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1. INTRODUCCION

La transformacion celular se ha asociado con diversos cambios fenotipicos
aunque no todas las células transformadas los adquieren. Estos cambios
incluyen la inmortalidad, es decir, las células viven infinitamente, un
crecimiento independiente de su adhesion, una disminucién en los
requerimientos de suero para su crecimiento y una pérdida de la inhibicién de
la proliferacién por contacto, lo que da como resultado la formacioén de focos o
colonias de células transformadas en los frascos de cultivo tisular. La
adquisicion de estas propiedades es muy importante para la progresién de
células normales a malignas. Los eventos principales en los procesos de
transformacion son generalmente genéticos e irreversibles. Asl, se piensa que
una célula de algun tejido que haya adquirido la capacidad de crecer
aceleradamente como resultado de mutaciones somadticas sucesivas Yy/o
rearreglos genéticos, adquiere una ventaja proliferativa sobre las demas
células que la rodean. Finalmente, el tumor que surge rebasa al tejido
hospedero y, en algunos casos se vuelve invasivo y metastasico.42

El cancer colorrectal humano es un padecimiento que actualmente se ha visto
muy incrementado debido a diferentes causas, entre las que destacan
principalmente los factores genéticos y los factores ambientales como puede
ser el tipo de dieta. Existen tres tipos de cancer colorrectal que se han
estudiado principalmente, que son: el cancer que desencadena la Poliposis
Adenomatosa Familiar (FAP), el Cancer Colorrectal Hereditario No Polipoideo
(HNPCC) y el cancer colorrectal esporadico. La aplicacion de las técnicas de



biologia molecular al DNA obtenido de diferentes tumores colorrectales,
permitira comprender con mas claridad el proceso de la tumorigénesis
colorrectal, ademas de conocer el tipo de alteraciones presentes en el tejido
tumoral de una poblacién en México.

Un banco o coleccion de material genético es un conjunto de muestras, ya sea
DNA o RNA, de un grupo determinado de miembros de una poblacién
particular. Este tipo de bancos son de gran utilidad para el bioquimico o el
biélogo molecular, ya que a partir de esta coleccion es posible realizar diversos
tipos de estudios moleculares. De ésta manera se puede trabajar con
diferentes genes aprovechando al maximo la ventaja de tener al alcance un
banco de material genético ya establecido.

Ademas del material genético recopilado, también es de gran ayuda contar con
un registro de datos fenotipicos de los individuos de los cuales se han obtenido
muestras genéticas, ya que muchas veces, sino la mayoria, existe una
estrecha relacion entre las caracteristicas genéticas y las morfolégicas o
fenotipicas. Es por esto que en diversos trabajos se recopilan datos clinicos o
morfolégicos de los individuos estudiados.

El presente trabajo es la primera fase de un proyecto para estudiar a nivel
molecular las alteraciones en el DNA de un grupo de tumores colorrectales de
una poblacion en México. Este trabajo consistira en el establecimiento de un
banco de DNA, asi como la recopilacion de los datos clinicos de pacientes con
diferentes tipos de cancer colorrectal.



2. OBJETIVOS

Objetivo general:

Establecer un banco de DNA de tumores provenientes de pacnentes mexicanos
con cancer colorrectal.

Objetivos particulares:

1) Obtener el DNA del tejido tumoral y normal de un grupo de pacientes
mexicanos con cancer colorrectal.

2) Realizar la recopilacién, en el Archivo de Expedientes del Hospital de
Oncologia del CMN, S. XX, de los datos clinicos de los pacientes cuyos tejidos
han sido recolectados.



3. ANTECEDENTES

Existen evidencias de que las enfermedades neoplasicas han afectado a la
poblacién humana desde los tiempos prehistoricos. Se han descubierto
depdsitos metastasicos en los esqueletos de momias del Per de 2400 afos,
asl como en momias egipcias del 3000 a.C. Fue Hipdcrates (460-370 a.C.) el
primero en proponer una estructura tedrica para explicar la invasividad del
cancer. una enfermedad de la bilis negra, uno de los cuatro "humores"
corporales ( bilis negra, bilis amarilla, sangre y flema). Se crefa que la invasion
ocurria cuando la bilis negra se difundia dentro o fuera del tejido afectado.
Esta teoria prevalecio por mas de 2000 afos.

El primero que describi6 la etiologia celular del cancer fue Johannes Peter
Mueller en 1828. Al afio siguiente, Joseph Claude Recamier propuso que la
invasividad y la extensidn hacia otros tejidos son el resultado de la
translocacion de células, utilizando el término "metastasis” para describir este
proceso.

Durante el siglo y medio pasado la investigacién en el area ha revelado que
los factores celulares y "humorales” si se ven involucrados en la patogénesis
del cancer colorrectal.®

CANCER COLORRECTAL

Debido al extenso desarrollo de la investigacion durante la Ultima década, se
ha logrado un avance significativo de nuestro entendimiento acerca de los



mecanismos de la carcinogénesis. El carcinoma colorrectal es un modelo tnico
entre los modelos del desarrollo del cancer, ya que 1a progresién del estado de
premalignidad al de malignidad estd muy bien documentado. Existe una
secuencia pélipo-cancer que ocurre en la superficie epitelial, la cual se
encuentra al alcance de los endoscopistas para su estudio. Esta accesibilidad
ha capaci'tado a los investigadores para documentar los cambios alelotipicos
progresivos, como la evolucion de clonas de células anormales hasta un
fenotipo completamente tumorigénico. Como resultado, el cancer colorrectal se
considera uno de los ejemplos mejor documentados de fa progresién genética
en muitietapas de la transformaciéon maligna.

Estas observaciones han promovido la evolucién de la teorfa oncogénica, que
sugiere que el desarrollo def cancer es el resuitado de una expresién o funcién
anormal de los genes. Esta anormalidad genética puede resultar de ia
desrepresion de genes, tal vez como resuitado de alguna insercién de sefiales
provirales; de mutaciones puntuales causadas por carcinégenos; o de alguna
pérdida genética a través de una translocacién anormal. La mutaciones
puntuales especificas en aiguna regién de la doble hélice def DNA pudieran
proveer "molides" para la sintesis de protelnas citoplasmaticas o de superficie,
alteradas pero funcionalmente activas, que escapen de algun tipo de control o
regulacion. A fos genes Involucrados se ies denomina "oncogenes", mientras
que a los genes no mutados o precursores reprimidos de los anteriores se les
llama "proto-oncogenes". A los genes de regulacién negativa algunas veces se
ies llama "antioncogenes" o "genes supresores tumorales". Todos estos genes
estan involucrados en la reguiacidn de algunos aspectos de la proliferacion
celular,

EPIDEMIOLOGIA

El cancer del intestino grueso es, con excepcién de fos tumores malignos de
puimén, una de las primeras causas de muerte por cancer en paises
desarrolfados, como en los Estados Unidos.'? La frecuencia de esta
enfermedad a, nivel mundial al parecer se relaciona con el alto indice de
industrializacién y de ios niveles socio-econdmicos elevados.

Existe una aita incidencia de cancer colorrectal en los palses desarrollados,
incluyendo Europa Occldental, Escandinavia, Canada y Nueva Zelanda ( Fig.
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3.1). Una incidencia intermedia se observa en Europa Oriental, mientras que
en Africa del Sur, Asla y Sudamérica, con la excepcion de Uruguay y
Argentina, existe una baja incidencia de esta enfermedad. Durante las tres
décadas posteriores a 1945, se ha visto un incremento notable en el indice de
muertes por cancer colorrectal en ltalla, Chile y Japén, tanto en hombres como
en mujeres.'?

En paises como los Estados Unidos, Nueva Zelanda y Singapur se han
registrado amplias variaciones en diferentes razas con respecto a la incidencia
de cancer colorrectal. La poblacion blanca de los Estados Unidos presenta una
mayor incidencia que los indios americanos o los hispanos. Los polinesios de
Nueva Zelanda y Hawaii presentan menores jndices que las poblaciones
caucasicas de estas regiones, mientras que en Singapur, las poblaciones de
hinduies y malasios muestran menores indices que los chinos .22

Este padecimiento ha aumentado en los palses en vias de desarrollo debido al
incremento del indice de industrializacion, coincidente con el desarrollo
econdmico y la adopcion de dietas similares a las de otros paises
industrializados. Un ejemplo que ilustra a este tipo de paises es Japdn, que
con su rapido desarrollo e industrializacidn, muestra evidencia definitiva de la
estrecha relacion entre la frecuencia de cancer colorrectal y el nivel socio-
econémico del pafs.6. 43

Existen estudios epidemiolégicos donde se demuestra que los habitos
dietéticos, asi como cierto tipo de sustancias quimicas que se ingleren, pueden
influir en el desarrollo de pdlipos, adenomas y carcinomas colorrectales. Estos
estudios han formado las bases de la influencia de los factores dietéticos en el
desarrolio de cancer colomrectal.s

Entre los factores dietéticos que se correlacionan mas fuertemente con un alto
riesgo para el desarrolio de cancer colorrectal se encuentran el consumo de
grasas, especiaimente grasas animales, ingesta de carnes, carbohidratos
refinados y el alto contenido de colesterol, ya que se ha encontrado en heces
fecales. 46.8.43.44

La incidencia de cancer colorrectal es mayor en los paises industrializados
donde el consumo per capita de estos factores (carnes, grasas y carbohidratos
refinados) es muy aito.



Fig. 1. Relacidén de muertes por cancer colorrectal en hombres vs. consumo de grasas por dfa en 18 palses
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La amplia variacion en la distribucion geografica del carcinoma colorrectal, esta
implicada en la etiologia de este padecimiento. En general, el cancer
colorrectal se ha caracterizado como un padecimiento de personas de edad
avanzada ya que la gran mayorfa de los pacientes son mayores de 60 afios.
Sin embargo, se debe considerar que el 8% de los casos ocurren antes de los
40 afos y que en la literatura se han reportado casos de carcinoma colorrectal
en pacientes menores de 20 afios. 12

La incidencia global de esta enfermedad se distribuye muy similarmente entre
los dos sexos. Sin embargo, parece ser que existe un ligero predominio de
tumores de colon en mujeres cen una relacién de 1.2:1, mientras que para el
cancer rectal, el predominio es de los varones con una relacion de 1.4:1.

Es interesante el hecho de que en algunos paises como China, con una
incidencia de baja a moderada de cancer colorrectal, prevalecen las lesiones
del colon derecho sobre las de colon izquierdo, ademas de que la poblacion
afectada es mas joven. De estos factores, uno podrla esperar algunas
diferencias en las caracteristicas clinicas y los rasgos patoldgicos asi como en
el comportamiento bioldgico del cancer colorrectal entre los diferentes paises
con altaincldencia, y aquellos con baja Incidencia del padecimiento.

Es de hacerse notar como un fenémeno curioso, que varios reportes sobre el
sitio de distribucién del cancer colorrectal en los Estados Unidos, muestran que
el cancer colorrectal se presenta comunmente en el colon proximal, es decir,
en el ciego y el colon ascendente y en su mayor parte en pacientes de edad
avanzada.'2

ETIOLOGIA

La patogénesis del cancer colorrectal debe considerarse como una compleja
interaccion entre el perfil genético del individuo y el medio ambiente que lo
rodea.s

Comparando los diferentes porcentajes de cancer entre ciertas areas
geograficas, entre grupos de migrantes y grupos religiosos, se ha obtenido
evidencia indirecta de que las dietas altas en grasas y bajas en vegetales y
otras fuentes de fibra, son factores de riesgo de cancer colorrectal.”



CONSUMO DE GRASAS

De todos los factores dietéticos que se cree que implican riesgo para
desarrollar cancer, el que ha llamado mas la atencién de los investigadores es
el consumo de grasas. Observaciones sugieren que la composicion de acidos
grasos puede ser relevante y el riesgo aumenta con un exceso en el consumo
de grasas saturadas .

Los estudios epidemiolégicos no proporcionan evidencia inequivoca de que el
consumo de grasa desempefie un papel causal en la etiologia del cancer
colorrectal; sin embargo se han hecho estudios que respaldan fuertemente la
hipotesis de qu'e este tipo de dieta alta en grasas es importante.

En un estudio de caso-control realizado en el oeste de Nueva York, el riesgo
aumentaba con el incremento del consumo de grasa y de kilocalorias, con el
riesgo de la grasa persistente en los hombres, ain después de ajustar el
consumo de kilocalorias.

En otro estudio realizado con hombres profesionistas sanos, se encontré que la
ingesta de grasas saturadas era asociada positivamente al riesgo para el
desarrollo de adenomas colorrectales; y en un estudio de caso-control
realizado en Grecia, se encontr6 que se incrementaba el riesgo entre las
personas que consumian altas cantidades de grasa en su dieta y tenian bajas
cantidades de colesterol en el suero.

Sin embargo, en otro estudio de caso-control realizado en poblaciones
mediterraneas sobre cancer colorrectal no se encontré efecto por las grasas,
pero si por las calorias totales y por el colesterol de la dieta. En Estocoimo se
realizé6 ofro estudio caso-control y se encontréd un riesgo aumentado en
personas que consumian grandes cantidades de carne asada al carbén o
quemada.s

El alto consumo de grasas conlleva a una mayor excrecion de acidos biliares, y
en modelos animales, se ha visto que los 4cidos biliares actian como
promotores tumorales en el colon.® Existe una hipétesis que predice que una
mayor excrecién de acidos biliares altera la poblacion bacteriana del intestino
grueso. Con dietas bajas en el contenido de grasas la poblacion bacteriana es
principalmente aerobia y esta no transforma los Acidos biliares primarios a
acidos biliares secundarios. En cambio, en dietas con alto contenido de grasas,
la flora bacteriana se transforma a anaerobica y los acidos biliares primarios se
convierten a secundarios, como son el desoxicolato y litocolato. L.os acidos
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biliares secundarios son los que acitan propiamente como promotores de las
lesiones del intestino grueso.+

Existen otros compuestos, llamados fecapentaenos que son un grupo de
lipidos insaturados enlazados a éteres, que se han encontrado en heces
fecales de personas que consumen altas cantidades de grasas y baja fibra en
la dieta. Se ha demostrado que son poderosos mutagenos en diversos
sistemas in vitro. Se cree que si los fecapentaenos juegan algln papel en el
desarrollo del cancer colorrectal, su participacion mas bien se relaciona a la
transformacion de adenoma a carcinoma mdas que a la iniciacién tumoral,
aunque esto no ha sido del todo comprobado.1”

CONSUMO DE COLESTEROL

Algunos de los estudios mas recientes realizados en cancer de mama y colon,
mostraron que el consumo de colesterol en la dieta es un factor de alto riesgo,
aunque éste era sustancialmente menor que el producido por el consumo de
grasas totales y/o saturadas, y por eso no se le ha dado mayor importancia por
bastante tiempo.?

OBESIDAD

Se han realizado estudios que sugieren que la obesidad incrementa el riesgo
de cancer de colon. Hombres que pesan 40% mas de su peso promedio tienen
un 35% mas de probabilidad de morir de cancer, especialmente de colon y
recto. En un estudio de 52,539 hombres en Hawali, se observé que la obesidad
en la juventud y en la madurez, incrementaba el riesgo de cancer en la porcién
sigmoide del colon. Sin embargo, en otro estudio en Estados Unidos no se
encontré una relacion directa entre la masa corporal y el riesgo de contraer
cancer colorrectal.

Para el caso de las mujeres que pesan arriba del 40% de su peso promedio,
tienen un 160% ma s de probable mortandad por cancer. Las mujeres que son
obesas tienden a padecer cancer de vejiga, mama, cérvix, endometrio y ovario
principaimente. Los individuos obesos poseen concentraciones elevadas de
prolactina, andrégenos, estrdgenos y cortisol. El tejido adiposo es el lugar
donde existe una mayor formacidn de estrdgenos en mujeres
postmenopatsicas. Se ha pensado que el estrégeno actiia como promotor de
varios tumores. 8.4 :



CALORIAS Y CARBOHIDRATOS

Algunos estudios han proporcionado evidencia de un efecto positivo de los
azUcares en el incremento del riesgo de cancer colorrectal; por ejemplo en un .
estudio realizado en Utah, otro en Los Angeles y otro en Bélgica, se encontrd
que los oligosacaridos eran factor de riesgo. En estudios realizados con
modelos animales, se ha visto que una de las formas mas efectivas de
disminuir la incidencia de cualquier tipo de cancer, es la restriccion calérica, por
lo que se cree que existe un mecanismo similar para cierto tipo de cancer
humano.®

CONSUMO DE ALCOHOL

En general, de todos los factores que se ha mostrado que producen riesgo de
cancer, el que presenta la evidencia mas fuerte de su acclén es el alcohol.

El consumo de alcohol se relaciona causalmente al cancer primario de higado,
aunque para el riesgo de cancer de colon, recto y de pecho, el papel del
alcohol no se conoce con claridad.

E!l cancer colorrectal se ha asociado a la ingesta de alcohol, especialmente al
consumo de cerveza en cancer de recto. En un andlisis de 27 estudios
realizados se muestra una débil asociacion entre el alcohol y el cancer
colorrectal, siendo ésta mayor con la cerveza que con otro tipo de bebidas
alcohdlicas. El analisis de dos estudios realizados en Marsella, Francia, uno en
cancer colorrectal y uno en poliposis adenomatosa de colon y recto, se mostré
un elevado riesgo para cancer de recto, pero no para cancer de colon o
polipos, en hombres bebedores de cerveza. En un estudio de caso-control
realizado en Los Angeles, se encontré que la ingestion de alcohol tiene una
contribucion significativa al efecto de las calorlas como fuente de incremento
de los riesgos .8

CONSUMO DE FRUTAS, VERDURAS Y FIBRA NATURAL

Algunos constituyentes dietéticos pueden aportar proteccién en contra del
desarrollo de carcinoma colorrectal. Existen hipétesis en las que se cree que la
deficiencia en el consumo de fibra en los paises industrializados, aumenta los
riesgos para el cancer colorrectal.s.7.8

El consumo de fibra de frutas y verduras mas que de cereales y granos se ha
asociado a una reduccion del riesgo para el cancer colorrectal.
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En un estudio de cancer de recto en el oeste de Nueva York, se observd que
habla un efecto de proteccion de la fibra proveniente de vegetales, pero no de
la que provenia de granos o de los demas alimentos que la contienen.s

Los vegetales como coliflor, brécoli, coles de 3ruselas, nabos, etc., contienen
compuestos derivados del indol que pueden tener propiedades antitumorales.
Estos estudios apoyan la hipotesis de que el consumo de vegetales durante
toda la vida, reduce el riesgo de contraer cancer colorrectal.”

CALCIO, VITAMINAS Y MICRONUTRIMENTOS

En pacientes con alto riesgo de contraer cancer, un suplemento de calcio en la
dieta puede disminuir el riesgo de formacion de pdlipos y carcinomas. Lipkin y
Newman demostraron convincentemente que un suplemento de calcio (1250
mg/dia) en la dieta diaria reduce las probabilidades de la proliferacion de
pdlipos en pacientes de alto riesgo por cancer familiar.

También el consumo de ciertas vitaminas ( A, C, D y E) y de micronutrimentos
como el selenio, sulfuro de dialilo y alil metil trisulfuro (ambos contenidos en el
ajo), se asocia a una disminucién en el riesgo de la formacién de cancer
colorrectal (Tabla 3.1).669.45
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Tabla 3.1. Propiedades Benéficas de ciertos micronutrimentos en la posible

disminucién del riesgo de cancer colorrectal.(Milsom,1993)

Micronutriente
Calcio

Vitamina D

Vitamina A

Vitamina C

Vitamina E

Selenio
Sulfuro de dialilo
(compuesto del ajo)
Alil metil trisuifuro
(compuesto del ajo)

Mecanismo de accién
Aumenta ia adhesion celuiar; disminuye la proliferacion
celular
Retarda el crecimiento de celuias cancerigenas humanas
in vitro; baja los niveles de ornitina descarboxilasa en
ratas '
La administracién puede suprimir tumores experimentales
de colon
Previene la formacién de compuestos N-nitroso por sus
propiedades antioxidantes; disminuye el desarrollo
tumoral después de la administracién de carcinégenos
Atrapa radicales libres que inhiben y promueven el
crecimiento tumoral en los modelos de carcinogénesis
Es cofactor del anticarcinégeno glutation peroxidasa
Inhibe el dafio nuclear inducido por carcindgenos

Aumenta la actividad de la glutation-S-transferasa, que
puede ser que inactive carcindgenos.
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MODELO DE TUMORIGENESIS EN CANCER COLORRECTAL

‘Pocos temas en la investigacién del cancer han causado tanto interés como el
descubrimiento de defectos genéticos identificables en pacientes con cancer
colorrectal tanto hereditario como esporadico. Asl, la mayor parte de la
investigacion actualmente se enfoca en el estudio de los mecanismos
moleculares y genéticos de la tumorigénesis. ¢

Desde hace tiempo se piensa que el proceso de formacion de un tumor

( tumorigénesis ), se lleva a cabo en varias etapas. Sin embargo no habla sido
posible sino hasta ahora, identificar los eventos moleculares que se llevan a
cabo en la iniciacion y la progresién tumoral humana.

Se ha sugerido a partir de una gran cantidad de dalos clinicos e
histopatoldgicos, que los tumores colorrectales malignos (carcinomas)
provienen de tumores benignos preexistentes (adenomas). También
contribuyen de manera importante al desarrollo de la neoplasia colorrectal los
factores hereditarios y ambientales. 3

Se han propuesto varias hipdtesis acerca del desarrollo de cancer. Las teorias
mutacionales predicen que las neoplasias tendrdn una composicion
monoclonal.

Para lograr comprender mejor las bases moleculares de la expansion clonal, se
buscan métodos para identificar alteraciones somaticas presentes en las
diferentes etapas de la formacion del tumor colorrectal. La presencia de
alteraciones existentes en todas o casi todas las células neoplisicas, sugiere
que la alteracion genetica provee a la célula de la capacidad de multiplicarse,
originando mas ceélulas neoplasicas que van formando un tumor constituido
predominantemente de este tipo de células alteradas (expansion clonal).
Estudios sobre la composicion clonal de los tumores colorrectales humanos
han demostrado que todos los tumores examinados, incluyendo adenomas
muy pequerios, tienen una composicién monoclonal.3

La carcinogénesis es un proceso que se lleva a cabo en varias etapas, dirigido
por dafios genéticos en ciertas células susceptibles que adquieren la
capacidad de crecer aceleradamente, expandiéndose como resultado de la
activacién de proto-oncogenes y/o la inactivacion de genes supresores
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tumorales. Los proto-oncogenes son genes celulares normales que se activan
por algin mecanismo que altera su funcién normal. Estos ocasionan un
crecimiento celular desrregulado e incrementan la posibilidad de una
transformacién neoplasica.s Los tumores colorrectales surgen como resultado
de este tipo de alteraciones que activan oncogenes acopladas a las que
inactivan genes de supresién tumoral, siendo estas (ltimas las alteraciones
que predominan.’

El proceso de tumorigénesis en cancer colorrectal involucra alteraciones
genéticas en oncogenes tales como ras y en los supresores tumorales,
particularmente aquellos en los cromosomas 5q (apc), 17p (p53) Y 18q (dcc y
mcc).

Para la activacion de ciertos oncogenes, por ser genes dominantes, basta con
alguna alteracion en uno de los alelos, mientras que la pérdida de la funcién en
los supresores tumorales resulta si los dos alelos han sido dafiados, ya que
estos genes son recesivos generalmente,2 18

La tumorigénesis es precedida por una amplia propagacién de la
hiperproliferacion celular que se detecta en las células epiteliales de la mucosa
del colon. Una o un nimero pequeno de éstas células hiperproliferativas inician
el proceso de la neoplasia por un mecanismo de expansién clonal, formando
un adenoma tubular pequefio (pélipo). Los adenomas gradualmente progresan
en tamano, en grado de displasia y adquieren una morfologia vellosa, es decir,
toman la apariencia de fibrillas.3.16

Generalmente se representan tres estadios en la formacién de los adenomas,
aunque el proceso en realidad es continuo. Cualquier tipo de adenoma se
considera como un tumor benigno; si alguna célula del adenoma adquiere la
capacidad de crecer mas aceleradamente, de manera que cubra a las demas
células del adenoma y ademas pueda invadir a través de la membrana basal,
por definicién surge un carcinoma. Los carcinomas progresan paulatinamente
adquiriendo la capacidad de formar metastasis hacia nodos linfaticos
regionales y/o hacia sitios mas distantes, como por ejempio al higado. La
completa progresion puede ocurrir en varias décadas. 1

Diversas alteraciones genéticas acompafian el proceso y pueden ser
responsables de este. En pacientes con FAP (Poliposis Adenomatosa
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Familiar), se hereda una mutacién en el cromosoma 5q. Se cree que esta
alteracion puede ser la causante de la hiperproliferacion del epitelio presente
en estos pacientes. En los tumores que surgen en pacientes sin poliposis, la
misma region se ha visto mutada en una etapa relativamente temprana de la
tumorigénesis. También se ha observado hipometilacion del DNA en
adenomas muy pequefios de pacientes con o sin poliposis. Esta alteracién
puede ser causante de la pérdida de alelos de genes supresores de tumores.
Las mutaciones en ras, al parecer ocurren en una célula de un pequefio
adenoma preexistente y através de un proceso de expansiéon clonal, se va
produciendo un tumor cada vez mas grande y mas displasico. Las deleciones
ocurren con mayor frecuencia en los cromosomas 5q, 17p y 18q. Las
deleciones alélicas de los cromosomas 17p y 18¢ ocurren en etapas tardias del
desarrollo tumoral en relacién a las deleciones que ocurren en el cromosoma
5q y/o las mutaciones del gen c-Ki-ras (Fig. 3.2). Sin embargo, el orden de
estos cambios no es invariable y la acumulacién de ellos resuita mas
importante que el orden en el que ocurren, Una vez que se ha formado el
carcinoma, las células tumorales continiian progresando y la acumulacion de
pérdidas en los alelos de otros cromosomas adicionales se correlaciona con la
capacidad del tumor para producir metastasis y causar la muerte,? 16

En varios estudios realizados, se ha encontrado que de 47-50% de los
carcinomas contienen mutaciones puntuales en el gen ras, de las cuales la
mayoria (88%) son en c-Ki-ras. Los adenomas divididos en tres clases,
resultaron de la sigulente manera: la clase | present6 el 13% de mutaciones,
sin embargo, las clases 1l y lll tuvieron un porcentaje tan frecuente como los
carcinomas (50%). El 58% de los adenomas mayores de 1 cm presentaron
mutaciones en c-Ki-ras, mientras que solo el 9% de los adenomas menores de
1 cm presentaron estas mutaciones,3 5. 16. 20

Las deleciones del cromosoma 5q se han observado comunmente en
pacientes sin poliposis, en 29% de los adenomas clase It y |l y en 36% de los
carcinomas. Los tumores con alteraciones alélicas del cromosoma 5q,
presentaban recombinaciones mitdticas o deleciones que afectaban
diferencialmente los marcadores del cromosoma §q.3. 16.20

Para el cromosoma 18q, las deleciones alélicas se han encontrado en la
mayoria de los carcinomas (73%), ademas de los adenomas de clase il (47%).
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Fig 2. Modelo de la tumorigénesis colorrectal, en el cual se observan los cambios genéticos que ilevan al
_desarrallo del cancer colorrectal (Galiick, 1994)




En los adenomas de clase | y Il se han observado con menor frecuencia en
13% y 11% respectivamente.3. 16,2040

Las deleciones alélicas del cromosoma 17p se han visto en un 75% de los
carcinomas, en los adenomas clase | y Il se ha visto un 6% en los dos y en un
24% de los adenomas de clase .

Las deleciones alélicas de los cromosomas 17p y 18q son poco frecuentes en
los adenomas de clase | y Il. Sin embargo, las deleciones alélicas del
cromosoma 18q ocurren en la mitad de los adenomas de clase |, aunque la
frecuencia con la que se pierden las secuencias del cromosoma 17p es
relativamente baja aln en estos adenomas mas avanzados.3.5. 16. 20

Las mutaciones del gen ras y las deleciones del cromosoma 5q, ocurren
generalmente en una etapa temprana de la neoplasia, a diferencia de las
deleciones alélicas del cromosoma 18q, que generalmente preceden las
deleciones alélicas del cromosoma 17p en etapas mdas avanzadas de la
neoplasia colorrectal.?

Se ha encontrado que las cuatro alteraciones genéticas mencionadas
(mutaciones de ras y deleciones en los cromosomas 5q, 17p y 18q), ocurren
con una frecuencia similar en poblaciones geograficamente y étnicamente
diferentes. Se han hecho estudios de las cuatro alteraciones genéticas en
tumores colorrectales clasificados en diferentes etapas. Mas del 90% de los
carcinomas presentaron dos o mas alteraciones. En contraste, solo un 7% de
los adenomas tempranos mostraron mas de una de las cuatro alteraciones, y
este porcentaje se incrementdé gradualmente al 25% y después al 49%
conforme los adenomas progresaban a las etapas intermedia y avanzada,
respectivamente. Fue de interés ei hecho de que dos de los adenomas
avanzados contenian las cuatro alteraciones genéticas mencionadas. Esta
observacion apoya la idea de que las alteraclones de sélo estos cuatro genes
no son suficientes para la progresién maligna del tumor. 3
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TIPOS DE CANCER COLORRECTAL

Los sindromes hereditarios de cancer ofrecen la oportunidad de identificar
algunos mecanismos genéticos de la carcinogénesis.28

E! cancer de colon ocurre frecuentemente en ciertos nlcleos familiares. Los
parientes en primer grado de pacientes con cancer colorrectal tienen un
incremento en el riesgo dos o tres veces mayor de cancer colorrectal que el
pariente afectado. Este exceso en el riesgo es secundario a algunos sindromes
hereditarios bien definidos. Estos incluyen los padecimientos hereditarios de
poliposis, principalmente el sindrome de Gardner's y la poliposis adenomatosa
familiar; y las variedades no polipoideas, como el sindrome familiar de cancer y
el cancer colorrectal hereditario no polipoideo, asi como el sindrome del
adenoma plano. Estos sindromes juntos son tan solo el 5% de todos los casos
de cancer colorrectal. Los factores familiares son de gran importancia para el
diagnostico y el manejo de los individuos con alto riesgo. Es por esto la
importancia de aclarar el sindrome particular o la categoria de riesgo a la que
el individuo pertenece.?®

POLIPOSIS ADENOMATOSA FAMILIAR (FAP)

Existe un sindrome en el cual se hereda la predisposicién para la formacién del
tumor colorrectal, la Poliposis Adenomatosa Familiar, en el que se forman
cientos de miles de adenomas (pélipos) en los individuos afectados (Fig. 3.3).
Estos sindromes muestran un patron de herencia autosémico dominante y se
caracterizan por aparecer generalmente alrededor de la tercera década de la
vida. La PAF se presenta en 1 de cada 5,000 americanos y en 1 de cada
17,000 japoneses. Los individuos afectados generaimente desarrollan de
cientos a miles de pélipos adenomatosos en el colon y en el recto, de los
cuales una fraccién pequefia progresard a carcinoma si no son tratados
quirargicamente E| sitio caracteristico que se ha asociado al FAP es en el
cromosoma 5q, ya que en los pacientes que tienen poliposis como en los
pacientes sin FAP, se han encontrado deleciones alélicas en este cromosoma.
Se piensa que éstas pérdidas indican la presencia de un gen supresor tumoral
en la regién que ha sufrido la delecidn. Los genes que se han asociado a este
cromosoma son el apc (Adenomatous Polyposis Coli) y el mcc (Mutated in
Colorectal Cancer).!. 3.30
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SINDROME DE GARDNER'S

Otro sindrome descrito relacionado con los poélipos coldnicos es el sindrome de
Gardner's que se distingue por un nimero de adenomas extracol6nicos. Este
sindrome también incluye multiples osteomas particularmente de la mandibula
y craneo, quistes epidérmicos e hipertrofia congénita del epitelio del pigmento
retinal. Estos sindromes se caracterizan por ser autosémicos dominantes, y por
la aparicion de cientos de pélipos en el colon, frecuentemente en la tercera
década de la vida (Fig 3.3).2832

CANCER COLORRECTAL HEREDITARIO NO POLIPOIDEO (HNPCC)

El cancer colorrectal hereditario no polipoideo (HNPCC) es comun y
comprende un 4-6% del total de los canceres colorrectales. Se ha reconocido
en diferentes familias.??

Es heterogéneo y se puede clasificar en dos subclases clinicas, el sindrome
Lynch 1 y el Lynch Il. El sindrome Lynch | se caracteriza por una propensién
hereditaria autosomal dominante a una temprana aparicién de cancer de colon
(alrededor de los 44 afios) con predominancia proximal a la curva esplénica
(aproximadamente un 70%) y un exceso de multiples tumores primarios, en
ausencia de poiipos difusos. El sindrome Lynch Il posee estas mismas
caracteristicas ademas de otros sitios extracol6nicos en los que se desarrofla
cancer, de ios cuales el mas comun es el carcinoma de endometrio, aunque
también se puede presentar en estémago, laringe, aparato génito-urinario,
ovario, pancreas, intestino delgado y ducto biliar. Se ha identificado que en
general los tumores hereditarios son pobremente diferenciados (24%) y
mucinosos (39%). 24

Se ha sugerido a partir de trabajos recientes, que existe un gen asociado a
este padecimiento, aunque los estudios realizados indican que falta profundizar
en estas investigaciones. Este gen se denomina hmsh2 (human mutS
homologue 2), y se localiza en el cromosoma 2p22-21. Se cree que el producto
de este gen interviene en los procesos de reparacion de apareamientos
defectuosos o muiltiples repeticiones de nucleétidos en el mecanismo de
replicacion del DNA (RER).?” La hipétesis de que la mutacion del gen hmsh2
es responsable del HNPCC, se apoya con las mutaciones de T a C que se han
visto en la posicion -6 del aceptor de empalme del intrédn localizado en el
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nucleétido 2020 de la secuencia del cDNA.2%5 Este locus también ha sido
asociado a otro sindrome hereditario denominado sindrome de Muir-Torre, en
el cual se presentan tumores en glandulas cebaceas, asociados a otro tipo de
tumores, que pueden ser colorrectales, de endometric o de piel,
particularmente queratoacantomas y tumores de células basales.2

SINDROME DEL ADENOMA PLANO

Los estudios realizados para identificar familias con HNPCC permitieron el
reconocimiento de una familia con multiples pélipos (2-100) generalmente del
lado derecho del colon y que presentaban las caracteristicas macroscépicas y
microscépicas descritas anteriormente por Muto, et al, de los adenomas
planos. Los adenomas planos presentan bordes levantados con depresiones
frecuentes en el centro. Microscopicamente, estas lesiones son adenomas
tubulares en los que la progresion del tumor se concentra cerca de la superficie
luminal de la mucosa. Los adenomas planos tienen un predominio del lado
derecho y a una edad relativamente avanzada surge el implante de cancer
colorrectal. Estas caracteristicas podrian reflejar un proceso clinicamente
intermedio entre HNPCC y FAP. La expresién de polipos es diferente a FAP en
términos del nimero y la distribucion anatomica de éstos; esto es, los
pacientes afectados desarrollan docenas de pélipos, pero muy rara vez llegan
a ser 100 y nunca llegan a ser miles, como es la caracteristica del FAP 50
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TABLA 3.2, Diferencias principales entre los diversos sindromes hereditarios
de cancer colorrectal (Lynch, et. al, 1991)

FAP

HNPCC

Sindrome
del
adenoma
plano

Esporidico

Edad

Temprana

Temprana

Avanzada

Avanzada

N° de
pélipos

>100

<10

Macroscépico Localizacién Localizacién

Tipico

de los
pélipos

Lado
{zquierdo o
totai

general del
tumor
primario

Otros tumores

Lado izquierdo Gastrointestinale

o totai

Tipico 0 ausente Lado derecho Lado derecho

generaimente

0-100 Adenoma plano Lado derecho

0

Indistinto

20

generalmente

No hay
pdlipos

Lado derecho

Indistinto

8 ampulares

Endometrio,
estémago,
pdancreas, laringe,
ducto biliar

Periampulares,
hepatoblastoma
de significado
desconocido

Otros, puede
haber o no



ALTERACIONES GENETICAS EN CANCER COLORRECTAL

ALTERACIONES EN p53

Se ha visto la pérdida de una gran porciéon del cromosoma 17p en mas del 75%
de los carcinomas colorrectales, mientras que ésta pérdida es relativamente
poco frecuente en adenomas en cualquier etapa, en varios pacientes las
pérdidas del 17p se han asociado a la progresion individual del tumor, de
adenoma a carcinoma.'®

La regién que cominmente se pierde del cromosoma 17p ya se ha identificado
y ésta contiene al gen que codifica para p53.

El producto codificado por p53, la fosfoproteina nuclear p53, participa en la
activacion de la replicacion y la transcripcién de DNA; también participa en la
reparacién del DNA cuando éste se encuentra daflado. La evidencia
acumulada sugiere que el gen p53 silvestre 0 no mutado funciona como
supresor tumoral.

Las células normales aumentan la produccion de p53 y detienen al ciclo celular
en la fase 'G1', antes de entrar en la fase 'S', para reparar cualquier dafio que
pudiera existir en el DNA, Si el dafio es irreparable, se cree que las células
mueren por el mecanismo de muerte celular programada o apoptosis; las
células con dafo reparable entran a la fase 'S' y después de llevar a cabo la
replicacion del DNA, se lleva a cabo la division celular. Por otro lado, las
células premalignas con mutaciones en p53 o ausencia de la protelna p53
conservan el dafio genético a través de la division celular, lo que puede
culminar en algun tipo de cancer invasivo.

Se ha observado en diversos tumores las mismas pérdidas del cromosoma
17p; las mutaciones que resultan por sustituciones de aminodcidos en el
producto del gen p53, se conservan en los alelos del mismo gen. Entonces,
esta alteracion que consiste en las mutaciones puntuales de uno de los alelos
del gen p53 aunadas a la pérdida o delecién del otro alelo no mutado, es lo que
se ve que ocurre frecuentemente en los carcinomas colorrectales entre otros
carcinomas, 2.6 .

El producto de p53 mutado puede inactivar al producto del alelo nativo
uniéndose a este, ya que, al oligomerizarse, forma un dimero que le impide su
asociacion normal con ofros constituyentes celulares. En base a ésto, parece
entonces que un gen p53 mutado provee a la célula de la capacidad de crecer
aceleradamente, aliin en presencia del alelo nativo. Esta hipétesis apoya la
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idea de que los carcinomas colorrectales con deleciones de los alelos de p53
son mas agresivos que los que no fienen estas deleciones. 3

ALTERACIONES EN RAS

Otro gen involucrado en el proceso del desarrollo del cancer coiorrectal es el
oncogen ras. Esta familia de genes y sus productos estan entre los oncogenes
celulares mejor estudiados a ia fecha. Los genes ras se encontraron
inicialmente en el genoma de ciertos virus de sarcomas animales, los virus de
Harvey y Kirsten.s!

Los genes ras de mamiferos, son genes estructurales que codifican para
proteinas (p21) que exhiben actividad hidrolitica y de enlace a nucleétidos de
guanina, ademas de estar unidas a la superficie interna de la membrana
citoplasmatica por una region lipidica de esta, através de su extremo carboxilo
terminal. Este gen codifica para proteinas homéiogas a las proteinas G, ya que
también regulan la transduccidn de sefaies por un mecanismo similar. Hasta la
fecha se han caracterizado tres oncogenes humanos de la famiiia ras, c-Ha-
ras, c-Ki-ras y c-N-ras. La activacién del oncogen ras ocurre aproximadamente
en el 50% de los carcinomas de colon. Al parecer, el evento que causa ia
activacion de ras es ia sustitucion de un séio aminoacido que resuita de
mutaciones puntuales en los codones 12, 13 del primer exon y el codon 61 del
segundo exon. Las mutaciones en ras, son comunes en tumores humanos y
generalmente ocurren como un evento en etapas tempranas del proceso de
tumorigénesis. Sin embargo, Ias razones de las difencias de activacion de ras
en diferentes tipos de tumores no son claras. Probablemente, se involucra la
exposicion a diversos carcinégenos o mutagenos, asi como las diferencias
intrinsecas en el patrén de expresion de genes .51

La distribucion de las mutaciones puntuales de ras parece ser que es
independiente de ia raza, sexo, edad o de ia localizacién anatémica de los
diferentes tumores. En general, la activacién mutacional de ras se asocia
frecuentemente a las etapas tempranas del desarrollo tumoral.5. 18. 51
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ALTERACIONES EN DCC

Se han Identificado frecuentemente deleciones del brazo largo (q) del
cromosoma 18 que contiene al gen dcc (deletion colon carcinoma). La pérdida
del locus del dcc puede contribuir a los cambios en los antigenos superficiales,
descritos en las células colorrectales cancerigenas. Esta conclusién se basa en
la prediccién de que el locus especifica una proteina con una secuencia de
aminoacidos semejante al N-CAM (molécula de adhesién de células
neuronales). La proteina codificada por el gen dcc posee una secuencia
significativamente similar a las moléculas de adhesién de células neuronales
asi como a otras glicoproteinas de supefficie celular relacionadas. Este tipo de
moléculas actiian como mediadoras de las interacciones célula-célula y célula-
sustrato y su funcion es muy importante en la regulacién de el crecimiento y la
diferenciacion celular.18.40

OTRAS ALTERACIONES GENETICAS

Se han encontrado ofro tipo de alteraciones involucradas en el proceso del
cancer colorrectal. Por ejemplo se ha observado una pérdida significativa de
grupos metilo en el DNA en etapas muy tempranas del cancer colorrectal. A
pesar de que los tumores colorrectales en general contienen hipometilaciones,
existen algunas regiones especificas del genoma que se pueden encontrar
hipermetiladas. Se ha observado que a la falta de metilacion del DNA, se
inhibe la condensacién de los cromosomas y se puede llegar a la inadecuada
separacion mitdtica, dando como resultado la perdida o aumento de
cromosomas.

También existen diferencias en la expresion o actividad de otros oncogenes
como por ejemplo el oncogen c-myc que se sobreexpresa en la mayoria de los
carcinomas colorrectales, especialmente en aquellos del colon descendente.
Por otra parte se han visto elevadas las actividades tirosin-cinasa de proteinas
especificas en muchos carcinomas colorrectales.3

Aparte, se han visto mutaciones o deleciones.en diversas regiones de los
cromosomas 1q, 4p, 6p, 6q, 8p, 99 y 22q en 25% a 50% de los casos
estudiados. 3 .

Existen ofras alteraciones que, al realizar estudios posteriores, se podra
determinar si son causa o resultado del estado neoplasico.
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La hipdtesis de que el dafio genético puede ser el responsable del cancer,
surglé de diversas bases: el reconocimiento de la predisposicién hereditaria al
cancer, la deteccion de cromosomas daflados en células cancerigenas, la
aparente conexion entre la susceptibilidad al cancer y la capacidad afectada de
las células para reparar dafios en el DNA y la evidencia que relaciona el
potencial mutagénico de algunas sustancias con su actividad carcinogénica.
Todas estas causas diversas tienen una accién comtn, daflar el DNA de las
células normales. En diversos tumores humanos el daflo genético todavia es
desconocido. Es posible que sea necesario diseflar otros métodos para
localizar estos daflos, estando conscientes de que es probable que no se
encuentren, ya que no siempre existen. Asi, como cada dla se conoce mejor el
genoma de las células cancerlgenas, se espera adquirir nuevos recursos para
la prevenclén, diagndstico y terapia del cancer; de esta manera, eventualmente
se podra lograr una meta mas ambiciosa, la de conocer y comprender los
diserios que ordenan la vida de nuestras células.?
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4. PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL

LISTA DE REACTIVOS

I. REACTIVOS PARA LA EXTRACCION DE DNA

Acido etilendiaminotetracético (EDTA) J.T. Baker
Alcohol etilico absoluto J.T. Baker
Alcohol isoamilico J.T. Baker
Cloroformo Merck
Cloruro de sodio (NaCl) J.T. Baker
Dodecil sulfonato de sodio (SDS) Sigma
Fenol Mallinckrodt
8-hidroxiquinolina Mallinckrodt
f-mercaptoetanol Sigma
Proteinasa K Sigma
Tris clorhidrato Sigma

il. REACTIVOS PARA LA ELECTROFORESIS

o Acido bérico Sigma

o Acido etilendiaminotetracético (EDTA) J.T. Baker

e Agarosa SeaKem

o Azul de bromofenol Merck
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Bromuro de etidio Sigma

Glicerol Merck
Tris base _ Sigma

Xilen cianol FF Sigma

REACTIVOS PARA LA RECOLECCION Y ALMACENAMIENTO DE LOS
TEJIDOS

Cloruro de potasio Técnica Quimica i
Cloruro de sodio J.T. Baker '
Fosfato monobasico de potasio Mallinckrodt
Fosfato dibasico de sodio Mallinckrodt

Nitrégeno liquido

26



MATERIALES Y METODOS
RECOLECCION DEL TEJIDO TUMORAL

o EI DNA se extrae del tejido tumoral y normal que se recolecta después de la
reseccidn quirirgica en el Hospital de Oncologia de Centro Médico Nacional
S. XXI.

e Las muestras de tejido se enjuagan en una solucién buffer de PBS estéril
con objeto de eliminar lo mejor posible sangre y fiuidos intestinales que
pudiera contener la muestra.

e Las muestras ya lavadas, se almacenan en un tanque que contiene
nitrégeno liquido a una temperatura de -195.79 °C. 2!

SOLUCIONES UTILIZADAS

a) 10 mM Tris pH 7.5, 10 mM EDTA, 0.15 M NaCl (10-10-0.15 TEN)
b) 10 mM Tris pH 7.5, 10 mM EDTA, 0.65 M NaCl (10-10-0.65 TEN)
¢) Proteinasa K (10 mg/ml)

d)20% SDS

e) Fenol

f) Sevag: cloroformo- isoamilico 24:1

g) Etanol absoluto

h) 1 mM TrispH 7.5, 1 mM EDTA (1-1 TE)

Preparacion de las soluciones
a) 10 mM Tris pH 7.5, 10 mM EDTA, 0.15 M NaCl (10-10-0.15 TEN)
Se pesaron 0.788 g de Tris clorhidrato, y se disolvieron en 250ml de agua

destilada, se ajusto6 el pH a 7.5 con una solucion de NaOH 1 M y se llevé a un
volumen de 300ml. '
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Por otro lado se pesaron 1.861g de EDTA y 4.35g de NaCl ; se disolvieron en
los 300ml de la solucion de Tris pH 7.5 y se afor6 a un volumen de 500ml con
agua destilada estéril.

b) 10 mM Tris pH 7.5, 10 mM EDTA, 0.65 M NaCl (10-10-0.65 TEN)

Se pesaron 0.788 g de Tris clorhidrato, y se disolvieron en 250ml de agua
destilada, se ajusté el pH a 7.5 con una solucién de NaOH 1 My se llevé a un
volumen de 300ml.

Por otro lado se pesaron 1.861g de EDTA y 18.85g de NaCl ; se disolvieron
en los 300ml de la solucion de Tris pH 7.5 y se aforé a un volumen de 500ml
con agua destilada estéril.

c) Proteinasa K (10 mg/ml) '

El frasco del producto comercial contiene 100 mg de Proteinasa K.

Se afadieron 10 ml de agua destilada estéril al contenido del frasco;
posteriormente se guardé esta solucién en alicuotas de 1 ml a -70 °C, con una
concentracion final de 10 mg/ml.

d) 20 % SDS
Se pesaron 10 g de SDS y se disolvieron en 50 ml de agua destilada.

e) Fenol
Se utilizéd una solucién de fenol a pH > 7.5, saturado con un buffer de Tris
clorhidrato pH=8.0. La técnica de saturacién se describe posteriormente.

f) Sevag : cloroformo-isoamilico 24:1

Se prepararon 500 mi de Sevag, mezclando 480 ml de cloroformo y 20 ml de
alcohol isoamilico.

El cloroformo desnaturaliza proteinas y facilita la separacién de la fase
organica y de la fase acuosa, y el alcohol isoamilico reduce la formacién de
espuma durante la extraccion.

g) Etanol absoluto
Se utilizé el producto comercial con una pureza del 99.9%.
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h) 1 mM Tris pH 7.5, 1 mM EDTA ( 1-1 TE)

Se pesaron 0.0788 g de Tris clorhidrato, y se disolvieron en 250mi de agua
destilada, se ajust6 el pH a 7.5 con una soluciéon de NaOH 1 M y se llevé a un
volumen de 300ml.

Por otro lado se pesaron 0.186 g de EDTA , se disolvieron en los 300m! de la
solucién de Tris pH 7.5 y se aforé a un volumen de 500mi con agua destilada
estéril.
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PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL

PREPARACION DEL FENOL

El fenol se debe destilar a 168 °C para eliminar cualquier producto de oxidacion
que pudiera contener. Después de destilado, el fenol debe equilibrarse a un pH
>7.8 ya que a un pH menor parte del DNA pasaria a la fase organica. 1°

e El fenol debe almacenarse a -20 °C . Se saca del refrigerador, y se deja a
temperatura ambiente ; después se funde a 68 °C . Una vez fundido, se le
agrega hidroxiquinolina a una concentracion final de 0.1%. Este compuesto
es un antioxidante, un inhibidor parcial de RNAsas, y un quelante débil de
iones metalicos. Ademas, su color amarillo proporciona una forma de rapida
identificacion de la fase organica.

¢ Al fenol fundido, se le agrega un volumen igual de buffer Tris-Cl 0.5 M, pH
8.0 . La mezcla se agita, utilizando un agitador magnético, por espacio de
15 minutos. Después se coloca en un embudo de separacion y se separa la
fase organica de la acuosa.

¢ Alafase organica se le afiade un volumen igual de buffer Tris-Ct 0.1 M, pH
8.0. La mezcla se agita en un agitador magnético por espacio de 15
minutos. Después se coloca en un embudo de separacion y se separa la
fase organica de la acuosa. Se repiten las extracciones hasta que el fenol
tenga un pH >7.8.

e Cuando el fenol tiene aproximadamente un pH >7.8, se le afade
0.1 volumen de buffer Tris:CI 0.1 M pH 8.0 que contenga 0.2% de
B-mercaptoetanol, y se almacena en un frasco ambar a 4°C por perfodos de
hasta un mes.
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EXTRACCION DE DNA DE TEJIDO TUMORAL Y NORMAL
Para facilitar la extraccion, la técnica se divide en cuatro etapas.

ETAPA 1: DIGESTION CON PROTEINASAK Y SDS 11.14.47

e Se pesan aproximadamente 0.1 - 0.2 g de tejido y se coloca la muestra en
un tubo de propileno de 50 ml.

e Se agregan 5 mi de 10-10-0.15 TEN y se homogeniza a alta velocidad con
el homogenizador de tejido (tissumizer) Tekmar, hasta la homogeneidad del
tejido.

e Se agregan 100 upl de proteinasa K 10 mg/mi (concentracién final de
0.2 mg/ml) y se mezcia con una pipeta.

+ Se agregan 125 ul de SDS al 20% (concentracion final de 0.5%). Se
inviete cuidadosamente el tubo para mezclar la suspension. Se debe
formar una solucién altamente viscosa. E! detergente (SDS) y la enzima
(proteinasa K) rompen la pared y la membrana celular, degradando el RNA
y las proteinas celulares. 14

¢ Se incuba la solucibn en un bafio de agua a 65 °C  durante
aproximadamente2-3 h.
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ETAPA 2: EXTRACCION CON FENOL Y SEVAG 1

e Se agregan 5 ml de 10-10-0.656 TEN . El tubo se invierte cuidadosamente
para mezclar. .

« Se agregan 10 ml de fenol. Se agita cuidadosamente y se centrifuga a 2000
r.p.m. durante 10 minutos a temperatura ambiente.

e La fase acuosa se pasa a otro tubo de 50 ml procurando no transferir la
interfase. En caso de ser necesario, se debe repetir la extraccién de la fase
acuosa con fenol.

¢ Se agregan 10 ml de Sevag. Se agita cuidadosamente y se centrifuga a
2000 r.p.m. durante 10 minutos a temperatura ambiente. Se elimina la fase
organica.

ETAPA 3: PRECIPITACION CON ETANOL 11

e Se transfiere la fase acuosa a un nuevo tubo de 50 ml y se agregan 2
volimenes de etanol absoluto. Se mezcla suavemente invirtiendo el tubo
varias veces. Se debe formar un precipitado fibroso denso. Se recoge el
precipitado con una pipeta Pasteur en forma de "U".

Si e] predpitado no es denso, es necesario centrifugar el tubo para
recuperar e} DNA.

* Se lava el DNA adherido a la pipeta y/o la pastilla formada después de
centrifugar, primero con una solucion que contenga 70% de etanol en 10-
10-0.16 TEN, después con ofra solucion similar y por Ultimo en etanol
absoluto.

o Se debe secar el precipitado, presionandolo muy suavemente con un papel
filtro con objeto de quitar el exceso de etanol.

¢ Se resuspende el DNA en el menor volumen posible de 1-1 TE.
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o Para facilitar la resuspension se puede incubar el tubo a 37 °C en un bario
de agua durante toda la noche.

ETAPA 4: DE TERMINACION DE LA CONCENTRACION 10

o Se toma una alicuota de la suspension de DNA ( 1-56 ul ), se mezcla con
0.5 ml de 1-1 TE y se colocan a la celda de lectura.

e Se determina la absorbencia a 260 y 280 nm usando como blanco de
lectura una solucion 1-1 TE .

o Se determina la concentracion de DNA utilizando la siguiente relacion:
20 A =1 mg/ml de DNA
Abs 260nm = X mg/ml de DNA

e EIDNA se almacena a4 °C.
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ELECTROFORESIS EN GEL DE AGAROSA .10
PREPARACION DEL GEL :

o Se sellan con cinta adhesiva las orillas de una placa de vidrio limpia y seca
para soportar el gel.

e Se prepara una cantidad suficiente de buffer electrodo TBE 0.5X para llenar
la camara de electroforesis y para la preparacion del gel. Para preparar una
solucién concentrada del buffer se pesan las siguientes cantidades de los
reactivos: )

TBE 5X: 549 de Tris base
27.5g de acido borico
20mi de EDTA 0.5 M (pH=8.0)
Esta solucion se afora a 1000 ml y, para trabajar, se prepara una dilucién
1:10.

e En un matraz Erlenmeyer, se pesan 0.06g de agarosa en polvo y se
agregan 10 mi de la solucion TBE 0.5X . Se tapa el matraz con un tapon
que le quede flojo y se callenta en el horno de microondas por
aproximadamente 40 seg. Se agita hasta que no queden grumos en la
solucién ni granos de agarosa pegados en las paredes del matraz. Se
afiaden a la solucién 5pl de bromuro de etidio a una concentracion de 10
mg/ml.

o Se deja enfriar un poco la solucidn y se vacla con una pipeta a la placa de
vidrio . Se debe observar que en el gel no se formen burbujas. Se coloca el
peine a 1 cm de distancia de la orilla superior y a 0.5-1 mm arriba de la
solucién para que los pozos tengan una profundidad adecuada.

¢ Ya que el gel haya solidificado, se le quita el peine cuidadosamente y se
coloca en la caja para la electroforesis.



ELECTROFORESIS

El gel ya s6lido se coloca en la camara de electroforesis y se le agregan
aproximadamente 500 mi de buffer TBE 0.5X, suficiente para que el gel
quede sumergido en la solucién aproximadamente 1mm.

Se mezclan las muestras del DNA con el buffer de corrimiento deseado; en
este caso se utiliz6 el siguiente:

0.25% de azul de bromofenol

0.25% de xilencianol FF

30% de glicerol en agua

El buffer de carga se utiliza con tres propésitos. incrementa la densidad de
la muestra, asegurando que el DNA se sumerja en los pozos del gel;
proporciona color a la muestra haciendo mas sencillo el seguimiento de la
electroforesis, pues de lo contrario serfa muy dificil determinar la distancia
que ha migrado la muestra de DNA, ya que ésta es incolora y sélo es visible
bajo una fuente de luz ultravioleta; y contiene reactivos, que en un campo
eléctrico, migran hacia el anodo en rangos que estan reportados en la
literatura.

La muestra con el buffer se carga lentamente en los pozos del gel
sumergido utilizando una micropipeta Gilson y se procede a migrar la
electroforesis aplicando un voltaje de 50mV, por aproximadamente 3-4h. El
DNA migrara hacia el anodo. Se verifica que los cables se hayan colocado
correctamente, observando si hay la formacién de burbujas en el anodo y
en el catodo; después de unos minutos, debe empezar a migrar el
bromofeno! de los pozos hacia el cuerpo del gel. El corrimiento se detiene
cuando el segundo colorante migra a 3-4cm antes del final del gel.

Se apaga la corriente eléctrica y se quitan los cables. Se retira

cuidadosamente el gel para examinario bajo luz ultravioleta, en un
transiluminador, a una A de 300nm.
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5. RESULTADOS

Se llevo a cabo la recoleccion de 20 muestras de tumores colorrectales con
sus respectivos controles de tejido normal en el Hospital de Oncologia del
Centro Médico Nacional S.XXI. Los fragmentos se recibieron entre 30 minutos
y 2 horas de la reseccion quirurgica, lavandose inmediatamente con una
solucion de PBS estéril con objeto de eliminar la mayor cantidad posible de
sangre y fluldos corporales indeseables. Ya enjuagados, los fragmentos de
tejido tumoral y normal se congelaron en nitrégeno liquido a -195°C y se
mantuvieron almacenados en estas condiciones hasta el momento de la
extraccion de DNA,

De cada muestra se tomaron aproximadamente de 0.5 a 1 g de tejido y el DNA
se extrajo utilizando la técnica de la proteinasa K 47, descrita en el capitulo
anterior (materiales y métodos). Después de la extraccion, las muestras de
DNA se resuspendieron en un volumen de aproximadamente 0.5 ml de buffer
TE (1-1M).

Se determin6é a partir de métodos espectrofotométricos la pureza de cada
muestra, tomando una alicuota de la suspensioén, leyendo las absorbencias a
260nm y 280nm y posteriormente calculando la relacién 260/280. Para
considerar el DNA de una pureza adecuada, esta relacién debe dar un
resultado entre 1.7 y 2.0. Si la relacién resulta menor de 1.7, esto indica que la
muestra contiene una cantidad significativa de proteinas, por lo que se debe
reextraer, afladiendo SDS 0.5% y fenol. Se reprecipita el DNA con etanol
absoluto y se vuelve a determinar la pureza, hasta que la relacién 260/280 sea
mayor o igual a 1.7.1° En general, se considera que una buena parte de las
muestras obtenidas poseen una buena pureza ya que la relacién 260/280 se
encuentra en el intervalo 1.7-2.0 (Tabla 5.1).
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A partir del resultado de la absorbencia a 260nm se calculé la concentracion en
mg/ml de DNA, de acuerdo a la siguiente relaciénto:

1 Azso--50pug/ml de DNA

X Az60-? pg/ml de DNA

Con este dato y con la estimacion del volumen total de la muestra, se calcul6 la
concentracion de DNA en mg, con el fin de conocer la cantidad total de DNA
obtenido del tejido del que se extrajo.

Posteriormente, se cuantificd la integridad y el tamario del DNA extralido, por
electroforesis en geles de agarosa. Los resultados se muestran en las Figs.
5.1, 5.2y 5.3. Se utilizé como control el DNA del fago A sin digerir. El tamario
del fragmento mayor de DNA del fago A es de 43 kb. En general, el DNA
extraldo posee un tamafio superior a 43 kb, ya que este es DNA gendmico,
ademas de encontrarse relativamente Integro. La integridad del DNA nos
puede indicar que las células de estos tejidos no presentaron muerte celular
programada o apoptosis, ya que una de las caracteristicas de ésta es la
fragmentacion del DNA.

Por otro lado se llevé a cabo la recopilacién de los datos clinicos de los
pacientes de los que se recolectaron muestras de tejido del Hospital de
Oncologia del C. M. N., S. XXI y de las que se ha obtenido DNA. Estos se
presentan clasificados de acuerdo al diagndstico, es decir, de acuerdo al tipo de
cancer colorrectal que presentan: FAP (Poliposis Adenomatosa Familiar, Tabla
5.2), HNPCC (Cancer Colorrectal Hereditario no Palipoideo, Tabla 5.3) o
esporadico (Tabla 5.4).

En estas tablas se incluyen los siguientes datos: edad, sexo, localizacién del
tumor (esto es, si el tumor se encuentra del lado derecho o del lado izquierdo
del colon), clasificacién de Duke's 13; este método de clasificacion se basa en la
infiltracién a la pared abdominal y en la presencia o ausencia de metastasis
ganglionares. De acuerdo con esta clasificacion se tiene:

Tipo A. Invasion a la submucosa y musculo, sin metastasis ganglionares o
distantes.

Tipo B. Invasion a la serosa sin metastasis ganglionares o a distancia.

Tipo C. Invasion a través de la serosa y compromiso de los ganglios
regionales.

Tipo D. Metastasis a distancia.

También se incluyen en las tablas los datos del tratamiento que recibieron los
pacientes (quimioterapia o radioterapia), recurrencia, metastasis y muerte.
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TABLA 5.1. PUREZA Y RENDIMIENTO DEL DNA OBTENIDO DE LAS MUESTRAS TUMORALES Y DE SUS
RESPECTIVOS TEJIDOS NORMALES .
N° de muestra A 260nm A 280nm Relacién 260/280 - Concentracién mg totales de

v de DNA (mg/mi) DNA
T70 0.137 0.071 1.929 0.685 0.822
N70 . 0114 0.059 1.926 0.571 0.743
T72 0.665 0.340 1.955 3.325 1.330
T 72 frag. 0.365 0.182 2.005 1.828 0.731
N 72 0.213 0.101 2.098 1.066 0.426
T76 0.543 0.282 1.925 2.718 1.087
N 76 0.227 0.147 1.546 1.136 0.227
T80 -~ 0.363 0.229 1.583 1.818 0272
N 80 0.140 0.080 1.739 0.701 0245
T88 0.466 0.246 1.894 2333 0.350
T 88 frag. 0.373 : 0.223 1670 1.868 0.372

T ( DNA Tumoral), N (DNA Normal), frag. (DNA fragmentado), A260 (Absorbencia a 260 nm), A280 (Absorbencia a 280 nm).
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TABLA 5.1. PUREZA Y RENDIMIENTO DEL DNA OBTENIDO DE LAS MUESTRAS TUMORALES Y DE SUS
RESPECTIVOS TEJIDOS NORMALES (CONTINUACION)

N° de muestra A 260nm A 280nm Relacidén 260/280 Concentracion mg totales de
de DNA (mg/ml) DNA
N 88 0234 0.126 1.850 1.171 0.117
T90 0.389 0.255 1.526 1.946 0.778
N 90 0.431 0.302 1.425 2.156 0.646
T 9% 0.556 0.290 1.913 2.781 0.556
N 96 0.340 0.191 1.778 1.701 0.510
T 100 0.514 0.276 1.862 2.573 1.801
N 100 (1) 0.149 0.093 1.600 0.740 0.185
N 100 (2) 0.337 0.208 1617 1.685 1 .Oi 1
T 104 | 0.304 0.160 1.902 1.521 0.304
N 104 (1) 0.127 0.071 1.780 0.635 0.127
N 104 (2) 0.390 0.234 1.664 1.950- 0.390

T ( DNA Tumoral), N { DNA Normal), frag. ( DNA fragmentado), A260 (Absorbencia a 260 nm), A280 (Absorbencia a 280 nm).
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TABLA 5.1. PUREZA Y RENDIMIENTO DEL DNA OBTENIDO DE LAS MUESTRAS TUMORALES Y DE SuUsS
RESPECTIVOS TEJIDOS NORMALES (CONTINUACION)

N° de muestra A 260nm A 280nm Relacién 260/280 Concentracién  mg totales de

de DNA (mg/mi) DNA

T 108 0.310 0.159 1.943 1.551 0.465
N 108 0246 0.132 1.859 1.233 0.369
T110(1) 0393 0.198 . 1.984 1.968 0.157
T110(2) 0.479 0.246 | 1.948 2.396 1.198
N 110 0.260 0.139 1.868 1.301 1.952
T116 0.343 0.240 1.430 1.715 0.514
N 116 0.212 0.154 1.376 1.066 0.533
T118 0.348 0.216 1.611 1.743 1.743
N118 0.318 0.208 1.528 1.598 0.750
T120 0.130 0.079 1.645 0.654 0.392
N120 0.210 0.143 1.468 1.056 0.529

T ( DNA Tumoral), N (DNA Normal), frag. (DNA fragmentado), A260 (Absorbencia a 260 nm), A280 (Absorbencia a 280 nm).
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TABLA 5.1. PUREZA Y RENDIMIENTO DEL DNA OBTENIDO DE LAS MUESTRAS TUMORALES Y DE SUS
RESPECTIVOS TEJIDOS NORMALES (CONTINUACION)

N° de muestra A 260nm A 280nm Relacion 260/280 Concentracion mg totales de

de DNA (mg/ml) DNA
T122 0.179 0.107 1.672 0.895 0.626
N 122 0.259 0.158 1.639 1.295 0.906
T124 0434 0.269 1.614 2.176 0.761
N 124 0.310 0.185 1.675 1.552 0.623
T128 0.466 0.264 1.765 2334 0.933
N 128 0.366 0.212 1.726 1.834 0.733
T132 0.583 0.337 1.730 2915 1.457
N 132 0.271 0.169 1.603 1.085 0.379
T134 0.635 0.408 1.556 3.175 1.587
N 134 0.359 0.209 1.717 1.795 0.538
T 136 0.634 0.406 1.561 3.173 1.903
N136 0.423 0.253 1.671 2.115 0.951

T ( DNA Tumoral), N ( DNA Normal), frag. ( DNA fragmentado), A260 (Absorbencia a 260 nm), A280 (Absorbencia a 280 nm).
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TABLA 5.2. DATOS CLINICOS DE LOS PACIENTES CON FAP
N°detumor Edad Sexo Localizacion Duke's RT/QT Metastasis Recurrencia Muerte

74 31 M VD NR . NR NHF NO
94 32 F | B2 - NO NO  NO
96 27 M | B2 NR NO NO NO

FAP (Poliposis Adenomatosa Familiar), M,F(masc. o fem.); |,D (izq. o der.); NR (no reportado); +(recibi6) o - (no recibit); NHF (no
hasta la fecha de la recoleccién de los datos).
TABLA 5.3. DATOS CLINICOS DE LOS PACIENTES CON HNPCC
N°de tumor Edad Sexo Localizacibn Duke's RT/QT Metastasis Recurrencia  Muerte

82 49 F D B2 - Sl Si NO

84 53 M D B2 + NO _ Si NO
HNPCC (Cancer colorrectal hereditario no polipoideo);M,F(masc. o fem.); LD (izq. o der.); NR (no reportado); +(recibi6) o - (no
recibid); NHF (no hasta la fecha de la recoleccion de los datos).
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TABLA 5.4. DATOS CLINICOS DE LOS PACIENTES CON CANCER ESPORADICO
N°detumor Edad Sexo Localizacibn  Duke's RT/QT Metastasis Recurrencia Muerte

70 62 F D B2 NR NO NR NO
72 75 F - c3 + sl NR NR
76 81 F I c2 + NR sl NO
78* 84 M i B2 NR NR NR si
80 43 M | B2 + NO NO NO
86 71 F I B2 + NO NO NO
88 72 F | B2 + NO NO si
90* 60 M /D B1 - NO si NO
98 63 F D c2 NR NO NO NO
100 62 M I B2 + NO NO NO
104 45 M | A + NO NO NO
106 70 M [ B1 + NO NO NO

* (linfora); ~*(doble primario); M,F(masc. o fem.); 1,D (izq. o der.); NR (no reportado); +(recibit) o - (no recibi); NHF (no hasta la
fecha de la recoleccion de ios datos).
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TABLA 5.4. DATOS CLINICOS DE LOS PACIENTES CON CANCER ESPORADICO (Continuacion)
N° de tumor Edad Sexo Localizacion Duke's RT/QT Metastasis Recurrencia Muerte

108 64 M D c2 + sl si NR
110 65 Mo D + NO si sI
116 86 F | B2 + NO NO NO
118 62 F l c2 + S NO NO
120 51 M | + NO NO NO
122 62 F | B2 NR NO NR NR
124 63 M | + NO NO NO
128 88 M | B2 - NO NO NHF
132 61 F D c2 + NO NO NO
134 60 M | + Si NO NO
136 59 F | +

* (linfomay); **(doble primario); M,F(masc. o fem.); 1.D (izq. o der.); NR (no reportado); +(recibid) o - (no recibid); NHF (no hasta la
fecha de la recoleccion de los datos).
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6. DISCUSION

La técnica de la proteinasa K que se utilizé en este trabajo, resultdé ser una
técnica adecuada para la extraccion de DNA de alto peso molecular de tejido
tumoral y normal. Ademas de ser una técnica accesible econémicamente, es
bastante rapida y de facil manipulacién. Se deben cuidar ciertos parametros en
el manejo de las soluciones que contienen DNA, como la agitacién suave de la
mezcla, ya que de lo contrario se puede ocasionar que el DNA se rompa en
fragmentos de menor peso molecular que el deseado. También se debe cuidar
que el tejido una vez que ha salido del nitrogeno liquido, permanezca a
temperaturas menores de 4°C, hasta que llegue el momento de la incubacién a
65°C con la proteinasa K.47

La concentracién en miligramos totales de DNA se encuentra desde 0.117mg
hasta 1.952mg, siendo la media 0.733mg. El 35.55% de las muestras estan por
debajo de la concentracion total promedio, mientras el 64.66% de las muestras
estan por arriba de esta concentracion total promedio. EI DNA se obtuvo en
cantidades suficientes para poder efectuar andlisis de la presencia de
mutaciones en ciertos genes, coma c-ki-ras; estudios de este tipo se podran
realizar posteriormente con la ventaja de que el DNA puede ser amplificado
por la técnicas de PCR (Reaccion en Cadena de la Polimerasa).4® ,
La pureza del DNA es suficiente y aunque varia de un rango de relacién
260/280 de 1.37 a 2.09, el 60% de tumores presentan excelente pureza.

La pureza del DNA no es indispensable para los experimentos que se
realizaran posteriormente, ya que utilizando la técnica de PCR se podran
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amplificar regiones determinadas de DNA limitadas por "primers" o cebadores
especificos de esa misma region.
En relacién a los geles de agarosa, se observa que en general, las muestras
de DNA presentan alto peso molecular. En algunos carriles se aprecia un cierto
grado de degradacién de DNA y ésto se podria atribuir a algtin manejo brusco
~ de las muestras durante la extraccion o a que las muestras fueron congeladas
y descongaladas varias veces, por lo que el DNA pudo ir fragmentandose
gradualmente. Sin embargo, teniendo una cantidad suficiente de DNA de alto
peso molecular, se puede realizar la amplificacién de la regién de interés, sin
importar que la muestra se encuentre parcialmente degradada. '
De los datos clinicos de los pacientes, se puede observar como primer punto
que solamente 3 casos presentan FAP y 2 casos presentan HNPCC, lo que
indica que sdlo el 17.85% de estos pacientes presentan algun tipo de
padecimiento colorrectal hereditario. El otro 82.1% de pacientes presenta un
tipo de cancer esporadico, que surgi6 por alguna causa relativamente ajena a
la herencia de los individuos.
Se puede observar que en los pacientes con FAP (Tabla 5.2), el tumor primario
se localiza preferencialmente del lado izquierdo. La edad de estos pacientes va
de 27 a 32 afios, con promedio de 30.5 artos. El 66.6% de estos pacientes son
de sexo masculino y el 33.3% son de sexo femenino. La clasificacién de
Duke's de estos tumores es predominantemente B2 (66.6%), aunque en el
tumor 74 no se define una clasificacion.
En los pacientes con HNPCC (Tabla 5.3) el predominio de localizacion es de
lado derecho del colon (100%) y la edad de los pacientes va desde los 49 a 53
arios, teniendo una edad promedio de 51 aflos. En este caso, el 50% de los
pacientes son de sexo masculino mientras el otro 50% son de sexo femenino.
En estos pacientes coincide la etapa de clasificacion de Duke's, ya que el
100% de ellos son B2,
Los pacientes con cancer esporadico (Tabla 5.4) presentan tumores
predominantemente de lado izqulerdo del colon ya que el 74% de los tumores
se encuentra de este lado y s6lo el 26% se presenta de lado derecho. La edad
de estos pacientes va desde 36 hasta 84 afios, siendo la edad promedio de 60
anos.
El 48% de estos pacientes son de sexo femenino, mientras que el 52% son de
sexo masculino. La etapa de clasificacion de Duke's es muy variable ya que los
tumores en estos pacientes tienen etiologias diferentes, es decir, se resecaron
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| a diferentes tiempos de surgimiento del tumor, ademas de diferentes

tratamientos, diversas causas por las que estos tumores aparecieron, como la
diferencia en el estrato social de los pacientes, variabilidad en la alimentacién,
etc.

La poblacion de DNA de tumores obtenidos, aunqué es limitada, resulta
interesante ya que permite que posteriormente se continuen estudios acerca
de la expresion genética del cancer colorrectal, como por ejemplo el andlisis de
mutaciones de los genes c-ki-ras, p53 u otros, asi como de la expresion de
algunas proteinas como c-Myc, Apc, etc. El establecimiento de este barco de
DNA, da la pauta para realizar estudios posteriores acerca de la blologia
molecular del cancer colorrectal de Ja poblacién mexicana.

ESTA TESIS MO CEBE
SALR DE LA BIBLIUTECA
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7. CONCLUSIONES

En este estudio se logré el cumplimiento de los objetivos propuestos al
inicio y podemos concluir de este trabajo lo siguiente:

a) Se obtuvo el DNA de 20 muestras de tejido colorrectal tanto tumoral
como normal. El 60% de estas muestras presentan una excelente pureza y
el 40% restante presentan una pureza adecuada. Las muestras, en
general, son de alto peso molecular, aunque en algunos casos existe
cierta degradacién del material gendmico. El DNA se extrajo en cantidad
suficiente para poder llevar a cabo estudios diversos con estas muestras.

b) Se obtuvo la informacion del expediente clinico de los pacientes en el
Archivo de Hospital de Oncologla del C. M. N., S. XXI, donde se incluyeron
datos como edad, sexo, localizacién del tumor, etapa de clasificacién de
Duke's, tratamiento radio o quimioterapéutico, recurrencia, metastasis y
muerte. Estos datos se clasificaron de acuerdo al tipo de cancer colorrectal
que presentaron los pacientes, siendo los principales el FAP, el HNPCC y
el esporadico. El 82.1% de los pacientes presentaron cancer esporadico y
el 17.85% restante presentaron alguno de los tipos de cancer colorrectal
hereditario mencionados anteriormente. El 60% de los pacientes con
cancer colorrectal hereditario son del sexo masculino y el 40% son de sexo
femenino; de los pacientes con cancer colorrectal esporadico el 52.17%



son del sexo masculino y de sexo femenino son el 47.82% restante. La
edad de los pacientes con cancer hereditario fué menor de 60 afios en el
100% de los casos, mientras que el 82,6% de los pacientes con cancer
esporadico fué mayor de 60 afios. La localizaciéon del tumor primario fué
predominantemente del lado izquierdo del colon, siendo los porcentajes el
60% en los pacientes con cancer hereditario (FAP) y el 73.91% de los
pacientes con cancre esporadico.

c) Se establecié un banco de 20 muestras de DNA proveniente de
pacientes mexicanos con cancer colorrectal,
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APENDICE | (ABREVIATURAS)

°C

A
APC
Da
DCC
DNA
EDTA
FAP

GDP
GTP

HNPCC

MCC
)
mg
M

ml
mM

grados centigrados
Absorbencia

Adenomatous Poliposis Coli
Daltons

Deleted in Colorectal Cancer
Acido desoxirribonucleico
Acido etilendiaminotetracético
Poliposis Adenomatosa Familiar
gramos

Difosfato de guanina
Trifosfato de guanina

horas

Cancer Colorrectal Hereditario no Polipoideo
longitud de onda

molar

Mutated in Colorectal Cancer
microgramos

miligramos

microlitros

mililitros

milimolar
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mv

N-CAM
NacCl
nm

PBS
PCR

QT
r.p.m.
RER
RNA
RNAsa
RT
SDS

TBE
TE
TEN
uv

milivolts

Tejido normal

Molécula de adhesion de células neuronales
Cloruro de sodio

nanémetros ,

Brazo corto del cromosoma

Buffer de fosfatos

Reaccién en Cadena de la Poimerasa
Brazo largo del cromosoma
quimioterapia

revoluciones por minuto

Errores de reparacion en la replicacién
Acido ribonucleico

Nucleasa del acido ribonucleico
Radioterapia

Dodecil Sulfonato de Sodio

Tejido tumoral

Buffer de Tris-boratos-EDTA

Buffer de Tris-EDTA

Buffer de Tris-EDTA-NaCl

Radiacion ultravioleta
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