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RESUMEN

INTRODUCCION. El cdncer colorrectal (CCR) es una de las
entidades malignas mds frecuentes en nuestro medio y
ocupa el cuarto lugar después del cdancer de cérvix, seno
y estomago; esta enfermedad continua siendo diagnostica-
da en la mayoria de los casos en estadios avanzados. En
Antioquia, la incidencia en menores de 40 arios es de 20,9%,
siendo esta tasa la mds alta y el doble de lo informado a
escala mundial para este grupo de edad.

PROPOSITO. Caracterizacion molecular del polimorfismo
399 C>T en el exon 3 del gen MSH?2 en pacientes con cdncer
colorrectal hereditario (HNPCC) y esporddico.

PACIENTES Y METODOS. Se analizaron seis pacientes con
cancer colorrectal hereditario no polipoideo (CCHNP), seis
con cancer colorrectal esporddico y seis individuos sanos.
La extraccion del DNA se realizé a partir de sangre periféri-
ca. Las muestras se amplificaron por PCR; el polimorfismo
se detecto por secuenciamiento directo.

RESULTADOS. En todos los individuos estudiados con cdn-
cer colorrectal hereditario y esporddico, asi como en los
individuos sanos se detecto el polimorfismo 399 C>T en el
exon 3 del gen MSH2.

CONCLUSIONES.El cambio molecular detectado no varia el
aminodcido que se codifica, por lo que se considera como
una mutacion neutra no identificada previamente en otras
poblaciones. Varios polimorfismos se han asociado con la
susceptibilidad para desarrollar cdancer colorrectal. Por lo
tanto, futuros estudios son necesarios para determinar si
este polimorfismo estd relacionado con el desarrollo del
cancer colorrectal en la poblacion colombiana.
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ABSTRACT

INTRODUCTION. Colorrectal cancer (CCR) is one of the
most common neoplasias in our country, occupying the
fourth place after cervix, breast and stomach cancers;
being diagnosed most of the cases in advanced stages. In
Antioquia the incidence of young people (less of 40 years)
dffected by this disease is 20,9%, being this rate the hig-
hest and doubling the one reported world-wide for this
group of age.

AIMS. Molecular characterization of a novel polymorphism
399 C >T in MSH2 exon 3 in sporadic and hereditary colo-
rectal cancer patients.

PATIENTS AND METHODS. We have analyzed 6 patients
with hereditary non polypoid colorectal cancer (HNPCC), 6
sporadic colorectal cancer patients and 6 healthy indivi-
duals. Genomic DNA was taken from each patient’s peri-
pheral blood lymphocytes. All samples were amplified by
PCR and its products were directly sequenced in a genetic
analyzer.

RESULTS. In all colorectal cancer and healthy individuals
evaluated a novel polymorphism 399C>T in the MSH2 gene
was detected.

CONCLUSIONS. The identified molecular variant does not
change the protein sequence. Therefore, this variant could
be considered a neutral mutation, still not identified in other
populations. The relationship between 399C>T polymor-
phism and colorectal cancer is unknown. Further analysis is
required in order to determine the role of this polymorphism
in Colombian CRC families.

Key Words
Colorectal cancer, MSH2 gene; Lynch Syndrome (HNPCC),
Polimorphism; Mismatch repair genes.
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INTRODUCCION

El cancer colorrectal (CCR) es una de las neoplasias
mas comunes en la poblaciéon mundial. Asi mismo,
presenta una alta tasa de mortalidad en los paises
desarrollados (1). En Colombia, la incidencia del
CCR ocupa el cuarto lugar tanto en hombres como
en mujeres. En 2002 se registraron 4.295 nuevos
casos de CCR, con una cifra mayor en mujeres (2).

La etiologfa del CCR es multifactorial, en cerca del
80% de los pacientes es de tipo esporadico, mientras
que el 20% restante presenta una historia familiar,
lo cual sugiere un componente genético (3). Entre
los tipos de CCR hereditario se encuentran el cancer
colorrectal hereditario sin poliposis ((CCHNP)
o sindrome de Lynch y la poliposis adenomatosa
colonica familiar (FAP) (4).

El CCR fue el primer tipo de cancer en el cual
se estableci6é un modelo de tumorogénesis que
comprende la secuencia de una serie de eventos
que explica el desarrollo de esta neoplasia (5). Lo
anterior lleva a la acumulaciéon de mutaciones en
diversos genes, que conducen a la inactivaciéon de
genes supresores de tumores (GST): APC, P53 y
DCC, genes de reparacion MLLH1 y MSH2 o0 a la
amplificaciéon de oncogenes: k-Ras, COX-2 (4, 0).
Las mutaciones descritas se presentan durante el
proceso de transformacion desde el epitelio del colon
normal hasta el adenocarcinoma. Especificamente
en el CCR se requieren entre 5 y 7 alteraciones
genéticas diferentes (4, 5). Existen dos vias genéticas
independientes que conducen a la ocurrencia del
CCR, dependiendo de cual GST inicialmente se
inactiva. La inactivacioén del gen APC se presenta en
cerca del 85% de los CCR esporadicos; y la otra es
la inactivacion de genes del sistema de reparacion
de bases mal apareadas o “mismatch” (MMR) que
representa el resto de todos los CCR (3, 4, 7).

Particularmente el (CCHNP) se presenta entre
el 5 al 6% de todos los CCR; exhibe un patrén de
herencia autosémico dominante, cominmente afecta
individuos menotres de 45 afios, se asocia con otros
tipos de neoplasias extracolonicas (endometrio, ovatio,
gastrico) (4, 8). Genéticamente el HNPCC se origina
por mutaciones en células germinales de uno de los
ocho genes MMR (MLH1, MSH2, MLLH3, MSH3,
MSH6, MSH3, PMS1 o PMS2). En los genes MLH1
y MLH2 ocurren cerca del 60% de las mutaciones
informadas (9-13). Las proteinas codificadas por
estos genes reconocen y reparan errores en la cadena
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de DNA durante la replicacion. La pérdida de la
funciéon de los genes MMR permite la acumulacion de
errores en la replicacion y por lo tanto, conduce hacia
la inestabilidad microsatelital (MSI), la cual acelera el
proceso de carcinogénesis (14, 15).

Por otra parte, recientes estudios informan la
identificaciéon de nuevos polimorfismos en genes
relacionados con el CCR (16, 17). Sin embargo, no
esta bien definido el papel de estos polimorfismos
con el desarrollo del CCR.

Portodoloexpuestoanteriormente,lacaracterizacion
molecular de alteraciones en los genes relacionados
con el CCR, tiene gran utilidad para el diagnéstico y
prondstico de los pacientes.

En un estudio multicéntrico previo nuestro grupo
identificé el polimorfismo C399T en el exén 3 del gen
MSH2 en pacientes con CCHNP (datos no publicados).
Con el anterior hallazgo, el propésito de este estudio fue
el de caracterizar molecularmente dicho polimorfismo
en una muestra de la poblacién colombiana conformada
por individuos con cancer colorrectal esporadico
(CCRE) y por individuos sanos.

PACIENTES Y METODOS

Se incluyeron seis pacientes con (CCHNP), seis
pacientes con CCRE y seis individuos sanos sin
antecedentes familiares de cancer, para un total de
18 casos procedentes de diferentes regiones del pais.
Este trabajo fue evaluado y aprobado por el comité
de Bioética de la Corporacion Académica para las
Enfermedades Tropicales (CAET), de la Universidad
de Antioquia. Previo consentimiento informado
se extrajeron 10 cc de sangre periférica de cada
paciente. Se obtuvo informacién adicional de las
historias clinicas y eximenes de anatomopatologicos.
En todos los casos de (CCHNP) se elaboraron las
correspondientes genealogfas.

Extraccion de ADN: Se realiz6 a partir de
linfocitos de sangre periférica con el kit comercial
Wizard de Promega y Chelex de Sigma siguiendo las
instrucciones del fabricante.

Amplificacion del DNA: La amplificacion se realizé
mediante PCR, utilizando cebadores marcados con fluot-

escencia. Tas condiciones de las reacciones se realizaron
segtin los protocolos previamente descritos (18).

Secuenciamiento: Los amplicones se purificaron con
el kit Wizard DNA Purification (Promega), siguiendo



instrucciones del proveedor. Se secuenciaron las dos
cadenas de ADN, utilizando el método de Sanger por
terminacion de cadenaacopladoa PCR. Las reacciones
de secuencia se resolvieron por medio de una
electroforesis capilar en un analizador genético ABI
310 (Applied Biosystems, CA), mediante el programa
Navegator. Las secuencias se editaron empleando los
programas Chromas y Vised. Finalmente se realizo
una comparacion por alineamiento con las secuencias
informadas por GenBank para cada exén.

RESULTADOS

Del total de los doce individuos con CCR estudiados (6
CCRE y 6 CCHNP), la mayoria (75%) cumplia con los
criterios de Bethesda y uno solo con los de Amsterdam.

El promedio de edad al momento del diagnéstico
fue de 37,2 afios, con un rango entre 20-70 afos
(tabla 1) Nueve de los doce individuos eran menores
de 50 afios. Los criterios de Amsterdam y Bethesda
tienen en cuenta esta edad para la identificacion
de individuos con CCHNP, que generalmente se
presenta antes de los 45 afios.

Elanalisisrealizadoalasgenealogfasdelosseisindividuos
con CCHNP revela que estas familias presentan
un patrén de herencia autosomico dominante, con
penetrancia incompleta; estos resultados concuerdan
con lo establecido para individuos con CCHNP
(figuras 1 y 2). Adicionalmente, en estas mismas
familias se encontraron otros tipos de canceres, tales
como el de endometrio, ovario, higado, eséfago,
gastrico, mama y garganta. El cancer de endomettrio
fue el mas frecuente en todas las familias analizadas,
similar a lo informado en familias con sospecha de
CCHNP.

En cuanto a la variedad histologica se encontr6 que el
adenocarcinoma bien diferenciado fue el mas comun
(10 casos) (tabla 1); un caso con adenocarcinoma mal
diferenciado y otro con células en anillo. La mayoria de
estos casos cumplian con los criterios de Bethesda.

Se encontré que en la region ascendente del colon se
localiz6 la mayor parte de los casos de CCR (7/12),
seguido del colon transverso (3 casos); un solo caso
se localizé en el recto (tabla 1). En los individuos
estudiados los diferentes estadios Duke’s mostraron
una distribucién igual de cuatro casos para Duke s B,
Duke’s Cy Duke’s D (tabla 1). Estos hallazgos son
similares a los informados en otros estudios (16).

Previamentenuestrogrupoidentificoelpolimorfismo
399 C>Tenelexon 3 del codon 133 (GAT>GAC—
Asp) en el gen MSH2 en una muestra de pacientes
con CCHNP. Posteriormente decidimos secuenciar
la misma regiéon en otros pacientes con CCRE e
individuos sanos de la misma poblacién, con el fin
de descartar un posible desequilibrio de ligamiento
en otra region del gen que pudiese estar influyendo
en la expresion de la enfermedad; se anota que
este polimorfismo hasta el presente no se habia
informado en otras poblaciones.

En nuestro estudio se detectd el polimorfismo 399
C>T en el ex6n 3 del codon 133 (GAT>GAC) del
gen MSH2 en todos los 18 individuos analizados
(seis pacientes con CCHNP, seis pacientes con
CCRE vy en seis individuos sanos) (figura 2). En
conclusion, este polimorfismo fue identificado tanto
en pacientes con CCR de tipo hereditario (HNPCC)
como de tipo esporadico.

La transiciéon C por T en el ex6n 3 del codén 133
(GAT>GAC) codifica para el acido aspartico, este
cambio molecular no varia el aminoacido codificado,
en consecuencia constituye una mutacién neutra
o silenciosa. Por lo tanto, es de gran importancia
realizar otros estudios con el fin de determinar el
papel de este polimorfismo en el desarrollo del CCR
en familias colombianas. Es decit, si el polimorfismo
esta asociado con la susceptibilidad para el desarrollo
del cancer de colon.

Figura 1. Genealogia perteneciente a un individuo
con HNPCC. Se observa un patrén de herencia
autosémico dominante, con penetrancia incompleta.
En esta familia el cancer de endometrio fue comuin
en las mujeres.

DISCUSION

En este estudio se realizé una caracterizacion molecular
del polimorfismo C399T en el ex6n 3 del codon 133
(GAT>GAC—Asp) del gen MSH2 en pacientes con
CCRE, (CCHNP) e individuos sanos. En Colombia
existen muy pocos estudios sobre la genética molecular
del CCR de tipo hereditario (CCHNP) y esporadico.

La mayorfa de individuos con CCR estudiados
estaban en los estadios Duke’s C y D. Los hallazgos
histopatologicos sonde granayuda para el diagnostico
y pronostico de los pacientes con CCR, puesto que
se ha observado que individuos en estadio Duke’s
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El'abla 1. Caracteristicas clinicas e histopatolégicas de los doce indi-viduos con cancer colorrectal esporadico y hereditario estudiados. j
DIAGNOSTICO . ANTECEDENTES
HISTOPATOLOGICO LOCALIZACION | CRITERIO FAMILIARES
1 40 M Adenocarcinoma bien diferenciado  Colon transverso ~ Amsterdam C Si
2 30 M Adenocarcinoma bien diferenciado Recto Bethesda D Si
3 57 M Adenocarcinoma bien diferenciado Colon derecho No B Si
4 24 I Adenocatcinoma bien diferenciado Colon derecho No B Si
5 55 M Adenocarcinoma bien diferenciado Colon derecho Bethesda C Si
6 28 IE Adenocarcinoma bien diferenciado Colon derecho Bethesda B Si
7 70 IE Adenocarcinoma bien diferenciado Colon derecho Bethesda D No
8 38 I Adenocarcinoma bien diferenciado Colon detecho Bethesda D No
9 32 E Adenocarcinoma bien diferenciado  Colon transverso ~ Bethesda C No
10 20 M Adenocarcinoma mal diferenciado Colon derecho Bethesda D No
11 33 M Células en anillo Colon izquierdo ~ Bethesda C No
12 20 ¥ Adenocarcinoma bien diferenciado  Colon transverso  Bethesda B No
—
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Figura 1. Genealogia perteneciente a un individuo con HNPCC. Se observa un patrén de herencia autosémico dominante, con penetrancia
incompleta. En esta familia el cancer de endometrio fue comun en las mujeres.

A presentan una tasa de sobrevida a 5 afios superior
del 90%, mientras que en individuos con estadio
Duke’s D la tasa de sobrevida cae al 5% (18). En este
estudio, ocho de los doce pacientes, al momento del
diagnostico presentaban estadios Duke’s C y D. Es
decir, cursaban con un estado avanzado del CCR y
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por lo tanto tienen un mal prondstico. Por tal razoén,
los métodos de diagnéstico temprano en el cancer
son de gran importancia y tienen como fin disminuir
la tasa de mortalidad por cancer.

La relacion entre el polimorfismo 399 C>T vy el
desarrollo del CCR en los individuos analizados aun



no esta determinada, por tal razén se requieren otros
estudios para esclarecer esta posible relacion, o si
esta variante identificada hace parte de la estructura
genética de la poblacién colombiana, sin relacién
alguna con la patogénesis del CCR.

Enlos dltimos afios se ha identificado un alto nimero
de polimorfismos en diversos genes implicados en
el desarrollo del CCR (16, 19, 20). En la literatura
se plantea una controversia en cuanto si realmente
existe una diferencia funcionalmente significativa
entre polimorfismo y mutacion. Estudios recientes
en individuos con CCHNP muestran que ciertos
polimorfismos  disminuyen las  interacciones
proteina-proteina entre las proteinas reparadoras
codificadas por los genes MMR, como en el caso
del complejo proteico PMS2-MLH1 (17, 21), como
consecuencia se afecta la eficiencia del sistema
de reparacion. Estos hallazgos sugieren que los
polimorfismos podtian jugar un papel importante en
el desarrollo del CCHNP vy resaltan la importancia
de los estudios de funcién de proteinas reparadoras
para el entendimiento del significado funcional de
los polimorfismos en el CCR.

Generalmente,lospolimorfismosseconsideranaltera-
ciones genéticas que ocurren con una frecuencia >
1% enla poblacion general, que contribuyen en cerca
del 90% de la variacién del genoma humano y que
no afectan el fenotipo (22). Varios trabajos informan
que los polimorfismos podrian estar involucrados
en la suscep-tibilidad para desarrollar determinadas
enfermedades humanas, especificamente en el CCR
se han informado polimorfismos en diversos genes
que se asocian con un alto riesgo de desarrollar
CCR (ej: p53, PIN3; MTHFR C667T; COX2) (16,
17, 19, 23). Estos hallazgos apoyan la hipétesis de la

asociacion entre polimorfismos y cancer.

En resumen, nuestro trabajo conduce a plantear
estudios adicionales que incluyan metodologias
de tamizaje molecular mas especificas con el fin
de determinar la presencia de polimorfismos o
alteraciones genéticas, como también, establecer la
relaciéon del polimorfismo identificado con el CCR
en nuestra poblaciéon. De igual manera, emplear
técnicas complementarias de inmunohistoquimica y
gendmicas para detectar otros tipos de alteraciones
en individuos con CCR, dada la gran heterogeneidad
genética que presenta este tipo de cancet.

Finalmente, este tipo de estudios es importante para
establecer un programa de diagnéstico molecular

para el CCR, que incluya un adecuado asesoramiento
genético e implementar medidas de prevencién en
familias con alto riego de desarrollar CCR; como es
el caso de la colonoscopia para el seguimiento de
estos pacientes.
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