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Resumen 

Este trabajo se llevó a cabo con el fin de estudiar la 

expresión de proteínas de tumores de colon en distintos 

grados de diferenciación, asi como del tejido normal 

proveniente de diferentes pacientes. Se realizó una revisión 

bibliográfica sobre los aspectos generales que conciernen al 

cáncer de colon incluyendo las distintas teorias que existen 

sobre su origen, aspectos moleculares involucrados, 

etiología, epidemiologia y tratamiento, con el propósito de 

elaborar un marco teórico que sirva como soporte del trabajo 

experimental. 

El análisis de las proteínas de tumores frescos bien 

diferenciados y medianamente diferenciados, asi como de la 

proteínas del correspondiente tejido control {normal) se 

hizo en geles bidimensionales de poliacrilamida en 

diferentes condiciones de trabajo que se mencionan a 

continuación; a) en la primera serie de geles las muestras 

fueron colectadas en hielo seco y procesadas a -70 e en 

ausencia de inhibidores de proteasas, y b)en la segunda 

serie de geles las muestras fueron colectadas en nitrógeno 

liquido y se uaaron como inhibidores de prote~sas Pepstatin 

A y Benzamidina. En los geles se identificaron aquellas 

proteínas que se expresan, que no se exp~esan o que se 

sobreproducen er. relación al control normal. Los resultados 

de la primera s~rie muestran diferencias en 15 de las 

proteinas analizadas en tumores medianamente diferenciados 

en relación al control normal. Las diferencias en la 
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expresion de prot:einas -en .tUmo;es .-bÍ-e~ .. dif~~encÍ~dos .. fue en 

número de 11 proteínas. 

En la segunda serie de geles se iden~ificaron las 

mismas proteínas que en la primera serie. Las diferencias 

mostradas en ambas condiciones de ~rab3jo son minimas, sin 

embargo en la segunda serie se observaron mayor número de 

proteinas de alta masa molecular esto por el efecto de los 

inhtbidores de proteasas en el ~ejido. 

cau~ destacar la presencia de cuatro proteinas de masa. 

molecular 22,000, 22,500, 35,700 y 34,200 Da presente3 

únicamente en el tejido tumoral. sentando las bases para 

estudios posteriores en la identificación y caracterización 

de las mismas con el propósito de ser utilizadas como 

proteinas marcadoras del estado nevplésico en el colon. 
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'Introducción 

El conocimiento actual de la biologia del cáncer 

proporciona una imagen dinamica del fenómeno, no como un 

he~ho ~ágiqo e insólito, sino como un proceso que comprende 

al· menos dos pasos. uno que es el de la transformación de 

unc(.célula nOrmal a una célula neoplésica y otro que es la 

adquisición de la propiedad de dividirse aceleradamente ·y 

sin· obedecer a ningún tipo de control. La célula neoplAsica 

pre~~;!Ji_~~ d~~ersas caracteristicas que la diferencian de 'la 

célula normal, entre éstas se presentan cambios bioquimicos 

y morfológicos específicos, como resultado de ~la 

modificación de su información genética. 

En paises-desarrollados existe una gran prevalencia del 

cAncer· de colon en cuanto a la incidencia de mortalidad y 

morbi~idad. En México, sin embargo, el cáncer de colon-no se 

e~c'Uentra dentro de los 10 tipos de neoplasia más frecuentes 

en la población (Tabla A) (Fuente: Registro Nacional de 

Ca.ncer, O .G. E. /SSA .MEX, 1987), aunque si lo podemos 

encontrar en el XIII lugar en cuanto a la incidencia de 

morbilidad en hombres y XIV lugar en mujeres, por lo que se 

le ·considera de gran importancia para la salud pública. Es 

necesario hacer notar que en la actualidad la investigación 

básica en la bioquimica del cáncer de colon humano en 

nuestro pais es incipien~e. por lo que es de considerarse la 

importancia de este tipo de estudios y su proyección en el 

futuro. 
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En paises c~~o Estados Unidos, Inglaterra y Francia, 

~n:re otros, se desarrolla una anplia inv~stigación dentro 

de esta area. Es necesario hacer hincapie que la gran 

rnayoria de los trabajos mencionados son realizados con 

lineas celulares de tumores de colon y que debido a los 

cambios que puede sufrir la célula, por el hecho de ser una 

línea establecida, los resultados, aunque son confiables, no 

son un reflejo fiel d~ lo que ocurre dentro del ser humano, 

por lo que deben ser tornados con reserva. 

El presente trabajo tiene como objetivo principal el 

analizar algunos aspectos de la expresion genética de los 

tumores de colon y recto y del tejido adyacente de la mucosa 

normal a través del análisis de las proteinas presentes .:.:1D. 

~" mediante electroforesis bidimensional y visualizadas 

con plata. Se seleccionó la electroforesie bidimensional 

como método de: separación de las proteinas, debido a que 

permite el detección de proteinas de complejas fuentes 

biológicas. separándolas PO!" su punto isoeléctrico en la 

primera dimensión y por peso molecular en la segunda 

dlmensión. La tincion con nitrato de plata se utilizo por 

presentar una alta sensibilid~d y reproducibilidaC. Las 

muestras analizadas provinieron d•.:! p3(:ientes qlle presentaron 

adenocarcinomas de colon o de recto en distintos grados de 

diferenciación (medianamente y bien diferenciados), con el 

fin de encontrar proteínas caract':"!!'istic.as del grndo de 

anaplasia de las células turno~3les. 
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Se espera que este trabajo sea el inicio de una serie 

de experimentes que lleven a identificar alguna proteína que 

pueda servir como marcador del cancer de colon y de recto y 

poder utilizar con fines diagnósticos, Este último es uno de 

los problemas 

bioquimicos, 

actualidad. 

mas importantes sobre 

genetistas, biologos y 

los que 

clinicos 

traba Jan 

en la 
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Hipótesis 

La célula normal al perder ~l control sobre sus 

ir.e.:anismos de regulación 

~ompletamente diferentes de la 

adquiere 

célul3. que 

c.:iracteristicas 

le dió origen, 

co~virtiéndola en una célula tumoral. Estas caracteristicas 

se ~3nifiestan bioquimicamente en forma de proteinas que son 

Cetectables en el laboratorio. El presente trabajo pretende 

·.:!e:iostrar que existen diferencias entre la célula normal del 

c~lcn y la tumoral con base en la comparación de la 

presencia o ausencia de ciertas proteinas en los patrones 

electroforéticos bidimensionales provenientes de tejido de 

la mucosa del colon en ambas condiciones. Igualmente se 

pretende encontrar proteinas que sean caracteristicas del 

estado neoplásico para poder en un futuro utilizarlas como 

marcadores tumorales en el cáncer de colon. 
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Objetivos 

En el presente trabajo se analizaran -1as proteinas de 

tumores frescos de colon y recto medianamente diferenciádos 

y bien diferenciados, asi como de la mucosa normal, con el 

fin de obtener información acerca de cambios metabólicos que 

presenta la célula tumoral, expresados como proteínas 

relacionadas con el estado neoplásico, o bien, con el estado 

de diferenciación celular. 

Se analizará el efecto de proteasas presentes en el 

tejidó hümario a través de la inhibición de su actividad con 

Pepstatin A y Benzamidina. 
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Generalidades 

I. conceptos generales 

1.1 Definición de tumor 

El Crecimiento celular es un proceso cuidadosamente 

regulado por la célula normal respondiendo a necesidades 

esPecificas del organismo. La proliferación de celulas es 

regulada por factores de crecimiento 

polipeptidica. Estos factores interaccionan 

de nat:uraleza 

con receptores 

celulares específicos que a su vez emiten sefiales a través 

de la fosforilación de proteínas para la síntesis de DNA y 

la división celular (17, 21) <ver sección 3.5). 

Ocasionalmente1 los controles que regulan la 

multiplicación celular no funcionan adecuadamente y comienza 

a darse un proceso en el cual existe proliferación de 

células que el cuerpo no necesita. Cuando estas células 

hijas también adquieren la capacidad de crecer sin regularse 

·se forma una masa de células que constituyen a lo que se 

denomina un tumor (3). Debido al riesgo que representa la 

presencia de tumores en el individuo y a las caracteristicas 

propias del tumor,· se han clasificado como tumores benignos 

y tumores malignos (4). 



l. 2 Deffnición de tumor~ benigno 

Se les llaman tumores behignos a aquellos que no 

represen~an riesgo al huésped debido que estan muy 

localizados, es decir que no invaden tejidos adyacentes. 

Otra caracteristica importante de este tipo de tumor es que 

sus células integrantes son muy semejantes a las que les 

dieron origen y pueden funcionar corno éstas. Los tumores 

benignos se convierten en un problema serio cuando comienz'an 

a interferir con las -funciones normales del organismo. 

1.3 Definición de tumor maligno 

Los tumoreS mplignos son aquellos que' amenazan la-vida 

-del individuo, presentando ciertas caracteristicas que lo 

diferencian del tumor benigno 13,13). La célula que lo 

constituye. se encuentra alterada profundamente, tanto desde 

el punto de vista morfológico como funcional, metabólico, 

a:ntigénico y genético º(3). Tiene distintas caracteristicas 

que la diferencian de la célula que le di6 origen, como son 

1a adquisición de la capacidad de crecer aceleradamente, 

inva.dir los tejidos vecinos y/o producir metástasis (2, 13). 

Las alteraciones morfológicas que presentan las células 

tumorales son el resultado o la expresión de las 

alteraciones tanto bioquimicas como genéticas que sufre la 
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célula tumoral: durante la transformacivn y progresión 

maligna Y.:,qu~ .. ~demt!s son los últimos .en ·manifestarse (8). 

Debido a la anaplasia (término que se refiere a la 

pérdida en mayor o menor grado de la diferenciacion que 

tenia la ~élula que le dió origen) que se presenta como 

rasgo fundamental an la célula tumoral maligna, las células 

presentan caracteristicas de pleomorfismo nuclear y celular, 

el tamaño de la c~lula e incluso del nucleo es mayor, 

nücleos hipercromáticos, la relacion nucleoc.itoplasmética 

puede llegar a ser casi de 1 a 1 en ve:.:: de s.er de 1 a 4 6 de 

1 a 6 como en la célula adulta diferenciada. La morfología 

nuclear también es muy variable y la cromatina puede 

encontrarse en masas y distribuida lo largo de la 

membrana nuclear. Se observan muchos nuclr::·:ilos prominentes, 

que es un indice morfológico del aumento de la capacidad de 

sintesis de las células. Mientras más an~plásico es un tumor 

generalmente se observan mayor número de mitosis siendo 

éstas anormales, ya que el huso acromático en ve:: de tener 

dos polos puede tener tres o más y a;.;;1 los cromosomas 

distribuirse de una manera más anárqui~a. Esto es !o que se 

conoce como mitosis bipolares, tripolares, tetrapolares o 

multipolares y se observa solamente en las neoplasias 

malignas. Hay cambios en las estructuras internas tales como 

la acentuación de la cromatina nuclear, en agregados a lo 

largo de la membrana nuclear, la simplificJción del retículo 

endoplásmico rugoso, aumento de los ribosomas libres, 
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Pl6omorfismo de las mitocondrias·, ·en oc.asiones ·con ·CristaiéS 

o cristaloides en su interfor y además. desorganización· en ·-su 

ei'éOesqueleto (13). Esta alteración en el fenotiPo pUe-de 

deberse a que existan continuos cambios en el genotiPo,,ya 

que existe un número anormal e inestable de c~omo~~mas, as~ 

como muchas anomalias cromosómicas. 

1. 4 Nomenclatura de los tumores 11alignós' · ~ ,-

Las.células normales de un organismo superior 

están subdivididas de acuerdo al _origen embrionario del 

-teJido~a¡ que pertenecen, por lo que también la nomenclatura 

·cte los tumores se establece asi. Hay que recordar que las 

células normales provienen de una de las tres capas 

embrion_arias: endodermo, ectodermo o mesodermo. Cuando un 

tumor maligno proviene del endodermo o ectodermo se la llama 

carcinoma y cuando proviene del mesodermo se le llama 

sarcoma. Las leucemias, que son una subdivisión de los 

sarcomas, crecen como Células individuales de la sangre, 

mientras que la mayoria de los tumores restantes son masas 

sólidas (3, 4). 

II. ,Los orígenes· del cáncer humano 

Estudios epidemiológicos aportan la evidencia de que 

existen factores externos como agerites quimicos. radiaciones 

y virus que Juegán un i:>apél muY importante en la g"eneráción 
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del c~ncer humana~ El cáncer humano es una combinación de 

los efect.os de.,estos factores (3, 12, 17), que ccnflu~·en 

para: Próducil-- una alteraci6.n a nivel del DNA, RNA y/o 

prot.einas. 

2.1 .Etapas __ en __ la formación de un tumor 

La ~~yoria _de los autores, coinc1den en- que el cáncer es 

un proceso en el que s~ presentan etapas- definidas: 

iniciaci6n, promoción y progresión. La transición entre cada 

uno de estos estados depende de factores exógenos y 

endógenos ~ ( 13) . 

En el cáncer colorrectal, por ejemplo, la inducción de 

tumores mediante sustancias quimicas está constituida, por 

dos o varios ~recesos distint.os: un hecho inicial 

irreversible. la iniciación, y una serie de acontecimientos 

,llamado~ de promoción, sucesivos y quizá múltiples. A 

continuación se detallarán las etapas de la formación del 

cáncer. 

-2.1.1 Iniciación 

Mu~hos tipos de agentes quim~cos inician el proceso de 

la carcinogénesis mediante la unión coval~nte ar·· DNA celular 

causandole dafio. como son las aminas aromáticas e 

hidrocarburos aromáticos policiclicos. Estos compuestos 
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~ambian la conf·:-rmacicn del DNA y sus funciones durante la 

r-:plicacivn y la transcripcion. La modificaci~n del DNA por 

agentes metilantes o etilZsntes, causan transtornos 

funcionales interfiriendo directamente con el apareamiento 

de bases. en vez de causar cambios en la conformación (17). 

Cuando_el DNA es dañado puede sufrir alteraciones de 

diversos tipos corno son mutaciones puntuales, deleciones, 

translocaciones, amplificaciones, y transposiciones de geries 

llamados protooncogenes y de otros genes que se relacionan 

con la formación del tumor (17). 

2: 1: 2 - Promo6ión tuziór-Bl : -

LO~_: 'prO!!loto're~ tumorales pueden ser definidos como 

compuestos que pueden presentar o no una actividad 

c~rcinogénica- muy leve pero que potencian la producción de 

un ~umor cuando son- a¡:Hicados repetid amente, seguida de una 

pequeña dosis de algún carcinógeno (iniciador). En cultivos 

celulares pueden provocar cambios a nivel epigenético 

uniéndose a receptores de membrana. 

La evolución del tumor depende de las sustancias 

promotoras. Si la acción promotora es débil los tumores 

formados son generalcnte benignos. Estos tumores son 

generalmente reversibles y desaparecen si la estimülaci6n 
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cesa. En estos estadios iniciales. las célula.s responden a 

la regulacion de la diferen::.ia-:ión peraiendu asi su carac:er 

t.umoral. En .::1 caso de 13 .:;ar.-:ir,,:.genesis qui.mica com,:. en Ls 

virica, la activación de un protoon·~ogene no puede ent:rañar 

la transformacion si la actividad de los otros genes 

celulares no lo permiten. El car¿cter maligno de los tumores 

inducidos por agentes quimicos aumenta si la acción 

Pl"'omot:ora persiste. Aunque se ha hablado de iniciacion Y de 

promocion como fenór.ienos aiE"lados. ambos efectos se pueden 

presentar en una misma sustancia. Los carcinógenos químicos 

de doble acción son potentes reactivos qu1m!cos capaces de 

dañar al DNA y al RNA y promove~ el desarrollo del tumor. 

Se conocen realmente muy pocos ejemplos de promotores y 

de su manera de acción. pero se sabe que no se unen al DNA 

sino que producen sus efectos iniciales a un nivel 

epigenético. Un ejemplo es el TP.Ói ( 12-0-tet.radecanoilforbol-

13-acetato), el cual induce ceimbios fenoti.picos en cultivos 

celulares de células de piel de ratón. La respuesta de este 

agente promotor es la de activar a la enzima PKC 

(proteincinasa) (17). 

La sobreexpresi6n de PKC altera el control del 

crecimiento. Esta produce una cascada de eventos los cuales 

incluyen alteraciones en la. función de los canales de iünes 

asociados a la membrana, en la expresión genética y por 

último,. cambios en la diferenciaci.C.n celular y 



·, 

proliferación, es decir_ que l . .:i PKC· regul~_-eventos críticos 

en los eventos de la promoción tumoral. y de la 

carcinogénesis multietapas. 

Los estudios anteriormente mencionados, aunque se 

refieren al TPA como promotor y a su forma de acción, pueden 

explicar la acción de otros promotores que tienen que ver 

con la carcinogénesis humana. Por ejemplo, se sabe que 

ciertos ácidos biliares que están implicados en la 

carcinogénesis del colon pued'2!n activar a la PKC, 

translocarla hacia la membrana e ir1ducir la expresión de 

forbina, una proteina que es inducida por la presencia de 

PKC y cuya función es aún desconocida ( 17). r~o se piensa que 

todos los promotores actúen directamente activando a la PKC, 

pero es posible que lo hagan indirectamente mediante la 

sobreproducción de diacilglicéridos (que son activadores de 

la PKC} o mediante la modificnción de las señales de 

transducción. 

Algunos aspectos importantes acerca de la 

carcinogénesis aún son desconocidas. Ciertas formas de 

cáncer -humano son debidas interacciones sinergisticas 

entre virus especificos los cuales tienen un potencial bajo 

(o no lo tienen) carcinogénico, y sustancias quimicas que 

tienen una actividad genot6;dca (iniciadores) o bien de 

promoción tumoral. 
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Existen sustancias que pueden actuar como iniciadores y 

promotores simulté:neamente en el proceso de la 

carcinogénesis , causando efectos fen·otipicos e imi tanda la 

acción de promotores tumorales. 

Aunque se han llevado a cabo estudios donde se describe 

la manera de acción de la PKC, se conoce realmente muy poco 

acerca de cómo son llevadas las señales desde el citoplasma 

hasta el nUcleo y asi alterar los patrones de la expresfón 

genética. 

2.1:.3 Progresión tUmoral 

Se sabe muy poco acerca de los eventos moleculares 

responsables de la progresión tumoral, por ejemplo, la 

conversión de tumores benignos a tumores malignos (2, 17, 

26). Sin embargo, existe evidencia de que el proceso es 

potenciado por agentes genotóxicos, lo que implica que la 

progresión debe involucrar daños posteriores al DNA (17). 

La amplificación de secuencias especificas de DNA {3, 

20) y la inestabilidad del cariotipo (13), parecen Jugar un 

papel importante en la progresión tumoral y la tendencia a 

malignizar tumores. Peyton Rous en 1939, describe la 

progresión tumoral como "el proceso por el cual los tumores 

van. de 1nal en peor". 
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2.2 Oncogenes 

Un oncogene es un gene celular o viral que puede 

inducir una o más características de transformación 

neoplásica cuando se introduce, solo o en combinación con 

otro gene, dentro de un tipo de célula apropiada. Los genes 

celu_lares normales que por mutación pueden ser convertidos ~ 

- oncogenes activados son llamados protooncogenes. EstOs 

codifican para componentes de las vias de señales de 

transducción que juegan un papel importante en.el control 

del "crecimiento y de la diferenciación. Inicialmente se" 

pensó que los carcinógenos actuaban modificando los 

protooncogenes para formar oncogenes activados, y esto 

· -1-1evaba a la anormalidad en el creciiniento y diferenciación 

celular imitá"ndo a las proteinas normales ( 1) . 

También se dice que los oncogenes son genes dominuntes, 

cuya función es contra·rrestada por otros genes recesi vos 

llamados genes supresores de tumor o antioncogenes. Se 

Presenta- ra -transformación neoplásica sólo cuando se ve 

alterada su función (33). 

No se sabe con exac~itud cómo actúan los productos de 

los oncogenes dentro dnl proceso neoplásico. Existen dos 

hipótesis: una de ellas dice que las proteínas derivadas de 

oncogenes tienen funciones anormales debido a una alteración 
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en su-protooncogene (22). 

La segunda hipótesis dice que la transformación 

neoplásica se da por sobreexpresión de proteinas que 

desempefian funciones normales de la célula. Esta 

-sobreproducción de proteínas viene acompañada de la 

amplificación de ciertos oncogenes que normalmen~e son 

silenciosos. Al parecer hay posiciones que son preferidas 

para la amplificaciOn celular de genes. debido a que estos 

rearreglos cromosómicos pueden facilitar la amplificación 

g~nica por posicionamiento de secuencias cruciales de DNA en 

un orden favorable (20}, 

2.2.1 Estrategias en la caracterización de oncogenes y 

protooncogenes 

Se han desarrollado 

caracterización y función 

estrategias para 

de oncogenes en 

lograr la 

la célula 

transformada y de protooncogenes en la célula normal (34). 

se han realizado estudlos en genética molecular para 

establecer las consecuencias de la transferencia de genes 

-----mediante las tres técnicas siguientes: 1) A través de la 

introducción directa de DNA, 2) por la infección con virus 

vectores de células en cultivo o animales de laboratorio y 

3) por la producción de ratones transgénicos. La utilización 

de técnicas inmunológicas para la producción de anticuerpos 

en contra de proteínas oncogénicas es otra técnica utilizada 
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en -este tipo de investigaciones y consist:e en aislar los 

genes que codifican para estas proteínas e introducirlos a 

un virus vector, con el cual se infectaré una gran 

variedad de células para producirlas en grandes cantidades. 

Al purificar parcialmente estas proteínas, se pueden inducir 

anticuerpos específicos en animales. Alternativamente, al 

conocer la secuencia nucleo~idica d~ la proteina oncogénica, 

se puede sintetizar en el laboratorio, para ser utilizada 

como antígeno en ensayos inmunologicos. Por último '1a 

realización de experimentos bioquímicos con el objeto de 

conocer la actividad y la localización de las proteínas ha 

arrojado luz al conocimiento de los mecanismos í~plicados en 

la carcinogénesis. A este respecto se pueden seguir varias 

estrategias. Una de ellas es utilizar la información previa 

acerca de la secuencia de proteínas cuya función ya es 

conocida y compararla con la secuencia de proteínas 

oncogénicas. Al encontrar cierta hornologia, se puede 

sospechar que la actividad de la proteína oncogénica en 

estudio es similar a ·1a de la proteina conocida. Otro 

procedimiento que se utiliza consiste en el uso de 

anticuerpos en combinación con técnicaB de fraccionamiento 

celular para conocer la localización y el tamaño de la 

Pl"()~eina oncogénica-dentro de -Íac célula; 

2.2.2.Actividad oncógénica 

tos on9ogenes pueden ser . agrupados en base a las 



¡.;; ·-'~le•Ja·'.le$ estructurales je sus productos. El grupc. mt:is 

grande incluye aquellos ·:.on actividad de ti!·osina cind.sa, 

como son abl, fes/fps, fgr, ros, 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 y mos {25). Este descubrimiento entrana enorme 

interés pues es sabido que :.ügunas de las proteínas son 

reguladas mediante fosforilación (1). Una d~ las proteinas 

que se fosforilan es la vinculina. Esta proteina se sabe que 

se encuentra relacionada con la configuración del 

citoesqueleto y que provoca un cambie en la morfologia de 

las celulac en cultivo. Otros grupos incluyen al oncogene 

sis cuyo producto está estructuralmente relacionado con un 

factor de crecimiento; aquellos corno la familia ras que 

enlazan guanosina trifosfatasa; aquellos que son proteinas 

nucleares como fos, myb y myc; y aquello~ que se encuentran 

en el citoplasma corno ets, 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 diferenciación celular y podrian detener la evolución y 

crecimiento de una masa tumoral (17). La inactivación de 

estos genes por mutaciones podria desencadenar el desarrollo 



de una neoplasia, lo que implica que su función normal es 

limitar el crecimiento celular (34). 

No se conoce aún la función de la mayor.ia·; de lc;>s , genes"' ' . . ~ : . ·:' 
supresores de tumor, aunque pueden funciOnar :_'de alguli.a de 

las-siguientes maneras: 

a) Los productos de esos loci interactúari de una' 

antagonista Con proteínas de oncogenes y pr6t~oP~og~ri~s ~:;.·Por,. 

_ejemplo la proteina Rb que se -.u~e. __ ~ losº~prod\iC-tQS·_,d~~---¡·a-B 

regiones transformantes de SV40 y p~piliam;Jir~~ _íri·~·J.b~~~d.0'. 
el desarrollo del tumor. 

b) Podrían codificar también para prote~nas:._nece_sar~-as en el­

proce::;o de la diferenciaci6n y desarrollo del or·ganiSnío. L() 

anterior estaría apoyado en el hecho de que_ una célula 

tumoral presenta inhibición de la diferenciación. 

e) También es posible que esos genes codifiquen para 

productos que capaciten a las .células a responder a señales 

que causen inhibición del crecimiento o inducción de la· 

diferenciación, haciendo que la célula prolifere de una 

manera anormal. 

Se han descubiert.o diStintos genes sup~esores de tumor 

mediante el análisis cromosómicó de células de . d_istintos 
. . 

tipos de tumor donde se· e·ncontraba la .deleci6n o 

translocaci6n _de .":hi~rtoS ·rragmeiytos cromos6micos y _que 

posiblení~nt~: ~~~ifi·~·~·~'~ ·, para un,. gene Supresor de ti.Jmor. 

Existen alrededor de 16 posibles genes, de los cuales los 
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más estudiildos son la proteína Rb de retinoblastoma, el 

tumor de Wilm que es un cáncer de células embrionarias de 

riñón, el del cáncer de células renales, el del carcinoma de 

pulmón de células pequeñas y el del cáncer colorrectal. En 

este último se han perdido el brazo largo del cromosoma 5, 

_el brazo corto del cromosoma 17 y el 18. 

2 .. 4 Mecanismos de invasividad (metastasis) 

·uno.de 'los.criterios por medio de los cuales se evalúa 

.el pronóstico del- paciente que padece .de .·c-anéer, es el g.t-ado 

de invasividad que presente 
- --¡--­
el tumor. A menor.invasividad 

. . --

in~JO'r. pr~n6stico. 

'Una de las caracteristicas de las células neoplésicas 

es la· .de .invadir el tejido circundante (3). A esta propiedad 

se le conoce con el nombre de invasividad. Se ha propuesto 

el.siguiente mecanismo mediante el cual la célula puede 

invadir el tejido circundante y producir me~Astasis: 

1.- Desprendimiento de las células invasoras del 

conglomerado celular del tumor 

2.·- Penetración a través de la matriz extracelular 

3.- Destrucción de la membrana basal a los vasos sanguineos 

4.- Acceso a la luz de e~os vasos sanguineos 

s.- Viaje por la circulación y su alojamiento en otro sitio 

de la microcirculación mediante la adherencia de ·'.los vasos 

capilares 
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6.- Nuevamente la ruptura de la membrana basa"l 

7.- La invasión del tejido extracelular circundante 

a.~ Crecimiento en el nuevo microambiente. 

Al proceso anterior se le conoce como- "'casc8da 

metastásica y deben distinguirse dos fases, :"rJnd~~~ritale-s: 

una la de la invasión propiamente dicha: y: la·'·at~a'.1'a'··del 

depOsi to de estas células en el teJido blan~b: .:~9-~c1'~·~ Crecerán 

en forma independiente ( 13, a, 12) .- · 
_--,.-

····' .·, 
:.__.~;_.,-.,;,-:.:=~- "'"-.~-~-

Evidencia experimental. sugiere que_, él fenotipo 
·_-, - -,~ ·. -_·- ~--~' :'.:-: ---- '- ·-

metas t ási co es hereditario _y ·altaníente~:. conservado en la 
.-'· -_ . 

evolución y puede ser conferido -·a'-~ria--céiUt~- no·· metastásic·a 

mediante transferencia genómica del DNA .(35). 

Las clonas individuales provenientes de un mismo tumor 

primario difieren en su capacidad metastásica,. por lo que·se 

les considera heterogérteas en su comportamiento metastásico, 

teniendo cada una de ellas especificidad para el órgano que 

metastatizan debido posiblemente a la presencia de. 

receptore3 {13). 

La capacidad migrar.oria de la célula · depende de sus 

propiedades intrinseCdS y de las condiciones generales del 

indtviduo. 
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En cuanto a sus propiedades intrins~cas éstas se 

refieren tres grupos de enzimas involucradas en la 

destrucción del tejido, como colagenasas, serinoproteasas y 

las tiolproteinasas. Disuelven la membrana basal y fibras de 

colágeno en el tejido conectivo que obstruye su proceso de 

invasión. 

Las alteraciones que se presentan en la superficie 

celúla tumoral pueden afectar su adhesión a otras 

células, funcionalidad de los receptores y promover el 

desprendimiento del tejido. 

Acerca de los factores extrinsecos se dice que la 

metástasis resulta de anormalidades adquiridas en la 

regulación 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 del­

huésped pueden inhibir o favorecer la fo~mación secundaria 

de tumores) (34). 

Virtualmente todas las característica~ fenotípicas de 

las células de un tumor dado resulta de la activación 

inapropiada de genes que normalmente sólo son expresadas en 

otras células del mismo organismo o en otros estados de su 

desarrollo. Se supone que esta expresión inapropiada de 

genes normalmente silenciosos en la mayoria d~ las células 

es responsable del comportamiento metastésico. 
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2. 5 Factores de crecimiento Y .. rec~ptores hormonales 

Los factores de creCi~iento· .son mensajeros 

polipeptidicos que afectan .·al 'crecimiento y la 

diferenciación de un Upo ·especificó 'de ·éélulas animales, 

tanto en organismos en desarrollo como 'en cultivos de 

tejidos (3), 

·se sabe que en distintos tipos de cáncer responden a 'la 

influencia de hormonas debido a que la célula sintetiza 

cantidades ex~geradas de receptores para estas hormonas. Un 

ejemplo claro de ésto es el cAncer de mama, ya que se ha 

demostrado que sintetiza receptores para estr6genos y 

progestágenos (13). 

La proliferación de células en cultivo es regulada por 

factores de crecimiento de naturaleza polipeptidica (21). 

Hastá'el momento se conocen los siguientes: El factor de 

crecimiento nervioso (NGFJ, el factor de crecimiento 

epidérmico (EGFJ y el factor de c.recimiento derivado deTás 

plaquetas (PDGF)~ cuando se añade cualquiera de éstos a un 

cultivo de células que no se estén dividiendo promueve la 

divisi~n una sola vez (3, l, 13). 

Los factores de crdcimiento actúan mandando su señal 

unidos a receptores especificos en la membrana plásmática. 

La molécula receptora posee una función doble~ se une al 
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factor de crecimiento y fosforila la tirosina de proteínas 

celulares. El receptor es una proteína que atraviesa la 

membrana; la parte que queda en el exterior reconoce al 

factor, y la región catalítica situada en el interior de la 

célula es el lugar donde se realiza la fosforilación. La 

unión con el factor debe transmitir una señal, a través de 

la membrana, que incrementa la actividad de cinasa de la 

región catalitica. 

se han encontrado ciertas homologías entre productos de 

oncogenes y algunos factores de crecimiento. La PDGF humana 

tiene homología con el producto de v-sis. El receptor de EGF 

presenta homología con v-erb-B. Recientemente, la proteina 

de c-fms ha sido identificada como receptor para el factor 

de crecimiento de células mieloides, el factor 1 estimulante 

de colonias. 

Hay tres sitios en ¡as vias de contr~l del,crecimi~nto 

en las cuales las proteinas de: oncogenes pUeden influir en 

el crecimiento del tumor (21} 

1.-.La proteina puede imitar un factor de crecimiento y 

unirse a los receptores 
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2. - La proteina oncogénica puede funciona.r· ~~'2~-~-!J_Q_Q~~~~ña.1es~-~----

eQU1Va1eOtes u_n recepi:or asociado a· un -factor ·de 

crecimiento 

3.- La proteina oncogénica puede actuar en una via 

intracelular de control del crecimiento desacoplándolo de la 
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necesidad de un estimulo ex6geno. Los oncogenes relacionados 

con vias de crecimiento a nivel de postreceptor, son la 

familia src, yes, fgr, fps/fes, ros y abl, cuya actividad es 

de tirosina cinasa. ActUan fosforilando proteínas que 

contienen tirosina, dando de esta manera un estimulo 

mitogénico continuo. 

Las proteínas de· ras pueden-transducir señales desde 

los receptores de l·a ·superficie celular mediante l.a 

determinadas por muchos oncogenes 

usurpen.: algún" mecanismo de control del crecimiento, 

foSf Óril"ando alguna proteina que normalmente es reconocida 

por la cinasa de un receptor, promoviendo la división de la 

célula infectada. 

2. 6 Marcadores tum·orales 

La células cancerosas representan células c_o11_ __ distintos-

grados-de diferenciación. Algunas de éstas pueden expresar 

proteínas que son caracteristicas de las células 

embrionarias o fetales. A estas proteínas se les llaman 

productos o anti&...::nos oncofetales, ya que deben estar 

suprimidas en una célula normal. 



De los' antígenos oncofetales más estudiados tenemos la alfa­

feto proteína1 el antígeno carcinoembrionario {CEA}, la 

fracción beta de la gonadotrofina corionica, la beta~2-

microglobulina, algunas isoenzimas de la fosfatasa alcalina 

como la isoenzima P o Regan y las isoenzimas 4 y S de-1~ 

deshidrogenasa léctica (13). 

La expresion de la alfa feto proteina se encuentra 

relacionada con los canceres del higado y· ·algu .. nos t-~mO?-.eS 

gonadales de testiculo y ovario.(13} 

Se ha estudiado exhaustivamente el antígeno 

carcinoembrionario {CEA) como un marcador del c~ncer 

colorrectal, aunque hasta la fecha no ha resultado ser tan 

sensible al tratarse de un diagnóstico precoz. Los pacientes 

que presentan altos niveles del CEA se encuentran en un 

estadío avanzado de la enf¿rmedad. Por otra parte se pueden 

encontrar niveles altos en otras enfermedades benignas. Al 

parecer no se encuentra relación entre la expresión del 

antigeno y los factores de riesgo relacionados con el 

carcinoma (13, 4). 

La isoenzima de la fosfatasa alcalina llamada. P o Regan 

se e-Xpresa -en tumores -de- diferente estirpe- y ei--. aUiñent.o-de 

la glucosa-6-fosf ato deshidrogenasa y deshidro;:enasa 

láctica, ambas enzimas de la via glucolitica, hablan del 

predominio de la ¡¡lucólisis anaerobia en tejidos 
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neoplAsicos .-

A. pesar_. de-" lós esf'uerzos realizados, no se ha podido 

en~o.nt:l:~r.·µ~" -~f~c~~Or~;-~.niversal del cáncer que permita de 

una mahérá' :;úcn ~','rápida identificar de manera general la 

presenc·{~:··d:~-> ~A-~-der> "e~: ·_liquidOs corporales o tejidos de un 

· indiv.iciÜoo;' 

-,"" __ S~~- ~o_l~c.ul3:s~,~-que_ -se~ ~~P1:"_esan en las células tumorales 

·corñ9 r·e-s-Ultado -de--" la:~ al teracii6n causada por el agente 

car-Cin6-~~Ílo ~- ·iaS -cua1e-s-. SC?ri. ~econocid_as como extraf"ias-_-para 

el· sistema inmune (39);'° 

Existen tres tipos de antigenos (13): 

1.- .Los antfgenps clase-I. Son propios de.un solo:_tumor y no 

se encuentran en ningún otro tejido. 

2.- Los antigenos clase II. Están presentes.en 'tumores de 

distintos individuos y ·ocasional-mente en. .tcijid.Os sa.nos·.-~ 

3.- Los antigenos clase III. Se encuentran ampliamente 

diatribuidoa en tejido tumoral y en tejido sano. 

III. Tumores benignos 

'.' . "· .. ' ~ .. '·- ' -·_, ; ' 

En lo que 'res_P~f17a.:- a1 - C<;>~<?ri : .. '.'tieri~ ·.dos funciones 

prinéipalés: ,absorcion:: 'de agua, Y,.eiectrolitos a partir del 

quimo.y el, almace'~á~ie~t.o'' de'm~t~ri.a fecal hasta que pueda 
-. _· • l ... , .. ,-,,-,'. ' .• 
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expulsarse al exterior. La primera mitad del colon es de 

absorción principalmente y la mitad distal tiene que ver con 

el almacenamiento, por lo que sus movimientos son bastante 

lentos (18). Esto hace que los carcinógenos presentes en los 

alimentos tengan mayor contacto con la mucosa intestinal. A 

este respecto 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 cáncer 

colorreCtal. Lo anterior se explicará más ampliamente en el 

punto 5.2. 

_Los pólipos_ o .tumores benignos de colon -se' 

masas visibles de tejido que protuyen hácia la luz del. 

condu.cto gastrointestinal, independientemente de sU :. ta~3flo. 

forma o· tipo histológico (4), 

Se les llama p~lipos debido a que se proyectan_hacia la 

luz intestinal. Existen distintos tipos histológicos de 

pólipos y se pueden dividir con base en su grado de 

agresividad, siendo neoplásicas o no neoplásicas. Los 

- pólipos rio neioplasicos cOmprenden pólipos_ hiperplásicos, 

inflamatorios, juveniles y hamartomas. Los pOlipos 

neoplásicos pueden ser benignos (pólipo adenomatoso) o 

malignos (carcinoma polipoide). Los no neoplásicos son más 

frecuentes, pero los neoplásicos causan mayor morbilidad y 

mortalidad. 
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Algunos tipos histolOgicos de pólipos carecen de 

consecuencias clínicas y otros pueden producir síntomas, mas 

sin embargo 

maligna. 

esto no implica riesgo de transformación 

3.1 Clasificación de tumores polipoides de colon 

A continuación se expone brevemente la -·"cli.SificaciOn de 

los tumores polipoides del colon (4): 

I. Tumores epiteliales 

A. Hiperplásicos 

B. Adenomas 

C. Adenomatosis 

II. Tumores no epiteliales 

A. Tumores de músculo liso Cleimiomas) 

B. Tumores vasculares 

C. Lipomas 

III. Hamartomas 

A. Pólipos y poliposis de Peutz-Jeghers 

B. Pólipos y poliposis juvenil 

c. Neurofibromas y ganglioneuromas 

IV. Tumores inflamatoriOs o reac-tivos 

f\. Pseud.opólipos inflamatorios 
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B. Pólipos linfoides 

c. Granulomas polipoideos y de· bario 

V .. Tumores mixtos 

· De todos los tipos de pólipos anteriores únicamente se 

acepta que los adenomas tengan cierta tendencia a 

malignizarse {aproximadamente sólo el 17. lo hacen}, ya que 

experimentan cambios bioquimicos que se pueden observar en 

la célula neoplásica. Existe evidencia experimental del paso 

de adenoma a adenocarcinoma, pero hay que tomarla con 

reserva, ya que fue lograda en cultivos celulares (2). No se 

tienen datos en México de la incidencia de estos pólipos. 

Existe evidencia experimental de que los pólipos pueden 

ser precursores de carcinomas de intestino grueso (11). Los 

autores realizan electroforesis bidimensionales de tejido de 

pólipos y adenocarcinornas y encuentran que los patrones 

proteicos son muy semejantes entre si, siendo a su vez 

éstos diferentes a aquellos mostrados en los tejidos 

normales. No todos los adenomas se transforman en cáncer, ya 

que existe alta incidencia de pólipos 

cáncer detectados. 

sobre los casos de 

se ha demostrado que ~xisten cambios bioquímicos ~n los 

adenocarcinomas, como el aumento de la actividad de la 

Glucosa-6-fosfato deshidrogenasa, piruvato cinasa Y lactato 
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deshidrogenasa. Estos cambios pueden presentarse en algunos 

pólipos, pero no en tejido sano. lo que aporta más-evidencia 

de la predisposición a la malignizaciOn del tejido (11). 

3.2 Frecuencia y distribución 

En los pólipos de colon existe cierta prevalencia en 

personas~ -que· han sobrepasado la edad de, 30 años. La 

coincidencia d~. que_-~ambién_· en el cáncer de colon se vea 

este-aumento a la edad de 30 años • es una de ·las razones 

por_ ·las cuales se acepta que los pólip~s y ~n especial los 

adenomas, sean considerados como estadO preneop~á~ico_, e~ 

decir con riesgo a malignizarse. 

Este tipo de lesiones son·- más frécuentes en el hombre 

que en la mujer (4). 

Para.establecer la localización del pólipo dentro del 

: cuerpo del paci-en'te, se han hecho estudios de necropsia y 

se·. ha pódido comprobar que aproximadamente el 20?. de los 

pólipos de~ intestino grueso se localizan en el recto, 30?. 

en el sigmoide y el colon descendente, el 20~ 1~n el colon 

transverso y el 30% en el ciego y en colon ascendente. La 

importancia de conocer el porcentaje de la localizacion de 

los pólipos en el intestino se deriva del método adecuado de 

diat:nóstico que sea utiliZado, ya que de no ser asi, podria 

pasar desapercibido algún tumor benigno que no estuviera 
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dentro de los limite~ a~ep:tados en·~1a eficaCia del método. 

3.3 Etiologia 

La etiologia de los pólipos benignos de colon ·varia 

segun el tipo de pólipo. Debido a. que los f~ctore~· so-bre la 

etiología son comunes a los de los tumores malignos, se 

trataran· més detenidamente en el tema correSpond~ente. 

IV. Tumores malignos de colon y recto 

El desarrollo de tumores malignos no repre~enta 

solamente el desarrollo y proliferación de células 

neoplásicas, sino también la falla del mecanismo 

inmunológico del individuo para eliminar células aberrantes. 

Para llevarse a cabo una vigilancia inmunológica efectiva 

es necesario contar no solamente con un huésped 

inmunocompetente sino también con la expresión de moléculas 

de clase I del complejo Hayor de H1stocompatibilidad (HHC) 

que acompañan a los antígenos propios del tumor 

(neoantigenos)-. 

Los tumores malignos de colon y de rec~o se pueden 

clasificar en primarios y moetastá.::;icos. Los tumores malignos 

primarios son los que ~e originan del colon y del recto. Los 

metastásicos son aquellos que afee.tan estos sitios 

proveniendo de lugares distantes o bi<.~n que lo afectan como 
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consecuencia de un:·pr~cese:· de disemiriación.· (4). 

4>'1 An.at.omia patológica 

Ei cáncer· colorrectal se disemina por extensión 

di:.reC?t~_.· ya sea infiltrando diferentes capas del intestino o 

bien en sentido longitudinal. Las vias que puede utilizar 

_para su diseminación son la via linfática, vascular y por 

siembras tumorales durante la operación a la que podría Se 

sometido el paciente. El órgano que es más común de 

metastésis a distancia es el higado, siguiendo en frecuencia 

el pulmón y los huesos (40). 

4.1.1 Rasgos macroscópicos 

El 'adenocarcinoma puede tomar una de estas cuatro 

configuraciones macroscópicas: exofi tico ,· ulceroso, 

infiltrativo o anular. La loi:::aliz8Ci6ri·rara vez modifica el 

tipo de configuración y además tiene que ver con el 

pronóstico de la enfermedad. 

4.1.2 Rasgos microscópicos 

Los rasgos histológicos que se relacionan con el 

pronóstico incluyen el grado de diferenciación, el grado de 

afectación de los g.,nglios linfáticos, las caracteristicas 

de las márgenes principales del tumor, la infiltración 
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linfática, v~nosa o Perinuciear,. la pres.encia de inf!.amación 

en la zona, -"la a.feetációri de los órganos vecinos 1 etc. 

Los rasgos 

diferenciaciOnl 

anteriores {excepto el grado 

para 

de 

la se consideran parámetros 

clasificación de Duke en el cancer colorrectal (36). En la 

etapa A el tumor esta limitado a la mucosa y submucosa. En 

la etapa B se encuentra diseminado a la capa muscular o 

serosa. La etapa e corresponde a la diseminación a ganglios 

linfáticos regionales. Por último, en la etapa D ya existen 

metástasis lejanas. 

En la población de la Ciudad de México, en 1988 se 

tuvieron un total de 387 casos de cáncer de colon, 

correspondiendo 3 casos a la extensión clínica in situ 

(Etapa A}, 209 casos a localizado (Etapa B), 93 casos a 

metástasis regional {Etapa C), 46 casos a diseminado (Etapa 

0) y en 36 casos no se determinó o no se pudo recopilar la 

información adecuada (28). Entre menor invasividad y 

metástasis presente el tumor será mayor la sobrevida del 

paciente ( 19) . 

4.1.3 Tipos histológicos 

Los grados de diferenciación del tumor son una 

herramienta muy útil para el.patólogo cuando es· usado como 



un indicador pronóstico. Existen varios sistemas, como el de 

numeración (de 1 a 3 6 4), la clasificación de Broders, o de 

una serie de términos descriptivos como "bien diferenciado", 

"moderadamente diferenciado", "poco diferenciado" e 

"indiferenciado o "anaplasico". Este último es el utilizado 

en el presente trabajo, por los que se explicara más 

ampliamente lo que involucra cada uno de ellos 

Los tumores bien diferenciados son aquello~ que 

formados en su mayoria por estructuras- glandulares·_;prOvist'as 

- -basal·.---· 

que presentan una polaridad .·y una e· orientaci"ón 
'. -='--~- ~)-oio~~<-;.:'----;• : ' 

: .. /::. :·.\r<~·-,·>:._. 
Los moderadamente diferenciados son , pred,omiria,ntení.~nte 
.··:-.· 

gla~dillélres :; aÜ~que presenten una pequena · ·pérdida de la 

·po{~~ida~ -~--.la: ~ri-~nta~ión nuclear. 

Los tumores poco diferenciados se caracterizan porque 

su tendencia a formar ' láminas y nidos predomina sobre la 

formación de elementos glandulares. 

Un tumor indiferenciado es aquel que no presenta 

elementos glandulares. Existen variantes de este tipo de 

tumor como el carcinoma de células de anil.lo de sello o el 

carcinoma mucinoso. Este tipo de tumores presentan un 

pronóstico bastante malo, debido a que cuando la mucina 

ocupa el &O?. del volumen total del tumor, la sobrevida del 
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individuo a los 5 años es de 31 al 747.. El papel de la 

mucina todavía no está bien establecido, pero se piensa que 

tiene que ver con la separación de los planos tisulares. y 

una alteracion de la integridad vascular Y-del glucocaliz 

tumoral, facilitando asi el proceso de metastasis y 

alterando la barrera inmunológica. 

En"el Registro Nacional de Cáncer de 1988 se tienen 

registrados los tipo histológicos considerados en el céncer 

colorrectal. El más frecuente es el adenocarcinoma SAI que 

representa el 79.6~ del total, siguiéndole el adenocarcinoma 

secr"etante de mucina con 4.7?. y el adenocarcinoma mucinoso 

con 4.17.. 

El. contenido de DNA de las células tumorales refleja 

mejor el grado.de malignidad del tumor y se relaciona asi 

con --el - pronóstico. Si éste es aneuploide o heteroploide se 

asocia con un pronóstico poco favorable. El contenido de RNA 

también puede ser interpretado de la misma manera. 

"4 ·. 2 Alteraciones cromosómicas y proteínas o~cogé_~icas: 

en cáncer colorrectal 

Para entender los cambios q.ue su~re la célula .en·. la 

carcinogénesis se requiere del análisis de la eiq:iresión 

metabólica de los tumores que provengan de la diferentea · 

etapas de la progresión tumoral. 



Analisis citogenéticos han demostrado deleciones del 

brazo co'rto del cromosoma 17 en casi el 75~ de los túmores 

analizados. Otros investigadores han demostrado deleciones 

en el brazo largo del cromosoma s en el 40~ de los 

adenocarcinomas analizados. Pueden o no mostrar la pérdida 

simultáneamente. Más 

del brazo largo 

re1:;ientemente se ha encontrado pérdida 

del cromosoma 18 y alteraciones del 

cromosoma 11 (5). También se ha demostrado la activación del 

gene c-Ki-ras (generalmente por mutación puntual en el coctºón 

12) (5). El gene ras también se puede encontrar activado en 

las lesiones premalignas, por lo que se piensa que pueda 

estar involucrado con la hiperplasia benigna, la pérdida de 

la heterocigocidad alélica en uno o más cromosomas, 

contribuyendo así al desarrollo del tumor (33). 

En·general, la expreSi6n aumentada de un oncogene 

parece ser necesaria para'el crecimiento incontrolado de la 

célula tumoral. La proteina correspondiente también se 

encuentra aumentada {20). En cáncer colorrectal se han 

encontrado alterados los siguientes oncogenes: c-myb, c-myc 

(31), familia ras, src, fyn Y yes. 

El oncogene ras se encontró expresado en el 407. de los 

tumores analizados {~4), siendo su mecanismo de acción Y 

relevancia desconocidos. La proteina de ras puede transducir 

se~~les desde los receptores de superf !cie celular mediante 
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regulación de la adenilato ciclasa y subir los niveles de 

At1Pc (21). El producto de ras corresponde a una proteína de 

peso molecular de 21 kD. 

El análisis del oncogene myc aumento alrededor de 30 

copias, al igual que myb. Las proteinas correspondientes 

tambien pueden ser encontradas en altas concentraciones. El 

producto de myc puede encontrarse unido a otras proteinas. 

Por ejemplo, puede asociarse formando una. proteína de fusión 

gag-myc de 110 Y.O. o en una poliproteina de 200 ~:D gag-pol-

mvc, asi como también puede encontrarse sola siendo una 

proteina de 58 a 63 kD. El producto de rnyb puede encontrarse 

como una proteína aislada de 48 kO, o bien como proteína de 

fusión de 130 kD (25). Estos oncogenes al ser nucleares, se 

cree que regulan la expresión de otros genes necesarios para 

la respuesta mit6tica (21), 

La proteina de src de· peso molecular de 60 kD actúa de 

manera similar ·que.los factores de crecimiento conocidos, 

fosforilando a la tirosina estimulando el crecimiento 

celular. 

Aunque.existe .. la especificidad de la sobreexpresi6n de 

una oncoproteina: en su corres pon.diente tipo de cancer, hay 

que hacer ·notar ,que los oncogenes alterados, no son 

exclusivos del cáncer colorrectJl. Por ejemplo en el cancer 
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de -mama-,· e~t~·- cóll!Pl'Ob~da la" sobre~xpresion d7 l.a proteína de 

myc. 

4. 3. EÚología 

La adopción de regímenes alimenticios altos :en·fibra 

reduce el -tiempo de 

cualquier carcinógeno 

contacto con la mucosa 

tra.nsito 

permanece 

intes~ina.i-?. por lo --'.que 

durante menos ~:i~~mP'? en 

Estudios epidemiológicos han· sugerido que diversos 

cé.nceres como el de colon. máma-, _Pan~r-~aS' Y próstata estAn 

asociados con la dieta 81 ta-'eri car-ne-.y·:-grasa y ,·baja- en fibra-

y cereales. 

En paises desarrollados el adenocarcinoma de colon es 

más prevalente, especialmente en Norteamérica y Europa ll6 1 

19, 37). Sin embargo se puede observar lo contrario en 

paises como Sudamérica, Asia y Africa donde las tasas de 

cáncer colorrectal son más bajas. Por lo anterior se acepta 

de manera general, que la dieta es el principal factor 

-etiológico siendo altas en grasa y bajas en fibras 

características de los paises del primer mundo y altas en 

fibras y bajas en grasa en el el tercer mundo. Aunque hasta 

la fecha no se sabe con exactitud cual es el papel de ambos 

factores en la carcinogénesis del cáncer colorrectal, se 

47 



piensa que se trata de un proceso cornpl~jo en el cual se 

interrelacionan de alguna manera ambos factores· (7}. 

Existen cinco hipotesis que tratan de explicar el papel 

de los carcinógenos iniciadores y promotores en el proceso 

de carcinogénesis. Actualmente se comprueban con datos de 

laboratorio. epidemiológicos y clinicos (5}. 

Fecapentanos: Pertenecen al grupo de los éteres de glicerol 

y alcoholes insaturados conteniendo 5 dobles enlaces 

conjugados. Estos agentes rnutagéniccs se forman en el lumen· 

del colon. su precursor se desconoce pero se sabe que son 

producidos por algunas cepas de Bacteroides. 

3-cetosteroides: Estos esteroides citotó~icos y genotóxicos 

actúan como iniciadores y promotores en el epitelio del 

colen. Su concentración en las heces varia enormemente 

posiblemente debido a la cantidad formada a partir del 

colesterol presente en la comida como en el lumen del colon. 

Productos de pirólisis de comida: Alimentos que se calientan 

arriba de ioo e contienen productos- de pfr6Ü~i~ -los --~uales 
actúan como iniciadores. 

Deficiencia de calcio: Se conoce que los ácidos biliares son 

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

se observa mavilizaci6n de acidos biliares que son 



requeridos para su solubilizacion y es por esto que se le 

asocia al consumo de grasa con el cáncer de colon. El 

consumo de calcio en la dieta reduce el efecto de los ácidos 

biliares ya que probablemente precipite a éstos como sus 

sales, reduciendo asi la concentración de los ácidos 

biliares libres en solucion en el colon y recto. 

La pérdida de células epiteliales llevan a incrementar su 

proliferación y a incrementar su sensibilidad a 

carcinógenos. Se asume que los _promotores de carcinogénes'is 

pueden_ induc,ii:-_ proliferación celular. 

pH fecal alto: En dietas altas en grasas y protein~s y _baja"s 

en fibras. . el pH fecal llega a alcalinizarse. Esto __ 8.f~cta 

la soiubilidad de los écidos biliares siendo rnayor,a,pH-alto 

lo- que-· lleVa a tener en solución una may~r-- COn~-en~r~ción 

libre que pueda dañar el epitelio. 

El planteamiento que se ha usado' para· probar las 

hipóteSis en el origen del cáncer de· colon involucra dos 

pasos:a} el uso de ensayos biológicos para definir los 

posibles {actores carcinogénicos y b) la prueba de la 

importancia de estos factores. En a, en el medio ambiente se 

buscan agentes carcinógenos involucrados y se formula una 

hipótesis. En b, se prueba la hipótesis para ver qué tanto 

explica la enfermedad. 
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Para buscar los posibles carcinógenos se usaron tres 

métodos: 

nucleares 

análisis mutacional y un ensayo de aberraciones 

para posibles agentes iniciadores y de 

proliferación del epitelio del colon para posibles 

promotores. Es necesario realizar mayor número de ensayos 

especificas para definir aquellos factores carcinogénicos 

Para establecer la validez de la hipótesis de los. 

agentes etiológicos, se usaron los tres criterios 

siguientes:a} Probar si el posible carcinógeno puede inducir 

o promover el cAncer en animales. b) Probar si el agente 

está asociado con la enfermedad en humanos en estudios 

epidemiológicos, el Probar si eliminando el agente del 

medio ambiente se puede disminuir la incidencia de la 

enfermedad. 

Se ha hablado de que las bebidas alcohólicas, 

especialmente la cerveza, tienen relacion con la aparición 

del cáncer de colon y r~cto. A~n~ue todavia no está claro nu 

efecto se cree que tiene que ver con la modificación de la 

flora fecal o bien con la concentración de esteroides 

fecales (4). 

Existen algunas pruebas de que el retino! y los 

carotenos ejercen un efecto protector contra el céncer, 

incluido el colorrectal, asi corno también presentan este 

efect9 el ácido asc6rbico y el selenio (4). 
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4.4 Epidemiologia 

Gracias a " lós estudios epidemiológicos que se han 

rea)_ izado e!l~- , el tema del cancer de colon y recto se han 

logrado correlacionar las posibles causas de este tipo de 

cáncer·~. _se_ J1a podido establecer la edad promedio en la cual 

es ·más fre_l?ueñt~-.- el .Sexo mas afectado,_ los factores de 

riesgo, etc'. 

~ 4. 4 .1 Distribución por grupos de edad 

En estudios realizados en la población de Estados 

Unidos el riesgo de que se manifieste un cáncer colorrectal 

comienza de los 40 a los so años, alcanzando su punto máximo 

entre los 75 y los 80 años. En la Ciudad de México existen 

datos epidemiológicos de la distribución por grupos de edad 

que muestran que en los 387 casos de céncer de colon 

registrados en 1988, la edad en que puede empezar a 

manifestarse comienza entre los tS y 19 años con tendencia­

al aumento en la frecuencia de aproximadamente 5 veces entre 

los 40 y los 44 años, teniendo un pico entre los 60 y los 64 

años (28). 

Generalmente se considera que el cáncer que aparece en 

los pacientes de menos de 30 años es agresivo (4). 
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4.4.2 Distribución del cáncer de colon por sexo 

En el afio de 1986 se detectaren 17,860 casos de cáncer 

en 51 unidades hospitalarias del sector público (SSA), 

privado y asegurado {!MMS, ISSSTE, Militar, Naval y H. 

Pemex) de la Ciudad de México, siendo el 37~ correspondiente 

a hombres y el 63?. a mujeres. Dentro de éstos, se registró 

una incidencia del 2.17~ en cáncer de colon iS0.13?. hombres 

y 49.617. mujeres) y del 1.55~ en cancer de recto-ano (50.54~ 

hombres y 49.1?. mujeres}. (Tabla 8 y C} (.::!8). 

De acuerdo a los datos obtenidos existe una tendencia 

del sexo masculino a padecer cáncer de celan y de recto, 

aunque la diferencia parece no ser significativa. 

Dentro de la tabla de incidencias de c~ncer 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 en mujeres. Se necesitarian hacer seguimientos de 

casos, asi como de estudios en grupos controles para poner 

en claro los diversos factores predisponentes y la relación 

-~que -hay-~ entre· la- frécuenCia de estos tipos de cáncer y el 

sexo. 

4.-5, Factores de riesgo 

4.5.1 Cáncer colorrectal previo 

-Los pacientes que ya han padecido un cáriéer .-son 

propensos a padecer otro, aunque el prim~ro·haya. sanado. 
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4.5.2 Adenomas colorrectales esp~rádicos. aislados y 

múltiples 

.;::\·--;<>,_:.:,· 

Los adenomas c;lorre~tales\se:pueden relacionar con la 

aparición-.. de: un ·a:denoClirC'ino·m·a~ La-'· ~b~~i~a~ión ·-de las· 

colon sugier~ que 

previos (4). 

· 4. s. 3 Enfermedad ,, inflalllatoria intestinal 

La coli.tis :."_~lce~osa:·~e larga evoluCion es otro factor 

de riesgo, que Pal-'ece depender de dos factores: la duración 

de y la extensión de loS carnbios 

1nflam8tar·1as·-en ~1- cOion. -

4.5:4 Sindromes hereditarios .de poliposis 

Dentro de· los sindfOmes hered1t~ri~~ de poliposis el 

mas importante y el que se: discutiré sera er de lá poliposis 

familiár. Se caracteriza por. · ia ,áparición de pólipos 

adenomatosós en el colon Y. recto. T~d.O.S_ los individuos de la 
·''··· . 

familia· aCiaban padeciendo este ·tipo de ·canCer, por lo que se 

considera de gran impórtancia el estudio de este tipo de 

sindrome. 
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4.6 Manifestaciones clinicas del cáncer colorrectal 

Los cárlce.z:-es 9-e recto y de colon crecen y obstruyen, -se 

ulceran ·y sangran~ "inv.9.den eS"-tructuras~ vecinas, producen 

dolOr ·;/.-::.con menor frecuencia horadan los órganos vecinos o 

la cavidad peritoneal. 

--Los-- rasgos clínicos dependen de las características del 

crecimiento del tumor y de su localización en el interior 

del colon. 

La rectorragia es un síntoma que aparece con mayor 

frecuencia en los cánceres del lado izquierdo del colon y 

del recto. El los cánceres de colon derecho la sangre no es 

tan evidente por lo que generalmente es dificil detectarla. 

Estos pacientes sufren d~ anemia progresiva. Cuando el 

sangrado es más abundante puede dar lugar a la evacuación de 

heces de color marrón rojizo. 

-Los--canceres localizados en el ciego y en el colon 

derecho no producen obstrucción hasta que crecen y presentan 

un tamaño considerable, debido que son secciones 

distensibles y más voluminosos y además el contenido 

intestinal es liquido. L~s cánceres de colon ascendente 

pueden bloquear la luz intestinal con més facilidad. 



En el colon i=quierdo, donde la luz intestinal es mas 

estrecha y menos distensible y la materia fecal tienen una 

consistencia sólida, es frecuente que el cáncer obstruya su 

paso. Los principales sintomas que se presentan son 

estreñimiento y dolores abdominales espasmódicos. 

Es caracteristico de los canceres rectales la aparición 

de tenesmo rectal, necesidad urgente de defecar, pequeñas 

hemorragias de color rojo brillante1 cambios en el calibre 

de las deposiciones e incontinencia. La invasión local puede 

ser el origen del dolor perianal. de la hematuria, del 

tenesmo urinario y de las fistulas vaginales. 

La perforación que el cancer de colon puede producir en 

·1a cavidad peritoneal puede formar un absceso localizado. 

Esto puede provocar sepsis intermitentes. Generalmente se 

observan signos de irritación peritoneal localizada y dolor 

abdominal. 

La anorexia y la pérdida de peso se presentan 

frecuentemente en los casos del céncer de colon avanzado. La 

debilidad y el malestar se pueden asociar con la anemia, 

pero también puede d~berse a la presencia de metástasis. Los 

sintomas de la metástasis dependen del lugar que haya 

irwadido. Asi cuando el cáncer ha invadido el peritoneo o el 

retrop,;ri toneo puede producirse dolor localizado abdominal o 

de espalda. cuando el tumor se disemina dentro del abdomen 
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provoca ascitis y )a Óbstrucéion intestinal o 'del :. ileo .. 

Cuando.hay· meté.stasis ·a .higado hay dolor .en el hipocondrio 

:se ·-~:~~er'ya la_ pr~se1'~ia c:Ie un~ m~sa· 

ictericia.: Las · me1;Ast3sis 'p-~im~nares _ Suel~~ oé.S:sionar :t:os·· y 

4.7 Diagnóstico 

-- Si tOm.amos en consideración que el proceso de la 

carcinogénesis toma alrededor de 20 anos en manifestarse, en 

hu'manos, la perspectiva de un diagnóstico cert.ero en etapas 

iniciales de la transformación maligna es importante para 

lograr la interrupción de la secuencia adenoma-cáncer (2}. 

La.práctica de las pruebas de diagnóstico de cancer de colon 

deben realizarse para confirmar o descartar la posibilidad 

de que exista un adenoma o bien un c~ncer colorrectal y asi 

seleccionar la terapia correspondiente. 

El diagnóstico de cé.ncer de _polon y de recto debe 

realizarse tomando en cuenta los datos de la historia 

clinica del paciente, para evitar que pueda ser confundido 

con cualquier otro tipo de enfermedad. 

Se mencionaran brevemente . las estrategias para 

establecer el diagnóstico (4, 19): 

1. Examen' fisico 

56 



El tact.o· -rectal· es un examen· fisico qüe de,be realizarse. 

2. Sangre ocUlta·en heces 

La prueba de la .sangre oculta en heces sirve como indicador 

precoz de un transtorno maligno gastrointestinal. Se realiza 

utilizando el compuesto llamado guayaco. La prueba se basa 

en la actividad de pseudoperoxidasa de la hemoglobina 

produciendo una coloración azul caracteristiea por 

oxidación fen6lica del guayaco {4}, 

3. Proctosigmoidoscopia 

La pr?ctosigmoid9scopia- es una técnica que permite 

examinar los 25 cm distales del colon. donde aparecen.el sor. 

de las lesiones neoplAsicas colorrectales, 

4. Biopsia )/ cÜÓlogia 

{,· - - " --- • ___ • _:_,,. ·: - -o - - _. ~ -_ - -

Poseen g"ran ---va~Of .. d:i..'agnóst-iC-0 si. se .combinan ,coi:i la· 

exámenes anteriores. se· utilizan 
.. . 

maligno O pr.em3llgrio de ,·~a· .mUeB:tra ·· de·~.,:·Pác·i_en te, o para 

.. ,· '·: .:·.·,; 

5. Pruebas bl.oqu:mi~~s ·• • ; 

Actualmente!:Ki;~e\c]n'~ét6i~· :~~ laborato~io · .a··través 

cual. se· puede haé:r Ta d~tecéi6n, cuallti ta ti ya'· de células del 
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.de colon malignas y potenciam~nte malignas. La prueba 

detecta la actividad de la glucosa-6-fosfato deshidrogenasa 

en un estudio histoquímico usando una sal de tetrazolium 

(neotetrazolium) en atmósfera de oxigeno puro, dando 

reacción positiva sólo aquellas células malignas después de 

5 minutos. La importancia de esta prueba esta basada en la 

evidencia de que la célula tumoral experimenta cambios 

bioquímicos mucho antes de que se manifieste alguna 

alteración morfológica {8). 

4.8 Prevención 

Debido a la alta incidencia del cáncer colorrectal Y a 

la morbilidad y mortalidad que se presenta en México, es muy 

importante detectar el canceren los primeros estadios de-su 

evolución o bien prevenirlo. 

La prevención primaria es aquella en la cual se tratan 

de erradicar los factores, genéticos o ambientales, que 

puedan ser responsables del cáncer colorrectal. __ La 

prevención secundaria es aquella en la que se detecta el 

cáncer antes de que se encuentre avanzado, además de 

eliminar cualquier factor que pueda predisponer a la" 

malignizaci6n del tejido (4, 8). 

Los conocimientos que se ·tienen actualmente en el área 

del cáncer. nos sirven de marco teórico para comprender lo 
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complejo de tema, permitiendo plantear nuevas estrategias en 

el diseHo de futuras investigaciOnes. 

En el presente trabajo se estudió - 1a -' ~i:P;~~:io~:': éde 

proteinas en 

obJeto de obtener información ·:acerCa ,,'.,de,:-iás·_.al teraciones 
que 

<,','. 

__ la -,~_él_u_la ·---:cen_ -;_el.'.~: estado é:'-neoplásico7: :: Y : --la 
\ '".;~, _;:-: ·,e ·'.:;~ - • , __ ,___. • 

posi~ili_dad de -ohtener .~~~ca-do~~~~.: 'ttiiñc:iTa·1e:;-~·en~~-_.cárlc.er--~~ ~~ --
-~"_,,_ -=-------- - ::---~ ·--- . 

sufre 

-~_:::; ,-- _, 



Materiales y aparatos de laboratorio 

I. Reactivos P~.~~ ).a ·determina·C~ón de proteinas 

carbonato de sodio",·· J.T. Baker ,-, .. _,.-.. ·' 

Tartrat;, (t~.so'cÍ1C>. 

Sulfat~ c1~·cic,i:,~.,; \ 
:aaker 

Baker 

---:- ::_º~:..:. 

II > Re:cti~o~ ~ar~ ele<!~r~~oré~~s l>rni~~n~¡onal 
Anfolina:S"'~io:.Lyte 3;10 

sic.: Lyte 5;7' · 

.2-mercaptoetanol 

Agarosa 

Acrilamida 

Persulfato 

ai1~it1~' ' 

.. ,. ,- .. "' 
DodecÚsulfát;,:cd~ sódió~::.Cc~ 

(TEMED). 

· •· Bió'cRad' 

. · ~Í,;,~Rad 

Sigma 

Se~kem 
Sigma 

J.T. Baker 

· Aldrich Chemical Company 

Herck 

J. T. Baker 

Sigma 

Sigma 

Merck 
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Marcadores. de pes:i molecular Sigma 

Alto ~eso mcleculér Da 

Anh!drasa Carbonica 29 1 000 

Oválbúmin=i. 45, 000 

Albúmina bovina plasmática 66,000 

Fosforilasa B 

Beta-galac~osidasa 

Miosina 

Bajo peso molecular 

Albúmina bovina 

Jvalbúmina 

1Jliceraldehido 3-Fosfato 

deshidrogenasa 

Anhidrasa carbónica 

Tripsinógeno 

'nhibidor de tripsina 

~lfa-lactalbúmina 

Azul de bromofenol 

97,400 

116,000 

205,000 

66,000 

45,000 

36,000 

29,000 

24,000 

20. 100 

14,200 

Hidróxido de sodio en lentejas 

!nhibidores de proteasas 

· F<epstai:.fo. A 

Benzamidina 

DNasa y RNasa 

Alcohol isopropilico 

Merck 

Merck 

s1gma 
Sigma 

J.T. Baker 
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111. Reactivo:.:; para la tincion con plata 

Carb~nato de s~d!~ 3nh!dr6 

Forrna.ldehido 

Nitra~o de plata 

Permangana:o de potasio 

Hetanol absoluto 

Acido acético glacial 

Alcohol etilico 

IV. Aparatos de laboratorio 

J. T.· Eak-er 

J.T. Eake:-

Ouimj:c¿¡ B.arsa 

Nerck 

J. T. Ba~':-er 

Merck 

J.T. Sak.;r 

Fuiante de poder Mod._ EPS 500/400. Pharmacía-F1rie~CtienúCal.S 

Espectrofot-ómetro GBC UV/VIS 911 

Balanza analitica Oertling mod. NA16• 

Aparato para isoelectroenfoque de HSI CHoef~r ··s~ientffii::: 

lnstruments) mod. GT 2 

Aparato de electroforesis vertical_ elaborado en 'el ·_centro de 

Instrumentos, UNAH. 



Preparación de reactivos 

I. Electroforesis bidimensional 

Solución AJ Amortiguador de lisis 

Urea 9.5 mol/L 

NP-40 23 (P/VJ 

Anf olinas 1.6 7. pH 5-7 

Anf olinas 0.4 3 pH 3-10 

Beta-~.~rcap~oetanol 5'7. 

H20 destilada 

Solución 8) Amortiguador de desintegración.por. ultrasonid9 

. Tris-HCl O. Olmol/L 

HgC12 5mmol/L 

RNasa Pancreática 

H20 destilada 

solución C) DNasa-pancreática 

Tris-HCl O.Olmol/L pH 7.4 

HgCl2 lmmol/!; 

DNasa Pancreática 1 ug/ml 

H20 diastilada 

Solución D) Acrilamida 30'7. 

28.38 ?. acrilarnida 

1.62 '7. bis-acrilamida 

H20 destilada 
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Soluc.16n E) Se.lución Nonidet P-40 

NP-40 10:7. (P/\f) en H20 destilada 

ScluciOn ,F),Anfolinas 

soluciones40l: (P/V) 

~ ' . ' ' . ' 

sofocÚ•n a); i'ér~uliáto de "lllºni.º 1oi: en H20 destila~a 
-- -.:; 

., 

- -- -- - - •• - '"_,--.o.."O"""- "o'.=;.- -~~;:_; -=~.-

soluCión I J":solÚcio~es elecfrc/cío 

solución ~inodó 

. ' . 

solución catcidii 

NaOH .0.02mol/L 

H20 destilada" 

Solución, K) 

Urea 9 mol/L 

Anfolinas 1l: 

o;ei: rango de pH 5-7 

0.27. pH 3-10 

H20 destilada 

Solución L) Amortiguador del bajo gel 

Tris-HCl 1.Smol/L pH e.e 

sos 0.43 



Solución M) Amortiguador del sobregel 

Tris-Hcl o.smol/L pH 5.8 

sos 0.47. 

H20 dest:ilada 

Solución N) Acrilamida 30~ para geles SOS 

Acrilamida 29.2% CP/V) 

Bis-aerilamida o.a?. 

H20 destilada 

Solución 0) Amortiguador para la muestra-sos 

Glicerol 10% CP/V) 

Beta-mercaptoetanol 5% (v/V) 

SOS 2.3% (P/V) 

Tris-HCl 0.0625mol/L pH 6.B 

H20 destilada 

Solución Pl Gel de agarosa 

Agarosa l?. en amortiguador para· la muestra-sos 

-s-oiu-cfon -Qj -Aniortfguai:lor para 1.a corridFI 

Tris-base 0.025mol/L 

Glicina 0.192mol/L 

sos 0.1:; 

Solución Rl Amortiguador para la corrida II 

Tris base 0.025mol/L 
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Glicina 0.192mol/L 

sos 2?.. 

Solucion. SÍ.Azul de bromofenol 

Azul de bromofenol o.rn 

que 

detectó cáncer 

ocasiones no se. 

muest:ras 

·de -tejido de la 

tejido control 

correspondiente). Se utilizaiori·7·muestras de tejido tumoral 
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y 6 controleS correspondientes para la primera serie de 

geles y a mues'tras de tejido tumoral y 7 con'troles para la 

segunda serie de geles. Las condiciones de trabajo de las 

muestras en cada una de las series es detallada més 

adelante. Las muestras fueron obtenidas del Hospital de 

Nutrición, del Hospital de Cancerologia, del Hospital de. 

Oncologia y del Hospital General y registradas P!?r ~~~E'.t_ros 

progresivos. Los controles fueron registrados tomando 'e1 
número de su tumor correspondiente. 

El tejido control utilizado en este trabajo no presenta 

caracteristicas morfológicas de la transformación maligna, 

sin embargo no se puede excluir la posibilidad de que 

existan alteraciones bioquimicas antes de que se manifiesten 

alteraciones morfológicas (10). Consideramos que el control 

més adecuado para este trabajo deberia ser aquei que 

proviniera de una persona a la que no se le hubiera 

diagnosticado ningún tumor del intestino grueso, como 

pólipos o carcinomas. No se utilizó este control en. el 

trabajo por la falta de material biológico, si'n emb~rg? 

aportaría mayor información del estado normal de las 

proteínas que se modifican al transformarse- la.célula .. 
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Hetodologia 

I~ Electroforesis en.geles de poliacrilamida bidimensionales 

1.1 Determinación.del contenido de proteínas por gel 

O'Farrell (14) señala que se puede aplicar m~s de 100 

ug de proteína sin alterar de manera importante la 

resolución del s~stema electroforético, pero que un exceso 

puede causar alteraciones en la posición y forma de las 

manchas. 

La concentracion de proteína pi·csente en el teJ ido 

tümOrál se déterminó por el método de Lowry (37) utilizando 

o, -2 g de niuestra la cual se homogeneizo en 1. 5 ml de sos al 

107., procesándose de l.a _sig~_iei:ite manera: 

1 .. - se· .depositaron so ul ·del homogenado en un tubo de 

ensayo. 

2.- Se añadieron 5 ml de reactivo-A (~O partes ~e Na2C03 al 

2?. en NaOH O.lN por una.parte de tartrato de Sodio y potasio 

al 2?. y CuS04 al 1?. (1:1)) y se dejaron reposar 10 minutos. 

3.- Se agregaron 5 ml de reactivo de Folin-Ciocalteu 1:·1 en 

agua de.sionizada y se dejaron reposar 30 minutos. 

4.- Las muestras se ley~ron en un espectrofotómetro en la 

región -visible -a 750nm. -

Una vez determinada Ja concentración de proteina por mg 

de tejido, se tomaron 0.2 g de tejido y 800 ul de 

amortiguador de la muestra hasta lograr una su3pensi6n 
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homogénea con la ayuda de un mortero <ver detalles en la 

seccion de preparación de la muestra). De ésta se tomaron 

alicuotas correspondientes a so. 100 1 209, 250 y 300 Ug de 

proteínas, corriéndose cada una de ellas en una 
electroforesis bidimensional y visualizando las proteinas de 

los geles con la técnica de tinci6n con nitrato de plata 

(ambas técnicas son detalladas más adelante}. 

1.2 Preparación de la muestra 

Todos _-los--_ pro~~dim1ent0s par~~ la 0 
: pT~ePal-ClJ.Cióil ~-de-~ ia--' 

Muestra .deben evitar -condiciones que artere·~-!~1a·~.:-6on-~ti t1.fci6ri 

-'quimica 'd.e .las 'proteinas. 
-' ~;o:'::O~.-.,·, ~.r-:'-'' 

pri~e~a serie de- geles c'on' i~,- corl~~~tra~i·Ó~ adecuada 
:~ .- " L' . -

de protéi nas, 
y 6 contf.OleS '·coiéc-tados 

ausencia de inhibidores de 

siguiente: 

1:- Se tomaron 0.2 

mortero frio a -70 C. 

_en ,hielO .. ·:-~-~e~ ::<y· ·::t'r8tados en 

proteasas. ~- El ~.~p}b~~~··~ié~~~ es el 

-'·-.:;:\ : .... ~,~-
·<"'. ' - ~·~-=.(~:-

g.de., teji~~ ~:: h~Llneizaron en 

.. 2.~. Se ailadieron •. soo~ul c;:-d~~"~~·~'cfr~í.i~~á'or'-;•~ara~ la~-~ 
muestra-SOS >· :··· { · .''":'<.-· )~::·.- ·:·(X !. ~·\::·· _··: · 

: : ~ :: g::::::
0

:n e:n:0::::::as~i~::i:1~~d necesa,riádel 
; .. •' 

homogenado anterior para tener· una concentración·· adeéuada ·de 
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proteina para ser aplicada en cada _·gel de la primera 

dimensión. 

s.- Se agregaron 12 ul de Solución A 

6. - Se congelaron y descongelaron s·· veces a -70 e 

7.- se agregaron 3 ul de solución 8, Agitar en v6rtex 

8.- Se agregó 1 ul de scilución c. Agitar en vórtex 

9,- Las copillas se colocaron en hielo minimo 5 

minutos 

10.~ se añadieron 12 ul de solución A 

11. - Se- Córigelaron a--70 C- Elrl copillas 

Para~la segunda serie de geles con la concentración -

--actecu.3.d.a d~-- p_roteinas se tomaron 8 muestras de tejido 

tumor~! y 7 controles colec~ados en nitrógeno líquido y 

tratadas en presencia de inhibidores de proteasas. Estas 

muestras fueron diferentes a las procesadas en la primera 

serie de geles" El procedimiento es el siguiente: 

1.- - Se _tomaron o. 2 g de tejido y homogeneizaron en 

mortero frio en Nitrógeno liquido 

2 .. - Se ·añadieron 800 ul de amortiguador para _la 

~muestra~sos~, 

3. - Se agregaron 10· ul de ¡>epstatin A y 10 ul de 

Benzamidina 

4. - Se· guardaron ei:i copi.llas· s~.lladas. 
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5. - ~e agregó en una copilla la cantidad necesaria ~ar_a 

tener una concentracíén de 200 ug de proteina para ser 

aplicada por gel de la primera dimensión 

6.- Se agregaron 12 ul de solución A 

7.- Se congelaron y descongelaron s veces a -70 e 

B.- Se agregaron 3 ul de solución 8. Agitar en vórtex 

9.- Se agregó 1 ul de solución c. Agitar en v6rtex 

10.- Se colocó en hielo cuando menos 5 minutos 

11.- Se añadieron 12 ul de solución A 

12.- se congelaron a -7o e en copillas selladas 

1.3 Elaboración de los geles para la primera.dimensión (14) 

Para la preparación de 10 ml de gel- se pesan 5.5 g de 

urea y se disuelven en solución de acrilamida al 307. CD), se 

adicionan 2 ml de NP-40 (E), 1. 97 ml de agua destilada, O, 4 

ml de anfolinas (pH 5-71 y 0.1 ml de anfolinas (pH 3-10). Se 

agita mecánicamente hasta disolver la urea. Después se 

agregan 10 ul de persulfato de amonio al 107. y 7 ul de TEMED 

concentrado . .Se llenan los tubos del aparato (de 13 cm de 

largo) 3 cm abajo del extremo final, cuidando de no dejar 

burbujas sellando uno de los extremos con parafilm. El gel 

es cubierto con urea 8 mol/L <H). Después de 1 6 2 h esta 

solución es reml)vida y reemplazada por 20 ul de amortiguador 

de lisis fAi. Antes de colocar los tubos en el aparato se 

quita este amortiguador y se le añade una cantidad similar 

de esta misma solución. 

71 



Se colocan los tubos en la cémara de electroforesis con 

el espacio para la muestra hacia arriba. se colocan las 

soluciones electrodo: la solución Cátodo CNaOH 0.02 mol/L) 

en la cámara superior y la solución ánodo CH3P04 0.01 mol/L) 

en la cámara inferior. 

Es necesario realizar una precorrida con el objeto de 

--=generar el gradiente de- pH necesario, esto se logra de la 

siguiente Manera: 200 volts durante 15 minutos, 300 volts, 

30 minutos y 4éio volts.- -30 minutos. 

Una .vez·. ·:t~~miiláda -. la precorrida se vacía la cámara 

superio~·dei.aparato ·Y se quita el amortiguador de lisis del 

su lugar, la cual se cubrira 

L~ cámara del_._ aparato se -llena de 

aplicando presión de aire por 

a la que se ha adaptado una punta para 

, ~-~P~:t·a autOmÁtica - en su extremo. El gel se marca por el 

extremo. ·ácido· cortando ligeramente por el extremo ácido en 

forma transversal con una navaja. Se coloca en el 

amortiguador de la muestra-sos por 1/2 h a temperatura 
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ambiente antes de congelarlo a - 70 c.6 bie~ antes de correr 

la segunda dimensión. 

l. 4 Elaboración de los geles de la segunda- diménsión ( 9) 

Se utilizan placas de vidrio de 14 cm por 17.5 cm. Se 

limpian perfectamente para evitar cualquier residuo de polvo 

O de grasa. se montan las placas utilizando vaselina para 

sellar y separadores de 0.4 mm de espesor para darle al gel 

el espesor deseado y fijando ambas placas con broches a 

presión. con un marcador se se~ala la distancia de 8.5 cm 

hasta la cual s~ va a colocar la solucion de poliacrilamida 

al 12?. correspondiente al gel separador. La solución de 

poliacrilamida al 12?. se prepara con 6 rnl de amortiguador 

del bajo gel {pH 8.8), 9.5 ml de acrilamida al 307., 8.3 ml 

de agua, 0.066 ml de persulfato de amonio al 10?. y 0.01 ml 

de TEMED concentrado. Se llena la placa hasta la marca con 

la solución de poliacrilamida al 121. y se cubre con alcohol 

isopropilico hasta que gelifique. Se elimina el alcohol 

isopropilico, se lava la superficie del g~l con agua 

destilada y se seca perfectamente con papel filtro. Se añade~ 

la solución del gel concentrador hasta el borde de las 

placas (se mezclan s ml de amortiguador del sobregel {pH 

6. 8) , 3. 16 ml de acrilarnida al 307., 11- '75 ml de agua 

destilada, 0.06 id d.:; persulfato de amonio al 107. y 0.02 ml 

de TEMED concentrado). Se cubre con un separador para 

alineor la superficie de este gel con la del gel de la 
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primera dimensión. 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 colocarán los marcadores 

de peso molecular. Lo anterior esta esquematizado en la 

siguiente figura: 

Una vez gelificado se elimina el separador horizontal Y 

se seca ligeramente con papel filtro para eliminar la 

acrilamida sobrante. se alinea el gel de la primera 

dimensión sobre el gel superior y se sella con agarosa. Se 

colocan las placas en el aparato de electroforesis y se 

llenan las cámaras 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. 

11. TinciOn con plata (15) 

Las proteinas se viSualiZarOn mediante la técnica de 

tinción con nitrato dei ·p1at·a.·Según la metodologia siguiente: 

1,- Se ~ijo·'·~l :,·~·~·~ ~¡.menos 30 minutos en una solución 

de 50:1 metanol, 5?. de" ácido acético y 2:1 de cuc12 
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2. - Se Colocó 15 minutos en una solución de·_ etá-nOl io7. 

y écido acético 5~ 

3.- .Se sumergió 15 minuto.S en 

reciéri preparado. al o·.017. 
<;_·.·,_· 

lavó. dos veces durante 15 ~-.i'r{~t6;- en :,et~·iloi, 1_07. 

/ILJ>. y ácido acético 5?. 

5.- Se colocó 15 minutos en etaÍ'Ú)l ·1-0& 

-.G.- -se _sumergió 20 miriutcls-:':en ~~~~{'~~~~-t~~d~~~::~i;at·a ·a·-~-17.- · 
- --T~ 

fresco . . _., .. _ .. 

7. - se lavó una sola vez con agua 'cte~io~Lz~d~' 
-~'- - ;.;..-=-'-

B.- Se reveló con Na2C03. al ~a?.·y o.·02?.:de ío'rnlaiétehido. 

recién preparado. 

9.- Se detuvo la· reacción con. etanol ··.10?.. ··/ ácido 

acético s& dur-ante s minutos. 

10. - Se lavó varias veces coi,,:_ agua 

11.- Se conservó en agua.· 

Todos los reactivos se preparan en agua desionizada. 

La agltación suave es importante durante todo el 

__ p~9ceso._ 
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Resultados y' disCusió-n 

I. Análisis :·.d·e ·-:_-_1a~-~ _:·Pro_t_eínas Por. electrOroresis 

bidi~ensi~n~i; en- aus·~n~i~r de. i~~-¡~ú10·~~~-:-d~- ~r6~~-~s·a~·' 
>>-:·: __ ,::,,~.·/-,_~~::~:··;· .x:;:-·.. ·.<-; _,..._ ,. t 

1. l Dete'rm~~aciÓn de· la e concentraciOn ·.· .~~¡: 
· neces~r-i_~S ·-c1_~·-.- ~·¿i1Cái--po~- ·ge~- '. \_:·º:·_ -:: ~~~ ,~::~: :~0~, ". :j,~'.~;-i 

C.',, ··".:~::~'t?;j::> 

Con··· el objeto de 

adecUacta_ de 
·'"''' ., ~-;'.':-~~,:~-, ... ~-:i:'---¿,.--,-,--,::-----

prot_einas nece;saria.;-para~ obtener -una·=·separac16n :-;:-: - -->.: -.=-.,,:: ;;, 
adecuada en la electroforesis ·en poliacrilaniida 

bidimensional se tomó una muestra de tejido.de colon de 

cual se cuantifico· 1a cóncenfra"16n hs protein;,s por mg 
_._ .-- = = ' - ' 'C'<-:c:. :·\,:_:~. 

tejido siguiendo la técnica de Lowry ( 37) , encontrando ·.una 

concentración de 61.5 ug de proteina/mg de tejido· <.15;37 

ug/ul). 

La· concentración adecuada de. proteinas para: obtener.: una 

btiena sep'aración·-~ -y- reS01UCióñ-- 'rue ~ d~-.·2~0-'.~~:g'.' ~Í -t~·iú_;_ con· 

plata (se utilizaron 13.01 ul del homogenado del teJid~ de 

acuerdo con la metodologia planteada en la sección 

correspondiente __ a_ la _preparación _de la- -muestra). Con-esta 

concentración se logró la resolución de aproximadamente 200 

proteinas diferentes, contadas en un gel correspondiente a· 

una muestra -cratada en ausencia de inhibidores d_e proteasas 

en donde la resolución y la tinción de las proteínas fue 

adecuada. O'Farrell (14) encontró que es posible obtener la 
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separación hasta de sooo componentes diferentes en un 

sistema biológico. Esta diferencia podria explicarse quiza 

porque el total de los componentes de tejido no hubiera 

alcanzado a saturar el sistema eleCtroforético. 

En este trabajo se observó que a concentraciones de so 

y 100 ug de proteina por gel, algunas no alcanzaban a ser 

detectadas en el sistema. Por otro lado aumentó la 

resoluCi6n en regiones que se encontraban proteínas en alta 

concentración (especialmente la reg16n ácida), por lo que 

estos geles aportaron información acerca del número total de 

proteínas y de su posición verdadera en dichas regiones. 

A concentraciones -de 250 y 300 ug de proteina por gel 

se encontr6 que la resolución disminuyó notablemente 

reSultando casi imposible definir regiones de alta 

concentración proteica {región ~cida} distorsionando la 

forma y.. dificultando decidir d6nde está la posición 

verdadera. Sin embargo· aumentó el número de- proteinas de 

ba:Ja"·. coi:iCen·trac~6n detectadas en la región bá.sica. 

:En álgúnos de 1.os g~le~ _corr~spo~9-~_J}~~~-~ª- tumores que 

seco y que no se les anadi6 

Pepstatin A y Benzamidina como inhibidores de proteasas, no 

se observaron gran cantidad de- proteinas de alta masa 

molecular en comparación con los tumores que fueron tratados 

con inhibidores de proteasas, 'y al parecer la cantidad total 
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de prot.einas es'tti disminuida. Sin embargo la mayoria de los 

patrones proteicos no muestran esta caracteristica, pues en 

algunos geles se observa una gran cantidad de proteínas 

distribuidas en toda la superficie y una mayor concentración 

de proteínas de alta masa molecular. 

Experimentos realizados con tumores de colon (11) en 

los cuales se trabajó en presencia y en ausencia_ de 

inhibidores de proteasas, se encontró que sólo el 251. de Ios 

patrones proteicos dé los tumores mostraron deficiencia en 

componentes de alta masa molecular, cuando se trabajaba en 

ausencia de estos inhibidores mientras que el 751. restante 

de los tumores no mostró 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 concentración de proteasas, o bien 

que existen ciertas ertzimas que presentan elevada actividad 

degradando parte de las proteinas presentes en el tejido. En 

relación al trabajo anterior, la presente inves~igaciOn 

aporta datos que permiten corroborar que existen proteinas 

caracteristicas del tumor, además de que se presentan 

proteinan (específicamente las proteinas 4, 5, 28 y 29) que 

son caracteristicas del estado neo~l~sico. Los patrones 

proteicos encontrados por Tracy y Wold (11) y aquellos 

mostrados en el presente trabajo ~on sustancialmente 
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diferentes. En este sentido la dif~renc!a podría radicar en 

el hecho de que las proteinas provienen de teJido de 

poblaciones con caracteristicas éticas distintas. 

En cuanto a las muestras de los tumores analizados en 

este trabajo y que fueron colectadas en nitrógeno liquido y 

tratadas con inhibidores de proteasas, se observa mayor 

concentración de proteinas de alto peso molecular, en 

compar&ción con aquellos geles cuyas muestras no fueron 

tratadas con dichos inhibidores. En cuanto a los componentes 

de alta masa molecular de la muestra, se detectaron mayor 

cantidad de éstos, aunque la diferencia parece no ser 

importante. De ésto pueden derivar dos alternativas: a) la 

degradación en los geles sin los inhibidores de proteasas 

fue mínima y por ésto no se ve la diferencia entre los geles 

con inhibidores {suponiendo que éstos fueran los adecuados)) 

o b) el grado de degradación fue alto en los dos casos y -se 

necesitaria incrementar el tipo de inhibidores de proteasas. 

Lo adecuado es recolectar la muestra de tejido fresco 

__ en una_ solución que contenga distintos tipos de inhibidores 

de proteasas y congelar inmediatamente en nitrógeno liquido 

dentro de los 15 minutos después de extraer el tumor del 

paciente, inclusive dentro de la misma sala de operaciones, 

ya que del tiempo que la muestra se encuentre a temperatura 

ambiente y de las condiciones de recolección dependerá el 

éxito de la investigación. 
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de poliacrilamida en dos dimensiones en 

inhibidores 

diferenciados 

de proteasas de 

Gel 1.- C011trol J 

Gel 2.- Tumor 3 Artenacarcin~ma ~aaia11ament~ 

di f":::renciado 

tumores 



Gel 3. - Tumor 9. P..denocarcinoma medianamente 

diferenciado 

A) i\nélisis de los tumores moderadamente diferenciados 

en aus~ncia de inhibidores de proteasas 

-- se-c-ompáraron cada uno de los patrones de proteinas de 

los dos adenocarcinomas medianamente diferenciados 3 y 9 y 

el control 3 (geles 1, 2 y 3), numerando arbitrariamente las 

' proteinas que pudieran dar información acerca de su 

expresión en las células tumoral y normal. Las proteínas 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 

normal y ausentes en los adenocarcinomas medianamente 

·diferenciados !Tabla 1¡. 

Sl 
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.L '.~ -----~-----~,--......--. 
H n FFc:r112.:::5 P.'._i3E';TE3 C:ll r....QS A~E!iOCAf'Clt{jf'AS 

·::::: I ;.:.·.-,··.-:.·,r~ ~ r :·s:ncr¡,: ¡ r..:'.:.3 

FROTEINn CONTROL 3 TUMOR :l TUMOR 9 M. MO 1. ( D> 

24,000 

16 18,200 

22 15.BOB 

24 45' 100 

25 20,000 

Usando el mismo criterio anterior se llevó a cabo la 

numeración de las proteínas 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, 22, 500, 35, 700, 34, 200 

Oaltons (ver proteinas 4 1 5, 28 y 29), que se encuentran 

presentes en los dos tumores medianamente diferenciados, y 

ausentes en el control normal . Cver gel l). Estas proteinas 

se encuentran también presentes en las muestras de tumores 

bien diferenciados. Es evidente la variación en la 

concentr!tci6n de las proteinas detectadas (e>i:presiOn 

relativa) en er tejidO neoplásico, Existe evidencia 

experimental de que durante la progresión tumoral se 

produce pérdida de la regulación metabólica, amplificación o 

falta de expresión de ::.iertas regiones génicas, la cual se 
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traduce en alteraciones nivel !.ranscripcional y/o 

translacional ( 12}. Los resultados presentados en este 

trabajo· amplian la evidencia experir:t,;;,ntal ant~rio1·mente 

mene ionada. 

TnBLA a.- EXPRES I OH RELATIVA DE PROTEitlAS Ell LOS 
ADEt~'JCARC I t:Ot1~3 ~1ED I At~AttEtlTE D IFER~tlC IADOS 

PllOTE!NO 1 CONTROL 3 1 TUMOR 3 1 TUMOR 9 1 M.Mol .(D) 

4 1 
--

1 
+ + + 

1 +. 1 22, CIOE:l 

5 1 -
1 

+ -f -f• 

1 
++ 

1 22,508 

28 1 - 1 ++ 1 +H 
1 35. 70() 

29 1 - 1 '' 1 +H 1 3 4' 2 00 

En la Tabla 3 se muestran aquellas pr0te1na=: de masa 

molecular de 33,000, J.:+,800, 32,000. 29,000 y 44,000 

daltons, cuya presencia varia entre los tumores 3 y 9 y el 

tejido control 3 (geles l, 2 y 3, proteínas 2, 10, 11, 12 y 

23), posiblemente siendv especificas del desarrollo 

tumoral. El hecho de que en un tumor estas proteinas estén 

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

tumores se encuentran en etapas de progresión tumoral 

- difefente. El cáncer de colon es una neoplasia que 

representa un proceso multietapas (5), existiendo factores 

ex6genos y endógenos que de alguna m.:inera influyen en el 

cambio bioquímico y morfológico de las células del epitelio 

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



p.:i.ra que s>!:! expresen en lo r..t:;:lula una serie de camt-ios 

esp~.:1ficc.s en cada una. de ellas. mostrando un mosaico 

fe:nctipico y genot1picc difeu:nte. 

TADLA 3.- CDt!F'Af~ACIOH DE LA EXPRESIOH DE PROTEillAS 

EHTPE LOS ADEHDCriRC ! tl0f1AS t1ED I AflAl1EHTE 

D l FERCftC l ADOS 

PROTEI NA f CONTROL J 1 TUMOR 3 f TUMOR 9 1 2 1 1 _,--.-"""'!"",--3-3.-.,,-.,,,,--1 M.Mol.CD) 

J·l, 8CJO Hl 1 - 1 - 1 > 1 

i1 1 - 1 - "1""7"1-· -3-2-, .,,-"º--1 

i2 1 - _J_ - ¡---:--- 1 

23 1 ' ..L.:.._L_:_ ·¡--44-.~,,-,,o-- 1 

Gel •. -- c.:mtrol s 



Gel 5.- Tumor 5. Adenocarcinoma bien diferenciado 

Gel 6.- Tumor 1. Adenocarcinoma bien diferenciado 
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B> AnAlisis de tumores bien diferenciados en ausencia 

de inhibidores de proteasas 

Al analizar los patrones de proteinas en los geles de 

los adenocarcinomas bien diferenciados y 5 y el tejido 

control 5, se observa la ausencia de dos proteinas acidas de 

masa molecular de 36, ooo dal tons con diferente punto 

isoeléctrico (gel 4, proteinas 26 y 27). Estas proteínas se 

encuentran presentes en el teJ ido control y ausem:es en los 

adenocarcinomas (Tabla 4) . 

TABLA 4.- PROTEIMAS AUSENTES Ell LOS ADE!lOCARC I tlOnAS 

B 1 Etl DIFEJ1ENCIADDS 

Sltt IHBIBIOORES DE PROTEASAS 1 CON HfHDIO<lRrS 1 
PROTEIHA 

COHTR% 5 1 TUMOR5 1 fUMORl 1 TUl'iOR33 1 1t.1rnl.<D> 

26 + 1 -
1 - 1 - 1 36,000 

27 + 1 - 1 - 1 - 1 36,000 

En la Tabla 5 se muestran las proteinas de masa 

molecular de 35, 700, 34 ,200 y 37' 500 dal tons 

{correspondientes a las proteinas 28, 29 y 30, geles 4, S y 

6), las cuales estén presentes en .el tejido tumoral y 

ausentes en el tejido control correspondiente. Hay que hacer 

hincapié que las proteinas 26 y 29 también se encuentran 

presentes en los adenocarcinomas medianamente diferenciados. 
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TABLn =.¡ .. - PROTE!l<AS PRES Et~ TE 5 Efl L:JS ADEl:OCAPC I 1;or11:is 

E I Ell D J FERE.tl: I A:JOS EH .PELA·: I D/l AL CO'iTROL 

tlORt:AL 

SIN HIHJBJDORE5 DE PROHASAS 1 CO/l INl/BIDQR[S 1 
PROTE1NA 

C0H!ROLS 1 TU'40RS 1 !Ul10R1 1 IUHVRJJ 1 11.1rnl.CM 

:rn -
1 

< 
1 1 < 1 35,7eo 

29 - 1 
. 

1 
. 

1 
. 1 34. 2 00 

30 1 - 1 + 1 
+ 

1 
. 1 37.500 

Exíste un grupo de 6 proteínas comunes con los tejidos 

tumorales y control, con masas moleculares de 35, 400, 

29,000, 36,000, 35,500, 35,100 y 35,000 daltons (proteínas 

31, 32, 33, 34, 35 y 36 geles 4, 5 y 6) , cuya concentración 

varia entre los patrones electroforéticos obtenidos para 

ellas, sugiriendo desajuste en la expresión genética (Tabla 

6). 
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..,...,. - -7ABLA "· EXPF:;:'.3!Qt, RELATIVA DE PFOTEINAS EN LOS 
A::OEr•OCARC 1 p:J¡n:i: E I Ef1 DI FEREt1C I ADDS 

3!S jl,i¡/Bli<·R!.5" 0[ rr.VtEii:tts J .:cN IN!IElDORfS 1 
PROTEINA 

1 \N1IRI)!. 5 !llffOR$ 1 TUl!'.'.'R l 1 TUl'!i'.'R J3 1 11."oJ.(DI 

31 ++. 
1 

• + 

1 + 1 
. 1 35,480 

32 1 ++ 1 • + 1 - 1 29' 000 

23 +1·t 1 . ' 1 H 1 1 3S, 000 

34 ... 
1 . .. 1 + 1 ' + 1 35. scie -

25 1 ... + +- + 1 + ... ·t t 1 1 " 1 35,iOCi -36 1 ... 
1 +++ 

1 
. 

1 
++ 1 35.000 

I!. An.Hisis de las proteínas por electroforesis 

bidimensional en p?"esencia de inhibidores de proteasas 

En el presente trabajo se decidió usar como inhibidores 

de proteasas Pepstatin A y Benzarnidina debido a que ambos 

son utilizados , en un trabajo previo en donde los autores 

utilizan colon humano como muestra biolOgica ( 11}. in' 

Pepstatin A es un inhibidor de pepsina. En el teJido de 

colon existe una alta concentración de proteasas 

(espec.ificamente alta en el tejido tumoral) que podria 

afectar el patrón electroforético de las proteinas obtenido 

en los experimentos. De esta manera se podrán comparar los 

resultados provenientes de las muestras tratadas en ausencia 



de inhibidores con aquellas tratadas en 

inhibidores y asi poder evaluar el grado, de 

presentan las proteinas a consecuencia de las condi'Cioni::s 

intrinseeas del tejido. 

2.1 Gel de poliacrilamida en dos dimensiones en 

presencia de inhibidores de proteasas 

Gel 7. Tumor 33. Adenocarcinoma bien diferenciado 

2.2 Comparación de los patrones proteicos de tejidos 

tumorales y controles 

El tumor 33 corresponde a un adenocarcinoma de colo~ 

bien diferenciado. El patrón proteiCo rile comp~rado-en· base 



a los resultados obtenidos para los adenoCarcinomas bien 

diferenciados tratados en ausencia de inhibidores de 

·proteasas. Los resultados fueron los siguientes: 

En la Tabla 4 se muestran dos proteinas ausentes en los 

adenocarcinomas bien diferenciados. Ambas _proteinas Acidas 

con diferente punto isoeléctrico de masa molecular de 36,000 

daltons fueron encontradas en el contrOl 5 .{ver· gel 4). No 

existe diferencia en la expresión de eStas dos 'pro~eínas ·en 

las muestras tratadas en presencia y ausencia de inhibidores 

de proteasas. 

·Se identificaron tres proteínas en el adenocarcinoma 

bien diferenciado (Tumor 33) de masa molecular de 35,700, 

34,200 y 37,500 Daltons (proteinas 28, 29 y 30, gel 7) que 

corresponden a las encontradas en los adenocarcinomas bien 

diferenciados tratados en ausencia de inhibidores (geles 5 y 

6, ver la Tabla sen la columna correspondiente a la muestra 

tratada con inhibidorés de proteasas). La proteina de masa 

molecular 37,500 Daltons (proteina 30, geles 5, 6 y 7) 

únicamente se expresa en los- adenocarcinomas bien 

diferenciados por lo que podria ser considerada como 

caracteristica del estado de difereóciaci6n celular (Tabla 

5}. ~ 

En cuánto a ·' la· ·.exPresiÓn 

la c~n·Cen~ra~i~·ri ;'."de ,: Una · · mi~·ma -~.~~?~~~in~, en va!'iac16n en 
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diferentes muestras, se observan las mismas proteínas en los 

adenocarcinomas en presencia y ausencia de inhibidores con 

excepción de la proteína de masa molecular de 29,000 D 

(Tabla 61. La expresión de las proteinas para el tumor con 

inhibidores se ve disminuida en relación con el tumor sin 

inhibidores. Este efecto podría atribuirse a la 

concentración de las proteínas en la muestra de tejido y no 

a la variación en el manejo de la muestra. 

Integrando la informac16n obtenfdá'.de ,·1.a rablás · 4, s y 

___ 6 s~- .desprende que: ~el- efec-to :de las :_,prot:eas~s- O<? danó- en 

gran medida-a las proteínas que se están- analizando~ 

-En·--e-s-te- t?-a"baJO se _-hafteríéOzltT.actO--cuarro protej.nas de 

· _car_ácter ácido de masa rnolecÚlar de 35 ,.700, 34, 200. 22 1 ooo y 

22,500 Oaltons (proteínas 28, 29 1 4 y 5, geles 2, 3, 5, 6 y 

7) que se expresan en mayor o en menor concentración, pero 

de manera constante, tanto en los adenocarcinomas 

medianamente diferenciados como en los bien diferenciados 

(Tabla 7). Sus masas moleculares no corresponden a ningún 

encogen~ descubierto hasta el momento. Se sabe que en el 

tejido tumoral existe una mayor concentración de enzimas 

_ pr~t~_ol;i._~_ica,s que _en el tejido nonnal, por lo que cabria la 

posibilidad de que estas dos proteinas fueran productos de 

degradación. Lo anterior no es apoyado por lo experimentos 

en presencia de inhibidores de proteasas en donde estas 

cuatro proteínas también se observan. Seria conveniente 
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seguir con estos e:-:peritr.•.:nt.:::is con el fin d.:: c·:inoc-er con que 

frecuencia se present.an en los tejidos tumorales de cc·lon, y 

asi con la sufic ient.e evidencia exper im.::ntal, poder llegar a 

considerarlas como posibles prot.einas marcadoras del cancer 

colorrec t.=.l. 

Tt:=!ELA 7. ?ROTEillAS ?FE=EHTES Eti LCS ADE!lOCARCillOllAS 

tlEDIA'·IAflEtlTE y BIEtl DIFEREtlCIA:~os 

EUi l'(hJBJ~c.Hrs f)f r:.n::ílS1lS 1 ¡:;¡¡¡ lhil!!:H•OE!.~ l 
.....:;.~r~~·HH[1l!í: D!ífRE'iC!ii:1.,;s li![N D1 mm:c111r•OS 

rRVHINll H.Mi.!DJ _____ '"""...;,;.;;.;,,;;;;o,;.;~.-,_.;;.;,;m;;;..~~---~+"------1 

JU,.i'.'P J 1 ili'ICl1 9 1 Hf110R : 1 ~;•11)~ 1 f 1-., .... ,-,s-.m-1--.......;-,~,~===¡~~~ .... ,----1 IUMilJJ 

~=--=-¡-· 1 l l 
l 2),ooa l 1 ¡--,~,--! ¡ ___ ..__ 

1 ::,soo l l 1 l 

" 1 "·"' l _J 1 1 

Muchos investigadores han tratado de encontrar 

marcadores propios del estado canceroso o bien que sean 

especificas del estado no transformado para poder detect.ar y 

monitorear el céncer colorrectal (11). Aunque han logrado 

avance~ en e_ste sentido_ (ver sección de marcadores 

tumorales), no se ha identificadO un marcador plenamente 

confiable que pudiera ayudar ul pronóstico de sobrevida del 

paciente. 



Conclusiones 

De los resUltados obtenidos es de destacarse la 

presencia de 15 proteínas que varían entre los 

adenocarcinomas medianamente diferenciados y el tejido 

control. Las diferencias en la expresión de proteinas 

totales analizadas en los tumores bien diferenciados fue de 

11 proteínas. En ambos casos el análisis de los resultados 

obtenidos se llevó a cabo en tumores tratados en ausenCia 

de inhibidores de proteasas. Parece existir menor alteracion 

en la expresión de proteínas en tumores bien diferenciados 

posiblemente debido a que la célula del adenocarcinoma bien 

diferenciado es fenotípicamente similar a la normal. 

Es necesario hacer hincapié en la presencia de l~s 

proteinas ·de masa molecular 35,700, 34,200, 22,000 y 22,500 

Da (proteinas 28, 29, 4 y 5) en tejidos tumorales 

mediahamehte diferenciados y bien diferenciados y su 

ausencia en los téjidoS controles analizados. El hallazgo de 

estas proteinas abre una amplia linea de investigación 

encaminada hacia el conocimiento de su estructura y 

funcionamiento como posibles marcadores tumorales dentro de 

los eventos moleculares relacionados con el des~~_i:-_oJ,.lo d_el _--­

- _c;:~ncer_"'_colorrectal. 

Los resultados de los geles analizados, de los 7 

tejidos tumorales y 6 controfes trata'dos en ausenCia de 
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inhibidores de proteasas y de los 8 tumores y 7 controles 

tratados en presencia de inhibidores de proteasas muestran 

que entre ellos existen alteraciones en la expresión de las 

proteinas. otros investigadores han demostrado que en los 

tumores se presentan alteraciones en los cromosomas 5, 17, 

18 y 11 y en los oncogenes myc, src, ras, myb, fyn y yes por 

lo que es de esperarse la variación en la expresión de 

proteinas. 

Los Patrones electroforéticoS de i-as· p.rOte:i-n8-~ .de !OS 

turiio~_es. m_~estr.an que _no hay-· concordancia ~~_tr~:~_e,~-·:-:, t~po­

histol6gico al que corresponde el tumor y ,la ,expresión 

genética cte la célula. es ctecir que células· cOr.res·p~nctien·t·es 
- --_ .-:;·'--·'-'-0 

al miSmo tipo- histológico muestran diferentes patro~~s 

electroforéticos de proteinas. 

Las diferencias obtenidas entre los adenocarcinomas con 

el mismo · grado de diferenciación asi como entre los tumores 

con distinto grado de diferenciación celular, pueden deberse 

a estadios en el avance de la enfermedad. Otro parámetro que 

hay que tomar en cuenta es que las muestras analizadas 

provienen de distintos pacientes que presentan antigenos 

._P_rc:JP_~~-s_ "-~el __ t_umor ~ __ 

En base a los resultados obtenidos en presenciá de 

inhibidores de proteasas se puede concluir que no parece 

haber degradación importante en las prote~nas presentes en 
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el tejido. Estudios posteriores deben llevarse a cabo 

aumentando el numero de muestras, el tipo de inhibidores de 

proteasas .y Utilizando nitrógeno liquido, para obtener un 

mejor control.en la manipulación del tejido. 

En relación a los objetivos planteados al inicio del 

trabajo, éstos fueron cumplidos parcialmente, ya que sólo se 

encontró-una sola proteiná característica del estado de 

difere'nciación (proteina 30, gel 5, 6 y 7, Tabla 7). Sin 

embargo el hallazgo de las proteinas 28, 29, 4 y 5 que 

parecen ser características del estado neoplésico en cáncer 

de colon son resultados todavía más interesantes e 

importantes para la investigación tanto básica como clínica. 

sentando las bases para trabajos posteriores de 

identificación de la estructura y función, o bien ~para 

utilizarlos como marcadores tumorales del .cancer de colon. 

95 



96 

APEND:CCE 



Tabla A 
Porcentaje de incidencia de cáncer por región anatómica en 
la población mexicana de la Ciudad de México en 1988 (28) 

Región anatómica ~ 

1 Cérvix. 18.57 
2 Piel 10.94 
3 Mama 10.81 
4 Ganglio linfático 5.21 
-5 Tej. hematopoyético 4.79 
6 Desconocido 4.67 
7 Próstata 4.5 
8 Estómago 4.43 
9 Pulmóm 2.6 
10 Ovario y anexos 2.45 
11 Tiroides 2.42 
12 Encéfalo 2.4 
13 Vejiga urinaria 2.23 
14 Colon 2.17 
15 Cuerpo del ú~ero 2.13 
16 - Tejido Conjuntivo 1.88 
17 Vesicula biliar l. 7 
18 Testiculo 1.66 
19 Ril'i6n-uréter 1 ;55 
20 Recto-ano 1,55 

Tabla B 
PorcentO:Je de incidencia de cllncer por región'. ana_tómica en 
la ·población masculina de la Ciudad de México en 1988 (2El) 

1 
2 
3-
4 
5 
6 

c-~7-é---

8 
9 
10 
11 
12 
13 
14 
15 
16 
17 
18 
19 

Región anatómica 

Piel 
Próstata 
Ganglio linfático 
TeJ. hematopoyético 
Estómago 
Desconocido 

-Pulmón 
Testículo 
Vejiga urinaria 
Encéfalo 
Laringe 
Colon 
TeJ. conjuntivo 
Riñón-uréter 
Recto-ano 
Huesos y articulaciones 
Boca-encia 
Esófago 
Tiroides 

~ 

i4.0 
12.16 
8.67 
6.51 
6.31 
5.56 
4.57 
4:48-
4.37 
3.75 
3.25. 
2.94 
2.48 
2.38 
2.12 
1.95 
1.91 
1.39 
1.23 
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20 Vesícula biliar 1.15 

Tabla e 
Porcentaje de incidencia de cancer por región anat6Ut!ca en 
la población femenina de la Ciudad de México en 19BB (28) 

Región anatómica % 

1 Cérvix 29.5 
2 Mama 17 .1 
3 Piel 9.16 
4 desconocido 4.14 
5 Ovario y anexos 3.89 
6 Tej. hematopoyético 3. 77 
7 Cuerpo del útero 3.38 
8 Estómago 3.32 
9 Ganglio linfético 3.17 

'' 10 ,, Tiroides 3.12 
11 Vesícula biliar 2. 01 
12 Colon 1. 71 
13 Encéfalo 1.6 
14 Tej. conjuntivo 1.53 

',',15, Pulmón 1.45 
16' Recto-ano 1.21 
17' Riñón-uréter 1.11 
18 Vulva-vagina l. 03 
19 Vejiga urinaria 0.99 
20 Boca-encia 0.87 
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