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Resumen

Estg trabajo se llevd a cabo con el fin‘de estudiar la
expresion de. proteinas de tumores de ceclon en distintos
grados de diferenciacién, asi como del tejido normal
proveniente de diferentes pacientes. Se realizé una revisién
bibliografica sobre los aspectos generales que conciernen al
cancer de colon incluyendo las distintas teorias que existen
sobre su origen, aspectos moleculares involucrados, -
etiologia. epidemiolegia vy tratamiento, con el propésito de
elaborar un marco tedrico que sirva como soporte del trabalo
experimental.

El analisis de las proteinas de tumores frescos bien
diferenciados y medianamente diferenciados, asi como de 1a‘
proteinas del correspondiente tejide control (normal) - se
hizo en geles bidimensionales de poliacrilamida en
diferentes ' condiciones de ‘trabajo que se mencionan a
continuacion: a) en.la primera serie de geles las muestras
fueron colectadas en hielo seco y procesadas a -70 C en
ausencia de 1inhibidores de proteasas, y blen la segunda
serie de geles las muestras fueron colectadas en nitrégeno
1iquide vy se usaron como inhibidores de proteasas Pepstatigr
A vy Benzamidina. En los geles se identificaron aquellas
proteinas que sSe expressn, gque No Se expresan o que se
sobreproducen &n  relacién al control normal. Los resultados
de la primera s<rie muestran diferencias en 15 de las
proteinas analizadas en tumores medianamente diferenciados

en relacién al control normal, Las diferencias en ‘la



expresion deproteinasiEn tumores bien

nqmerb‘dé[{l proteinas.
En lé segunda serie deh;geies se 'identiriéarqn las
mi#has proteinas . gque en . la brimef; 'serié‘ La;ydiferencias
mostradas en ambas condicionés de trabajo‘son minimas, sin
‘embarga en la segunda serie se observaron mayor numerc de
proteinas de alta masa molecular esto por el efecto de los

= inhibidores de pfcteasas en el tejido,

Cabe destacar la presencila de cuatro proteinas de rasa
molecuylar 22,000, 22,300, 35,700 y -34,200 Da. presenteé
:unicamente'en el tejide tumoral. sentando - las bases “para

estudios posteriores en la identificacion y caracterizacion

de las ‘mismas con el propésito de ser utilizadas como::

proteinas marcadoras del estado nepplasico =n el colon.
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Introduccion

El» conocimien o actual de la biologia del_'céncer

R proporciona una‘ 1magen dinamica del fenémeno,  no como un

:hecho magi'o 'e in5011to sino como un proceso que comprende
’dcs pasos, uno que es el de la transformacion de

'_ normal a una ceélula neoplasica y otro que es 1la

”Taaﬁuisibibg;ﬁe: la propiedad de dividirse aceleradamente 'y

obédeéer a ningun tipo de control. La célula neoplasica

”Apre enta diversas caracteristicas que 1la diferencian de'la_ 

'celula normal. entre éstas se presentan cambios bioquimicos,

¥ morfolégicos‘ especificos, como resultado K'dé 1t1;:

,,modificacién de su lnformacitn genética.

En paises desarrollados existe una-gran prevalenc1a del
'céncer de ‘colen en cuanto a -la incidencia de’ mortalidad vy’

 fm9rbi;;dad, En México, sin embargo, el cancer de colon no se

‘ﬂeﬁcuentra‘dentrb de los 10 tipos de neoplasia mas frecuentes

;en 5y

i poblacién (Tabla A) (Fuente: Registro  Nacional . de

Céncer. D.G.E./SSA.MEX, 1987),  aunque si  lo podemos
. encontrar en el XIII lugar en cuanto a 1la incidencia de
~’morbilidad en hombres y XIV lugar en mujeres, por lo que se

v le cons;dcra de gran importancia para la salud publica. Es

‘necesario hacer notar que en la actualidad la investigacién
basica én la bioquimica del cancer de Eolon humano en
nuestro pais es inciplente, per lo que es de considerarse la
importancia -de este tipce de estudios y su proyeccién en el

futuro,



En paiées ceno-Estades “Unides, Inglaterra 'y Francia,
anire oﬁros,' se-desarrolla. una amplia invaestigacisén dentro
de esta ‘area. Es necesaric hacer hincapié que la gran
nrayoria de . los . trabajos mencionados son realizados con
lineas celulares de tumores de colon v que debido a los
cambios que: puede sufrir la ceélula, por el heche de ser una
linea establecida, los resultados, aungue son confiables, no
son un reflejo fiel de lo que ocurre dentro del ser humano,

por ‘lo que deben sar tomados coh reserva.

- El presente trabajo tiene como objetivo principal el

analizar algunos aspectos da la expresion genatica de los
tumores de colon y recto y del tejido adyacente de la mucosa
normal a través del analisis de las proteinas presentes 'in
vive" mediante electroforesis bidimensional y visualizadas
con plata. Se seleccioné la electroforesis bidimensional
como método de separacion de las proteinas, debido a que
permite 2l deteccién de proteinas de complejas fuentes
bioldgicas, separdndolas por su punto isoeléctrice .en 1la
primera dimensién y por peso molecular en la segunda
dimensién. La tincion con nitrato de plata se utilize por
presentar una alta sensibilidad v reproducibilidad.  Las
muestras.analizadas provinieron de pacientes gue presentaron
adenocarcinomas de colon o de recto en distintos grados de
diferenciacién (medianaments ¥ bien diferenciados), con el
fin de encontrar proteinas caracteristicas del grado de

anaplasia de las células tumorales.
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Se espera que este ctrabajo sea el inicio de una serie
'de_exﬁerimentcs que lleven.a identificar alguna proteina que
pueda servir como marcador del cancer de colon y de recto y
-poder ‘utilizar con fines diagnosticos, Este ultimo es uno de
ios ‘problemas mads dimportantes sopre los que trabaijan
bioquimicos, . genetistas, bicleoges y clinicos en la

aqtualidad;
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‘Hipotesis.

La . célula :normal al’ ‘perder 21 «control sobre sus-

mé:ﬁnismos de regulacion’ adquiere caracteristicas
conpletamente diferentes de la ce¢lula que le disé origen,
convirtiéndola en una ce¢lula tumoral. Estas caracteristicas
s& manifiestan bioquimicamente en forma de proteinas qpé son
detactables en el'laboratorio. El presente trabajo p}etende
demostrar que existen diferencias entre la ceélula normal del
colen y la tumoral con base en la comparaclién de -la
presencia o ausencia de ciertas proteinas en los patrones
electroforeéticos bidimensionales provenientes de tejido de
1a mucosa del colon en ambas condiciones. Igualmente se

pretende encontrar proteinas que sean caracteristicas del

estado neoplasice  para poder en un futurc utilizarlas como

marcadores tumorales en el cé&ncer de colon.



v ObjgtivbS'.

En el " presente trabajo se anallzaran“las proteinas ds.
tumores. frescos de colon y recto medianamente “diferenciados
v bien  diferenciados, asi  como de la mucosa-normal, con el

fin de obtener informacién acerca de cambios’meéabblicos?éue:,

presenta  la célula tumoral, expresados como proteinas

‘relacionadas con el estado necplasico, o bien, ;onrei estado”

de diferenciacion celular.

VSe‘analizaré el efecto de proteasas -presentes en el

tejtdé ‘himanc’ & traves de la inhibicisn de su actividad con

Pepstatin A y Benzamidina.
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“Generaiidades,

I.:Conceptos generales:

1.1 Definicion de tumor

‘EL dfécim;éh:o: celular s\ h. procese cuidadosamente
‘réguiado'ﬁor la cé&lula _nﬁrma;ﬂrespondiehdo é necesidades
esﬁecificas:del' organisho. La prq;iferacion de celulas es
regdlada por' factores de crecimiento de naturaleza
boiipeptidics. ﬁstos factores interaccionan con receptores
celulares especificos que.a su vez emiten sefales a traves
de 'la Vfoﬁforilacibn de proteinas para la sintesis de DNA vy

“1a'divisién célular (17, 21) (ver seccién 3.5).

“oéasionalmente‘ los  controles . que . regulan  la
ﬁuip;p;iéacipn éélular no funcionan adecuadamente y comienza
'é darse - un procese en el cual existe proliferacion de
1;élu;as que el cuerpo ho necesita. Cuando estas células
‘hijés también adquieren la capacidad de crecer sin regularse
‘se forma una masa . de células que constituyen a lo que se
ﬁenomina un. tumor (3)i Debido, al riesgo que representa la
breséncia de tumores en el individuo y a las caracteristicas
probias del tumor, se han clasificado como tumores benignos

y tumores malignos (4).
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1.2 Definlci@p‘dé;fuﬁbr:benigno, 7

Se 1és illaman _;umbres ;behignos a -aquellos ' que -no
représentan  riesgo 'al huésped .  debido que '~ estan muy

localizados, ‘és: decir que no invaden tejidos advacentes,

Otra caracteristica importante de este tipo de tumor es que :

sus células iIntegrantes son  muy semejantes a las que les

dieron origen y pueden funcionar como  éstas. Los tumores

benignos se convierten en un problema serio cuapdo comienzan'.

a interferir’con las -funcionas normales del organismoi:..:

1.3 Defin;éién de “tumor maligno. <.

'i'del individuo. ,prééenﬁando ciertas caracteristicas que -lo

: dlferenclan del tumor benignc £3,13). La c¢élula que 1lo
'vconstituye se encuentra alterada profundamente, tanto desde
. el punto de vista morfoldgico como funcional, metabdlico,
: antigénico y genético'{3). Tiene distintas.caracteristicas
qﬁé la diferencian de ia célula que le dié origen, come son
la a@quisicibn de la capacidad de crecer aceleradamente,

“invadir los tejidos vecinos y/o producir metastasis (2, 13).

Las alteraciones morfolédgicas que preséntan las células..

tumorales son el . resultado o ‘la expresidn ‘de .las

alteraciones tanto bioquimicas como . genéticas que sufre la

“Los tumores “malignos son aquellos que’ amenazan-la:vida
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celula -kumors ﬁutahce ;lé' transformac1on v progresiOn

malxgna ¥ que ademas son los u1t1m05 en man‘:e=tarse (8)

Debido_é'fia-anaplasia (termino que - se refiere . a la

pé;dida én mayor o .menor grado de la diferenciacion que
ténia 1a -célula que le di6 origen) gue se presenta <como
g rasgo fundamenta1 2n la celula tumoral maligna, las células
presentan caracteristicas de pleomorfisme nuclear y celular,
el tamafic de la celula ¢ incluso del nucleo es . mayor,
nucleos hipercrométicos, 1la relacion nucleoci:oplésmatica
puede llegar a ser casi de 1 a | en vez de ser de L a 4 ¢ de
1 a 6 como en la célula adulta diferenciada. La morfologia
nuclear también es muy “variable vy la cromatina puede
encontrarse en masas y distribuida & lo largo de la
membrana nuclear. Se obssrvan muchos nuclesloas prominentes,
que es un indice morfologico del aumento de la capacidad de
sintegis de las células. Mientras mas anaplasico es un tumor
generalmente se observan mayor numero de mitosis siendo
éstas ancrmales, ya que el huso acromdtico en vez de tener
dos polos puede tener tres o maés y asi los cromosomas

distribuirse de una manera mas enarquica. Esto €5 lo que se

conoce-como - -mitosis-bipolares, tripolares, tetrapclares o

multipolares y se observa solamente en las neoplasias
mélignas. Hay cambios en las estructuras internas tales como
la acentuacién de la cromatina nuclear, en agregados .'a lo
largo de la membrana nuclear, lz simplificacion del reticulo

endopldsmico rugoso, aumente ~de los ribosemas libres,

18



-pléomorfismo»de'las mitoéoﬁdr‘és} en ocasiones con crista

K+ cristaloides en su interior ¥ ademas desorganizacién en

i cipoesqqeleto (13)._ Esta alteracion  en el- fenotipo puede

.deberse "a_ que existan concinucs ‘canbios en el genoti'o.
que existe ..un numero anormal e inestable de,cqcmosomas,

como muchas .anomalias cromesémicas.
1,4 Nomenclatura de los tumores malignos

: ...Las células normales de: un: organismo superior
';ré§’3nrgﬁﬁdi6161das de acuerdo -al origen embrionario del
':>£ejiao‘éi que’ pertenecen, por lo que también'ld"nomenclatura
'“de ioé'”tqméres se establece asi. Hay que recordar'que las
Vcelulas nbrmales provienen de una de laé tres capas
Vv”embrionarias endodernmo, ectodermo o mesodermo. Cuando. . un
~itum9r maligne proviene del endodermo o ectodermo se la llama
~carcinoma y cuando proviene del mesodermo .se le llama
saf&oma.'Las 1éucemias. que son una - subdivisién de los
"saréomas. crecen ' como télulas: 1ndividuales de ' la - sangre,
. mientras que la mayoria de los tumores restantes son masas

sOlidas (3 4)

" I1."Los origenes:del cancer humano

Eatudios epidemiolbgicos ‘aportanbla evidencia de’ que
‘exlstnn factores externos como agentes quimicos fad;a&ionés

y virus que Jjuegan un papel nuy importante enfla generacién



del:cancer’ ‘humano: El ‘céncer. humahc @s una combinacién de
los efectos: dé sstos: ‘factores (3, .12, 17). .que confluyen

;paré prddhci; una alteracidﬁ a - nivel del DNA, RNA 'v/o

proteinas.

. ;:2.1_#tébasvenfla'fb;macién de un tumor -

-La mayoria de los autores: coinciden én que el caneer es.::

un_ proceso- -en el ‘qué Se. presentan::etapas’ definidas.

"’iniciécibﬁ.'bromoé;on y progresién. La transicién entre cada
uno - de estos estados depende’ de factores exoégenos Ly

endbgenos. (13).

. Enel " cancer colorrectal, por ejemplo, la inducclén de
tumores mgdiante sustancias quimicas ‘est& constiﬁuida, por
dos.o..  varios Yprocesos distintos: un hecho' ~inicial

i i:reveféible. la ihiciacién. y una serie de acontecimlentos
élkémadqs ;dé ﬁrbmociOn. sucesivos y quizda maltiples. A
jrconiinuacibg‘se"detallgrén las etapas de ‘la formacién del

.cancer.

Ll Iniciaciéﬁ

Muchos tipos ‘de agentes quimicos inician: el proceso de
la carcinogénesis mediante la unién covaleénte al’DNA celular
‘éausandole dafio, como’ son las amiﬂas arcmaticas e

hidrocarburos aromaticos policiclicos. Estos ' compuestos

18



Zamblan 13  conformaciin del . DNaA.v sus. funciones durante la

replicacisn vy la transcripeion. La modificacidn del DNA por
agentes metilantes ] etilantes, causan transtornos
funcionales interfiriendo . directamente con el apareamiento

de bases, en vez de causar camblos en la conformacion (17).

Cuando el  DNA es - daflado puede sufrir alteraclones de
diversos tipos . como son mutaciones puntuales, deleciones,

trénslqcaciones, amplificaciones, y transposiclones de genes

llamados protooncogenes y de otros genes.que -se rélacionan

" con la formacien del tumor (17).

_ prpmd;obéswjtdmbfqlés pueden - ser definidos - como
;‘compUESﬁqs jéue'f‘puédeﬁ‘«ﬁresentar © no " ‘una . actividad
.:qubihogénicé'hQQZ leve pero que potencian la produccién de
'qn gﬂmor cﬁando son'apliCados repetidaments, Seguida de una

peqﬁeﬁa dosis = de. algun carcindgeno (iniciador). En cultivos

‘¢elulares pueden provocar cambios a nivel epigenético:

uniéndose a receptores de membrana. A

La evolucién del tumor depende de. las ~sustén¢ia$‘>

promotoras. Si la aceidn promotora es débil los_ tqmorés i

formados son generalente benignos. Estos - ‘tumoles

generalmente reversibles vy desaparecen si la’ estimdléc10n

19




cesa. En estos =stadios iniclales, las células responden a
1z regulacion de la diferenziazion perdiends asi su cardcter
tumsral. En . gl csso d= la carzincgenesis guimica come en la
yirica, la activacién de un protooncogene no puede entrafar
la . transformacion =i 1la actividad de los otros  genes
celulares no lo permiten. El caracter maligno de los tumores
inducidos por agentes gquimicos aurenta si la acclédn
promorora persiste. Aunque se2 ha hablado de iniciacioen y de
piomo;ion coma fenémenos alglados, ambos efectos se pueden
presentar en una misma sustancia. Los carcindgenos quimicos
de doble . accidn son potentes reactiveos quamicos capaces de

dafiar al DNA y al RNA y promover el desarrolle del tumor.

Se conocen realmente muy pocos ejemplos de promotores 'y
de su . manera de accién, pars se sabe que no se unen al DNA
sino que producen sus efectos iniciales a un nivel
eﬁigenetiﬁc. Un ejemplo e&s el TPA (12-O-tetradecanoilforbol-'.
13-acetato), el cual induce cambios fenotipicos en cultivos
celulares de c¢élulas de piel de ratdn. La respuesta de este
agente promotor es la de activar a la enzima PKC

(proteincinasa) (17).

La sobreexpresion’ - de " PKC - altera el control _delr
crecimiento. Esta 'produce una“cascada de eventos los cuales
incluyen alteraciones en la funcién ¢ 105 canales de lones
asoclados. a lakmeﬁbrana, “enla exprésiéﬁ eandtica 'y por

uitimo,. cambios en la diferenciacién caelular Y



proliferaciqn. es deciﬁ«qugx ia PKcheguléjevenjos criticos

en los . .eventos de la promocion .itumoral v de - la

.carcinogénesis multietapas.

Los estudios an£eriormente mencionados, aunque se
refieren al TPA comc promotoer y a su forma de accion, pueden
explicar la accién de otros promotores que ti=nen que ver
con la carcinogénesis humana. Por ejemplo, se sabe que
ciertos 4Acidos bitiares que estdn implicados zn  la
carcincgénesis del colon pueden activar a la PKC,
translocarla hacia la membrana e inducir la expresién de
forbina., una proteina que es inducida por la presencia de
PRC vy cuya funcién es atn desconocida (17). No s< plensa que
todos los promeotores actuen directamente activando a la PKC,
pero es posible que lo hagan indirectamente mediante la
sobreproduccion de diacilgliceridos {que son activadores de
la PKC}) o médiante la modificacién de las sefiales de

transduccidn.

Algunos aspectos importantes acerca de la

carcinogenesis ain son desconocidas. Ciertas  formas de

..caépcer humano son._ debidas a interaqciones sinergisticas

entre virus especificos los cuales tienen un potencial bajo
(o no  lo tienen} carcinogénico, y sustancias quimicas que
tienen una actividad ganotoxica (iniciadores) o  bien de

promocién tumoral.



Existen sustancias gue pueden actuar como ‘iniciadores y

promotores simulténeamente en el S Proceso de la”

carcinogénesis, causando ' efectos fenotipicos . e . imitando 1a

acciédn de promotores tumorales.

Aunque se han llevaéo a cabo estudios donde se describe
la manera de acclén de la PKC; se conoce realmente muy poca
acerca de cémo son llevadas las sefales desqe el citoplasma
‘hasta -el* nucleo'y “asi alterar los patrones de la expresion

genética.

‘2,13 Progfesiénktﬁnoral

','f'Sé»ﬁab;E muy poﬁo acerca. de los eventos moleculares
resb§nsqbleé de “la progresien’ . tumeral, por ejemplo.' la
cgnfersiéﬁ de ‘tumores benignos a tumores -malignes (2, 17,
26).>Sin VembargoA existe evidencia de que el proceso es
pbtenciado por agentes genotdxicos, lo que implica que la

progresién debe involucrar dafios posteriores al DNA (17},

La amplificacién de secuencias especificas de DNA (3, .

20) y la inestabilidad del cariotipo (13}, parecen jugar un
papel importante en la progresion tumoral y la tendencia a
maligﬁizar tunores. Peyton Rous en 1939, describe la
érbgrésiOn tumoral como "el proceso por el cual los tumores

van de mal en peor”.
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"2.2 Oncogenes

un onéégene es un ' gene celular o viral” que puede
indueir funél 0/ mas caracteristicas de transformacion.

nebplésica cuando .se introduce, solo o. en combinacién con

‘otro .gene, ‘dentro de un tipo de ceélula apropiada. Los geneé
celulares normales que por mutacién pueden ser convertidos a

“oncogenes” ‘activados: son llamades protooncogenes.. Estbs

codifican para componentes de las vias de seflales  de. |

~transduccion ‘que Juegan un papel importanté en- el control

bénéo que los ‘carcincgenos actuaban modificando los

= levabaléyblé anormalidad ‘en el crecimiento y diferenciacién

“'delular imitando a las proteinas normales (1),

También se dice que ‘los oncogenes son genes dominantes,

cuyaf:uncién es contrarrestada por otros genes recesivos

llamados genes supresores de tumor o antioncogenes. Se

~“présenta la Ttransformacién hébplééica sélo cuando  Ee ve

alterada sﬁ funcién (33).

No se sabe con exactitud cémo actian los productos de

los oncogenes dentro del proceso neopldsico. Existen dos

hipétesis: una de ellas dice que las proteinas derivadas de

oncogenes tienen funclones anormales debido a una alteracién o

:del crecimiento .y de la  diferenciacién. Inicialmente’ se

protooncogenes para - formar ‘oncogenes _activados, .y . esto.
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eﬁ su'proEOOncqgene:(?é)‘*r'
La Qéégunda:‘:hipofes;s dice4 que  -la . transformacioén
heoplésica: sel’ da  por sobreexpresion de proteinas que
deéembéﬁaﬁ funciones normales de la célula. ESta
) SObreprodﬁccibn de proteinas viene acompafiada de la
amplificacién de cilertos oncogenes gque normalmente son
silenciosos. Al parecer hay posiciones que son preferidas
:‘ Ppara la amplificacion celular de genes, debido a que estos
: réarreglos cromosémicos pueden facilitar .le amplificacién
génica por posicionamiento de secuencias cruciales de DNA en

un orden favorable (20),

2.2.1 Estrategias ' en la caracterizacién de oncogenes 'y

pProtooncogenes

Se han' “desarrollado estrategias para lograt' la

-caracterizacién vy funcién de  oncogenes en la célula

firéhééofmaﬂa' y de -protooncogenas en la célula normal (34).
Se :Haﬁ realizado estudios en genética molecular para
‘establécer las consecuencias de la transferencia de genes
.mediante las.-tres técnicas sigulentes: 1) A travées de la

introduccién directa de DNA, 2) por la infeccién con virus

‘yectores de células en cultivo o animales de lahboratorio y

3) por la produccién de ratones transgénicos. La utilizacibn
~de técnicas  “inmunoloégicas para la produccién de anticuerpos

en contra de proteinas oncogénicas es otra técnica utilizada



mén este - tipo de investigac;ones y - consiste en’. aislar los
..genes qué codifican para estas proteinas e introducirlos a
dn virus vector, con el cual se infectard a una gran
Qériedad de . células para producirlas en grandes cantidades.
Al purificar parciaimente estas proteinas, se pueden inducir
antiéuerpos especificos en animales. Alternativamente, al
conocer la secuencia nucleotidica de la proteina oncogénica,
- se puede ‘sintetizar en el laboratorio, para ser utilizada
cbmo antigeno en ensayos inmunologicos. Por ultimo ‘la
'realizaciOn de experimentos bioquimicos con el objeto de
,cénocer la actividad ¥y la localizacidn de las proteinas ha
arrojado luz al conocimiento de los mecanismos implicados en
--la:carcinogénesis. A esté respecto se pueden seguir varias
égtrategias, Una de ellas es utilizar la informacién previa
'écérca de 1la secuencia de proteinas cuya funcidn ya es
conocida vy compararla con la secuencla de proteinas
onéogénicas. Al encontrar cierta homologia, se puede
sospechar que la actividad de la. proteina oncogénica en
Vestudio'es similar a ‘la 'de la proteina conocida. Otro
" procedimiento | que. -se. utilika conéiste en el uso .de
anticuerposiéﬁ combinacién cpﬁ' téenicas de fraccionamiento
celular:para éonoéer ié: lqcaiizaéién y. el tamafioc de la

“proteina oncogénica-déntro-de-la’celula:

oncogénica

- Los .oncogenes ‘- pueden ser . agrupados . en’ base a~ las
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1 opledsanes 2structurales - de sus  productos. EL U grupd  mas
grande incluys aquellos con actividad de tiresina cinpasa,

como son abl, fes/fps, fgr, rog, src ¥y yes o aquellos

estructuralmente relacionados con una tirosina cinasa pero-

que no . presentan dicha actividad, tales como erb B, fms,
raf/mil/mht vy mos (25}, Este descubrimiente entrafla enorme
interés pues es sabido gue algunas de las proteinas son
reguladas mediante fosforilacién (1). 'Una d= las proteinas
que se fosforilan es la vinculina. Esta proteina se sabe que
se encuentra relacionada con la configuracion del
citoesquelets vy que provoca un cambic  en la morfologia de
las celulas en.cultive. Otros grupos incluven al oncogene
sis cuye producto esta estructuralmente relacicnado con un
factor de crecimiento; aguellos como la familia ras que
enlazan guanosina trifosfatasa; aquellos que son preoteinas
nucleares como fos, myb y myc; ¥ aquelles que se encuentran
en el citoplasma como =ts, rel, ski y erb A que codifica

para un receptor de una hormona tiroidea (38).

2.3 Genes supresores de tumor

Reciben el nombre de genes supresores de tumor’ o]
antioncogenes aquellos ‘genes que inhiben el crecimiento y/o
la diferenciacién celular y podrian detener la evolucién y

crecimiento de ‘una masa tumoral (17). Lla inactivacién - ds

‘estos genes por mutaciones podria desencadenar el desarrollo

1
o
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.de 'una .neoplasia, lo que’implica que ‘su funcién normal es”

limitar-el crecimlento celular (34)

No.se "conoce atn la funcien'de 'l

supresores de tumor, aunque’:pueden funcionar ide.alguna:de

las-siguientes maneras:: .- <
a). Los
'antagonista con proteinas-de oncogenes

‘. gjemplo la proteina.Rb. que se_zune'

regiones transformantes de SV40 y papil;éﬂaﬁi:ﬁé';ﬁhibi do

el desarrollo del tumor.

! b) Podrian codificar también para'pfotainas5necesarfés~enre1:

h proceso de 1la diferenciacién y. desarrol o ypl organismo. 5'775:7:
anterior estaria apoyado en el hecho de ‘que una celula
tumoral presenta inhibicién de la diferenciacién. '

c) También es. posible  que ‘esos ;genes  codifiquen para. -
productos que capaciten a las.células a responder a seﬁéles 

que causen inhibicién del"creéimiento o -.induceisn - de - la-
diferenciacibﬁ, haciendo - quela  célula proliigre dgv,hna

manera:anormal.

,fragmentos 'cromosbmicos v _qué
gene supresor de timor.

Existen alrededor “de 1B posibles genes, de los cuales los
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més;estédiéﬁﬁs:_son 1a proteina Rb de retinoblastoma, el
itu@¢r a§1.wlimL§pe “es un cancer de células embrionari{as de
{fﬁﬁ&n}rél'aél qéncer de celulas renales, el del carcinoma de
1’ﬁulﬁhnjﬁe Eélﬁlas‘pequeﬁas v-'el del cancer colorrectal. En
éste ﬁ};iﬁ§; se-han _perdido el brazo largo del cromosoma 5,

,él brazo corto-del cromosoma 17 vy el 18.

11l 2,4'Hecahismos de invasividad (metéstasis)

‘Uno de. - los criterios por medio de los cuales se’ valua;,,

mejor P nbstico

na'delas caracteristicas de las celulas neoplasicas

“lesila déginvadir el tejido circundante {3), A esta prbpiedad' 
lééjlg 'cbnocékcon el nombre de invasividad. Se ha prqpuesto, L
f'elfsiéuiehﬁe mecanismo mediante el cual 1la célula Vpuedé
ihvaair el tejido circundante y producir metastasis:

i;— _besprendimiento de las células invasoras dél

cbnglome{gdo celular del tumor - - e

2.-"Penetracién a través de la matriz extracelular

) 3,- Destruccion de la membrana basal a los vasos séng@ihéﬁsu
4.~ Acceso a la luz de esos vasos - sanguineos : '
5.- Vviaje por la ciruulaciOn Yy su alojamiento en otro'sitio,
~de la microcirculacién mediante la adherencia de los vasos

capillares




”6 - Nuevamentérlavruptura de 1la membrana basal

7.- La invasién del tejido extracelular circundante

-8.,= Crecimiento en el nuevo mlcroambiente

.Al’ - procesc  anterlor se le conoce

metastésica y deben distinguirse _dos fase
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) una la de la invasién propiamente dich 'y4 laotra’ latdelr'“"

depcsito de estas células en el teJido bl

en forma 1ndependiente (13, 8, 12)3

Evidencia experimental

metastéaico es hereditarip y

mediante transferencia genémica del”DNA (35)

Las clones  individuales provenientes de un mismo tumor'

-primario difieren en su capacidad. metastisica,: por lo’que ‘se

les considera heterogérneas en su comportamisnto metastasico,

teniendo cada una de ellas especificidad para el érganc.que

metastatizan debide posiblemente a la presencia .  de

receptores {(13).

La capacidad migratoria de la célula  depende de sus
propiedades intrinsecas y de las condiciones generales del

individuo.

- fenotipo



‘En: cﬁanté a . sus- propledades 1intrinsecas éstas se
raf;eren a-tres grupos de - enzimas 1nvolucradas en la
_deétruccién del  tejido, como colagenasas, serinoprotesasas y
Jlasftiolproteinasas. Disuelven la membrana basal y fibras de
) chéééné,en el tejido conectivo que obstruye su proceso de

“invasian.

Las alteraciones que se presentan en la superficle

tde1a™ celdla ’ tumoral pueden afectar su adhesion a otras

‘células,’ Funcidnalidad de 1los receptores y promover el :

" “desprendimiento del tejido.

Acerca de los factores extrinsecos se dice que’ la

metastasis resulta de anormalidades adquiridas  en la‘
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regulacién de un gene en las células tumorales, pero que. . .

pueden ser modificadas o inhibidas por condiciones locales o

sistémicas en el huésped (algunas células. normales deljf

huésped pueden inhibir o favorecer la formacién: secundaria

de tumores) (34).

Virtualmente todas Tas caracteristicas fenotipicas de

las células de un tumor dado resulta de la activacién

inapropiada de genes que normalmente sélo son expresadas en .

otras células del mismo organismo o en otros estados de su
desarrollc. Se supone que esta expresién inapropiada de
genes normalmente sllencioses en la mayoria de las células

es responsable del comportamiento metastasico.




2.5 Factored de crecimiento re gpﬁores;hormonalés ;

mensajeros

Los factores ‘Jde"

‘,polipeptidicos que o afectan crecimiento Ty la

diferenciacién de un tipc especifico de

“Yants en organismos en desarrollo .eomo ‘en cultivos de

Jtejidos,(z)n

*:Sét%ébé ﬁﬁé'en distintos tipes de cancer responden a ‘la

i influencia de hornonas debido a'que’ la célula sintetizal

'fcantidades exageradas de receptores para ‘estas hormonas Un

ejemplo claro de esto “es‘el’ cancer de mama, ya que se ha

‘demostrado que sintetiza receptores para estrogenos yl”

progestagenos (13).

fa t es de crecimientc de - naturaleza’ polipeptidica (21)

‘Haata el momento se cohocen los siguientes: Elf factor de

‘creclmiento nervioao " {NGF), el . factor ‘de. crecimiento

celulas animales.
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La proliferaciOn de celilas en cultivo es regulada/por, ;}

epidermico. (EGF) v el factor de crecimiento dérivado de” laerfﬂr/ﬂ

‘plaquetas (PDG?}! Cuandc se aflade cualquiera de éstos a un
cultivo de células que: no se estén dividiendo promuevé 1a

division una sola vez (3, 1, 13).

Los factores -de crecimients acttan wandando su sefial
unidos ‘s receptores especificos en la membrana plésmatica.

La moldcula ‘receptora poses una funcién doble: se une 2l




factor de .crecimiento y fosforila la tirosina de proteinas
celulares. 'El receptor es una proteina qué atraviesa la
kﬁeﬁbrana; la parte que gqueda en <l exterior reconoce al
factor, y la régibn catalitica situada en el interior de la
célula es. el lugar donde se realiza la fosforilacién. La
unisn con ‘el factor debe transmitir una sedal, a traves de
la ﬁembrana, que incrementa la actividad  de cinasa de la

" region catalitica.

’~‘serhanrenconprado clertas homologias entre produccos de
Voncbgénes y. algunos factores de crecimiento. La PDGF humana
tiene homologia con el producto de v-sis. El receptor de EGF
éresenté homologia con v-erb-B. Recientemente, la proteina

;dg céfms ha sido . identificada como receptor para el factor
de crecimiento de células mieloides, el factor 1 estimulante

de colonias.

Hay' tres sitios en las vias de control del crecimiento

en laé cuales las proteinas de oncogenes: pueden influir eﬂ

el crecimiento del tumor {21):

“- La proteina puede. imitar un factor de crec1miento y
unirse a los receptores :

2f~ ta proteina oncogenica puede funcionar mandand

"equivalentes a  un rnceptor -asociadeo a~un factor dé‘.

creclmiento

3.- La - .proteina  oncogénica puede. actuar en’ una ‘via

intracelular de control del crecimiento desacoplandoléfde 1a
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neceéidad de un estimule eﬁaéeﬁot'Lcé oncégenes relacionados
con vias < de crecimiento ‘a nivel':de poSﬁrecep:or. son - la
familia src, yes.‘fgr,_fpé/fes. f&s vy abl,: cuya actividad es
de, tirosina - cinasa. ‘Aét&ah foéfofilando 'proteinas que
Eontienen tiresina, dando  de. éstar manera un  estimulo

mitogénico continuo.

Las proteinas: dg"fas"puedgnlttansducirr:seﬁales'desde

los  receptares  .de

gunas:.cinasas determinadas por muchos ancogenes
“mecanismo ‘de  control del crecimiento,

orilando alguna ‘proteina que normalmente es reconocida

a Einasa de un receptor, promoviendo la divisién de la™

fceigia Infectada,

2.6 Marcadores tumorales

‘La células cancerosas representan éélq} 8- con distintos .-
gradoﬁ’dé' diferéhciééibn. Algunas de éstas pueden expresar
proteinas que son caracteristicas - de .. las células

embrionarias ¢ fetales. A estas proteinas se les vllaman

"productos o antigsnos oncofetales,  ya  que deben_ estar

suprimidas en una célula normal.



e iostahpigenos oncofetales mas estudiados tensmos 15 alfa= "
feto proteina, €l antigeno caréinoembrionafio '(CEA). wlat
ffacéién'beta de la gonadotrofina coridnica, ‘la beta-2-77"
microglobulina, algunas isoenzimas de la fosfatasa aléalina

como la  isoenzima P o Regan ¥ las “isoenzimas 4 y-S de;laL 

deshidrogenasa lactica (13).

34

La expresion- de la  alfa feto -proteina’

relacionada con los canceres del higadbi'yjélguhoﬁ

gonadales de testiculo y ovario. (1i3)

“se " ha estudiadd exhaustivamente " el’ -antigend

carcincesbrionario (CEA) como un mercador del cancer

colorrectal, aunque hasta la fecha no ha resultado ser tan

sensible al tratarse de un diagnéstico precoz. Los pacientes

que presentan altos niveles del CEA se encuentran en un
estadic avanzado de la enfermedad. For otra parte se pueden
encontrar niveles altos en otras enfermedades benignas. Al
parecer no se encuentra relacién entre la expresion  del
antigeno y los factores de riesgo relacionados ‘con el

carcinoma (13, 4}.

La isoenzima de la fosfatasa élcalina 1llamada P o Régah>

"éé'éﬁbrésa"’en tumores ~de diferente estirpe-y el-aumento’de:

la ‘glucosa-e—fosfato deshidrogenas$ y deshidrogéhasd‘ 
lactica,. ambas enzimas de la via glucolit;ca, hablanvrdel‘

predominio . de la glucodlisis anaerobia en ‘.tejidos .
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‘neoplasicos

d ulés,»eéfue}iosrreélizadps. no se ha podido

niVérsal ~dé1 cancer que permita de

a 1dent1€1car de manera general la

_Existen tres tipos de antigenos (13)

1= Los antigenos clase 1. Son Propios de pn solo tumor y no

se encuentran en ningun ‘otro tejido

2= Los antigenos clase II. Estan pfesentéé en_cﬁmoreé'dé S

dlstintos individuos y ocasionalmente en tejidos sanos.

'v3 - Los antigenos clase I1T. Se encuentrank ampli§mehté

»dlstribuidos en tejido tumoral y ‘en: tejido sano

‘ieﬁe dos‘”fuﬁciénes

trolitos a: partir del

fecal hasta que pueda



expulsarse al ‘exterior. La primera mitad del colon es de
absorcién principalmente y la mitad distal tiene que ver con
el- almacenamiento, por lo que sus movimientos son pastante
lentos {(18). Esto hace que los carcindgenos presentes en los
'alimentos tengan mayor contacto con la mucosa intestinal. A
esfe respecte Se ha mencionado que el efecto de la fibra en
la'dieta es el de proteger, al igual que un barrera fisica,

de las ' .sustancias que favorezcan el desarrollo del cancer

““goYorrectal. Lo anterior se explicard mas ampliamente en el

punto 5.2.

,,Los,poiipos,o,tumores:benignos da colon :serdefiner

‘ masas visibles ‘de.tejido que protuyen hé%iav,l

"conducto’ gastrointestinal, independientemente de’s

‘forma o’tipo histolégico (4).

:ﬂ>5g71es llama pélipos deﬁidp a—qﬂe se ﬁfpyeégaﬁ;bacia?ia
luz~in;estinal. Existen distintos tipos‘;ﬁistolbéicos de
'pbiipos y se pueden dividir con base en su grado de
agresividad. siendo neoplasicas ¢ no npeoplésicas. Los
'1§0i1505'ﬁo necplasicos comprenden p6lipos hiperplasicos,
inflamatorios, Juveniles y hamartomas. Los poélipos
neoplisicos pueden  ser benignos (polipo adenomatoso) o
mélignos {carcinoma polipoide). Los no neoplasicos son mas
frecuentes, pero. los neoplasicos causan mayor morbilidad y

mortalidad.
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Algunos‘ tipos histoldgicos de polipos carecen de
consecuencias clinicas y otros pueden producir sintomas, mas
sin' embargo esto no implica riesgo de transformacién

maligna.

3.1 Clasificacion de tumores polipoides de colon

" A’continuacion se expone brevemente la’c

“lbé:tumores polipoides del colon (4);',_:
i..Tumores'epiteliales

Hiperplasicos

A
B. “Adenomas
[

Adencmatosis

I1. Tumores no epiteliales
A. ‘Tumores de musculo liso (leimiomas)
B. ~Tumores vasculares

C. Lipomas

III Hamartomaa

T A, Pélipos y poliposis de Feutz—Jeghers'

B. Polipos y poliposis Juvenil

C. Neurofibromas y gangliqnguromas,”

IV. Tumores inflamatorios o reactivos g

A Pseudopolipos inflamatorios
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B. P6lipos linfoides

. C. Granulomas polipoidess y de baric
V. Tumores mixtos

. -De todos 'los tipos de polipos anteriores unicamente se
“acepta 'que .‘lo; adenomas  tengan cilerta tendencig a
‘maiﬁgnizarsé (aproximadamente sélo el 1% lo hacen), va que

experimenéan cambios bloquimicos que se pueden observar en

ia célula neoplasica. Existe evidencia experimental del paso

de adenoma .a adenocarcinoma, pero hay que tomarla -con.

resérva. ya'que fue lograda en cultivos celulares (2). No se

tienen datos en Mexico de la incidencia de estos pélipos.

Existe evidencia experimental de que los polipos pueden
ser precursores de carcinomas de intestino grueso (11i). Los
autores realizan electroforesis bidimensionales de tejido de
pblipos y adenocarcinomas y encuentran que los patrones
proﬁeicos son muy semejantes entre si, siendo a su- vez
Veétos diferentes a aquellos mostrados en los tejidos
normales. No todos los adenomas se transforman en cancer,. ya
que existe alta 1ngidencia de pdlipos sobre los casos. de

cancer detectados.

Se ha demostrado que existen cambios = bioquimicos ;gn«flos9~
adenocarcinomas, como el aumento de la actividad de’1a -

Glucosa-6-fosfato. deshidrogenasa, - piruvato éinasa,yriactato;



polipes, bero ne en tejide sano. lo . que aporta maé-evidehcia.

de la predisposicién a la malignizaciédn del tejidé (ii).;"

3.2 Frecuencia y distribueién

En los pblipos de colon existe. cierta prevalencia env

ue:; han sobrepasado la edad de ‘30 aﬁos La

coincidencia de que tambien en,el cancer’de colon se.vea.

este ‘aumento. 2 1a edad de 30 aﬁos V. es una de las razones :
‘porlas-cuales-se acepta que ‘los halipqs y en especial los

‘adenomas, 'sean *: considerados’como- .estado. preneoplasico, ‘es

Vdecir con rieégo:a mélignizarse.

. Ciags
deshldrogenasa. Estos cambioes pueden presentarse en alguﬁﬁé-"

““ Este ‘tipo “‘de leslones . son mas frecuentes en el hombre.

que ‘en 1a_mujgr,(&).f,

Para establecer 1é»loéalizacibh del pélipo dentro del

;cuerpo del paciente se . han hecho. estudios de necropsia y

1seapa podldc comprobar. que aproximadamente el 202 de los

»chlﬂpQSGle;; ntestino grueso se localizan en el recto, 30%

“en'=l sigmoide y el colon descendente, el 20% un el ¢o6lon <

transverso y . el 30% en el ciego y en colon ascendente. la
impoftancia de conocer el porcentaje de la localizacion de
los pélipos en el intestino se deriva del método adecuado de
diagnoéstico que sea utilizado, yva que de no ser asi, podria

pasar desapercibido _alguan tumor ‘benigno gque no estuviera



dentro de los ‘limites aceptados ‘en’la eficacia del método.

. ’al3Etielogia’

Jf’Lé}étiolqgiaL'de 155 polipos bénigb055 dé”to1§n 'yayié

segin el ‘tipo de pélipo. Debide a ‘que ips?fééiérééiéég§érlé‘

etiologia son. comunes a = los de ' los tumores malignos; “se

trataran’ mas detenidamente en el tema correspondiente

IV.: Tumores malignos de colon y recto

: El- desarrollo .de tumqreé

solamente © el desarrollec y proliferacibn‘ kde células

neoplasicas, . sino también la falla . del mecanismo
‘inmunoloégico del ‘individuo para eliminar céalulas aberrantes,
‘Para llevarse a cabo una vigilancia inmunolégica efectiva
es necesario contar ne solamente con un huésped
inmunocompetente siﬁo también'con la expresion de moleéulés

de clase I del Complejo Mayor de Histocompatibilidad (MHC)

que - acompafian a los antigenos propios del tumor

{necantigenos)-

Los tumores malignos de colon v de recto se pueden
clasificar en primarios y wstastasicos. Los tumores malignos
primarios son los que se originan del colon y del recto. Los
metastasicos son agquellos que afectan estos sitios

proveniendo de = lugares distantes o bien que lo afectan como

malignos no-. representa’,
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consecuenciade un proc

eso de diseminacisn: (4)

patologica .

‘cancer. ' colorrectal -se’ disemina “por ‘extension
5 ya;séa‘infiltrando diferentes capas‘dél intestino o
“bien ‘en . sentido longitudinal. Las vias que puede utilizar

Q,baga éﬂ: diseminacién son ‘la via ‘linfatica, vascular y por

-‘siembras tumorales durante la operacion a.la que podria se
sometido el paciente. El1 érgano que es mds comun de
-metastasis a distancla es el higado, siguiendo en frecuencia

',el pulmén ¥-los huesos (40).
4.1.1 Rasgos macroscépicos

) VAEl”adenocarcinoma puede tomar .una:-de estas . cuatro

configuracioneé' " macroscépicas: exofiticoy ‘Ulcerosc,

infiltrative o' anular. La localizacién rara vez modifica el

itipo ‘de. configuracién y . ademas “tiene  que- ver con el

“pronOSfico'de la enfermedad.

"4.1.2 Rasgos microscoépicos

Los ' rasges  histolégicos .que se relécionan con . el
pronéstico incluyen el grade de diferenciacién, el'grédq’de
afectacién de los ganglios 1linfaticos, las caraétériséfcas:i

de ilas maArgenss principales del -tumer, la . infiltracion i
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;linfatica, venosa o perinuclear, 1é'bresencia de inflamacion

en 1a zona a afectaciOn de los Organos vecinos, ete:

Los Aféég&é{ '.anteriores (excepto el grado de
_difé;gnciacion) se4~ cbnsideran pardmetros para ila
clasificacion de- Duke an el cancer colorrectal (36). En la
etapa A el ﬁumor esté limitado a la mucosa y submucosa, En

la etapa- B se “encuentra diseminado a la capa muscular o

serosa. La Vétapa C corresponde a la diseminacién a ganglios-

linfaticos regionales. Por ultimo, en la etapa D ya existen

Imetastasis lejanas.

En la poblacién de la Ciudad de Méxice, en 1988 ée

tuvieron un total de 387 casos de cancer de c¢olon,
corréspondiendo 3 casos a la extensién c¢linica in situ
(Etapa A), 209 casos & localizade (Etapa B}, 93 cases &
météséasis regional (Etapa C), 45 casos a aiseminado (Etapa
ﬁi y en 36° casos no se determind o ho se pude recopilar la
informacién adecuada (28). Entre menor -invasividad vy
metastasis presente el tumor sera mayor -la sobrevida del

‘paciente (19).

4.1.3 Tipos histolégicos

Los grados de diferenciacion [ del - tumor son una

herramienta muy Gtil para; el pstélose cuando es usado como




un- indicador pronéstice. Existen varios sistemas, cotto el de
numeraclon (de 1 a 3 0 4), la clasificacién de Brodérs. [+ de
una serie de términos descriptivos como "bien diferenciédo".

"'moderadamente diferenciado”, “poco diferenciado" e

“indiferenciadoc o “anaplasico™. Este ultimo es el utilizado;
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en.el presente trabajo, por 1los que se explicard mas -

ampliamente lo que involucra cada uno de ellos (4):

Los fumores bien diferenciédos 'son aquell

de,nucleos

- que -presentan

una po;gr;dad

fglandulares a nque presenten una

d'yla crientacién nuclear. -

su tendencia_ a formar ' laminas y nidos predomina sobre la

formacion de elementos glundulares

Un tumor indiferenciadoc es aquel -que no _preésenta

elementos glandulares. Existen variantes de este tipo de

tumor como el carcinoma de células de anillo de sello o el

carcinoma mucinosc. Este tipe de tumores presentan un

pronéstice bastante malo, debido a que cuande .1§ ,@uc1né

ocupa el 60% del volumen total del tumor, la sobrevida del

pequeﬁa perdida de' la.

Las tumcres poco diferenciados se caracterlzan porque’




‘individuo a loss ~afios es .de 31 al 74%.. El papel de la
muc;né‘ﬁpdéQia ,hq esta bien establecido,. pero se hiensa que
{tieﬁe dhe-lver con " la separacion de los planos tisulares, 'y
una'altéfacion de la .‘integridad vascular -‘y-del glucocalii
tumorél,' facilitando asi el proceso de  metastasis Iy

alterando la barrera inmunologica.

,;‘Eniel rRégis;rs'Nacicnal de’Cancer - de 1988 se tienen’
registrados ios tipo histolégicos considerados en el cancer
coibfrectal;'El mas frecuente es el adenocarcinoma SAI gque
'feb;é§éhta el 7é.exrdel total, siguiéndole el adenocarcinoma
1§eci§;4;te de -mucina con 4.7% y el adenocarcinoma mucinoso

con 4.1%.

1Ei.contenido de DNA de las células tumorales refleja
%mejéf él; gradovﬁe malignidad del tumor y se relaciona asi
;éonjéi;“ﬁroﬁéético; Si éste es aneuploide o heteroploide se
: asodia>cpn’un pron¢stico poco favorable, El contenido de RNA

tambiéﬁ”pyedé ser interpretado de la misma manera.

en cancer. colorrectal

. Para entender - ‘l¢s cambios | que sufre :la"célil
cafcihogénesis se requiere del ‘analisis dé,_lé- ek'rgéian‘l
@etabolica de los tumores que PFOVéngaﬁk‘aé:la;'diferentesf

etapas de la progresién tumoral.



Analisis citogenéticos han demostradb deleciones ' del

brazo;cdftq -del cromosema 17 en casi el 75% de-lcs fﬂmcres

" .ahalizados. Otros - investigadores han . demcstrado deleciones-'

en el ‘prézo largo del cromosoma 5 en el  40% de los
adenecarcinomas analizados. Pueden o no mostrar la pérdida
simultineamente. Mis recientemente se ha encontrade pérdida

.del brazo largo del cromosoma 18 y alteraciones del

cromosoma 11 (5). También se ha demostrade la activacién.del

gene c-Ki-ras (generalmente por mutaciéon puntual en ei cod@n ”;

12) (5). El gene ras también se puede encontrar activado en
las lesiones premalignas, por lo que se piensa que pueda
estar.invelucrado - con la hiperplasia benigna; ‘la pérdida de
la ' heterocigocidad alélica en uné o. hés cfohospmas,

contribuyendo asi al desarrollo del'tumbr (33).

Eh‘generai; la exprééiéﬁ fahﬁentédér de un’ oncogene

. pareca-serj'nééesaria—para‘el érecimienfo incontrolado de la
vcéluia tuﬁcrai: La ﬁrnteina‘ correspondiente ' también se
encuentra aumentada (20). " En ‘céncer. colorrectal se han

encontrado alterados los gigq;entes oncogenes: c-myb, c-myc

{31), familia ras, src, fyn y ves.

El oncogene ras se encontré expresado en el 40% de los
tumores analizadns (24), siendo su mecanismo de accién ¥y
relevancla desconocidos, La proteina de ras puede transducir

sefiales desde los receptores de superfilcie celular mediante
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regulacién de‘ la adenilato ciclasa y  sublr los niveles de
AMPc (21).  El products de ras corresponde a una proteina de

peso molecular-de 21 kD.

El analisis del oncogene myc aumentd alrededor de 30
copias, al'. igual gque myb. Las proteinas correspondientes
“tambié&n pueden ser encontradas en altas concentracicnes. El
producto de myc puede encontrarse unido a otras proteinas.
Por ejemplo, puede asociarse formande una proteina de fusién
gag-myc de 110 kD, ¢ en una peliproteina de 200 kD gag-pol-
myc, asi como tambisn rpuede encontrarse sola siendo -una
proteina de 58 a 63 kD, El preducto de myb puede encontrarse
como una proteina aislada de 48 kD, o bien como proteiha de
fusion de 130 kD (25). Estos oncogenes al ser nucleares, se
cree que regulan la expresién de otros genes necesarios para

la respuesta mitética (21).

‘La proteina .de src de peso molecular.de 60 kD actta de.
manera'similar'QquEnlos | factoresde’ crecimiento comocidos,
fosforilando a @é'tirosLha”ny’ estinmulando el crecimiento

celdlaf; AR

a especificidad de la sobreexpresion de
‘una’ oneoproteina: en su . correspondiente tipo de cancer, hay
que. hacer” ‘notar “que -los oncogenes alterados, no son

ekclusivos del “cAncer colorrectal. Por ejemplo en el céncer



“de’mama," esta comprobada’la ‘sobreexpresion.de’la.proteina de.,

CHYC L

4.3 Etiolégia

iLa'adopéiéﬁ7 de’ reéiﬁenes' alimenticio

' reduce el tiempo de transito 1ntestina1

cualquier carCinégeno permanece durante menos: fiempg ‘en’

contacto ¢on L& mucesa 1ntestina1
Estudios epidemiologicos':ha sugerido »que diversos

canceres cbmo el de colonl mama, prbstata estan

asociados con 1a dieta alta ‘en carne'y grasa y baJa .en fibra

v cereales.

En~pa4éés desarrollados el 'adenocarcinomé de colon es
,més:prevalente.' egpecialmente en Norteamérica y Europa (16,
‘ 19 37). Sin embargo se puede observar lo contrario en
‘ paises como Sudamérica, Asia y Africe donde las t;sas de

cancer colorrectal sen mas bajas. Por lo anterior se acepta
de manera general, que la dieta es el principal factor
‘etiolégice  -siendo altas. en grasa y balas -en  fibras
) caracteristicas de 1los paises del primer’ mundo y altas en
fibras y bajas en grasa en el el tercer muﬁdo. Aunque hasta
1a fecha no se sabe con exactitud cual es el papel de ambns

factores en la carcinogénesis. del céncer colorrectal. se



piensa que. se trata’ de"un '#roceso complejo“ en el cual se

1nterrelacionan de alguna manera amhos fa»tores {2y,

Existen. cinco hipdtesis que tratan de explicar el papel
. de’los carcindgenos iniciadores Yy promotores en el proceso
deﬂcarcinogenesis. Actualmente se comprueban con datos de

laboratorio, epidemiolégicos y clinicos (5).

Fecapentanos: Pertenecen al grupo de los ¢teres de glicerol

y alconholes . insaturados conteniendo 5 dobles enlaces

conjugados. Estos agentes mutagénicos se forman en el lumen

del colon: ~ 8u precursor se desconoce pero se.sabe que’son

producidos por aslgunas cepss de Bacteroides.
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3-cetosteroides: Estos esteroides citotédxicos vy zenotdxuicos -

actdan como inlciadores y promotores en. el epitelié‘ del’

colen. Su concentracison en  las heces  varia - enormemente

posiblemente debido a la  cantidad formadas | a  partir del

colestercl presente en la comida comae en el lumen del colon.

Productos de pirélisis de comida: Alimentos que se callentanw

arriba de 100 .C. contienen productos” de pirdlisis los cuales

actuan como- ipiciadores.

Deficiencis de calcio: Se conoce que los acidos: biliares son

promotores en el cancer de colon. En dietas altas en grasas,

se  observs movilizaciéon de acidos biliares fque son



requeridos para su solubilizacion y es por esto que se le

~asocia al consumo de grasa con el cancer de colon. El

consumo de calcio en la dieta r=duce el efecto de los acidos
billares ya que probablemente precipite a &stos como sus
sales, reduciendo asi la concentracién de los Aacidos
biliares libres en solucion en el colon vy recto.

La pérdida. de células epiteliales llevan a incrementar su

proliferacioén y . a incrementar su sensibilidad "ak,k

carcindégenos. Se asume que los promotores de carcinogénesis

'pueden:induqir,proliferacién celular.

f‘lpH fecal alt ’ En:dietas altas en grasas y proteinés y'baJa

en flbras.,;el;pH fecal llega a alcalinizarse, Estorafec

rla solubilidad de. los ‘Acidos biliares siendo mayo

:lo que lleva a tener en solucion una mayor c cen

libre que pueda daﬁar el epitelio.

©“El’planteamiento que se” ha usade para’ bfobai las

hibéte@is:en el origen del cancer 'de ¢olon  involucra dos

.- pasos:a) ‘el -uso de ensaybs biolégicas ‘para ‘definir . los-

- poéibles factores - carcinogénicos .y b} la prueba de .la

importancia de estos factores. En a, en el medio ambiente se
e buscan agentes carcinégenos xnvolucrados y. se formula una

hipétesis En b, se prueba la hipctesis para ver qué tanto

explica la enfermedad,
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Para buscar . los posibles carcinégenos se’ usaron tres
métodos: andlisis mutacional y un ensayo de aberraciones
nucleares para posibles agentes iniciadores y de

proliferacion del epitelio  del colon para posibles

promotores. Es necesaric realizar mayor namero - de ensayos

especificos para definir aquellos factores carcihogénicos

Para establecer la validez de 1la hipotesis de los-

agentes etioldgicos, s5e usaron los tres criterios

sigulentes:a) Probar si el posible carcinégeno puede inducir

o promover el cancer en animales. b) Probar s &l agente

esta asociado con la enfermedad en humanos en estudios

_epidemiolégicos, c¢) Probar :si_eliminando el agente de;_

‘medio ambiente - se . puede disminuir. la. incidencia de  1a

énfermedad.

Se ha hablado -de ‘‘que las bebidas alcohblicas;

'especialmente la cervezé, fieneh “relacion con-la aparicién

,‘del cancer de colon y recto Aunque todavia no esta claro su

:efecto se cree: que tiene que ver con la modificacién de la

flora fecal ‘o bien “con la concentracisén de esteroides'

fecales (4).

Existen algunas ‘pruebas de “que  el:-retinol v "los

carotenos ejercen’. un efecto . protector. contra - el cancer,

incluido el colorrectal, .asi -‘como” también “presentan este

" efectp el acido ascérbico 'y el’selenior(é).
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4.4 Ebidemioidgia e

Gracias.a’.16s: estudios . épidemiolégicos . que- s han
;reé;i;aép eh';el~tematidel cancer ' de ‘colon’ “y'recté se han
,logfaddvcorfelapiongr las posibles  causas de este tipo de

;cahgeriy'sé:pé'pod;do establecer ‘1a“edad promedioc en la cual

“Sexo. mas’ afectado;. los-:factores -de

'4.4.1:Distribucién'por:grupos de edad

ﬁn?éstudios realizados en la poblacién de Estados
Qnidoﬁ»el» riesgo de que se manifieste un cancer colorrectal
‘comienza de los 40 a los SO afios, alcanzando su punto maximo
"entfe los 75y los 80 afios. En la Ciudad de México existen
détos epidemiolégicos de la distribucidn por grupos de edad
que muestran que en los 387 casos de cancer de colon
registrados en 1988, "la edad en que puede  empezar a
manifestarse comienza entre los 15 y 19 aflos con tendencia=
Véiraﬁmeﬁcéren la frecuencia de aproximadamente 5 veces entre
105.40 y los 44 afos, teniendo un pico entre los 60 'y los 64

afos (28).

Generalmente se considera que el cancer que aparece.en

los pacientes'de menos de 30-afios es agresivo.(4).
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‘ 4.4.2 Distribucion del cAncer de colon por sexo
En el afio de 1985 se detectaron 17,860 casos de cancer
.en 51 ‘unidades hospitalarias del sector publico (SSA).
_\pri?ado'y asegurado (IMMS, ISSSTE, Militar, Naval .y H.
. Pemex) de la Ciudad de Mexice, siendo el 377 correspondiente‘
a hombres vy &1 63% a mujeres. Dentro de 4stos, se registréd
una incidencia del 2.17% &n céncer de colon (50.13% hombres ' S

‘by 49.617% mujeres) y del 1.85% ep cancer de recto-ano (50.54%

hombres’y 4%.1% mujeres). (Tabla B y C) (z28}.

De acuerdo a los datos obtenidos existe una tendencia S

del sexo masculino a padecer cancer de cclon 'y de recto,

aunque la diferencia parece no ser significativa.

Dentro.de la tabla de incidencias de cancer en hombres

y en mujeres el de colon’ ocupa el XII lugar, no asi el de
recto-ano que se encuentra en el XV lugar en hombres y XVI
‘lugar eﬁ mujeres. Se necesitarian hacer seguimientos‘ de
casos, asi ‘como de  estudios en grupos controles para poner

en éiafo . los diversos factores predisponentes y la relaciéﬁ
--srqlehaysentre  la~ “frécuéncis de “estos tipos de cancer y el
sexo. 7 ‘

4 5 Factores de riesgo

XN S 1 céncer colorrectal preévio

“ILOS pacientes L que ya “han padecido Vu

propensos a padecer ctro. aunque el pr:m@ro hay




4 5 2 Adenomas

mﬁltiples i

Los adenomas

colo ectales’s

ueden: relacionar con'la

apariciﬁn

los sindromes

vDentro de

mas importante y el que se discutira era,el de 1a poliposis

familiar ’,SE'} caracteriza ‘p y aparicién de podlipos

adenomatos s en ‘el colon ‘recto Todos los individuoa de la

familia acaban padeciendo este tip de céncer. por lo que se
considera de gran impcrtancia' el escudio de este tipo de

sindreme.

: larga evolucion es ocro faccor
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colorrectales - esporadicos’ “aislados’ y..

que parece depender de dos factures la duracibnr

extensibn de 108 . gamb;bs“



" ‘lceran ‘y 'sangran

. 1a cavidad éeritoneal.
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4.6 Manifgstacionés clinicas del cAncei~cblorr§ctai,

|LOs' cdnceres de recto y. de colon crécen y obstriyen, se

“invaden " eStructuras-. vecinas, ‘producen”

con.menor - frecuencia horadan -10s° 6rganos vecinos o

- sz LOSrasgos ¢linicos dependen de las caracteristicas del

crecimiento 'del  tumor y de su ' localizacién en.el intebior\ 

del colon.

La rectorragia es un sintoma que aparece con mayor
frecuencia en los canceres del lado - izquierdo del colon y
del recto; El los cAnceres de colon derecho la sangre no es
tan evidente por lo que generalment= es dificil detectarla.

Estos ‘pacientes sufren de= anemia progresiva. ‘Cuando - el

" sangrado es mas abundante puede dar lugar a la evacuacion de

heces de color marrén rojizo.

s Los-canceres - localizados en el ciego vy en el .colon

derecho'no producen obstruccién hasta que crecen y presentan
un famaﬁo considerable, debido a que son secciones
distensibles vy mas voluminosos y ademds el contenido
intestinal es liquido. Los  cénceres de colon ascendente

puedén bloquear la luz intestinal con mas facilidad.




En el colen lzqulerdo, donde la‘luz intestinal es mas
_e;;reéhg y menos distensible y la materia fecal tienen una
Eonsistencia sblida, es frecuente que el cancer obstruya su
paso. - Los brincipales sintomas que se presentan . son

estrefiimiento y dolores abdominales espasmédicos.

Es caracteristico de los canceres rectales la aparicion
de. tenesmo réctal. nécesidad urgente de defecar, pequefias
hemorragias . de color rojo brillante, cambios en el calibre
dé las deposiciones e incontinencia. La ipvasién local puede
Véer el origen del dolor perianal, de . la hematuria, del

tenesmo urinario y de las fistulas vaginales.

La perforacién que:él cancer. de colon puede producir en
‘14 cavidad ﬁeritcnaai puede formar. un-. absceso lecalizado.
Esto puede provocar sepsis intermitentes. Generalmente se
observan éignos de irritacién peritoneal localizada y dolor

abdominal.

- La 'anorexia y . la pérdida de pesc se presentan

frecuentemente en leos casos del cancer de colon avanzado. La

debilidad vy el malestar se pueden asoclar con la anenia,
pero. también puede deberse a la prezencia de metastasis. Los
sintdmgé de la Vmeééscasié dépenden del iugdr “que” “haya
invadido. Asi cuando 2l cancer he invadido el peritonec o el
retroperitonec puede producirse dolor localizado abdominal o

de espalda. Cuando el -tumor se disemina dentro del abdomen
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‘presencia de una

fi4;7‘Diéghbétiéo

is;.;§mhmos en consideracion “que el proceso de la

; carginogenesis toma alrededor de 20 afios en manifestarse, en

huhanos. la perspectiva de un diagnostico certero en etapas

“iniciales de ' la transformacitn maligna es . importante para

lograr la interrupcion de la secuencia adenoma-cancer (2).
La:practica de las pruebas de diagnéstico de cancer de colon

deben realizarse para confirmar o descartar la posibilidad

. de que exista un adenoma o bien un cancer colorrectal y asi

; sé;eccionaf la terapia correspondiente.

" El’'diagnéstico de céncer de solon y de recto debe
realizarse tomando en cuenta los datos de la historia

rdel paciente, para evitar que pueda ger confundido

" eon cualquier otro tipo de enfermedad.

.ée mencionaran brevemente - las estrategias .. para

éstabiécer el diaénbstico (4,719):

1, Examen fisico




. El tacto rectal es un examen fisico que debe realizarse. .

: 2 Sangre oculta ‘en heces .
La prueba de la sangre oculta en heces sirve como indicador

precoz de un transtorno malignoe gastrointestinal ‘se realiza

“‘utilizando el compuesto llamado - guayaco. La prueba se basa

“en ' la actividad de pseudoperoxidasa de 1a hemoglobina

produciendo una coloracién azul caracteristica por .

K0

" oxidacién feﬁélica del guayaco (4},

3. Proctosigmoidoscopia

.La proctosigmoidoseopia es una técnica que permite'

examinar los 25 cm distales del colon donde aparecen el 50%

de las 1esiones neoplésicas colorrectales..

potencial

o para
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.de - ¢olon malignas y potenciamente malignas. La prueba
‘detecta la ‘aétividad de la elucosa-6-fosfato deshidrogenasa
en un estudio histoquimico wusando upa .sal de tetrazolium
(neotetrazplium) en atmoésfera de ovigeno puro, dando
feacciOn positiva so6lo aquellas ceélulas malignas despueés de
5 minutos. La importancia de esta prueba esti basada en la
. evidencia de que . la ceélula tumoral experimenta  cambios
bioquimicos mucho antes de que se. manifieste alguna

‘alteracién morfolégica (8).

4.8 Prevencidn

Debido a “la alta incidencia del céncer colorrectal yra.

la morbilidad y mortalidad que se presenta en México, ‘es muy
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impor;ante detectar el cancer en los primeros estadios de—su"

evolucion o bien prevenirle,

La prevencidén primaria es aquella en la cual se tratan

de erradicar los factores, genéticos o amblentales, que

puedan ser responsables ??;ﬂﬂ,ﬁéﬂ?ﬁ?,,'
prevencién secundaria es aquellé en la que se detecta el
céncer: antes’ de que se  encuentre . avanzado,  ademis -de
eliminar cualquier - factor Véue ~bueda ‘piedlsponer a la

- malignizacién del tejido (4, 8)..

Los conocimientes _dqe se tienen actualmente en el area

del cdncer, 'nos sirven  de.marco’teérico para comprendér lo

‘olorrectal; . La .



compleJo de tema. permitiendo plantear nuevas estrategia'

;el diseﬂo de futuras investzgaciones.

En el presente trabajb _sé ‘eétu
‘prQCeinas en distintos grados ?:'

“obieto de obtener informaci n
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" Azul de bromofennl Merck
Hidréxido de sodio en 1entejas Mefck
Inhibidorss de proteasas .
papstatin A “Signa
Eenzamidinaa' Sigma
DNasa y‘Rﬁasa : ) '
3T, Baker
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111% Reactivosrparé‘la tinciop cbnkp;ata ,;f

Tarbsnats de

1]

sdic anhidro

Sormaldehidse s S ;Zrﬂ Baker
nitrato 6e plata . . ' ': agimiCé Earsé-
Permanganazo de potasic | .; Herck »
Metanol absolu:o L : “ J.T.‘Bakéf i

A;ido acético glacial ’  ‘ 3 Marc§
Alcohol etilico et 4 EILT Baker

IV, Abarééoé de'laboratorio

Fuente ‘'de poder. Mod,.EPS 500/400. “Pharmacia Fine Chemicals

Espectrofotsmetrs: GBC UV/VIS 91177
Balanza analitica Oertling mod.. NA164

Aparato para Isoelectroenfoque de -HSI: (Hoefer

Instruments) mod. GT 2




7 Preparacibn de reactivos
I. Electroforesis bidimensional
Solucion A} Amorc1guador de lisis
Urea 9 5 mol/L
NF—IoO 2% (F‘/Vk)
l Aﬁfol;nasr;;ﬁ % pH 5-7.

'Anfol;nas 0.4 % pH 3-10"

‘.. Beta-mercaptoetanol 5%

. H20.destilada

391ucioﬁ,8),Amortiguadof de desintegracion
‘-vTris HCl 0. Dlmole pH 74

: Mgclz Smmol/L S

‘RNasa Pancreatica 50’ ug/ml

vc H20 destilada

Solucion C) DNasa- pancreatica : :
Tris-HC1 0.0imol/L pH 7.4 U R
MEC1Z immol/L b
L'DNasa Fancreética 1 ug/ml
dzordastlladq

Solucién D) Acrilamida ‘30%
28 <-4 acrxlamida
 1.62 % bis-acrilamida

H20 destilada



:olucicn Nonidet F~q0

Saluciéﬁ E)
NP-40 102 (P’V) .en H”O descilada

Sclucion! F)iAnfolinds

NaOH .02m01 /L.

“H20 desciladaﬁ

““Solucion-K)
Urea 9. mol/L

Anfolinas'lz

O.BZ rango'dé‘pH 5-7

. H20 destilada .

Solucién L) Amértiguador del bajo.gel
Tris-HC1l 1.5mol/L pH 8.8

SDS-0.4%

o2 pH 3-20 7

Ba



" so ucibn
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Solucién M) Amortiguador del sobregel

Tris-HCl -0.Smel/L pH 6.3
SDS 0, 4%

ﬁzo destilada

Solucion N) Acrilamida 30% paré geles sbs‘_.
" Acrilamida 29.23% (P/V) :
Bis-acrilamida 0.8%

‘H20 destilada S s L

Solucion Q) Amortiguador para’la mueséra—sosib

:Glicerol 10% (P/V)
Beta-mercaptoetanol 5% (v/V)‘
SDS 2.3% (P/V)

Tris-HCl 0. 0625m01/L pH 6 B e

HZO destilada

501ucian F) Gel de agaro a

%uﬁaﬁenmmuﬂwmpmahmwﬂmdm

“) Amortiguador para la corrida'I
Tris base 0. Ozﬂmol/L
Glicina 0.192mol/L

SDS 0.1%

£olucion R) Amortiguador para la-corrida II W

Tris base 0.025mol/L



o
&

" Glicina 0182mol/L

sps2n

591pc;§h sj;A2u1 de- bromofenol

1°de ‘eranol

édi'nte; que’ se les .

?deliejido de'la,
,mﬁcééé nbrméi5$§yéééntq‘ 63'@13mqs §§é;énte§ kenv
6casioﬁesv: no;:gy “cot ' _ei! “Yefido —¢on;rollr
dofrespondiéﬁte5.:Séjﬁtiiiza on(?'m sgrés de'tejidcrﬁuﬁéral
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y 6 céntroies correspondi?nfeswpafa larprimera serie de o
geles § 8 muesfras de tejido tumoral y 7 controles para'la’
segunda serie ~de geles. Las condiciones Vde trabalo. de las‘i
ersgraslren cada una de las series es  detallada _mds

adelante. Las muestras fueron obtenidas. del Hospital ..de i

Nutricién, del Hespital de: Cancerologia; del ,Hospigal,{deh;‘,

Oncologia y ~del:Hospital  General y registradas por numeros
p;ogresivos. Los controles fueron registrados  tomando

numero: de su . tumhor correspondiente.

-+El tejido control utilizado-en este trabajo n; ;:esehﬁa'i =
caractéristicas morfolégicas de'la trahsformacibn ﬁéligﬁa.
sin emSargo no se puede excluir la posibilidad de. que  .
existan alﬁeréciones bioquimicas antes de que se manifiestén-:

alteraciones morfolégicas ~ (10). Consideramos que el control .

mas  adecuado para este trabajo. deberia: ser . aquel que«'i =

proviniera de upa persona a 1la que no se .le hub;era‘;‘

diagnbsticado ningun  tumor del . intestino grueso, cbﬁc'
pblipos o carcinémas. No  se utilizé este _contrSI ;n;
“trabaie péf' 1aﬁfélt§j dé"méééfiéii Sioiﬁggéé.
aporta}ia mayor 1nformac16n‘d§1 ;gsﬁégo Nnorm;1 

proteinas que se modifican al transformarse la’ célul




ﬂetbdoiogia‘
I Electroforesis en: geles de poliacrilamida bidimensionales
1 1 Determinacién ;del contenido de proteinas por gel

o' Farre;l~(14) seflala que se puede aplicar mas de 100
ué‘jdé 'Vproteinaigsin alterar de manera ‘importante la

résolucidh'del’ sistema electroforético, pero que un excesc

: puede causar 'alteracioneé en la posicién vy forma de las

-/ ensayo.

'manchas

éfefmiﬁo'ﬁorael.método de Louwry (37) utilizando

Q. 2 g de mue;tra la cual se homoguneizo en-1.5 ml de sSDS al

1 sandose de la siguiente maner

Se deposltaron 50 ul“del 'homogepédo en -.un_ tubo de

122 en NaOH 0. 1N por una parte de tartrato de Sedio'y, potasio

al 2% y cu504 al 1% (1-1)) y se dejaron reposar. 10 minutos,

3 - Se‘ agregaron 5 ml de reactivo de Folin—Ciocalteu 1r1 en

agué desionizada y se dejaron reposar 30 minutos.

4.- Las  muestras se leyeron en un espectrofotémetro en.la

'regi6n’§isible"é 750nm.”

"Una'vez determinada la concentracisn de proteina por mg
de .téjido, se tomaron 0.2 g de tejide y 800 ul de

amoertiguador de -la muestra hasta lograr una zuspensién

,Lhthhéentracion de proteina presente en el tejide |

&8

Se anadieron 5 ml de reactivo A ( 50 partes de NaZCO’ al
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homogénea con la ayuda de un . mortero (ver: detalles en la

seccion:de = preparacion de. la muestral)’ De’esiﬁ se tomaron
'alicuotas correspondientes a 50, 100.}2§§. 256 y 3ou-ug de
proteinas, corriéndose cada ] Qné_ de 'elias ‘en una
.electroforesis bidimensional y visualizando las'pfotéinas,de
"los geles con la técnica de tincién con nitrato de plata

(ambas técnicas-son detalladas nas. adelante):

,i.ziPrepara;ién‘de la muestra

‘adecuada

Vi1is ge tomaron 0.2" g de
mortéro’frio a =70 C. :
2.~ Se afiadieron- 80
fuestra-sDs - ;
3.- Se éuardércn en co'illa

4.~ Se coloco en. una copilla la cantida necesaria del:j

homogenado anterior para tener una concentracidn adecuada de}




Proteinalpafab‘éer ”apliéadé{ ehi é;&a .;e1} de‘ila: briméra
dimension ‘ J ; : : :
5.-"Se agregaron 17 ul de solucion A ) ‘
6.¥‘$e congelarqn y descongglaron Styecés a ~720°¢C
7.+ 8a agregaroﬁ 3 ui aé sdlucioh'E Aéitar en VOrtex
8. se agrego 1: ul de solucién C Agitar en vbrtex
9% Las ,copillas se colocaron “en hielo minimo ‘5

minutos

0 - Se aﬁadieron 12 ul de solucion A

270 C en copilla

ngelagon seiladgs;

‘Paraila ‘segUnda setie  de geles. con la. concentracién .-

ada-de*~proteinas.. se _ tomaron 8- muestras-“de:’tejido
tumorél ¥ 7«controles‘ colectados en “hitrégens - liquido .y
tf&tédas én presencia dé'.-inhibidores de proteasag.  Estas

: muestras fueron diferentes a . las procesadas en la primera

,=er1e de gele } Elrprqcedimiento es el siguiente:

‘{Sgﬁ {Shérdn 0. 2 g'de tejido v homogeneizaron en
7ﬁ mortero frio ‘en’ Nitrogeno liqu1do

800,

ﬂsé; aﬁadieron ul de anortigua

3.- se 'agpegaron 107Ul ‘de  Pepstatin’a’ 'y 10°'ul de
'Benzamidina T '

4= Se guardaron en ccp!llas selladas




“8.~ Se agregzd en una copilla la cantidad hécesaria para

‘c&ﬁér una- concentracién de 200 ug de proteiha hara ser
aplicada por g=l de la primera dimensién :

6.- Se agregaron 12 ul de sclucién A
7.- Se congelaron y descongelaron 5 veces a -70.¢
8.~ Se agregaron 3 ul de solucion B, Aglitar en vértex, 
9.- Se agregd 1 ul de solucidn €. Agitar en vértex
10.- Se coloco en hielo cuando mehos 5 minutos
11.- Se afiadieron 12 ul de solucién A

“12.- Se congelaron a -70 C-en cqpillas'selladas'” o

1.3 Elaboracién de los geles para la primera dimensién (14)

~ureafy'seadisde1vén en solucién de acrilamida al 30% (D), se

adiciﬁnaniz‘ ml de NP-40 (E), 1.97 ml de agua destilada.‘o.A
) mi aelanfolinas (pH 5-7) ¥y 0.1 ml de anfolinas (pH 3-10). Se
agita mecaénicamente hasta disolver 1la urea. Después - se
agregan 10 ul de persulfato de amonio al 102 y.7 ul de TEMED
éoncentrado. 3e llenan los tubos del' aparato (de 13 cm de

largo) 3 cm abajo del extremo f£inal, cuidando de no dejar

burbujas sellando uno de 1los extremos con parafilm. E1 gel

@5 cublerto cen urea & mol/L {H). Después de 1.6 2 h esta
solucién es removida y reemplazada por 20 ul de amortiguador

de lisis (A}. Antes de colocar 1los tubos en el aparato se

quita este amortiguador y se le aflade una cantidad similar

de esta misma solucién.

Para.la,.preparaciénide’-10 ml de gel'se pesan 8.5 g de |

717



Se ‘colocan 1os “tubos en 1a camara de electroforesis con
el espacio para la. muestra-hacia ‘arriba. 'se colocan . las
soluciénes electrodo: 'la solucion catodo (NaOH 0.02 mol/L)
en la camara superior yv.la solucién “&dnodo (HSPOA 0.01 mol/L)

“en la camara inferior.

. Es ‘necesario _realizar una . precorrida con el objeto de

~generariel féraaienté da" pH necesario, esto se logra de la

200 volts ddrante 15 minutos, 300 volts,

stgiente manera:

”vao.minutds V4 "lts. 30 minutos.

11 déﬂla precorrida se . vacia la cémara

éé,quita el amortiguador de lisis del

pip ta automatica en‘su extremoi‘El gel se. marca por el

extremo écido ‘Gortando ligeraménte por el extremo acido en

forma transversal “con...una navaja. Se coloca en el

amortiguador de la muestra-SbS por 1 1/2 'h a temperatura ..

uestra en s5u lugar, la cual se cubrirai‘:

on:KL La cémara del aparato se: llena dEj
cidn se'corre 1a muestra por 12z ha 400 volts '

s el tubo aplicéndé presion de aire por.

inga a7 la que se ha adaptadc una punta para

<
13




anmbiente antes de congelarlo a -~ 70.C.6 bien~an£es3de correr

la segunda dimensién.

1.4 Elaboracién de los geles de la segunda dimension (S)

Se Utilizan placas de  vidrio de 4 ¢m por 17.5 em. Se
limpian'perfegtamente para evitar cualquier residuo de polve
o 'de grasa. Se montan las placas utilizando vaselina para
*réeilar y separadores de 0.4 mm de espesor para darle al gel

el espesor deseado y fijandeo ambas placas con broches a

presion. Con un marcador se seflala la distancla de 8.5 cm

V‘hasta la cual se va a colocar la solucioén de poliacrilaﬁida
‘al 12% correspondiente al gel separador. La solucién de
.poliacrilamida al 127% se prepara con 6 ml de amortiguador
: del bajo gel (pH 8.8), 9.6 ml de acrilamida al 30%, 8.3 ml
‘'de ‘agua, - 0.066 ml de persulfato de amonio al 10% y 0.01 ml
,ae TEMED c¢oncentrade. Se llena la placa hasta la marca con
ﬁi; solucién . de poliacrilamida al 12% vy se cubre con aleohol
“isopropilico hasta que gelifique. Se elimina el alcohol

‘isobropilico, se lava la superficle del gel con  agua

=destilada y se-seca perfectamente con papel-filtro. Se afade-

la solucion del gel concentrador hasta el borde de las
placas (se mezclan S ml de amortiguador del sobregel (pH
6.8}, 3.16 ml de acrilamida al 30%. 11.76 ml de agua
destilada, 0.06 nl d= persulfato de amecnic al 10% y 0.02 ml
de fEMED cbncentradu). S .cubre con un separador para

alinear la "superficle de ' este gel .con la del gel de 1la
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primera dimenéién. Se coloca al mismo nivel otro separador
en forma vertical en el extremo izquierdo de las placas con
el fin de formar la bolsa donde se colocaran los marcadores
de peso. molecular. Lo anterior esta esquematizado "en la

siguiente figura:

iUnarvéz gelificado se eliminarei Sepéfaa;f_ﬁé;ié;nt;l'y
se seca ligeramente con papel filtro p;ré eliminar ‘1a‘
acrilamida sobrante. Se alinea ‘el’ gel “de 16 primgfa
dimensicn sobre el gel superior .y se'sella-con agarosa.:Se
colocan las placas en el aﬁarato de electroforesis  y Vse
llenan las camaras con el amortiguador para la corrida Ii'y‘
se corre a 20 mA durante 4 1/2 h hasta 0.5 cm del final del

gel.

II. Tincion cop;plaﬁa (15)

Las pfdteinaéirsé'&isqél arén mgdianie la técnica de
:1nuibn con nitra- t gﬁh la metoaologia siguiente:

1,r Se fijo 1 gel:” al menos‘30 minutos en una solucion

de SOZ metanol 5% de cido acético y 27 de Cuclz




2.7 Se coloco 15 minutos en una soluci
y acido acético 5%
3 < Se sumergio

reciéh preparadoal 0.

4l ~'se :1av6 dos tanol 105 -

veces durante 15 minutos en
y ‘acido acético 5% o
3 5.- Se colocé 15 ﬁindtoéJénzeﬁanol

6.7 Se sumergio

ffesco
: 7.- 56 1avé una sola vez co

B.- ‘Se revelb con Na2C03 al BZ

recien preparado.

9;— Se .detuvo la reaccién can ef

acetico 5% durante 5 minutos.
10.- Se lavb varias veces con agua

11.-Se conservb ‘en agua.

Todos ;651reac;i&qs se preparan en agua desionizada.

La.- aé‘ifaéién-:sukave‘ es impértarﬂte"durante todo el
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,legultadbu y‘diséhsiéh -

adecuada de . proteinas necesard

adecuada : . -en . la- electroforesi

bidimensional se " tomd una'fmuééﬁ'agde'

cual se

teJido siguiendo 1a tecnica de Loury (37). encontrando una

'9’ resol

buena separacibn

plata (se utilizaronbla;bl :ul,dellﬁdmdgéhado-déi teJido de

acuerdo con ~la metodologia ,blanteada’leﬁ kjla seccidn

,corresponﬁienteﬂa,?lqLpreparacién”;deliaaémdégtrq) Con esta¥
concentracién se’ logré la resoluciédn de aprokimadamente 200"
proteinas diferentes, -~ contadas en- un gel correspondiente ax‘
una muestra :tratada en ausencia de {nhibidores dérﬁ;oteésas:‘

en donde la resolucién y la tincibn de 1as proteinas fue

adecuada., ©O'Farrell :(14) encontré gue ‘es pos;ble qbtengr ‘la




separacién hasta de 5000 = componentes - diferentes “en’ un

“sistema biclégico. Esta diférencia podria explicarse quiza
porqué el -total de los componentes -de tejido  no. :hubiera

alcanzade a saturar el sistema electroforético.

ﬁn este “trabajo se observé que a‘concentraciones de 50

"y 100 “ug de "proteina por ‘gel, algunas no alcanzaban a ser
détectadas - en el sistema. Por otro: lado. auments 1a
resolucibn en regiones que se encontraban proteinas en alta
“concentracién (especialmente 1a region acida}, por - lo que
estos "geles apértaron ;n{ormacién ‘acerca del numero total de

proteinas ¥ de su posicién verdadera en dichas regiones.

_ A .concentraciones’- ‘de 250 .y 300 ug de proteina por gei

se’encontré que .la resolucién disminuyd notablemente

‘,resultahdo casr" ;mpOSible definir regiones - de alta..

concentracién ﬁrotéica ‘(regién teida). distorsionands J1§~

.forma,

Sin embargo aumentb -al nixmero “de proteinas ‘de

: verdadera

baja concentracién detectadas en la region bésica

‘En algunos

seco ¥y “que no ‘se ‘les -afadio

L'Euero ;001, Anhiélo
Pepstatin A y Benzamidina como inhibidores de proteasas, no
se observaron gran cantidad de’ proteinas de 'alta masa

7 molecular en comparacibn con los tumores que fueron tratados

con inhibidores de proteasas, 'y al parecer la cantidad total'

‘dificultando decidir dbnde esfa .la posicién

77

“de’1os g les correspondie tggca;tumdhés que- T T



de proteinas esté disminuida. ‘Sin-embargo la mayoria de los

78

patrones proteicos no muestran esta caracteristica, PUES’ en’

algunos gelés se observa una gran' cantidad ‘de broteinéé

" distribuidas en toda la superficie y una mayor concentracion

de proteinas de alta masa molecular.

. Experimentos reallzados c¢on tumores de colon {(11). en

los cuales se trabajé en presencia y en ausencia_’de .

inhibidores de proteasas. se encontrd que sélo el 25% de los

patrones proteicos .de los tumores mostraron deficiencia en

componentes de alta masa molecular, cuando se trabajaba en

ausencia de . estos inhibldores mientras que el 75% restante

.de.los tumores no mostré diferencia con los geles en
presencia de estos inhibidores. Los mismos autores
encontraron que las proteinas caracteristicas del tumor no
fueron degradadas por las proteasas presentes en el tejido.
Lo anterior parece indicar que el tejido de diferentes
pacientes varia en su concentracién de proteasas, o bien
que existen ciertas enzimas gue presentan elevada actividad
degradando parte de las proteinas preséntes en el tejide. En
relacion al trabajo anterlor, la presente investigacion
aporta datos que permiten. corroborar que'existenrérot;iﬁas
6$;ac:eristicas del tumor, ademds de que se . presentan
proteinas (especificamente las proteiﬁés 4; 5,28 y 29) gue
son caracteristicas del estado necglésico. Los ' _patrones

proteices encontrados por Tracy. ¥ Wold ' (11).y aquellos

mostrados en el presente ;rabajd :son:lsustancialmente



diferentes. En - este sentido la difs=rencila podria radicar en

el hecho -de que las ‘proteinas provienen de tejido  de

poblaciones con caracteristicas dticas distintas.
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En cuanto a las muastras de los tumores analizados en-- -

este trabajo y que fueron colectadas en nitrégeno liquido y'

tratadas con inhibidores de proteasas, se observa_  mayor
concentracién de proteinas de alto peso molecular, ‘en
comparacién con aquellos geles cuyas muesﬁfas no. fueron
tratadas con dichos inhibidores. En cuanto a los componentes

de alta masa molecular de la nuestra, se detectaron: mayor

cantidad de éstos, aunque la diferencla parece no ser:

importante. De ésto pueden derivar dos alternativas: a) la
degradacidén en los geles sin los 4inhibidores de proteasas
fue minima y por éstoc no se ve la diferencia entre los geles
con inhibidores {suponiendo que éstos fueran los adecuados})
o:b) el grado de degradacién fue alto en los dos casos y-se

necesitaria incrementar el tipo de inhibidores de proteasas.

Lo adecuado es recolectar 1la muestra de tejido fresco
,en"gna",soluciOn que contenga distintos tipos de inhibidores
de. proteasas y congelar inmediatamente en nitroégeno liquido
= Aeﬁtro de los 15 minutos después de extraer el tumor del
'paciente, inclusive dentro de la misma sala de cperaciones,
ya: que  del tiempo que la muestra Se encuentre a temperatura
amblente y - de las condicinnes de recoleccién dependera el

. éxito de la investigacién.
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en dos dimensiones -en

Proteasas de tumores

Gel Z.- Tumor 3. Adznocarcinoms

medianamentz

difarenciade




Gel 3.- Tumor 9. adenccarcinoma medianamente

diferenciado
A) AnAlisis de los tumores moderadamente diferencilados
en ausencla de inhibidores de proteasas

i ST ST compararon <ada uno de los patrones de protéeinas de

lqs;doéy adenocarcinomas medianamente diferenciados 3y 9 ¥y
‘el:congrbl 3 (geles 1, 2 y 3), numerando arbitrariamente las
“"proteinas : que pudieran dar  informacién acerca de su

expresioén en las células tumoral y normal. Las proteinas con

-masas moleculares de 23,700, 24,000, 18,200, 15,000, 45,100

y: 20,000 daltons {correspondientes a las proteinas 6, 7, 16,

22,24 !y 25, gel 1), se encuentran. presentes en el control i

normal -y ausentes eh los adenocarcinomas ‘medianamente

< giferenciados (Tabla 1).

4]




TABLA 1.-

ADEHOCARCINGNAL
FROTEINA l CONTROL 3 I TUMOR 3 | TUMOR 9 I M.mol.<D>
& I . I - - l 23,702
7 ' + I - - 24, 0a0
16 l ‘ - - 18,200
zz l + - . 15,200
2 N l - - 45,180
2s - l ~ - 20,800

Usando el mismo criterio anterior se llevd a cabo la
numeracion de las proteinas de los tumores y el control, en
los geles 2 y 3 (Tabla 2) se muestran cuatro proteinas cuyos
pesos moleculares son de 22,000, 2,50, 35,700, 34,200
Daltons (ver proteinas 4, 5, 28 y 29}, que se encuentran
presentes en los dos tumores medianamente diferenciados, y
ausentes en el-control normal (ver gel 1). Estas proteinas
se encuentran también presentes enh las npuestras de tumoresl
bien diferenciados. Es evidente la variacién en 1la
concentrseion  de las protetnas detectadas (expresion
relativa) “en el ‘téjido  neopldsico. Existe evidencia
experimental  de que . durante  la progresion tumoral - se
produce perdida de 1a regulacion metabdlica, amplificacion o

falta de expresién de ciertas regiones génicas, la cual se -




traduce &n alteraciones ‘2 nivel czranscripcional y/o

translacional (12},

Los resultados presentados. en  este

trabajo " amplian 1la evidencla experimental antsriormente

mancionada.
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TABLA 2.- EXPRESION RELATIVA DE PROTEINAS EN LOS

ADENDICARC

[NOMAS MEDIPHAMENTE DIFERENTIARDOS

PROTELINA I CONTROL 3 l TUMOR 3 l TUMOR 9 I M.mol.CD)
4 I - ' et l T e I 22,008
3 l - | 4t I ++ I 22,580
26 l - I s l PR 35, 700
29 I - I + ot l + o+ 34,280

En la Tabla 3
molecular de 33,
daltons, cuya pres
tejido control 3 (

23), posiblemente

se muestran a
000, 3%,800, 3
encia varia ent
geles 1, 2 y 3,

siendo esp

quellas protzinas de masa
2,000, 29,000 y 44,000
re los tumores 3 ¥y 9 y el
proteinas 2, 10, 11, 12 v

ecificas del desarrollo

tumoral. £1 hecho de que en un tumor estas proteinas estén

presentes y en otros no ge expresen, podria indicar que los

tumores se .encuentran en etapas

el diferente. ~El - ca

ncer de colon

de progresién tumoral

es  una neoplasia que

‘répresenta un. proceso multietapas (5), existiendo factores

exdgenos y endégenos que de alguna manera influyen en el

cambio bioquimico

y morfologico de

las células del epitelio

de la mucosa. La gran variedad de estos factores da la pauta




para gue 2 expresen en la célula yna serie de cambios
especificos en cada una de ellas, mostrande un mosaico

fenctipice v genotipico difer

O DE PROUOTEINAS

TRBLA 3.~ CONMFARACION DE LA EXPRESI
A% HEDIAHAMEHNTE

ERTFE LOS aAaDENOCARCIHGN
DIFERENCTIADQOS

PROTEINA I CONTROL 3 l TUMOR 3 ’ TUMOR 9 I M.Mol.C(D)
2 ! + I - I + ] 33.e20
1a - I = I L3 l 34,800
i1 - I - I + I 3z, a0
12 - l - I + l 22,0280
23 + I * l - l 43, 0P
1.3 Celes de poliscriitam:=ada  wn dor  dimensionos

tumoras bien diferenciados en  ausen

E;

proteasas

Gel .- Cantrol $




Gel 5.- Tumor S

e e

Gel 6.- Tumor 1.

Adenocarcinoma bien diferenciado

Adenocarcinoma bien diferenciado

D]
n



B) Analisis  de tumores bien diferenciados. en ausenéia -

. de inhibidores de proteasas

Al analizar ‘los patrones de proteinas en los gélés de
los adenocarcinomas bien diferenciados 1 y5vyel teji&o
control -5, se observa la ausencia de dos proteinas acidas de
masa molecular de 36,000 daltons con diferente punto
igsoelectrico (gel 4, proteinas 26 y 27). Estas proteinas se
encuentran presentes en el tejido contreol y ausentes en los

adenocarcinomas (Tabla 4).

g6~

TABLA 4.—- PROTEINAS AUSENTES Eil LLOS ADENOCARCINOMAS
BleEN DIFERENCIADOS
SIN INIIBIDORES DE PROTERSAS CON THHIBIDORES
PROTEINA
COHTRIL § TUNOR 5 TUMOR L l TUMOR 33 H.ual.4D)
26 + - - ‘ - 36, 002
27 + - - l - | 36,000

.
En la Tabla 5 se muestran las proteinas de masa

molecular de 35,700, 34,200 ¥ 37,500 daltons
{correspondientes a las proteinas 28, 29 y 30, geles 4, 5 v
6), las cuales esta4n presentes en el telido tumoral vy
ausentes en el tejldo control correspondiente. Hay que hacer
hincapié que las proteinas 28‘y 29 tambien se encuentran

presentes en los adenccarcinomas medianamente diferenciados,
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TABLA 5S.~ PROTEINAS PRESENTES ENH LIS ADEHNOQCARCINONMAS
BIEN DIFERENCIADOS EM RELAZIOH AL COHTROL

HORNAL
SIN IH4IBIDORES DE PROTERSAS I CoN INIBIPORES l
PROTEINA
COMIRAL 5 I TUMOR 5 I TUMOR L I TUMIR 33 l H.mol (D}
20 - I 4 I + l + l 39,700
29 - l + I + I + 34,200
3a - I + I + I + 37.300

Existe un grupo de 6 proteinas comuhes con los tejidos
tumorales y control, con masas moleculares de 35,480,
29,000, 36,000, 35,500, 35,100 y 35,000 daltons (proteinas
31, 32, 33, 34, 35 y 236 geles 4, 5 ¥y 6), cuya concentracion
varia entre los patrones electroforéticos obtenides para
ellas, sugiriendo ‘desajuste en la expresién genética (Tabla

).




a8

TABLA ©. EXPFE3I10K RELATIVA DE PROTEINAS ENM LQOS
ADENOCARCIHONAT BIEH DIFERENCIADOS
SIN 1 [BIDURES DE PROTRAZAS CON [301BiDORES
PROTEINA

CONTROL 5 TUMOR § TUMOR 1 TUMOR 33 B0l (D)
31 PR - + + 35,480
32 - + + + ~ I 29, 0o
23 pupps ‘e + B 35, 800
34 -kt + 4+ + *+ JS.SéB
23 b+ kb - . I 35,108
3s [ e + . l 35,000

I, Anslisis de las proteinas electroforesis

bidimensional en presencia de inhibidores de proteasas

En el presente trabajo se decidio usar como tnhibidores

de proteasas Pepstatin A VY Benzamidina debido a que ambos

son utilizados  en un

utilizan

colon

trabajo previo

humano <ome muestra

pepstatin A es un inhibidor de

colon

existe

una alta concentracién

pepsina.

(especificamente alta en el tejido

en donde

tumoral)

biolbgica (11).

los autores

[
El

En el tejido de

de proteasas

que podria

afectar el patrén electroforético de las proteinas obtenido

en los

resultados provenientes de las muestras tratadas en

experimentos.

Da esta manera se podran. comparar los

ausencia




nhibidores

presentan las proteinas a ‘consecuencia de las condiciones

Lntrinsecas del tejido.

cofi aquellas tratédaé’

sen presencia de

b thibidores s aéi poder . evaluar-.el grado de 1ntegridad que

2.1 Gel de poliacrilamida en dos- dimensiones en

présencia de inhibidores de proteasas

Gel 7. Tumor 33. Adenocarcinoma bien diferenciado

2.2 Comparacién de los patrones protelcos - de tejidos

tumorales y controles

El tumor - 33 corresponde a un adenocarcinoma de colon

bilen diferenciado.

E1l patron proteico fue comparado en base"




diferenciados tratados en ausencia . de. inhibidores .de .~

‘proteasas.. Los resultados fueron los siguientes:

-En-la Tabla 4 se muestran dos proteinas ausentes en: los

adenocarcinomss bien diferenciados. Ambas  proteinas Acidas

con diferente punto isceléctrico de masa molécﬁlar de 36,000

daltons fueron encontradas en el contrbl's.(yef‘gel 4j 7 No

existe diferencia en la expresion de gstaS'dos“progeinas'enV

las muestras tratadas en presencia y ausencia de inhibidores

‘de proteasas.

LSe identificaron -tres proteinas’ en el adenocarcinoma
bien diferenclado (Tumor 33) de masa  molecular de 35,700,
"34;200 y' 37,500 Daltons (proteinas 28;f29 y 30, gel 7). que
_é&r;esﬁgnden a las encontradas en los adenocarcinomas bien
diférenciados tratades en ausencia de inhibidores (geles S vy

6, ver.la Tabla 5 en la columna correspondiente a la muestra
tratada con ' inhibidores de proteasas)., La proteina de masa
molecular 37,500 Daltons (proteina 36, geles 5, &6 y 7)
unicamente se expresa en los ' adenccarcinomas ‘bien

diferenciados por lo .que podria. ser considerada .como

caracteristica del “estado de diferenciacion celular (Tébia"

-En - cuanto

variacién'en

P : -1
a:.los resultados. obtenidos . para:los adenodarclnomasi.bien




diferentes muestras, S& observan las mismas proteinas en los
adenocarcinemas en presencia y ausencia de inhibidores con
excepcién de la proteina de masa molecular de 29,000 D

- (Tabla 6). La expresion de las proteinas para el tumor' con

inhibidores se ve disminuida en relacién con el tumor sin.
inhitvidores. Este efecto podria atribuirse ' "a - la-

concentracién de las proteinas en la muestra de tejido.y no

a la variacién en el ‘manejo de la muestra.

Integrandd'la 1nformacicn obtenida dejla Tablas A 5'y .

':6 se desprende que el efecco rde las

~gran medida a‘las. proteinas que se es:an analizando.

'tcaracter écido de masa molecular de 35 700 34 200 22, 000 Y

:22 500 Daltons (proteinaS‘zs. 29. 4'y.5, geles'2, 3, 5, 6 y

7),que ‘se expresan en -mayoro en ménor concentracion,. perc
_dg ﬁaneré constante.‘ tanto en los -édenocgrcinomas
>mediénament§ diferenciados como en 1los bien diferenciades
“i(Taﬁla 7). 'Sus masas moleculares no corresponden a ningun
yshcogeng descubierto hasta el momento. Se sabe que en el
tejido tumoral - existe una mayor concentraclén de enzimas
cproteoliticas que en el tejido normal, por.lo. que cabria la
posibilidad de que estas dos proteinas fueran productos de
degradacién. Lo anterior no es apoyado por lo experimentos
en presencia de inhibidores de proteasas en donde estas

cuatro proteinas también se observan. Seria c¢onveniente

,proteasas ‘no: daﬁo en:

vEn'esce trabajo se’ han:encontrado cuatro proteinas de

91
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segdii con  estos experimentos con €1 fin de canoéer con que
frecuencia se presentan en los teiidos tumorales de ceolon; v
‘asy con la suficiente evidencia experimental, poder llegar a
considerarlas como posibles proteinas marcacdoras del cancer

colorrectsl.

TARLA 7. PRUTEINAS FPFREZEHTES Eh

2 t LOS ARARDENOCARCIHNONAS
MEDIAHANENTE ¥ BIEN DIFERENCIAROS

I BIEN DIFERINCIAbOS
S1H 1'6i!BIRGKES DE PRITEASAS ) COM el ETDORES
TROTEINA | Mumol. (D)
Tyser 3 I TUNER 9 TUNOR ¢ I TUKIR L I TUNOR 32
o 15702 . , ' . , . l .
F2) 14,200 . . . ' ' I )
1 22,000 . ' . I . I .
3 2:,580 + l + l . + l +
b 37,508 - l - ' + + l ’
HMuchos investigadores han tratado de encontrar

marcadores propics del estado cancercso o bien que sean
especificas del estado no transformado para poder detectar y
monitorear el cancer coleorrectal (11). Aunqgue se han logrado
avances en este  septido . .(ver. seccidn de marcadores
tumorales), no se ha identificado un marcador plenamente
confiable que. pudiera ayudar al pronéstico de sobrevida del

paciente.




Conclusiones

.De "los resultados  obtenidos ‘es~yﬁe ,destacgrse.,ia

presencia . de . I§ ﬁroteinas que. varian. ‘eﬁtre:'vlos
adenocarcinomas  medlanamente’ diferénciadcs 'y el tejido
control. 'Las - diferencias en 1la expresion .dei proteinas
'tﬁtales anaiizadas en los tumores bien diferenciados fue de

“11 protéinas. En ambos casos el.analisis de los resultados

“‘obtenidos se . 1levé a cabo en tumores tratados en ausencia

‘de‘inhibidores de proteasas. Parece existir menor alteracién

-en‘la “expresitdtn de proteinas en tumores bien diferenciados

.. 'posiblemente debido a que la célula del adenocarcinoma bien

diferenciado es fenotipicamente similar a la normal.

TEs necésaf;o hacer hincaplé -en la presencia de las
fpi&féﬁﬁéside' masa moleculaf,35i7oo, 34,200, 22,000 y 22,500
. Da ';proteinAS 28, 29, % y - 8) en, tejidos - tumorales

- mediahaﬁehté"aiferenciados y. bien . diferenciados vy - su
;;lgusencia'én‘lés tejidog controles.anélizados. El hallazgs de
eétaslpré{einas abre ‘una_ amplia 1iﬁea de dnvestigacion

En;émihada' hacia. el conocimiento. de su estructura’ 'y

funclonamiento como  posibles marcadores tumorales dentro»de‘

o3

los eventos moleculares relacionados con el desarrollo deli iiii:in

ancer_colorrectal. ™

Los resultados de los  geles ~analizados'

; tejidos tumorales 'y 6 controles tratados: en

dé "los 7

‘ausencia .de



EZ
inhi@idores de “proteasas y de los 8 tumores 'y 7 controles
tratados en presencia de inhibidores de proteasas muestran
que éntre ellos existen alteraciones en la expresién de las
proteinas. Otros 1investigadores han demostrado que en los
tumores se presentan alteraciones en los cromosomas 5, 17,

18 v 11 y en los oncogenes my¢, sre, ras, myb, fyn y yeé por

16 'que ~ as de esperarse la - variacién en  la expresién ‘de

proteinas.-

Lcs patrones electroforéticos de las-proceinas

'Vtumores muestran que no hay_. concordancia

histolégico al que corresponde el tumorf

genetica de-la celula. es decir que’ celulas con
”al“fmiémo mtipof'hiSCOIOgico muestranfﬁ - patrones

‘electroforéticos de proteinas.

Las diferencias obtenidas entre los adenécarcinomas con
»elvm15m6 'g;ado de diferenciacidn asi como entre los tumores
con distinto gradb de diferenciacién celular, pueden deberse
a?estadios'en el avance de la enfermedad. Otro parametro que
hay quev,tomar en  cuenta es que ‘las ‘muestras analizadas

proﬁieneﬁ de 'distintos pacientes -que presentan antigenos

Propios del tumor. L i ol e L s e e

En base ‘a los resultados obtenidos en presencia ‘de
inhibidcres de . Pproteasas se puede roncluir que N’ parece

_haber ﬁegradacion importante en . las proteinas presentes en



el tejido. Estudios posteriores deben 1llevarse a cabo
aumentando el =numerc de muestras, el tipo de inhibidores de
proteasas 'y Utilizando nitrogeno liquido, para obtener un

mejor ‘contralen 1a manipulacion del tejido.

:  En féiacibn a los objetivos planteados al inlcio del
'Crésajo; é#t&slfuefon cumplidos parcialmente, ya que s6lo Se
) enéoht;ﬁfﬁnai—sola.proteiné caracteristica del estado de
"diferéhéiééiﬁﬁ‘(prbteina 30, gel 5,6 y 7, Tabla 7). Sin
eméargb él” hallazgo de 1as ppoteinas 28, 29,.. 4 ¥y 5 .que

-parecen ser - caracteristicas.del estado neoplasico en cancer

“idaicolon i son resultados  todavia mas ~ interesantes e

importantes para la investigacién tanto basica como clinica,
sentandb las bases = para’ - trabajos . posteriores . :de
" identificacién de. la estructira -y.-funcién, o' bien” “para

‘utilizarlos como marcadores tumorales del cancer de colon.
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: Tabla A
B Porcentaje de incidencia de cAncer por regién- anatémica en
la poblacién mexicana de la Ciudad de México en 1988 (28).

Regién anatémica z

Ceérvix 18.57
~ Piel 10.94
" Mama 10.81

Ganglio linfatico '5.21
" Tej. hematopoyético ' 4,79

Desconocido 4.67

Prostata

Estémago

Pulmém

Ovario y anexos
- Tiroldes

Encéfalo

Vejiga urinaria
_Colon

Cuerpo del utero

Tejldo Conjuntivo

Vesicula biliar
“ Testicule

Rifibn-ureéter

Recto-ano

1
2
3
4
5
-
7

S -
9

: . Tabla B i
o Porcentaje de incidencia de cancer por regién ana bmica en:
e la oblacién magculina'de la Ciudad de Héxi 0-en:1988 (28)

‘Regibn anatbmica

“pial

Préstata ' 112,16 el
Ganglio linfAtico - 867
Tej. hematopoyético . 6.51
Estémago 5 6.31
. _ . Desconocido 5.56
L PULMOR - e I BB e
Testiculo 4,48 ) B B
Veliga urinaria 4.37
Encéfalo " 3.75
Laringe - 3.25;
Colon . 2.94
Ted. conjuntivo . 2.48
Rifon-uréter 2.38
Recto-ano <2012
Huesos y articulaciones 1.85
Boca-encia 1,91
Esdfago : 1.39

Tiroides ©.1.23



20 . Vesicula biliar LT

L Tabla'C :. ~' :
Porcentaje de incidencia de cancer’ por regibn anatbmica en
la poblacion £emenina de’'la ciudad de México en 1988 (28)

. 'Region: anatémica " %
1. Cervix : 29.5
2 * Mama : : 1771
"3 Piel g . 9.16
R desconocido - P v
5 S Qvario y anexos ..3.89
5 Tei. hematopoyé&tico 3.77
N7 Cuerpo del utero ' 3.38
g “~Estomago R Pic -
-3 . /Ganglio linfatico 3.17
s-Tiroides i : 23,12
“Vesicula biliar CIN2,01
Colon 1.7
Encéfalo 1.6
Tej. conjuntivo 1,53
Pulmén . : 1,45
‘Recto~ano B R B35 § -
—~Rifion-uréter . ... . o0 1.11
Vulva-vagina CUATLV03
Vejiga urinaria ..0.99 7

Boca-encia vl 410,870
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