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Resumen

Introduccion: El cancer colorrectal (CCR) es una de las neoplasias mas comunes en el mundo; especial-
mente, en los paises desarrollados. En Colombia, la incidencia del CCR ocupa el cuarto lugar en hombres y
muijeres; el CCR tiene una gran heterogeneidad genética. Objetivo: Determinar la presencia de mutaciones
en los exones 5-8 del gen TP53 en tumores colorrectales, mediante el secuenciamiento directo. Métodos:
Muestras con diagnostico histopatoldgico de CCR esporadico se dividieron en dos grupos. El Grupo | fue
de 30 muestras de tumores a partir de biopsias frescas, y el Grupo I, de 46 muestras de tejidos tumorales
embebidos en bloques de parafina. El andlisis de mutaciones se realiz en los exones 5-8 del gen TP53,
empleando las técnicas de PCR y de secuenciamiento directo. Resultados: Se encontré una baja frecuencia
de mutaciones en el gen TP53, del 4,4%; las mutaciones detectadas fueron sin sentido; ademas, fueron
identificados dos polimorfismos que segregan juntos. Todas las mutaciones y los polimorfismos se detectaron
en las muestras del grupo |. La mayoria de las muestras analizadas se hallaban en un estado avanzado del
cancer. Conclusiones: La baja frecuencia obtenida de mutaciones en TP53 permite sugerir la existencia de
alteraciones en otras vias genéticas, relacionadas con la carcinogénesis colorrectal, como las vias de MSI
y de CIN, asi como la epigenética; dichas alteraciones no podrian excluirse en las muestras evaluadas. Los
estudios moleculares en muestras de tejidos embebidos en parafina presentan dificultades para los anélisis
genéticos. La caracterizacion molecular del CCR es importante para conocer el espectro de mutaciones y de
variantes moleculares presentes en la poblacién observada.
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Abstract

Introduction: Colorectal cancer (CRC) is one of the most common malignancies in the world, especially in
developed countries. In Colombia, the incidence of CRC ranks fourth in men and women. CRC has great
genetic heterogeneity. Purpose: The purpose of this study was to determine the presence of mutations in
exons 5 to 8 of the TP53 gene in colorectal tumors by direct sequencing. Patients and Methods: Samples
with histopathological diagnoses of sporadic CRC were divided into two groups. Group | included 30 tumor
samples from fresh biopsies and Group Il included 46 tumor tissue samples embedded in paraffin blocks.
Mutational analysis was performed for exons 5 through 8 of the TP53 gene using PCR and direct sequencing.
Results: The frequency of TP53 mutations was only 4.4%, and mutations that were detected were nonsense
mutations. In addition, two polymorphisms that segregate together were identified. All mutations and poly-
morphisms were detected in samples from Group I. Most of the samples were in advanced stages of cancer.
Conclusions: The low frequency of mutations in TP53 suggests the existence of alterations on other related
genetic pathways in colorectal carcinogenesis. These could include MSI pathways, CIN and epigenetics. Such
alterations could not be excluded in the samples tested. Molecular studies of tissue samples embedded in
paraffin are difficult to analyze genetically. Molecular characterization of CRC is important for determining the
spectrum of mutations and molecular variants present in our population.
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INTRODUCCION

El céncer colorrectal (CCR) es una de las neoplasias mas
comunes en el mundo; especialmente, en los paises desa-
rrollados, donde se lo considera la tercera causa de cancery
la segunda causa de muerte por cancer (1). Mundialmente,
se estima que cada afio mds de 850 000 personas desarro-
llan CCR, y mds de 500 000 mueren por esta enfermedad
(2). E1 CCR tiene una frecuencia geografica muy variable,
y representa el 9,4% de todos los canceres en hombres y
el 10,1% en mujeres (2). En Colombia, se informa un
aumento en las tasas de incidencia y de mortalidad del
CCR durante el periodo 1962-2005 (3); segtn datos de
GLOBOCAN 2008, en ambos sexos el CCR ocupa el sexto
puesto en incidencia y el cuarto en mortalidad; se presen-
tan 4107 nuevos casos al afio, la mayoria de los cuales se
detectan en un estado avanzado (1).

En la aparicién del CCR influyen maltiples factores, tales
como los genéticos y los ambientales, la raza, la dieta, la
obesidad y el tabaquismo, entre otros; todos ellos, con un
fuerte impacto sobre el riesgo de contraer la enfermedad
(4). Cerca del 80% de los casos de CCR ocurren de forma
esporadica, y el 20% restante se relacionan con la historia
familiar (5); mutaciones germinales en los genes APC,
MLH1 y MSH2 predisponen a la aparicién del CCR de tipo
hereditario (6,7).

El CCR presenta una alta heterogeneidad genética; por lo
tanto, se proponen varias vias moleculares que explican su
desarrollo, como la via supresora, que es la mds comun y se
inicia por mutaciones en la secuencia de los APC, K-RAS, y
TPS3 (8); una segunda via es la mutadora, o de inestabili-
dad microsatelital (MSI), que se relaciona con mutaciones
en los genes del sistema de reparacion de bases mal aparea-
das; principalmente, los genes MLHI y MSH2, que, a su vez,
inducen la inestabilidad microsatelital (9), por la expansién
de secuencias cortas de nucleétidos repetidos. Otras vias
relacionadas con el CCR son la epigenética (7), la cual se
caracteriza por la metilacién de los promotores de diversos
genes, que, a su vez, conduce a la inactivacion de la expresion
génica (7,10), yla de los factores de crecimiento (11). Todos
los anteriores mecanismos tienen una gran importancia en la
predisposicion, la iniciacién y la progresion del CCR.

Por otra parte, el gen supresor de tumores TPS3, locali-
zado en la regién 17p13.1, codifica para una fosfoproteina
nuclear: la p53, que actda como un factor de transcripcién
e interviene en diferentes funciones celulares esencia-
les, tales como el control del ciclo celular, la reparacién
del ADN, la apoptosis y la respuesta al dafio del genoma;
por ello, se lo denomina “gen guardidn del genoma” (12).
Mutaciones en este gen son comunes en el CCR y en diver-
sas neoplasias, las cuales es importante identificar, porque
se relacionan con un mal prondstico, estados avanzados del

céncer y resistencia a ciertos tratamientos (13). Debido a
lo anterior, el gen TPS3 se propone como un biomarcador
genético de gran utilidad para el diagnéstico y el prondstico
de diversas neoplasias (14).

OBJETIVO

Determinar la presencia de mutaciones en los exones 5-8
del gen TPS53 en tumores colorrectales, mediante el secuen-
ciamiento directo.

MATERIALES Y METODOS
Pacientes y muestras

Las muestras de tumores colorrectales analizadas en el pre-
sente estudio se dividieron en dos grupos: el Grupo I, con-
formado por 30 muestras de tumores obtenidas mediante
biopsias frescas, y el Grupo II, constituido por 46 muestras
de tejidos tumorales embebidos en bloques de parafina.

Las muestras del Grupo I fueron obtenidas de pacien-
tes sometidos a reseccion quirtrgica o de biopsias del
tumor primario, en el Hospital Universitario San Vicente
de Padl, de Medellin; este grupo de pacientes constaba de
19 mujeres y 11 hombres, con una media de edad de 69
afios (rango 25-86 afios). A cada paciente se le solicité su
participacion voluntaria en el proyecto, y su autorizacién
mediante la firma del consentimiento informado. Ninguno
de los pacientes tenia antecedentes de cancer, y no recibie-
ron tratamiento antineoplésico.

Las muestras del Grupo II fueron seleccionadas del
archivo histopatolégico del Departamento de Patologia
de la Universidad de Antioquia, entre 2004 y 2006. Dichas
muestras procedian de 27 mujeres y 19 hombres, con una
media de edad de 61,4 afios (rango 23-88 afios).

Todas las muestras tumorales examinadas fueron evalua-
das por un patélogo, con el fin de comprobar el diagndstico
histopatolégico consignado en las historias clinicas de los
casos; de estas ultimas se obtuvo informacion de los ante-
cedentes personales.

Por otra parte, se incluyé como control a cinco indivi-
duos sanos, a quienes se les tomé una muestra de S ml de
sangre periférica en tubos con écido etilendiaminotetraa-
cético (EDTA).

Extraccion del ADN

La extraccion del ADN a partir del tejido tumoral de biop-
sias frescas del Grupo I'y de linfocitos de sangre periférica
de los controles se llevo a cabo utilizando el kit comer-
cial QIAamp DNA Mini Kit (Qiagen, Hilden Germany),
siguiendo las instrucciones del fabricante.
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Para las muestras de los tejidos tumorales incluidos en
bloques de parafina del Grupo II, y previamente a la extrac-
cién del ADN, se procedio a realizar cortes de 4 ym de los
bloques de tejido en un micrétomo; placas con los cortes
de los tejidos fueron coloreadas con Eosina/Hematoxilina,
para identificar y demarcar el drea tumoral.

Posteriormente, se aislaron por microdiseccion las célu-
las tumorales y se procedié a realizar la extraccion del ADN
con el kit comercial QIAamp® DNA Mini Kit, de Qiagen.
Varios cortes se transfirieron a un tubo Eppendorf que con-
tenfa 1 ml de xilol para la desparafinizacién de las muestras;
luego se adicioné 1 ml de etanol al 100% y la muestras se
dejaron secar a 37 °C; seguidamente se realiz6 una diges-
tién con proteinasa K a 5§ °C, por 24 h; después de la diges-
tién, el ADN aislado se almacend a 4 °C en buffer TE.

Amplificacion del ADN

El ADN extraido se amplificé por PCR en un termocicla-
dor 9700 (Applied Biosystems, USA) utilizando dos pares
primers para amplificar los exones 5-8 del gen TPS3: un par
para la amplificacion de los exones S y 6, y el otro, para los
exones 7y 8.

La PCR se realiz en un volumen de 35 pl que contenia
300 ng del ADN o 100 ng de ADN de sangre periférica,
segin el caso, en una mezcla de reaccién con concentra-
ciones de 1X para el buffer de reaccién 10X, 1,0 mM de
MgCl2,200 uM de dNTPs, 0,4 uM de cada primer,y 1,4 U
de Taqg ADN Polimerasa (Invitrogen).

Las condiciones de la PCR fueron: 94 °C por 3 minu-
tos; posteriormente, 35 ciclos de 94 °C por un minuto, un
minuto a 56 °C para el primer 5-6, y 59 °C para 7-8, 72°C
por 40 segundos; finalmente, 7 minutos a 72 °C.

Para determinar el tamafio y la calidad de los fragmentos
amplificados, se realizé una electroforesis en geles de aga-
rosa al 2% y coloreados con 8 pl de bromuro de etidio a
una concentracién de 1 ng/ml. Los productos amplificados
se almacenaron a -20 °C hasta el momento de realizar el
secuenciamiento.

Secuenciamiento

Todas las muestras amplificadas se purificaron; los frag-
mentos amplificados se secuenciaron por ambas cadenas,
con los mismos primers utilizados en la PCR. El secuen-
ciamiento directo se llevé a cabo en un analizador 3730xl
ADN Analyzer de Applied Biosystems. Los cromatogra-
mas obtenidos se editaron y se analizaron con el programa
Chromas Pro. Ademds, se realiz6 una comparacién por
alineamiento con las secuencias de referencia informadas
en GenBank (N-T010718.16.67).
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Para conocer el cambio que se genera en la proteina y
la posicion de este, se determind la region codificante de
las secuencias por medio del programa Spidey de NCBI;
posteriormente, con el programa translate, de Expasy, se
hizo la traduccién a la secuencia de la proteina, y por medio
del programa ClustalW se llevé a cabo el alineamiento de
esta secuencia con la secuencia de referencia publicada en
GenBank. La secuencia de referencia de la proteina p53 uti-
lizada fue gi|23491729.

RESULTADOS

En el Grupo I, conformado por 30 muestras de tumores
colorrectales obtenidos por biopsias frescas, se observé que
26 (87%) eran de colon, y 4 (13%), de recto. De de dichas
muestras, S provenian de pacientes menores de 50 afios.

De acuerdo con los estudios histopatolégicos, todas las
muestras del grupo presentaban estadios avanzados del
céncer; se los clasificd como adenocarcinomas en el 93,3%
de los casos (28/30), y como carcinomas neuroendocri-
nos, en el 6,7% (2/30).

En cuanto a la variedad histologica de los tumores se
encontrd que los adenocarcinomas fueron bien diferencia-
dos en el 56,7% de los casos (17/30); en el 23,3% (7/30),
moderadamente diferenciados, y en el 6,7% (2/30), muci-
nosos; en 2 casos no fue posible determinar el grado de
diferenciacién. En la tabla 1 se presenta la descripcion
clinico-histopatolégica de la poblacién con CCR evaluada.

Las muestras del Grupo I se localizaron, principalmente,
en el colon descendente, en el 53,3% (16/30) de las mues-
tras; el 20% (6/30) lo fue en el colon ascendente; el 10%
(3/30), en el colon transverso, y el 13,3% (4/30), en el
recto; en un caso no se pudo establecer el sitio inicial del
tumor. Ademads, se encontré que el 46,7% (14/30) de las
muestras se hallaban en los estadios IIL y IV (tabla 1).

Por otro lado, en todas las 30 muestras de tumores del
Grupo I se realizé con éxito el andlisis genético para los
exones 5-8 del gen TP353; se hall6 una frecuencia de muta-
ciones del 6,7% (2/30). Las dos mutaciones identificadas
se localizaron en el exén 6, y generan un codén de parada
(tabla2; figura 1). Particularmente, en el caso 032 se identi-
ficé una mutacion por dos sustituciones de base contiguas,
que generaron un codén de parada por el cambio de los
trinucleétidos de CTG->TAG.

Respecto al tipo de mutacidn, se encontrd que una muta-
cién fue una transversion G>T y la otra fue una transicién
C>T (tabla 2). Ademds, el andlisis genético del gen TPS3
por el secuenciamiento directo permitio la identificacién
de dos polimorfismos que se presentaron simultdneamente
en el 16,7% de las muestras (5/30), los cuales estén infor-
mados en la base de datos de la Agencia Internacional para
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la Investigacion en Céncer (IARC) como g.13491 C>T'y
g.13511 T>G (15) (tabla 2; figura 1). Cabe mencionar que
los dos polimorfismos detectados también fueron identifi-
cados en dos individuos sanos.

Tabla 1. Descripcién general de la informacién clinico-patoldgica de las
muestras de CCR en los dos grupos evaluados.

Grupo | Grupo Il
Tejido Tejido
fresco  embebido
n(%) enparafina
n (%)
NUmero de pacientes 30 46
Edad (media) 62 60
Género
Femenino 19(63,3)  27(58,7)
Masculino 11(36,7)  19(41,3)
Estadio del CCR
I 3(10) 4(8,7)
I 10(33,3)  22(47,8)
Il 2(6,6) 16 (34,8)
% 10 (33,3) 4(8,7)
No clasificados 5(16,7) 0
Tipo histolégico
Adenocarcinoma bien diferenciado 17 (56,7) 32 (69,6
Adenocarcinoma moderadamente 7(23,3) 10(21,7)
diferenciado
Adecocarcinoma mal diferenciado 0(0) 1(2,1)
Adenocarcinoma mucinoso 2(6,6) 1(2,1)
Carcinoma neuroendocrino 2(6,6) 0(0)
Otro 2(6,6) 0(0)
Localizacion del tumor
Colon 26 (87) 32 (69,6)
Ascendente 6 (20) 10(31,25)
Transverso 3(10) 2 (6,25)
Descendente 16 (53,3) 20 (62,5)
Recto 4(13,3) 14 (30,4)
Sin clasificar 1(3,3) 0(0)

Por otra parte, en las 46 muestras del Grupo II que consis-
tian de tejidos embebidos en bloques de parafina se observo
que 32 (69,6%) eran de colon, y 14 (30,4%), de recto. Nueve
muestras provenian de pacientes menores de 50 afios.

En cuanto a los estudios histopatolégicos de las muestras
de este grupo se observé que todas presentaban un estado
avanzado del cancer; el 100% (46/46) se clasificaron como
adenocarcinomas. Sobre la variedad histolégica de los
tumores se encontrd que el 69,6% (32/46) de los casos
fueron clasificados como adenocarcinoma bien diferen-
ciado, seguidos de los moderadamente diferenciados, con

el 21,7% (10/46) y de a un caso (2,1%) para mal diferen-
ciados y uno para mucinoso, respectivamente; en dos casos
no fue posible determinar el grado de diferenciacién. En la
tabla 1 se presenta la descripcion clinico-histopatolégica de
la poblacién con CCR.

Las muestra de tumores colorrectales del Grupo II
se localizaron més a menudo en el colon descendente
(62,5%), seguidas delas del colon ascendente (31,25%), las
del colon trasverso (6,5%) y las del recto (30,4%) (14/46).
El 43,5.1% de las mencionadas muestras se clasificaron en
estadios IIl y IV (tabla 1).

Los resultados globales de las 76 muestras analizadas de
los grupos Iy Il muestran que 58 (76,3%) eran de colon, y
18 (23,7%), de recto (tabla 1); el 97,4% (74/76) se clasi-
ficaron como adenocarcinomas; en estos la variedad histo-
légica mds comun observada fue el adenocarcinoma bien
diferenciado, con el 64,5% (49/76), seguido del modera-
damente diferenciado, con el 22,3% (17/76).

En cuanto a la localizacion de los tumores en el colon, se
encontré que la mayoria de los casos el 62,1% (36/58) eran
en el colon descendente; el 27,6% (16/58), en el colon
ascendente y el 8,6%, en el transverso. Ademas, el 50% de
las muestras analizadas (38/76) se clasificaron en estadios
avanzados Il y IV.

Por otra parte, los resultados de las secuencias para los
andlisis de mutacion del TPS3 en las 46 muestras del grupo
II mostraron lo siguiente: en 8 muestras no se obtuvieron
resultados genéticos; de las 38 restantes, solo en 15 mues-
tras (39,5%) se tuvo éxito en los analisis de mutacién para
los exones 5-6 y 7-8; en 21 muestras solo se obtuvieron
secuencias para los exones 7 y 8 (sin resultados para los
exones Sy 6), y 2 muestras con secuencias, inicamente
para los exones 5y 6.

En ninguna de las secuencias analizadas de las muestras
del grupo II se detectaron mutaciones o polimorfismos
en los exones 5-8 de TPS3 (figura 1). En resumen, la fre-
cuencia global de mutaciones del TPS3 en las 45 muestras
donde fue posible realizar el analisis completo de mutacio-
nes para los exones 5-8 fue del 4,44% (2/45).

DISCUSION

El CCR se caracteriza por presentar una gran heteroge-
neidad genética, en la cual se han descrito diferentes vias
genéticas, cuyas mutaciones en el gen TP53 son un evento
habitual. En este trabajo se hizo una caracterizacién mole-
cular para la identificacién de mutaciones en el gen TPS3
en dos grupos de tumores colorrectales esporadicos, uno
de tejidos frescos y uno conformado por tejidos embebidos
en parafina.

Los estudios histopatoldgicos de las muestras de los dos
grupos analizados mostraron una frecuencia muy alta de

Caracterizacion molecular del gen supresor de tumores TP53 en el cancer colorrectal 297



Tabla 2. Mutaciones y polimorfismos identificados en el gen TPS3 en las muestras de CCR analizadas.

Exon/ Intrén Posicion Codon Mutacion Cambio en aminoacido Tipo de cambio
Mutaciones Exén 6 €.562C>T ¢.563T>A 188 CTG—TAG p.L188STOP Sustitucion
Exon 6 €.595G>T 199 GGA—TGA p.G199STOP Sustitucion
Polimorfismos Intrén 7 c.782+72C>T - rs12947788 - Sustitucion
Intrén 7 €.782+92T>G - rs12951053 - Sustitucion

A. Exén 6, Codon 188: CTG — TAG

. Intrén

[
]

-
o
-
a
]
>
]
“

CIT TIA

/AR

B. Ex6n 6, Coddn 199: GGA — TGA

C. Intrén 7, ¢.782+72C>T y ¢.782+92T>G

D. Secuencia normal de TEP

FCETGETGEGGAGTATTTG GATG AC A

LW

Figura 1. Cromatogramas obtenidos del secuenciamiento directo del gen TPS3 en muestras de CCR. a) Mutacién en el codén 188 del exén 6; b)
Mutacién en el codén 199 del exén 6; c) Polimorfismos identificados simultineamente en el intrén 7-8; d). Secuencia normal del exén S en una

muestra de tejido tumoral embebido en parafina.

adenocarcinomas (97%); el 50% de las muestras se halla-
ban en un estadio avanzado del cancer. Asi mismo, mas de
la mitad de las muestras de tumores de colon examinadas
se localizaron en el colon descendente. Tales hallazgos son
similares alos informados en la literatura para el CCR espo-
radico. El presente estudio corrobora la situacién particular
de que en Colombia el cdncer se diagnostica en estadios
avanzados.

Ademads de lo anterior, en el estudio se hallé un baja
frecuencia de mutaciones del gen TP53 en las muestras
de tumores frescos del grupo (6,7%); en las muestras de
tejido incluido en parafina del grupo II no se identificaron
mutaciones en la 15 muestras donde fue posible analizar
completamente los exones 5-8 ni en las 21 muestras donde
unicamente fue posible analizar los exones 7-8. En resu-
men, de las 45 muestras de los 2 grupos donde se analiza-
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ron completamente los exones S5-8, la frecuencia total de
mutacién fue del 4,4%.

La frecuencia obtenida es significativamente menor que
las publicadas en otros estudios con CCR esporadico en
diferentes poblaciones (12,16)Las diferencias en las fre-
cuencias encontradas podrian explicarse por varias razones:
en primer lugar, en el presente estudio no se secuenciaron
todos los exones del gen TPS3, sino los del 5-8 donde se ha
identificado mds del 80% de la mutaciones, por lo que no
podria excluirse la posibilidad de mutaciones en los exones
no evaluados.

También debe tenerse en cuenta la gran heterogeneidad
genética que se presenta en la carcinogénesis colorrectal, en
la que se describen multiples vias genéticas; cabe mencio-
nar que en los casos de ausencia de mutaciones en genes
clave de la carcinogénesis del CCR, como lo observado
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en el presente estudio, se sugieren alteraciones en otras
vias moleculares independientes de la mutacién de TPS3,
como la inestabilidad microsatelital (MSI), que se presenta
en el 20% de todos los CCR esporadicos, y en la cual se ha
observado una relacion inversa entre MSI y mutaciones en
el gen TPS3 (17); ademas, la via MSI se asocia a la via de
metilacion en el desarrollo del CCR; especificamente en
los casos de tumores con MSI alta, estos se relacionan con
la metilacién del gen MLH1 y con mutaciones en el gen
BRAF (18).

Respecto ala MSI, en un estudio realizado por el mismo
grupo a cargo de esta investigacion en 41 muestras de CCR
se hall6 una frecuencia de MSI del 34,1% (19); ademas, en
los casos de tumores con MSI alta no se detectaron muta-
ciones en los genes de reparacion MLH1 y MSH2; los ante-
riores hallazgos permite concluir que la MSI ocurre como
una via molecular independiente y es comtn en la carcino-
génesis colorrectal; por ello, se sugiere que en las muestras
tumorales analizadas en este trabajo, sin mutaciones en
TPS3, no se podria descartar la presencia de MSI, la cual se
evaluard en una siguiente fase del estudio.

Por otra parte, en muestras de adenocarcinomas colo-
rrectales también se ha observado una alta frecuencia de
inestabilidad cromosémica (CIN). En otro estudio publi-
cado por el grupo a cargo del presente estudio en muestras
de tumores gastrointestinales se hall6 una alta frecuencia
de aneuploidia del cromosoma 17; también, un alto por-
centaje de delecién en el locus 17p13.1 del gen TPS3 (20).

De los mencionados estudios se concluye que las altera-
ciones cromosémicas reportadas son comunes en el desa-
rrollo de tumores gastrointestinales; por lo tanto, a dichas
anomalias no se las podria excluir en las muestras tumora-
les analizadas sin mutaciones para TPS3.

Debe mencionarse cudn interesante es que en varios
estudios realizados sobre la caracterizacién molecular del
CCR por este grupo de investigacion, y en los que se han
evaluado mdas de 110 muestras tumorales, se observe una
baja frecuencia de mutaciones en genes clave relacionados
con la carcinogénesis colorrectal, a diferencia de las publi-
cadas en la literatura; por el contrario, se observa una alta
frecuencia de inestabilidades tipo MSI y CIN, lo cual per-
mite clasificarlas en el grupo de tumores que se desarrollan
por las vias genéticas de la MSI y la CIN, mds que por la via
de mutaciones concretas.

La variabilidad en las frecuencias de mutacién de TPS3
publicadas en diferentes poblaciones también podria expli-
carse por diferencias étnicas y geogréficas, asi como por el
estilo de vida y la dieta. Estudios de epidemiologia molecu-
lar en TPS3 informan que mutaciones en este gen son indu-
cidas por carcindgenos exégenos, como la exposicion a luz
ultravioleta y a diversos agentes quimicos e infecciosos.

Fearon y Vogelstein propusieron un modelo molecular
para la carcinogénesis colorrectal que explica la trasforma-
cién de adenoma hacia carcinoma, en el que se presenta
una secuencia de mutaciones en los genes APC, KRAS y
TPS3 (21). Enla actualidad se propone que las mutaciones
en dichos genes ocurren por diferentes vias, y que, dada
la heterogeneidad genética del CCR, no todos los casos
siguen este modelo, si se tiene en cuenta que mutaciones en
otros genes, como BRAF, PIK3, B-catenina, MLH1 y LOH
en la region 8q24, confirman la existencia de multiples vias
en la carcinogénesis colorrectal (18).

Sobrelos dos polimorfismos identificados en este trabajo,
g.13491 C>T y g.13511 T>G, ambos se han informado en
la literatura; hasta el presente no hay estudios que hablen
de asociacién de ambos polimorfismos al riesgo de desa-
rrollar CCR. No obstante, a lo largo de los ultimos afios
varios estudios de barrido completo del genoma (Genome
Wide Association Studies; GWAS) informan casos de SNP
asociados al riesgo de CCR.

Por otra parte, debe mencionarse que los andlisis mole-
culares para los exones 5-8 de TPS3 fueron exitosos en
todas las muestras de tumores frescos del Grupo I, compa-
rados con los obtenidos en las muestras de tejido embebido
en parafina del Grupo II. En tales muestras se presentaron
mayores dificultades para la extraccién y la amplificacién
del ADN; por lo tanto, los resultados genéticos fueron
menos exitosos, debido a las condiciones de conservacion
de las muestras.

Solo en 15 muestras del grupo II (39,5%) fue posible
hacer el andlisis completo de mutaciones de los exones 5-8,
y ello afect6 el tamafio de la muestra inicial, por lo que se
tendria una menor probabilidad de detectar mutaciones.

Respecto a lo anterior, debe mencionarse que la extrac-
cién de 4cidos nucleicos ADN o ARN de buena calidad y
pureza a partir de tejidos tumorales embebidos en parafina
y fijados en formalina tiene muchas dificultades, y consti-
tuye todo un reto para los investigadores; la principal difi-
cultad es la remocidén completa de la parafina, para lo cual
se emplean varios métodos de desparafinizacién con calor
o solventes orgdnicos; sin embargo, durante dicho proce-
dimiento se afectan la integridad y la calidad del ADN, y se
obtiene como consecuencia un ADN degradado (22,23).

Ademais de lo anterior, las condiciones de fijacién con
formaldehidos facilitan la formacién de enlaces cruzados
entre dcidos nucleicos y proteinas, lo que afecta la calidad
y la pureza del ADN extraido. Por ello, es dificil amplificar
el ADN en estas condiciones, por cuanto es comun que se
inhiba la PCR, lo que impide obtener resultados genéticos
en muchos de los especimenes de archivo patolégico (23).
Lo descrito ayudaria a explicar en este estudio por qué no
se obtuvieron resultados genéticos en varias muestras (22).
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Finalmente, en este trabajo se hallé una baja frecuencia
de mutaciones en el gen TPS3 en muestras de CCR espo-
radico, las cuales difieren significativamente de las informa-
das en la literatura, lo que, a su vez, sugiere la existencia de
diferentes vias genéticas independientes de TPS3 relacio-
nadas con la carcinogénesis del CCR.

Los resultados obtenidos en este y en otros trabajos por
el grupo investigador resaltan la importancia de la caracteri-
zaciéon molecular del CCR, porque suministra informacién
importante sobre el espectro de mutaciones y de variantes
genéticas en la poblacion observada, para compararla con
las de otras poblaciones y sus relaciones con las caracteris-
tica clinico-patoldgicas de los pacientes; las alteraciones
genéticas halladas deben validarse en futuros estudios con
un mayor numero de muestras, y emplearse otras técnicas,
como las gendmicas, con el fin de obtener un mayor cono-
cimiento de la etiologia molecular del CCR.
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