacién celular, con
excepcién de 1los dos carcinomas rectales ( el moderadamente
diferenciado mostré un incremento en la expresién, mientras que en
el bien diferenciado no se observé aumento alguno de la
expresién)

28s

18s

AFP >

FIGURA S.AUTORADIOGRAFIA bE LA HIBRIDACION DE Los ARNs CON EL

ADNc DE AFP CUYD TAKANQ ES DE 0.650 Kd,

Cabe sefialar que el tiempo de exposicién de los filtros
“Gene-Screen" donde se llevdé a cabo la hibridacién con este gene,
en presencia de la placa Kédak, fue de dos semanas. Este tiempo de
exposicién fue mayor que el empleado en los onhcogenes , los cuales
tuvierén un tiempo de exposicién de 2 h.

Se ha reportado en la literatura un caso de una mujer en
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estado de gestacién que padecia ¢C, donde se encontrd que los
niveles de AFP en sueroc fueron mas altos que los normales (99).
También se ha publicado gque existe sobreexpresién de AFP en
tumores gastrointestinales entre otros (96). En lineas celulares
de colon como Caco-2 se han encontrado altos niveles de AFP (100).
En el presente estudio, aunque la poblacién analizada es pequefia
los resultados muestran que la expresién de AFP est incrementada
en 5/9 el cual corresponde al 55% de los tumores analizados.

4.3.3 Hibridacidn de los ARN con el ADNc de c-Ki-ras

La figura 6 muestra los resultados de la hibridacién de los
ARNs con este oncogen. Los pacientes II (3 y 4), V (9 y 10) y VII
(13 y 14) presentardn expresiones similares en la muestra tumoral
y normal. Los pacientes II (3 y 4) y VI (11 y 12 ) mostrarén un
sobreexpresién de 3.7 veces sobre sus normales respectivos. En los
pacientes III (5 y 6), IV (7 y 8), VIII (15 y 16) y IX (17 y 18)
se observa una scobreexpresién de las muestras normales comparados
con las tumorales. Estos resultados podrian explicarse tal vez por
una represién de la expresién del gene, aungue la mutacién mas
frecuentemente encontrada en el oncogen c-Ki-ras es una mutacién
puntual en el segundo nucleétido del codén 12, no lo excluye de
sufrir otro tipo de alteraciones comec puede ser una represién de
su expresién.

28s

18s
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FIGURA 6 AUTORADIOGRAFIA DE LA HIRIDACION DE Los ARNs con EL ADNc
DEL ONCOGEN C-KI-RAS DE TAHANO O©.615 Kd.
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La literatura reporta que el oncogen c~Ki-~ras se encuentra en
algunos casos ligeramente sobreexpresado en adenomas premalignos y
en CC (70). En este estudio los resultarén mostrarén gque existe
una ligera sobreexpresién de c-Ki-ras en 2/9 que corresponde al
22% de los tumores analizados.

4.3.4 Hibridacidn de los ARN con el ADNc de c-myc

La figura 7 muestra los resultados de la expresién del
oncogen c-myc. En los pacientes I (1 y 2) y II (3 y 4) no hay
diferencias en la expresién de los tejidos normales y tumorales,
pero hay una expresién considerablemente mayor. Estas muestras
provienen de 2 diferentes tumores uno de recto y otro de colon y
con diferentes grados de diferenciacién celular, pudiera ser que
en el paciente II el tejido "control" contenga alteraciones
genéticas que lo llevan a la expresién de c-myc en altos niveles,
aunque histolégicamente sea considerado tejido normal. El paciente
II comparado con el I, presentaban diferencias como son las
manifestaciones clinicas, donde el paciente II presenté un tumor
mds avanzado con metidstasis hepatica, mucoproductor y pertenece a
los moderadamente diferenciados. En cambio el paciente I presentd
un tumor bien diferenciado, menos avanzado y con metdstasis a
serosa. El paciente III (5 y 6) presenté una sobreexpresidn de 5.6
veces comparado con el normal, este comparado con el I el cual
también es de recto, se encuentra m&s sobreexpresado y con un
mayor avance de la enfermedad. En el paciente IV (7 y 8) hay una
sobreexpresién 4.9 veces en el tejido tumoral. Los pacientes V (9
y 10) y VIII (15 y 16) mostrarén una sobreexpresién de 9.7 veces
mids en el tejido tumoral comparado con el normal, en estos
pacientes donde expresar6n altos niveles de c-myc, los tumores ya
habian invadido ganglios. En el paciente VI (11 y 12) muestra una
expresién incrementada 3.8 veces en el tejido tumoral. En los
pacientes VII (13 y 14) y IX (17 y 18) hay sobreexpresién en el
tejido normal comparado con el tumoral y esto puede ser debido a
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una represién de la expresién. Aungue su principal alteracién son
amplificaciones y traslocaciones.

FIGURA 7 AUTORADIOCRAFIA vE LA NIDHIDACION DE 1.05 ARN'® COH EL

ONCOCEN C-HYC CON UN TAMANO DE 1.029 Xd.

En la mayoria de los CC se ha reportado sobreexpresidén del
oncogen c-myc (56,86). Los niveles de c-myc se encuentran
incrementados progresivamente en polipos y carcinomas (88). Se ha
publicado que 1los niveles de c-myc en algunos casos de CC han
aumentado de 5 -40 m s gue en el normal {85). En este estudio se
observé sobreexpresidén de c-myc en 5/9 el cual corresponde al S55%
de los tumores analizados, donde la mdxima sobreexpresién fue de
9.7 veces, incluyendo los casos de los tumores benignos gque
provienen de los pacientes IV (7 y 8) y VI (11 y 12). cabe
enfatizar que en los tumores con metdstasis a ganglios 1la
sobreexpresién de c~-myc fue mucho mayor que en los otros tumores.

4,3.5 Hibridacidn de los ARN con el ADNc de c-fos.

La Figura 8 muestra los resultados de la hibridacién de los
ARNs con el oncogen c-fos. Los pacientes I (1 y 2), III (5y 6), V
(9 y 10), VII (13 y 14), presentarén expresiones similares de
c-fos en la muestra tumoral comparada con su normal
correspondiente. El paciente II (3 y 4) mostrd una sobreexpresién
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de 50 veces sobre el tejido normal, este tumor fue el mds agresivo
que se recolectd y las condiciones fisicas del paciente eran
deplorables. En el paciente IV (7 y B8) se observd gque el tejido
tumoral la expresién de c-fos estaba sobreexpresado 3.2 veces. El
paciente VI (11 y 12) presentd una sobreexpresién 12 veces sobre
su tejido normal. Los pacientes VIII (15 y 16) y IX (17 y 18)
mostrarén una expresién incrementada en los tejidos normales
comparados con los tumorales.

Tt 2 345 6 7 8 910 11 1213141516'1718
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FIGURA a AUTORADIOQGRAFIA DE L. HIBRTDACION DE Los ARNs CoN EL

ADNe DEL ONCOGEN C-FOS QUE CONSTA DE UN TAMANO DE 3,026 Kd.

En la literatura existe poca informacién acerca de la
expresién de c-fos en CC, M. Monnat y col (22) publicarén que los
niveles de c~fos estd&n incrementados de 2~8 veces en algunos casos
de CC y que estos niveles son menores en polipos y adenomas. En
el presente estudio los resultados mostrarén que hubo un
incremento de la expresiéd en 3/9 correspondiendo al 33% de los
tumores, y la mayor expresién fue de 50 veces, el cual corresponde
al paciente II que presentaba met&stasis hepA&tica.

De la poblacién de las biopsias tisulares de nueve pacientes
sometidas a este estudio, se determind el siguiente porcentaje de
la sobreexpresién de los genes en estudio, estos resultados se
muestran en la tabla 5 .Dentro de este an&lisis estadistico se
tomarén en cuenta la expresién de los genes en los tumores

benignos.
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TABLA S PORCENTAJE DE LA EXPRESION DE LOS GENES
GENE SOBREEXPRESION PORCENTAJE
AFP 5/9 55.5%
c~Ki-ras 2/9 22.2%
c-myc 5/9 55.5%
c-fos 3/9 33.3%

4.4 Tablas de correlaciéon de la expresién de AFP y los
oncogenes con el grado de diferenciacién, malignidad y
metéstasis.

4.4.1 Correlacién de la expresién de los genes con el grado
de diferenciacién.

En la tabla 6 se muestra gue la expresién de c-fos y c-myc
presentan mayor sobreexpresisén en los cc moderadamente
diferenciados comparados con los bien diferenciades. En el caso de
AFP, presentd sobreexpresién en dos tumores bien diferenciados y
en uno moderadamente diferenciado. Es de hacerse notar que en los
dos tumores benignos existi6é sobrexpresién de AFP. El oncogen
c-Ki-ras mostré un ligero incremento de su expresién en el tumor
del paciente I donde su clasificacién histolégica pertenecia a los
bien diferenciados. En base a estos resultados se observa que en
aguellos tumores moderadamente diferenciades las alteraciones de
la expresién de los oncogenes fue mayor que en los carcinomas bien
diferenciados.
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TABLA 6 EXPRESION DE ALFAFETOPROTEINA, c-fos, c-myc y c-Ki-ras
CORRELACIONADO CON EL GRADO DE DIFERENCIACION.
GRADO DE DIFEREHCIACION AFP c—-fos c-pyc c~Ki-ras
BIEN 274 0/4 1/4 1/4
MODERADO 1/3 173 2/3 0/3
POCO NO SE ANALIZARON TUMORES

La expresitn de c-myc y c¢-fos en los moderadamente
diferenciados fue mayor gque en los bien diferenciados. Esta
diferencia podrifa deberse a que los tumores moderadamente
diferenciados son considerados generalmente més agresivos que los
bien diferenciados y también presentan mayores alteraciones
géneticas y metab&licas.

4.4.2 Relacidn de la expresidn de los genes con el grado de
malignidad

En la tabla 7 se observa que en el tumor con estadic de
malignidad I solo hubo sobreexpresién de AFP. En el tumor con
grado de malignidad II se incremento la expresidn de c-Ki-ras. En
los 3 tumores analizados Qe malignidad III existids una
sobreexpresiotn de AFP y un incremento notable de la expresién de
c-myc en los 3 casos. El paciente II cuyo tumor pertenecia a grado
de malignidad IV mostrd altos niveles de la expresién del oncogen
c-fos. La expresién de los oncogenes c-myc y c-fos principalmente
se pedrian utilizar como marcadores de la progresién.
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TABLA 7 CORRELACION ENTRE LA EXPRESION DE AFP, c-fos, c-myc Y
c-Ki-ras CON EL GRADO DE MALIGNIDAD.

MALIGNIDAD AFP c~-fos c-myc c-Ki-ras
I 1/2 0/2 o/2 a/2
I 0/1 0/1 0/1 1/1
111 2/3 0/3 3/3 o/3
v 0/1 1/1 o/1 0/1

La expresién de AFP no se ha estudiado ampliamente en
relacién con la historia clinica del paciente (101) .La
determinacién de AFP en suero, Khanderia y col (98) la consideran
un predictor del curso de la enfermedad. En este estudio la
expresidn de AFP se incremento tanto en grado de malignidad I como
III, es decir tanto en etapas tempranas como avanzadas de la
enfermedad. En CC existe una correlacién entre expresién de c-myc
y estadio de tumor primarioc gque es determinado por extensién
local, malignidad, tamafio y met&stasis. Al presentar el tumor
estadios mis avanzados es mayor la expresién de c-myc (84). Los
resultados mostrarén gque efectivamente en los estadios m s
avanzados se present§ una mayor sobreexpresién de c-myc. Aunque
c-fos ha sido poco estudiado, en la ljiteratura se reporta que hay
una correlacién entre una gran expresién de c-fos con el avance de
la enfermedad (22). Los resultados del presente estudio apoyan los
datos antes mencionados.

4.4.3 Correlacién de la axpresién de los genes con
metistasis.

La tabla 8 muestra que en el paciente VII que no presenté
metdstasis, no hubo expresién incrementada de ninguno de los genes
que se analizarén. En el paciente donde tenia una invasién a
sercsa mostré un incremento de la expresién de c-Ki-ras. En los
3 pacientes con metdstasis a ganglios se observé aumento de 1la
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expresién 4de AFP y c-myc este dltimo en los tres casos. EL
paciente II con invasién hep&tica, la expresién de c-fos se
encontrd muy incrementada.

TABLA 8 RELACION DE LA EXPRESION DE «-FETOPROTEINA, c-fos, c-myc
y c~-Ki-ras CON METASTASIS
Metdstasis AFP c-fos c-myc c-Ki-ras
No hay 0/1 0/1 0/1 0/1
Serosa 0/1 o/1 o/1 1/1
Ganglios 2/3 0/3 3/3 0/3
Higado 0/1 1/1 0/1 . o/1

El aumento de la expresién de AFP esti relacionada con
células malignas, progresién y crecimiento del tumor (101). En
este estudio los niveles de AFP fuerén mayores en los tumores con
metdstasis a ganglios. Se han encontrado correlaciones entre los
niveles del producto del 6ncogen c-Ki-ras ( p2l) y el grado de
invasividad (78,79). Los resultados de este estudio mostrarén un
ligero incremento en la expresién de este oncogen en el paciente
que presenta invasién a serosa. SegGn L.D.Kerr y col (84) los
niveles de c-myc Yy la metéstasis estdn muy correlacionados. En
este caso los resultados muestran que realmente al aumentar el
grado de metdstasis se incrementé la sobreexpresidn del oncogen
c-myc, principalmente en metéstasis cercanas como son a ganglios
regionales. El oncogen c-fos presentd mayor sobreexpresisdn en el
tumor con metdstasis hepitica, en la literatura no hay informacién
acerca de la expresién de este oncogen relacionado con el grado de
metéstasis.

4.5 Tabla de la expresién de los genes en estudioc en los
tumores benignos.

En la tabla 9 se puede apreciar gue en los pacientes IV y VI
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los cuales se diagnosticé tumores benignos colorectales
presentardn la siguiente expresién en los genes :

1.- El adenoma rectal (paciente IV) una sobreexpresién de AFP,
c-myc y c-fos.

2.~ El1 polipo del Sindrome de Crohn (paciente VI) presentd
expresidén incrementada en AFP, c-fos, c-myc y c-Ki-ras.

TABLA 9 EXPRESION* DE AFP, c-fos, c-myc Y c-Ki-ras EN DOS

TUMORES BENIGNOS COLORECTALES
Tumor benigno AFP c~fos c-myc c-Ki-ras
Adenoma rectal 6.1 3.2 4.9 -
Sindrome de Crohn 2.5 12.0 3.0 3.7

* Los valores descritos pertenecen al nimero de veces que el
tumor benigno esté sobreexpresado con respecto a su tejido normal.

No se han encontrado datos publicados acerca de la expresién
de c-fos y AFP en tumores benignos colorectales. Los resultados de
este estudio mostrarén que existen diferencias en la expresién del
tejido tumoral con 1la expresién del normal, estos datos nos
indican alteraciones a nivel gé&netico. La expresién del oncogen
c-Ki-ras se ha encontrado relacionada entre otros eventos con
divisién celular (34) y en el presente estudio 1la 1ligera
sobreexpresién de c-Ki-ras podria deberse a gque la divisién
celular se encuentra incrementada por la regeneracién de las
células y al crecimiento del tumor benigno. Forgue-Lafitte y col
(88) demostrardn que existen alteraciones en la expresién del
oncogen c-myc en polipos y carcinomas, aunque en los primeros los
niveles son menores. En este andlisis los resultados obtenidos
muestran que existe un incremente en la expresién de c-myc en los
tumores benignos. Aungue esta expresién es menor que en los
tumores malignos. Estos datos apoyan lo publicado por
Forgue-lafitte.
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En relacién a la expresién de AFP, c-fos, c-myc y c-Ki-ras
con la edad Y sexo no se encontrd correlacién alguna. Cabe
puntualizar que todo este estudio es relativo a una pequefia
poblacién estudiada y que necesario realizar estudios en un
nGmero mayor de casos para un andlisis estadistico que nos permita
evaluar si la expresién de estos oncogenes puede servir como
marcadores de la progresién tumoral del cancer colorectal.
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V CONCLUSIONES

En el presente trabajo se montarén y optimizarén las técnicas
de extraccién, purificacién e integridad del ARN de los tejidos
humanos de céancer de colon Y la de Nothern blot para 1la

determinacisén de la expresién de los oncogenes y de
a-fetoproteina.

De las correlaciones entre la expresién de a-fetoproteina y
los oncogenes c-fos, c-myc Yy c¢-Ki-ras con el grado de
diferenciacién, malignidad y metistasis se concluye que 1la
expresién de los oncogenes c-fos y c-myc &s mayor an carcinomas
colorectales moderadamente diferenciados y en estadfios avanzados
de malignidad. Estos datos sugieren que la expresién de estos
oncogenes se encuentra mis alterada en etapas menos diferenciadas
Y en etapas avanzadas de la progresién tumoral donde las
alteraciones que sufre la cé&lula son mGltiples.

En necesario hacer hincapie que en el tumor del paciente con
metistasis hepitica la expresién de c-fos se encontré muy
incrementada y los pacientes con invasién a ganglios presentarén
sobreexpresién del oncogen c-myc., Esto podria ser de gran utilidad
para determinar la prégresién de la enfermedad. La expresién de
estos oncogenas podria servir como maxcadores de la progresién y
malignidad del céncer colorectal.

La a-fetoproteina mostrd un mayor incremento de su expresién
en tumores colorectales bien diferenciados comparados con los
modaeradamente diferenciados, en estadios de wmalignidad tanto
tempranos como avanzados. Por lo tanto, no se observd una clara
correlacién entre la expresion de o-fetoproteina con grado de
diferenciacién celular y malignidad, con excepciétn de los dos
tumores de recto.
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En los tumores benignos de la poblacién estudiada, se observé
sobreexpresién de a-fetoproteina, c-fos y c-myc, en ambos casos.
En el polipo del Sindrome de Crohn, mostré incremento en 1la
expresidén de los tres denes anteriores y ademds en el oncogen
c-Ki-ras. Es muy probable qgue al presentar alteraciones en estos
genes, estos tumores benignos tiendan a malignizarse y tornarse en
canceres colorectales.

Es necesario ampliar este estudic con una mayor poblacién,
tanto de carcinomas colorectales como tumores benignos, para
realizar un andlisis estadistico y en base a esto determinar si es
posible utilizar la expresién de estos oncogenes como marcadores
de la progresidn tumoral del cédncer colorectal.
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