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RESUMEN

Facultad de Medicina de la U.A.N.L.

Q.C.B. Sandra Guadalupe. Martinez Garza

__ Titulo del Estudio: DETECCION DE MUTACIONES EN ELL ONCOGEN K-ras
EN NEOPLASIAS EPITELIALES COLORRECTALES.

Candidata para el grado de Maestria en Ciencias con especlahdacl en

Biologia Molecular e Ingenieria Genética.

Area de Estudio: Medicina Molecular.

Objetivo y Método de Estudio: El CCR es la segunda o tercera causa mas
comun de muerte en los paises occidentales y su incidencia va en aumento.
Durante 1996 se esperaba diagnosticar 133,500 nuevos casos de CCR y la
muerte de 55,000 personas por la misma causa, tan sélo en E.U.A. El oncogen
K-ras es uno de los genes alterados tempranamente durante la patogénesis
del CCR por lo que el objetivo de este trabajo fue determinar la frecuencia de
las mutaciones en los codones 12 y 13 del gen K-ras en pacientes con
neoplasias epiteliales colorrectales. La investigacion incluyd un aspecto de -
tipo clinico y uno experimental. En el primero se obtuvo la informacién clinico-

patolégica de una muestra de 101 pacientes mediante trabajo de campo,

entrevista con los pacientes y aplicacion de un cuestionario. La parte

experimental incluyo: 1) la formacion de un banco de DNA a partir -de

muestras de tejido fresco y embebido en parafina, 2) la implementacion la

técnica de PCR y cortes con enzimas de restriccion diagndsticas para la

deteccidn de las mutaciones presentes en los codones 12 y 13 del oncogen K-

ras, 3) la determinacion de la frecuencia de mutaciones en nuestra poblacion,

4) la correlacion de los datos clinico-patologicos con la presencia de

mutaciones. Contribuciones y Conclusiones: El método diagndstico basado en

la PCR vy cortes con enzimas de restriccion permitié detectar la presencia de

mutaciones en los codones 12 y 13 del gen K-ras, e identificar casi la totalidad.
de éstas. Las otras fueron detectadas por secuenciacion. La frecuencia de

mutaciones en estos codones (37.6%) es semejante a la reportada para otras

pablaciones. En este estudio se observé que la frecuencia de mutaciones es

muche mayor en adenomas que en adenocarcionomas y se observo que la

frecuencia de mutaciones es mucho mayor en los adenomas vellosos que en

los mixtos y tubulares, existiendo diferencia significativa en ambos casos. No

se observo diferencia significativa en la frecuencia de las mutaciones y la

edad de los pacientes o localizacion del tumor o grado de invasion de los -
adenocarcinomas. Al conocer el perfil de mutaciones en nuestra poblacion y

ya que existen reportes de deteccion de mutaciones en el oncogen K-ras en

muestras de heces, podria utilizarse este método como una prueba de

deteccion ocportuna no invasiva.
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CAPITULO 1

INTRODUCCION

1.1 CANCER: un grave problema de salud.

Los treinta mil millones de células de un organismo normal y saludable
viven en un complejo condominio interdependiente, regulando cada una su
proliferacion. Las células se reproducen sélo cuando reciben instrucciones
para hacerlo y al unisono con sus células vecinas. Tal coordinacion asegura
que cada tejido mantenga su tamano y su arquitectura apropiada segun las
necesidades de! organismo (1). Cuando esta colaboracion se rompe, sé
produce un cancer o neoplasia, caracterizado por una rmasa anormal de tejido
cuyo crecimiento excede al tejido normal y que no esta coordinado con él,
persistiendo de la misma forma excesiva, aun tras finalizar el estimulo que
suscito la alteracion (2).

E! cancer es la segunda causa mas comun de muerte en México y
E.U.A., después de las enfermedades cardiovasculares. El cancer afecta a
individuos de todas las edades y a una extensa variedad de organos. La-
frecuencia de muchos de los canceres aumenta con (a edad, de modo que
conforme el promedio de vida de los seres humanos se incrementa, un
ndimero mayor desarrollara la enfermedad. Aparte del sufrimiento humano, la
carga econdémica para [a sociedad es inmensa (1).



1.2 GENETICA Y CANCER: el cancer colorrectal como modelo.

Se piensa que el cancer es la consecuencia de una serie de
alteraciones genéticas que progresivamente interrumpen el mecanismo.
normal que controla la proliferacién celular. Este modelo ha sido mejor
ejemplificado por el cancer colorrectal (CCR). De acuerdo al mismo, el CCR
evoluciona a traves de unas serie de formas histopatolégicas, comenzando
con areas displasicas del epitelio del colon, pasando a través de un estado de
polipos adenomatosos, y finalmente progresando a un carcinoma franco (3,
Fig. 1). Los pacientes con la enfermedad avanzada fienen un pabre
pronostico. Sin embargo, los tumores diagnosticados en un estadio temprano
pueden ser curados por escision colonoscdpica o quirdrgica (5).

Las técnicas de clonacion de genes han permitido a los investigadores
identificar, aislar y estudiar en detalle una serie de proto-oncogenes que, en
forma mutante (oncogenes) imparten un caracter maligho a las células. Los
proto-oncogenes son genes que al igual que todos los genes de la clase I
(que codifican para proteinas) del genoma humano, estan compuestos de una
region regulatoria y una estructural. La primera modula la transcripcion de la.
segunda en respuesta a un estimulo, mientras que la segunda codifica la
secuencia aminoacidica para la proteina en cuestion. Estos genes estan
implicados en el control de fa multiplicacion y cambics en su region promotora
y estructural pueden activar el proto-oncagen convirtiéndolo en oncogen (4).

Los diversos cambios genéticos que activan los oncogenes, incluyendo
las mutaciones puntuales y los rearreglos cromosdmicos a gran escala, son
detectables en los genomas de las células tumorales, pero no en los genomas
de las células de tejido normal adyacente. Es éparente que estas lesiones
geneéticas se derivan de una célula dentro del tejido blanco, la cual se
convierte en el ancestro de la poblacidén total del tumor completo. Dichas
mutaciones somaticas no tienen efecto en las células germinales y no son
transmitidas genéticamente a la progenie del organismo afectado (4).
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Figura 1. Modelo de evolucion del CCR. Se ilustran los diferentes eventos
mutagénicos que pueden participar en la generacion del Cancer Colorrectal. Modificado a
partir de Vogelstein (14).

Olras alteraciones

Trabajos mas recientes han revelado la existencia de otra clase de
genes, denominados genes supresores de tumores (inicialmente conocidos
como antioncogenes), los cuales juegan una funcién igualmente importante
en la patogénesis del cdncer humano (4). A los genes supresores de tumores
se les llama genes guardianes del organismo, ya que su tarea es mantener el
ciclo y el crecimiento celular de una forma adecuada, funcién que se pierde al
mutarse ambos alelos (2).

1.3 ALTERACIONES GENICAS ENCONTRADAS EN EL CANCER
COLORRECTAL.

En 1988, Vogelstein y cols. (14) estudiaron la participacion de las
cuatro alteraciones génicas encontradas en los canceres colorrectales:



mutaciones en el gen RAS y deleciones en los cromosomas 5, 17 y 18,
determinando su ocurrencia con respecto a diferentes estados de la
tumorogénesis colorrectal. Encontraron frecuentemente mutaciones del gen
ras en adenomas, siendo ésta la primera demostracion de su presencia en
tumores humanos benignos.

En adenomas mayores de 1 cm en tamafo, la prevalencia fue similar a
la observada en carcinomas (58% y 47%, respectivamente). Las secuencias
en el cromosoma 5 que estan ligadas a poliposis adenomatosa familiar rara
vez estuvieron ausentes en adenomas de dichos pacientes. Las secuencias
del cromesoma 18 se perdieron frecuentemente en carcinomas de colon
(73%). Estos resultados sugieren un modelo donde l0s pasos requeridos para
la malignidad involucran la activacion del oncogen a la par con la pérdida de
diversos genes que normalmente suprimen [a fumorogénesis (Figura 1). .

Delattre y cols. (16) en 1989 revisaron los tres tipos generales de.
alteraciones genéticas en cancer colorrectal: 1) cambios en el contenido de
DNA de las células malignas detectables por citometria de flujo, 2) pérdida de
material genético (pérdida completa del cromosoma 18, rearreglo estructural
del brazo corto del cromosoma 17 y pérdida parcial de 5g, como se demuestra
por pérdida de heterocigocidad, y 3) y mutaciones puntuales de los
oncogenes Ras. Ellos encontraron que en casi e 40% de los tumores hubo
activacion del gen ras {principalmente K-ras) y que ésta se debia a cambios
en los codones 12y 13.

En 1990, Fearon y Vogelstein (17) revisaron las evidencias que apoyan
su modelo genético en etapas para la tumorogénesis colorrectal. Sugirieron
que mutaciones multiples conducen a la progresion del epiteiio normai a
carcinoma metastasico a través de epitelib hiperplasico»adenoma
temprano—adenoma intermedio—adenoma tardio—carcinoma. Los genes
blanco para estas mutaciones incluyen APC (Adenomaftous polyposis coli} en
el cromosoma 5, K-ras en el cromosoma 12, p53 en 17p, y DCC (Deleted in
colorrectal carcinoma) en el cromosoma 18 (Figura 1).



1.4 LA FAMILIA RAS Y ONCOGENESIS.

Los proto-oncogenes Ras integran una familia génica de 3 miembros,
los cuales se encuentran dispersos en el genoma. Las estructuras de cada
uno de los genes estan muy relacionadas entre si, como se ilustra en la figura
2 y aunque son miembros de la misma familia los genes H, K y N-ras han
evolucionado por separado. Los genes H y-K-ras tienen sus contrapartes v-ras
en los virus del Sarcoma murino de Harvey y Kirsten respectivamente. Los
genes v-ras estadn muy relacionados con sus correspondientes genes c-ras,
existiendo sélo diferencia de 3 6 7 a.a., o que implica que los virus Harvey y
Kirsten se originaron por eventos de recombinacion independiente.

Aunque los genes ras: H-ras, N-ras y K-ras tienen estructuras genéticas
diferentes, todos codifican para proteinas de 189 aminoacidos (a.a.),
genéricamente designados como p21 por su peso molecular (21 kilodaltons). -
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Figura 2. Los genes H y N-ras tienen 3 exones homoélogos y el gen K-ras tiene un exén
adicional, el cual le confiere la caracteristica de codificar para proteinas diferentes.

La proteina ras normal actiia en la célula como un elemento transductor
de sedqal, como intermediario de una cascada, recibe sehales estimulatorias
del crecimiento, frecuentemente liberadas por receptores mitégenos de la
superficie celular, y las pasa hacia las moléculas blanco que a su vez -



estimulan la proliferacion celular. Una vez que recibe la senal estimulatoria, la
proteina ras une GTP y entra a su conformacion activa emisora de senal. Sin
embargo permanece activa solo brevemente, liberando sélo un pulso de
sefal estimulatoria del crecimiento, y rapidamente regresa a su estado
inactivo por hidrolisis de su GTP. Esta proteina pareceria actuar como un
~ regulador, apagando y encendiendo otra proteina que puede implementar las
senales estimulatorias del crecimiento en la célula (4, Figura 3). )

Estimulo

GDP GTP

MAP-cinasa

|
o] e lE & o] @ o

Proteinag

Figura 3. Funcion de la proteina Ras. Después de recibir estimulo por parte de un
receptor que se ha unido a su factor de crecimiento correspondiente, ia proteina RAS une
GTP y se activa transitoriamente para transmitir sefiales estimulatorias de la proliferacion
celular mediante una cascada de cinasas.



La ruta favorecida para la activacion de los oncogenes ras es una
mutacién puntual. Un solo nucieétido en el gen es alterado por exposicién a
radiacién o a carcinégenos quimicos, lo cual resulta en un cambio de un
aminoéacido en la proteina codificada (4). Estos genes adquieren propiedades
malignas dehido a estas mutaciones puntuales que afectan principalmente los

~a.a. 12, 13 o0 61 de su respectiva proteina. K-ras estd mucho mas involucrado
en malignidad que H-ras, mientras que N-ras rara vez lo esta. ’

La forma oncogénica de la proteina p21 ras esta atrapada en un estado
activo, inundando la célula con sefiales estimulatorias del crecimiento. Estas
proteinas oncogénicas son capaces de liberar las sefiales aiin en ausencia
de estimufacién de un receptor unido a su factor de crecimiento respectivo. La
determinacion de la estructura tridimensional de 1a proteina ras ha revelado
que los residuos de aminoacidos (posiciones 12, 13 y 61) que estan afectados
por las mutaciones oncogénicas estan directamente involucrados en la unién -
e hidrdlisis de GTP. Alteraciones en estos residuos comprometen la habilidad
de la proteina codificada por el gen ras para hidrolizar el GTP a GDP (9).

1.5 TIPOS DE MUTACIONES PRESENTES EN EL ONCOGEN K-ras.

Se han detectado genes ras mutados en varios tipos de tumores,
aunque con diferentes frecuencias. Se ven frecuentemente en carcinomas
humanos de pancreas, pulmén, colon, mama, tiroides, asi como en ciertos
tipos de leucemias(8, 19, 28).

Se ha demostrado que las mutaciones en el gen ras ocurren en
alrededor de un tercio de los canceres colorrectales, presentandose una alta
incidencia del gen K-ras con mutaciones en el codén 12 (12, 13, 14, 15). No
se encontré una correlacion aparente entre la presencia de oncogenes
mutantes y el grado de invasividad del tumor, pero se obtuvo evidencia de la
activacion mutacional en tejido premaligno (13).



En los estudios en {os cuales se analizaron adenomas colorrectales la
frecuencia de mutaciones en el gen K-ras es variable desde un 31% (21)
hasta un 68% (14) aunque el codon 12 permanece siendo el mas afectado,
pensandose que esta diferencia es debido al tipo de adenomas utilizados, en
lo que si estan de acuerdo es que el coddn principalmente mutado es el 12

— (21).

En pacientes con tumores colorrectales que contenian mutaciones de
K-ras, se pudieron detectar las mutaciones en DNA purificado de heces (10,
18).

Basandonos en los resuitados descritos por Vogelstein y cols. (14) en’
1988, la tabla 1 aporta el tipo y [as frecuencias por codones de las mutaciones
encontradas en los codones 12 y 13 del oncogen K-ras.

Tabla 1. Frecuencia de las mutaciones en los codones 12 y 13
del gen K-ras.

COD()NIMUT. ADENOMA | % |CARCINOMA| %
12 | Asp 8 34.8 11 29.7
12 | Ser 2 B7 5 135
12 | Cys 1 43 6 16.2
12 | Ala 2 8 2 54
12 [ val 4 17.4 6 16.2
13 | Asp 6 26.1 7 18.9

Sin duda, la activacion del proto-oncogen K-ras juega un papel clave
en la patogenia del CCR. Y debido a que en nuestra poblacion no se conoce
el tipo y frecuencia de mutaciones presentes en los tumores colorrectales nos
propusimos este trabajo. Esta informacion se considera un prerequisito tanto
para conocer el papel de K-ras en CCR de la region, como para planear
estrategias para la deteccion oportuna de sus mutaciones.



1.6 OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL.

* Determinar la frecuencia de las mutaciones en los codones 12 y
13 del oncogen K-ras en pacientes con neoplasias epiteliales
colorrectales.

OBJETIVOS ESPECIFICOS.

¢ Implementar la técnica de extraccion de DNA gendmico a partir de
tejidos frescos, para establecer un banco de DNA recuperado de
las muestras provenientes de los pacientes con neoplasias
epiteliales colorrectales. Este banco nos permitira estudiar las
mutaciones del oncogen K-ras en el presente trabajo y otros
genes en los que le sucedan.

4 Implementar la técnica de PCR y cortes con enzimas de restriccion
diagndsticas descrifa por Kumar R. y cols. y madificada por
Shibata D. y cols. (23), para deteccion de las mutaciones
presentes los codones 12 y 13 del oncogen K-ras.

. Secuenciar las muestras positivas para mutaciones en el codén
12 0 13, que no sean detectables con la tecnica seleccionada.



Determinar las frecuencias de las mutaciones del oncogen K-ras
en nuestra poblacién, y compararlas con las reportadas en otras
poblaciones,

Carrelacionar las caracteristicas de las neoplasias y la presencia
de mutaciones.

Realizar un estudio paralelo con muestras fijadas en parafina, a -

fin de reforzar el andlisis epidemiolégico molecular.
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CAPITULO 2

MATERIALES Y METODOS

2.1 MATERIALES.

2.1.1 Criterios de inclusion.

Se establecid que todas las muestras a incluirse en el presente estudio
debian ser neopiasias epiteliales colorrectales con un diagnéstico
anatomopatolégico confirmatorio, obtenidas mediante colonoscopia o cirugia-
abierta.

2.1.2 Muestras de tejido fresco.

Las muestras de tumores frescos se recolectaron con la valiosa ayuda
de los Servicios de Gastroenterologia y Cirugia General del Hospital
Universitario "Dr. J. Eleuterio Gonzalez" de la Facultad de Medicina de la
U.A.N.L., asi como del Hospital de Especialidades No. 25 del Centro Médico
del Noreste Siglo XXI del IMSS.

Las biopsias de tumores y de pdlipos fueron colocadas en tubos
eppendorf de 2 ml utilizando guantes y pinzas estériles y se transportaron en-

11



hielo hasta llegar al laboratorio en donde se almacenaron a -709C hasta el
momento de su procesamiento. En las muestras de tumores obtenidas por
cirugia se recolectaron muestras tanto de tumor, asi como de tejido de
transicion (entre tejido tumoral y normal) y tejido normal.

2.1.3 Muestras de tejido embebido en parafina.

A fin de reforzar el analisis epidemiol6gico molecular, se realizo una
blsqueda en los archivos del Servicio de Anatomia Patologica del Hospitél
Universitario "Dr. J. Eleuterio Gonzalez" de la Facultad de Medicina de la
U.A.N.L. y del Hospital de Especialidades No. 25 del Centro Médico del

Noreste Siglo XXl del IMSS, sobre los casos de pacientes con neoplasias.

epiteliales colorrectales. Asi se recuperaron 50 laminillas y los expedientes
clinicos correspondientes para poder contestar a las preguntas del
cuestionario.,

2.2 METODOS.

La investigacion constd de dos aspectos: uno -de tipo clinico y el otro
experimental. En la investigacion clinica, se diseiid un cuestionario que
incluia datos clinico-patolégicos (ver anexo 1). El trabajo de campo consistio
en entrevistas personalizadas con cada paciente, durante las cuales se aplicé
el cuestionario referido y se les informé del estudio. Los datos clinicos nos
permitieron relacionarlos con los datos moleculares obtenidos.

1

Para cumplir con los objetivos establecidos se disefio y ejecutd la
siguiente estrategia experimental (Figura 4):

1.- Obtencién del DNA genomico a partir de las muestras de tumor de tejido
fresco y de tejido embebido en parafina.

12



2.- Amplificacién de la region del exén 1 del oncogen K-ras, que incluye a los
codones 12 y 13 mediante la técnica de la Reaccion en Cadena de la
Polimerasa (referida como PCR por sus siglas en inglés), haciendo uso de
oligonucledtidos que generan sitios de restriccion nuevos, que dependiendo
- de si los codones estan o no mutados, son reconocidos por unas u otras
enzimas de restriccion. *

Otro mutante
Secuenciacion -

=" Digestidn

Figura 4. Estrategia experimental. Se extrajo el DNA tanto de tumores frescos

como de embebidos en parafina. Este se someti6 a PCR para la region del gen K-ras que -

abarca los codones 12 y 13. Finalmente, corte con enzimas de restriccién claves,
permitieron identificar mutaciones en dichos codones. En los que no, se opté por la
secuenciacién nucleotidica.

3.- Comprobacidn de [a existencia de los nuevos sitios de restriccion en los
productos amplificados, mediante su digestion con enzimas de restriccion.

r

4.- Diferenciacion de los fragmentos de restriccion mediante su visualizacion
después de someterios a electroforesis en gel de poliacrilamida.

5.- Secuenciacion de las muestras que presenten mutacién y que no puedan
ser identificadas por la técnica descrita en los puntos 2-4.

13



2.2.1 Implementacion de las técnicas de extraccion de DNA.

Para realizar las extracciones, nos basamos en las técnicas descritas
anteriormente por Vogelstein y cols. (22), con algunos modificaciones. Una
vez extraido el DNA, tanto su integridad, como su pureza y su concentracion
se determinaron por electroforesis en gel de agarosa.

2.2.1.A Extraccion de DNA de tejido fresco.

Se descongelaron las muestras de tejido fresco y en condiciones’

asépticas se pesaron de 10 a 50 mg. Utilizando una hoja de bisturi, se
cortaron en pedacitos lo mas pequenos posibles y se pasaron a tubos
eppendorf de 1.5 ml, los cuales contenian 1 ml de buffer de lisis (500 mM Tris,
20 mM EDTA, 10 mM NaCl, pH 9, 0.2 ml de SDS 10% y 0.15 ml de proteinasa
K 10 mg/ml). Se incubaron a 489C con agitacion vigorosa durante 12 a 14
horas, para finalmente inactivar la enzima 959°C durante 15 min.

Se transfirio todo el contenido a tubas falcon de 15 ml para realizar una
extraccion fenol:cloroformo 1:1. Usando el vortex se agité durante & min y
luego se centrifugd durante 10 min a 14,000 rpm. La fase acuosa se transfirié
a otro tubo falcon de 15 ml, repitiendo ia extraccion dos veces mas.

La fase acuosa final se transfirio a un tubo falcon de 15 ml, se
agregaron 0.33 volumenes de acetato de amonio 10 M y 2.5 volimenes de

etanol al 100%. Se mezcld suavemente por inversion, se dejé precipitar a

-700C durante una hora, y se centrifugé durante 10 min a 14,000 rpm. El
sobrenadante se decanto y la pastilla se lavo con 1 ml de etancl al 70%. Esta
se secd y se resuspendié en TE (1X). Para asegurar que el DNA se
resuspendiera homogéeneamente, se dejo durante 12 a 14 horas en una

14



plataforma agitadora vertical. Finalmente, se procedié a determinar su
concentracion y calidad.

2.2.1.B Extraccion de DNA de tejido embebido en parafina.

Esta técnica basicamente consta de 2 fases: .
1. Desparafinizacion e hidratacién.- Esta fase la realizamos de dos formas:

Para una parte de las muestras (25) se realizaron los cortes de 10 pm
y se montaron en laminillas de 3 a 5§ cortes. Los cortes se colqcaron en una
canastilla para portaobjetos y se calentaron en un horno a 60°C (constante)
durante 30 min, inmediatamente después se sumergio la canastilla junto con
los cortes, en xilol durante 5 min. Se repitio el paso anterior cambiando la
solucion de xilol. Posteriormente hicimos inmersiones de la canastilla: por 5
min en cada una de las siguientes soluciores (en orden): etanol 100%, etanol
70%, etanol 30%, PBS (Buffer de fosfatos, pH 7.4). Se transfirieron los cortes
con ayuda de una aguja a un tubo de microcentrifuga de 1.5 ml.

Para el resto de las muestras se realizaron los cortes y éstos se
pasaron directamente a un tubo de 1.5 ml. Se calentaron de la misma forma.
Inmediatamente después se les adicionaron 500 pl de xilol y se centrifugaron
a 14,000 rpm durante 5 min. Con ayuda de una pipeta recuperamos el
sobrenadante, el cual se desechd. Adicionamos nuevamente 500 pi de xilol y-
asi de la misma forma se adicionaron los demas reactivos, centrifugando entre
cada uno de ellos (etanol 100%, etanol 70%, etanol 30% y PBS).

2. Extraccion.- Después de que transferimos los cortes, se les adicionaron 200
i de buffer de lisis (50 mM NaCl, 10 mM Tris-HCJ, 1 mM EDTA, 0.5% NP40 y
0.5% Tween 20; pH=8) y 20 nl de proteinasa K (10 mg/ml). Se digirieron
durante toda la noche a 37 OC con agitacion vigorosa. Después se inactivo la
proteinasa K a 959C durante 10 min. Se centrifugé a 14,000 rpm durante 5
min, se recuperd el sobrenadante y se dividié en dos partes: una se almacené
a -700C y ofra a -209C, ya que existen dudas en cuanto a cual de las dos
temperaturas es - mejor para su almacenamiento. Pero antes de congelarse los -



sobrenadantes, se procedid a determinar la calidad del DNA y a tomar

directamente la alicuota para la PCR (5 pl).

2.2 2 Electroforesis en gel de Agarosa.

La estimacidn de la cantidad de DNA en la muestra de interés, se llevé
a cabo sobre la banda de DNA gendémico una vez separada bor electroforesis,
utilizando la fluorescencia emitida por las moléculas de bromuro de etidio,
intercaladas entre sus bases e inducida por la radiacion UV, comparandola
con la fluorescencia de una serie de estandares. Asl mismo, se evalug la
integridad del DNA en base a su perfil electroforético, evidenciando la
degradacion por la presencia de un barrido, el cual inicia en la porcion inferior
de la banda principal del DNA y se proyecta hacia la parte baja del gel.

Se preparo un gel de agarosa al 1% en buffer TBE (0.089 M Tris-

Borato y 0.089 M acido borico; pH=7.9), disolviendo con calor. Una vez
gelificado en el molde, se depositd el gel en una cadmara de electroforesis y se
cubrié con buffer. Se mezclé 1pl de una dilucion 1:10 de la muestra a
cuantificar con 4 pl de TE y 1 pl de jugo azul 6X (0.3% azul de bromofenol,
0.3% xilencianal y 30% glicerol). De la misma manera, se preparo una serie
de estandares cambiando el DNA a cuantificar por cantidades conocidas y
variables de las muestras estandares. La serie de preparaciones se coloco en
los carriles del gel y se realizd electroforesis inicialmente a 80 V mientras se
internaba el colorante en el gel y posteriormente a 110 V por alrededor de 1
- hora (dejando correr el azul de bromofenol tres cuartas partes del gel).

Concluida la electroforesis, el gel se colocé en una solucién de
bromuro de etidio a 2 pg/mi por 5 6 10 min y luego se lavd varias veces para
quitar el exceso de bromuro y asi proceder a su observacién en un
transiluminador de luz UV. Se determind la concentracion del DNA por
comparacion visual de la intensidad de la fluorescencia de la banda de
interés con la de [os estandares. La integridad se evalud tomando en cuenta
la intensidad del barrido, la cual determina el grado de degradacidn; la
ausencia de tal barrido indica que el DNA exfraido esta integro.
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2.2.3 Implementacidn de la técnica de PCR y cortes con enzimas de
restriccion diagnésticas.

2.2.3.1 Reaccién en Cadena de la Polimerasa.
- Gracias a la técnica de la PCR es posible obtener millones de copias
de un gen o segmento de DNA especifico, del cual existe una o pocas copias

dentro de los cientos de miles que constituyen el genoma_hu'ﬁ\ano (25, Figura
5).

CicLO 1
Una mdlecuta de DNA bicatenario .
Desnaturalizacién
y apareamiento

Dos moléculas de DNA bicatenario

< L UITVTCIVIT T TIT TR IT IR PI TR

CICLO 2 Desnaturalizacidn

F ¥ apareamliento

A TS r
RN RN RN AN RRR N RN T

Extension

Cuatro moléculas de DNA bicaténaria

Figura 5. Esquema que representa dos Ciclos de la Reaccion en Cadena de
la polimerasa (PCR). En cada ciclo se duplican las cadenas de DNA blanco existentes
al inicio. Cada ciclo consta de 3 pasos: desnaturalizacion de las cadenas de DNA,
apareamiento de los iniciadores que permiten a la DNA polimerasa sintetizar una nueva
cadena complementaria. Al resolver el producto de la amplificacién por electroforesis en

gel de agarosa, sc observa una banda correspondiente al fragmento de DNA amplificado
millones de veces.



En este estudio se utilizé una variante de la PCR que hace uso de
oligonucledtidos que incorporan sustituciones estratégicas que crean sitios de
restriccion que se traslapan con las posiciones potencialmente activables de
los codones 12 y 13. El proceso de busqueda de mutaciones inicié cuando se
detectd la pérdida de dicho sitio artificial de restriccién diagnéstico en el
coddn en cuestién, a causa de la presencia de una mutacion activadora del

proto-oncogen (ver ejemplo en la figura 6). Luego, el uso de otras enzimas de

restriccidbn cuyos sitios de restriccion se crean con dichas mufaciones,
permitieron diferenciar algunas de las mutaciones presentes.

CODONES
Iniciador §” 11_12 13
tataaacttgtggtagctgga fcct 3
tataaacttgtggtagttggafyct ggd. .. (Sec.normal)...... gaatatgatccaacaatagag
!IIIII!IIIII!IIIIII
tatActaggttgttatctec
Iniciador 3~
Bst N
{cengg)
CODONES
Iniciador §° M1 J2 13
tataaacttgtggtagttgga [Cct a3’
cataaacttgtggtagtrgga|get Agt g9gq.. (mut. serinad)...... gaatatgatccaacaatagag
FECPLEEORTTRERT LI
tatactaggttgttatctce
Iniciador 37
Bfa |
(chag)

Figura 6. Deteccién de la mutaciéon en el codén 12 que cambia glicina a
serina. El primer 5” de la PCR termina justo en el codon 11 (cct) e introduce un sitio Bst
NI (CC T GG) cuya peniiltima G coincide con la primera posicion del codén 12
(normalmente GGT), que en este caso esta cambiada hacia A, alterando el codén, para que
cifre para serina (AGT). Por ello, mientras Bst NI ya no corta, delatando la presencia de
una mutacién en el codén 12, Bfa I si lo hace ¢ identifica a ésta como la de la serina
(substitucién de G—C).

'

El estudio comenzd con la deteccion de mutaciones en el coddn 12.
Después de corroborar la amplificacion, se procedio a digerir con la enzima

Bst NI, cuyo sitio de reconocimiento se traslapa con la secuencia normal -
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alrededor de dicho coddn en el proto-oncogen K-ras (Figura 7). En caso de no

encontrarse mutacion en el codon 12, se procedidé a buscar mutaciones en el

codon 13. Las mutaciones en el codon 13 se detectaron de la misma forma
que para el coddn 12, pero utilizando otro juego de oligonucleétidos, los
cuales crean un sitio de restriccion para la enzima Hae lil, en caso de estar
presente la secuencia normal del proto-oncogen k-ras. En caso de que los
codones 12 o 13 estuvieran mutados, se procedid a buscar el tipe de
mutacién presente, basandonos en la estrategia que se muestra en la figura 8.

DNA gendmico

‘PCRl

Fragmento 103pb

i + Bst NI

_103pb —103ph
= 82pb — 82pb
=l — 21px
Sin mutacién Mutacidén en Mutacién en
en coddn 12 un alelo ambos alelos

Figura 7. Estrategia para detectar si el codon 12 del proto-oncogen K-ras

esta mutado. El procedimiento incluye amplificar el pritner exén del gen, que es donde -

reside el codén de interés, en este caso e] 12. Después, el producto de la amplificacion se

incuba con la endonucleasa de restriccion Bst NI, que cortard en ambos alelos, siempre y'

cuando dicho coddn no esté mutado.
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DON 12 DG
CopaN, Copgy 13
103pb 71pb
;st NlQ Hae Il
0 ® 5 S
Mutante Normal Mutante Normal
54
Codén'13
QO ® on | B> @
Otro  pMytante Aspartico
Mutante - Q
PCR3 | Serina o
Otro
100 Mutante
® i
Hph | Secuenciacion
Aspartico
©
Oftro
Mutante
P(V:R4
102pb T
Hing i > | cisteina
©
Otro
Mutante )
PCR5 D> 68pb [> Hinc ||Q > @ valina
Fnua HI ©)] Otro
P Q Mutante
@ (glro V
Alanina Mutante Secuenciacion

Figura 8. Estrategia general. El estudio comienza con los PCRs 1 y 2, los cuales
nos detectan si existen o no mutaciones en los codones 12 y 13. En caso de detectarse que
el codén 12 esté mutado, se procede a realizar el corte con la enzima Bfa I para identificar
el cambio de serina y en caso de que no los PCRs 3, 4 y 5, con sus correspondientes
digestiones para detectar las mutaciones para serina, aspartico, cisteina, valina y alanina
respectivamente. Si se presenta mutacién en el codén 13 se realiza el PCR1 y se digiere
con Hph | para detectar la mutacién de aspartico.

20



21

Para la amplificacion de los codones 12 y 13 las condiciones de
reaccion utilizadas fueron las descritas a continuacién en la tabla 2:

Tabla 2. Condiciones de reacciéon para [as PCRs.

Reactivo Volumen (pl) Concentracion Final
Buffer PCR (10X) 20 ~ X
Primer 5™ (5uM) 4.0 1uM
Primer 3° (5pM) 40 1M
dNTP’s (10 mM) 04 0.2 mM
MgCI2 (25 mM) 0.8 1 mM
Taq polimerasa (5U/ul) 0.5 0.125U/ul
DNA variable 7.5 ng/ul
H20 ultrapura 3.3 -
Volumen final 20 -—

Los iniciadores utilizados dependieron del codon y la mutacién que
estaba siendo investigada, segun se describe en las fablas 4 y 5. El programa
del termociclador se describe a continuacién en la Tabla 3:

Tabla 3. Condiciones del programa del termociclador para las PCRs

Paso Temperatura Tiempo Evento
1 040C ' 5 min Desnat. inicial
2 9490 30 seg . Desnaturalizacién
3 550C - 30 seqg Apareamiento
4 720C 30 seg Extension

(2-4)24 24 ciclos*
L] 720C 7 min Extension final

* Ciclo: 2-4

El resultado de la amplificacion se verificd mediante electroforesis en
gel de agarosa al 2%.

2.2.3.2 Rastreo de mutaciones por cortes con enzimas de restriccion.



2.2.3.2.A Detecciéon de mutaciones en el codén 12.

Comenzamos con el PCR1 siguiehdo las condiciones anteriormente
mencionadas y usando lo iniciadores correspondientes (ver |a tabla 4).
Después de verificar la amplificacion, se digirid6 una alicuota de 10ul del
producto amplificado con las enzima Bst NI para buscar la presencia o
ausencia de mutacion en el coddn 12. En caso de presentarse fa mutacién, se
procedié a digerir con la enzima Bfa | y realizar los PCR3, 4 y 5 con sus
correspondientes digestiones para detecfar las mutaciones de serina,
aspartico, cisteina, valina y alanina (los resultados se evaluaron conforme a lo
descrito en (a tabla 4), respectivamente. Todas.[as digestiones se realizaron
siguiendo las condiciones dadas por el fabricante, digiriendo 10p! de producto
amplificado. En caso de presentarse mutacion en el codon 12, pero que ésta
fuera diferente a las detectadas por el método, se procedié a secuenciar.

Tabla 4. Deteccion de mutaciones en el codén 12 del oncogen K-ras. En la
tabla se observan los distintos PCRs utilizados para detectar cada una de las mutaciones
presentes en ¢l codén 12, asi como lo iniciadores para cada uno de ellos. También se
observan el tamatfio del producto de la amplificacién (PA) en cada caso y el sitio de
reconccimiento de las enzimas utilizadas para la deteccién de las mutaciones, asi como el
tamafio de las bandas esperadas: normal=S/Mut (sin mutacién); mutacién
heterocigota=MUT/HET; mutacién homocigota =MUT/HOM

Codén INICIADORES PA ENZIMA* SMuf Mut/HE Mut/H.OIH
12 {ggt) (pb (pb)| (pb) (pb)
Fp CR1 gstNl 82 103
Todse) | RECC 14 109 5°.cqdTEG.3" 82 103
5 tataaactigtggtagtigaaCCT 3 3..GGAHCC..5 21 21
Serina | 961107-106 ) Bial 103 81
(agy | 5'cetetatigtigatcatat 3 104 5..g1a6.3" | 103]| e
3"...GATIC..5 22 22
IPCR3 [ 961107-105 ; Hphi 99 82
Aspartico gs‘:":ggi;:gnggaGGTGS 99 5'..GGTGA(N)7'..3‘ 29 82
(gat) | E%cictatitigateatat 3° 3"..CCACT(N) 5 17 17
961107-104 Hind Il J
PCR4 s 2 n 102 85
Cisteina | © 22CHOIOORGUGARGCTS™ | 4o & accyr.sr| 102| 65
t 961107-106 r i 17 17
(tan S colgtattgitoateatat 3° #ITCGHA. 5
PCRS5 Hincll 67 45
Valina a61106-102 67|5...GTPPuAC..3] 67 45
(gtt) 5°gcctgetgaaaatgactgaa 3° 3"..CAPUPITC..S 22 22
; 961107-107 Fnu 4H! 67 42
Alanina | 5°aggcactcitgectacgica 3° 67| 5'..6dNGC..3" 87 49
(g 3. .CGNGCG. 5" 25 25
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2.2.3.2.B Deteccion de mutaciones en el codon 13.

Para realizar la PCR2 se utilizaron los iniciadores correspondientes
(tabla 5). Después de verificar la amplificacién, se digirié una alicuota de 10pl
del producto amplificado con la enzima Hae ill. Las condiciones de reaccién
utilizadas fueron las especificadas por el fabricante y. los resultados se
analizaron de acuerdo a la tabla 3. En caso de presentarse mutaciones en el
codén 13, se procedi6 a realizar la PCR1 y se digirié con la enzima Hph | para
detectar la mutacion de aspartico. En caso de estar mutado e} codén .13 pero
por una mutacién que no fuera la de aspartico, se procedié a secuenciar.

Tabla 5. Deteccién de mutaciones en el codén 13 del oncogen K-ras. En la
tabla se observan los distintos PCRs utilizados para detectar cada una de las mutaciones
presentes en el coddn 13, asi como lo iniciadores para cada uno de ellos. También se
observan el tamafio del producto de la amplificacion (PA) en cada caso y el sitio de
reconocimiento de las enzimas utilizadas para la deteccién de Jas mutaciones, asi como el
tamafio de las bandas esperadas: normal=S/Mut (sin mutacidn); mutacién heterocigota
=MUT/HET; mutacién homocigota=MUT/HOM. =

Codén INICIADORES PA, ENZIMA®  [S/Mut/Mut/HETMut/HOM
13 (ggt) , (pb) (pb) | (pb) (pb)
961106-102 —— - -

5'gectgetgaaaatgacigaa 3° S| f
PCR2 . .
Todas | g4 1108-10a n gg?!&mgg 23 ;g 4
5’cgtcaaggeactcttgectagg 3° IC
PCR1 861107-103 - Hph 103 79
Aspértico | 51@1a2actiglagtagigaaCCT 3" 1y 4q |5 gareamefa-| 103 | 79 :
(gat) | 961107-106 ) 3"..CCACT(N)7/.5° 24 24
S’ceictattgitgatcatat 3 :

2.2.3.3 Visualizacion de los fragmentos de restriccion.

Los fragmentos de restriccion se visualizaron por electroforesis en
geles de poliacrilamida al 12%, que se prepararon como se describe a
continuacion en la tabla 6:
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Tabla 6. Reactivos utilizados en Ia preparacién de los geles de
poliacrilamida al 12%.

Reactivo Volumen (ml)
Agua destilada - 15
TBE 10X 3
Acrilamida/bisacrilamida al 30% 12 .
*Persulfato de amonio al 10% 0.5 '
*TEMED ‘ 0.05

- = - = 3
* Catalizadores (se agregan justo antes de vaciarse el gel en el molde pues
desencadenan la polimerizacion stbita del gel).

Se mezcld todo el producto de la digestion con 3 o 4 wl de jugo azul

6X, dependiendo si el volumen de reaccion era de 15 o 20 pl. La serie de
preparaciones se colocaron en los carriles del gel, como controles se usaron
un producto amplificado sin digerir y un testigo positivo para la mutacion y se
realizd la electroforesis (inicialmente a 80 V mientras se internaba el colorante
en el gel y posteriormente a 170 V por alrededor de 4 horas), dejando correr
el azul de bromofenol, tres cuartas partes del gel.

Concluida la electroforesis, el gel se colocd en una solucion de
bromuro de etidio a 2 pg/ml por 5 6 10 min y luego se lavo varias veces para
quitar el exceso de bromuro y asi proceder a su observaciéon en un
transiluminador de luz UV y poder deducir la presencia de las mutaciones a
partir del patrén de digestion obtenido de los productos amplificados.

2.2.4 Secuenciacion de las muestras no detectadas.

Después de analizar las muestras realizando la estrategia descrita
anteriormente, se encontraron dos muestras que presentaban mutacion en el
coddn 12, que la estrategia y las enzimas no permitieron establecer su
naturaleza, por lo que procedimos a realizar |a secuenciacion nucleotidica del
DNA amplificado en cuestion.
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2.2.4.1 Preparacion de la muestra.
Se amplifico el codén 12 utilizando los iniciadores 103 y 106. Después
de verificar la amplificacion en geles de agarosa al 2%, se procedié a digerir

con la enzima Bst NI, siguiendo las mismas condiciones descritas-

anteriormente. Los productos de la digestién se sometieron a electroféresis en
gel de agarosa al 2.5%. La banda de interés no digerida, se corté con un
bisturi esteril y el DNA se recuperé por centrifugacién utilizando comeo filtro
fibra de vidrio. Después de la centrifugacion, el DNA se precipité con 0.1
volimenes de acetato de sodio 3 M y 2.5 volimenes de etanol al 100%, para
luego centrifugarla a 14,000 rpm por 20 min. E! sobrenadante se descarté y la

pastilla se lavo con etanol al 70%, se centrifugd nuevamente y el precipitado .

se dejo secar y luego se resuspendié en 10 pl de TE. Se realizé una dilucion
1:10 y se tomaron § pl para reamplificar con las mismas condiciches de PCR,
utilizando los mismos iniciadores. Después de verificar la amplificacion, se
procedid a purificar el producto de amplificacion pasandolo a través de una
columna de sephacril. Para ésto, se procedié a depositar el producto
amplificado en la columna y se centrifugé por 10 min a 14,000 rpm. Lo que se
recupero del filtrado fue lo que se utilizé para la secuenciacion nucleotidica.

2.2.4.2 Secuenciacion nucleotidica.

Los productos de PCR se secuenciaron utilizando el iniciador 3° (106) -

con el estuche de secuenciacién ciclica por PCR, utilizando el Amplicycle
Sequencing Kit (Perkin Eimer) y aP32-ATP. Las muestras se analizaron con
un secuenciador Genomyx LR System.

2.2.5 Analisis estadistico.

Los datos fueron comparados mediante la prueba de ji cuadrada
(P>0.05).
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CAPITULO 3

RESULTADOS

3.1 DATOS CLIiNICO-PATOL6GICOS.

Se recolectaron 51 muestras de tejido fresco y 50 muestras de tejido-

embebido en parafina, que se analizaron por igual. De los 101 pacientes, 37
fueron mujeres y 64 hombres. El rango de edad fue de 7 a 92 aios. Los datos
de distribucion de los pacientes por edades se muestran en la tabla 7. De las
neoplasias recolectadas, 18 (17.8%) eran de colon ascendente, 3 (2.9%) de
colon transverso, 34 (33.6%) de colon descendente y 36 (35.6%) de recto.
Hubo 10 tumores de colon cuya localizacion fue desconocida. Todo esto hace
un total de 65 (64.3%) tumores presentes.en colon y 36 (35.6%) en recto. El
mayor numero de tumores se presento en el colon izquierdo. ’

Tabla 7. Distribucién por edades de los pacientes.

EDAD MUJERES % HOMBRES %
0-10 0 0.00 2 1.98
11 - 20 1 0.99 1 0.99
21- 30 2 7.08 4 3.6
31-40 3 2.97 " 6 594
41-50 6 5.04 8 792
51- 60 7 6.93 14 13.86
61-70 8 7.92 10 9.9
71 - 80 6 594 13 12.87
81- 90 4 3.96 5 495
>90 0 0.00 1 0.99
Total 37 36.63 64 63.36
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De acuerdo a la histologia de las neoplasias, 9 (8.9%) fueron pdlipos
benignos, 33 (32.6%) se clasificaron como adenomas y 59 (58.4%) como
adenocarcinomas; en la'tabla 8 se especifica la subclasificacion.

Tabla 8 Subclasificacion de los Adenomas y Adenocarcinomas.

Adenomas 33 Adenocarcinomas {(AdCa) 59*
adenoma tubular 9 AdCa bien diferenciado 14
adenoma velloso 7 AdCa mod. diferenciado 37 |

adenoma mixto 17 AdCa poco diferenciado 7

* De 1 adenocarcinoma se desconocia su clasificacion.

3.2 DATOS DE GENETICA MOLECULAR.

3.2.1 Banco de DNA genémico.

Se extrajo DNA gendmico a partir de 51 pacientes de los cuales
teniamos muestras de tejido fresco. Dichos DNAs se integraron en un banco
(DNA de los pacientes). Las muestras en dicho banco tienen una
concentracion que oscila entre 25 y 750 rig/ul, mientras que el volumen esta
entre 20 y 150 pl, para dar un rango de cantidad;es de DNAs recuperados de
las muestras entre 500 ng y 112.5ug. La integridad del DNA en las muestras
fue aceptable, ya que so6lo en algunas cuantas se observé una ligera
degradacion del DNA. Ademas del DNA tumoral, en el banco se cuenta con
los DNAs obtenidos de tejido de transicion (22), asi como los del tejido normal
(15) de las muestras de las cuales se lograron obtener los tres tipos de tejidos. -
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El DNA extraido de las 50 laminillas presenté un alto grado de
degradacion, por lo que se procedié a su andlisis inmediato, asi como a
almacenarlas en alicuotas a -209C y -70°C, para tratar de conservarlo lo
mejor posible, ya que existen protocolos que recomiendan una u otra

temperatura. En la figura 9 se muestran algunos de los DNAs extraidos de las
muestras de tejido en parafina y fresco. ’

S 1234

Figura 9. Analisis de DNAs en geles de agarosa al 2%. En el gel de la
izquierda se resolvieron DNAs extraidos a partir de diferentes muestras (1-4) de tejido
embebido en parafina, mientras que en el de la derecha se resolvieron DNAs
correspondientes a las muestras (1-7) de tejido fresco. S=Esténdar.

3.2.2 PCR + cortes con enzimas de restriccion diagnésticas.

Aunque el protocolo utilizado se basé en lo publicado por Shibata y
cols. (23) y Kumar y cols. (26), se realizé una optimacién quedando las
concentraciones anteriormente mencionadas en materiales y métodos (3.2.3 -
3.2.5). En la figura 10 se muestran los productos de digestion para las PCR1y
PCR2, los cuales detectan mutaciones en los codones 12 y 13. Finalmente en
las figuras 11, 12 y 13 se muestran los productos de digestion para las
diferentes mutaciones analizadas del codén 12.
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Figura 10. Deteccion de mutaciones en los cod'ones 12 y 13 de K-ras. En

ambas fotos, el gel corresponde a uno de poliacrilamida al 12%. A. El producto de la
PCRI1, obtenido a partir de DNA de pacientes y de control, fue digerido con la enzima Bst
NI que permite evidenciar mutaciones en el codén 12. El producto sin digerir se muestra
en el carril A: +=testigo de corte (DNA normal); 2 y 8=Pacientes mutados para el codén
12; 3, 4 y 5=Pacientes normales para el codén 12. B. El producto de la PCR2, obtenido a
partir de DNA de pacientes y de control, fue digerido con la enzima Hae III que permite
evidenciar mutaciones en el codén 13. A=Producto sin digerir; +=Testigo de corte (DNA
normal); 4 y S=Pacientes mutados para el codén 13; 3=Paciente normal para el codén 13.
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Figura 11. Deteccion de las mutaciones de serina y aspartico en el coddn
12. En ambas fotos, el gel corresponde a uno de poliacrilamida al 12%. A. El producto
de la PCR1, obtenido a partir de DNA de pacientes y de control, fue digerido con la
enzima Bfa I que permite evidenciar la mutacion de serina. El producto sin digerir se
muestra en el carril A: +=testigo de corte para la mutacioén de serina; N, 2, 8 y
16=Pacientes sin esta mutacién. B. El producto de la PCR3, obtenido a partir de DNA de
pacientes y de control, fue digerido con la enzima Hph 1 que permite evidenciar la
mutacién de aspértico. A=Producto amplificado; +=Testigo de corte para la mutacion de
aspdrtico; 2=muestra de un paciente positivo para la mutacién de aspértico en el codén 12;
N, 8, 10, 11 y 14=Pacientes sin esta mutacién. '

30



Hind lll

Figura 12. Deteccion de la mufacion de cisteina en el codon 12. Aqui
también el gel corresponde a uno de poliacrilamida al 12%. El producto de la PCR4,
obtenido a partir de DNA de pacientes y de control, fue digerido con la enzima Hind 111
que permite evidenciar la mutaci6n de cisteina. El producto sin digerir se muestra en el
carril A; +=testigo de corte para la mutacion de cisteina(pUC19); N, 2 y 13=Pacientes sin
esta mutacion.
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Figura 13. Deteccion de las mutaciones de valina y alanina en el coddn 12.
En ambas fotos, el gel corresponde a uno de poliacrilamida al 12%. A. El producto de la
PCRS, obtenido a partir de DNA de pacientes y de control, fue digerido con la enzima
Hinc 11 que permite evidenciar la mutacién de valina. El producto sin digerir se muestra en
el carril A; +=testigo de corte para la enzima (pUC19); N=DNA normal para la mutacién;
8=muestra de un paciente positivo para la mutacién de valina en el codon 12. B. El
producto de la PCRS, obtenido a partir de DNA de pacientes y de control, fue digerido
con la enzima Fnu 4HI que permite evidenciar la mutacién de alanina. A=Producto
amplificado; +=testigo de corte para la enzima (DNA con el sitio de corte); N=DNA
normal para la mutacion; 8=muestra de un paciente sin la mutacion.
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3.2.3 Diagnéstico por Secuenciaciéon.

Se secuenciaron dos muestras que presentaron mutacion en-el codon
12 (muestra XVB y XXIV) y que por los cortes con enzimas de restriccion no se
logré identificar la mutacion en cuestion. La secuenciacion del producto
amplificado de la muestra XVB, que era de tejido de transicién, mostrd
mutaciones en ambos aieios, consistentes en cambios en el segundo
nucledtido del codon 12, [en uno de G por T (valina), y en el otro de G por C

(alanina)]. La muestra XXIV también presentd mutaciones en ambos alelos,

también en la segunda posicion del coddén 12 [cambiando ésta de G a C
(alanina) y de G a A (aspéartico)]. '

3.2.4 Mutaciones encontradas.

38 (37.6%) de los 101 tumores presentaron mutaciones. De éstas, 20
(63%) corresponden al codén 12, 15 (39%) al codon 13, dos (5%) mutaciones
en ambos alelos del codon 12 y una (3%) doble mutacion, que involucra a
ambos codones (es decir, una en un alelo en el coddn 12 y la otra en el otro
alelo pero en el coddn 13). En los tejidos de transicion se encontraron 5 (23%)
mutaciones, 4 de las encontradas en el tejido de transicion eran las mismas
presentes en el tumor. En un paciente se encontré la mutacion sélo en el
tejido de transicion. ,

En la tabla 19, que se muestra a continuacion, se describen los
hallazges de los cambios aminoacidicos ocasionados por las mutaciones
encontradas, asi como sus frecuencias.
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Tabla 9. Cambios aminoacidicos encontrados.

TEJiDo | MUTACIONES |aASPARTICO |CISTEINA [VALINA |ALANINA
{(de glicina a:) :
ci2 [11 8 0 3 0
Fresco c13 4 4 = - =
(Sin mut:3s) [Cl2Cl12 | 1 0 0 1 1
c12 9 | 4 2 2 1 R
S c13 | 1 1 _ S —
r
aratina [c1zciz | 1 0 0 1 1
(Sin mut:28) IC12/C13 1 1 1 0 0

* _ Mutaci6n no analizada.
3.3 Integracion entre los datos genéticos y clinicos.

3.3.1 Relacion entre caracteristicas de los tumores y la presencia de
mutaciones.

Los pacientes se dividieron en dos grupos de acuerdo a su edad
(pacientes menores y mayores de 40 anos), observandose que el mayor

numero de tumores se presentaba en los pacientes mayores de 40 anos. Se.

realizé una prueba de chi-cuadrada para ver si existia diferencia entre los

pacientes que presentzban m.ufaciones V. los que no, dando como resultado

que el porcentaje de pacientes que presentaban ia mutacidn en ambos
grupos era muy parecida cor una p=0.33 y un RR=1.98 (0.58-7.02), El total de
mutaciones se muestra en la tabla 10.

Tabla 10, Mutaciones encontradas por grupos de edad.

Pacientes # Mutacién presente Mutacion ausente

< 40 anos 19 7 (37%) 12 (63%)

> 40 anos 82 31 (38%) X 51 (62%)
*p=0.33

Basandonos en la localizacién anatomica de los tumores y ya que
esta neoplasia es mas frecuente en el colon izquierdo (el cual incluye colon
descendente y recto), dividimos los tumores en aquellos localizados en colon

derecho (Colon ascendente y colon transverso) y aquellos localizados en el -
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colon izquierdo. E} total de mutaciones y su distribucion anatémica se muestra

en la tabla 11.

Tabla 11. Mutaciones encontradas segin la localizacién anatémica de las

neoplasias,
Neoplasias # Mutacion presente | Mutacion ausente
Colon izquierdo | 21 5 (24%) 16 (76%)_
Colon derecho 70 29 (41%) 41 (59%)
Localizacién 10 4 (40%) 6 (60%)
desconocida

También se estudié la presencia y ausencia de mutaciones en los
adenomas versus los adenocarcinomas, encontrando que 1a frecuencia de las.
mutaciones es mucho mayor en los adenomas (67%) que en los
adenocarcinomas (27%), siendo estadisticamente significativa con una
p=0.0001; esto aun y cuando es mucho mayor el nimero de
adenocarcinomas. El total de mutaciones se muestra en la tabla 12.

Tabla 12. Mutaciones encontradas en adenomas - vs - Adenocarcinomas

Neoplasias # Mutacion presente | Mutacién ausente
Adenomas 33 22 (67%) 11 (33%)
Adenocarcinomas | 59 16 (27%) 43 (73%)
*p=0.0001

r

Ofro analisis que se efectud fue el de clasificar los adenomas en tipo
tubular, velloso y mixto, recolectando un mayor numero de adenomas mixtos.
Al realizar una prueba de chi-cuadrada para observar si habia diferencia
significativa en la presencia de mutaciones entre los tres grupos, ésta fue



significativa, con una p=0.041, observandose que los adenomas vellosos
presentan mayor numero de mutaciones. Los datos se muesira en la tabla 13.

Tabla 13. Mutaciones encontradas en adenomas segli_n su histologia.

Adenomas # | Mutacién presente Mutacién ausente
Tubular 9 3 (33%) 6 (67%)
Velloso 7 6 (86%) 1 (14%)

Mixto 17 13 (76%) 4 (24%)
* p=0.041

Dividimos a los adenocarcinomas segun su grado de diferenciacion -

en poco, moderadamente y bien diferenciado, no encontrando diferencia

estadisticamente significativa entre los tres grupos. En la tabla 14 se muestran
las mutaciones.

Tabla 14. Mutaciones encontradas en los adenocarcinomas segin su grado
de diferenciacion.

Adenocarcinomas # Mutacion presente | Mutacion ausente
Poco 14 2 (14%) 12 (86%)
diferenciados N \[_ {CA
Moderadamente 37 12 (32%) 25 (68%)
diferenciados
Bien 7 2 (29%) 5 (71%)
diferenciados
Localizacion 1 0 (0%}) 1 (100%)
desconocida
* p=0.0432

Luego dividimos a los adenocarcinomas segun su grado de invasion,
clasificandolos en los de estadio temprano (Duke A y B) y en estadio tardio
(Duke C y D). Para saber si existia diferencia entre la presencia y ausencia de

mutaciones, segun el estadio, también procedimos a un analisis estadistico ..
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por medio de la prueba de chi-cuadrada, no observandose diferencia,
significativa con una p=0.7. El total de mutaciones se muestra en la tabla 15.

* p=0.7

Tabla 15. Mutaciones encontradas en adenocarcinomas segin la
clasificacion de Duke.
Adenocarcinomas # Mutacion presente | Mutacion ausente
Estadio temprano | 43 13 (30%) =30 (70%)
___(AyB)
Estadio tardio 10 2 (20%) 8 (80%)
(CyD)
Localizacion 6 1(17%) 5 (83%)
desconocida



CAPITULO 4

DISCUSION

En México no se conoce la cifra exacta de pacientes con neoplasias

colorrectales ya que las estadisticas no son muy confiables, pero se ha visto

qgue la incidencia de esta enfermedad se ha ido incrementado en los Gltimos
anos.

Debido a que el mayor nimero de muestras se recolectaron en el
Hospital Universitario Dr. "Dr. J. Eleuterio Gonzélez de la Facultad de
Medicina de la U.A.N.L. y en el Hospital de Especialidades No. 25 del Centro
Médico del Noreste Siglo XXI del IMSS, y dado que ambos hospitales son
hospitales regionales, podemos decir que las muestras recolectadas son

representativas de la region. Del total de muestras recolectadas (101)

encontramos una predominancia para el sexo masculino, abarcando el 63.4%
de las muestras mientras que el sexo femeninc comprendié el 36.6% restante.

La edad en que oscila la presencia de esta neoplasia de acuerdo al.

sexo va desde los 17 hasta los 87 ainos para las mujeres, y de 7 hasta los 92
anos para |os varones.

En cuanto a la porcién anatdomica mas afectada, el 64.3% de los
tumores provinieron del colon, mientras que el recto presenté tumores en el
35.7% de los pacientes.

Estandarizamos la técnica de PCR seguida por cortes con enzimas de
restriccibn diagndésticas la cual nos permitié detectar casi el todas las
mutaciones, ya que soélo dos muestras se tuvieron que secuenciar.

En cuanto al diagnéstico histopatologico mas frecuente, fue el de
adenocarcinoma, al cual le correspondid el 58.4% del total de diagnoésticos,
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siendo de nuevo mayormente afectado el colon. Para los adenomas
correspandié el 28.7%, también siendo mayormente afectado el colon. Y por

Ultimo, el 12.9% restante lo abarcé el diagndstico de pélipo benigno afectando

principalmente al colon; de estos 13 pélipos, 8 son hiperplasicos, los cuales
son considerados como polipos con un alto potencial de malignidad.

Quiza con todos estos datos no podamos hacer que las estadisticas de
nuestro pais sean mas confiables, pero al menos nos podeiﬁos dar una idea
de lo que sucede en nuestra localidad y extrapolar nuestros hallazgos a la
region. '

En cuanto al andlisis molecular, los resultados nos arrojan que existe
un 38% de mutaciones en ios codones 12 y 13 del oncogen k-ras. Esto
concuerda con estudios anteriores que autores como Bos y cols. (12) y
Vogelstein y cols. (14) habian realizado ya, en los cuales las mutaciones en el
gen k-ras ocurren en alrededor de un tercio de las neoplasias colorrectales,
incluyendo el codon 61 (1% de las mutaciones). Delatire y cols.(16), Scott y
cols. (29) y Forrester y cols.(13) reportaron que las mutaciones puntuales del
oncogen K-ras ocurren en un 40% de los casos en CCR. Estos resultados
difieren un poco de lo descrito por Moerkak y cols., ya que ellos reportan un
53% de mutaciones en el oncogen k-ras, incluyendo al codén 61 (1.3% de las
mutaciones). Del 38% de mutaciones encontradas por nosotros un 53%
corresponden a mutaciones en el codon 12, siendo nuestro hallazgo diferente
a lo descrito en la literatura, donde existe una alta incidencia de mutaciones
en el codon 12 (13,21). La mutacion mas frecuentemente encontrada fue la
sustitucion de glicina por aspartico en el codén 13, seguida por la de aspartico
en el codon 12. Aqui nuestros resultados difieren a lo descrito anteriormente
ya que la mutacion mas frecuente en otros estudios es la de aspartico en el
coddn 12 (13, 27).

No se encontrd una correlacidn aparente entre la presencia de
mutaciones en K-ras y la edad de los pacientes, localizacion anatémica de las
neoplasias y el grado de invasion del tumor. Pero se encontré que la
presencia de mutaciones en adenomas es mucho mayor que en carcinomas.
Esto concuerda con la mayoria de los laboratorios que investigan la genética

molecular del CCR, pues éstos estan de acuerdo de que las mutaciones en -

39



Ras son menos frecuentes en los carcinomas que en los adenomas (14,27 y
28). Con esto también corroboramos que no todos los adenomas se
transforman en adenocarcinomas, ya que se cree que los adenomas que
presentan mutaciones en K-ras tienen un mejor prondstico, debido a que se
piensa que K-ras no esta involucrado en la malignidad del tumor, sino mas
bien en el crecimiento de los adenomas(27, 28).

También se encontré diferencia significativa entre ia presencia de
mutaciones y las diferentes clases de adenomas (tubular, velloso y mixto),
encontrandose mayor numero de mutaciones en el vellosos (6 de 7), lo que se
asemeja a lo encontrado por Forrester y cols., quienes reportaron 7 de 8
adenomas vellosos (13).

En el tejido de transicion se encontré un 23% de mutaciones
semejante a lo anteriormente reportado (27). De las 5 mutaciones
encontradas 4 mutaciones fueron las mismas presentes en los tumores, por lo
que suponemos que estas mutaciones provienen de la misma linea celular
mutada y éstas pueden detectarse en tejido aparentemente normal por
histologia. El otro paciente que presenté mutacién en el tejido de transicion y
esta se detectd por secuenciacion su tejidc normal no presentd ninguna
mutacién La otra mutacion fue la detectada por secuenciacidn y en ésta el
tejido tumoral no presentaba ninguna mutacién, lo que nos hace suponer que
esta mutacion es una nueva mutacion iniciada por otro proceso diferente al
que propicio el tumaor.



CAPITULO 5

CONCLUSIONES

Los hallazgos del presente trabajo, nos permiten llegar a las siguientes
conclusiones:

1. Se establecié un banco de DNA gendémico de pacientes con neoplasias
epiteliales colorrectales.

2. Se implemento la técnica de RFLP’'s para la deteccion de mutaciones-

presentes en los codones 12 y 13 del oncogen K-ras.

3. Se infirid a través del andlisis de una muestra de nuestra poblacién local la
frecuencia y tipo de mutaciones en los codones 12 y 13 del oncogen k-ras en
neoplasias epiteliales colorrectales.

4. La frecuencia de mutaciones encontrada en la muestra de nuestra
poblacion es muy semejante a lo reportade con anterioridad en poblaciones
sajona y japonesa.
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CAPITULO 6

PERSPECTIVAS

Analizando el trabajo en su conjunto, sus hallazgos, alcances y sus.

contribuciones tanto metodologicas como de caracter epidemioldgico a nivel
molecular, podemos plantear las siguientes perspectivas:

1. El contar con el banco de DNA gendmico de los pacientes nos permitira
ampliar el estudio a otros genes involucrados en la etiologia de neoplasias
epiteliales colorreclales, con la idea de valorar la utilidad que cada uno de
estos marcadores puede aporiar a la deteccion oportuna de estas neoplasias.

2. Conociendo el perfil de mutaciones de los distintos marcadores en nuestra
poblacién, y ya que existen reportes de deteccion de mutaciones en el
oncogen k-ras en muestras de heces, podria utilizarse este método como una
prueba de deteccion oportunas no invasiva.
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NUamero de muestra
Datos generales

No. de registro

Nombre

ANEXO

Fecha

Hospital 1.H.U. 2.Metro. 3Muguerza. 4.Sn. José. §.0tros (especificar)

Servicio 1.Gastroenterologia 2.Cirugia 3.Patologia 4-.0&68.

No. de expediente

Fecha de Nacimiento

Edad Sexo

Estado civil 1.Soltero, 2.Casado, 3. Viudo, 4.Unién libre

4.Autoinmunes {especificar)

QOcupacién Escolaridad

Direccion

Teléfono

Patologia crdonica no neoplasica

1.Diabetes 5.Cardiopatia isquémica
2 Hipertension arterial 6.Infecciones (especificar)
3.0Obesidad 7. ofras (especificar)

Sitio

Diagnéstico

[ Patologia previa neoplasica, benigna y maligna

Fecha

—

2
3
—

1
Patologia previa intestinal

Duracién (anos)

1. Estreitimiento crénico
2. Colon irritable
3. CucCl

4. lleitis
5. Otros (especificar)




Sintomatologia asociada a padecimiento actual
Duracién (anos)

1. Estréfiimiento 6. Tenesmo

2. Diarrea 7. Pujo

3. Diarrea/estreiimiento 8. Dolor abdominal
4, Sangre en heces 9. Meteorismo

5. Sangrado transrectal 10. Otros {especificar)
[ Datos del tumor

Dx. histologico

Tipo macroscépico

Diametro maximo

Localizacion

Grado de
invasion

Tratamiento quirirgico

Tipo Fecha Diagnostico

1.
2.
3.

Tratamiento Postoperatorio

Evolucion

Fecha Edo. clinico/diagnéstico




Historia Familiar

Nombre Parentesco tipo tumor/sitio

edad al dx

edad al morir
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