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RESUMEN
El cancer colorrectal (CCR) es una enfermedad que cobra muchas vidas en el mundo, es
originado por un trastorno gendémico, adquirido o heredado, que da lugar a una
multiplicaciéon anarquica e incontrolada de las células. Actualmente existen diferentes
pruebas que permiten diagnosticar y hacer seguimiento de la enfermedad, entre estos
destacan las pruebas moleculares, a través de las cuales se puede identificar, por
ejemplo, la presencia de citoqueratina 20 (CK-20) en sangre periférica como un
marcador Gtil para diagndstico y determinacién de metastasis; por otro lado, a través del
estudio de mutaciones en los genes de reparacion, con previo anélisis de inestabilidad
microsatelital, se puede establecer si una persona tiene predisposicion al desarrollo de

cancer de colon hereditario como es el sindrome de Lynch.

Esta investigacion se bazo6 en el uso de técnicas genéticas y moleculares que sirvieron
para establecer la predisposicion genética a la enfermedad, con este fin se utilizd la
reaccion en cadena de la polimerasa con transcripcion reversa para determinar CK-20 en
sangre y la reaccion en cadena de la polimerasa en tiempo real (qQPCR) con el agente
intercalante Sybr Green para determinar inestabilidad microsatelital a través del

marcador Bat 25.

El 20% de los pacientes estudiados resultd positivo para CK-20, la mayoria de los cuales
fueron diagnosticados con enfermedad inflamatoria del intestino (EII), concluyendo que
la CK-20 puede ser utilizada como un marcador coadyuvante en el seguimiento de CCR

y como un marcador de EIl en pacientes con riesgo de desarrollar CCR.

Mediante la qPCR se identificd una temperatura melting distinta en 3 de los 200
pacientes estudiados, estos pacientes cumplen parcialmente con los criterios de
Amsterdam lo que ayuda a establecer el sindrome de Lynch; sin embargo la

confirmacion del diagnostico requiere de un analisis de fragmentos y secuenciacion.

Por ultimo se establecid que uno de los factores de riesgo que mas predispone al

desarrollo de la enfermedad es el hdbito a consumir tabaco.



Palabras clave: Cancer Colorrectal, Enfermedad Inflamatoria del Intestino, Sindrome
de Lynch, BAT25, CK-20.



SUMMARY

Colorectal cancer (CCR) is a disease that takes many lives in the world, is caused by a
genomic disorder, acquired or inherited, that leads to an anarchic and uncontrolled
multiplication of cells. There are currently several tests that allow the diagnosis and
follow-up of the disease, among them molecular tests, through which the presence of
cytokeratin 20 (CK-20) in peripheral blood can be identified as a useful marker For
diagnosis and determination of metastasis; On the other hand, through the study of
mutations in repair genes, with previous analysis of microsatellite instability, it can be
established if a person is predisposed to the development of hereditary colon cancer such
as Lynch syndrome.

This research was based on the use of genetic and molecular techniques that served to
establish the genetic predisposition to the disease. For this purpose the reverse
transcription polymerase chain reaction was used to determine CK-20 in blood and the
real-time polymerase chain reaction (QPCR) with the Sybr Green intercalating agent to

determine microsatellite instability through the marker Bat 25.

20% of the patients studied were positive for CK-20, most of whom were diagnosed
with inflammatory bowel disease (IBD), concluding that CK-20 can be used both as
adjuvant marker in the follow-up of CCR and as An IBD marker in patients at risk of

developing CCR.

Through the gPCR a different melting temperature was identified in 3 of the 200 patients
studied, these patients partially fulfilled the Amsterdam criteria which helps to establish
Lynch syndrome; however confirmation of the diagnosis requires fragment analysis and

sequencing.

Finally, it was established that one of the risk factors that most predisposes to the

development of the disease is the habit to consume tobacco.



Key words: Colorectal Cancer, Inflammatory Bowel Disease, Lynch Syndrome,
BAT25, CK-20.



1. INTRODUCCION

El cancer es una de las enfermedades con la tasa de mortalidad més elevada a nivel
mundial. Entre los distintos tipos de esta enfermedad el cancer colorrectal (CCR) ocupa
el tercer lugar ya que en el mundo alrededor de 694.000 personas fallecen por causa de
esta enfermedad (OMS, 2015) y de manera anual se diagnostica alrededor de 1 millon de
personas con CCR. Se considera que la incidencia del CCR se vera incrementada en los
afios siguientes debido al creciente niumero poblacional en el mundo (Herrera M. G. y
col., 2013).

Segun datos oficiales del Ministerio de Salud de Bolivia, durante la gestion 2015 se
diagnosticaron; 2.618 casos de céncer cervicouterino, 2.006 de cancer de mama, 1.044
de proéstata, 1.110 de vesicula biliar, 1.151 de estdmago, 374 de ovario, 352 de pulmon,
343 de linfomas (Ministerio de salud del Estado Plurinacional de Bolivia, 2016). Los
ultimos datos del Registro Nacional de Cancer, estima que el nimero de casos nuevos de
CCR a nivel nacional es de 315 (Registro Nacional de Cancer, 2012).

El cancer se origina a partir de un trastorno genémico que da lugar a una multiplicacién
celular anarquica e incontrolada, estas células son consideradas como propias del
organismo, pero de crecimiento anormal. EI CCR tiene como principio la formacion de
polipos adenomatosos y las alteraciones dentro de sus células dan lugar a la formacion

de un carcinoma (Ocafia P. E. y Gass6 C. M., 2011).

Esta enfermedad predomina en personas del sexo masculino y adultos mayores de 45
afios y alrededor del 55% de los casos ocurren en paises desarrollados (GLOBOCAN,
2012). Entre los factores de riesgo que promueven la evolucion de la enfermedad se
encuentran: la edad, la dieta rica en grasas y calorias, las carnes rojas cocidas a
temperaturas elevadas, el habito tabaquico, el habito alcohdlico, entre otros. Por otro
lado el deporte, el consumir fibra, frutas y verduras disminuye el riesgo de contraer la
enfermedad (Garcia D. 1., 2009; Navarro S. y col., 2012; Valdés A. y col., 2012; Morgan
G. ycol., 2008).



El CCR es originado por mutaciones de dos tipos: 1) Esporadicas, efecto de diversos
factores ambientales y 2) Hereditarias, por alteraciones genéticas transmitidas

genealdgicamente, un ejemplo claro es el sindrome de Lynch.

El céncer colorrectal hereditario no polipésico (CCHNP), también conocido como
sindrome de Lynch, estd asociado a tumor de colon de localizacion proximal, este
sindrome es considerado una enfermedad genética, transmitida por herencia autosémica
dominante. Entre los genes implicados en el CCHNP estan el MLH-1 (mutL homologo
1) y el MSH-2 (mutS homologo 2), si la estructura gendmica de estos genes presenta
alteraciones (mutacién) una persona tiene la predisposicion genética a padecer CCR
(Alazzouzi H., 2006). Precediendo a la identificacion de mutaciones en los genes de
reparacion se realiza el andlisis de inestabilidad microsatelital (MSI); en los estudios
realizados por diferentes autores los marcadores de MSI que mejores resultados han
dado son el BAT25 y el BAT 26 (Toledo G. D. y Cruz-Bustillo C. D., 2005).

En muchos institutos de investigacion del mundo se realizan investigaciones sobre
marcadores moleculares que puedan brindar un mejor monitoreo del cancer, entre ellos
se encuentra la citoqueratina 20 (CK-20), marcador que podria ser utilizado en la

determinacién de metastasis a distancia.

La CK-20 es un polipéptido que se expresa, comunmente, en células del epitelio
gastrointestinal, urotelio y células de Merckel. La expresion de este marcador en el
carcinoma colorrectal es distinta en relacion a los carcinomas gastricos; en el CCR existe
una expresion constante mientras que en los adenocarcinomas gastricos se expresa en
menor cantidad. En un equilibrio homeostatico celular CK-20 no se halla presente en
sangre periférica, esta es la razén para que este marcador sea considerado util para el

diagnostico diferencial y metéastasis a distancia de CCR (Garrido S. M. y col., 2008).

En la actualidad la técnica para diagnosticar CCR es la rectosigmoidoscopia, la
colonoscopia y la histopatologia, ademas de los marcadores séricos méas utilizados, el

CEA y el CA-19.9, sin embargo, existen técnicas moleculares que pueden brindar un



aporte al seguimiento de la enfermedad tal es el caso de la Reaccion en Cadena de la
Polimerasa (PCR).

La PCR es una técnica utilizada para amplificar el acido desoxirribonucleico (ADN)
ademas de que puede ser empleada en la identificacion de alteraciones genéticas
involucradas en el desarrollo de cancer. Esta técnica tiene otras utilidades dentro del
estudio de esta enfermedad como por ejemplo coadyuvar en el seguimiento de

metastasis a distancia.

La elevada tasa de mortalidad del CCR se debe a que la enfermedad generalmente se
diagnostica en estadios avanzados, por tal razon el tratamiento se torna mas complicado.
Para diagnosticar la enfermedad existen técnicas convencionales que pueden ser
empleadas tales como la rectosigmoidoscopia y la colonoscopia, a través de las cuales se
busca la presencia de una posible neoplasia. Una limitante de estas técnicas es el tamafio
del tumor, ya que este debe medir al menos 1 mm para ser observado con el endoscopio.
Segin la American Society Cancer Oncology (ASCO) los estudios serolégicos
utilizados en el seguimiento de la enfermedad no son especificos para el cancer
colorrectal ya son utilizados para otros tipos de cancer, entre ellos, el antigeno sialico de
Lewis (CA 19.9) y el antigeno carcinoembrionario (CEA) (Perea G. J., 2009; World
Gastroenterology Organization, 2007).

Si bien existen técnicas para el diagnostico del cancer y seguimiento de la enfermedad,
en la actualidad estas técnicas estan siendo reemplazadas por técnicas moleculares como
la PCR que son mas practicas que las técnicas convencionales, en el futuro se espera que
las técnicas moleculares puedan brindar las herramientas necesarias para aplicar un

mejor tratamiento.

Esta investigacion justifica el por qué en Bolivia no se han desarrollado estudios
moleculares para el diagnostico temprano del cancer a pesar de que esta enfermedad va
en aumento cotidianamente. Actualmente los estudios sobre la epidemiologia del cancer

en Bolivia son escasos, y los pocos estudios realizados estan basados en casos clinicos,



sin embargo, ningun estudio esta dirigido a la prevencion como es la deteccién del
sindrome de Lynch o Enfermedades Inflamatorias del Intestino (EII) que son factores
que predisponen a padecer cancer colorrectal, las cuales pueden ser detectadas de

manera molecular.

Por lo expuesto, en la presente investigacion se utilizé técnicas genéticas moleculares en
el diagndstico preventivo de cancer colorrectal para determinar: 1) Si el marcador CK-
20 puede ser utilizado en el diagnoéstico preventivo de cancer de colon, 2) si CK-20 es
uatil para determinar si el estilo de vida influye en la aparicion de Ell enfermedad
considerada como factor predisponente para padecer CCR y 3) si la PCR en tiempo real
utilizando el fluoréforo Sybr Green es util para realizar un screening de pacientes que

tienen predisposicién a padecer sindrome de Lynch.



2. ANTECEDENTES

Segun la Organizacion Mundial de la Salud el cancer colorrectal se encuentra en cuarta
posicion entre los distintos tipos de cancer de las Américas. Cada afio se reportan
alrededor de 240.000 nuevos casos y 112.000 muertes y se calcula que en el afio 2030 la

incidencia de la enfermedad aumentara en un 60% (OMS, 2016).

A nivel mundial el CCR se encuentra en tercer lugar en los hombres (Fig. 1) y en
segundo lugar en las mujeres (Fig. 2) (GLOBOCAN, 2012).
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Figura 1. Incidencia y Mortalidad del Céncer en hombres. Fuente: GLOBOCAN, 2012
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Figura 2. Incidencia y Mortalidad de cancer en mujeres. Fuente: GLOBOCAN, 2012

La incidencia de cancer colorrectal es mas frecuente en los paises desarrollados como
Canada, Estados Unidos, Australia y Europa (Fig. 3) (Laura L., 2008; WHO, 2012).
Segln la Organizacion Panamericana de la Salud en Bolivia los tipos de cancer mas
reportados son: el cancer de cuello uterino, cancer de estdbmago y cancer de pulmon

(OPS, 2011).
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Figura 3. Incidencia y mortalidad del cancer colorrectal en el mundo, se puede observar que la
mayor cantidad de los casos se encuentran en los paises de mayor desarrollo, encontrandose en

décima posicion Sud América. Fuente: WHO, 2012.

Segun el Servicio Departamental de Salud (SEDES) la incidencia de céancer en el
departamento de La Paz se ha incrementado en los Gltimos afios, durante la gestion 2014
se reportaron 2047 casos de cancer frente a 1600 casos reportados en el afio 2013
(SEDES- 2014). Por otro lado, el Instituto de Gastroenterologia Boliviano Japonés
(IGBJ) de La Paz reportd que entre los casos de cancer digestivo el CCR se encuentra en
segunda posicion despues del cancer gastrico (Graf. 1) (IGBJ, 2015).
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Gréfico 1. Se puede observar que el cancer colorrectal se encuentra en segundo lugar después
del céncer gastrico en pacientes atendidos en el Instituto de Gastroenterologia Boliviano Japonés
(IGBJ) de la ciudad de La Paz. Fuente: Unidad de Epidemiologia del IGBJ, 2015.

Entre los afios 1978-1982 el Servicio de Anatomia Patoldgica del Hospital N° 1, de la
Caja Nacional de Salud (CNS) de Bolivia realizdé un estudio clinico patoldgico de 26
casos de cancer colorrectal. En este estudio se correlacionaron los datos con las historias
clinicas encontrando 11 casos con cancer de colon, 14 casos con cancer de recto y 1 caso

gue comprometia recto, colon e ileon (Rios D. J. y Rivero C. G., 1992).

El Hospital Obrero N° 2 de la Caja Nacional de Salud y el Instituto de Gastroenterologia
Boliviano Japonés realizaron un analisis de 131 historias clinicas de pacientes con
diagnostico de CCR. Las regiones del intestino grueso afectadas por el cancer fueron:
32% en recto, 27% en el colon descendente y sigmoideo, 25% en el colon ascendente y

ciego y por ultimo, 16% en el colon transverso. Los sintomas mas frecuentes fueron:



dolor, proctorragia, pérdida de peso y alteraciones del transito (Guzman B. P. y col.,
2006).

El creciente nimero de casos de CCR se debe en principio al diagnéstico tardio de la
enfermedad, en estadios avanzados en los que existe diseminacion de células tumorales
hacia Organos adyacentes (metastasis). La gran cantidad de muertes reportadas por
cancer son atribuidas a la metastasis de la enfermedad, es por esta razon que se realiza
investigaciones de marcadores que coadyuven en el seguimiento, uno de los cuales es la
CK-20.

Estudios sobre CK-20 demuestran que este marcador se encuentra presente en etapas en
las que existe riesgo de metastasis (Giribaldi G. y col., 2006; Garrido S. y col., 2008). La
gran cantidad de publicaciones sobre dicho marcador son realizadas con pacientes que

cursan distintos estadios de CCR; pero en estos estudios las EIl no son consideradas.

Las EIl son un riesgo para padecer CCR debido a la acumulacion de mutaciones en
genes relacionados con el cancer, dando lugar a la adquisicion de nuevas cualidades en
las células del epitelio intestinal (Castells A. y col. 2004). Los estudios basados en CK-
20 estan dirigidos principalmente al riesgo de recurrencia y sobrevida global, sin
considerar a las EIl como un factor influyente en los resultados, aunque en estas
enfermedades podria darse una positividad de CK-20 en pacientes que no han sido

diagnosticados con CCR (Kowalewska M. y col., 2008).

Actualmente existe la necesidad de realizar investigaciones sobre distintos marcadores,
por esta razon se realizan estudios genéticos para determinar si un paciente tiene la

predisposicion de padecer cancer, tal como el sindrome de Lynch.

El sindrome de Lynch es una enfermedad hereditaria en la cual existen mutaciones
dentro de los genes de reparacion del ADN. Para determinar la presencia de mutaciones
en estos genes se realiza un previo analisis de los marcadores de MSI (Toledo G. D. y
Cruz-Bustillo C.D., 2005).



Los estudios sobre el sindrome de Lynch en Sud América indican que aproximadamente
el 4% de los casos de CCR son causados por este sindrome. Los estudios sobre
mutaciones en los genes de reparacion demuestran que en un 37% las mutaciones se
hallan en los genes MLH1 y MSH2 estudiados en familias afectadas, que concuerdan

con los criterios de Amsterdam y/o Bethesda (Nique C. C. y col., 2014).

La Investigacion de nuevos marcadores que coadyuven en el seguimiento del cancer
continta siendo una labor cotidiana de los investigadores, con el objetivo principal de
diagnosticar la enfermedad en etapas tempranas, tal es el caso de las investigaciones
sobre las Ell y el sindrome de Lynch en el CCR.

En Sud América los estudios sobre cancer hereditario son limitados para paises en vias
de desarrollo que no cuentan con recursos suficientes para llevar a cabo dichas
investigaciones. En Bolivia los estudios sobre el CCR estan basados principalmente en
la endoscopia y la histopatologia; sin embargo, no se han utilizado técnicas moleculares
que permitan coadyuvar al diagndstico de este u otros tipos de cancer (The Angiogenesis
Foundation, 2014).



3. JUSTIFICACION

Las costumbres socio-culturales en nuestro medio conducen a que las personas con
problemas gastrointestinales recurran a remedios caseros 0 medicamentos de venta libre
que alivian el malestar; sin embargo la causa persiste y si se trata de un tumor va
aumentando paulatinamente su volumen, y en otros casos podria tratarse de una
enfermedad autoinmune. Cuando ya no se puede controlar los sintomas y los pacientes

acuden al médico generalmente el cancer se encuentra en un estadio avanzado.

Segun los datos estadisticos de Bolivia en las Ultimas gestiones los casos de cancer se
han incrementando y entre ellos el CCR. Estos datos son preocupantes ya que los
problemas digestivos son cada vez mayores en nuestra poblacién (SDIS-SEDES, 2014;
IGBJ, 2015).

En estadios avanzados de la enfermedad las células tumorales migran a Grganos
adyacentes que complican el tratamiento. En el diagndstico del cancer se utilizan
diferentes tipos de marcadores para verificar si existe metéstasis, en el CCR son
utilizados los marcadores CEA y CA 19.9, sin embargo no se recomienda la utilizacién
de estos marcadores de forma individual porque son utilizados en otros tipos de cancer
(Bruner N. y col., 2013).

Entre los estudios dirigidos a la deteccion de metastasis a distancia se encuentra el
marcador CK-20, que se expresa en gran cantidad en el epitelio intestinal y puede ser
hallado en tejido sanguineo cuando hay dafio de las células intestinales. Este marcador
es una alternativa para el diagnostico de la enfermedad a través del estudio de sangre
periférica. Los estudios previos sobre el marcador no consideran la relacion de las

queratinas con las EIl (Majumdar D. y col., 2012).

En Bolivia, si bien se realizan estudios epidemioldgicos de Cancer no existen datos
sobre casos de etiologia hereditaria. EI sindrome de Lynch es una enfermedad genética

causada por mutaciones dentro de los genes de reparacion de ADN, una persona con



sindrome de Lynch tiene el 80% de riesgo de padecer CCHNP (American Cancer
Society, 2014).

El CCHNP representa entre el 2 y el 4% de los casos de CCR, la técnica gold estandar
para diagnosticar mutaciones es la secuenciacion de los genes de reparacion (Nique C.C.
y col., 2014), otra alternativa es la reaccion en cadena de la polimerasa en tiempo real
(gPCR), utilizando el fluoréforo Sybr Green, usando este fluoréforo se puede determinar
la temperatura de fusién (Tm), temperatura a la cual el 50% del fragmento de ADN
amplificado esta desnaturalizado, por lo que se esperaria un Tm distinto para los
diferentes tamafos de fragmentos que se amplifiquen (Pinilla B. G. y col., 2008). En
nuestro medio no existen estudios genéticos relacionados con los tipos de cancer

hereditario como el sindrome de Lynch.

La deteccion temprana del cancer colorrectal es fundamental para prevenir su desarrollo,
es asi, que el paciente con predisposicion genética a padecer la enfermedad recibiria un
diagnédstico de mejor calidad. Las pruebas moleculares benefician al paciente y sus
familiares, por otro lado el médico podria realizar un seguimiento adecuado del paciente

como también de aquellos familiares que sean predisponentes a padecer la enfermedad.

Considerando lo expuesto, en el presente trabajo se ha optimizado una técnica molecular
para detectar CK-20 en sangre periférica a través de la reaccion en cadena de la
polimerasa con transcripcion reversa (PCR-TR), considerandola como técnica que
coadyuva al diagndstico y seguimiento de micrometastasis en pacientes con cancer
colorrectal y optimizacion de la técnica de PCR en tiempo real utilizando el fluoroforo
Sybr Green para la deteccion de inestabilidad microsatelital del marcador BAT 25 como

un indicador de alteraciones en los genes que predisponen a padecer sindrome de Lynch.



4. MARCO TEORICO

4.1 Bases Moleculares del Cancer

El cancer se produce por mutaciones en el ADN, estas mutaciones principalmente se
encuentran involucradas con los factores que regulan el ciclo celular, por lo cual es
esencial entender este proceso y los componentes moleculares que participan en él
(Monzén O. y col., 2011).

El Ciclo Celular

El ciclo celular es una secuencia de eventos que ocurre de manera ordenada y controlada
en la vida de una célula, en este proceso el ADN es replicado de manera fidedigna (Pefia
C. Y. Y, 2013). Dentro del ciclo celular existen diferentes puntos de control que se
encargan del buen funcionamiento celular. El ciclo celular se divide en interface, mitosis

y citocinesis (Fig. 4) (Monzén O. y col., 2011).
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Figura 4. Las tres fases del ciclo celular: la interface (fase G1, S y G2), la mitosis y la
citocinesis que da lugar a la formacion de 2 células hijas. Fuente:

www.acercaciencia.com/2012/10/15/ciclo-celular.


http://www.acercaciencia.com/2012/10/15/ciclo-celular

Interface

En la Interface la célula comienza con la organizacion intracelular para dar inicio a la

division celular, la misma estd compuesta por sub fases:

En la Fase G1, la célula verifica si se encuentra en condiciones dptimas para
continuar con la division e ingresar a la fase S, en algunos casos la célula puede

ingresar a la fase GO o quiescente donde es incapaz de dividirse.

En la Fase S o fase de sintesis, se da la replicacion del ADN y la duplicacion de
los centrosomas. Al finalizar la fase dentro del ndcleo existe el doble de ADN,
las proteinas nucleares también son incrementadas. Esto permite a la célula

dividirse de forma fidedigna (Rodriguez F. L. y col., 2004).

En la Fase G2, la célula aumenta de tamafio, este proceso se inicia con la
condensacion del ADN para dar forma a los cromosomas, los centrosomas se
dirigen a lugares opuestos, se ensamblan las estructuras que formaran el
citoesqueleto y las proteinas que formaran parte del huso mitético. En esta fase la
celula aumenta de tamafio (Megias M. y col., 2015).

Mitosis

En la mitosis se reparte a las células hijas el material genético que se duplico en la

interface (Fig. 5). Esta fase se subdivide en:

Profase, los cromosomas se condensan por completo y se forma el huso

mitético.

Metafase, la membrana nuclear se fragmenta, los cromosomas se unen al huso

mitético mediante sus cinetocoros formando la linea ecuatorial de la célula.



Anafase, las dos croméatidas hermanas se separan y son arrastradas a los polos
opuestos de la célula.

Telofase, se produce la dispersion del huso mitotico, la envoltura nuclear

comienza a formarse nuevamente (Nufiez V. R. y Escalona M. J., 2002).
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Figura 5. Fases de la mitosis. Fuente: cienciascic.blogspot.com.

Citocinesis

Esta es la fase final del ciclo celular en la cual la célula se divide por completo,
comienza en la anafase, la célula adquiere una forma estrangulada produciéndose un
surco en la superficie celular denominado surco de escision que es perpendicular a la

disposicion del huso mitdtico. El estrangulamiento permite a la célula dividirse por
completo en dos células hijas (Megias M. y col., 2015).



Regulacion del ciclo celular
En el ciclo celular existen diferentes puntos de control que permiten a la célula
duplicarse de manera correcta, una alteracion dentro de las proteinas encargadas de este

control puede dar lugar al inicio del cancer.

Las proteinas mas importantes en la regulacion del ciclo celular son las ciclinas, las

ciclinas dependientes de quinasas y los inhibidores de quinasas.

- Las Ciclinas, denominadas de este modo por la manera en que aparecen y
desaparecen dentro del ciclo celular (Lomanto D. L. y col.,, 2003) estan
encargadas de controlar el ciclo celular a través de la activacion de moléculas,

reparacion del ADN y regulacién de la transcripcion.

- Las Ciclinas Dependientes de Quinasas (CDKs) forman una sola
macromolécula con las ciclinas dando lugar al complejo CDK-ciclina, esta

macromolécula debe ser fosforilada para su activacion (Maestre F. C., 2009).

- Los Inhibidores de Quinasas (CKI) fueron las Gltimas proteinas que fueron
descubiertas, estas se unen al complejo CDK-ciclina inhibiendo su actividad. El
complejo CDK-ciclina y los CKI son muy importantes en la regulacion del ciclo
celular (Sanz G. S., 2006). En la tabla 1 se describen las regulaciones de las

ciclinas unidas a las CDKs y sus inhibidores.



Tabla 1. Ciclinas, Quinasas e Inhibidores de quinasas dentro del ciclo celular. Fuente:Rodriguez
F. L.y col. 2004

Ciclinas Quinasa Inhibidores Fase que
regulan
Ciclina A Activa CDK2y CDC2 | p21, p27 SaM
Ciclina B1 Activa CDC2 p21, p27 Progresion a M
Ciclina B2 NC NC Progresién a M
CiclinaC Activa CDK8 p21, p27 G1-NC
Ciclina D1 Activa CDK4 p15, p16, p18, p19, p21, p27 | G1
CiclinaD2 Y D3 | Activan CDK6 p15, pl16, p21, p27 Gl
Ciclina E Activan CDK2 p21, p27 Progresion a S
Ciclina F NC NC G2 progresion
aM
Ciclina G1y G2 | Reparacion del DNA NC S-NC
Activa CDK?7,
i regulacion de la i
CiclinaH transcripcion y NC S-NC
reparacion del DNA
Ciclina | NC NC NC
Regulacion de la
Ciclina K transcripcion y NC NC
activacion de CDKs
CiclinaTly T2 | ActivaCDK 9 NC NC

Entre otros componentes encargados de la regulacion del ciclo celular estan: el factor de

elongacion de la transcripcion, la pRb y la p53:

- El factor de elongacién de la transcripcion E2F, es un regulador de la
transcripcion de genes que actuan en la proliferacion, diferenciacion y muerte
celular, la funcion mas importante del E2F es la regulacién de la fase G1 a fase S
(Rodriguez F. L. y col., 2004; Alvarado M. J. y Mayani H., 2006).

- El gen de la proteina retinoblastoma (pRb), es un gen supresor de tumores que

inhibe la proliferacion celular, tiene una funcion postrancripcional (pRb), la



fosforilacion de esta proteina es necesaria para la union con otras proteinas

involucradas en la regulacion del ciclo (Peralta Z. O., 1997).

- La proteina p53, es una fosfoproteina nuclear encargada de controlar el paso de
la fase G1 a la fase S, es un supresor de tumor reconocido como “el guardian del
genoma”. En la fase G1 se encuentra localizada en el citoplasma, en el inicio de
la fase S migra hacia el nucleo (Gallego P.R. y col., 2010; Quintela S. D. y col.,
2001; Pérez-Carro R. A. y col., 2000). La p53 se encuentra implicada en la
regulacién del ciclo celular y previene la acumulacion de alteraciones genéticas
mediante la apoptosis evitando la replicacion del ADN dafiado (Valbuena G. A.,
2008).

Muerte Celular

La muerte celular es un proceso muy importante en el ciclo celular, se produce de dos
formas; la necrosis y la apoptosis. En la necrosis la célula es dafiada por agentes
externos (quimicos, fisicos) y la apoptosis o muerte celular programada es un proceso
que mantiene el equilibrio celular sin causar dafio alguno (Contreras V. D. D., 2013). En
la cascada de activacion del proceso apoptdtico se encuentran implicados los receptores
celulares denominados DRs (Death Receptors) entre ellos la CD95, TNFR, DR3, DR4 y
DR5 (Roseto A. y Brenner C., 1999).

Varias moléculas participan en la apoptosis, entre ellas la p53, la Bcl2 y las caspasas:

La p53 se incrementa en casos de dafio al ADN, hipoxia, exposicion a agentes toxicos,
radiaciones UV, presencia de dimeros de ciclobutano piridina entre otros (Gémez L. M.
y col., 2004; Lopez M. y col., 2001).

La Bcl2 es una familia de reguladores de la muerte celular que codifica una proteina
localizada en la membrana mitocondrial. Se han encontrado casos de cancer

relacionados con anormalidades en estos reguladores (Espinosa B. M., 2014).



Las caspasas (cisteinel aspartato proteasas) son una familia de cisteina proteasas que
participan en la induccion de la apoptosis, estan dentro de la célula en forma inactiva

conocidas como cimdgenos (procaspasas) (Calderon V. R., 2005).

En la activacion de la apoptosis existen 2 vias principales que son: La via Intrinseca
relacionada con la mitocondria, en la que los componentes mas importantes son la Bcl-2
y la citocromo C (Masyelly R. y col., 2009) y la via Extrinseca que se encuentra

relacionada con los receptores de muerte celular DRs. (Meresman G., 2011).
Oncogenes y Genes Supresores

Los Oncogenes (del griego Onkos = tumor) son genes involucrados en la formacién del
cancer, provienen de los genes sin alteracién conocidos como protooncogenes gque son
genes codificadores de proteinas que actuan favoreciendo el ciclo celular. La formacion
de oncogenes afecta a los procesos de proliferacion y muerte celular que pueden llegar a

descontrolarse (Manjarrez H. A., 1998).

En otro grupo se encuentran los genes supresores de tumor los cuales tienen como
funcién controlar la multiplicacion celular, en caso de existir mutacion dentro de estos
genes la proliferacion celular se descontrola lo que implica desarrollo tumoral (Brandan
N.y col, 2014).

La célula esta expuesta a diferentes factores de riesgo que pueden ocasionar mutaciones
dentro de los genes, un gen mutado puede causar un desequilibrio de la duplicacién
celular, por consiguiente, la aparicion de un tumor, mas aun, cuando las mutaciones
presentes en el material genético involucran la funcionalidad de los genes supresores de
tumores. Las células normales atraviesan por diferentes pasos para convertirse en células
neoplasicas, este proceso corresponde a la carcinogénesis (Kinzler K. W. y Vogelstein
B., 1996).



Carcinogénesis

El cancer es una enfermedad con anormalidades dentro de la maquinaria celular y en
especifico en el material genético (ADN). En el proceso de la division celular se van
afiadiendo nuevas mutaciones que inducen a la célula a adquirir nuevas cualidades que
daran lugar a la inmortalizacion celular e invasion de tejidos adyacentes (Ferbeyre B. L.
y Salinas G. J., 2005). El cancer es de origen monoclonal, es decir, que las alteraciones
genéticas comienzan en una sola célula. Las alteraciones dentro del material genético
son ocasionadas principalmente por la exposicion a factores del medio ambiente, el 80%
de los canceres esporadicos es ocasionado por contaminantes tales como el humo de
cigarrillo que puede producir cancer de pulmon y cancer de vejiga. Los quimicos
carcindgenos acttan inhibiendo o activando enzimas dentro de la regulacién celular, los
cambios producidos en la célula influyen en la activacion de oncogenes (Martin de
Civetta M. T., y Domingo C. J., 2011).

En el cancer colorrectal son necesarias mas de 5 mutaciones para que se llegue a formar
el tumor (Michael J. R., 1993; Li R. y col., 2000).

La carcinogénesis consta de tres etapas:

- Iniciacién: en esta etapa la célula puede ser atacada por agentes externos que
causan dafios dentro del material genético, estos dafios serdn heredados a las
siguientes generaciones celulares, esta etapa implica la expresion de oncogenes
que daran lugar al inicio de una posterior neoplasia.

- Promocion: después de que la célula sufre dafio en su material genético, se
produce una segunda etapa en la cual la celula adquiere la capacidad de
proliferacion descontrolada, sin embargo, esta proliferacion no solo se da por
alteraciones intracelulares, es mas bien un conjunto de cambios tanto
intracelulares como extracelulares (metabolitos que se encuentran en el exterior

de la célula) estos aspectos daran lugar al desarrollo incontrolado de la célula.



- Progresion: segln la transformacion que van sufriendo las células, estas van
acumulando nuevas alteraciones genéticas que les permitirdn adquirir nuevas
cualidades, y a su vez, el desarrollo de la neoplasia hacia tejidos adyacentes
(Gandur N., 2011; Campos S. M., 2012).

Células Neoplasicas

Las células neoplasicas son células en las cuales el material genético se encuentra
alterado. El proceso para que una célula se convierta en una célula neoplasica puede

dividirse en tres fases: tumor primario benigno, cancer in situ, tumor maligno.
- Tumor Primario Benigno

En esta etapa se da lugar a la acumulacion de mutaciones dentro del material genético de
la célula. A nivel intracelular existe una cascada de sefializacion que permite a la célula
tener un equilibrio en la regulacion de sus funciones, estas cascadas de sefializacion
estan involucradas en la formacion tumoral segun las alteraciones que se produzcan
(Hanahan D. y Weinberg R. A., 2000). Cuando la cascada de sefializacion se ve
afectada, las mutaciones en los genes que forman parte de ella son capaces de activar la
trascripcién de oncogenes que promoveran la formacion de una célula neoplasica, esta
celula al contener mutaciones en su material genético da lugar a la division de células
que contienen las mismas mutaciones, de este modo, en el transcurso de las posteriores
divisiones la célula va acumulando mutaciones. Este proceso es el inicio de la formacién
del cancer, razon por la cual es denominado como tumor primario benigno (Barault L. y
col., 2008; Hernandez M. M. y Rios H. M., 1999).

- Cancer In Situ

Posterior a la acumulacion de mutaciones dentro de la célula, esta adquiere la capacidad
de dividirse de forma indefinida; sin embargo, un tumor es considerado en primer lugar

como benigno ya que no tiene la capacidad de invasion a otros tejidos, es decir, que el



tumor se encuentra localizado en el sitio en el que se inicid el cancer, por esta razén se lo

denomina Céncer in situ.
- Tumor maligno

La acumulacion de mutaciones que se producen en el ADN permite que el tumor
adquiera la capacidad invasiva, razén por la que se lo considera ya como un tumor
maligno (Spirio L. y col., 1993). Las razones por las que una célula adquiere nuevas

cualidades se describen a continuacion.
Escape a la muerte celular programada

Las células tumorales van adquiriendo nuevas mutaciones que les permiten evadir los
mecanismos de apoptosis y duplicarse de manera incontrolada. Los receptores celulares,
como el factor de crecimiento tipo insulina, se encuentran implicados en la proliferacion
celular y apoptosis, una anormalidad dentro de estos receptores puede dar paso a la
formacion de una célula cancerosa (Alison J. B. y col., 1999). Entre otros receptores se
encuentran los DRs que estan involucrados en la apoptosis, errores en los genes de estos
receptores pueden dar lugar al cancer (Avi A. y Vishva M. D., 1999).

Inmortalidad celular

Los telomeros son secuencias que se encuentran en los extremos de los brazos de los
cromosomas, cuando estos se acortan lo suficiente se produce la muerte celular (Counter
C. M. y col., 1992). En las células neoplésicas los telémeros se mantienen de un solo
tamafio permitiéndole adquirir a la célula una inmortalidad, esto ocurre gracias a la
activacion de la enzima telomerasa, que afiade hexanucleotidos en las porciones
terminales del ADN (Bryan T. M. y Cech T. R., 1999). En la inmortalizacion celular
también se produce una recombinacion de secuencias que permite la extension y la

estabilizacion telomérica (Bryan T. M. y col., 1995).



Angiogénesis

La angiogénesis es el proceso por el cual se generan nuevos vasos sanguineos en los
tumores. Es estimulada por factores de crecimiento como el factor de crecimiento
fibroblastico (FGF), factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF), el factor de
crecimiento transformante y el factor de crecimiento endotelio vascular (VEGF) (Aktar
A. M. y col.,, 2007). Todos los tumores sélidos atraviesan por un proceso de
transformacion neoplésica que produce un crecimiento tumoral que va invadiendo tejido
adyacente (Ribatti D. y col., 2013).

Invasion tisular y metastasis

Durante el desarrollo del tumor las células neoplésicas pueden llegar a infiltrarse en el
torrente sanguineo, tejidos adyacentes y sistema linfatico, de este modo las células
neoplasicas pueden ser transportadas a sitios distantes donde formaran nuevas colonias.
La metastasis es causante del 90% de las muertes por cancer. En el proceso de
metastasis se encuentran implicadas diferentes moléculas de adhesién celular como las
CAMs (cell adhesién molecules), E-cadherinas e integrinas (Sakao S. y Tatsumi K.,
2011; Johnson J. P., 1991; Gerhard C. y Henrik S., 1999; Varner J. A. y Cheresh D. A.,
1996).

4.2 El Céancer Colorrectal

4.2.1 Anatomiay Fisiologia del Intestino Grueso

El intestino grueso tiene un tamario aproximado de 1.5 m de largo y 6.5 cm de didmetro,
se encuentra localizado en el abdomen formando parte del aparato digestivo. Se divide
en seis partes: ciego, colon ascendente, colon transverso, colon descendente, colon
sigmoideo y el recto, de manera general se puede dividir en dos partes: el colon derecho
(ciego, colon ascendente, dos tercios del colon transverso) y colon izquierdo (un tercio
del colon transverso, colon descendente, colon sigmoideo y el recto) (Fig. 6) (Smith C.
G.ycol., 2013).
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Figura 6. Intestino Grueso y sus partes. Fuente:

interpreteenergetico.wordpress.com/tag/intestino-grueso.

Entre las funciones del intestino grueso se encuentran: la formacion de heces fecales,
absorcion de agua y absorcion de nutrientes que fueron procesadas en el intestino
delgado (Instituto Catalan de Oncologia, 2009). La absorcién de agua es mayor en la
region del colon proximal, la cual va disminuyendo conforme avanza hasta el colon
distal, este proceso es muy importante para la formacién de las heces fecales. La
diferencia de absorcion en las regiones del colon puede deberse principalmente a la
mayor cantidad de vasos sanguineos existentes en el colon proximal (Skinner S.A. y
O’Brien P. E., 1996).



La pared del intestino grueso estd conformada por cuatro capas: la mucosa, la
submucosa, la muscular y la serosa (Fig. 7) (Martinez de Victoria M. E. y col., 2005).
Entre la pared muscular del colon y la pared muscular del recto existe una diferencia: en
la region del colon la pared muscular es gruesa, en cambio la pared del recto es mas
delgada.

La relacion anatomica del recto con diferentes 6rganos pélvicos implica diagnosticos de
estadios avanzados en el cancer de recto, ademas, en muchos de los casos, diferentes
organos adyacentes se encuentran involucrados en el cancer. Esta es la razon por la que
se debe saber la localizacién del cancer y el estadio en el que se encuentra el tumor y a

partir de estos datos elegir el tratamiento adecuado (Charta G. L. y col., 2009).
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En relacion a la histologia del colon, la cantidad de células caliciformes productoras de
mucina es mayor en la region del colon sigmoideo y el recto, en comparacion con el
colon ascendente, transverso y ciego. Esta caracteristica puede explicarse por el transito
de los alimentos ya que en el colon sigmoideo y el recto son las ultimas regiones por
donde atraviesan los desechos de los alimentos, por esta razdn estas regiones necesitan
una mayor proteccion contra agentes fisicos y quimicos (Tomio A. y Isamu K., 1989).

Existen diferentes tipos de componentes que pueden llegar a dafiar el intestino grueso ya
sean de tipo quimico o productos de desdoblamiento bacteriano, la proporcionalidad de
las mismas son diferentes en distintas regiones del intestino grueso. En el colon distal y
el recto se forma la mayor parte de productos de fermentacion. La cantidad de
mucopolisacaridos neutros predominan en el lumen del colon derecho, en el recto
predominan las mucinas y los &cidos grasos de cadena corta. Existe una gran cantidad de
células endocrinas en el epitelio de revestimiento del recto en relacion a otros segmentos
del intestino, es asi que el intestino tiene una funcion variable en sus distintos
segmentos, la diversa funcionalidad del intestino da una idea sobre la etiologia del
desarrollo cancerigeno, consecuencia del dafio de la estructura genémica (Shamsuddin
A. M.y col., 1981; Stigliano V. y col., 2008).

4.2.2 Factores de Riesgo que Predisponen al Cancer Colorrectal

Un factor de riesgo es aquello que incrementa la probabilidad de desarrollar una
determinada enfermedad, por ejemplo: una mala alimentacion, consumir cigarrillos,
consumir bebidas alcohdlicas, exposicion a agentes toxicos, etc., son algunos factores de
riesgo que pueden causar dafios dentro de nuestro organismo y predisponer a la persona

a desarrollar una enfermedad.

Entre los factores de riesgo para llegar a padecer cancer colorrectal se encuentran: la
alimentacion, el estilo de vida, factores geneticos, la edad y las EIl (Rodrigo L. y Riestra
S., 2007).



Alimentacion

Dentro de la etiologia del cancer colorrectal se debe mencionar que el tipo de alimento
gue se consume es muy importante ya que puede influir en gran medida en el desarrollo
de la enfermedad, en este grupo los més importantes son: la dieta excesiva en grasas y el

consumo excesivo de carnes expuestas a temperaturas elevadas como las parrilladas.
- Grasas

El aumento de lipidos saturados en la alimentacion aumenta el riesgo de padecer cancer
colorrectal (Fig. 8), ya que al ingerir alimentos ricos en grasas se estimula la liberacién
de una mayor cantidad de &cidos biliares que pueden desgatar el tejido intestinal, como
respuesta a ello el organismo produce una mayor cantidad de células para compensar el
dafo, por lo que se promueve un dafio dentro del material genético. Por otro lado, la
ingesta de lipidos poliinsaturados puede brindar una proteccion al tejido del colon
inhibiendo la sefial de la proteincinasa y restituyendo la respuesta del receptor 11 del
factor de crecimiento transformante (TGF) (Morgan V.G. y col., 2008; Ogino S., y col.,
2008).

Figura 8. Alimentos Grasos. Fuente: www.google.com.bo/search?g=alimentacion.


http://www.google.com.bo/search?q=alimentacion

- Carnes Rojas (Parrilladas)

Las carnes rojas que se exponen a temperaturas elevadas (parrilladas) (Fig. 9) generan
sustancias mutagénicas (aminas heterociclicas, hidrocarburos aromaticos policiclicos)
que pueden ocasionar dafios en la estructura del ADN, estos agentes causan dafio a
través de la transferencia de grupos metilo o etilo a los &tomos nucleofilicos de las bases
nitrogenadas, en otros casos se insertan entre las bases del ADN vy distorsionan la
estructura de la misma, lo que puede afectar el marco de lectura, de este modo las
sustancias mutagénicas de las parrilladas pueden inducir el desarrollo del céancer
colorrectal (Rodrigo L. y Riestra S., 2007).

Figura 9. Carnes cocidas a temperaturas elevadas. Fuente:

www.google.com.bo/search?g=alimentacion
Estilo de Vida

El estilo de vida de una persona puede influir en el desarrollo del cancer colorrectal, por
ejemplo un paciente que fuma y consume bebidas alcohélicas corre mayor riesgo de
desarrollar cancer comparado con una persona que no tiene los mismos habitos, asi
también, una persona con sobrepeso es mas propensa que una persona de peso normal.



- El tabaco

El consumo de cigarrillo causa aproximadamente 1.5 millones de muertes por afio en el
mundo (Ministerio de Salud de Chile, 2012). La probabilidad de fallecer con CCR a
causa de fumar tabaco es de 30 al 40% mayor comparado con las personas que no
consumen tabaco (Hano G.O. y col., 2011). La nicotina estimula los B-adrenoreceptores
que provocan la elevacion de la ciclooxigenasa-2 (COX2), la prostaglandina- E2 (PGE2)
y el factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF), factores que favorecen el
crecimiento del tumor, aumentando la vascularizacion de las mismas (Amarillo H. A. 'y
col., 2008). El incremento de la proteina COX-2 es considerado como un evento
temprano de la carcinogénesis del colon (Fuentes A. A. y col., 2008). La sobreexpresion
de COXs esta relacionado con una disminucion de la funcionalidad de la E-caderina que
produce un desprendimiento de las células tumorales y la diseminacion de las células a
otros tejidos, promoviendo, de esta forma, la proliferacion celular en otros tejidos
(Gerhard C. y Henrik S., 1999; Passalacqua H. C. y col., 2010). La PGE2 es un
importante modulador de la proliferacion celular y de transformacion maligna se forma a
partir de la accion catalitica de las COXs que promueven la conversion de acido
araquidonico en prostanoides (Alejandro S. J., 2008).

- El alcohol

El alcohol es una sustancia que ocasiona dafios a diferentes niveles, al ingresar al
organismo por via oral, tiene una accion directa sobre el revestimiento gastrointestinal
ocasionando dafios en el epitelio si se consume en exceso. También incrementa la
sintesis de acidos grasos Yy triglicéridos generando una hiperlipidemia que conlleva a la
formacion de un higado graso, el resultado de la lipogénesis puede provocar obesidad.
Por otro lado, el alcohol causa dafio a nivel mitocondrial disminuyendo la funcionalidad
de la enzima acetaldehido deshidrogenasa que da lugar a un incremento de la
concentracion de acetaldehido, el cual es un compuesto reactivo que causa dafios a nivel

celular si no es eliminado. El consumo excesivo de alcohol también inhibe la funcion del



folato y la metionina que son componentes importantes dentro de la funcionalidad de la
célula. El alcohol es una sustancia que tiene diferentes mecanismos de accion dentro del
organismo, sin embargo, los mecanismos mencionados son quiza los mas importantes en
el desarrollo de CCR (Téllez M. J. y Cote M. M., 2006).

El alcohol no solo influye en la predisposicion a padecer cancer colorrectal sino también
en otros tipos de cancer, el consumir bebidas alcohdlicas en cantidades excesivas
ocasiona dafios a nivel celular, especificamente genémico, el resultado de ello puede
causar el desarrollo de cancer (Galiano de Sanchez M. T., 2005).

- La Obesidad

La obesidad es un factor de riesgo para llegar a desarrollar diferentes tipos de
enfermedades como las cardiovasculares, diabetes y también cancer colorrectal. En la
mayoria de los casos las personas que sufren de obesidad se alimentan de comidas ricas
en grasas y, como se explicd anteriormente el consumo excesivo de grasas pueden
influir en la aparicion del cancer colorrectal. Las personas obesas tienen una gran
cantidad de tejido adiposo, esta gran cantidad de acidos grasos incrementa el estrés
oxidativo que influye en la aparicion de errores dentro del material genético, lo cual

puede conllevar al desarrollo de cancer colorrectal (Rodrigo L.y Riestra S., 2007).
Factores Genéticos

Existen genes involucrados en la formacion del CCR, las mutaciones dentro de estos
genes pueden llegar a transmitirse de generacion en generacion. Las personas con
antecedentes familiares de la enfermedad tienen mayor probabilidad de desarrollar la
patologia. Entre los genes involucrados en el cancer colorrectal se encuentran: el gen de
la poliposis adenomatosa coli (APC), el gen carcinoma colorrectal deleted (DCC) vy el
gen de la proteina del tumor p53, estos genes estan involucrados en la supresion tumoral.
Entre los oncogenes involucrados se encuentran el gen sarcoma de rata Kirsten viral

oncogén homologo del KRas y la beta catenina (CTNNBL1). En el cancer colorrectal



hereditario se encuentran alteraciones dentro de los genes de reparacion MMR (Misth
Match repair) (Fig. 10) (Palacio R. K. y Mufieton P. C., 2012; Juarez V. C. y Rosales R.
M., 2014). Todos los genes mencionados han sido reportados como predictores de

cancer colorrectal por diferentes autores.

Cancer hereditario ancer esporadico
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Figura 10. Modelo genético del cancer colorrectal, se puede observar los genes involucrados en
la aparicion del carcinoma de colon. En el cancer hereditario (genes predisponentes) se
encuentran involucrados el gen APC causante de la poliposis adenomatosa familiar FAP y los
genes MMR (MSH2, MLH1) causantes del cancer colorrectal hereditario no poliposico CCHNP.
En el céncer esporédico estan involucrados los genes APC, de la COX 2, de la cascada RAS, el
DCC, SMAD4 y la p53. Fuente: Juarez V. C. . y col., 2014.

La Edad

La edad es un factor de riesgo en el cancer colorrectal ya que durante el transcurso del
tiempo una persona puede acumular mutaciones que dan lugar a la enfermedad es por
esta razon que los casos de CCR se incrementan en personas adultas, por lo cual se ha
visto que es mucho mejor realizar la colonoscopia, de forma preventiva, a partir de los

40 afios mejorandose asi el prondstico de la enfermedad (Torres Z. N. y col. 2006).



La Enfermedad Inflamatoria del Intestino

La colitis ulcerativa cronica y la enfermedad de Crohn son patologias similares al cancer
colorrectal. El riesgo de contraer CCR a partir de estas patologias se incrementa
conforme pasa el tiempo. Es recomendable realizarse una colonoscopia para descartar la

formacion de polipos en el intestino grueso.

Las Ell son patologias inflamatorias que afectan el tracto intestinal, son consideradas
como patologias importantes ya que existe un deterioro severo de la calidad de vida del
enfermo, ademas de que son un riesgo para el desarrollo de CCR (Sepulveda S. E. y col.
2008). Estas enfermedades tienen una etiologia desconocida (Thoreson R. y Cullen J. J.,
2007), se presentan con frecuencia en el sexo femenino y en la mayoria de los casos en
adultos jévenes (Figueroa C. y col., 2005).

En estas enfermedades el proceso inflamatorio puede afectar todo el espesor de la pared
del tubo digestivo, desde la mucosa hasta la serosa, con una posible formacion de
fisuras, fistulas o abscesos (Pérez T. C. y col., 2008). Las EIl comUnmente solo afectan a
la mucosa y submucosa del intestino grueso; sin embargo puede llegar a extenderse a
capas mas profundas lo cual puede ocasionar una peritonitis (Silbernagl F. y Lang F.,
2013).

La colitis ulcerosa (CU) puede convertirse en CCR después de 8 a 10 afios. Los sintomas
de la CU que se presentan con mas frecuencia son: diarrea sanguinolenta, tenesmo, dolor
abdominal tipo colico, fiebre y pérdida de peso. Los signos graves que se pueden
presentar son: fiebre elevada, retraso del crecimiento, distencion abdominal,

timpanismo, dolor en la region abdominal (Medina B. E. y col., 2009).



4.2.3 Factores que Previenen el Cancer Colorrectal

Existen factores que pueden llegar a disminuir el riesgo de desarrollar el CCR entre ellos

la dieta rica en frutas, verduras y fibra pueden ser factores que previenen el cancer.

- Fibra

La ingesta de fibra disminuye el tiempo del transito de los alimentos por el intestino
grueso, disminuyendo la exposicion a agentes cancerigenos. El acido deoxicolico y
litocdlico son productos de la secrecion biliar considerados como agentes carcinogénicos
produciendo cambios en el pH del tracto digestivo lo que puede ir desgastando la pared
del epitelio intestinal y posteriormente ocasionar dafios en la estructura genémica. La
fibra aumenta el tamafio del bolo fecal, reduce la mutagenicidad de los &cidos biliares
secundarios incrementando la concentracion de &cidos grasos de cadena corta

anticancerigenos (Maillo O. C., 1995).

- Actividad Fisica

El sedentarismo es un factor de riesgo para la aparicion de diferentes tipos de
enfermedades, seglin la OMS la inactividad fisica es causante del 21 al 25% de los casos
de cancer de mama y de colon, las causas todavia estan siendo estudiadas, pero en el
CCR es probable que se deba a un transito intestinal mas lento del bolo alimenticio lo
cual conlleva a una mayor exposicién a posibles agentes cancerigenos (Serra M. L. y
col., 1994). Una persona deberia realizar ejercicio por lo menos 30 minutos al dia para
poder gozar de los beneficios que previenen el desarrollo del cancer (Friedenreich C. y
col., 2006).

- Frutasy Verduras

Las Frutas y Verduras contienen una gran cantidad de vitaminas y minerales que tienen

funciones protectoras y previenen el desarrollo del cancer como por ejemplo: los beta



carotenos, la vitamina C, la vitamina E, el calcio, etc. (Pefia C. Y. Y., 2013; Galiano de
Sanchez M. T., 2005).

4.2.4 Concepto de Cancer Colorrectal

El CCR es una formacion maligna que se produce en la mucosa del colon o en el recto.
La teoria de la carcinogénesis colonica, Hipotesis de Vogelstein, sugiere que la
enfermedad es producida por una secuencia de pasos, comenzado con una hiperplasia
celular en la mucosa coldnica que da lugar a la formacion de un pdélipo (Fig. 11)
(Casimiro C., 2002):
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Figura 11. Formacion de un carcinoma de colon. Los Antiinflamatorios no esteroideos (AINES)
como la Aspirina esta relacionado con la inhibicién del desarrollo del tumor y también en la
inhibicion de factores que influyen en el desarrollo cancerigeno como la COX2. Las mutaciones
en el desarrollo del tumor se van produciendo en diferentes genes que promueven el desarrollo

del céncer colorrectal como: la APC, Kras y la p53. Fuente: Casimiro C., 2002.

La enfermedad se va desarrollando a lo largo del tiempo, en caso de no ser detectada en
etapas tempranas la luz del intestino puede llegar a acortarse, etapa en la cual la

enfermedad se torna mas peligrosa. Puede transcurrir hasta 10 afios antes de que un



polipo benigno se transforme en un polipo maligno. Con el transcurso del tiempo los
polipos sufren alteraciones genéticas celulares que implican la formacién del cancer. El
principal problema del CCR es el diagndstico tardio de la enfermedad debido a que el
paciente realiza la consulta en etapas ya avanzadas del cancer. Los sintomas del CCR
pueden ser clasificados en tres grupos, de acuerdo a la region coldnica en la que se

encuentre:

- Céncer de colon derecho.- diarrea cronica, sangrado microscopico, anemia
hipocroma, astenia, adinamia, anorexia, edema, se puede percibir una masa
palpable en el cuadrante de la fosa iliaca derecha, presencia de dolor localizado.
En caso de compromiso duodenal existe vomitos alimentarios y biliosos.

- Céncer de colon izquierdo.- constipacion, diarrea, alteracion de las heces fecales,
sangre macroscopica en las deposiciones, dolor abdominal tipo célico que
desaparecen con la evacuacion de gases.

- Caéncer de recto.- proctorragia, sensacion de defecacion incompleta, dolor
pelviano bajo, anormalidades en las heces fecales e incremento de la frecuencia

de evacuaciones (Jensen B. C., 2008).
Dentro de los modelos etiologicos del cancer colorrectal se encuentran los siguientes:

- CCR Esporadico, cuando la persona es diagnosticada con la enfermedad y no
tiene ningun antecedente familiar de cancer.

- CCR Hereditario, relacionado con genes mutados que han sido transmitidos por
un familiar (Cruz-Bustillo C. D., 2004).

Dentro del desarrollo del CCR existen diferentes vias que dan lugar a la enfermedad:
- Laviasupresora o tradicional

En esta via existe una alteracion de los protooncogenes y genes supresores de tumores.

Los genes que presentan una mayor alteracion y que dan lugar al CCR son: la p53, K-



Ras y APC (Cérdenas C. W., 2006), el mas frecuente es el gen sarcoma de rata Kirsten

viral oncogén homdlogo (KRAS).
- Lavia genética o mutadora

Dentro de esta via se encuentran involucrados los genes MMR, las mutaciones genéticas
dentro de estos genes dan lugar a una enfermedad hereditaria, una gran cantidad de
mutaciones se producen en los genes MLH1 y MSH2. El sindrome de Lynch también
Ilamado CCHNP, es una enfermedad hereditaria causada por alteraciones en los genes
de reparacion. En el sindrome de Lynch ambos sexos tanto femenino como masculino
corren el mismo riesgo de ser afectados (The University of Texas MD Anderson Cancer
Center, 2008; Roa S. J. C. y col., (2008).

- Laviaepigenética

Esta via se caracteriza por las metilaciones que se producen en el ADN vy las
modificaciones de histonas, ambos mecanismos estan involucrados en la modulacion de
complejos remodeladores de la cromatina. Como consecuencia de las metilaciones los

genes no se llegan a transcribir (Garcia R. R. y col., 2012).
4.2.5 Los Estadios en el Cancer Colorrectal

Es necesario saber los estadios del cancer colorrectal ya que de acuerdo a esto se tomara
decisiones en el tratamiento y ademas es util como referencia para el diagnéstico de
laboratorio. En las tablas 2 y 3 se puede observar la clasificacion de los estadios
utilizados en el diagnostico del cancer colorrectal (Guia clinica del cancer colorrectal del

Hospital Reina Sofia, 2005; Guias de practica clinica en cancer de Catalufia, 2008).



Tabla 2. Clasificacion de los estadios en el que se encuentra el tumor y la invasion de la misma.

Fuente: Guias de practica clinica en cancer de Catalufia, 2008.

Categoria T (Tumor Primario)
Estadio
Tx

Invasion
No se puede valorar el tumor primario

TO No hay indicios de tumor primario

Tis Carcinoma in situ intraepitelial

T1 Tumor que invade la submucosa

T2 Tumor que invade la capa muscular

T3 Tumor que invade, a través de la capa muscular, la subserosa
T4 Tumor que invade directamente otros 6rganos y estructuras

Categoria N (Ganglios Linfaticos Regionales)

NX No se pueden valorar los ganglios regionales

NO Sin metéstasis ganglionares regionales

N1 Metastasis en 1 a 3 ganglios linfaticos regionales
Categoria M (Metastasis)

Mx No se puede valorar la presencia de metastasis a distancia
MO No se detectan metastasis a distancia

M1 Metastasis a distancia

Agrupacion por estadios

0 Tis NO MO

I T1-2 NO MO

A T3 NO MO

1B T4 NO MO

A T1-2 N1 MO

1B T3-4 N1 MO

Inc Cualquier T N1 MO

v Cualquier T, Cualquier N M1
Tabla 3. Clasificacion de Dukes modificada. Fuente: Paredes C. A. y col., 2004.

Estadio Invasion
Estadio A | Extension limitada a la mucosa
Estadio B1 | Compromiso hasta la muscular propia
Estadio B2 |Penetracion completa de la muscular propia, comprometiendo grasa
pericoldnica
Estadio C1 |Igual que B1 mas presencia de ganglios linfaticos metastasicos.
Estadio C2 | lgual gue B2 mas presencia de ganglios linfaticos metastasicos
Estadio D | Infiltracion de 6rganos vecinos y/o metastasis a distancia




4.2.6 Diagnostico del Cancer Colorrectal
La Endoscopia

Los avances de la tecnologia han contribuido en gran medida al diagnéstico de las
enfermedades, una de las técnicas de gran utilidad en el diagndstico de enfermedades
digestivas es la endoscopia, con la cual se puede ver el interior del organismo mediante
un instrumento denominado endoscopio, que consiste en un tubo delgado que tiene una
pequefia camara en un extremo, mediante la cual el manipulador puede observar las
imagenes del interior del cuerpo en el monitor de una computadora. Existen diferentes
tipos de endoscopios que permiten observar distintas partes del organismo; el
colonoscopio se utiliza para ver el interior del intestino grueso y el sigmoidoscopio se
utiliza para ver estructuras del recto y el colon sigmoideo (American Cancer Society,
2015).

Las nuevas herramientas son de gran ayuda al momento de diagnosticar una patologia.
La colonoscopia es una técnica con una sensibilidad de méas del 90%, esta técnica
permite observar imagenes de alta definicion sobre lesiones del intestino grueso, de tal
modo que esta técnica se han convertido en una herramienta que permite realizar
diagndsticos de alta calidad, seguridad y eficiencia (Hernandez G. A., 2013). Sin
embargo, cuando el didmetro de los pdlipos es muy pequefio, menor a 1 mm, existe la
posibilidad de que pasen desapercibidos (World Gastroenterology Organisation, 2007).
Otro riesgo de la endoscopia es la infiltracion de microorganismos al interior del cuerpo
sobre todo patdégenos oportunistas (Manual de prevencion de infecciones en
procedimientos endoscopicos, 2008). La limpieza del equipo debe realizarse de la mejor
manera posible utilizando soluciones que permitan eliminar los patégenos existentes en
el equipo. Tanto el equipo como los materiales de limpieza deben ser los adecuados para
llegar a realizar un diagnostico Optimo y evitar riesgos de transmitir los patdgenos
(OLYMPUS, 2013).



Algunas recomendaciones al momento de realizarse una colonoscopia son:

- Preparado de dos dias con dietas solo liquidas
- Beber abundante agua
- No consumir lacteos ni bebidas coloreadas

- Realizar una limpieza del colon con la ayuda de enemas
(Ospina N. J. y Villamizar S. J., 2010)

Otras técnicas de diagnostico

Entre los estudios que se pueden realizar en el CCR se encuentran:

- La Tomografia computarizada, es un estudio de radiografia que permite tomar
imagenes transversales del cuerpo permitiendo saber si el CCR se ha propagado
a otros Grganos.

- La Ecografia, en este estudio se utilizan ondas sonoras y ecos que producen
imagenes en los érganos internos, es utilizada para detectar tumores en la region
del abdomen a excepcién del colon, sin embargo, se pueden utilizar dos tipos
especiales de ecografias para la deteccion de CCR: la ecografia (ultrasonido)
endorrectal y la ecografia intraoperativa.

- La Resonancia magnética, técnica en la que se utiliza ondas de radio e imanes
potentes, puede ser utilizada en la deteccion de cancer rectal y ver si el tumor se
ha diseminado a estructuras adyacentes.

- La Radiografia de Torax, es utilizada para ver si existe propagacion en los
pulmones.

- La Tomografia por emision de positrones, en esta técnica se utiliza un azucar
radiactivo conocido como fldor desoxiglucosa. La radiactividad es muy baja, es
utilizada para ver si existe diseminacion en otras areas del cuerpo de manera
general.

- La Angiografia es utilizada para examinar presencia de vasos sanguineos.

(American Cancer Society, 2014).



Marcadores Séricos
- CEA

El Antigeno Carcinoembrionario se encuentra presente en la superficie celular en el
cancer de colon y en otros tumores del tracto digestivo, puede encontrarse en circulacion
sanguinea, es utilizado en el seguimiento del cancer colorrectal, pero, no puede ser
utilizado como un marcador de diagnostico en el screening de pacientes sanos (Brunner
N. y col., 2013; Locker G. Y.y col., 2006).

- CA19.9

El CA 19.9 es el antigeno sializado del grupo sanguineo Lewis (CA 19.9), este marcador
puede ser utilizado en el seguimiento de cancer pancreatico y cancer colorrectal, sin
embargo no se recomienda la utilizacion de CA 19.9 en el seguimiento de cancer
colorrectal de forma individual ya que su expresion no se limita a este tejido (Brunner N.
y col., 2013; Locker G. Y.y col., 2006).

4.2.7 La Citoqueratina 20 (CK-20)

En la actualidad se realizan estudios de marcadores que puedan coadyuvar en el
seguimiento de la enfermedad, una de las técnicas que se esta utilizando es la Reaccion
en Cadena de la Polimerasa y sus variantes, esta técnica es altamente sensible ya que
detecta cantidades minimas de ADN (en el orden de los nanogramos) lo cual es Util para
detectar células circulantes que no sean comunes del tejido, en este caso la presencia de

CK-20 en sangre y también en tejido linfatico.

El citoesqueleto celular estd conformado por microfilamentos de actina, microtibulos de
tubulina y filamentos intermedios (Aquino P. C. y Jurado S. F., 2008). Los filamentos
intermedios son utilizados en el diagnostico de enfermedades y en la actualidad se

realizan estudios para coadyuvar el seguimiento del cancer por ejemplo la CK-20 para el



diagndstico de micrometastasis. Los filamentos intermedios pueden expresarse en
diferentes tipos celulares, de ahi la importancia que tienen las queratinas para ser

utilizadas en el seguimiento del cancer (Tabla. 4).

Tabla 4. Clasificacidn de los Filamentos intermedios. Fuente: Aquino P. C. y Jurado S. F., 2008.

Tipo | Filamento intermedio Localizacion

I Queratina acidas Epitelio

I Queratinas bésicas Epitelio
Vicentina Células mesenquimatosas y embrionarias.
Desmina Musculo liso y miocardio

! Periferina Neuronas

Proteina fibrilar glial acida | Astrocitos y células gliales

Neurofilamentos (I, M, H)
v ) ) Neuronas
a-internexina

\Y Laminina Células nucleadas

Vi Nestina Neuroepitelio, musculo estriado, células madre.

Entre las queratinas se pueden diferenciar 20 tipos (K1, K2... K20). Las 8 primeras
queratinas son basicas Yy las restantes son acidas. Las citoqueratinas son utilizados como
biomarcadores para la deteccion de cancer (Cruz T. P. y col., 2008). La CK-20 es una
proteina acida tipo | de 46 KDa (Cid M. P. y col., 2002) y se encuentra expresada
principalmente en el epitelio gastrointestinal, urotelio y células de merckel (Cantos S. B.
y col., 2006).



4.3 Cancer Colorrectal Hereditario No Polipésico (CCHNP), Sindrome de
Lynch

Alfred Warthin, patologo de la Facultad de Medicina de Michigan, en 1913 public6 un
arbol genealdgico que estaba basado en la familia de su costurera, a quien predijo que
moriria con algun tipo de cancer porgue tenia antecedentes familiares con cancer y fue
asi. Esta familia fue denominada la Familia G (Scott W. A., 1925). En 1971 Henry T.
Lynch, actualizé la informacion de la familia G y también realizé estudios en dos
familias estadounidenses (familia N y M), de ahi el nombre de sindrome de Lynch (Fig.
12 y 13) (Lynch H. T., 2006; Lynch H. T. y Krush A. J., 1971).

Figura 12. Aldred Scott Warthin, Henry T. Lynch. Fuente:
www.google.com.bo/search?g=Aldred+Warthin&rlz
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Figura 13. Pedigri de la familia G, en negro se puede observar los familiares que tuvieron
cancer y las edades a las cuales se diagnosticé la enfermedad. Arbol genealdgico segun Alfred
Scott Warthin, 1925.

Posteriormente se realizaron diferentes tipos de estudios que aportaron al conocimiento
de la enfermedad hereditaria. Se realiz6 estudios donde se identificd la importancia de
los microsatélites, y se describid un locus en el cromosoma 2p15-16 en el que se
encontraba un gen que predisponia a padecer el sindrome de Lynch, un segundo locus
que se hallaba en el cromosoma 3p21 estaba relacionado con los genes MMR que tienen
una funcién de identificacion y reparacion de errores de bases desapareadas (Thorson A.
G. ycol., 1999).



4.3.1 Fundamento de CCHNP

El CCHNP, también llamado sindrome de Lynch, es una enfermedad hereditaria que se
transmite de forma autosémica dominante y forma parte del 3% de los casos de CCR. La
caracteristica de esta enfermedad es que se relaciona con otros tipos de cancer como el
cancer de endometrio, ovarico, gastrico, urotelial, de intestino delgado y carcinoma
biliar ya que la alteracion de los genes involucrados en el cancer colorrectal hereditario

también se encuentran en los tipos de cancer mencionados (Jarvinen H. J. y col., 2009).

Las mutaciones causantes del CCHNP se encuentran en los genes MMR. Para la
determinacion de mutaciones dentro de estos genes se utilizan los marcadores de MSI, la
MSI se produce por un aumento o disminucion de secuencias cortas repetidas (STRs,
short t&ndem repeats) del ADN, esta MSI también nos indica una acumulacion de
mutaciones en los genes encargados de la regulacién celular los cuales juegan un rol
importante en la iniciacion y progresion del cancer (Wijnen J. y col., 1997; Dominguez
M. V.y col., 2009).

Para la determinacion del CCHNP se utiliza los criterios de Amsterdam gue nos indican
las caracteristicas que debe tener un paciente para llegar a desarrollar la enfermedad, asi
también, los criterios de Bethesda incluyen el diagnéstico histopatolégico de la
enfermedad (Tabla 5) (Den Bakker M. A.y col., 2003).



Tabla 5. Criterios de Amsterdam y Bethesda. Fuente: Alonso S. A., 2006

(;riterios de
Amsterdam |

Tres familiares con
cancer colorrectal,
uno de ellos en
primer grado de
parentesco con los
otros dos.

Al Menos 2
generaciones
afectadas.

Al menos 1 cancer
colorrectal
diagnosticado antes
de los 50 afios.

Poliposis excluida.

C}riterios de
Amsterdam 11

Tres familiares con
cancer asociado a
CCHNP* (colorrectal,
endometrial, intestino
delgado, uréter o
pelvis renal), uno en
primer grado de los
otros dos.

Al menos 2
generaciones
afectadas.

Al menos 1 céancer
diagnosticado antes de
los 50 afios.

Poliposis excluida.

Criterios de Bethesda

1. Céncer colorrectal diagnosticado antes de los 50
afos.

2. Cancer colorrectal u otro cancer asociado a
CCHNP* sincrénicos o metacrénicos, sin tener en
cuenta la edad.

3. Céncer colorrectal con morfologia de alta MSI
(caracterizada por la presencia de linfocitos
infiltrantes de tumor, carcinoma  con
diferenciacion mucinosa o en anillo de sello,
reaccion linfocitaria peritumoral tipo Crohn-like,
patrén de crecimiento medular) antes de los 60
afos.

4. Cancer colorrectal con uno o mas familiares en
primer grado con cancer colorrectal u otro cancer
relacionado con CCHNP*, uno de los canceres
diagnosticado antes de los 50 afios.

5. Cancer colorrectal con dos o méas familiares con
cancer colorrectal o canceres asociado a CCHNP*,
sin tener en cuenta la edad

* Incluye endometrio, ovario, gastrico, intestino delgado, tracto urinario, tracto biliar,
pancreas, cerebro y glandula sebacea.

Los Genes de Reparacion

El CCHNP es producido por mutaciones en la linea germinal que son transmitidas de

generacion en generacion. La mayor parte de las mutaciones se producen en los genes de

reparacion MLH1 y MSH2 y con menor frecuencia en los genes MSH6 y PMS2. Las

mutaciones producidas dentro de los genes de reparacion conllevan a una incapacidad de

reparar errores producidos durante la replicacion (Herman J. G. y col., 1998; Kane M. F.

y col., 1997).



- Mecanismo de Reparacion

El MSH2 forma un heterodimero con el MSH6 (mutS homologo 6) que es conocido
también como MutSay el MSH2 unido con el MSH3 forman el heterodimero
Mutsp, estas reconocen pequefias y grandes deleciones e inserciones respectivamente. El
MLH1 se une con PMS2 (segregacion postmeiotica 2) este heterodimero se une al
complejo MutSa. 0 Mutsp, todo el complejo se desplaza por la secuencia del ADN y van
reparando los errores existentes en la secuencia. Los complejos que han sido menos
estudiados en comparacion con los ya mencionados son los complejos hMLH1- hPMS1
y hMLH1-hMLH3 que se unen al complejo MutSo o Mutsp, debido a que las
mutaciones dentro de estos genes tienen una baja penetrancia en el desarrollo del cancer
(Vaish M., 2007; Yang Q. y col., 2004). La disfuncionalidad de estas proteinas se ven
involucradas en fallas dentro de los mecanismos reguladores del ciclo celular,
conllevado a la formacion del cancer (Fig. 14) (Talseth P. B. y col., 2010).

Figura 14. Complejos de Enzimas de reparacion del ADN. Fuente: Talseth P. B. y col., 2010

La presencia de MSI es utilizada como un marcador para determinar mutaciones dentro

de los genes de reparacion (Wagner A. y col., 2003)



Inestabilidad Microsatelital

Los microsatélites, conocidos también como STRs, son secuencias de ADN repetidas de
uno hasta seis bases, forman secuencias arriba de 100 nucledtidos, se encuentran
localizados en todo el genoma y constituyen aproximadamente el 3% del genoma
humano (Fan H. y Chu J., 2007).

Los microsatélites se clasifican de acuerdo al tipo de repeticiones que presentan:

- Los de estructura simple son aquellas que tienen una misma secuencia de
repeticion. Por ejemplo: ATGATGATGATGATGATGATGATGATG.

- Los de estructura compuesta son repeticiones similares y solo varian en un
nucleétido. Por ejemplo: CAATCAATCAATCAAGCAAGCAAG.

- Los de estructura compleja presentan distintos tipos de repeticiones de diferente
tamario y secuencia. Por ejemplo: CAATCAATCAAGCAAGGCACACAAT
(Paredes L. M., 2014).

La MSI fue descrita en el cancer colorrectal. Alrededor del 90% de CCHNP presentan
MSI causada por una mala funcion de los genes de reparacion (Ou C. Y.y col., 1999).
La MSI es utilizada en la determinacién de mutaciones dentro de los genes MMR (Suwa
K.y col., 1999).

Existen diferentes mecanismos que explican los errores dentro de los microsatélites,
como por ejemplo: los errores producidos durante la recombinacion genética, el crossin-
over desigual, el slippage de la ADN polimerasa durante la replicacion o reparacion.
Estas fallas dentro del material genético pueden dar lugar a un aumento o disminucion
de nucledtidos en el microsatelite, estos errores son reparados por los genes de
reparacion, si existe mutacion dentro de los genes de reparacion se produce una MSI
(Fig. 15) (Oliveira E. J. y col., 2006).
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Figura 15. Resbalamiento durante la replicacion del DNA. En el momento de la replicacion la
DNA polimerasa puede afiadir mas o menos nucledtidos en la secuencia repetitiva del
microsatélite, estos errores son reparados por los genes MMR, si existe una alteracion dentro de
estos genes el error persiste y es denominado inestabilidad microsatelital. Fuente: OliveiraE. J. y
col., 2006.

- Marcador Bat 25

Los marcadores que se utilizan para diagnosticar MSI en el sindrome de Lynch son los
recomendados por el panel de Bethesda en 1997: BAT-25, BAT-26, D2S123, D5S346, y
D17S250, los mas utilizados son el BAT-25 y el BAT-26.

El marcador BAT-25 se encuentra en el gen c-kit localizado en el cromosoma 4 (4gq11-
12), la secuencia de este marcador contiene de 7 a 25 Timinas. El Bat-25 es el alelo méas
comun, se reportd casos en los que existe ausencia o adicion de 1 hasta 2 nucle6tidos

dentro de la secuencia nucleotidica del microsatélite.



4.4 Diagnostico molecular del cancer colorrectal — La Reaccion en Cadena de la

Polimerasa

Con el transcurso del tiempo la tecnologia va mejorando y contribuyendo cada vez mas
a las necesidades del ser humano, una de las técnicas que se ha utilizado para realizar
diferentes tipos de estudios dentro del area de la Biologia Molecular, es la Reaccion en
Cadena de la Polimerasa, conocida también como PCR (por sus siglas en inglés
Polymerase Chain Reaction). La PCR es una herramienta muy util en los estudios sobre
cancer (Arredondo P. R., 1993).

La PCR es utilizada con frecuencia en diferentes areas de la medicina, fue descrita por
Kary Mullis en el afio 1983. Por sus estudios sobre la PCR, este investigador recibio el
premio Nobel en el afio 1993 (Pinilla B. G. y col., 2008). En el afio 1989 la revista
Science nombr6 a la enzima “DNA polimerasa” como la molécula del afio, por su
utilidad y el empleo de la misma en una gran cantidad de investigaciones (Catasus L. y
Matias Guiu, X., 1997).

Afios antes (1970) la sintesis de ADN fue descrita por Kleppe K. y colaboradores, estos
investigadores describieron de forma detallada como lograr sintetizar ADN a partir de
otra copia, el problema principal fue, el no haber utilizado una enzima termoestable que
permitiera amplificar una gran cantidad de ADN (Kleppe K. y col., 1971).

Extraccion de ADN

En la actualidad existen una gran cantidad de técnicas para extraer el material genético
de las células, todas estas técnicas tienen como fundamento romper la membrana celular

y poder aislar el material genético.

Los kits de extraccion de las empresas tienen como principio utilizar columnas de
intercambio i6nico que permiten aislar el material genético en una columna que esta

cargada positivamente al cual el material genético se va adhiriendo ya que se encuentra



cargado de forma negativa. Posteriormente el material genético suspendido en la
columna, es lavado con tampones y resuspendido en un buffer que mantiene la
estabilidad.

Cuantificacion de material genético

Después de la extraccion del material genético, se procede con la cuantificacion de la
misma. Uno de los equipos que actualmente se utiliza es el Qubit en el cual se emplea un
fluoréforo que se intercala en el material genético (ADN o ARN). La fluorescencia
emitida es captada por el equipo y es proporcional a la concentracion obtenida en la

extraccion.
Fundamento de la PCR

La PCR es una técnica que se usa para la amplificacién de un fragmento de ADN. La
amplificacion comienza con una cadena molde de ADN de la cual se formaran dos
copias idénticas a la anterior, la concentracion de ADN se eleva exponencialmente y es
representada por la formula “2" (donde n representa el nimero de ciclos utilizados en la
PCR), por ejemplo, si utilizamos 5 rondas de amplificacién 2° el resultado para 1
fragmento de ADN serian 32 copias, pero, en una extraccion de ADN no solo tenemos 1
copia, de este modo la cantidad de ADN que se obtiene en una PCR es grande. Debido a
que la PCR consiste en la duplicacion de ADN esta puede ser considerada como una

replicacion in vitro (Fig. 16).

Figura 16. La PCR puede ser considerada como una replicacion in vitro debido a la induccion

de duplicacion de material genético (ADN).



Fases de la PCR
La PCR tiene tres fases principales que son:
- Desnaturalizacion

Etapa en la que por accion del calor, la doble cadena de ADN se rompe para dar lugar a
dos simples cadenas. Las temperaturas utilizadas en esta etapa oscilan entre los 92°C y
95°C temperaturas a las cuales la estructura secundaria del ADN se separan para poder
dar lugar a la duplicacién in vitro (Fig. 17) (Torres T. A. y Eugenia B. B., 1995).

92°C-95°C /\/\
/A A\
AVAV4

Figura 17. Etapa de desnaturalizacion
- Hibridacion

Es la etapa en la cual los cebadores se alinean con la secuencia de ADN, las
temperaturas que se utilizan estan entre 40°C y 60°C de acuerdo a la Tm de los

cebadores (Fig. 18) (Espinosa A. L. 2004).
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Figura 18. Hibridacidn de los primers en la cadena de ADN




- Elongacion

Etapa en la que la enzima termoestable comienza con la formacién de una copia del
ADNss (ADN simple cadena), la temperatura cominmente utilizada en esta etapa es de
72°C ya que a esta temperatura la enzima tiene mayor funcionalidad (Fig. 19) (Tamay de
Dios L. y col., 2013).

ADN
POLIMERASA

Figura 19. Fase de elongacién en la que la enzima actlia para dar lugar a una cadena complementaria.

El equipo que se utiliza para los cambios de temperatura es el termociclador, que nos
permite programar diferentes tipos de temperatura (Fig. 20).

Figura 20. Primer termociclador construido por Kary Mullis y su equipo en la compafia Cetus
en 1985. Fuente: blogs.20minutos.es/ciencias-mixtas/2014/10/21/el-inventor-de-la-pcr-y-su-

mapache-alienigena/.



Este equipo funciona mediante el sistema peltier, que consiste en placas
semiconductoras en las que se produce una variacion de temperatura, a causa del
movimiento de electrones de mayor y menor velocidad (Sandoval G. A., Espinosa J. E.,
Barahona A. J., 2008).

Componentes de la PCR
Los componentes mas importantes en la PCR son:
- Cebadores

El resultado 6ptimo de la PCR depende mucho del disefio correcto de los cebadores, los
cuales daran lugar a la formacion de una nueva cadena de ADN. Algunas reglas que se

deben seguir en el disefio de los cebadores o primers son las siguientes:

- Los cebadores pueden tener una longitud aproximada de 18-24 bases.

- El contenido de Guanina y Citosina debe ser entre 40 y 60%.

- Los cebadores deben tener una temperatura melting (Tm) similares, la Tm es la
temperatura a la cual el 50% de la secuencia de ADN se encuentra
desnaturalizado, esta temperatura es importante en la PCR para la hibridacién de
los cebadores al ADN.

- Se debe prevenir la formacidn de estructuras secundarias entre los cebadores.

- Evitar las repeticiones de nucle6tidos.

La concentracion de los cebadores que se utilizan en la PCR esta en el rango de 0.05 a 1
uM (Arredondo P. R., 1993), la concentracion elevada de cebadores puede producir
resultados inespecificos, se debe considerar esto al momento de optimizar la PCR. ES
necesario calcular la Tm de los cebadores para poder utilizarlos (optimizacion) en la fase
de hibridacion. Se pueden usar las siguientes formulas para la determinacion de la

temperatura melting:



- Tm=2C (A +T) +4°C (G + C)

En la cual se asume una concentracién de sal 0.9 M

- Tm=815 + 0.41 (%GC) - 500/L + 16.6 log[M]

En donde L es la longitud de oligonucledtidos y M es la concentracion de cationes

monovalentes, esta formula puede aplicarse cuando los oligonucle6tidos son largos.

- Tm = (AH/AS+R In C) — 273.15

Esta formula se basa en un anélisis termodinamico, probablemente sea la forma mas
exacta de calcular la Temperatura de fusion de los cebadores AH es la variacion de
entalpia, AS es la variacion de la entropia, R es la constante de los gases (1.987 cal.K-
1mol-1), y C es la concentracién molar de los oligonucle6tidos (Cortazar M. A. y Silva
R. E., 2004).

En la actualidad existen diversos tipos de programas informaticos que nos ayudan a
disefiar cebadores, calcular temperaturas, etc. de tal manera que la PCR se realice de
manera eficiente (Martin G. E. 2015).

- Enzima polimerasa

En la PCR es necesaria una enzima que actue en la catalizaciéon de la amplificacion de
ADN. Anteriormente se utilizaba el fragmento “Klenow” de la enzima de Escherichia
coli, la cual es un ADN termolabil que a temperaturas mayores de 94°C pierde su
funcion. Debido a este inconveniente se buscO una enzima que Sea capaz de resistir
temperaturas elevadas, razén por la que se utiliz6 la DNA polimerasa termoestable
obtenida a partir de Thermus aquaticus también conocida como Tag. Existen otros tipos
de Taq las cuales han sido mejoradas mediante ingenieria genética (Dorado P. G. 2015).
La concentracion de la Taq polimerasa en la PCR es de 1 a 2,5 U/uL (Catasus L. y
Matias Guiu, X., 1997).



- Cloruro de magnesio

La presencia de cationes divalentes en la PCR es muy importante ya que actuan de

diferentes formas:

- Permite que los desoxinucledsidos Trifosfato (ANTPs) ingresen a la cadena de
ADN en forma de desoxinucledsidos Monofosfatos (ANMPS).

- Los fosfatos liberados actian como una forma de energia, la cual es
proporcionada a la PCR.

- Actlan como activadores de la Taq polimerasa.

La concentracion que se utiliza en la PCR es de 0.5 a 5mM. Cuando el magnesio se
encuentra en bajas concentraciones provoca un bajo rendimiento de la PCR, en cambio

cuando las concentraciones son elevadas puede formarse productos inespecificos.

- Nucleétidos.

Los dNTPs (desoxinucleosidos trifosfatos) son los ladrillos de construccion de la cadena
de ADN, se van incorporando segun la Taqg polimerasa avanza a lo largo de la cadena
molde de ADN, la concentracion de los dNTPs utilizados en la PCR es de 20 a 200uM si
la concentracion de los dNTPs es mayor a 50mM puede llegar a inhibir la actividad de la
ADN polimerasa (Arredondo P. R., 1993).

- Buffer de PCR

La solucién amortiguadora mas utilizada es el Tris-HCI, KCI, debido a la mayor
estabilidad que esta mezcla confiere a la solucion para que se lleve a cabo la reaccion.
En la PCR, generalmente se parte de una solucion concentrada 10 veces (10X)
(Rodriguez S. I. y Barrera S. H., 2004).



- Otros Aditivos

Formamida: puede utilizarse en una concentracion de 1% a 5%, nos permite estabilizar

la estructura secundaria del ADN.

BSA (Bovine Serum Albumin): la albumina sérica bovina es utilizada para captar

inhibidores de la Taqg polimerasa, se usa en concentraciones mayores a 0.8 pg/uL.

DMSO (Dimetil Sulfoxido): permite reducir las estructuras secundarias, se lo utiliza en
casos de que exista una gran cantidad de GCs, la concentracion que se utiliza es de 2 y
10%, mayores concentraciones pueden llegar a inhibir la funcion de la tag polimerasa
(Espinosa A. L., 2004).

4.5 PCR cuantitativa o PCR en tiempo real (QPCR)

Dentro de la investigacion de cancer, una técnica innovadora es la PCR en tiempo real,

tiene diversas aplicaciones que pueden utilizarse en el estudio del cancer de colon.

La gPCR es una tecnica derivada de la PCR convencional, fue descrita por Higuchi y
colaboradores grabando la formacién del ADN con la ayuda de agentes intercalantes. Se
lo denomina gPCR porque se detecta la amplificacion del ADN conforme transcurre la
PCR. También es util porque proporciona la concentraciéon de ADN que se ha llegado a
obtener previa calibracion del equipo segln las copias que se obtengan, los datos pueden
ser analizados mediante una computadora sin ser necesario realizar la corrida
electroforética, por lo tanto se reduce el riesgo de contaminacion del analisis (Tamay de

Dios L. y col., 2013). El equipo de PCR en tiempo real puede observarse en la figura 21.



Figura 21. Equipo de PCR en tiempo real Step One Plus de Life Technologies.

Segun el método que se utilice tenemos dos opciones de quimicas, las no especificas y

las especificas:

Quimicos no especificos, se usan agentes intercalantes que se unen al ADN de
forma general, en ausencia de ADN no emiten fluorescencia, en presencia de
ADN se unen al surco menor de la cadena y la fluorescencia emitida por estos
agentes se incrementa hasta 1000 veces. El agente intercalante mas utilizado es el
fluoréforo Sybr Green, el problema del Sybr Green es que puede unirse a otras
sustancias que se encuentren en la reaccion como los dimeros de primers. Para
evitar estos tipos de errores se debe tener mucho cuidado al momento de la
optimizacion de la PCR. Una ventaja de Sybr Green, es que, nos permite
observar la curva melting, temperatura en la cual se desnaturaliza por completo
la cadena de ADN blanco (Vinueza B. C., 2009), es decir que Tm es Unica para
cada secuencia, esta técnica se utiliza para observar amplificaciones
inespecificas.

Quimicos Especificos, siguen el principio “FRET” (Transferencia de Energia de
Resonancia Fluorescente) que consisten en el uso de sondas de nucleétidos
(secuencias cortas de nucledtidos), este método se divide en 2 grupos: los de
hidrolisis y los de hibridacion (Castro S. G., 2010).



De hidrdlisis: Utilizan oligonucle6tidos que se encuentran marcados con un
fluoréforo reportero y un quencher o apagador, por ejemplo los fluoréforos
reporteros; FAM, VIC, NED y los apagadores; TAMRA, BHQ, DABCYL.
Cuando la DNA polimerasa se pone en contacto con la sonda, el reportero se libera
y se produce la fluorescencia que va a ser captada por el equipo, en este grupo los
mas utilizados son las sondas Tagman, sondas Scorpions y Molecular Beacons
(Aguilera P. y col., 2010).

De hibridacion: se utiliza dos sondas, una lleva el reportero y la otra un apagador,
en este caso las sondas se hibridan en la secuencia blanco donde los dos
fluoréforos se encuentran adyacentes, la fluorescencia es emitida cuando ambas
son liberadas (Castro S. G., 2010).

4.6 PCR-TR (PCR con Transcripcion Reversa)

El ADN esta compuesto por regiones codificantes y no codificantes de proteinas, las
regiones codificantes son transcritas en un ARN, por lo tanto si realizamos una retro
transcripcion del ARN solo se obtiene ADN de las regiones codificantes y no asi de las
regiones que no codifican, de esta forma la calidad del material genético con la que se
trabaja es mucho mejor que si se trabajara con el ADN nativo (con regiones codificantes

y no codificantes).

En la PCR-TR se trabaja con Acido Ribonucleico (ARN), el cual es convertido en ADN
y posteriormente amplificado. Los componentes utilizados en la transcripcion reversa

son:

- Reversa Transcriptasa: Es una enzima que nos permite convertir el ARN en
ADN (Greif G. 2015).
- Los Oligonucleotidos: son necesarios para la transformacion de ARN ya que

actian como cebadores, existen 3 tipos de cebadores que pueden ser utilizados en



la transcripcion reversa: los Hexdmeros (Random Primers) son secuencias cortas
de 6 nuclettidos que se unen a sitios distintos del ARN obteniéndose una
transcripcion que contiene diferentes regiones del ADN. Los Oligo-DT son
secuencias compuestas de varias timinas (de 12 a 18) que se unen a la cola de
poliadeninas del ARN mensajero obteniéndose ADN sélo del ARN mensajero.
Los Oligonucleotidos especificos son cebadores que se disefian a partir de la

secuencia blanco que se desee transcribir (Gomez L. E. 2011).
4.7 Nested PCR (PCR anidado)

Esta técnica es utilizada para aumentar la sensibilidad de la PCR, ya que se realiza dos
rondas de ciclos: en la primera ronda se utiliza un par de primers que amplifica la region
en la que se encuentra nuestro blanco, esto nos permite amplificar una gran cantidad de
material genético (ADN). En la segunda ronda utilizamos el material amplificado en la
primera ronda haciendo uso de otro par de primers lo que nos permitird amplificar una
region dentro de la region ya amplificada y de esta forma se obtiene una cantidad mayor
de la regién blanco que se esté buscando (Somma M. y Querci M., 2015).



5. HIPOTESIS Y OBJETIVOS
5.1 Hipotesis

La CK-20 se encuentra en pacientes con EIll y es considerada como un factor
predisponente a padecer CCR.

La CK-20 es un marcador que puede ser empleado para determinar si el estilo de vida
(hédbito tabaquico, habito alcohdlico, alimentacion) influye en la aparicion de factores
que predisponen a padecer CCR (EII).

La PCR en tiempo real que emplea el fluoréforo Sybr Green es una herramienta atil en
nuestro medio para realizar un screening de pacientes que tienen predisposicion a

padecer sindrome de Lynch.



5.2 Objetivos

Objetivo General

Determinar genética y molecularmente la predisposicion a padecer cancer colorrectal
mediante la reaccion en cadena de la polimerasa en sus variantes: tiempo real y con
transcripcion reversa.

Objetivos Especificos

Optimizar la técnica de PCR con transcripcion reversa (anidada) para determinar
la presencia del marcador CK-20 en sangre periférica de pacientes con
sintomatologia compatible con cancer colorrectal.

Determinar si existe relacion entre las Ell y el CCR.

Determinar en qué medida los habitos nocivos del paciente (consumo de tabaco,
bebidas alcoholicas, alimentos ricos en grasas) predisponen al desarrollo de
cancer colorrectal.

Optimizar la técnica de gPCR (Real Time PCR o PCR cuantitativo) para
determinar inestabilidad microsatelital (Bat 25).



6. METODOLOGIA

6.1 Poblacién de Estudio
Se trabaj6 con dos poblaciones:

Para la determinacion de CK-20 en sangre periférica, se trabajo con un total de 90
pacientes: 82, que acudieron a la unidad de endoscopia del Instituto de Gastroenterologia
Boliviano Japonés de La Paz IGBJ, hospital Luis Uria de la Oliva (LUO) y Policlinico 9
de abril, y 8 voluntarios aparentemente sanos que solicitaron participar del proyecto. Las

muestras se obtuvieron durante las gestiones 2014 y 2015.

- Controles positivos: Biopsias de 36 pacientes con anormalidades en el epitelio
intestinal (intestino grueso).

- Controles negativos: Sangre de 40 pacientes aparentemente sanos.

La segunda poblacion estuvo conformada por 200 voluntarios: 61 familiares de
pacientes con cancer (mama, Utero, colon) reclutados del Centro de Enfermedades
Neoplasicas ONCOVIDA, 139 voluntarios que se encontraban expuestos a factores de
riesgo: 1) agentes quimicos (reclutados de las curtiembres Bonanza y Brangus) y 2)
personas alcoholicas, fumadores y voluntarios sanos, en este Gltimo grupo también habia
38 personas que tenian familiares con algun tipo de cancer, totalizando un 49,5% con
esta caracteristica. A los 200 voluntarios se realizo el analisis de MSI (Bat25) y analisis
genético mediante los criterios de Amsterdam. Las muestras fueron obtenidas en las
gestiones 2014 y 2015.

Previo a la toma de muestra se realizd un cuestionario a los participantes del proyecto
6.2 Aspectos éticos

Esta tesis forma parte del proyecto “Implementacion de pruebas moleculares para el

diagnostico precoz de cancer de colon en el Instituto Gastroenterologico Boliviano



Japonés™ el cual cuenta con el aval ético del Comité de Etica de la Investigacion de la
Universidad Mayor de San Andrés (Anexo 1). Previo a la toma de muestra de sangre
periférica se informd a los pacientes, en forma verbal y escrita, sobre el proyecto y se les

solicitd firmar un conocimiento informado (Anexo 2).
6.3 Criterios de Inclusion

Para la obtencion de sangre periférica: Pacientes con sintomatologia compatible con
CCR, familiares de pacientes con cualquier tipo de cancer y voluntarios que accedieron

a participar del proyecto.

Para biopsias: Pacientes que presentaban una anormalidad en el epitelio intestinal
(polipo).

6.4 Criterios de Exclusion

Se excluyeron a todos los pacientes que no dieron su consentimiento para participar en

el presente trabajo.

Pacientes que se encontraban en tratamiento con farmacos.
6.5 Muestras
- Biopsias

Las biopsias fueron obtenidas por los gastroenterdlogos especialistas en el area, estas
biopsias fueron solo de los pacientes que presentaban anormalidades en el epitelio
intestinal observadas durante el transcurso de la colonoscopia y/o rectosigmoidoscopia.
Las biopsias se almacenaron en EDTA-GUANIDINA a -20°C hasta su posterior
procesamiento, estas muestras fueron utilizadas como controles positivos para la

determinacion de CK-20 por su expresion en el epitelio intestinal.



- Sangre
Para la determinacion de CK-20 se extrajo 5mL de sangre:

2 mL de sangre total sobre 2 mL de EDTA-GUANIDINA conservadas a -20°C hasta su

posterior procesamiento.

3 mL de sangre total obtenidos para separar el suero del paquete globular, el cual fue
empleado en el analisis del marcador CA 19.9.

Para la determinacion de MSI (BAT25):

2 mL de sangre sobre 2 mL de EDTA-Guanidina que se conservd hasta el momento del

procesamiento a -20°C.
6.6 Métodos de laboratorio

Antes de iniciar con el procedimiento de trabajo para la determinacion de CK-20 se
realiz6 una revision de los registros de la unidad de Histopatologia del IGBJ (con
autorizacion del jefe de la unidad), con la finalidad de observar la relacién del CCR con
las EII.

6.6.1 Determinacion del marcador CK-20 mediante la PCR con

transcripcion reversa (PCR-TR) anidada

Esta técnica fue utilizada para la determinacion de CK-20 en sangre periférica. Los

pasos efectuados fueron:
- Analisis in silico de la PCR para CK-20

Antes del andlisis de laboratorio se realizé una PCR “in silico” de CK-20, obteniendo

una corrida virtual de la PCR.



- Extraccion de ARN

La extraccion de ARN se realiz6 mediante el Kit PureLink® Viral ARN/ADN de

Invitrogen tal como se describe a continuacion:

Se procesé 200 pL de sangre total a la cual se le afiadié 25 pL de proteinasa K para la
desnaturalizacion de proteinas y 200 pL de solucion de lisis (conteniendo 5.6 pg de

carrier de ARN) para lisar las células presentes en la sangre extraida del paciente.

Se homogeniz6 la mezcla empleando un vortex y se llevd a incubacion durante 15
minutos a 56°C. Al lisado se afiadio 250 pL de etanol absoluto, la mezcla se homogenizé

e incubo durante 5 minutos a temperatura ambiente.

La solucion anterior se transfirié a una columna de intercambio idnico junto con un tubo

colector y se centrifug6é 3 minutos a 10 000 rpm.

Seguidamente se realizé dos lavados con 500 pL de buffer “W5” centrifugando durante
2 minutos a 10 000 rpm (en cada lavado). El excedente de buffer de lavado se eliminé
mediante centrifugacién de 3 minutos a 12 000 rpm. La columna se transfirid a un tubo
estéril de microcentrifuga de 1,5 mL y se afiadié 25 uL de Agua libre de RNasa (E3) y
se incubd a temperatura ambiente por 5 minutos. Finalmente se centrifugd la columna a
méaxima velocidad por 1 minuto. EI ARN obtenido se conservd a -20°C hasta su

posterior procesamiento.

- Cuantificacion de ARN

La cuantificacion de ARN se realiz6 mediante el cuantificador Qubit (life technologies).
Con este proposito, 5 puL de la muestra que contenia el ARN extraido se mezclaron con

195 pL de buffer y fluoroforo (199 pL + 1 pL respectivamente).



- Transcripcion reversa
Para la transcripcion reversa se modificé el protocolo descrito por Soeth y col, 1997.

El protocolo se describe a continuacion:

Se incub6 10 pL de la extraccion de ARN por 10 minutos a 70°C con el propdsito de

desnaturalizar la estructura secundaria del ARN, e inmediatamente se llevo a hielo.

La transcripcion se realizé en un volumen final de 20 pL (10 uL ARN+10 pL mix) las

concentraciones de la mezcla de reactivos (mix) se describen a continuacion.

Tabla 6. Concentraciones de la mix para trascribir el ARN a ADN.

Reactivos Concentracion | Concentracion
inicial final
5X First-Strand Buffer 5X 1,25 X
DTT 0,1M 0,01M
hexadmeros Random 3 pglul 0,15ug/ul
dNTPs 10mM 0,5mM
transcriptasa reversa 200U/ul ou/ul

La mezcla se incubd a 20°C por 5 minutos, a 37°C por 60 minutos y a 94°C por 5

minutos.

El ADN transcrito se almacen6 a -20°C hasta el momento de procesamiento.
- Amplificacion del ADN mediante PCR Anidado

Las secuencias de los primers utilizados en la amplificacion del ADN fueron obtenidos
del articulo publicado por Garrido (Garrido S. y col, 2008), (Tabla7), mismas que fueron
analizadas en los bancos de genes de Jap6n y Europa y sometidas al programa BLAST
del banco de genes de Estados Unidos (NCBI) y alineadas mediante software de

Geneética, para comprobar el disefio correcto de las mismas (Fig. 22).



Tabla 7. Primers utilizados en la amplificacion del ADN de citoqueratina 20.

Primers Secuencia

CK-1 5’CAAATTGAAGAGCTGCGAAGTCAG 3’
CK-4 5’CCATGTTACTCCGAATCTGCATC 3’
CK-2 5’GTCAATGTGGAGGTTGGATGCTG 3’
CK-3 5’CAGAGAGCTCAACAGCGACTG 3’
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Figura 22. Alineamiento de primers. En color rojo los primers forward y en amarillo los primers

reverse.

La amplificacion de ADN se realizd en una primera ronda con los primers CK-1 y CK-4.
La amplificacion obtenida se sometio a una segunda PCR con los primers CK-2 y CK-3,
con la finalidad de obtener una mayor cantidad de ADN. Las concentraciones de la mix

de PCR pueden observarse en la tabla 8.



Tabla 8. Concentraciones de la master mix utilizada en la PCR.

. Concentracion | Concentracion
Reactivo L. .

inicial final
Buffer PCR 10X 1X
dNTPs 10 mM 200uM
MgCI2 25 mM 1.5mM
primer CK 100 puM 0.4 uM
primer CK 100 uM 0.4 uM
Tag-pol 5U/UL 0.025U/ pL

La primera ronda de amplificacion se realiz6 con 10 pL de ADN de la transcripcion,
empleando los primers CK-1 y CK-4 (amplicdn de 673 pb) para un volumen final de
50uL.

Las temperaturas utilizadas fueron: una primera fase de desnaturalizacion inicial a 94°C
durante 10 min, una segunda fase de 30 ciclos de desnaturalizacion a 94°C por 1 min,
hibridacion a 65°C por 1 min y elongacion a 72°C por 1 min, seguido de una tercera fase
de extension final a 72°C por 10 min.

La segunda ronda de amplificacion se realizé con 10 uL de ADN de la primera PCR
empleando los primers CK-2 y CK-3 (amplicon de 339pb) para un volumen final de 50
pL. Las temperaturas utilizadas para la amplificacion fueron las mismas que la primera

ronda.

En cada protocolo de PCR se procedio de la siguiente manera:

- Preparacion de master mix.
- Adicion de una alicuota de las muestras de ADN sobre la master mix y

- Amplificacion del material genético.

Las muestras que se utilizaron en el proceso de la amplificacion fueron:



Control negativo: ADN extraido de un organismo filogenéticamente lejano

(Mycobacterium tuberculosis).

Control positivo: ADN extraido de una biopsia de un tumor maligno (cancer de

colon).
Control del agua utilizada en la preparacion de la mix.
Control del agua utilizada en la extraccion de ADN a partir de las muestras.

Muestra X: Muestra de ADN extraido de sangre de los pacientes con

sintomatologia compatible con céncer colorrectal.
- Electroforesis en gel de Agarosa

Los fragmentos fueron separados mediante un gel de agarosa al 1.5% preparados con
TBE 1X. En cada pozo del gel se cargaron 7 pul de ADN amplificado en la PCR, la
muestra se mezclé con azul de bromofenol. El voltaje utilizado fue 5V/cm, medido de

electrodo a electrodo. La corrida se realizé durante 40 minutos.

Para la visualizacion de los fragmentos de ADN se utiliz6 el fluoréforo Sybr Green,

agente que se intercala con el ADN y emite una fluorescencia al ser expuesto a luz UV.
- Andlisis estadistico

Los calculos para obtener la especificidad y sensibilidad de la PCR-TR anidada para

determinar CK-20 en sangre periférica se describe a continuacion.

44
A _ % 1000
Sensibilidad VP L FN 00%
VN
Especificidad = ———=x100%

VN + FP



Para el andlisis estadistico de los resultados del marcador CK-20 se utilizé la Prueba
Exacta de Fisher. Esta prueba estadistica fue utilizada para comprobar si la variable
“Resultado de CK-20” con otra variable (género, alimentacion, habitos) tiene relacion.
Para este fin se utilizé una tabla de contingencia 2x2, a través de la cual se obtuvo el
valor p. La razdn por la que se utilizo este estadistico fue porque la Prueba Exacta de
Fisher nos proporciona un valor p exacto en todos los tamafios de muestras analizadas.
Valor p. Este valor nos indica si existe una asociacion entre las variables estudiadas, en
nuestro caso permite determinar si el resultado de CK-20 positivo tiene asociacion con
las variables estudiadas. El valor p menor al nivel de significancia (alfa) se considera
significativo.

Alfa (o). El valor utilizado para los célculos estadisticos fue de 0.05. Utilizando este

valor la posibilidad de encontrar un “falso negativo” es solo 5%.
6.6.1.1 Determinacion de CA 19.9

La técnica de Quimioluminiscencia fue realizada en el laboratorio de Endocrinologia y
Biomarcadores del Instituto SELADIS. Esta técnica se utilizd para la determinacion de
CA 19.9. En total se analizaron 77 muestras (suero) solo de los pacientes que requerian
el estudio, este marcador se analizé con la finalidad de comparar los resultados
obtenidos del marcador CK-20 frente a un marcador comunmente utilizado en el

seguimiento de cancer colorrectal como es el marcador CA 19.9.
6.6.1.2 Endoscopia e Histopatologia

La endoscopia fue realizada por especialistas gastroenterologos, en caso de observarse
una anormalidad en el tejido intestinal se obtuvo una biopsia para el examen
histopatolégico. Las biopsias obtenidas de los pacientes fueron procesadas en la unidad
de Histopatologia del Instituto de Gastroenterologia Boliviano Japonés La Paz. Los
resultados de estas técnicas fueron utilizados para comparar con los resultados obtenidos
en la PCR para CK-20.



6.6.2 Determinacion del marcador Bat 25 mediante la gPCR

Esta técnica fue utilizada para la determinacion de MSI en el marcador BAT25 los pasos

realizados fueron:
- Extraccion de ADN

La extraccion de ADN se realizd6 mediante el KIT PureLink® Genomic DNA de

Invitrogen mediante los siguientes pasos:

Se trabajo con 200 uL de sangre total a la cual se adicion6 20 pL de proteinasa K y 20
puL de RNasa, se mezcld con vortex hasta obtener una soluciébn homogénea vy
posteriormente se incub6 2 minutos a temperatura ambiente, a esta mezcla se afiadié 200
pUL de PureLink™ Genomic Lysis/Binding Buffer y se mezcld hasta obtener una
solucion homogenea, se llevd a incubar a 55°C durante 15 minutos, a esta solucion se

afiadio 200 uL de etanol absoluto y se mezclo.

El volumen anterior se transfiri6 a una columna de intercambio i6nico la cual se llevé a
centrifugar por 1 minuto a 10 000 rpm. Posteriormente se realizd 2 lavados con 500
pLde Wash Buffer 1 y Wash Buffer 2, en cada lavado se centrifugo la columna a 10
000 rpm por 3 minutos y 12 000 rpm por 5 min respectivamente. Finalmente la columna
se llevd a un tubo estéril de microcentrifuga al cual se afadi6 25 pL de PureLink™
Genomic Elution Buffer incubando a temperatura ambiente por 5 minutos,
posteriormente la columna se llevo a centrifugacion a maxima velocidad por 1 minuto.

El ADN obtenido se conservé a -4°C hasta su posterior procesamiento.
- Cuantificacion de ADN

La cuantificacion de ADN obtenido en la extraccién se realizé6 mediante el cuantificador
Qubit (life technologies) con 5 pL de la extraccion de ADN y 195 pL de buffer y
fluordforo (199 pL y 1 pL respectivamente).



- Amplificacion del ADN mediante gPCR

La determinacion de MSI se realizé mediante la qPCR utilizando el agente intercalante

Sybr Green, técnica a través de la cual se puede determinar la Tm de la region que se

esta buscando.

La amplificacion de ADN se realizd con master mix de life technologies, 2 pl de la

muestra de ADN (concentracion de 2ng/upl en promedio), primer forward TCG CCT
CCA AGA ATG TAA GT, primer reverse TCT GCA TTT TAA CTA TGG CTC,

las secuencias fueron obtenidas del articulo de Dietmaier y col. (1997), mismas que

fueron analizadas en el banco
Geneious (Fig. 23).

de genes NCBI y alineadas mediante el programa

360 370 380 350 400 410

16,?500 16?10 16.3520 16.:630 16.?340 16.‘550
TCTTACCAGGTGGCAAAGGGCATGGCTTTCCTCGCCTCCAAGAATGTAAGTGGGAGTGA

420 430 440 450 460 470

16,560 16 ??o 15.?50 16,690 16,700 IE.I‘m
TRCTCTARAGAGTTTTGRGTERTGTRITTRTGAT T ERTTTRTET ETTTRTTTTRTTEET
480 490 500 510 520 530
16.:720 16‘:730 15.?40 15,?50 16.:760 16\:7?0
GAGAACAGAGCATTTTAGAGCCATAGTTAAAATGCAGAATGTCATTTTGAAGTGTGGTA

~REVERSE

Figura 23. Alineamiento de los primers Forward y Reverse utilizados para la amplificacion del

marcador Bat 25.

La reaccion se realizd en un volumen final de 10 ul, las concentraciones utilizadas se

muestran en la tabla 9.



Tabla 9. Concentraciones utilizadas en la amplificacion de ADN para la determinacion de

inestabilidad microsatelital.

. Concentracion Concentracion
Reactivo DL .
inicial final
MIX PCR 2X 1X
primer F 20uM 1,8uM
primer R 20uM 1,8uM

Las temperaturas utilizadas para la amplificacion fueron: 94°C de desnaturalizacion
inicial durante 10 min; 45 ciclos de 94°C durante 45 segundos y 55°C durante 30

segundos.

Para la curva melting se utilizaron temperaturas de 95°C por 15 segundos, 60°C por 1

minuto y desnaturalizacién a 95°C por 15 segundos.

Para cada protocolo de q PCR se procedio de la siguiente manera:

- Preparacion de master mix.
- Una alicuota de las muestras de ADN sobre la preparacién de la master mix y

- Amplificacion del material genético.
Las muestras que se utilizaron en el proceso de la amplificacion fueron:

- Control negativo: ADN extraido de un organismo filogenéticamente lejano
(Mycobacterium tuberculosis).

- Control del agua utilizada en la preparacion de la mix.

- Control del agua utilizada en la extraccion de muestras.

- Muestra X: ADN extraido de sangre de los pacientes y voluntarios.

El analisis de la amplificacion de la qPCR fue realizado a través del software

incorporado en el termociclador de tiempo real.



7. RESULTADOS

7.1 Resultados del marcador CK-20

Segun la revision de los registros de la unidad Histopatologia del IGBJ correspondientes
a los afios 2013 a 2015, se reportd una gran cantidad de EIl y una gran cantidad de

adenocarcinomas de colon asociados a una Ell (Graf. 2).

ADENOCARCINOMA ASOCIADO A Ell —sg

RESECCION QUIRURGICA - 9

PoLIPO Ji]s

MEGACOLON ANDINO DE LA ALTURA F3

0 10 20 30 40 50 60 70
Conteo

Gréfico 2. Diagnostico histopatolégico de pacientes con sintomatologia colénica del Instituto de

Gastroenterologia Boliviano Japonés de La Paz, correspondiente a los afios 2013 a 2015.



- Resultados del analisis In silico de la PCR

Se compara los resultados obtenidos de la amplificacion de CK-20 y un analisis in silico.

| 673 0b

>

A)

Figura 24. A. Foto. Imagen de la corrida electroforética donde se puede observar las bandas
pesadas de 673 pb y las bandas livianas de 339 pb, los cuatro carriles 1, 2, 3, 4 corresponden a la
amplificacién de ADN utilizando los primers para CK-20. La muestra de ADN fue obtenida de
una reseccién quirargica de un adenocarcinoma de colon. B. Imagen de un gel virtual realizado
“in silico” mediante el banco de genes NCBI: carril 1 marcador de peso molecular, carril 2

fragmentos de CK-20 banda pesada de 673pb y banda liviana de 339pb.



- Resultados de los controles positivos

En total se analizaron 36 biopsias de pacientes que presentaron anormalidades en el

epitelio intestinal. El 100 % de las biopsias dio un resultado positivo para CK-20.

Foto 2. Corrida electroforética de la amplificacion de CK-20 en biopsias: carril 1 control
negativo, carril 2 peso molecular, carriles 3, 4, 5 biopsias, carril 6 control del agua utilizada en la

master mix, carril 7 control del agua utilizada en la extraccion de material genético.



- Resultados de los controles negativos

Como controles negativos se analizaron 40 muestras de pacientes que no presentaban
ningun tipo de enfermedad ni sintomatologia similar al c&ncer colorrectal, de los 40
pacientes, 39 resultaron negativos para la amplificacion del marcador CK-20 y uno

resultd positivo para el marcador.

Foto 3. Carril 1 control negativo, carril 2 control del agua empleada en la preparacién de la
master mix, carril 3 control del agua utilizada en la extraccion de material genético, carril 4
control positivo, carriles 5, 6, 8, 9, 10, 11 y 12 muestras de voluntarios sanos, carril 7 peso

molecular.

- Sensibilidad y Especificidad de la prueba de PCR-TR anidada para el
marcador CK-20

El anélisis de los resultados obtenidos se describen a continuacion (Tabla 10).



Tabla 10. Resultados del marcador CK-20.

Numero de Muestras Total de los
Resultados obtenidos mediante la Controles | Controles resultados de
técnica PCR-TR Positivos | Negativos Iasrggfi:é;ass
(B*¥) (spas*) | P
POSITIVO para el marcador CK-20 | 36 (VP*) | 1 (FP%*) 37
NEGATIVO para el marcador CK-20 | 0 (FN*) | 39 (VN¥) 39
Total de muestras procesadas 36 40 76

* (B) Biopsias de pacientes con anormalidades en el intestino grueso, (SPAS) Sangre de
pacientes aparentemente sanos, (VP) verdaderos positivos, (FN) falsos negativos, (FP) falsos
positivos, (VN) verdaderos negativos.

Mediante la técnica realizada en el trabajo, las 36 biopsias analizadas resultaron
positivas para el marcador CK-20, (verdaderos positivos). No se debe olvidar que CK-20
se expresa normalmente en el epitelio intestinal, razén por la cual se utilizaron biopsias

como controles positivos.

De los 40 controles negativos (pacientes aparentemente sanos) 39 resultaron negativos
(VN) y 1 control resulté positivo (FN).

Mediante el analisis de las muestras positivas y negativas se determind que la
sensibilidad de la técnica de PCR-TR anidada para el marcador CK-20 es de 100%, y
tiene una especificidad de 97.5%.

- Analisis de CK-20 en sangre de pacientes con sintomatologia compatible con

cancer colorrectal.

Los resultados de los pacientes con sintomatologia compatible con cancer colorrectal

para la amplificacion de CK-20 se muestran en la tablall.



Tabla 11. Resultados de CK-20 en sangre de pacientes y voluntarios.

PARTICIPANTE | NEGATIVO CK-20 | POSITIVO CK-20 | TOTAL
PACIENTES 66 (73.33%) 16 (17,78%) 82 (91,11%)
VOLUNTARIOS | 6 (6,67%) 2 (2,22%) 8 (8,89%)

TOTAL 72 (80,00%) 18 (20,00%) 90 (100,00%)

De los 90 pacientes a los que se les realizé la prueba de citoqueratina 20 en sangre, 18
resultaron positivos, de los cuales 2 eran voluntarios que presentaban una sintomatologia
similar al CCR y con antecedentes clinicos que se relacionan con la positividad del

marcador utilizado.

7.1.1 Resultados del Marcador CA 19.9

Los resultados obtenidos de esta prueba se pueden observar en la tabla 12.

Tabla 12. Resultados obtenidos de CA19.9 en pacientes con sintomatologia compatible de CCR
(pacientes de la unidad endoscdpica).

Resultado de CA 19.9 TOTAL
NEGATIVO 73 (94.81%)
POSITIVO 4 (5.19%)
TOTAL 77 (100%)

7.1.2 Resultados del diagnostico clinico (histopatologia y endoscopia) para
observar la relacion del CCR con las Ell

A través de los resultados histopatoldgicos y colonoscépicos, ambos reportados por los
médicos especialistas del IGBJ, se observo que la gran mayoria de los pacientes
positivos para CK-20 estuvo relacionado con una Ell y los 3 casos de CCR y pélipo se

asociaban a una inflamacion intestinal.

En la tabla 13 se muestra la comparacion de los 18 pacientes positivos para CK-20 con
los resultados del marcador CA19.9 y el diagnéstico clinico del paciente.




Tabla 13. Resultados del marcador CA 19.9 en suero en comparacion con los resultados de CK-
20 en sangre, resultados clinicos de los pacientes con sintomatologia compatible con cancer
colorrectal, edad y sexo.

S
E | pa AR | cat09 | CK20N | oBSERVACIONES yio diagnéstico clinico
ol D . sangre
Céncer de rectosigmoide, asociado a colitis crénica
M| 47 4,6 NEG POS activa
F| 67 <2,50 NEG POS Ell*
F| 65 2,84 NEG POS Ell*
Fl|27 3,65 NEG POS Ell*
F| 28 <2,50 NEG POS ElNl*
Tratamientos anteriores para Gastritis, Neumonia, no
F| 88 >1000 NEG se encontr6 anormalidades en el estudio
colonoscopico.
El73 62 POS Operacién_de Vesiculg no se encontr6 anormalidades
en el estudio colonoscopico.
F| 76 <2,50 NEG POS Ell*
Tratamientos para gastritis no se encontrd
F| 80 40 NEG anormalidades eﬁ el estugdio colonoscépico.
F| 65 <2,50 NEG POS Ell*
F| 46 <2,50 NEG POS ElNl*
F| 36 <2,50 NEG POS Ell*
F| 66 9,23 NEG POS Ell*
M| 44 4,59 NEG POS Ell*
M| 34 45 NEG Tratamie_:nto para la piabetes no se encontro
anormalidades en el estudio colonoscépico.
F| 43 <2,50 NEG POS Ell*
F| 54 6,81 NEG POS ElNl*
F| 59 <2,50 NEG POS Ell*
F |57 2,55 NEG POS Ell*
POS | . .
M| 49 <2,50 NEG Antecedentes de Ulcera duodenal y Neurofibromatosis.
El o1 <250 NEG POS ]I%(égl)gs.abdominal, presencia de sangre en las heces

* Enfermedad inflamatoria del intestino



7.1.3 Resultados de las Encuestas para el analisis de CK-20

- Datos demogréficos

Segun las encuestas realizadas a los pacientes, la edad media es de 51 afios y la minima

de 18 afos.

Una caracteristica de los pacientes que presentan sintomatologia compatible con cancer
colorrectal es la actividad a la que se dedican, en su gran mayoria son personas jubiladas

y amas de casa, estos datos nos indican que una gran cantidad de pacientes con

problemas digestivos son mayores de edad.
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Gréfico 3. Actividad a la que se dedican los pacientes

- Datos clinicos

De los 90 pacientes 42 (46,7%) refieren no haber tenido ningln problema de salud, 48

pacientes (53,3%) tenian antecedentes de problemas digestivos tales como problemas

vesiculares, gastricos y en general malestares digestivos.




38 pacientes (42.4%) tuvieron un familiar con algun tipo de c&ncer, dentro de este grupo
los tipos de cancer més frecuentes son: cancer de Utero, cancer de estbmago, cancer de

colon, cancer de mama, cancer de prostata y cancer desconocido.

Los principales sintomas de los pacientes fueron: dolor abdominal, distencion

abdominal, diarrea, pirosis, vomitos, nauseas, gases y disminucion de peso.

7.1.4 Estadisticas en Relacion con los Resultados Obtenidos de CK-20 en
Sangre
- Resultados de CK-20 seguiin Género

Los pacientes que acudieron a la unidad de endoscopia son en su gran mayoria del
género femenino (cuadro 1). Los resultados estadisticos nos indican que no existe una
relacion entre género y el resultado de CK-20. Mediante el andlisis de este resultado se
puede indicar que ambos géneros tienen la probabilidad de desarrollar una EIl que puede
predisponer al cancer. Sin embargo, la mayoria de los pacientes que acuden al hospital
por malestares intestinales son del género femenino.

Cuadro 1. Resultados de CK-20 de acuerdo al género.

Género de los pacientes Resultados de CK-20

GENERO NEGATIVO | POSITIVO | TOTAL
FEMENINO | 41(45,56%) | 15(16,67%) | 56(62,22 %)
remenino || | MASCULINO | 31(34,44%) | 3(3,33%) | 34(37,78%)
TOTAL 72(80,00%) | 18(20,00%) | 90(100,00%)

62,2%

Prueba exacta de Fisher: Valor P > 0,05

- Resultados de CK-20 seguin antecedentes patologicos

El valor p obtenido entre los resultados de CK-20 y antecedentes patoldgicos es mayor a
0.05 lo que nos indica que no existe una asociacion entre estas variables (cuadro 2). Pero

algo que llama la atencion, es que, la gran mayoria de estos pacientes tuvieron



problemas de vesicula (Grafico 4), los problemas vesiculares han sido relacionados

como predisposicion a desarrollar cancer colorrectal.

Cuadro 2. Resultados de CK-20 de acuerdo a antecedentes patoldgicos.

Antecedentes patoldgicos Resultados de CK-20
Problemas de
NEGATIVO | POSITIVO Total
salud
NO 37(41,11%) 5(5,56%) 42(46,67%)
Si 35(38,89%) | 13(14,44%) | 48(53,33%)
Total 72(80,00%) | 18(20,00%) | 90(100,00%)
Prueba exacta de Fisher: Valor P > 0,05

PROBLEMA VESICULAR 25

GASTRITIS - 1 16,6
PROBLEMAS DIGES TIVOS - 112.5
APENDICITIS 4.16
CANCER DE MAMA = 4,16

AMIGDALITIS —— 2.08
CANCER DE VEJIGA ——= 2.08.
CIRUJIAS ——2.08
COLITIS +—=12.08
DIABETES —— 2,08
EXTIRPACION DE MATRIZ +—— 2,08
FRACTURA DE TABIQUE —— 2,08
HERNIA INGUINAL +—= 2,08
INFECCION —— 2,08
INFECCION RENAL —— 2,08
OPERACION DE TIROIDES —— 2 08,
OPERACION DE VEJIGA ——= 2,08
PROSTATITIS ——2.08
PROTESIS —= 2,08
QUEMADURAS —— 2.08
SHWANOMA +—— 2,08
TRANSPLANTE RENAL —— 2,08
VARICES —=2.08

0 5 10 15 20 25
Porcentaje

Gréfico 4. Antecedentes patoldgicos de los pacientes.



- Resultados de CK-20 segun la alimentacion del paciente

No existe una asociacion estadistica (valor p mayor a 0.05) entre los resultados de CK-
20 y los alimentos consumidos; sin embargo una gran cantidad de pacientes consumen
alimentos que se encuentran al paso, conocidos también como “alimentos répidos™, lo
particular de estos alimentos es el contenido elevado de grasas y carnes expuestas a
temperaturas elevadas, en el cuadro 3 se puede observar que una gran cantidad de

pacientes consumen estos tipos de alimentos.

Cuadro 3. Resultados de CK-20, segln consumo de “alimentos rapidos”

Co_nsumo de, . Resultados de CK-20

Alimentos ragldos
Consume NEGATIVO | POSITIVO | Total
NO 30(33,33%) 4(4,44%) 34(37,78%)
S 42(46,67%) 14(15,56%) | 56(62,22%)
Total 72(80,00%) 18(20,00%) | 90(100,00%)

Prueba exacta de Fisher: VValor P >0.05

- Resultados de CK-20 en ex fumadores

No existe relacion entre fumadores recientes y el resultado de CK-20 positivo; sin
embargo, existe una asociacion con ex fumadores que consumieron tabaco durante mas
de 1 afio y al menos 1 cigarrillo al dia. Estos resultados nos indican que el consumo de
cigarrillos tiene un efecto acumulativo y puede ser considerado como un factor que

predispone a padecer la enfermedad (cuadro 4).




Cuadro 4. Resultados de CK-20, segun ex fumadores (més de 1 afio).

Ex Fumadores (mas de

1 aﬁoz

Resultados de CK-20

Fumaba | NEGATIVO | POSITIVO | Total
NO 55(61,11%) | 9(10,00%) | 64(71,11%)
SI 17(18,89%) | 9(10,00%) | 26(28,89%)
Total 72(80,00%) | 18(20,00%) | 90(100,00%)

Prueba exacta de Fisher: Valor P <0.05 (Significativo)

- Resultados de CK-20 y habito de consumir bebidas alcohdlicas

No se encontré asociacion entre el habito de consumir bebidas alcohdlicas y los
resultados de CK-20, de acuerdo al Cuestionario de Identificadores Diagndstico (CID)
(Muracén D. I. y col., 2001) el 37,8% de los pacientes son bebedores sociales (cuadro 5),

Cuadro 5. Resultados de CK-20, seguln el habito de consumir bebidas alcohdlicas.

Consumo de bebidas

Resultados de CK-20

alcohdlicas
bebidas NEGATIVO | POSITIVO Total
alcohdlicas
NO 43(47,78%) | 13(14,44%) | 56(62,22%)
Sl 29(32,22%) 5(5,56%) 34(37,78%)
Total 72(80,00%) 18(20,00%) | 90(100,00%)

Prueba exacta de Fisher: Valor P >0.05




7.2 Resultados del marcador de MSI “BAT 25”

De los 200 voluntarios analizados 132 (66%) no tenian problemas de salud y
participaron como voluntarios para descartar la posibilidad de desarrollar la enfermedad
(sindrome de Lynch), el resto de los voluntarios presentaron problemas de salud
vinculados con problemas digestivos. El 49.5% del total de voluntarios refirieron tener

antecedentes familiares con algun tipo de cancer, el mas frecuente fue el de Colon.
La edad promedio de los voluntarios fue de 37 (el rango de edad fue de 13 a 78 afios).
- Resultados de la gPCR para el marcador Bat 25

La amplificacion del marcador BAT 25 puede observarse en las figuras 25, 26 y 27.
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Figura 25. qPCR de los controles negativos en el analisis del marcador Bat 25
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Figura 26. A) Amplificacion logaritmica del fragmento Bat 25 obtenido en el equipo Step One
Plus. En esta figura se puede observar en el eje Y la fluorescencia emitida (ARn) por la
amplificacion de la secuencia del marcador BAT 25 en unién con el fluor6foro sybr green, la
linea celeste corresponde al calculo promedio (ARn=0.0255) de la fluorescencia emitida para la
amplificacion del marcador en las muestras, en el eje X se encuentran los ciclos de la PCR en la

que se inicio la amplificacion. B) control interno, se utiliz6 la  globina.
- Analisis de la temperatura de fusion (Tm, del inglés temperatura melting)

De acuerdo a las temperaturas melting obtenidas de todos los pacientes con antecedentes
familiares con cancer, solo tres presentaban una temperatura caracteristica distinta a los
demas (Tm=71°C) (Figura 27) (las tres curvas de pacientes aparentemente positivos

pueden verse en los Anexos 4, 5y 6).
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Figura 27. Curvas melting del fragmento Bat 25 obtenido del equipo Stepone plus, en estas

figuras se puede observar la intensidad de fluorescencia emitida al desnaturalizar el ADN blanco

a una temperatura determinada (ordenadas y abscisas

respectivamente):

a) Paciente

aparentemente positivo para MSI con un Tm de 71°C, b) Paciente aparentemente negativo para

MSI con un Tm de 71,53°C.



- Resultados de pacientes segun los criterios de Amsterdam

Después de obtener los resultados de la qPCR (Tm) de los 3 pacientes aparentemente

positivos para MSI se procedié a realizar un analisis detallado de las historias clinicas.

Dentro del grupo de voluntarios con antecedentes familiares de cancer, los tres pacientes
mencionados cumplian parcialmente con los criterios de Amsterdam (F053, FO57 y
F058) 2 tenian parentesco, madre (FO57) e hija (F058). El caso méas importante es la
paciente FO58 que presenta una variedad de sintomas relacionados con el sindrome de
Lynch (tabla 14).

Las caracteristicas de la paciente FO58 concuerdan parcialmente con los criterios de
Amsterdam: ha sido diagnosticada con una Gastritis severa atréfica, presenta
enfermedad celiaca y a través de la colonoscopia se ha detectado la presencia de pdlipo

en el intestino.

En la figura 28 se muestra el arbol genealdgico de la paciente FO58. La madre “F057”
fue diagnosticada con endometriosis, enfermedad que se relaciona con alteraciones en
los genes de reparacion del ADN (MLH1). Los bisabuelos maternos, fueron
diagnosticados con cancer gastrointestinal y cancer de colon y la abuela materna
presenta sintomatologia gastrointestinal. Por otro lado, existen también antecedentes de

cancer en la familia del padre ademas de un pariente con enfermedad celiaca.

La probabilidad es muy alta para atribuir este caso a anormalidades genéticas que han

sido heredadas a la paciente.



T

0

D es ordenes
Intestinales

Q

Reduccion
dellntesting
w Estimago

|
T

Cancer
de Utero
67 diios

Enfermedad
Celiaca

00 g

Gastritis

&

C ancer de
Tirnides
49 afios

&

C ancer
Gastointestinal
23 afios

<O

Cancer
de Calon
83 afios

Endometriosis

PACEMTE

Figura 28. Arbol Genealdgico de la paciente FO58.

5 &

Gastritis

Diarrea
cronica 11
weces por dia)

Tabla 14. Descripcion clinica de los 3 pacientes positivos para MSI (Bat 25).

Cddigo Antecedentes | Sintomas que Familiares Tioo de cancer de los
del Edad | Patologicos presentael | diagnosticados P famili
. ) . p amiliares
paciente del paciente paciente con cancer
F053 34 | operacion de Estrefiimiento | mama, tia cancer de colon
vesicula abuela
F057 36 endometriosis | Ninguno abuela, abuelo cancer de colon,
cancer gastrointestinal
FO58 13 | Gastritis, Estrefiimiento, | bisabuelos por | céncer de colon,
enfermedad calcificacion | parte de la estomago, Utero
celiaca, polipo | vertebral, madre y del
sangre en padre
heces.

En comparacién con otros voluntarios que tienen antecedentes familiares con cancer,

estos tres pacientes tienen un Tm caracteristico. Los resultados obtenidos deben ser

confirmados con la técnica de analisis de fragmentos para determinar la inestabilidad

microsatelital y secuenciacion de los genes de reparacion de ADN (MSH2 y MLH1),

debido a que la tecnica gold estandar para diagnosticar sindrome de Lynch es la

secuenciacion.




8. DISCUSION
8.1 Determinacién del marcador CK-20 a través de la técnica de PCR-TR

Un gran numero de investigadores realiza diferentes tipos de estudios para ver la
relacion de las queratinas con el céancer y especificamente para determinar si estas
pueden ser utilizadas como marcadores de metastasis a distancia. La CK-20 podria ser
utilizada en el diagndstico de metastasis a distancia del CCR ya que este marcador se
expresa en gran cantidad en los epitelios gastricos, intestinales, ureterales y en las
celulas de merckel (Garcia T. J. y Hernandez C., 2002; Garrido S. y col., 2008). En el
presente trabajo el porcentaje de positivos para CK-20 en biopsias de intestino grueso
obtenidas mediante la técnica de PCR-TR anidado fue del 100%. Esta técnica ha sido
utilizada por muchos autores para la determinacion de este marcador (Soeth E. y col.,
1997; Garcia D. 1., 2009). Asimismo, en un estudio realizado por Morsi M. I. y col.
(2006) los autores concluyeron que la PCR-TR es una técnica eficaz para la

determinacién de CK-20.

Se siguen realizando estudios moleculares sobre este marcador, pero por el momento no
se tienen resultados concluyentes que permitan aprobarlo como tal por las sociedades de
cancerologia en el mundo. Dimmler, por ejemplo, reportd resultados positivos de CK-
20 en pacientes aparentemente sanos (Dimmler, A. y col., 2001; Bustin, S.A. y col.,
2000), mientras que otros, como Giribaldi y col. reportaron que no existe una relacion
entre la presencia de CK-20 y metastasis, en tanto que, en pacientes sanos, los resultados

eran negativos (Giribaldi G. y col., 2006).

Por otro lado, los estudios de CK-20 en sangre periférica se han realizado en su gran
mayoria en pacientes que cursan por diferentes etapas del CCR, pero, pocos estudios
sobre este marcador fueron realizados en pacientes con Ell o una sintomatologia que
tenga relacién con el cancer. En 1998 Funaki N. O. y colaboradores, trabajaron con 5
pacientes controles que tenian una enfermedad inflamatoria del intestino, los resultados
fueron negativos para CK- 20 en los 5 casos (Funaki N. O. y col., 1998). Este grupo no
es representativo para analizar la relacion de una EIl con la positividad de CK-20 por



esta razon en el presente estudio se considerd trabajar con una mayor cantidad de

poblacion diagnosticada con una ElI.

Las Ell son consideradas como un riesgo para el desarrollo de CCR, pueden estar
presentes muchos afios y conforme transcurre el tiempo, el riesgo de desarrollar CCR va
incrementado, después de los 10 afios el riesgo es del 2%, después de 20 afios 8% y
después de 30 afios, 18%. La caracteristica de estas enfermedades en relacion con el
CCR es la sintomatologia. La patologia se diferencia a través de estudios

complementarios como la colonoscopia y la histopatologia (Carter A. B. y col., 2009).

Segun los datos epidemiologicos obtenidos de la unidad de Histopatologia del Instituto
de Gastroenterologia Boliviano Japonés de La Paz, los casos de adenocarcinomas estan
asociados a una inflamacion intestinal y una gran cantidad de pacientes son
diagnosticados con una ElI, sin embargo, el tener esta enfermedad no indica que todos
los pacientes van a desarrollar cancer de colon. Por factores genéticos solo algunos

podrian tener una mayor predisposicion a desarrollar la enfermedad (Gréaficos 2 y 3).

El CCR es clasificado de acuerdo a las capas de tejido que esta invade (T), la
implicacion de los ganglios linfaticos (N) y el riesgo de metéastasis (M), en este caso si
las células tumorales van afectando las capas del revestimiento intestinal se corre el
riesgo de que las células se infiltren en el torrente sanguineo que podrian ser
transportadas a otros 6rganos como el pulmoén o el higado. Las EIl comUnmente solo
afectan a la mucosa y submucosa del epitelio intestinal, sin embargo, cuando la
enfermedad se prolonga puede llegar a afectar capas mas profundas del epitelio como la
muscular y la serosa, lo que implica que las células del epitelio intestinal podrian ser
liberadas en el torrente sanguineo, estas células que son propias del intestino grueso
podrian estar siendo detectadas por las técnicas moleculares como la PCR-TR lo que nos
induce a suponer que esta técnica es altamente sensible, capaz de detectar cantidades
minimas de ADN. Los resultados obtenidos en el presente trabajo y de otros autores
quiza puedan ser atribuidos al grado de lesion del epitelio intestinal y no particularmente

del cancer colorrectal o de otro tipo de cancer estudiado con este marcador.



En un estudio realizado por Vlems F. A. y col. (2002) 10 de 47 pacientes controles
dieron resultados positivos para CK-20 de los cuales 4 presentaban una enfermedad
distinta al CCR (enfermedad de crohn, polipos adenomatosos y colitis ulcerativa), los
resultados de CK-20 en el presente trabajo no se limitan a ser hallados en pacientes con
CCR, el marcador puede ser hallado también en pacientes con EIll, con patologias
relacionadas con el marcador y con una sintomatologia similar al cancer colorrectal

(dolor abdominal, sangre en heces).

En el presente trabajo, de los 90 pacientes,18 resultaron positivos para CK-20:1 caso de
cancer de recto, 14 pacientes con EIll diagnosticados por estudios de colonoscopia e
histopatologia, 2 voluntarios positivos: en el primer caso, una voluntaria aparentemente
sana que presentaba dolores abdominales en forma esporadica y presentaba sangre en
heces; el segundo caso, un voluntario con antecedente de uUlcera duodenal y
neurofibromatosis, finalmente 1 paciente positivo para CK-20 y CA 19.9 que tuvo una
operacion de vesicula. De acuerdo a los resultados obtenidos en el presente trabajo de
investigacion CK-20 no solo podria estar presente en sangre periférica de pacientes con
diagnostico de CCR, existe la posibilidad de que este marcador pueda ser encontrado en
sangre periférica de pacientes que cursan procesos inflamatorios y, especificamente, Ell
que podrian estar afectando capas mas profundas del epitelio intestinal y por esta razon

las células estarian siendo liberadas al torrente circulatorio.

Es asi que CK-20 no solo podria ser utilizado en pacientes con metastasis a distancia o
en coadyuvancia de diagnostico de pacientes con cancer desconocido como indicaban
los resultados de todos los estudios realizados hasta el momento, CK-20 podria estar
presente en pacientes que son mas predisponentes a padecer cancer colorrectal a partir

de una Ell.

Por otro lado, entre los casos que resaltan en el presente trabajo se encuentran: La
comparacion de los resultados de CK-20 y CA19.9 en un caso que dio positivo en ambos

marcadores en una paciente con antecedentes de operacion de vesicula, la operacion



podria haber influido en la infiltracion de CK-20 hacia el torrente sanguineo, la cual fue
detectada por la técnica de PCR-TR anidado. Otro caso que resalta es la de una paciente
que durante el estudio de la colonoscopia no presentaba anormalidades en el epitelio
intestinal, y CK-20 negativo, dio niveles de CA 19.9 elevados, resultado que podria ser
atribuido a una enfermedad pancreética, es de este modo que la necesidad de utilizar
marcadores que coadyuven en el seguimiento de una enfermedad es muy necesario
(Tabla 13).

- Geéneroy edad

Segun la OMS la mayor parte de las personas que desarrollan cancer colorrectal son del
género masculino (OMS, 2015) y en la mayoria de los casos se desarrolla en personas
mayores de 50 afios de edad (American Cancer Society, 2014), por otro lado las Ell son
mas frecuentes en el sexo femenino y el rango de edad es de 33 a 45 afios (Aladrén B.
S. y col., 2007), en este trabajo la mayoria de los pacientes que presentan sintomatologia
compatible con cancer colorrectal fueron del género femenino y de diferentes edades. El
resultado de CK-20 positivo fue en su mayoria para el género femenino y con un
promedio de 51 afios de edad. Estos resultados concuerdan con los datos de las
enfermedades inflamatorias del intestino, el cual constituye un riesgo para el desarrollo

del cancer colorrectal.

- Antecedentes Patoldgicos

Segln las encuestas realizadas a los pacientes en este trabajo dentro del grupo de
personas con antecedentes de tratamientos, una gran cantidad de los pacientes tuvo
problemas vesiculares y gastritis. Se ha relacionado a la bacteria H. pylori con patologias
como: la gastritis, cancer gastrico y Ulcera péptica. Es por esta razon que se han
realizado diferentes estudios sobre esta bacteria, los estudios no son concluyentes, pero,
no se descarta la posibilidad de que esta bacteria pueda causar dafios en epitelio
intestinal y de esta forma aumentar el riesgo del desarrollo del cancer colorrectal
(Urrego D.J. y col., 2014). Las encuestas realizadas a los pacientes indican que una gran

cantidad de personas tienen problemas gastrointestinales, en su mayoria vesiculares y



géastricos. En el medio los problemas digestivos van aumentando, y asi también el riesgo
para desarrollar algun tipo de cancer gastrointestinal.

- Alimentacion

El consumo de frutas y verduras por los pacientes reflejado en este trabajo fueron altos,
los alimentos procesados son consumidos muy poco, sin embargo el 62.2% de los
pacientes consumen alimentos que constituyen un riesgo para el desarrollo de cancer

colorrectal, tales como carnes rojas, parrillas, hamburguesas, salchichas, etc.

El consumir frutas, verduras y fibra contribuyen a la prevencion del cancer colorrectal.
Las carnes cocidas a temperaturas elevadas (parrillas) producen sustancias mutagénicas
que pueden causar dafos en el ADN lo cual es un riesgo para el desarrollo de cancer
colorrectal. El consumo de embutidos también es un factor de riesgo, probablemente por
las nitrosaminas que contienen estos alimentos (Rodrigo L. y Riestra S., 2007)

- Consumo de alcohol y tabaco

El consumir bebidas alcoholicas méas de dos veces al dia aumenta el riesgo de desarrollar
cancer colorrectal (Morgan V. G. y col., 2008). En el presente trabajo el 37,8% de los
pacientes fueron catalogados como bebedores sociales segun el CID y no asi como
dependientes alcohdlicos, habito que influye en la aparicion de CCR (Muracén D. I. y
col., 2001).

Por otro lado, el cigarrillo tiene una gran cantidad de agentes mutagénicos que pueden
causar dafos en el ADN, el consumir tabaco constituye un riesgo muy grande para
desarrollar cancer colorrectal. Si se consumen mas de 35 paquetes de cigarrillos al afio,
este habito se vuelve un verdadero riesgo (Morgan V. G. y col., 2008). En el presente
trabajo se considerd como “fumadores” a todos aquellos pacientes que consumian al
menos 1 cigarrillo por dia, por un tiempo mayor o igual a 1 afio y como “ex fumadores”
a aquellos pacientes que dejaron el tabaco durante mas de 1 afio. En este trabajo se hallé

una asociacion entre el resultado positivo de CK-20 y ex fumadores (p<0.05). Estos



resultados concuerdan con la etiologia de las Ell ya que se indica que el riesgo de
desarrollar la enfermedad aumenta en aquellos pacientes que tienen antecedentes de
haber fumado (Moreira A. M., 2007). Estos resultados no son algo nuevo ya que es bien
conocido que la gran mayoria de los casos de cancer son atribuidos al consumo de

tabaco.
- Signos y Sintomas

Entre los signos y sintomas que se pueden presentar en el cancer colorrectal estan: Dolor
abdominal, diarrea, presencia de sangre en las heces fecales, estrefiimiento, disminucion
del diametro de las heces, colicos, debilidad, cansancio y pérdida inexplicable de peso
(American Cancer Society, 2014). Los pacientes incluidos en este trabajo en su mayoria
presentaban dolores abdominales, estrefiimiento y presencia de sangre en la materia
fecal, sin embargo, estas caracteristicas también se encuentran presentes en los pacientes
que cursan un proceso inflamatorio de intestino para lo cual es necesario un analisis
complementario como la colonoscopia y la histopatologia para descartar la posibilidad

de un céncer.
8.2 Determinacion del marcador de Inestabilidad Microsatelital (BAT 25)

Entre las personas que padecen céncer colorrectal del 5 al 10% presentan alteraciones
genéticas que son heredadas de familiares que tuvieron cancer, estas mutaciones pueden
ocasionar el desarrollo del cancer en edades mas tempranas. EI CCHNP también
conocido como sindrome de Lynch representa entre el 2 y el 4% de los tipos de cancer
colorrectal (American Cancer Society, 2014), este sindrome es ocasionado por
mutaciones en los genes de reparacion MMR (Juarez V.C. y Rosales R.M, 2014). La
deteccidn de mutaciones en los genes de reparacion se realiza la deteccion de MSI, estas
son repeticiones de nucleétidos que fueron alterados durante la replicacion (Nique C.C.
y col., 2014). Entre los marcadores mas utilizados se encuentra el BAT25 que contiene
de 7 a 25 Timinas repetidas y esta localizado en el oncogén c-Kit (Toledo G. D. y Cruz-

Bustillo C.D., 2005). La técnica definitiva para determinar CCHNP es la secuenciacion;



sin embargo, en Sud América existen paises que no cuentan con recursos suficientes
para realizar estos tipos de estudios (Nique C.C. y col., 2014). En Bolivia no existen
trabajos de investigacion genéticos relacionados con cancer hereditario, debido, entre

otras cosas, a que los recursos con los que se cuentan son limitados.

Una de las técnicas que se esta utilizando en la actualidad es la qPCR, en este trabajo se
utilizé la gPCR con el fluoréforo Sybr Green. Esta técnica nos proporciona la Tm
(temperatura a la cual el 50% del ADN se encuentra desnaturalizado) que es distinta
para cada fragmento de ADN. Se utilizé esta técnica debido a que es menos costosa que

la secuenciacion, lo cual es conveniente para la poblacién de nuestro medio.

Segun estudios realizados sobre el sindrome de Lynch, los pacientes que cumplen con
los criterios de Amsterdam resultan en su mayoria positivos para esta enfermedad
(Wielandt A. M. y col., 2012), en el presente estudio del nimero total de voluntarios con
familiares con cancer, solo tres pacientes concordaban parcialmente con los criterios de
Amsterdam, ademas a este andlisis se adiciono el resultado de la Tm obtenida la cual fue
distinta a las Temperaturas obtenidas del resto de los pacientes con antecedentes
familiares de cancer. La temperatura obtenida en la g°PCR acompafiada con los criterios
de Amsterdam y un asesoramiento genético podrian ser utilizados como un dato para
seleccionar a pacientes con sindrome de Lynch para que, posteriormente y si fuera
necesario, puedan realizarse un estudio de secuenciacion. Cabe aclarar que la
temperatura obtenida en este trabajo a través de la qPCR no significa necesariamente
que la persona presente MSI 0 mutaciones genéticas en los genes de reparacion debido a
que la diferencia en la secuencia de los marcadores es muy pequefia. La técnica

definitiva para determinar alteraciones genéticas es la secuenciacion.

El sindrome de Lynch se transmite de forma autosomica dominante y se puede expresar
en etapas tempranas de edad. Segun estudios genéticos, la MSI no solo puede estar
presente en el sindrome de Lynch, también puede encontrarse en pacientes con cancer
gastrico. De acuerdo a los resultados obtenidos el caso mas relevante es la de una

paciente menor de edad con antecedentes familiares con cancer (criterios de



Amsterdam). Ademas en estudios anteriores la paciente tuvo problemas de gastritis y se
encontrd la presencia de polipo en la colonoscopia. Segun el analisis genético en este
trabajo, la paciente seria una candidata para el andlisis de mutaciones en genes
involucrados en el sindrome de Lynch (MMR) mediante la secuenciacion y ademas se
deberia realizar estudios sobre el cancer géastrico difuso hereditario ocasionado por
mutaciones en el gen CDHL.

Segun el arbol genealdgico de la paciente un namero considerable de los familiares
tienen antecedentes de problemas digestivos y cancer (Fig. 30). Algo que resalta en el
arbol geneal6gico materno es la patologia similar entre los familiares, otra caracteristica
es la endometriosis que presenta la madre y la Tm obtenida mediante la g°PCR que fue
idéntica a la de su hija que presenta los problemas mencionados. La endometriosis es
una patologia que puede producirse por errores dentro de los genes MMR y representa
un riesgo para desarrollar cancer de endometrio (Martini M. y col., 2002). Segun los
criterios de Bethesda el cancer de endometrio est4 vinculado con el CCHNP, por tanto
hay un riesgo de transmision hereditaria a posteriores generaciones (Soliman P. y Lu K.,
2007).



9. CONCLUSIONES

Se ha determinado, a través de un estudio genético y molecular en pacientes que tienen
antecedentes familiares de cancer de colon y/o con antecedentes clinicos, la presencia
del marcador CK-20 en sangre periférica y una aparente alteracion relacionada con el

sindrome de Lynch (MSI). Lo cual indica una probable predisposicion a padecer CCR.

Se ha optimizado la técnica de PCR-TR anidada para detectar la presencia de CK-20 en

sangre de pacientes que presentan sintomas compatibles con cancer colorrectal.

Se ha determinado que las Ell tienen una relacion con el CCR considerandolas como un
factor que predispone a padecer la enfermedad, hallando un 17,8% de casos positivos de

CK-20 mediante PCR-TR en personas que padecen ElI.

Mediante el analisis de CK-20 se ha determinado que el habito que constituye el riesgo
mas importante para padecer EIll, y por tanto, predispone al cancer colorrectal es el

habito de consumir tabaco.

Se ha optimizado la técnica de qPCR para la determinacion de Inestabilidad
Microsatelital (Bat25), a través de la cual se obtuvo una Tm de 71 en 3 pacientes que
cumplian parcialmente con los criterios de Amsterdam. El analisis de MSI mediante la
técnica de gPCR es una herramienta que puede ser utilizada conjuntamente con los
criterios de Amsterdam y el asesoramiento genético de un profesional experto en el area,
sin embargo, la técnica final para diagnosticar a un paciente con sindrome de Lynch es
el analisis de fragmentos de los marcadores de MSI y la secuenciacion de los genes de

reparacion.



10. RECOMENDACIONES

En la actualidad las nuevas tecnologias han contribuido en gran medida a realizar
investigaciones de alta calidad y eficiencia, una de esas herramientas en el area de la
biologia molecular es la PCR, desde que Keple y colaboradores trabajaron en la
optimizacion de esta técnica hasta el premio nobel recibido por Kary Mullis se le han ido
realizando mejoras a la PCR, tal es el caso de la PCR-TR, PCR anidada y la qPCR las

cuales son herramientas potentes utilizadas por una gran cantidad de investigadores.

Esta investigacion constituye el primer estudio de predisposicion genética en la que se
utilizaron técnicas moleculares incluyendo también un analisis genético de pacientes con
cancer, este trabajo es solo el principio de todos los estudios que pueden llegar a ser

realizados en el area de oncologia.

Cabe recalcar que este estudio es basico en comparacion con los trabajos de paises del
primer mundo, por esta razon se recomienda a las autoridades del Ministerio de Salud y
Universidades del area de salud dar énfasis a los trabajos del area oncoldgica y también
a otras areas del campo de salud.

Ademas, se recomienda validar la PCR-TR anidada debido a que es una técnica muy util

para determinar marcadores como la CK-20.

Para el sindrome de Lynch se debe realizar un estudio detallado de los genes implicados

en la enfermedad y necesariamente deben ser secuenciados.
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Anexo 2: Consentimiento Informado.
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Anexo 3: Preparacion de solucion de Lisis en la extraccion de ARN.

Para preparar la solucion de lisis se utilizo el carrier proporcionado en el Kit de
extraccion. El carrier de ARN es un reactivo que permite separar de manera exclusiva
una gran cantidad de ARN adhiriendo la molécula a resina de intercambio idnico, se
prepar6 una solucion del carrier con tampon de lisis L22 para utilizarlo con posterioridad

en la extraccion, los calculos se realizaron con la siguiente formula:

N (nimero de muestras) x 0.21 mL (volumen de tampdn de lisis requerido) = A mL

(Volumen de “Lysis Buffer” (L22) para preparar la solucion).

A mL x 28 uyL/mL = B pL (Volumen del carrier de RNA (1 pg/ul) para anadir a “Lysis
Buffer” (L22)



Anexo 4: Resultados de las Tm de los 139 voluntarios que participaron en el proyecto.

CODIGO | Tm | CODIGO Tm CODIGO Tm CODIGO Tm
A001 70,97 | A037 71,1 A073 70,55 A110 71,14
A002 71,12 A038 71,1 A074 70,4 | A111 71,44
A003 70,97 |  A039 71,45 | A0O75 70,55 A112 71,29
A004 | 70,97 | A040 70,25 |  A076 70,4 | A113 71,14
A005 70,97 | A041 70,56 = A077 70,55 A114 70,7
A006 | 70,97 | A042 70,55 |  A078 70,55 A115 70,7
A007 70,97 | A043 70,1 A079 70,55 A116 71,14
A008 | 71,12 A044 A0S0 70,25 A117 70,99
A009 70,82 A045 70,4 AO081 70,55 A118 *

A010 | 70,97 | Ao046 70,1 | A082 70,55 A119 71,09
AO011 70,97 | A047 70,39 | A083 70,85 A120 71,39
AO012 70,82 A048 70,25 | A084 70,7 | A121 71,09
A013 70,82 A049 70,1 AO85 70,7 A122 71,24
A014 | 70,97 | A050 A086 70,7 | A123 71,24
A015 71,29 | A051 70,41 | A087 70,7 Al124 71,09
A016 | 70,39 | A052 70,1 |  AO088 70,7 | A125 71,24
A017 71,14 | A053 70,25 |  A090 70,55 A126 71,24
A018 | 70,99 | A054 70,69 |  A091 70,55 A127 71,39
A019 71,14 | AO55 70,69 |  A092 70,1 A128 71,09
A020 | 70,84 | A056 70,69 | A093 70,7 | A129 70,94
A021 71,44 | A057 70,55 |  A094 70,55 A130 71,39
A022 71,14 |  AO58 70,69 |  A095 70,7 | A131 70,94
A023 71,44 | A059 A096 70,7 A132 71,09
A024 | 71,44 | A060 70,84 |  A097 70,55 A133 71,09
A025 71,44 | A061 70,69 |  A098 70,99 | A134 71,24
A026 | 70,99 | A062 70,84 |  A099 70,84 | A135 71,24
A027 70,7 | A063 70,84 |  A100 70,84 | A136 71,39
A028 | 71,44 | Ao64 70,4 | A101 A137 71,53
A029 71,3 A065 70,99 |  A102 71,29 |  A138 71,09
A030 | 70,55 A066 70,7 | A103 71,14 | A139 71,09
A032 71,3 A068 70,55 |  A105 71,14 | (*) Ausencia de

A033 71,15 A069 70,84 | A106 70,99 | amplificacion.

A034 70,7 | A070 70,55 |  A107 70,99

A035 71,3 A071 70,25 |  A108 71,14

A036 71,3 A072 70,84 | A109 71,14




Anexo 5: Resultados de las Tm de los 61 pacientes que tenian antecedentes familiares
con cancer reclutados del centro ONCOVIDA.

CODIGO Tm CODIGO Tm
FoO1 70,4 F037 70,71
F002 70,7 FO38 70,55
FO03 70,7 F039 70,71
F004 70,7 F040 71,01
FO05 70,1 F041 70,85
FO06 71,24 F042 *

FO07 70,7 F043 *

FO08 70,1 Fo44 *

FO09 70,4 F045 70,26
FO10 70,84 FO46 70,41
FO11 70,7 F047 70,41
FO12 70,7 F048 *

FO13 70,7 F049 70,41
FO14 70,55 FO50 70,41
FO15 70,7 FO51 71,14
FO16 70,55 FO52 70,11
FO17 69,95 FO53 71
FO18 70,84 FO54 *

FO19 70,7 FO55 70,26
F020 70,4 FO56 *

F021 70,55 FO57 71
F022 * FO58 71
F023 70,69 F059 71,24
F024 * F060 71,39
F025 70,25 FO61 71,39
F027 * (*) Ausencia de

F028 70,84 | amplificacion.

F029 70,7

FO30 70,55

FO31 70,56

FO32 71,01

FO33 *

F034 70,55

FO35 *

FO36 70,41




Anexo 6. Curvas melting del fragmento Bat 25 obtenido del equipo Step One plus de los

tres casos aparentemente positivos con un Tm de 71°C (estos pacientes cumplen

parcialmente con los criterios de Amsterdam).
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Anexo 7. Tm de pacientes controles que aparentemente no presentan la alteracion en el

marcador BAT25.

Derivative Reporter (-R)
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Anexo 8: Resultados de los pacientes para el marcador CK-20.

Nro. | CODIGO | HISTOPATOLOGIAY COLONOSCOPIA SANGRE CK-20
il P0O01 Cancer de rectosigmoide, asociado a colitis cronica activa POSITIVO
2 P002 Sin anormalidades en el estudio colonoscopico NEGATIVO
3 P003 Sin anormalidades en el estudio colonoscopico NEGATIVO
4 P004 Sin anormalidades en el estudio colonoscépico NEGATIVO
5 P005 Sin anormalidades en el estudio colonoscopico NEGATIVO
6 P006 Sin anormalidades en el estudio colonoscopico NEGATIVO
7 P007 Sin anormalidades en el estudio colonoscépico NEGATIVO
8 P008 Sin anormalidades en el estudio colonoscopico NEGATIVO
9 P009 Sin anormalidades en el estudio colonoscopico NEGATIVO
10 P010 Sin anormalidades en el estudio colonoscépico NEGATIVO
1 PO11 Sin anormalidades en el estudio colonoscopico NEGATIVO
12 P012 Ell NEGATIVO
13 P013 Ell POSITIVO
14 PO14 Sin anormalidades en el estudio colonoscopico NEGATIVO
15 P015 Sin anormalidades en el estudio colonoscopico NEGATIVO
16 P016 Ell POSITIVO
17 PO17 Sin anormalidades en el estudio colonoscopico NEGATIVO
18 P018 Sin anormalidades en el estudio colonoscopico NEGATIVO
19 P019 Sin anormalidades en el estudio colonoscopico NEGATIVO
20 P020 Sin anormalidades en el estudio colonoscopico NEGATIVO
21 P021 Ell NEGATIVO
22 P022 Sin anormalidades en el estudio colonoscépico NEGATIVO
23 P023 Sin anormalidades en el estudio colonoscopico NEGATIVO
24 P024 Ell NEGATIVO
25 P025 Sin anormalidades en el estudio colonoscopico NEGATIVO
26 P026 Sin anormalidades en el estudio colonoscopico NEGATIVO
27 P027 Sin anormalidades en el estudio colonoscopico NEGATIVO
28 P028 Sin anormalidades en el estudio colonoscopico NEGATIVO
29 P029 Sin anormalidades en el estudio colonoscopico NEGATIVO
30 P030 Ell POSITIVO
31 P031 Ell POSITIVO
32 P032 Sin anormalidades en el estudio colonoscopico NEGATIVO
33 P033 Sin anormalidades en el estudio colonoscopico NEGATIVO
34 P034 Ell NEGATIVO




35 P035 Ell POSITIVO
36 P036 Cancer de colon, asociado a colitis crénica activa NEGATIVO
37 P037 Ell NEGATIVO
38 P0O38 Sin anormalidades en el estudio colonoscopico NEGATIVO
39 P039 Sin anormalidades en el estudio colonoscépico NEGATIVO
40 P040 Sin anormalidades en el estudio colonoscopico NEGATIVO
41 P041 P6lipo asociado a colitis cronica activa NEGATIVO
42 P042 Sin anormalidades en el estudio colonoscépico NEGATIVO
43 P043 Sin anormalidades en el estudio colonoscopico NEGATIVO
44 P044 Ell POSITIVO
45 P045 Sin anormalidades en el estudio colonoscépico NEGATIVO
46 P046 Ell POSITIVO
47 P047 Sin anormalidades en el estudio colonoscépico NEGATIVO
48 P048 Sin anormalidades en el estudio colonoscépico NEGATIVO
49 P049 Ell POSITIVO
50 P050 Sin anormalidades en el estudio colonoscopico NEGATIVO
51 PO51 Sin anormalidades en el estudio colonoscépico NEGATIVO
52 P052 Sin anormalidades en el estudio colonoscopico NEGATIVO
53 P053 Ell POSITIVO
54 P054 Sin anormalidades en el estudio colonoscépico NEGATIVO
55 P055 Sin anormalidades en el estudio colonoscopico NEGATIVO
56 P056 Sin anormalidades en el estudio colonoscopico NEGATIVO
57 PO57 Sin anormalidades en el estudio colonoscopico NEGATIVO
58 P058 Sin anormalidades en el estudio colonoscopico NEGATIVO
59 P059 Sin anormalidades en el estudio colonoscpico NEGATIVO
60 P060 Sin anormalidades en el estudio colonoscdpico NEGATIVO
61 P061 Sin anormalidades en el estudio colonoscépico NEGATIVO
62 P062 Sin anormalidades en el estudio colonoscopico NEGATIVO
63 P063 Sin anormalidades en el estudio colonoscopico NEGATIVO
64 P064 Ell POSITIVO
65 P065 Sin anormalidades en el estudio colonoscépico NEGATIVO
66 P066 Sin anormalidades en el estudio colonoscopico NEGATIVO
67 P067 Sin anormalidades en el estudio colonoscépico NEGATIVO
68 P063 Sin anormalidades en el estudio colonoscépico NEGATIVO
69 PO71 Sin anormalidades en el estudio colonoscopico NEGATIVO
70 P0O73 Ell POSITIVO
71 PO75 Ell POSITIVO




72 P076 Sin anormalidades en el estudio colonoscpico NEGATIVO
73 PO77 Sin anormalidades en el estudio colonoscopico NEGATIVO
74 P0O78 Ell NEGATIVO
75 PO79 Sin anormalidades en el estudio colonoscopico NEGATIVO
76 P080 Sin anormalidades en el estudio colonoscopico NEGATIVO
7 P082 Ell POSITIVO
78 P083 Ell POSITIVO
79 P084 Ell POSITIVO
80 P085 Ell NEGATIVO
81 P086 Ell NEGATIVO
82 P087 Sin anormalidades en el estudio colonoscopico NEGATIVO
83 A056 Antecedentes de ulcera duodenal y neurofibromatosis POSITIVO
84 A061 Dolor abdominal, presencia de sangre en heces fecales POSITIVO
85 A034 Paciente aparentemente sano NEGATIVO
86 A053 Paciente aparentemente sano NEGATIVO
87 A060 Paciente aparentemente sano NEGATIVO
88 A062 Paciente aparentemente sano NEGATIVO
89 A063 Paciente aparentemente sano NEGATIVO
90 A069 NEGATIVO

Paciente aparentemente sano
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