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1. RESUMEN

El cancer colorrectal (CCR) es una neoplasia que presenta altas tasas de
incidencia en la poblaciéon mundial. En Colombia, es el cuarto tipo de cancer mas
frecuente y el tercero en mortalidad para ambos sexos. Diversas vias moleculares
estan involucradas en el desarrollo del CCR esporadico como la inestabilidad
cromosoOmica, la inestabilidad microsatelital y la epigenética. El modelo de Fearon
y Vogelstein en 1990, describe la carcinogénesis del CCR en multiples pasos, por
la acumulacion de mutaciones en los genes APC, KRAS, TP53, entre otros, que
promueven la transformacion del epitelio normal hasta carcinoma. El objetivo de
este estudio fue realizar una caracterizacion molecular en 44 individuos con CCR,
de las principales vias de la carcinogénesis mediante diferentes técnicas de
biologia molecular. Se encontré una frecuencia de mutacion para el gen APC del
18,1%, KRAS del 25% y TP53 del 4,5%. También se identificaron varios
polimorfismos con alta frecuencia, el mas comun fue el T1493T localizado en el
gen APC. Por otra parte, se determind la frecuencia de MSI del 27,2% vy alta
frecuencia de metilacion del promotor del gen MHL1 del 73,1%. El 91,6% de los
casos con MSI tenian el gen MLH1 metilado. En el gen BRAF no se identificaron
mutaciones. En conclusion, mediante diferentes técnicas de biologia molecular se
logré caracterizar 44 individuos diagnosticados con CCR, este es el primer estudio
en Colombia que informa las frecuencias de las alteraciones moleculares en las
principales vias de la carcinogénesis CCR. En los pacientes con CCR evaluados
la alteracién molecular mas comun fue la metilacion del gen MLH1. Ademas, se
encontré una frecuencia de mutaciones particular en los genes APC, KRAS, TP53
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y BRAF. En estos pacientes se demostré que tenian alteraciones en las vias
moleculares de la CIN, MSI y la epigenética. Los hallazgos obtenidos en este
estudio confirman la heterogeneidad molecular que se presenta en el desarrollo

del CCR.

Palabras Clave: Cancer colorrectal, mutacion, polimorfismo, APC, KRAS, TP53

BRAF, heterogeneidad genética, inestabilidad microsatelital, MLH1, metilacién.
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2. ABSTRACT

Colorectal cancer (CRC) is a neoplasm with high incidence rates in the world
population. In Colombia, CRC it is the fourth most frequent type of cancer and the
third in mortality for both sexes. Several molecular pathways are involved in the
development of sporadic CRC, such as chromosomal instability, microsatellite
instability and pathway epigenetic. Fearon and Vogelstein model in 1990 described
the carcinogenesis of CRC in multiple steps, by the accumulation of mutations in
APC, KRAS, TP53 genes, which promote the transformation from normal
epithelium to carcinoma. The aim of this study was to perform molecular
characterization, in 44 individuals with CRC, of the main pathways of
carcinogenesis using diverse molecular techniques. APC mutation frequency was
18.1%, KRAS and TP53 were mutated in 25% and 4.5% respectively. Several
polymorphisms were also identificated with a high frequency, the most common
was T1493T located in APC gene. On the other hand, MSI frequency was 27.2%
and high methylation frequency of the promoter of MHL1 gene was 73.1%. 91.6%
of MSI cases had methylated MLH1 gene. No mutations were identified
in BRAF gene. In conclusion, different molecular biology techniques were used to
characterize 44 patients diagnosed with CRC. This is the first study in Colombia to
report the frequencies of molecular alterations in the main pathways of CRC
carcinogenesis. The most common molecular alteration in evaluated patients with
CRC was the methylation of MLH1 gene. In addition, a particular mutations
frequency were found in APC, KRAS, TP53 and BRAF genes. In these patients

were demostrated that they had alterations in the molecular pathways of CIN, MSI
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and epigenetic. The findings obtained in this study confirm the molecular

heterogeneity that occurs in the development of CRC.

Key words: Colorectal cancer, mutation, polymorphism, APC, KRAS, TP53,

BRAF, genetic heterogeneity, microsatellite instability, MLH1, methylation.
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3. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El CCR es considerado un problema de salud publica global debido a las altas
tasas de incidencia y mortalidad que presenta. En el mundo, el CCR es el tercer
cancer mas frecuente y el cuarto en mortalidad, la situacion es alarmante en
paises en via de desarrollo, donde las tasas de incidencia y mortalidad presentan

una tendencia al aumento (1).

En Colombia, el CCR es el cuarto en incidencia y el tercero en mortalidad en
ambos géneros, es mas frecuente en hombres que en mujeres, con 2632 casos
nuevos en mujeres y 3031 en hombres. Sin embargo, presenta una mortalidad
anual un poco mayor en mujeres, causando la muerte en 1727 casos y en 1480
hombres (2). En los ultimos afos, las tasas de incidencia y mortalidad del CCR en

Colombia han aumentado (3).

Un estudio realizado por el grupo Genética Médica de la Universidad de Antioquia,
se reportd una frecuencia de CCR del 20% en una poblacion menor de 40 afos,
proveniente de los departamentos de Antioquia y Huila; esta cifra es alta y casi el

doble de lo informado para este grupo de edad (4).

En Colombia son limitados los programas de prevencién en céncer, asi como
también, el acceso oportuno, calidad de diagnéstico y tratamientos en el sistema
de salud; por lo anterior, la mayoria de los pacientes con CCR son detectados en
estadios avanzados y en consecuencia la supervivencia de estos pacientes

disminuye (5).
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Por lo anterior, en Colombia es de gran importancia la implementacién de técnicas
de tamizaje, diagnostico y clasificacion molecular del CCR, con el fin de brindar la
oportunidad a los pacientes de tener un diagndéstico preciso y oportuno; asi como
también, tener la posibilidad de aumentar la eficacia de terapias dirigidas a

blancos moleculares, y lograr aumentar la tasa de sobrevida de estos pacientes

5).

Por otra parte, el cancer es una enfermedad con mecanismos moleculares
heterogéneos. Se caracteriza principalmente por dafios en el ADN que permiten la
acumulacion de diversas alteraciones en genes supresores de tumor (GST) y
oncogenes, los cuales tienen una funciéon fundamental en el inicio y progresién del
cancer (6). Uno de los modelos de carcinogénesis mejor estudiados es el del
CCR, ya que se ha logrado identificar cada uno de los cambios histopatoldgicos
durante la transformacion de la mucosa normal hacia carcinoma, lo que facilita el
estudio de las alteraciones moleculares que se encuentran al inicio, desarrollo y
progresion del CCR. Adicionalmente, varias de las alteraciones moleculares que
se encuentran en el desarrollo del CCR tienen una valiosa utilidad para el
diagnéstico genético, prondstico y la respuesta a determinadas terapias de la

enfermedad (7).

Mutaciones en los genes APC, KRAS, TP53 y BRAF, asi como, las alteraciones
en los genes del sistema de reparacibon MMR (mismatch repair system) y las
modificaciones epigenéticas, son algunos de los cambios moleculares mas
comunes en el desarrollo del CCR y son esenciales durante la transformacion de

las células normales hacia carcinoma; por esta razon la deteccion vy

(14]



caracterizacion molecular de los pacientes con CCR es de gran importancia,
debido a que permitiria correlacionarlas con las caracteristicas clinico-patolégicas,

orientar determinados tratamientos y conocer el prondstico de la enfermedad (7).

En Colombia, en el departamento de Antioquia, el grupo de Genética Médica
dentro de la linea de investigacion en tumores solidos, viene desarrollando desde
hace mas de una década diferentes proyectos sobre la caracterizaciébn genética
del cancer gastrointestinal, y con este estudio busca dar continuidad a esta linea,
con el analisis molecular de las principales vias genéticas relacionadas con el
desarrollo del CCR como son: analisis de mutaciones en genes de la via clasica,
analisis de inestabilidad microsatelital en la via mutadora y la via epigenética, con
el fin de tener una mejor caracterizacion molecular de este cancer en nuestra
poblacion; por consiguiente, este trabajo pretende complementar estudios previos
y proporcionar metodologias moleculares que podran ser utilizadas con diferentes
propositos, principalmente en la caracterizacibn de tumores colorrectales en

nuestro medio.

En el presente trabajo se formularon las siguientes preguntas:

1. ¢Cudl es la frecuencia de mutacion del gen APC en el exdn 15; KRAS en los
exones 2y 3y TP53 en los exones 5 al 8 en los pacientes con CCR a estudiar?

2. ¢ Cudles son los tipos de mutaciones mas frecuentes en estos genes?

3. ¢Qué tan frecuente es la mutaciéon V60OE en el exén 15 del gen BRAF en los

tumores analizados?
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4. ¢ Existen diferencias entre las frecuencias y tipo de mutaciones en los genes
analizados, con las informadas en otras poblaciones y en estudios anteriores?

5. ¢ Cual es la frecuencia de inestabilidad microsatelital en las muestras de CCR a
evaluar?

6. ¢Existen diferencias entre la frecuencia de Inestabilidad microsatelital de las
muestras analizadas con las informadas en otras poblaciones?

7. ¢ Cudl es la frecuencia de la metilacion del gen MLH1 en las muestras de CCR

analizados?
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4. JUSTIFICACION

El CCR es una enfermedad con alta tasa de incidencia en nuestro pais y con
mortalidad en aumento; la mayoria de los casos se diagnostica en estadios
avanzados de la enfermedad (2). La sobrevida a cinco afios de los pacientes con
CCR oscila entre el 40 y 50%; este porcentaje aumenta de acuerdo con el estadio

en que se detecte el cancer, tipo de tratamiento y respuesta del paciente (8).

El CCR es una enfermedad heterogénea en el campo de la biologia molecular
como se indica en el atlas del genoma del cancer, en el que se incluye una amplia
variedad de alteraciones genéticas como aneuploidias, inserciones, deleciones,
mutaciones puntuales y epigenéticas, las cuales son responsables de la

inestabilidad del genoma y por consiguiente del desarrollo y la progresion del CCR

(7).

Adicionalmente, factores externos relacionados con el estilo de vida, como la
dieta, el consumo de tabaco y alcohol, acompafiados de una baja actividad fisica,
son factores que predisponen al desarrollo del CCR; de igual manera, factores no
modificables, como la composicién genética del individuo y las alteraciones
epigenéticas, son factores que se relacionan con el riesgo de desarrollar este tipo

de cancer (9).

Debido a las altas tasas de incidencia y mortalidad del CCR en Colombia, sumado

a la variabilidad genética de esta poblacion y la heterogeneidad tumoral, es de
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gran importancia realizar estudios genéticos y moleculares en nuestra poblacién
para caracterizar mutaciones, polimorfismos y otras alteraciones comunes en las
vias asociadas con el desarrollo del CCR; determinar sus frecuencias, y comparar
los resultados con los informados en otras poblaciones y estudios previos. Cabe
anotar que en nuestro pais hasta el presente son pocos los estudios genéticos en
individuos con CCR que se han realizado y por tanto, se desconoce en detalle

cuales genes y vias moleculares estan alteradas frecuentemente.

De acuerdo con lo anterior, este trabajo aporta conocimientos basicos sobre la
genética del CCR y complementard hallazgos de estudios en nuestra poblacion.
Por otra parte, se implementaran metodologias que permitirdn caracterizar varias
de las alteraciones genéticas relacionadas con el desarrollo de CCR en Colombia,
lo que aumenta la posibilidad de establecer técnicas de diagnéstico y tamizaje
molecular Utiles en la deteccion temprana de este cancer en los casos
esporadicos; asi como también, en los casos hereditarios con alto riesgo de
desarrollar este tipo de cancer. Adicionalmente, este tipo de estudio permitiria la
implementacién de programas de asesoramiento genético en familias con
sindromes de tipo hereditario, con el objetivo de brindarles un diagnéstico
molecular de mayor precision que permita identificar los individuos que tienen
mayor riesgo de desarrollar la enfermedad antes del inicio y de las
manifestaciones clinicas, sumado al establecimiento de estrategias de

seguimiento y monitoreo para la deteccion precoz del CCR.
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Por dltimo, la caracterizacion molecular del CCR es de gran ayuda para los
cirujanos y oncélogos, ya que les proporciona informacion importante acerca del
pronéstico y la respuesta de los pacientes a determinados tratamientos,
orientandolos a seleccionar la terapia mas eficaz para cada individuo y de esta
manera se podria aumentar la tasa de supervivencia de los pacientes con CCR en

nuestro medio.
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5. MARCO TEORICO

El CCR es considerado un problema de salud publica en el mundo, porque es una
de las principales causas de muerte en paises industrializados (10,11); es el tercer
cancer mas frecuente con una tasa de incidencia ajustada por edad de
17.2/100.000 habitantes afio; es mas frecuente en hombres que en mujeres, con

746000 y 614000 casos respectivamente (2, 3,11).

La variaciéon de la incidencia de acuerdo con la distribucién geografica es similar
para ambos sexos. Aproximadamente, el 55% de los casos de CCR ocurre en
paises desarrollados. Las tasas de incidencia mas altas se encuentran en
Australia y Nueva Zelanda en hombres y mujeres de 44.8 y 32.3 por 100.000
habitantes afio respectivamente. Algunos paises de Europa, asi como, Estados

Unidos, también presentan altas tasas de incidencia (2, 3,11).

Por otra parte, paises de Africa Occidental, presentan las tasas mas baja de
incidencia, con 4.5 y 3.8 por 100.000 habitantes afo para hombres y mujeres
respectivamente. Asi mismo, paises del sur y centro de Asia también presentan
bajas tasas. Estas diferencias geograficas son atribuibles a diferentes factores

ambientales, la dieta y el estilo de vida de cada poblacion (2, 3,11).

En cuanto a la mortalidad, se puede afirmar que el CCR es el cuarto cancer de
mayor mortalidad en el mundo para ambos sexos, con una tasa ajustada por edad
de 8.4 por 100.000 habitantes afio; mas del 52% de las muertes por este cancer
ocurre en paises menos desarrollados. La tasa de mortalidad mas alta se

observan en Europa central y oriental, con 20.3 y 11.7 por 100.000 habitantes afio
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para hombres y mujeres respectivamente. Por otra parte, las tasas de mortalidad
mas bajas para hombres y mujeres se encuentran en paises de Africa occidental
con 3.5 y 3.0 por 100.000 habitantes afio respectivamente. En paises
desarrollados, la mortalidad ha disminuido progresivamente, posiblemente por

una mayor disponibilidad de técnicas para la deteccion precoz (2, 3,11).

En Colombia, segun datos de GLOBOCAN 2012, el CCR es el cuarto cancer mas
frecuente para ambos sexos, con una tasa de incidencia ajustada por edad de
12.9 por 100.000 habitantes afio. Por otra parte, es el tercero en mortalidad con

una tasa ajustada por edad de 7.2 por 100.000 habitantes afio para ambos sexos

).

En nuestro pais el CCR presenta mayor incidencia en: Antioquia, Caldas, Quindio,
Risaralda, Cundinamarca y Santander y es menos frecuente en: Atlantico, Bolivar,
Magdalena, Guajira y Choco. En cuanto a la mortalidad, se puede afirmar que
presenta una mayor tasa de mortalidad en: Caldas, Quindio, Risaralda y

Cundinamarca; y baja tasa en Choc6, Amazonas y la Guajira (12,13).

5.1 FACTORES DE RIESGO DEL CCR

Diversos factores se asocian con el riesgo de desarrollar esta enfermedad.
Algunos factores son modificables, tales como la dieta, la obesidad, el
sedentarismo, el consumo de cigarrillo y de alcohol (14,17). En el afio 2015, la
Organizacion Mundial de la Salud (OMS) informd, que el consumo de 50 gr de

carnes frias o procesados (salchicha, jamén, carne en conserva, embutidos)
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aumenta hasta en un 18% el riesgo para desarrollar CCR (15,18). Por el contrario,
se informa que una dieta rica en fibra (hortalizas, cereales integrales y frutas),

vegetales y &cido félico tiene un efecto protector (16,19).

De otro lado, algunos factores no son modificables y son propios de cada
individuo, condiciones hereditarias por mutaciones germinales en algunos genes
de reparacion como en el sindrome de Lynch o la poliposis adenomatosa familiar,
el componente étnico, y la diabetes tipo 2 son factores de riesgo que favorecen el

desarrollo del CCR (19).

Aunque el CCR se presenta en algunas personas jovenes (< 50 afos),
especificamente en aquellos individuos que tienen predisposicion hereditaria, la
mayoria de los casos son de tipo esporadico y ocurre después de los 50 afios, en
los que se diagnostica el 90% de los casos nuevos y se reporta el 94% de las
muertes asociadas con este tipo de cancer. El tamizaje genético de personas con
alto riesgo cercanas a los =250 afios de edad, proporciona la oportunidad de

detectar a tiempo la enfermedad (19,20).

5.2 BASES MOLECULARES DEL CANCER COLORECTAL

El CCR es una enfermedad heterogénea porque se origina por diferentes
alteraciones genéticas Yy epigenéticas, que estan involucradas con el inicio y
desarrollo de esta (21). Dichas alteraciones afectan la expresion de multiples

genes, promoviendo la trasformacién de la mucosa normal hacia un polipo
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benigno, el cual progresa hacia adenoma temprano, luego intermedio, hasta

avanzar a un adenocarcinoma (21).

Cerca del 80% de los casos ocurren de forma esporadica (22), el porcentaje
restante (20%) son de tipo familiar; dentro de estos estan los que presentan un
patrén de herencia autosémico dominante; los cuales ocurren por mutaciones
germinales en el gen APC que causa la poliposis adenomatosa familiar (por sus
siglas en ingles FAP “familial adenomatous poliposis”) y en los genes del sistema
de reparacién de bases mal apareadas MMR (mismatch repair) como son MLH1,
MSH2 y MSH6 que originan el cancer colorrectal no polipésico (HNPCC

“hereditary nonpolyposis colorectal cancer”) o sindrome de Lynch (23,24).

Por otro lado, se conocen diferentes vias moleculares para el desarrollo del CCR
esporadico. Inicialmente, se propuso el modelo clasico de progresion de adenoma
hacia carcinoma por Fearon y Vogelstein (25); el cual se denomina la via
tradicional o supresora e involucra la inactivacion de los GST APC, TP53, SMAD
y DCC y mutaciones en los oncogenes KRAS y BRAF (25). La segunda via se
denomina mutadora, se relaciona con mutaciones en los genes del sistema MMR,
principalmente MLH1 y MSH2, que inducen la inestabilidad microsatelital (MSI,
Microsatellite Instability) en las células tumorales (26). Otra via implicada es la
epigenética, que consiste en la inactivacion de la expresion génica por la

metilacién de la regién promotora de determinados genes (27).

A continuacion se describen las principales vias moleculares involucradas en el

inicio y desarrollo del CCR esporadico.
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5.2.1 Viade lainestabilidad cromosémica (CIN “Chromosomal Instability™)

También denominada tradicional o via supresora. Es el tipo de inestabilidad
genodmica mas comun en los casos de CCR esporadico y se presenta en el 85%
de los casos. Esta via se caracteriza por la acumulacion de alteraciones
cromosOmicas numéricas Yy estructurales como aneuploidias, deleciones,
translocaciones, perdida de heterocigosidad (LOH “loss of heterozygosity”); asi
como también, de mutaciones en GST APC, TP53 y DCC, y protooncogenes como

KRAS, BRAF y SMAD (28,29).

La CIN es la base del modelo clasico del desarrollo de cancer CCR propuesto por
Fearon y Vogelstein en los afios 90, denominado adenoma-carcinoma. En este
modelo la transformacion se inicia por mutaciones en el gen APC y ocurre
simultdneamente con la perdida alélica en las regiones cromosoémicas 5p, 18q y
17p; lo que conduce a la formacion de un adenoma benigno; posteriormente,
ocurre una mutacion en el gen KRAS, lo que confiere la ventaja de proliferar a las
células y causa la transformaciéon hacia un adenoma intermedio; luego, se
presentan mutaciones en genes como SMAD, DCC y TP53, para transformarse

finalmente en un carcinoma (Figura 1) (28,30).
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Figura 1. Modelo clasico de la carcinogénesis colorrectal. Secuencia del
modelo genético propuesto por Fearon y Vogelstein (25). La mucosa normal del
colon se transforma por la acumulacion de diversas alteraciones genéticas en un

carcinoma.

Se describe a continuacién los principales genes involucrados en la via CIN:

e APC

APC (Adenomatous Poliposis Coli) es un GST localizado en la region 5g921-g22,
la inactivacién de este es una de las principales alteraciones moleculares iniciales
en el desarrollo del CCR y por tanto de la transformacion en la secuencia
adenoma- carcinoma. Posee 15 exones y codifica la proteina APC de 312 KD, que
contiene 2842 aminoé&cidos (31). El exon 15 representa el 75% de la region
codificante de APC y en el que se encuentran con mayor frecuencia mutaciones,

incluidas las somaticas y germinales (32).

(25]



La proteina es multifuncional con varios dominios que interactuar con otras como
GSK3B, CSNK1A1, Kap3, MCAK, microtubulos MT; de esta forma, APC participa
en procesos celulares importantes como: la via de sefalizacion Wnt/3-catenina,
adhesion intracelular, estabilizacién del citoesqueleto, regulaciéon del ciclo celular y

apoptosis (33).

Aproximadamente el 90% de las mutaciones identificadas en este gen ocurren en
una region ubicada entre los codones 1286 y 1513 del exdén 15 denominada
“‘mutation clustal regién” (MCR), las cuales originan una proteina truncada (34).
Las mutaciones sométicas son comunes en el 70% de los casos de CCR
esporadicos; mientras que, en el 90% de los casos de FAP, se presentan

mutaciones germinales (32,34).

En condiciones normales, APC forma un complejo con GSK33, CSNK1A1 y axina,
gue se unen Yy fosforilan residuos especificos de serina y treonina de la -
catenina; esta proteina fosforilada es un blanco para la ubiquitinacion por la E3
ubiquitina ligasa B-TrCP; posteriormente la p-catenina fosforilada es degrada via

proteosoma (35,36).

La pérdida de funcion del gen APC produce la acumulacion de la B-catenina en el
citoplasma, se transloca al nucleo y se acopla al factor de transcripcion TCF-LEF,
activando la transcripcion de genes como ¢c-MYC, CCND1 ciclina D1 y CRD-BP;

de esta manera, se estimula el crecimiento y proliferacion celular (35,36).

El gen APC es considerado un biomarcador para la deteccién temprana del CCR,

por tal razén, el tamizaje de mutaciones suministra informacion de importancia
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clinica, util para el diagnéstico de FAP; mientras que en los casos esporadicos,
aungque no se encuentra asociacion entre alteraciones en este gen y respuesta a
determinado tratamiento, algunas mutaciones no sinénimas y SNPs proporcionan

informacion sobre un mayor riesgo de desarrollar cancer (37).

e KRAS

El gen KRAS es un proto-oncogén que pertenece a la familia RAS (KRAS, NRAS y
HRAS); codifica una proteina de 21KD, estd ubicado en la regién cromosdmica
12p 12.1; posee seis exones, presenta dos variantes KRAS4A y KRAS4B, de 188
y 189 aminoacidos respectivamente. La proteina es una GTPasa que actia como
interruptor molecular y su principal funcién es participar en la transduccion de

sefales extracelulares (38).

KRAS es un componente importante de la via de sefalizacion intracelular del
receptor del factor de crecimiento epidérmico (EGFR “epidermal growth factor
receptor”). El estimulo del EGFR fosforila los dominios tirosina-quinasa ubicados
en la region intracelular de este receptor, que a su vez, promueve la activacion de
los factores de intercambio de guanina (GEFs “guanine nucleotide exchange
factor”) y como consecuencia KRAS pasa desde su forma inactiva unidad a GDP,
hacia un estado activo, en el cual se une a GTP, que inicia una cascada de
sefalizacion que regula funciones celulares claves como regulacion del ciclo

celular, proliferacién, diferenciacion y apoptosis (38,39).

Este gen se encuentra mutado en una amplia variedad de tumores como:

pancreas (40), pulmoén (41) y tiroides (42). En el CCR KRAS se encuentra mutado
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entre el 13% y 40% de los casos esporadicos. Las mutaciones somaticas
identificadas ocurren en su mayoria en el exén 2, especificamente en los codones
12 y 13; mientras que en el exdn 3 se encuentra el codén 61 donde se reporta
baja frecuencia. Las mutaciones que ocurren en los codones 12, 13 y 61 afectan
aminoacidos que intervienen en el intercambio GDP-GTP, como consecuencia el
gen gueda activado de manera constitutiva afectando las vias de sefalizacién de
MAPK (“Mitogen Activated Protein Kinases”) y PI3K (“fosfatidilinositol-3-kinasa”)

(43,44).

El gen KRAS es considerado un biomarcador importante para predecir la
respuesta para algunos tratamientos antineoplasicos; en la terapia para el CCR se
recomienda el uso de anticuerpos monoclonales como panitumumab o cetuximab,
los cuales tienen la capacidad de bloquear la activacion del EGFR en las células
cancerosas. De esta manera, los pacientes con CCR metastasico (CCRm) que
tienen mutado el KRAS no responderan a este tipo de terapia y tienen un mal
prondstico; mientras que, los pacientes sin mutaciones en KRAS tienen una mejor
respuesta. Por esta razdn, la deteccibn de mutaciones en KRAS tiene gran
importancia como biomarcador predictivo en la seleccion de terapias mas eficaces;
debido a esta utilidad clinica a todos los pacientes con diagnostico de CCRm se

les recomienda realizar la prueba molecular de KRAS (43,44).

e Gen BRAF

El gen BRAF es un proto-oncogén, se ubica en la region 7q34, posee 18 exones y
codifica para proteina del mismo nombre con un peso molecular entre 75 a 100
KDa. Perteneciente a la familia de proteinas treonina quinasa RAF (A-RAF, B-RAF
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y C-BRAF) Esta proteina cumple una funcién importante en la transduccién de
sefales intracelulares, ya que participa en la via de sefializacion de las MAPK
guinasas (RAS-RAF-MEK-ERK), siendo BRAF el activador mas importante de esta

cascada de sefializacion (45,46).

Una vez KRAS es activado mediante un estimulo extracelular recibido en un
receptor de la membrana celular, la proteina KRAS captura a la proteina BRAF del
citoplasma a la membrana celular, con ayuda de proteinas adaptadoras, luego
KRAS fosforila los residuos T599 y el S602 de BRAF que lo activan;
posteriormente este ultimo fosforila y activa MEK1/2 los cuales a su vez fosforilan
y activan ERK1 y ERK2, que activan factores de transcripcidbn que regulan
procesos celulares claves como: la proliferacion celular, diferenciacion y

crecimiento (46,47).

Este gen se encuentra mutado en tumores como: tiroides (48), melanoma (49),
prostata (50) y pulmén (51); en CCR se reporta mutaciones en cerca del 5% de los
casos esporadicos. Las principales mutaciones en BRAF se localizan en los
exones 11 y 15; particularmente la mutacion V600E en el exon 15, es la mas
frecuente y se encuentra en el 90% de los casos; esta es una mutacién no
sinbnima, que produce la sustitucion del aminoacido valina por acido glutamico en
el codon 600, como consecuencia la via de sefalizacibn MAPK se activa

constitutivamente (45).

Similar a lo informado en KRAS, la deteccidon de la mutacion V600OE en BRAF es

importante para predecir la respuesta a terapias con anticuerpos monoclonales
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contra el EGFR, por que los pacientes que tienen tumores con esta mutacién no

responden a este tipo de tratamiento (47).

Por otra parte, en los casos de CCR las mutaciones en BRAF son excluyentes de
mutaciones en KRAS, debido a que se encuentran en la misma via de
sefalizacion. Adicionalmente, se ha informado que se encuentran con mayor
frecuencia en mujeres con tumores ubicados en el colon ascendente, que exhiben

inestabilidad microsatelital; y tienen mal prondstico (45-47).

e TPS53

El gen TP53, es un GST, que se ubica en la region 17p13, contiene 11 exones, los
exones 1y 11 no codifican; los otros codifican la proteina p53 de 53KD, que posee
393 aminoacidos. Esta proteina se une formando un tetramero, que actia como
factor de transcripcion, regulando la expresion de diversos genes en respuesta al
estrés celular. p53 tiene varias funciones como son la regulacién del ciclo celular,

apoptosis, reparacion, senescencia, angiogénesis y diferenciacion celular (52,53).

Por otra parte, TP53 se encuentra alterado aproximadamente en el 50% de todos
los tipos de tumores malignos, como los de ovario, cabeza y cuello, mama,
tiroides, estdbmago y colorrectal, entre otros. De las mutaciones identificadas cerca
del 93% se encuentran en el dominio de unién al ADN, entre los exones 5-8 que
codifican los codones 130 al 286. Estas mutaciones se asocian con estadios
avanzados. En CCR la frecuencia de mutacion de TP53 varia desde el 34 % en
colon ascendente al 45% en colon descendente, los codones 175, 245, 248, 273y

282 son considerados puntos calientes de mutaciones (54,55).
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En cuanto a la asociacion de mutaciones en TP53 y el prondstico de los pacientes
con CCR, se ha encontrado que las mutaciones se asocian con invasion a
ganglios linfaticos regionales, presentan resistencia a la quimioterapia y tienen un

mal prondstico (54,55).

5.2.2 Via de la Inestabilidad Microsatelital (MSI)

Esta via, también conocida como mutadora, se relaciona con la inactivacion o
defectos en los genes MMR (“Mismatch repair”) que esta conformado por: hMLH1,
hMLH3, hMSH2, hMSH3, hMSH6, hPMS1 y hPMS2. Estos genes actian en la
fase S del ciclo celular reparando el apareamiento erréneo de bases 0 en
respuesta al deslizamiento de la polimerasa en secuencias altamente repetitivas.
Los defectos en estos genes conducen a la aparicion de mutaciones puntuales,
inserciones o deleciones que cambian el marco de lectura, produciendo un codon

de parada prematuro, que genera una proteina no funcional (56).

Por otra parte, los microsatélites son secuencias de ADN altamente repetitivas
gue varian de uno a seis nucleétidos de longitud, se encuentran distribuidos por
todo el genoma y son propensos a mutaciones, inserciones o deleciones durante
la replicacion del ADN. Por lo anterior, la inestabilidad microsatelital (MSI) se

define como el cambio en la longitud de las secuencias microsatelitales (56).

En CCR esporadico la MSI se presenta en cerca del 20% de los individuos y se
relaciona con el silenciamiento del gen MLH1 por la metilacién de la region

promotora. En individuos con CCR hereditario como el sindrome de Lynch, la MSI
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se observa en el 90% de los casos y ocurre como producto de mutaciones

germinales en los genes de reparacion MLH1 y MSH2 (58).

El analisis de la MSI se lleva acabo comparado los perfiles alélicos generados
mediante la amplificacion de marcadores tipo STRs (short tandem repeat) a partir
de ADN tumoral y normal del mismo individuo. La variacion o aparicion de nuevos
alelos en la muestra tumoral, que no se observen en el perfil alélico de su

contraparte normal, indica un estado de inestabilidad microsatelital (58).

Diversos paneles de microsatélites STRs se han empleado para el analisis de la
MSI en el CCR. El panel de Bethesda establecido en 1997 fue uno de los primeros
y comunmente utilizado hasta hace unos afos, esta compuesto por dos
marcadores mononucledétidos BAT-26 y BAT-25 y tres marcadores dinucleotidos
D5S346, D2S123 y D17S250 (57). Estudios posteriores desarrollaron paneles
compuestos solo por marcadores mononucleétidos como: BAT-25, BAT-26, NR-
21/22, NR-27 y NR-24, los cuales establecen el estado de MSI con un 100% de

especificidad y sensibilidad (59,60).

De acuerdo con el estado de inestabilidad de cada uno de los marcadores, los
tumores se clasifican de la siguiente forma: alta, MSI-H (High level) si dos o mas
marcadores estan alterados; baja, MSI-L (Low Level) si solo uno de los
marcadores esta alterado; y estable, MSS (microsatellite stable) si ninguno de los

5 marcadores estan alterados (58,61).

La MSI se observa con frecuencia en los casos de CCR esporadicos

principalmente localizados en el colon derecho y en mujeres de edad avanzada.
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Adicionalmente, el 50% de los casos con MSI presentan la mutacién V600E en
BRAF. Por lo anterior, el andlisis de MSI es importante dentro del tamizaje
genético para una adecuada caracterizacibn molecular de cada individuo.
Ademas, tiene una gran utilidad en el diagndstico molecular de los pacientes y en
familias con sospecha del sindrome de Lynch. Otro aspecto importante del analisis
de la MSI, tiene que ver con los hallazgos de diferente estudios clinicos que
informan gque estos pacientes no responden a la quimioterapia con 5-Fluorouracilo,
pero si tienen mejor respuesta al Oxiplatino (56,61). De estos hallazgos se resalta
la importancia de determinar la MSI para predecir la respuesta de los pacientes

con CCR a determinadas terapias antineoplasicas.

5.2.3 Via Epigenética

El desarrollo del CCR también se da por mecanismos epigenéticos que inactivan
la expresion de diversos genes, principalmente por la metilacion de los
promotores. La metilacion del ADN es otra via comun en el CCR esporadico; se
presenta aproximadamente en el 15% de todos los casos y consiste en la union
covalente de un grupo metilo (CHgz) en el carbono 5 de la citosina por medio de

las enzimas ADN metiltransferasas (DNMTSs) (Figura 2) (21).
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Figura 2. Metilacidén de la citosina en el carbono 5 mediante la enzima DNA
metiltransferasa (DNMTs). La enzima DNA metiltransferasa cataliza la union de
un grupo metilo CH3z en el carbono 5 de la citosina empleando como molécula donadora

del grupo CHs; la S- adenosil metionina (SAM) y dejando como subproducto la S- adenosil

homocisteina (SAH) (21).

La metilacion ocurre en secuencias ricas en GC del genoma denominadas islas
CpG. En células humanas normales el 60% de los genes codificantes tienen en la
regibn promotora una region rica en islas CpG (21,62). La metilacion del ADN
reprime la transcripcién por la union de proteinas MBPs (“Methyl CpG Binding
Protein”) que interactian con las secuencias CpG metiladas, lo que impide la
union de los factores de transcripcion con el ADN, e inhibe la expresion de los
genes (72). Es importante mencionar que las islas CpG que no estan dentro de un

gen activo se mantienen en su mayoria metiladas; mientras que las islas CpG que
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no se encuentran metiladas, hacen parte de la region promotora de genes que se

expresan activamente (21).

En las células cancerosas la hipermetilacion de las islas CpG genera la represion
transcripcional de diferentes GST y genes MMR como por ejemplo: RB1, APC,
MLH1, MGMT, CDH1, CDKN2A, RUNX3, y RASSF1A, entre muchos otros (65-

71).

La hipermetilacion de la regién promotora, se conoce como fenotipo metilador de
islas CpG CIMP (“CpG Island Methylator Phenotype”). El fenotipo CIMP, fue
propuesto por Toyota y colaboradores, quienes clasificaron el CCR en dos
categorias: una de baja metilacion (CIMP -, pocos genes metilados) y otra que
exhibe alta metilacion en varios genes evaluados simultaneamente (CIMP+)

(73,74).

Los autores seleccionaron cinco genes para determinar el estado CIMP en
muestras de CCR: CDKN2A, MINT1, MINT2, MINT31 y MLH1, (60).
Adicionalmente, otros autores han propuesto otros paneles en los que se incluyen
genes como: CACNA1G, CRABP1, IGF2, NEUROG1, RUNXS, SOCS1, HIC1,
IGFBP y WR. Sin embargo, no existe un consenso de cuales y cuantos genes

deberian utilizarse para una mejor clasificacion epigenética del CCR (73,74).

Por otra parte, con base en las tecnologias novedosas de secuenciamiento en
paralelo o micromatrices, en las cuales se pueden analizar simultdaneamente mas

de 800 genes Yy aproximadamente 1000 islas CpG, en la actualidad se puede
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lograr una caracterizacion epigendmica mas completa y precisa; puesto que los
tumores con CIMP podrian dividirse a su vez en dos subgrupos: CIMP 1y CIMP 2
(75). Los tumores CIMP1 presentan MSI+ ,mutaciones en BRAF y se localizan con
mayor frecuencia en el colon ascendente; mientras que los tumores CIMP2, se
caracterizan por mutaciones en KRAS y baja frecuencia de mutaciones en TP53 y

BRAF (76).

De otro lado, las modificaciones epigenéticas han estado en constante
investigacién debido a su potencial terapéutico y su utilidad para predecir la
respuesta a la quimioterapia. Ademas, la metilacion de la region promotora de
diversos genes podria ser una de las razones a tener en cuenta en la resistencia
de los pacientes con cancer a determinadas terapias antineoplasicas. Una de las
ventajas de la terapia epigenética, es que medicamentos desmetilantes, actian

simultaneamente en diversos genes metilados (77,78).

Por ultimo, a diferencia de otras alteraciones moleculares involucradas en el inicio
y progresion del CCR, como aneuploidias, mutaciones y la perdida alélica; la
metilacion es potencialmente reversible. Esta caracteristica ha permitido el
desarrollo de nuevas terapias moleculares para restablecer la actividad de genes
silenciados, inhibiendo la metilacién del ADN. En la actualidad, la 5-Azacitidina y la
5-Azadeoxicitidina son medicamentos inhibidores de la metilacion ampliamente
investigados y aprobados por la FDA para ser utilizados en pacientes con
sindrome mielodisplasico y con leucemia mielocitica cronica (77,78); en ellos se

ha observado que esta terapia es mas eficaz comparada con otras y que ademas,
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mejora la calidad de vida y la supervivencia. Por los anteriores hallazgos, las
terapias epigenéticas proporcionan una gran oportunidad para desarrollar nuevos

farmacos con el objetivo de disefiar tratamientos mas efectivos contra el cancer.
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6. OBJETIVOS

6.1 OBJETIVO GENERAL

Evaluar las alteraciones moleculares en las vias supresora, de inestabilidad
microsatelital y epigenética en individuos con cancer colorrectal esporadico.

6.20BJETIVOS ESPECIFICOS

1. Determinar mutaciones en la region MCR, ubicada en el exén 15 del gen APC,

en muestras tumorales de pacientes con cancer colorrectal esporadico.

Identificar mutaciones en los exones 2 y 3 del gen KRAS en una muestra de
individuos con cancer colorrectal.

Identificar mutaciones en los exones 5 al 8 del gen TP53 en la poblacion a
estudiar.

. Determinar el estado de inestabilidad microsatelital con los marcadores

genéticos BAT-25, BAT-26, NR21, NR24 y NR27 en las muestras de individuos
con CCR.

. Determinar la mutacion V600E en el exdn 15 del gen BRAF en las muestras
con inestabilidad microsatelital positiva.

. Determinar el estado de metilacién en la regién promotora del gen MLH1 en los
pacientes con CCR a estudiar.

. Explorar la asociacibn entre el resultado genético con Vvariables
sociodemograficas como edad y sexo, diagndstico histopatolégico y estadio
del cancer, en las muestras a examinar.

(38]



7. MATERIALES Y METODOS

7.1 TIPO DE ESTUDIO.

Se realizé un estudio de tipo descriptivo, de corte transversal. Las muestras de
CCR esporadico se recolectaron entre febrero del afio 2015 y diciembre del 2016
en varias instituciones médicas de la ciudad de Medellin: Hospital San Vicente
Fundacién, Clinica Leon Xl y Clinica Las Vegas. El estudio fue aprobado por el
Comité de Bioética para experimentacion en humanos de la Universidad de

Antioquia.

7.2 POBLACION DE ESTUDIO.

El estudio incluy6 44 individuos con diagnaostico clinico e histopatolégico de CCR
esporadico. Las muestras de los tejidos tumorales y sanos se obtuvieron de los
pacientes sometidos a reseccidon quirdrgica o biopsias del tumor. En este estudio
se incluyeron 27 mujeres y 17 hombres con una mediana de edad de 60,5 afos. A
cada paciente se le solicitd la participacion voluntaria en el proyecto y su
autorizaciéon con la firma del consentimiento informado. Ninguno de los pacientes
tenia antecedentes de cancer y no recibieron tratamiento antineoplasico

previamente.
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7.2.1 CRITERIOS DE INCLUSION

Pacientes con diagnéstico de CCR esporadico confirmado por estudio
histopatoldgico; no tener antecedentes de cancer; no haber tenido quimioterapia o

radioterapia antes de la cirugia y firmar el consentimiento informado.

7.2.2 CRITERIOS DE EXCLUSION

Paciente que no autoriza su participacion en el estudio; pacientes que no

presenten CCR y pacientes que hayan tenido tratamiento antineoplésico.

7.3 MUESTRA

Se estudiaron un total de 44 muestras de tejidos tumorales primarios de CCR,
todas confirmadas por estudio histopatologico realizado por un patélogo experto.

Ademas, de cada caso también se tomd una muestra de tejido sano.

Las muestras del tejido tumoral y sano se obtuvieron por reseccion quirdrgica por
los cirujanos de las instituciones de salud participantes. Una porcion del tejido
tumoral y otra del tejido sano se recolectaron por separado en dos recipientes
estériles que contenian medio de transporte (RPMI 1640 suplementado con
antibiéticos, antimicoéticos y heparina; Sigma-Aldrich, St Louis, MO, USA); y otra
porcion de tejido tumoral se envié al departamento de Patologia de la Universidad
de Antioquia para realizar el diagndstico histopatolégico. Las muestras se

transportaron al laboratorio de la Unidad de Genética Médica para realizar el
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lavado y procesamiento de las mismas; luego se almacenaron a -80°C hasta el
momento de la extraccion del ADN.

En todos los casos se revisaron las historias clinicas de los pacientes para
verificar el diagndstico histopatolégico completo y obtener informacion personal

como edad, género, antecedentes de cancer, entre otros.

7.4 EXTRACCION DE ADN

La extraccion del ADN se realiz6 a partir de las muestras del tejido tumoral
primario y sano de cada paciente, utilizando el kit comercial QlAamp DNA Mini Kit
(Qiagen, Hilden Germany), segun las recomendaciones del fabricante, con

algunas modificaciones como se describe a continuacion:

Se cortaron aproximadamente 25 mg de los tejidos tumoral y sano en pequefios
fragmentos y se transfirieron a un tubo de 1.5 ml. Posteriormente, se adicionaron
180 ul del buffer ATL y 20 ul de Proteinasa K; se sometié a agitacion con vortex
por 30 s y se incub6 a 56°C por 12 h; durante este tiempo se realizaron
homogenizaciones periddicas mediante vortex para favorecer la lisis celular
completa. Luego de la lisis se adicionaron 200 pl de Buffer AL y se mezcldé por
inversién durante 20 s, se incubd la muestra por 15 min a 70°C. Pasado este
tiempo, se adicionaron 200ul de etanol (96-100%), se mezcldé por inversion
durante 15 s y se transfirid la mezcla a una columna QIAamp Mini Spin.
Posteriormente, se centrifugd por 3 min a 6000 x g; después, se transfirid la

columna a un nuevo tubo colector y se descarté el filtrado, se adicionaron 500 pl
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del Buffer AW1, se centrifug6 por 3 min a 6000 x g, se transfirié la columna a un
nuevo tubo colector, se adicionaron 500ul del Buffer AW2 y se centrifugd a
maxima velocidad (20000 x g) durante 3 min. Finalmente, se trasladé la columna
en un tubo de 1.5 ml y se adicionaron 100 pl del Buffer AE; se incub6 por 5 min a
temperatura ambiente y se centrifugd por 2 min a 6000 x g. Se repitid el paso

anterior una vez mas.

Posteriormente, se cuantific6 el ADN de cada muestra en un espectrofotometro
NanoDrop 2000c Spectrophotometer (Thermo Scientific, USA) y se realizé una
electroforesis en gel de agarosa al 1% para determinar la integridad del ADN. De
cada muestra se hizo una alicuota de 50 pl y se almaceno a 4°C para facilitar la

manipulacion y evitar la degradacién por congelacion y descongelacion.

7.5 AMPLIFICACION DE LOS GENES APC, KRAS, TP53 y BRAF

El ADN extraido de las muestras tumorales se amplific6 por el método de la
Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR) en un termociclador Gene Amp PCR
System 9700 (Applied Biosystems, USA), utilizando primers especificos para cada

gen (Tabla 1).
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Tabla 1. Secuencias de los primers de los genes analizados y el tamafio en pares

de bases (pb) del fragmento amplificado por PCR.

Gen Primers Forward Reverse No.
Pb

APC APC1 Ex6nl5 | 5"CAGACTTATTGTGTAGAAGA3’ 5'"CTCCTGAAGAAAATTCAACAZ 587
APC2 Ex6n15 | 5’ AGGGTTCTAGTTTATCTTCA3’ 5 TCTGCTTGGTGGCATGGTTT3’ 539

KRAS KRAS Ex6n2 | 5TTTTTATTATAAGGCCTGCT3’ 5'AAGTCTTAGTAAAACACCTG3 446
KRAS Ex6n 3 | 5’ GCACTGTAATAATCCAGACTGTGT3 5"TGCCAAATACACAAAGAAAGCT 177

TP53 Exones 5-6 | 5TTCCTCTTCCTGCAGTACTC3 5’AGACCTCAGGCGGCTCATAG3’ 397
Exones 7-8 5GTGTTATCTCCTAGGTTGGC3’ 5TCCTGCTTGCTTACCTCGCT3’ 618

BRAF | BRAF Ex6n 15 | 5"CTCTTCATAATGCTTGCTCTGATAGG3 | 5 TAGTAACTCAGCAGCATCTCAGG3 | 250

Para el gen APC se utilizaron dos pares de primers informados previamente en la
literatura (31), para amplificar la region “Mutation Cluster Region” (MCR) del exdn
15. La PCR se realizé en un volumen final de 35 ul que contenia 300 ng de ADN
tumoral, en una mezcla de reaccidén con concentraciones de 1X para el buffer de
reaccion 10X, 1,05 mM de MgCI2, 2 yM de dNTPs, 0,4 uM de cada primer y 1,4 U

de Tag DNA Polimerasa (Invitrogen).

Los ciclos para los primers APC1 y APC2 consistian en: 94°C por 3 min, seguido
de 40 ciclos de 94°C por 1 min; 51,5°C por 1 min para APC1 y 55,5°C por 1 min

para APC2, 72°C por 40 s; por ultimo, una extension final a 72°C por 7 min.

Del gen KRAS se amplificaron los codones 12y 13 del exén 2 y el codon 61 del
exon 3, utilizando, para cada exdn, un par de primers diseflados previamente en el

grupo de Genética Médica (100). Las mezclas de las reacciones de PCR se
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realizaron en las mismas condiciones que se describieron para el gen APC. El
programa de amplificacién utilizado fue: 94°C por 3 min, seguido de 40 ciclos de
94°C por 15 seg; 56°C por 30 seg y 72°C por 30 seg, con la extension final a 72°C

por 7 min.

Para el gen TP53 se amplificaron los exones 5 al 8, utilizando dos pares de
primers, uno que amplifica los exones 5-6 (T 5-6) y otro par para los exones 7y 8
(T 7-8) (100). La reaccion se llevo a cabo en 35ul de la mezcla de la reaccion
similar a la de APC, pero con una concentracion de MgCI2 de 1.5mM. Las
condiciones de la PCR fueron: 93°C por 3 min, posteriormente 35 ciclos de 95°C
por 1 min, 1 min a 56°C para el primer T 5-6 y de 59°C para T 7-8, 72°C por 40

seg; finalmente, 7 min a 72°C.

En cuanto al gen BRAF se utilizé un par de primers para amplificar el exén 15
reportados en la literatura (49). Las mezclas de las reacciones de PCR se
realizaron como se describieron para el gen APC. El programa de amplificacion
utilizado fue: 94°C por 3 min, seguido de 40 ciclos de 94°C por 45 seg; 58°C por

30 seg y 72°C por 30 seg, con la extension final a 72°C por 10 min.

Posteriormente, los productos amplificados por PCR se examinaron mediante
electroforesis en geles de agarosa al 2% y coloreados con 2 pl de GelRed, para
determinar el tamafo y calidad del fragmento amplificado. Cada gel se registré
empleando un fotodocumentador de imagenes (UVP, USA) (Figura 3). Los
productos amplificados se almacenaron a -20°C hasta el momento de realizar el

secuenciamiento.
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Figura 3. Productos amplificados por PCR para cada uno de los genes
evaluados. Se muestra las electroforesis de las PCR con los primers de los
genes APC, KRAS, TP53 y BRAF obtenidas de las muestras de CCR. (a).

Amplificacion de un fragmento del exdon 15 de APC con los primers APC1 y APC2.
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(b). Amplificacion del exon 2 del gen KRAS de 446pb y amplificacion del exén 3
del mismo gen de 177pb. (c). Amplificacién de los exones 5-6 y 7-8 de TP53 en
dos reacciones diferentes con los primers TP53 5-6 y TP53 7-8. (d). Amplificacion
de un fragmento del ex6n 15 del gen BRAF de 250 pb. C-: Control negativo. El

marcador de peso molecular utilizado fue de 100 pb (Fermentas).

7.6 SECUENCIAMIENTO

Los fragmentos amplificados se secuenciaron en ambas cadenas con los mismos
primers utilizados en la PCR. El secuenciamiento directo se realiz6 en un
analizador genético 3730xI DNA Analyzer de Applied Biosystems. Todas las
muestras amplificadas fueron enviadas a MACROGEN (Seul, Corea) para su
purificaciébn y posterior secuenciamiento. Los cromatogramas obtenidos en el
secuenciamiento se editaron con el programa Chromas Pro, ademas se analizé
detalladamente la calidad de los cromatogramas, las puntuaciones Phred
asignadas a cada base, y la presencia de dobles picos, para realizar la ediciéon
manual de las secuencias (“forward” y “reverse”) por medio de la comparacién de

cada una con su secuencia complementaria y los valores Phred de ambas.

7.7 ANALISIS DE INESTABILIDAD MICROSATELITAL (MSI)

A partir del ADN extraido del tejido tumoral y sano de cada individuo incluido en el
estudio, se llevé a cabo la amplificacion por PCR de un panel de cinco marcadores
STRs descritos por Suraweera et al (59), con algunas modificaciones: en una PCR

duplex se amplificaron los marcadores BAT 25 y BAT 26; en otra PCR se
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amplificaron los marcadores NR-21 y NR 27; mientras que, el marcador NR-24

se amplificé en una sola reaccion de PCR (Tabla 2).

Las PCR se realizaron en un volumen final de 10 ul en una mezcla de reaccion
con concentraciones de 1X para el buffer de reaccién 10X, 1,5 mM de MgCI2, 0.2
MM de dNTPs, y 0.05 ul de Tag DNA polimerasa; para los primers BAT- 25 y BAT-
26 se emplearon 0.2 uM y 0.15 uyM de cada primer respectivamente; para los
primers NR-21 y NR 27 se emplearon 0.15 uM de cada primer respectivamente y

para el marcador NR-24 la concentracion final de los primers fue 0.16 uM.

El programa de amplificacion para los marcadores BAT-25, BAT-26 y NR-24 fue:
94°C por 5 min, seguido de 28 ciclos de 94°C por 30 s; 55°C por 30 s, 72°C por 30
s; por ultimo, una extension final a 72°C por 20 min. Por otra parte, el programa de
amplificacion para los marcadores NR-21 y NR-27 fue: 94°C por 5 min, seguido de
29 ciclos de 94°C por 30 s; 55°C por 30 s, 72°C por 30 s; por ultimo, una extension

final a 72°C por 20 min.

Los tamarfios alélicos se resolvieron por electroforesis capilar en un analizador
genético ABI 3770. Se considero la presencia de MSI cuando se detectaron alelos
en la muestra de ADN tumoral que no estaban presentes en la muestra de ADN
control (tejido sano). Los tumores se clasificaron como MSI alta (MSI-H), cuando
presentaron dos o mas marcadores inestables; si se observo inestabilidad en un
s6lo marcador se denominé MSI baja (MSI-L) y los casos donde no se observo
inestabilidad en ninguno de los cinco marcadores STRs analizados se clasificaron

como MSI estable (MSS).
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Tabla 2. Marcadores STRs y secuencias de los primers utilizados para el andlisis
de la inestabilidad microsatelital. También, se presenta el fluorocromo con que se

marco cada primer y el tamafio aproximado en pares de bases.

Primer Forward Reverse Fluorocromo Pb

BAT-25 5"TCGCCTCCAAGAATGTAAGT3’ 5"TCTGCATTTTAACTATGGCTC3’ 5" NED +124
BAT-26 5"CTGCGGTAATCAAGTTTTTAG 3’ 5"AACCATTCAACATTTTTAACCC3 5 FAM +182
NR-21 5"CTCCGCATTCACACTTTCTG3’ 5"GACACATCCCTTTCAGCAGA3’ 5" HEX +151
NR-27 5'AGTTGAAAAGCCCAACGTCTGT3 5"AAAGAGGTTCTGAGTCGATAATACT3" | 5 FAM +137
NR-24 5"GCAGTGAGCGGAGATTGTG3’ 5"CCTTAACGTGATCCCCATTG3’ 5" HEX +160

7.8 ANALISIS DE METILACION DEL GEN MLH-1

Conversion del ADN tumoral con Bisulfito de Sodio

Una vez extraido el ADN, se procedid a realizar la conversion con bisulfito de
sodio mediante el kit comercial EZ- DNA Methylation Direct Kit de Zymo Research,

siguiendo las recomendaciones del fabricante como se describe a continuacion:

Se adicionaron 20 pl de ADN a 130 pl de CT-convertion reagent solution en un
tubo de PCR. Se mezcld la muestra por inversion y se centrifugo brevemente.
Posteriormente, el tubo de PCR se llevo al termociclador y se realizo el siguiente
ciclo térmico: 98°C por 8 min, 64°C por 3.5 h y finalmente se colocé a 4'C por 20
h. Una vez terminado este proceso, se adiciond 600 pl de buffer M-binding a la
muestra y se deposité en una columna Zymo-spinlC; posteriormente se centrifugé

a 10.000 g por 30 s. Luego, se agreg6 100 pl de buffer M-wash a la columna y se
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centrifugd nuevamente a 10.000 g por 30 s. Posteriormente, se adicionaron 200 pl
de buffer M-desulphonation a la columna y se dejé reposar por 15 min a
temperatura ambiente, pasado este tiempo, se volvié a centrifugar a 10.000 g por
30 s. Seguidamente, se realizaron dos lavados con 200 pl de buffer M-wash
centrifugando en cada uno a 10.000 g por 30 s. Para terminar, se colocé la
columna en un tubo de micrcocentrifuga de 1.5 ml y se adicionaron 10 pl de M-
elution buffer directamente a la columna, posteriormente se centrifugd a 10.000 g
X 30 s. En este paso, el ADN esté listo para ser amplificado inmediatamente por

PCR.

La técnica MS-PCR se utilizé para determinar la metilacién del promotor del gen
MLH1. EI ADN tumoral modificado con bisulfito de sodio se amplific6 por PCR en
un termociclador Gene Amp PCR system 9700 (Applied Biosystems,USA). La MS-
PCR se realizé en un volumen final de 10 ul que contenia 2 pl de ADN modificado,
buffer 1X, 1,5 uM de MgCI2, 0,2 mm de dNTPs, 0,4 uM de cada cebador y 0,8 pl
de Taqg polimerasa. Se utilizé un par de cebadores que reconocen en el promotor
regiones metiladas y otro par para regiones no metiladas (Tabla 3 y Tabla 4). Los
productos amplificados por la MS-PCR se corrieron en una electroforesis en geles
de agarosa al 2% tefiidos con GelRed. Las bandas se visualizaron directamente

en un fotodocumentador de geles.
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Tabla 3. Secuencias de los primers utilizados para la amplificacion de la region

metilada y no metilada en el promotor del gen MLH1 en las muestras de CCR

analizadas.
Gen Primers Forward Reverse pb
MLH-1 Metilado |5'CGTTATATATCGTTCGTAGTATTCGTGTTT3" |5'CTATCGCCGCCTCATCGT3' 100
No Metiladg 5" GAAGAGTGGATAGTGATTTTTAATGT3’ 5’ ATCTCTTCATCCCTCCCTAAAACAZ’| 100

Tabla 4. Condiciones de la MS- PCR para el andlisis de metilacién en el promotor

del gen MLH1 en las muestras de CCR analizadas.

Ciclo Deantgracién Desnaturacion | Alineamiento | Extension Extgnsién
inicial _ final
35 ciclos
Temperatura T°C 95 95 60 72 72
Tiempo 3 min 30 seg 45 seg 10 seg 10 min

7.9 ANALISIS DE RESULTADOS.

El analisis de mutaciones en los genes APC, KRAS, TP53 y BRAF, se realizaron

en los cromatogramas obtenidos del secuenciamiento, los cuales se editaron

mediante el programa Chromas Pro. Adicionalmente, se realiz6 un analisis

detallado de la calidad de cada uno de los cromatogramas obtenidos de las

muestras, mediante los valores Phred asignados a cada base.

Con el programa CAP3 (A DNA sequence assembly program), se realizd un

“contig” con la secuencia “Forward” y “Reverse” para cada muestra de CCR; luego

se utilizé el programa Clustal Omega para realizar la comparacién del contig con la

secuencia de referencia reportada en el
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gen APC se compard con la secuencia codificada como NT_034772.6; KRAS con

NT_009714.17; TP53 con NT_010718.16 y BRAF con NM_004333.4.

Todos los resultados obtenidos se registraron en tablas con el programa Excel y
para el analisis de estadistica descriptiva se utilizé el programa SPSS version 23
(IBM Corp). Para las variables cualitativas como las sociodemograficas y las
genéticas se hicieron tablas de frecuencias y para la edad en afios se informo la
media y su desviacion estandar, debido a que se distribuyé normalmente, lo cual

fue verificado mediante la prueba Shapiro-Wilk.

Mediante las pruebas de chi-cuadrado o por correccion de continuidad por Yates y
la prueba exacta de Fisher se explord la asociacion entre las mutaciones,
polimorfismos, inestabilidad microsatelital y la metilacion identificados en las
muestras analizadas con el diagndstico histopatoldgico del paciente, la edad y el
sexo. Para todas las pruebas estadisticas realizadas se utilizé una significancia del

95%; es decir, p< 0.05, la prueba se considero estadisticamente significativa.
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8. RESULTADOS

8.1 CARACTERIZACION DE LA POBLACION DE ESTUDIO

Se estudiaron 44 pacientes con diagnéstico clinico e histopatolégico de CCR,
provenientes de diferentes instituciones médicas de la ciudad de Medellin. El
61,4% (27/44) eran mujeres con una edad media de 58,6 afios (rango 12-90) y el
38,6 % (17/44) eran hombres con una edad media de 64 = 12 afios (rango 42-81).
La edad promedio en ambos géneros fue de 60,5 + 17,3 afios. Nueve pacientes

tenian menos de 50 afios de edad.

8.2 CLASIFICACION HISTOPATOLOGICA DE LAS MUESTRAS TUMORALES

De los 44 pacientes, el 81,8% (36/44) tenian cancer de colon y el 11,3% (5/44)
de recto, en tres casos (6,9%) no fue posible determinar la localizacion del tumor.
Las muestras se clasificaron segun el tipo histoldgico como adenocarcinoma bien
diferenciado en el 54,5 % (24/44), adenocarcinoma moderadamente diferenciado
el 22,7% (10/44), adenocarcinoma mucinoso en el 11,4% (5/44) y sarcoma
miofibroblastico el 2,2% (1/44). En cuatro casos no fue posible clasificar el tumor

(9%) (Tabla 5).
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Tabla 5. Descripcion de los hallazgos histopatoldgicos y moleculares en los 44

pacientes con CCR estudiados.

APC n (%) KRAS n (%) TP53 n (%) MSI n (%)
n (%) Normal | mutado Normal mutado | Normal | mutado | MSI-H | MSI-L MSS
No. De pacientes 44 36 8(18,1) | 33(75) | 11(25) | 42(95,4) | 2(4,5) 5 7 32
(81,8) (11,3) | (15,9) (72,7)
Edad media 60,5 57 58,5 57 47,5 57 62,5 68 57,1 61
Genero
Masculino 17 15(34) | 24,50 | 13(29,5) 4(9) | 17(38.6) - 4(9) 4(9) | 9(20,9)
(38,6)
Femenino 27 21 6(13,6) | 20(45,4) | 7(15,9) | 25(56,8) | 2(4,5) | 1(2,2) | 3(6,8) 23
(61,3) (47,7) (52,2)
Estadio del CCR
[ 8(21,1) | 7(159) | 1(2,2 7 (15,9) 1(2,2) | 8(18,1) - 12,2 | 24,5 | 5@11,3)
I 13 11(25) | 2@45) | 12(272) | 1(22) | 11(25) | 2(4,5) | 3(6.,8) | 1(2,2) | 9(20,4)
(34,2)
T 6(15,8) | 5(11,3) | 1(2,2) 5(11,3) 1(2,2) | 6(13,6) - - - 6 (13,6)
v 11 7 (15,9) 4 (9) 5(11,3) | 6(13,6) | 11 (25) - - 2(4,5) | 9(20,9)
(28,9)
Tipo Histologico
A. Bien diferenciado 24 20 5(11,3) | 18(40,9) | 7(15.9) | 23(52,2) | 2(4,5) | 3(6,8) | 4(9) 18
(54,4) (45,4) (40,9)
A. moderadamente 10 9(20,4) | 1(2,2) | 10(22,7) - 10 (22,7) - 122 | 12,2 | 8(18,1)
diferenciado (22,7)
A. Mucinoso 5(11,3) | 3(6,8) 1(2,2) 2 (4,5 3(6,8) 5(11,3) - 1(2,2) - 4 (9)
Sarcoma Miofibroblastico 12,2 - 12,2 - - - - - - -
Localizacion del tumor
Ascendente 16 (36) | 11(25) | 5(11,3) 11(25) | 5(11,3) | 153400 | 1(2,2) | 2(4,5) | 3(6,8) | 11(25)
transverso 5(11,3) | 4(9) 1(2,2) 2 (4,5) 3(6,8) | 5(11,3) - 122 [ 122 | 3(6.8)
Descendente 15 (34) 14 1(2,2) | 13(38,6) | 2(6,8) | 15(43,1) - 2(45) | 2(4,5) 11
(40,9) (36,3)
Recto 5(11,3) | 4(9 1(2,2) 4 (9) 1(2,2) 4 (9) 1(2,2) - - 5(11,3)

Las muestras analizadas se localizaron en: colon ascendente 36,3% (16/44), colon

descendente 34% (15/44), transverso y recto con la misma frecuencia del 11,3%

(5/44), respectivamente. En el 6,8% (3/44) de los casos no fue posible determinar

la localizacion del tumor.

La clasificacion TNM se realizO en 38 muestras, mientras que en seis no fue

posible determinarla. La mayoria de las muestras se clasificaron en los estadios Il
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y IV con el 34,2% y 28,9 % de los casos respectivamente, seguidos del estadio | y
[l con un 21,1% y 15,8% respectivamente; por lo tanto, el 55,3 % (21/38) de las
muestras evaluadas estaban en estadios tempranos del cancer (1 y Il) y el 44,7%

restante (17/38) en estadios avanzados (Tabla 6).

Tabla 6. Estadio y TNM de las 38 muestras de CCR analizadas de acuerdo con el

resultado histopatologico.

Estadio TNM No.Casos | %
TINOMO
! T2NOMO 8 21.1
" T3INOMO 13
TANOMO 34.2
" T3N1IMO 6
TAN1IMO 15.8
T3N1M1
T3N2M1
v T4aN1MO 11 28.9
T4bNOMO
T4bNOM1
Total 38 100

8.3 RESULTADOS MOLECULARES

La frecuencia total de mutaciones en las 44 muestras analizadas fue de 47,7%
(21/44). Se identificaron en total 21 mutaciones en los genes APC, KRAS y TP53
(Tabla 7). Las mutaciones se presentaron con mayor frecuencia en
adenocarcinomas bien diferenciados (66,6%) (14/21), cinco (23,8%) en
adenocarcinoma mucinosos, una (4,7%) (1/21) en adenocarcinoma

moderadamente diferenciado y una en sarcoma miofibroblastico.
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Las mutaciones identificadas se encontraron con mayor frecuencia en muestras
obtenidas de colon ascendente con el 52,3% de los casos (11/21); seguido de las
del colon transverso con el 19% (4/21); finalmente, el colon descendente y recto
con la misma frecuencia del 14,2% respectivamente (3/21). En las muestras
analizadas no se encontraron mutaciones simultdneas en los tres genes

evaluados. Sin embargo, solo en cuatro muestras (9%) se observaron mutaciones

simultaneas en los genes APC y KRAS.

El gen mutado con mayor frecuencia fue KRAS en el 25% (11/44), seguido del gen
APC con el 18,1% (8/44) y TP53 con el 4,5% (2/44). Todas las mutaciones
identificadas eran sustitucion de bases; los tipos de mutacion sin sentido y de
cambio de sentido fueron los mas comunes, con el 71,5 % y el 28,5%

respectivamente (Tabla 7).

Tabla 7. Mutaciones identificadas en los genes APC, KRAS y TP53 en los 44

pacientes CCR analizados.

L . - Cambio en Tipo de .
No.
Gen Cases Posicién | cod6n | Mutacién A Cambio Consecuencia
1 c.4420A>G | 1474 | ACT—HGCT | p. Al474T | Sustitucion | Cambio de sentido
3 c.4463T>C | 1488 | TTA-TCA | p.L1488S | Sustitucion | Cambio de sentido
APC 1 €.4562 G>T | 1521 | GAA—TAA p.E1521* | Sustitucion Sin sentido
1 c.4651A>T 1551 | AAASTAA p.K1551* | Sustitucion Sin sentido
2 €.4348C>T 1450 | CGA—TGA p.R1450* | Sustitucion Sin sentido
6 c.35G>A 12 | GGTHGAT | P.G12D | Sustitucion | Cambio de sentido
KRAS 2 c.34G>A 12 GGT—AGT P.G12S Sustitucion Cambio de sentido
3 C.38G>A 13 | GGC—HGAC | P.G13D | Sustitucion | Cambio de sentido
TP53 1 c.493C>T 165 CAG—TAG pQ165* Sustitucion Sin sentido
1 Cc.546C>A 182 TGC—-TGA P.C182* Sustitucién Sin sentido

* Representa coddn de parada.
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Por otra parte, en estas muestras se identificd un alto porcentaje de polimorfismos
en los tres genes evaluados. En total se encontraron cinco polimorfismos
diferentes (Tabla 8). EI gen APC fue el que presentd mayor frecuencia de
polimorfismos, siendo el p.T1493T el mas comun en el 75% (33/44) de las
muestras. En este gen también se identifico otro polimorfismo, el p.P1442P en una
sola muestra 2,2% (Figura 4). El segundo gen con mas polimorfismos identificados
fue TP53, con dos variantes concomitantes en el Intrén 7, el c.782+72 vy el
€.782+92, con una frecuencia del 20,4% (9/44) (Figura 5). Finalmente, en el gen
KRAS se encontré un polimorfismo en el Intrén 2, el ¢.111+190, en el 18,1% de
las muestras (8/44) (Figura 6). La coexistencia de polimorfismos present6 la
siguiente distribucion: polimorfismos en los genes APC - KRAS se observaron en
el 13,6 % (6/44) de las muestras; en los genes APC - TP53 se presentaron en el
15,9 % (7/44); no se encontraron polimorfismos simultdneamente en los genes
KRAS - TP53. Adicionalmente, siete muestras tenian simultdneamente mutaciones
y polimorfismos. Todos los polimorfismos identificados en este estudio estan

reportados en la bases de datos de NCBI y en 1000 genomas.

Tabla 8. Polimorfismos identificados en los 44 individuos con CCR.

GEN No. Casos % Ex6n/ Intrén | Posicion c.ADN Cambio aa * SNP
APC 33 75 Exén 15 c.4479G>A T1493T rs41115
1 2.3 Exén 15 c.4326 T>A P1442P rs67622085
KRAS 8 18.2 Intrén 2 c.111+190A>T NA** rs12228277
P53 9 20.5 Intrén 7 C.782+72C>T NA** rs12947788
9 20.5 Intrén 7 €.782+92T>G NA** rs12951053

*aa= aminoé&cido. *NA= No Aplica.
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a. Polimorfismo ¢.4479 p.T1493T

150

Phe Ala Thr Glu Ser
Secuencia Normal: TIT GCC AL a/{j AGT

\l/ Secuencia Alterada: TTT GCC ACA GAA AGT
Phe ala Thr Glu Ser

b. polimorfismo ¢.4326 p.P1442P

Pro Pro Pro GIn

Secuencia Normal: CCA CCT CCT CAA
\1/ Secuencia Mutada: CCA CCA CCT CAA
Pro Pro Pro Gln

Figura 4. Polimorfismos identificados en el exén 15 del gen APC en muestras
provenientes de personas con CCR. (a) Polimorfismo de transicion G>A en el
nucledtido ¢.4479 que genera un cambio sindbnimo en la secuencia de la proteina
(p.T1493T). (b) Polimorfismo de transversion T>A en el nuclettido ¢.4326, que

genera un cambio de sinonimo en la proteina (p.P1442P).

a. Polimorfismos ¢.782+72C>T y ¢.782+92T>G
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Figura 5. Cromatograma que presenta los polimorfismos concomitantes
identificados en el gen TP53. (a) Polimorfismos ¢.782+72C>T y ¢.782+92T>G

encontrados simultaneamente en los intrones 7-8 del gen TP53.

Polimorfismo en la posicion ¢.111+190, del Intron 2

(B0 |
h=N |
Gl
Gim
Gim
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[N} |
nn
nm

o <—

Figura 6. Polimorfismo identificado en KRAS en muestras provenientes de
personas con CCR. Este polimorfismo se encuentra en el intron 2 y por lo tanto,

no tiene un efecto conocido en la proteina.

8.3.1 ANALISIS MOLECULAR DEL GEN APC

La frecuencia de mutaciones en el gen APC fue del 18,1% (8/44) (Tabla 7). Tres
mutaciones se detectaron dentro de la region MCR. Dos corresponden a
mutaciones de cambio de sentido c. 4420 A>G, p. Al474T y c. 4463 T>C,
p.L1488S; mientras que la otra fue ¢.4348C>T, p.R1450* que genera un codén de
parada prematuro, generando una proteina truncada. Ademas, se detectaron otras
dos mutaciones, por fuera de la region MCR, estas corresponden a mutaciones sin

sentido y generan una proteina incompleta p.E1521*, p.K1551* (Figura 7).
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a. Transversion G>A

Asn Ala Ala

Secuencia Normal:

Secuencia Mutada:

Val

AL TGC TGC AGT

ALL TAC TGC AGT

Asn Thr ala wval

b. Transversion T>C

HuE
Hu
w
on
u
Hu

Thr Leu Leu His
\l/ Secuencia Mormal: ACT TTA TTA CAT
v
Secuencia Mutada: ACT TCA TTA CAT
Thr Ser Leu His
c. Transversion G>T
° - : ° : : : - N : i Asp Val Glu Leu
Secuencia Normal: GAT GTG GAA TTA
% | | %
Secuencia Mutada: GAT GTG TAA TT!
Aszp Val Stop
d. Transversion A>T
410
€ ¢ i i & i & i &2 an & =
Gln Glu Lys Glu
\l/ SecuenciaMermal: CAA GAG AAA GAG
\
Secuancia Mutada: CAA GAG TAA GAG
Gln Glu Stop

Figura 7. Cromatogramas que muestran algunos ejemplos de mutaciones
identificadas en el gen APC en muestras de CCR. (a)Transversion c.4420 G>A
genera una mutacion de cambio de sentido, p.Alal474Thr. (b)Transversion c.4463
T>C genera una mutacion de cambio de sentido, p.Leul1488Ser. (c.)Transversion
€.4562 G>T produce un codon de parada p.E1521*. (d.)Transversion A>T en el

nucledtido ¢.4651, que produce un codon de parada.
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8.3.2 ANALISIS MOLECULAR DEL GEN KRAS

La frecuencia de mutaciones en el gen KRAS fue del 25 % (11/44). Las
mutaciones identificadas ocurrieron en los codones que codifican para Glicina (G).
Estas mutaciones se encontraron en los nucleétidos GGT (c.34 ¢.35 ¢.36) y GGC

(c.37 .38 ¢.39) que corresponden a los codones 12 y 13 (Figura8).

Las mutaciones fueron mas frecuentes en el codon 12 (8/11) vy generaron un
cambio de sentido en la proteina; de estas mutaciones, seis ocurrieron en la
posicion p.G12D c¢.35G>A y dos casos fueron en la posicién p.G12S c.34G>A. Asi
mismo, en el codén 13 se identificaron tres casos con mutaciones en la posicién

c.38G>A que generan un cambio de sentido p.G13D (Figura 8).

a. Transicion G>A coddn 12 posicién c.35G>A

A Gly Ala Gly Gly Val
fl || Secuencia Normal: GGA GCT GGT GGC GTA

|1
A / | Secuencia mutada: GGA GCT GAT GGC GTA
/I \',I IU Gly Ala Asp Gly Val

LA

b. Transicién G>A codoén 13, posicion ¢.38G>A

i i - Gly Ala Gly Gly Val
Secuencia Normal: GGA GCT GGT GGC GTA

Y,

Secuencia mutada: GGA GCT GGT GAC GTA
Gly Ala Gly Asp Val
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Figura 8. Cromatogramas que muestran ejemplos de mutaciones
identificadas en el gen KRAS en muestras de CCR. (a.) Transicién en el codén
12 que genera un cambio de sentido en la proteina. (b.) Transicion en el codon 13

gue genera el cambio de sentido en la proteina.

En 15 muestras con resultados negativos para mutaciones en los codones 12 y 13
de KRAS se realiz6 un andlisis molecular del codon 61 del exdon 3. En todas las

muestras no se identificaron mutaciones o polimorfismos en este codén (Figura 9).

Las mutaciones identificadas en KRAS fueron mas comunes en el colon
ascendente; en los adenocarcinomas bien diferenciados y en el estadio 1V; con
respecto al estado de KRAS mutado y el TNM de las muestras analizadas, se
encontré una diferencia estadisticamente significativa (p=0,039), similar a lo
encontrado con el grado de diferenciacion (adenocarcinoma bien diferenciado) (p=

0,035).

Alineamiento de las secuencias obtenidas para el codon 61 del gen KRAS.

Archive Editar  Seleccionar Ver Anotacionss Formato Color Calcular  Ayuda

20 ul
36 GLACTGTAATAATCCAGACTS TG CCTACAGGAAGCAAGTAGTAATTCATGGAGAAACCTGTCTC CTCGACACAGCAGGTIC,
HRAS GLACTGTAATAATCCAGACTS TG CCTACAGGAAGCAAGTAGTAATTCATGGAGAAACCTGTCTC CTCGACACAGCAGGTIC,
378 GLACTGTAATAATCCAGACTETE CCTACAGGAAGCAAGTAGTAATTGATGGAGAAACCTGTCTC CTCGACACAGCAGGTIC,
a9 GLACTGTAATAATCCABACTGTS CLTACAGGAAGLCAAGTAGTAATTGATGGAGARACCTGTCTC CTCGACACAGCAGGTIC,
teHRASET GLACTGTAATAATCCABACTGTS CLTACAGGAAGLCAAGTAGTAATTGATGGAGARACCTGTCTC CTCGACACAGCAGGTIC,
347 GLACTGTAATAATCCABACTGTG CCTACAGGAAGCAAGTAGTAATTGATGGAGAARACCTGTCTC CTCGACACAGCAGGTC)
380 GLACTGTAATAATCCABACTS TS CCTACAGGAAGCAAGTAGTAATTGATGGAGAAACCTGTCTC CTCGACACAGCAGGTIC,
382 GLACTGTAATAATCCABACTS TS CCTACAGGAAGCAAGTAGTAATTGATGGAGAAACCTGTCTC CTCGACACAGCAGGTIC,
385 GLACTGTAATAATCCAGACTS TG CCTACAGGAAGCAAGTAGTAATTCATGGAGAAACCTGTCTC CTCGACACAGCAGGTIC,
387 GLACTGTAATAATCCAGACTETE CCTACAGGAAGCAAGTAGTAATTGATGGAGAAACCTGTCTC CTCGACACAGCAGGTIC,
422 GLACTGTAATAATCCAGACTGTG CLTACAGGAAGCAAGTAGTAATTGATGGAGAAACCTGETCTC CTCGACACAGCAGGTC,
az2q GLACTGTAATAATCCABACTGTS CLTACAGGAAGLCAAGTAGTAATTGATGGAGARACCTGTCTC CTCGACACAGCAGGTIC,
a6 GLACTGTAATAATCCABACTGTG CCTACAGGAAGCAAGTAGTAATTGATGGAGAARACCTGTCTC CTCGACACAGCAGGTC)
a8 GLACTGTAATAATCCABACTGTG CCTACAGGAAGCAAGTAGTAATTGATGGAGARACCTGTCTC CTCGACACAGCAGGTC)
450 GLACTGTAATAATCCABACTS TS CCTACAGGAAGCAAGTAGTAATTGATGGAGAAACCTGTCTC CTCGACACAGCAGGTIC,
432 GLACTGTAATAATCCABACTGTS CCTACAGGAAGCAAGTACTAATTCATGGAGAAACC CHIC| CTCGACACAGCAGGTIC,

Figura 9. Resultados del andlisis molecular del exdn 3 del gen KRAS. Se
muestra el alineamiento de las secuencias obtenidas con la secuencia de

referencia, a partir de 15 muestras de CCR con resultados negativos para
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mutaciones en los codones 12 y 13. En estas muestras no se identificaron

cambios moleculares en el codén 61.

8.3.3 ANALISIS MOLECULAR DEL GEN TP53

La frecuencia de mutaciones en el gen TP53 fue del 4,5% (2/44). Las mutaciones
identificadas se localizaron en el exdn 5 y generaron un codon de parada. En la
posicion ¢.493 se presentd una transicion C>T, en el codén CAG, que codifica
para el aminoacido p.Q165*; la otra mutacion se detectd en la posicion ¢.546, una
transversion C>A en el codon TGC que codifica para el aminocido P.C182*

(Figura 10).

a. Transversion C>T en el codon 165 del gen TP53

130 140
- - - = = = - - - - - - -

Tyr Lys Gln Ser
[_:"'n_ﬁ 1A

. A [ \L ."', ,1"1‘ f Secuencia Normal: TAC AAG

II 1 / \ || | [ \ P | | |! . I{‘-‘I [

ATV k YRy yf\\‘ IRYRTE j I \ [ Secuencia Mutada: TAC AAG TAG
LV j vy A A Il' VoY Tvr Lys Stop

b. Transversion C>A en el codon 182 gen TP53

\ Arg Cys Ser Asp

|
I|I | Secuencia Normal: CGC TGC TCA GAT

1%
ﬂl .'rl‘. |"I—" | f ."II || || f ..r h \l/
j \\'Jf \ \ / ".” .fal V'HA" \f \/ 'H,I Secuencia Mutada: CGC TGA
S YN AV Y XV YV Y Arg Stop

Figura 10. Cromatogramas que muestran las mutaciones sin sentido
identificadas en el gen TP53 en CCR. (a) Mutacion ¢.493C>T, p.Q165* en el

exon 5. (b) Mutacion ¢.546C>A p.C182* en el exdn 5.
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8.3.4 ANALISIS DE INESTABILIDAD MICROSATELITAL (MSI)

En las 44 muestras se determin6 que la frecuencia de inestabilidad microsatelital
(MSI) fue del 27,2% (12/44). La MSI-H se determiné en el 11,3% (5/44) de las
muestras (Figura 11); MSI-L en el 15,9% (7/44) (Figura 12) y MSS en el 72,7%

(32/44); es decir, no presentaron inestabilidad microsatelital (Figura 13).

La MSI fue mas comun en hombres (8/44) que en mujeres (4/44), con un 18% y
9% respectivamente, con una diferencia entre los dos grupos estadisticamente
significativa (p=0,047). En cuanto al tipo histolégico, la MSI se encontré en el
15,9% (7/44) de los adenocarcinomas bien diferenciado, seguido de los
adenocarcinomas moderadamente diferenciados 4,5% (2/44) y en el 2,2% de los
mucinosos (1/44), en dos casos no fue posible tener la informacion del tipo
histologico. Con respecto a la localizacion del tumor, el 11,3 % (5/44) se presento
en colon ascendente, el 4,5% (2/44) en colon transverso y el 11,3% (5/44) en
colon descendente. Ademas, fue mas frecuente en los estadios | y Il (58,3%) de

los tumores analizados.

En dos casos con MSI positiva se encontré que presentaban la mutacion p.G12D
en el gen KRAS; por otra parte, se observo el polimorfismo rs41115 del gen APC
en el 66,6% de las muestras con MSI +. Asi mismo, se encontraron los
polimorfismos ¢.111+190 del gen KRAS y ¢.782+72 +92 del gen TP53 en el 16,6%

y el 25% de las muestras con MSI+ respectivamente.
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Figura 11. Imagen de la electroforesis capilar de una muestra de CCR con

MSI-H. En este caso se presenta un individuo con MSI-H; en la parte superior de

la imagen se observa el perfil de los marcadores STRs del tejido sano. En la parte

inferior se observa el perfil del tejido tumoral del mismo caso, que demuestra la

MSI+ en todos los marcadores evaluados. Las flechas rojas indican la
inestabilidad en cada uno de los marcadores.
BAT25 BAT26 NR21 NR27 NR24
o nf |
110 120 180 o 100 150 160 170 120 140 150 180
\l{ |
' M
ﬂ [
Figura 12. Imagen de la electroforesis capilar de una muestra de CCR con
MSI-L. En la parte superior de la imagen se observa el perfil para los cinco

marcadores STRs del tejido sano. En la parte inferior se observa el resultado del
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tejido tumoral del mismo caso; se observa inestabilidad solo en el marcador BAT-

26; se indica con la flecha roja.

BAT25 BAT 26 NR21 NR27 NR24

-| A\

110 120
110 120
I\.M

70 = m" L h“l‘ :
A ,_,\Jd\f\

Figura 13. Imagen de la electroforesis capilar de una muestra de CCR con
resultado MSS. En la parte superior de la imagen se observa el perfil del tejido
sano. En la parte inferior se observa el resultado del tejido tumoral del mismo
caso; no se observan nuevos picos adicionales de amplificacion en el perfil del

tejido tumoral, por lo que este caso de clasifica como MSS.

Por otra parte, del panel de cinco marcadores STRs empleados para determinar la
MSI, BAT-26 fue el de mayor inestabilidad, con el 27% (12/44) de las muestras;
los otros cuatro marcadores, se encontraron inestables con las mismas

frecuencias del 11% (5/44) (Tabla 9).
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Tabla 9. Distribucion y frecuencia de la Inestabilidad Microsatelital por marcador

STR en las 44 muestras analizadas.

STR No INDIVIDUOS %
BAT25 5 11
BAT26 12 27
NR-27 5 11
NR-24 5 11
NR-21 5 11

Asi mismo, se encontr6 que todas las muestras con MSI-H presentaron
inestabilidad en los cinco marcadores utilizados; mientras que, en las muestras
con MSI-L solo presentaron inestabilidad microsatelital en el marcador BAT-26

(Tabla 10).

Tabla 10. Distribucion y frecuencia de los marcadores STRs inestables en las 12

muestras de CCR que presentaron MSI positiva.

No STR INESTABLES | No INDIVIDUOS %
1 7 58.3
2 0 0.0
3 0 0.0
4 0 0.0
5 5 41.7

Adicionalmente, de las 44 muestras con analisis de MSI, se seleccionaron 12
muestras que tenian resultados de MSI positiva y 11 muestras MSS para realizar

el andlisis molecular del gen BRAF, especificamente para identificar la mutacién

(66]



V600E en las 23 muestras seleccionadas. En estas muestras no se identifico la

mutacion V600E o polimorfismos en el exdn 15 de BRAF (Figura 14).

a. Cromatograma obtenido de una region del exén 15 del gen BRAF

424 _R-BRAF - Chromas

b. Alineamiento de las secuencias obtenidas con la secuencia de referencia

del gen BRAF.

Archivo Editar Seleccionar Ver Anotaciones Formato Color Calcular  Ayuda
270 280 a0

sancAacEToAacasTAansanTAsse

/| FBFEOSEE2 e M OOT 222 Ar-sdo AfTAR A B
ater-221 ATATA ] GAAGACCTCACAGTAAAAATAGG
am2-1-226 ATATA & GAaAGACCTCACAGTAAAAATAGS
ZD0°1-224 ATATA =] GAAGACCTCACAGTAAAAATASS
F1ae1-226 ATATA ] GAAGACCTCACAGTAAAAATAGG
g2271-228 ATATA & GAaAGACCTCACAGTAAAAATAGS
426°1-226 ATATA =] GAAGACCTCACAGTAAAAATASS
430°1-226 ATATA ] GAAGACCTCACAGTAAAAATAGG
qem1-228 ATATA & GAAGACCTCACAS TAAAAATAGS
q6201-223 ATATA =] GAAGACCTCACAGTAAAAATASS
q80°1-223 ATATA ] GAAGACCTCACAGTAAAAATAGG
EECREES AT AT & GAAGACCTCACAGTAAAAATAGCG TGATTT TG T SRENER NPNCE PRI - ¢ ~Tocac Tesa To o
F36°1-224 ATATA =] GAAGACCTCACAGTAAAAATASS
F3971-229 ATATA & GAAGACCTCACAGTAAAAATAGG
44444 _zz0 ATATA © GAAGACCTCACAGTAAAAATASG
F4E 1221 ATATA =] GAAGACETCACASTARSAL
ATATA & CocTCcAaCAcTAAAAA

qoe1-z23 ATATA © CCTCACAGTAAAAATAGG TGATTT Tos T ERENNSE PNPAR IR IR c ~Tc 6 AG T6 GG
azast-z2z ATATA ] CCTCACAGTARAAA

Fe0-1-226 ATATA & GAAGACCTCACAGTAAAAS

aqze1-z23 ATATA © GAAGACCTCACAGTAAARAA

a52-1-224 ATATA ] GAAGACCTCACASTAAAAA

F84-1-221 ATala = GAaAGACCTCACAGTAAAAS

Figura 14. Resultados del analisis molecular del gen BRAF. (a)Cromatograma
normal del exon 15 del gen BRAF. (b) Alineamiento de las secuencias de las
muestras evaluadas generado con la de referencia. No se detectd la mutacion

V600E en las 23 muestras analizadas de CCR.

8.3.5 ANALISIS DE METILACION DEL PROMOTOR DEL GEN MLH1

El estado de metilacién del promotor del gen MLH1 se determiné en 41 de las 44

muestras analizadas. La frecuencia de metilacién del gen MLH1 fue del 73,1%
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(30/41); mientras que, el 26,8% (11/41) de las muestras no estaban metiladas

(Figura 15).

PM 430 434 480 466 414 390 438

434 480 466 414 390 438 478

Figura 15. Electroforesis que muestra los productos amplificados de algunas
muestras por MS-PCR. a. Productos amplificados con primers especificos para
la regibn metilada del promotor del gen MLH1; los casos 430, 434, 466 y 390
presentan metilacion del gen. b. Productos amplificados con los primers
especificos para la regiéon no metilada del promotor de MLH1,; los casos 480, 414,
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438 y 478 no presentan metilacion para este gen. PM: Marcador de peso
molecular de 100pb; (1) control ADN universalmente metilado. (2) control ADN no

metilado y (3) control ADN no tratado con bisulfito no metilado.

De las 30 muestras con el MLH1 metilado, el 63,3% (19/30) eran de mujeres con
una edad promedio de 62,8 afios; mientras que el 36,6% (11/30) fueron hombres
con un promedio de edad de 63,6 afios. En cuanto al tipo histologico se encontro
metilacién principalmente en adenocarcinomas con el 85,7% (24/30) y en
adenocarcinoma mucinoso con el 14,2% (4/30); en dos casos no fue posible
determinar el tipo histologico. Con respecto al estadio TNM y la metilacién, se
encontré que en los estadios IV (9/30) y 1l (8/30) la frecuencia de metilacion fue del
30% y 26,6% respectivamente, seguido de los estadios | (6/30) y Il (3/30) con el
20% y el 10% respectivamente; en cuatro muestras no fue posible determinar el
estadio. En cuanto a la localizacién del tumor y la metilaciéon, se determind
principalmente en el 36,6% en colon ascendente (11/30), 33,3% en el
descendente el (10/30), 13,3% en colon transverso (4/30) y 10% en el recto

(3/30). En dos casos (6,6%) no fue posible determinar la localizacién.

De otro lado, en los 11 casos que no tenian el gen MLH1 metilado, el 54,5% (6/11)
eran mujeres con una edad promedio de 51,6 afios y el 45,4% eran hombres
(5/11), con una edad promedio de 69 afios. Se observé con mayor frecuencia en
adenocarcinomas con el 72,7% (8/11). El estadio Il fue el mas comun con el
36,3% (4/11). Con respecto a la localizacién del tumor, se encontré6 mas frecuente
en colon ascendente con el 45,4% (5/11), seguido del colon descendente con el

27,2% (3/11) ,9% en colon transverso (1/11) y 18,1% en el recto (2/11).

(69]



En las 30 muestras de CCR que tenian el gen MLH1 metilado se encontr6 que
tres muestras (10%) presentaban mutaciones en APC, ocho (26,6%) en KRAS

(8/30) y una en TP53 (3,3%).

En el grupo de 12 muestras con MSI+ se encontrdé que 11 (91,6%) tenian el gen
MLH1 metilado. Los dos eventos de MSI+ y metilacion se observaron mas
frecuentemente en colon ascendente en un 41,6% (5/12), seguido de colon
descendente con el 33,3 % (4/12) y el 16,6% en colon transverso (2/12). En el
caso restante no fue posible determinar la localizacion. Con respecto al estadio, se
observo que la metilacion fue mas frecuente en el estadio Il con el 33,3% (4/12);
seguidos del I y el IV con el 25% (3/12) y 16,6% (2/12) respectivamente. Tres
casos no tenian disponible informacion sobre el estadio. Adicionalmente, de los 11
casos con MSI+ y MLH1 metilado, el 45,4% (5/11) se clasificaron como MSI-H y el
54,5% (6/11) como MSI-L. Solo una muestra con MSI-L presento el gen MLH1 no

metilado (Tabla 11).

De las 11 muestras que presentaron MSI+ y metilacion del gen MLH1, solo una
presentd mutacion en KRAS; mientras que, en los genes APC, TP53 y BRAF no
se identificaron mutaciones en estas muestras (Tabla 11). Adicionalmente, en
estas muestras se observo una alta frecuencia de polimorfismos; principalmente el
rs41115 del gen APC en el 72,7% (8/11) de las muestras; los polimorfismos
rs12947788 y rs12951053 de TP53 en el 27,2% (3/11); por ultimo, el polimorfismo

rs12228277 se observo en el 18,1% (2/11) del gen KRAS.
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Tabla 11. Descripcién de las caracteristicas de las 12 muestras de CCR con MSI+

y la relacién con los hallazgos de mutaciones y de metilacién en el gen MLHL1.

Caso | Edad | Sexo | Localizacién | Estadio | APC KRAS TP53 MSI MLH1
70 F Ascendente v MSI-L M**

2 ND* F ND* ND* MSI-L M
3 72 M Ascendente ] MSI-H M
4 90 F Transverso v MSI-L M
5 58 M Descendente I MSI-H M
6 81 M Ascendente Il MSI-H M
7 36 F Transverso ND* c.35G>A MSI-H M
8 62 M Ascendente I MSI-L M
9 81 M Descendente I MSI-L M
10 53 M Descendente I MSI-H M
11 79 M Descendente 1l MSI-L M
12 ND* M Ascendente ND* c.35G>A MSI-L UM***

*ND= no determinados
** M= Metilado
** UM= No metilado

De las 32 muestras que presentaron MSS se determiné el estado de metilacion del
gen MLH1 en 29 de estas. El 65,5% (19/29) presentaron el MLH1 metilado; estos
casos fueron mas comunes en mujeres que en hombres con un 78,9% y 21,0%
respectivamente. Ademas, la metilacion de este gen se observd con mayor
frecuencia en el colon ascendente con el 36,8% (7/19) y menos frecuente en el
colon transverso y recto. Con respecto al estadio de los tumores, se observé que
fueron mas frecuentes en el estadio IV y Il con el 36,8% y el 21%
respectivamente; seguidos del 1y el lll con el 15,7% respectivamente. Por otra
parte, el 15,5/% (3/19) de las muestras presentd mutacion en APC, el 36,8%

(7/19) en KRAS, y el 52% (1/19) en TP53. Adicionalmente, se observé alta

[71]




frecuencia de polimorfismos, principalmente el rs41115 del gen APC en el 94,7%
(18/19); los polimorfismos de TP53 rs12947788 y rs12951053 en el 15,7% (3/19) y

el polimorfismo rs12228277de KRAS en el 15,7%

De otro lado, las 10 muestras restantes MSS y sin metilacion, se observaron con
mayor frecuencia en mujeres que en hombres con el 60% (6/10) y 40% (4/20)
respectivamente. Estos casos fueron mas frecuentes en colon ascendente en el
40% (4/10); mientras que, el 20% (2/10) se observd en colon descendente y el
recto respectivamente. Por ultimo en el colon transverso con el 10% (1/10). Con
respecto al estadio, se observd que estos casos fueron frecuentes en estadio Il
con el 40% (4/10) y los demas estadios (I, Il y IV) presentaron la misma

frecuencia del 20% (2/10) para cada uno.

En este estudio no se encontrd una asociacion estadisticamente significativa entre
la edad, el tipo histologico y la localizacidon del tumor con los resultados

moleculares de las muestras analizadas.

Finalmente, de las 44 muestras analizadas en este estudio, solo una presentd
simultdneamente mutacion en el gen KRAS, MSI+ y metilacion del MLH1. Por el
contrario, en cuatro muestras no se identificaron ningln tipo de alteraciones

moleculares evaluadas.
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9. DISCUSION

En este estudio se realiz6 un analisis molecular para identificar mutaciones en los
genes APC, KRAS, TP53, y BRAF; asi como también, analisis de inestabilidad

microsatelital y de metilacién en 44 pacientes con CCR esporadico.

La edad promedio de los individuos al momento del diagndstico fue de 60,5 afios
(57,0 para hombres y 61,3 para mujeres), similar a la reportada en la literatura,
puesto que el 95% de los casos de CCR esporadico se diagnostican después de

los 50 afos (19,20).

Es importante resaltar que el 20,4% (9/44) de los pacientes tenian menos de 50
afnos, la mayoria mujeres. De estos casos, cuatro estaban en estadios avanzados
del cancer (lll y IV) y los tumores se localizaron principalmente en colon sigmoides
y recto. En este grupo de pacientes con CCR esporadico de aparicion temprana y
sin antecedentes familiares se explicaria por un subtipo de CCR denominado
“cancer colorrectal esporadico de inicio temprano” (Early Onset Colorectal
Cancer); que se caracteriza porgue se localizan con mayor frecuencia en el colon
sigmoides y el recto; no presentan mutaciones en BRAF; no tienen alteraciones
en los genes del sistema de reparacibon MMR y no presentan inestabilidad
microsatelital (79-81). De acuerdo con lo anterior, este grupo, presentan
caracteristicas similares al del subtipo de cancer antes mencionado. Por lo tanto,
se sugiere que estos pacientes se clasificarian dentro de este subtipo de CCR

esporadico.
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Nuestros resultados son similares a los reportados por Chang et al, que
encontraron que el 80% (44/55) de los tumores se localizaron en el colon
sigmoides y recto; ademas, solo el 4% de los casos tenian mutacion en KRAS,

BRAF normal y la mayoria de los casos fueron MSS (83).

Por lo anterior, los estudios de andlisis molecular en individuos con CCR tienen
gran importancia en nuestro medio, porgue permiten la identificacion de pacientes
con este subtipo de cancer en estadios tempranos y de la pertinencia de
implementar pruebas de tamizaje genético en familias con alto riesgo de
desarrollar CCR, para posteriormente realizar un tratamiento oportuno que mejore

la sobrevida.

En general, nuestros resultados mostraron que las muestras analizadas se
localizaron principalmente en el colon ascendente y descendente, y fueron menos
frecuentes en el colon transverso y recto; estos hallazgos concuerdan con lo
informado por otros autores (99, 100,125). En relacién con los resultados
histopatoldgicos, todas las muestras del estudio se encontraban en un estado
avanzado de la enfermedad, ya que fueron clasificadas como adenocarcinomas en
el 90% de los casos. Este hallazgo concuerda con lo informado en la literatura,
que reporta entre el 90% al 95% de los casos de CCR, al momento del
diagnéstico, se clasifican como adenocarcinomas (82). Ademas, el 55,3% de las
muestras se encontraban en estadios tempranos I-Il y el porcentaje restante en

estadios avanzados IlI-1V.
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Es importante destacar que los pacientes con CCR en estadios | y Il tienen un
mejor prondstico de la enfermedad y la sobrevida a cinco afios es de
aproximadamente del 95%. Por lo tanto, en estos estadios es el momento
oportuno para tomar decisiones en cuanto a la intervencién y al tratamiento mas
adecuado, de acuerdo con la guia Americana de Oncologia Clinica (NCCN
“National Comprehensive Cancer Network” version 2. 2017) para los pacientes con
CCR. De esta manera, se contribuiria favorablemente a la supervivencia de estos
pacientes (139). De acuerdo con lo anterior, se espera que el 55,3% de los
pacientes evaluados con CCR, que se encontraban en estadios I-1l, tendrian un

buen prondstico de la enfermedad.

Por el contrario, en los estadios avanzados del cancer (lll y 1V) la probabilidad de
sobrevivir posterior al tratamiento es cerca del 12,5% (83,84). Este dato es
preocupante si se tiene en cuenta que en Colombia la mayoria de pacientes con
CCR son diagnosticados en estadios avanzados de la enfermedad, lo que
supondria que tendrian una alta tasa de mortalidad. La situacién anterior se
explicaria por razones como la falta de promocién y prevencién, dificultad para
acceder al sistema de salud, deficiencia en la implementacion de pruebas
diagndsticas no invasivas. Adicionalmente, se debe tener en cuenta que el CCR
es asintomatico en los primeros estadios, lo que dificulta la deteccién temprana de

la enfermedad.

Con respecto a los resultados de mutaciones en los genes APC, KRAS, TP53 y
BRAF, en este estudio se encontrd un total de mutaciones del 47,7%, similar a lo

reportado por otros autores (84, 85, 88, 92, 98). Las muestras que presentaron
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mutaciones se localizaron principalmente en colon ascendente y menos frecuente
en el recto; hallazgos similares a los informados en otros estudios. De estos
resultados, se concluye que el CCR esporadico con mutaciones en los genes

evaluados es mas predominante en el colon ascendente (99).

Particularmente, la frecuencia de mutacién del gen APC fue del 18,1%, que es
menor comparada con las reportadas en otros estudios, que informan hasta un
70% de los casos, cuando se secuencia todos los exones de APC. En este estudio
se analizé solo la region MCR del exén 15 (84,85). Sin embargo, nuestro
resultado es similar al reportado en otros estudios, que informan baja frecuencia
de mutaciones en APC (86,87). Adicionalmente, se debe mencionar que en el gen
APC se presentan otro tipo de alteraciones moleculares diferentes como son la
LOH (hasta en un 40%), deleciones cromosOmicas en la regiébn 5921 y la
metilacién. Por lo anterior, se sugiere que en los pacientes que no se detectaron
mutaciones en APC, no se podria descartar la presencia de las anteriores
alteraciones mencionadas. Por lo anterior, se podria afirmar que existen diversas
alteraciones genéticas que afectan la expresion de este GST, el cual es clave en

la carcinogénesis del CCR.

En este estudio KRAS fue el gen mutado mas frecuentemente, en el 25% de las
muestras analizadas. Este resultado es un poco menor al reportado por varios
autores, pero esta entre el rango del 13% al 50% informado en la literatura (88).
Ademas, concuerda con el 28% reportado en un estudio de Chile en 58 pacientes
(91). Los anteriores estudios corroboran que en el CCR esporadico la frecuencia

de mutaciones en el gen KRAS presenta una variacion geografica. Se encontro
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gue las mutaciones fueron mas prevalentes en el codon 12 que en el 13; y no se
detectaron en el codén 61. Los resultados concuerdan con lo reportado en la
literatura, en la cual se informa que el 95% de las mutaciones en KRAS ocurren
principalmente en los codones 12 y 13 del exén 2 y en menor proporciéon en el

codon 61 del exén 3 (89,90).

Adicionalmente, varios estudios concluyen que las mutaciones en KRAS son mas
comunes en adenomas (tumor benigno) durante la carcinogénesis del CCR y que
se eliminarian durante la seleccion de clones malignos que ocurre durante la

progresion de adenoma hacia carcinoma colorrectal (90).

En el CCR metastasico (CCRm) esta bien definido que los pacientes con KRAS
mutado no se benefician de la terapia con inhibidores del EGFR (I-EGFR). De
acuerdo con lo anterior, en este estudio de los 11 pacientes con KRAS mutado, 7
tenian CCRm; por lo tanto, en ellos no se espera respuesta al tratamiento con
Cetuximab o Panitumumab, como lo indica la guia Americana de Oncologia
Clinica (NCCC version 2. 2017) (139). Ademas, tendrian un mal prondstico de la
enfermedad, ya que por estar KRAS mutado, este gen estard activado
constitutivamente en las células cancerosas, lo que produciria un mecanismo de
resistencia a la quimioterapia con estos medicamentos. Por consiguiente a estos
pacientes se les debe suministrar otro tratamiento que sea mas eficaz. Por el
contrario, los 33 pacientes que no tenian mutaciones en KRAS, si se beneficiarian
de la terapia con Cetuximab o Panitumumab, ademas, tendrian un mejor
prondstico de la enfermedad. En resumen, es de resaltar la importancia de este

tipo de estudios moleculares, de la utilidad clinica de KRAS como un biomarcador
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en CCRm porque permite, clasificar los pacientes en subgrupos de KRAS positivo
y KRAS negativo, lo cual seria muy valioso para el pronéstico de la enfermedad y
para predecir la respuesta a la quimioterapia, como también, para orientar al

especialista en la seleccion adecuada de la terapia antineoplasica.

De otro lado, en el CCR esporadico se establece que las mutaciones en KRAS y
BRAF son eventos mutuamente excluyentes. Nuestros resultados confirman esta
relacion, no se detectdé la mutacion V60OE en BRAF en muestras con KRAS
mutado; cabe anotar que, los CCR esporadicos se caracterizan por tener una baja
frecuencia de mutacion en BRAF que oscila entre el 0 al 5% en diferentes
poblaciones; lo anterior concuerda con lo informado en este trabajo, en el que no

se detectdé mutaciones en BRAF en las muestras analizadas (92,102).

Con respecto, a los resultados en el gen TP53, se encontrd una baja frecuencia de
mutaciones del 4,5%; ésta es muy diferente comparada con las reportadas en
multiples estudios, en los que se encuentran de hasta el 60% en estadios
avanzados y cuando se evaluan todos los exones de este gen (93). En este
trabajo solo se secuenciaron los exones 5 al 8. Ademas, debe tenerse en cuenta
gue un poco mas de la mitad de las muestras estaban en estadios tempranos del
cancer |1 y Il, en los cuales no son muy comunes las mutaciones en TP53.
Nuestros resultados permiten sugerir que en los individuos estudiados no se
podria descartar la presencia de mutaciones en los exones no evaluados. A partir
de los resultados obtenidos para este gen, se propone que los pacientes
colombianos con CCR, presentan un perfil de mutaciones particular muy diferente

al reportado en otras poblaciones. Posiblemente factores como el estilo de vida,
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habitos y la composicién étnica, podrian estar relacionados con la frecuencia de

mutaciones para este gen en nuestro medio.

En Colombia y América Latina se han publicado pocos estudios en CCR sobre
mutaciones somaticas en el gen TP53 (94-96). No obstante, la baja frecuencia de
mutaciéon en TP53 encontrada en este trabajo es similar a la reportada en un

estudio previo por nuestro grupo (100).

Asi mismo, en otro trabajo del grupo se encontré6 en muestras de CCR una
frecuencia del 43% de aneuploidias del cromosoma 17 y un 89,5% de deleciones
en el locus 17p13.1 en el que se localiza el gen TP53 (97). De estos resultados se
concluyo que la aneuploidia del cromosoma 17 y la delecion del locus del gen
TP53, son alteraciones comunes en los pacientes colombianos con CCR. De
acuerdo con lo anterior, en el presente trabajo no se puede excluir este tipo de
alteraciones cromosomicas en las muestras que no presentaron mutaciones en
TP53. De forma similar a lo descrito para APC, en el GST TP53 se presentan
diversas alteraciones genéticas que afectan la expresion, el cual es considerado

un gen importante en el desarrollo de diferentes tumores sélidos.

De otro lado, al comparar en conjunto nuestros resultados en los genes APC,
KRAS y TP53 con otros trabajos, se encuentran discordancias con lo reportado
por Smith et al, en un estudio molecular con 103 muestras de CCR, quienes
encontraron altas frecuencias de mutaciones en APC, KRAS y TP53 del 56,7%,
27,4%, y 61,3% respectivamente (98). De manera similar, en un estudio realizado

en Europa en 103 muestras de CCR se inform6 71% de mutaciones en el gen
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APC, 32% en KRAS y 28% para TP53 (99). Estos resultados son mayores a lo
encontrado en el presente trabajo, especialmente para los genes APC y TP53. Las
diferencias podrian explicarse principalmente por el tamafio de la muestra, y

porque se evaluod toda la region codificante de los genes (99).

En los anteriores estudios, similar a lo encontrado en nuestro trabajo, no se
identificaron mutaciones concomitantes en KRAS y TP53, los autores sugieren
gue la presencia de estas dos mutaciones seria desventajosa para la progresion
del tumor y aparecerian sélo cuando existen mutaciones en el gen APC (98,99).
Por el contrario, las mutaciones simultaneas en los genes APC y TP53 fueron
mas frecuentes en el trabajo de Smith et al (98). En este estudio la combinacién
de mutaciones mas comun fue en los genes APC y KRAS, similar a lo reportado
previamente por nuestro grupo y por Vasovcak et al (99,100). Por otra parte, no se
identificaron mutaciones simultaneas en estos tres genes. Sin embargo, Smith et
al encontraron una frecuencia de mutaciones concomitantes en los tres genes del
6% y Vasovcak et al de 8,7% respectivamente. En conclusion, en el CCR
esporadico las mutaciones simultdneas en los genes de la via supresora APC,

KRAS y TP53 son un evento infrecuente.

Asi mismo, al comparar los resultados de mutaciones del presente estudio en los
genes APC, KRAS y TP53 con los obtenidos previamente por nuestro grupo,
cuyas frecuencias fueron del 26,7%, 13,3% y 6,7% para APC, KRAS y TP53
respectivamente (100); aunque existen variaciones en los dos estudios, se
observa que los pacientes colombianos con CCR esporadico se caracterizan por

presentar bajas frecuencias de mutaciones para estos genes.
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De otro lado, en un estudio con pacientes Chinos utilizando una plataforma de
secuenciamiento de nueva generacion (NGS), se informd una frecuencia de
mutaciones del 17,2% para APC; 50,5% en KRAS y 23,7% en TP53 (101). De
estos resultados, la frecuencia de APC es menor a la obtenida en este trabajo;
otro estudio utilizando la tecnologia de NGS, report6 frecuencias de mutaciones
para APC, KRAS y TP53 del 27,3%, 44,4% y 52,5% (102). Estos dos estudios,
gue emplearon técnicas novedosas para la deteccibn de mutaciones en CCR,
ademdas de corroborar que las frecuencias de mutaciones para estos genes varian
entre poblaciones, debe también tenerse en cuenta que estas frecuencias varian

de acuerdo con las técnicas que se utilice.

En resumen, los resultados obtenidos en este estudio sobre las mutaciones en los
genes APC, KRA, TP53 y BRAF en individuos con CCR, presentan diferencias
comparados con los informados en la literatura. Estas diferencias se explicarian
por el tamafio de la muestra, al nUmero de exones evaluados, las diferencias
geograficas y las metodologias utilizadas. Los resultados de mutaciones en estos
genes corroboran hallazgos previos de otros trabajos del grupo de Genética
Médica, que en conjunto concluyen que los pacientes colombianos con CCR se
caracterizan por presentar bajas frecuencias de mutaciones en los genes APC,

KRAS y TP53.

Por otra parte, en este estudio se identificé una alta frecuencia de polimorfismos
en las muestras de CCR analizadas. Estos hallazgos confirman lo reportado en un
estudio previo en 30 pacientes colombianos con CCR (100); hasta el presente

ambos trabajos son los primeros en informar una alta frecuencia del polimorfismo
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p.T1493T en pacientes colombianos con CCR esporadico. EI gen con mayor
frecuencia de polimorfismos fue APC, en el que se detectaron dos polimorfismos,
p.T1493T y p.P1442P; con una frecuencia del 75% y 2,2% respectivamente. Estos
polimorfismos se encuentran reportados en las bases de datos de NCBI y 1000
genomas como SNP rs41115 y rs67622085. Particularmente la frecuencia del
p.T1493T G>A (75%) reportada en los individuos colombianos es muy superior a
la reportada para la poblacion caucasica que oscila entre el 1,1% al 38%
(103,104). Este polimorfismo también se ha identificado en familias con FAP; asi
mismo, se ha reportado con una alta frecuencia en pacientes con cancer de mama

(105,109).

Scott et al, informa que el polimorfismo p.T1493T tiene un efecto protector para el
desarrollo del CCR. Por el contrario, Fernandez-Rozadilla et al (2010) no
encontraron asociacion entre este y el riesgo de desarrollar CCR. Sin embargo,
Wachsmannova-Matelova et al (2009), sugieren que el polimorfismo se asocia con
mayor riesgo para desarrollar CCR y que deberia usarse como biomarcador
molecular para el diagnéstico del CCR. Los anteriores hallazgos son
contradictorios, por lo que se requieren futuros estudios de casos y controles, que
permitan esclarecer la asociacién de este polimorfismo con el riesgo de desarrollar

cancer colorrectal (106-109).

En cuanto al polimorfismo p.P1442P, la sustitucion T>A en la posicion 4326, no se
encontré reportes en la literatura de su asociacion con el desarrollo del CCR. Por
lo tanto, este polimorfismo se reporta por primera vez en individuos colombianos

con CCR.
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Con respecto a los otros polimorfismos identificados en este trabajo en los genes
KRAS y TP53, estos se localizan en regiones intrénicas, por lo que no tienen
efecto en la secuencia de aminoacidos de la proteina; hasta el presente no se
conoce la asociacion de estos polimorfismos con el riesgo de desarrollar CCR

(110-114).

En cuanto a los resultados de MSI en las muestras de CCR analizadas, se
encontré una frecuencia de MSI positiva (MSI+) del 27,2%, similar a lo informado
en la literatura para diferentes poblaciones y a la reportada por Vasovcak et al
(2011) y Meng et al (2007) del 24,5% y 31,2% respectivamente (99,136). Nuestro
resultado es un poco menor al 34,1% obtenido en un trabajo reportado
previamente por nuestro grupo (119). Sin embargo, la frecuencia de MSI
informada en este trabajo difiere de las informadas por Agostini et al (2010),
Moghbeli et al (2011) y Siddique et al (2016), que varian del 13% al 60% (121,

120,135).

En general, entre el 15% al 20% del CCR esporadico presenta MSI, que se origina
por defectos en los genes MMR (115,116). Determinar la MSI en el CCR
esporadico y hereditario tiene gran utilidad clinica porque permite clasificar los
tumores en MSI+ y MSI-. Estos tumores tendrian diferentes caracteristicas clinico-
patolégicas y genéticas, lo que sugiere que se originan por diferentes vias

moleculares en la carcinogénesis del CCR.

En relacién con lo anterior, en este trabajo se demostré que cerca de una tercera

parte de los pacientes con CCR correspondio al subgrupo molecular MSI+; lo que
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permite sugerir, que la MSI es un evento frecuente que se presenta en los
pacientes colombianos con CCR evaluados, el cual esta relacionado con el
desarrollo de este tipo de cancer. La guia clinica de oncologia de la NCCN para
los pacientes con CCR (139), recomienda realizar la prueba molecular de MSI a
estos pacientes, no solo por lo anteriormente descrito; sino también, porque existe
evidencia que estos pacientes en estadio Il, no se benefician de la terapia con 5-
Fluorouracilo y tienen un mejor prondstico de la enfermedad. En resumen, similar
a lo descrito para KRAS, la prueba de la MSI tiene una gran utilidad clinica para
predecir la respuesta de los pacientes con CCR al tratamiento con este

medicamento antineoplasico.

Del subgrupo de muestras MSI+, el 11,3% fueron MSI-H; resultado que concuerda
con los reportados por Hatch et al (2005) y Huang et al (2010) del 10% y el 11,9%
respectivamente (137,138). Sin embargo, difiere del 26,8% informado previamente
por nuestro grupo y por otros autores (99, 120,135). Adicionalmente, la MSI-L fue
el tipo de MSI mas comun en este estudio, la cual fue mayor comparada con la
informada previamente por otros trabajos (99, 137,138). No obstante, es similar a
la informada por Moghbeli et al (2011) del 16,4% (121). De otro lado, en CCR
esporadico las muestras del subgrupo MSI-L se relaciona con la ausencia de
mutaciones en el gen BRAF; nuestros resultados corroboran esta relacion. En
este estudio los 7 pacientes con MSI-L tenian el gen BRAF normal. Cabe
mencionar que otra utilidad clinica que se tiene con la clasificacion molecular de la
MSI en los pacientes con CCR, es que en los pacientes con MSI-H, se recomienda

practicar la colectomia subtotal del colon; es decir, que la MSI orienta el tipo de
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cirugia que se les debe realizar a estos pacientes. En resumen, en cuanto a las
diferencias entre los resultados obtenidos de la MSI con los reportados en la
literatura, se explicaria por el tamafio de la muestra, el nimero y tipo de STR
utilizados, la variacién geografica de la MSI, factores ambientales y la localizacion

anatémica del tumor.

Con respecto a los microsatélites, en nuestro estudio el marcador STR mas
inestable fue BAT26; diferente a lo reportado por Montenegro et al, 2006 (BAT40)
(119) y por Moghbeli et al, 2011 (BAT-25) (121). Sin embargo, es importante
mencionar que de estos tres marcadores, BAT-25 y BAT-26, estan recomendados
en los principales paneles para analizar la MSI, por su especificidad y
sensibilidad; ademas que a partir de poco volumen de muestra tumoral se puede

determinar la MSI (59, 60,130).

En este estudio la MSI+ se detectd con mayor frecuencia en tumores localizados
en el colon ascendente y menos frecuente en el colon transverso; mientras que,
en las de recto no se detectd. Nuestros resultados concuerdan con otros estudios
gue informan que la MSI ocurre con mayor frecuencia en el colon ascendente y
gue su frecuencia varia en los diferentes sitios anatémicos del colon (115, 123,
124,125).En conclusion, nuestros hallazgos corroboran la variacion de la MSI a lo
largo del colon hasta el recto y la relacion directa en el colon ascendente. La
variacion de la MSI en el colon se deberia al microambiente de los diferentes sitios

del colon, al estilo de vida y habitos de cada individuo (123, 124,125).
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En relacion con los hallazgos del TNM y la MSI, los resultados concuerdan con
los informados por otros estudios, los cuales reportan que la MSI es frecuente en
los estadios | y Il del CCR; es decir, cuando los tumores son de menor tamafio y
no se han diseminado a tejidos cercanos (117,118, 122). En este estudio, se
encontré que mas de la mitad de los pacientes con MSI+ estaban en los estadios
I y Il. No obstante, otros autores han detectado la MSI+ en tejidos colorrectales
precancerosos, como en adenomas vellosos. Lo que indica que la MSI se
presenta en etapas tempranas dentro de la secuencia adenoma-carcinoma. De
acuerdo con lo anterior, las guias clinicas de oncologia de la NCCN resaltan la
importancia de realizar la prueba de la MSI en todos los pacientes para la
clasificacion molecular del CCR; porque los que presentan un estadio Il con MSI-
H, tienen un mejor prondstico de la enfermedad y no se benefician de la terapia
con 5 -Fluorouracilo (118, 121,122). De acuerdo con este estudio, los cuatro
pacientes que estaban en estadio Il con MSI-H, no se les debié suministrar este

tratamiento.

Por otra parte, en CCR esporadico se reporta una asociacion significativa entre
tumores con MSI+ y la mutacion V600E del gen BRAF, particularmente en los
casos con MSI-H (115,116); sin embargo, no se observd esta asociacion, en los
12 casos con MSI+, no se detectd la mutacion V60OE. Por el contrario, se
corroboro la relacién de las muestras con MSI-L y la ausencia de mutaciones en
BRAF, como lo informan varios autores (127,133). Encontramos el gen KRAS
mutado en el 16% de las muestras con MSI+, similar a lo informado por Nash et al

(2010), con el 22%. Sin embargo, estos resultados difieren significativamente del
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1% informado por Hu et al 2016 (117,118); estos resultados indican la variacion

geografica que se presenta en esta relacion.

En este estudio se encontrd alta frecuencia (73,1%) de metilaciéon del gen MLH1
en las muestras analizadas; concordando con lo informado en la literatura, que se
encuentra metilado hasta un 60% en CCR esporadico (65). Sin embargo, la
frecuencia de metilacion obtenida es superior comparada con las reportadas por
otros autores que oscilan entre el 9,4% y el 20% (99, 120, 126,127, 128). Las
diferencias se explicarian por las metodologias empleadas, el estilo de vida,
habitos y la exposicion a compuestos quimicos (127,140). En resumen, en este
estudio se demostré que la metilacién del gen MLH1 fue un evento frecuente en
los pacientes Colombianos con CCR evaluados, esto se evidencié en los
diferentes estadios del cancer. El 56% de los pacientes estaban en los estadios |y
Il del cancer. Es bien conocido que los mecanismos epigenéticos como la
metilacibn de GST y de reparacion estan relacionados con el desarrollo del
cancer. En el CCR esporéadico la metilacion del MLH1 y de otros genes ocurre
durante la progresion de la secuencia adenoma-carcinoma. La hipermetilacion del
promotor de este gen en etapas tempranas se propone como un biomarcador

pronostico de la enfermedad.

Varios autores reportan que la metilacion de MLH1 ocurre con mayor frecuencia
en el colon ascendente seguido de colon descendente y recto (99, 125, 126,
128,129); nuestros resultados concuerdan con lo anterior ya que esta alteracion
fue mas frecuente en el colon ascendente y menos frecuente en el recto. De estos

resultados se afirmaria que los pacientes colombianos con CCR evaluados
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presentaron una distribucion de metilacion del gen MLH1 similar a la informada en

otras poblaciones.

De otro lado, en los casos de CCR que presentan MSI+ existe una relacion directa
con la metilacion del gen MLH1 en el colon ascendente, de hasta un 90% de los
casos (126, 132, 133,140). En este estudio se encontré que el 91,6% de las
muestras con MSI+ tenian metilado el MLH1, demostrando la correlacion
informada en la literatura; ademas, es importante resaltar que la mayoria de los
pacientes con MSI+ y metilacién del MLH1 estaban en los estadios | y Il; por lo
gue se podria afirmar que estas dos alteraciones moleculares se presentan
simultdneamente con frecuencia en estados tempranos durante la carcinogénesis

del CCR.

La MSI en el CCR esporadico se le atribuye a la inactivacion epigenética del gen
MLH1. Este hace parte de los genes MMR, por lo tanto la no expresion de la
proteina MLH1 impide que se forme un complejo con la proteina PMS2, esencial
en la reparacion de bases mal apareadas. Por esta razon la inactivacion del gen
MLH1 induciria la acumulacion de mutaciones en otros genes del sistema MMR,
como MSH2, MSH3 o MSH6 (115,116,141). También, podria ocasionar
alteraciones en otras vias genéticas, como la MSI, las cuales estan relacionadas
con la carcinogénesis del CCR. Ademas, la inactivacion del MLH1 se asocia
directamente con la inestabilidad epigendmica del CCR. Por lo anterior, en las
muestras analizadas de este trabajo que tenian metilado el gen MLH1, no se
descartaria la metilacién de otros genes, tales como el MGMT y el CDK2A/p16,

los cuales estan frecuentemente metilados en el CCR (21,58,65,128,141). En
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resumen, es importante en los pacientes con CCR realizar la determinacién de la
MSI y en los casos positivos establecer el patron de metilacion del gen MLH1;
para tener una clasificacibn molecular mas completa de cada uno de los

pacientes.

En este estudio también se encontré alta frecuencia de metilaciéon del gen MLH1
en las muestras con MSS (estables); indicando que la metilacion de este gen no
es exclusiva de los pacientes con MSI+. De acuerdo con estos hallazgos se
propone gque las muestras con MSS y MLH1 metilado corresponderian a un
subgrupo de pacientes con caracteristicas moleculares y epigenéticas diferentes al
subgrupo de pacientes con MSI+ y MLH1 metilado. En conclusién, los pacientes
con CCR esporadico evaluados se caracterizaron porque la mayoria tenian

metilado el gen MLHL1 en los diferentes estadios histopatologicos.

Por ultimo, en cuanto a la relacion del estado de metilacion del gen MLH1 y
mutaciones en los genes APC, KRAS y TP53, se reporta en varios estudios que
entre el 15% y 17% de los casos presentan simultaneamente mutaciones en el
gen APC y metilacion del promotor de MLH1 (128). Lo anterior concuerda con
nuestros resultados, que fue del 10%. De manera similar se informa que
mutaciones en el gen KRAS vy metilacion del MLH1 se encuentran
simultdneamente hasta en el 15% de los casos de CCR. En este estudio se
encontré un porcentaje del 26,6% (126). Por el contrario, hasta el presente no se
ha reportado en la literatura mutaciones en el gen TP53 y metilacion del MLH1
simultdneamente. En nuestro estudio el 3,3% de las muestras tenian estas dos

alteraciones; por consiguiente, este estudio es el primero en informar una baja
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frecuencia de estas dos alteraciones en pacientes con CCR esporadico. En
conclusién, se afirmaria que mutaciones en los genes APC, KRAS y TP53 son

poco comunes en los pacientes con CCR que tienen metilado el gen MLHL1.

Siguiendo con las observaciones anteriores, varios autores informan que existe
fuerte asociacion entre los tumores colorrectales con MLH1 metilado y la mutacion
V600E en BRAF (115, 116, 131, 132,133), no observamos esta relacion
posiblemente por el tamafio de la muestra. Ademas por el hecho que la mutacion

de BRAF en los casos esporadicos es de aproximadamente el 5%.

En resumen, en este trabajo se encontrdé una alta frecuencia de metilacion en el
gen MLH1, esta alteracion molecular fue la mas predominante en las muestras de
CCR evaluadas. Este hallazgo contrasta con las bajas frecuencias de mutaciones
obtenidas en los genes APC, KRAS, TP53 y BRAF, lo que indica una relacién
inversa entre la frecuencia de metilacion y la de mutaciones en los genes
evaluados; de lo anterior, se podria sugerir que la mayoria de los pacientes
colombianos con CCR del estudio desarrollaron esta neoplasia posiblemente por
vias moleculares diferentes a la clasica o supresora propuesta por Fearon y
Vogelstein, como son la inestabilidad microsatelital y la epigenética, las cuales
ocurren por vias independiente (25) (128). Los resultados obtenidos confirman la

heterogeneidad genética que se presenta en el CCR.

En conclusion, este es el primer estudio realizado en Latinoamérica que evalud
simultdneamente las vias de mutacion en los genes APC, KRAS, TP53 y BRAF,

de inestabilidad microsatelital y epigenética en pacientes con CCR. Los resultados
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aportan informacion basica importante sobre las frecuencias y tipos de
mutaciones; asi como también, del estado de inestabilidad microsatelital y de la
metilacion del gen MLH1; En este grupo de pacientes se logré establecer una
mejor caracterizacidbn genética de la enfermedad, lo que permitid identificar
subgrupos moleculares de acuerdo con las vias alteradas. Es importante
determinar el perfil molecular individual en este tipo de cancer, porque es
relevante para el prondstico de la enfermedad, para predecir la respuesta de los
pacientes a los tratamientos. Por ultimo, en este trabajo se demostré que los
pacientes Colombianos evaluados presentaron diferentes vias moleculares

alteradas relacionadas con la carcinogénesis del CCR.
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10. CONCLUSIONES

Este es el primer estudio en Latinoamérica que evalud simultdneamente las vias
de mutacion en los genes APC, KRAS, TP53 y BRAF, de inestabilidad
microsatelital y la epigenética del CCR esporadico. Lo que permitié realizar una

mejor caracterizacion molecular de los pacientes con CCR.

Este estudio encontré6 una baja frecuencia de mutaciones en los genes APC,
KRAS y TP53 en individuos con CCR esporadico. KRAS fue el gen mas
frecuentemente mutado. Ademas, no se detectd la mutacion V60OE en el gen
BRAF. Lo anterior permite sugerir que los pacientes evaluados presentan un perfil

de mutaciones particular diferente al de otras poblaciones.

En los pacientes con CCR se identificé una alta frecuencia de polimorfismos en los
genes APC, KRAS y TP53, especialmente el T1493T en APC. La asociacion de
estos polimorfismos con riesgo de desarrollar CCR no esta bien definida. Por lo

tanto, es necesario realizar estudios adicionales para determinar esta asociacion.

En este trabajo se demostro que cerca del 30% de los pacientes tenian la via de la
MSI alterada; lo que permiti6 clasificar los pacientes en los subgrupos
moleculares: MSI-H, MSI-L y MSS. Lo anterior es de gran importancia, ya que la
MSI es una prueba molecular de gran utilidad clinica en los pacientes con CCR,;
por que la MSI es un biomarcador predictivo de respuesta al tratamiento

guimioterapéutico.
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La mayoria de pacientes con CCR evaluados se caracterizaron por tener metilado
el gen de reparacion MLH1. Esta via epigenética fue la alteracion molecular mas
frecuente de las vias evaluadas. En este estudio se comprobé la relacion de la
MSI+ con la metilacién del gen MLH1, la cual se determindé con mayor frecuencia

en el colon ascendente.

En este trabajo se determiné que la MSI+ y la metilacién del gen MLH1 fueron
comunes en los estadios | y Il del cancer. Esta informacién es importante para el

prondstico del paciente con CCR.

Los hallazgos de este estudio confirman la heterogeneidad molecular descrita del
CCR esporadico. En los pacientes con CCR evaluados se evidencié que tenian
alteraciones moleculares en las vias CIN, MSI y epigenética relacionadas con la

carcinogénesis del CCR.
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11. PERSPECTIVAS

e Continuar los estudios de la caracterizacion molecular en el CCR con el
objetivo de aumentar el nimero de pacientes para validar los resultados
previamente informados por el grupo de Genética Médica, de la Universidad de

Antioquia.

e Complementar este tipo de estudios con el desarrollo de proyectos que
incluyan metodologias de secuenciamiento gendémico de nueva generacion
“next generation sequencing” (NSG), con el objeto de analizar toda la region
codificadora de genes relacionados con la carcinogénesis del CCR; asi como

también, realizar estudios epigenémicos.

e Realizar estudios de casos y controles en nuestra poblacion para evaluar la

asociacion de los polimorfismos identificados con el riesgo de desarrollar CCR.

e Formular estudios de epidemiologia genética, con el objetivo de evaluar la

asociacion de factores de riesgo medioambientales con el desarrollo de CCR.

e Consolidar la linea de investigacidbn en genética de tumores sélidos del
grupo de Genética Médica; integrado por profesionales con formacion basica y

clinica que formulen proyectos de gran impacto en la genética del cancer.
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13. ANEXOS

Anexo 1. Resultados de los analisis estadisticos entre las variables edad,

sexo y hallazgos histopatolégicas con

las alteraciones moleculares

analizadas.
APC KRAS TP53 MSI MLH1
X2 P X2 P X2 P X2 P X2 P

Edad 0,000 ** {1,000 0,000* | 1,000 | 0,000* |1,000( 2,207 0,332 1,000%**
Sexo 0,225 *10,635| 0,000 |1,000| 0,164* (0,685 6,111 (0,047 * 0,723***
Tipo Histologico 5,846 (0,054 3,953 (0,139 0,372 [0,830| 1,357 0,852 | 2,931 | 0,231
Grado de diferenciacion | 1,875 |0,392| 6,720 |0,035*| 1,263 0,532 1,280 0,865 | 0,147 | 0,929
Localizacién 4,083 |0,665| 10,324 |0,112| 3,865 |0,695| 9,432 0,666 | 5,698 | 0,458
Estadio TNM 2,224 (0,527| 8,353 |0,039*| 4,060 |0,255| 6,683 0,351 | 1,093 | 0,779

X2 Chi cuadrado de Pearson
*  Significativo estadisticamente
**  Correccion por Yates
*** Prueba exacta de Fisher

[113]




Anexo 2. Descripcion general de las caracteristicas clinico patologicas de las

44 muestras de CCR analizadas y de los hallazgos de mutaciones en los

genes analizados, MSI y metilacién en el gen MLHL1.

Caso | Edad | Sexo Localizacion Estadio APC KRAS TP53 MSI MLH1
1 70 F Ciego \Y MSI-L M
2 82 F Proximal 1l c.4463 T>C MSS UM
3 ND F ND ND MSI-L M
4 ND F ND ND MSS ND
5 72 M Proximal Il MSI-H M
6 42 M Sigmoide 1l MSS M
7 42 F Sigmoide ND MSS M
8 48 F Sigmoide 1] c.4463 T>C MSS ND
9 90 F Transverso \Y MSI-L M
10 79 F Proximal Il MSS M
11 58 M Sigmoide | MSI-H M
12 81 M Proximal Il MSI-H M
13 39 F Proximal \Y MSS M
14 66 F Proximal 1 c.493C>T | MSS M
15 36 F Transverso ND c.35G>A MSI-H M
16 63 F Proximal [ c.4463 T>C MSS UM
17 73 F angulo Hepatico Il c.35G>A MSS M
18 63 M Sigmoide 1l MSS ND
19 59 M Sigmoide \Y MSS M

20 62 M Proximal | MSI-L M
21 81 M Sigmoide [ MSI-L M
22 53 M Sigmoide Il MSI-H M
23 79 M Sigmoide 1l MSI-L M
24 23 F Transverso 1l MSS UM
25 31 F Sigmoide 1l MSS M
26 70 F Transverso \Y c.4562 G>T | c.35G>A MSS M
27 61 F ND ND MSS M
28 64 F Sigmoide \Y MSS M
29 76 F Proximal \Y c.4651A>T | c.38G>A MSS M
30 57 F Recto [ MSS M
31 59 F Recto Il c.546C>A | MSS UM
32 51 M Distal | MSS UM
33 12 F Recto Il Cc.4420A>G MSS UM
34 71 F Sigmoide \Y c.35G>A MSS UM
35 54 M Recto [ c.34G>A MSS M
36 ND M Proximal ND c.35G>A MSI-L UM
37 66 F Proximal [ MSS M
38 80 F Recto 1l MSS M
39 62 F Sigmoide \Y Cc.34G>A MSS M
40 45 F Transverso 1l c.38G>A MSS M
41 82 M Proximal \Y €.4348 C>T | ¢.38G>A MSS UM
42 66 M Angulo Hepatico \Y c.4348 C>T | ¢.35G>A MSS M
43 67 M Sigmoide 1] MSS UM
44 76 M Proximal ll MSS UM

ND: No Determinado(a)

MSS: Estable

MSI-H: Inestabilidad microsatelital alta
MSI-L: Inestabilidad microsatelital baja
M: metilado

UM: No metilado
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Anexo 3.Consentimiento informado

DECLARACION DE CONSENTIMIENTO

INVESTIGACION: CARACTERIZACION GENETICA Y EPIGENETICA EN INDIVIDUOS
CON CANCER COLORRECTAL

Hago constar que he leido la informacién proporcionada, o me ha sido leida. Entiendo
gue el consentimiento voluntario es requerido para todas las personas que participen en
este proyecto. Se me ha explicado en un lenguaje claro los procedimientos
experimentales que se realizardn con la muestra tumoral que yo autorizo a enviar a la
Unidad de Genética Médica. Me han explicado las implicaciones de mi participacion, los
riesgos y beneficios de este estudio, ademas, he tenido la oportunidad de preguntar las
dudas y se me han respondido satisfactoriamente.

Yo tengo derecho a la privacidad y confidencialidad de la informacion obtenida en este
estudio, por lo que la informacién que pueda identificarme sélo sera conocida por los
investigadores, quienes podran tener acceso a mi historia clinica si es necesario. Los
resultados de este estudio pueden ser divulgados en eventos nacionales y/o
internacionales o ser publicados en revistas cientificas sin identificarme por mi nombre.

Acepto voluntariamente participar como sujeto de investigacion en el proyecto antes
mencionado y entiendo que se me dard una copia de este documento.

Fecha: DD: MM: AA: Lugar:

Nombre del participante:

Cédula de Ciudadania:

Direccion de residencia:

Teléfono:

Edad:

Sexo:

NUmero de Historia clinica:

FIRMA:
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Testigos: He sido testigo de la lectura del documento de consentimiento informado
al potencial participante y el individuo ha tenido la oportunidad de hacer preguntas.
Confirmo que el individuo ha dado el consentimiento libremente.

Nombre del Testigo 1:

Cédula de Ciudadania :

Parentesco con el paciente:

Direccion:

Teléfono:

FIRMA:

Nombre del Testigo 2:

Cédula de Ciudadania :

Parentesco con el paciente:

Direccion:

Teléfono:

FIRMA:

Firma del director del proyecto:

Nombre del Investigador Principal:

Cédula de Ciudadania :

Direccién Laboral

Teléfono:

Correo electrénico:

FIRMA:
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Anexo 4. Formato empleado para obtener la informacién clinico patoldgica de la
historia clinica de los pacientes CCR incluidos en el estudio.

“CARACTERIZACION GENETICAY EPIGENETICA DEL CANCER COLORRECTAL”

Carlos Afanador Ayala, Luis Fernando Isaza Jiménez, Enoc Ahumada Rodriguez,
Katherine Andrea Palacio Rua, Hamiltén Ceballos Garcia, Carlos Mario Mufietén Pefa.
UNIDAD DE GENETICA MEDICA -FINANCIADO POR LA UNIVERSIDAD DE ANTIOQUIA.

Datos del paciente
N° de Historia Clinica | |N° Historia Genemed | |
Nombre del Paciente

Telefono |Ce|u|ar |e—mai| |
Direccion Sexo: F M Ocupacic’m|
Fechade nacimiento ( / / ) |Fecha de Diagndstico (/ /) |
|Edad | |Lugar de Procedencia:
Instituciéon
Médico Remitente Cirujano
Habitos

Fuma Si No |Frecuencia Alcohol |Si No |Frecuencia
Drogas Si No |Frecuencia Cuales
Dieta (Carne, Grasas §Si No |Frecuencia Otros
Dieta (vegetales, frutgSi No |Frecuencia Otros
IMC | Peso (Kg) |Estatura (cm)

Antecedentes Oncolégicos Familiares
Enfermedad neoplasica previa |Si NO |Cué| |

Antecedentes Clinicos personales

Ayudas diagnosticas

Tratamiento quimioterapéutico

Neoadyuvante Si No |Cual
Adyuvante |Si No |Cual
Informe de Patologia
Fecha |Consecutivo |Pat()logo
Institucion Tipo de muestra Tamarfio (cm)
Compromiso Ganglion|Si No |Localizacion
Metéastasis|Si No |Localizacién

Descripcion Macroscopica

Descripcidn Microscopica:

Diagnostico Histopatoldgico:

Observaciones y Comentarios Finales

Realizado por Fecha

[117]



