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Introduccion. El cancer colorrectal tiene una alta incidencia en la poblacién mundial.
Diversas vias moleculares estan involucradas en su desarrollo, entre ellas, la inestabilidad
cromosdmica, la inestabilidad microsatelital y la epigenética.

Objetivo. Hacer la caracterizacion molecular de 44 individuos con céncer colorrectal
esporadico.

Materiales y métodos. El andlisis de mutaciones en los genes APC, KRAS, TP53 y BRAF
se hizo mediante secuenciaciéon de Sanger; la inestabilidad microsatelital se determiné
mediante electroforesis capilar utilizando cinco marcadores de repeticion corta en tandem
(Short Tandem Repeat) y el estado de metilacion del promotor del gen MLH1 se hizo con la
técnica MS-PCR (Methylation-Specific PCR).

Resultados. La frecuencia de mutacion de los genes APC, KRAS y TP53 fue del 18,1, 25
y 4,5 %, respectivamente; las mutaciones detectadas se localizaron con mayor frecuencia
en el colon derecho. La frecuencia de inestabilidad microsatelital fue del 27,2 % y el

73,1 % en los tumores con metilacion en el gen MHL1, y el 91,6 % de los tumores con
inestabilidad microsatelital presentaba metilacién en el gen MLH1. En el grupo de tumores
con estabilidad microsatelital, las mutaciones en los genes APC, KRAS y TP53 fueron mas
frecuentes que en el grupo de tumores con inestabilidad microsatelital. La metilacion del
gen MLHT1 fue la alteracién mas predominante.

Conclusiones. En los pacientes con cancer colorrectal evaluados se demostrd la
presencia de alteraciones moleculares en las diferentes vias genéticas, las cuales son
comunes en su carcinogénesis. Los pacientes presentaron un perfil de mutaciones
diferente al de otras poblaciones. Los hallazgos obtenidos en este estudio confirman la
heterogeneidad molecular descrita en el desarrollo del cancer colorrectal.

Palabras clave: neoplasias colorrectales/genética; genes supresores de tumor; oncogenes,
heterogeneidad genética; inestabilidad de microsatélites; epigenédmica.

Molecular characterization of colorectal cancer patients

Introduction: Colorectal cancer has a high incidence in the world population. Different
molecular pathways, such as chromosomal instability, microsatellite instability, and
epigenetics are involved in its development.

Objective: To perform molecular characterization in 44 individuals with sporadic colorectal
cancer.

Materials and methods: We conducted mutation analyses of the APC, KRAS, TP53 y
BRAF genes using Sanger sequencing techniques; microsatellite instability was determined
by capillary electrophoresis with five STR genetic markers while the methylation status of
the MHL1 promotor gene was analyzed using methylation-specific PCR.

Results: APC, KRAS, and TP53 genes mutation frequency was 18.1%, 25%, and 4.5%,
respectively; the somatic mutations detected were located more frequently in the right
colon. The frequency of microsatellite instability was 27.2% and 73.1% of the tumors had
the MHL1 gene methylated while 91.6% of microsatellite instability-positive tumors had the
methylated MLH1 gene. The mutation profile of microsatellite stability tumors APC, KRAS,
and TP53 genes was more frequent than in the microsatellite instability-positive tumors. The
methylation of the MLH1 gene was the most predominant molecular alteration.
Conclusions: We identified molecular alterations in different genetic pathways of the colorectal
cancer patients evaluated, which are common in the carcinogenesis of this cancer. These
patients showed a different mutational profile compared to other populations. Our findings
confirm the molecular heterogeneity described in the development of colorectal cancer.

Keywords: Colorectal neoplasms/genetics; gene, tumor suppressor; oncogenes; genetic
heterogeneity; microsatellite instability; epigenomics.
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Andlisis molecular del cancer colorrectal

El cancer colorrectal es una de las principales causas de muerte por
cancer en el mundo. En Colombia, es el cuarto cancer mas frecuente y el
tercero en mortalidad para ambos sexos. Las variaciones geograficas del
cancer colorrectal son atribuibles a factores genéticos y ambientales, a la
dieta y al estilo de vida, entre otros (1-3).

El 80 % de los casos de cancer colorrectal son de tipo esporadico y el 20
% restante es de tipo familiar (3,4); las mutaciones germinales en los genes
de reparacion MLH1 y MSH2 originan el sindrome de Lynch (Hereditary
Nonpolyposis Colorectal Cancer), en tanto que las del gen APC causan la
poliposis adenomatosa familiar (Familial Adenomatous Polyposis); ambos
sindromes corresponden al cancer colorrectal hereditario y presentan un
patron de herencia autosémico dominante (5). Entre los factores de riesgo
que se asocian con el desarrollo de esta neoplasia, estan la dieta, la
obesidad, el consumo de carnes rojas, alcohol y cigarrillo, y la diabetes de
tipo 2, entre otros (3,4).

El cancer colorrectal se considera una enfermedad de gran
heterogeneidad genética que se origina a partir de diferentes vias genéticas
y epigenéticas (4-7). El modelo clasico de multiples pasos en la progresion
del adenoma hacia el carcinoma, propuesto por Fearon, et al., involucra
la inactivacién de genes supresores de tumores, como el APC, el TP53
y el DCC, y mutaciones en los oncogenes KRAS, SMAD y BRAF, las
cuales conducen a una inestabilidad genémica; esta via es conocida como
supresora o de inestabilidad cromosémica (8). La via de mutacion también
esta involucrada en la carcinogénesis del cancer colorrectal y se relaciona
con mutaciones en los genes del sistema de reparacion de bases mal
apareadas (Mismatch Repair System, MMR) MLH1, MSH2, MSH6, PMS1
y PMS2, los cuales inducen en los tumores con inestabilidad microsatelital
(9). En el cancer colorrectal esporadico, esta inestabilidad se presenta en
el 15 al 20 % de los casos y ocurre principalmente por la metilacion del
promotor del gen MLH1, en tanto que, en individuos con cancer colorrectal
hereditario, como el sindrome de Lynch, se observa hasta en el 90 % de
los casos (10,11). Otra via implicada en el desarrollo del cancer colorrectal
es la epigenética, que se presenta por la metilacién del promotor del gen
MLH1 (7,12,13). Las vias descritas confirman la heterogeneidad genética de
este cancer, por lo que es de gran importancia determinar la clasificacién
molecular de los pacientes mediante oncologia molecular personalizada.

Por otra parte, los estudios epidemioldgicos, histopatolégicos y
moleculares demuestran que el espectro de alteraciones moleculares que
se presenta en el colon proximal, en el distal y en el recto, son diferentes,
por lo que se propone que estas alteraciones en el cancer colorrectal varian
desde el colon proximal hasta el recto (14,15). Asimismo, se ha demostrado
que en el colon proximal son frecuentes las inestabilidades microsatelitales,
las mutaciones en el gen BRAF y la metilacion del promotor del gen MLH1,
en tanto que, en el colon distal, son mas frecuentes las mutaciones en los
genes APC y TP53 y poco frecuentes las inestabilidades microsatelitales (15).
Por el contrario, en el cancer de recto no es comun observar inestabilidades
microsatelitales, metilacion de MLH1 ni mutaciones en el BRAF (14,15).

Dada la complejidad y heterogeneidad del cancer colorrectal, en diversos
estudios se subraya la importancia de identificar subgrupos moleculares de
esta neoplasia con base en la deteccién de alteraciones moleculares en las
vias descritas. Recientemente, un consorcio internacional (Centers for Medicare
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and Medicaid Services) propuso un consenso molecular de subtipos de cancer
colorrectal, con una clasificacion molecular mas detallada y completa a partir

de la integracidn de la informacion obtenida de los analisis de mutaciones,

los cambios en el numero de copias, el patrén de metilacion, la expresion del
microARN y la proteémica de 4.000 pacientes, cuyo resultado final definié un
patron de cuatro subtipos moleculares (CMS 1 a 4) (16). Este consorcio, ademas
de describir las caracteristicas genéticas de los tumores en el cancer colorrectal,
también las correlaciond con los datos clinico-patoldgicos de los pacientes y con
el prondstico de la enfermedad. Cabe mencionar que la clasificacion propuesta
significo un gran avance en su caracterizacion molecular.

Ademas, la caracterizacion molecular de los pacientes con cancer
colorrectal es de gran utilidad en el manejo clinico de la enfermedad, ya que
algunas de las alteraciones moleculares descritas proporcionan informacion
importante sobre la reaccién de los pacientes a determinados tratamientos
antineoplasicos, lo que permite la seleccién de la terapia mas eficaz para
cada individuo y podria aumentar su tasa de supervivencia. Es el caso
especifico del gen KRAS, este se considera un biomarcador importante
para predecir la reaccién a terapias anti-EGFR. Los pacientes con cancer
colorrectal metastasico sin mutaciones en el KRAS, tienen una mejor
respuesta terapéutica con anticuerpos monoclonales anti-EGFR, como el
panitumumab o cetuximab, en tanto que los pacientes que presentan un
KRAS mutado son resistentes a estas terapias (4,17,18).

En este mismo sentido, la deteccion de la mutacién V60OE en el gen
BRAF es también clave para predecir la respuesta a terapias con anticuerpos
monoclonales, ya que los pacientes con esta mutacion no tienen una
buena respuesta a este tipo de tratamiento (4,18,19). Como ocurre con las
mutaciones en los genes KRAS y BRAF, la determinacion de la inestabilidad
microsatelital en la respuesta terapéutica también es clinicamente importante
porque los pacientes con este tipo de inestabilidad tienen un mejor prondstico
de supervivencia que quienes no la muestran lo son, es decir, son estables
(4). Ademas, es util para confirmar el diagndstico molecular de pacientes
y familias con sospecha de sindrome de Lynch o cancer colorrectal no
polipdsico hereditario. Los hallazgos de estudios clinicos también informan
que estos pacientes no mejoran con la terapia con 5-fluorouracilo, pero si
tienen una mejor respuesta terapéutica con oxiplatino (19,20). Por ello, se
recomienda incluir el andlisis de inestabilidad microsatelital en el diagndstico
molecular de pacientes con cancer colorrectal.

El objetivo de nuestro estudio fue analizar mutaciones somaticas en los
genes APC, KRAS, BRAF y TP53, y determinar la inestabilidad microsatelital
y el patrén de metilaciéon del gen MLH1 en 44 pacientes colombianos con
cancer colorrectal esporadico, asi como correlacionar los datos clinico-
patoldgicos con los hallazgos moleculares.

Materiales y métodos
Pacientes y muestras

Se hizo un estudio descriptivo de corte transversal. La poblacién de estudio
estuvo constituida por 44 pacientes, 27 mujeres y 17 hombres, con diagndstico
de cancer colorrectal esporadico, procedentes del departamento de Antioquia,
y con una media de edad de 60,5 afos (rango: 12 a 90 afos). Ningun paciente
tenia historia familiar o personal de cancer o tratamiento antineoplésico
antes de la cirugia. Todos los estudios histopatoldgicos fueron revisados
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y confirmados por un patdlogo experto. A cada paciente se le solicito la
participacion voluntaria en el estudio y la firma del consentimiento informado.

Los cirujanos recolectaron muestras del tejido del tumor primario y del
tejido normal adyacente simultdneamente en cada caso, mediante reseccion
quirurgica en el Hospital Universitario San Vicente Fundacion y la Clinica
Ledn Xl de Medellin entre el 2015 y el 2016. Cada muestra tumoral se dividio
en dos porciones, una para el estudio histopatoldgico a cargo de un patdlogo
experto, y la otra se almacend a -80 °C para el posterior analisis molecular. La
informacion personal y de los diagndsticos histopatoldgicos se obtuvo de las
historias clinicas de los pacientes.

Analisis molecular

Extraccion de ADN. El ADN gendmico se extrajo a partir de tejido tumoral
y tejido normal de cada paciente, utilizando el estuche comercial QlAamp
DNA Mini Kit™ (Qiagen, Hilden Germany) y siguiendo las recomendaciones
del fabricante. El ADN se cuantificd en un espectrofotémetro NanoDrop 2000c
Spectrophotometer™ (Thermo Scientific, USA) y, una vez extraido, se diluyd y
se almacen¢ a -20 °C.

Ampilificacion del ADN y andlisis de mutaciones en los genes APC, KRAS,
BRAF y TP53. EI ADN extraido del tejido tumoral se amplificé por PCR en un
termociclador Gene Amp PCR System 9700™ (Applied Biosystems, USA),
utilizando cebadores especificos para cada gen. El andlisis de mutaciones de
los genes se realizé amplificando las regiones que son puntos clave (hotspot)
para mutaciones somaticas en los genes APC (exdn 15; regién MCR), KRAS
(exones 2y 3), y TP53 (exones 5-8). A todos los tumores con inestabilidad
microsatelital positiva se les hizo el analisis de la mutaciéon V60OE en el
exén 15 del gen BRAF, utilizando cebadores especificos para esta region.

La reaccion de la PCR se hizo en un volumen final de 35 pl que contenia

50 ng de ADN tumoral con las siguientes concentraciones: 1X de solucién
tampon de reaccion 10X, 1,05 mM de MgCl,, 2 uM de dNTP, 0,4 uM de cada
iniciador y 1,4 U de Taq ADN polimerasa (Invitrogen, Brasil). Los productos
amplificados por la PCR se analizaron mediante electroforesis en geles de
agarosa al 2 %, tefidos con 2 pl de GelRed, y se almacenaron a -20 °C hasta
el momento de la secuenciacion.

Andlisis de inestabilidad microsatelital. La inestabilidad microsatelital se
analizé en el ADN extraido del tejido tumoral y del normal de cada paciente,
y se evalud con la amplificacion por PCR de un panel de cinco marcadores
STR previamente descritos (Bat-25, Bat-26, NR-21, NR-27 y NR-24) (11).
Los tamanfos alélicos del ADN tumoral y del normal se compararon y se
analizaron mediante electroforesis capilar en un analizador genético ABI
3770. La inestabilidad microsatelital se determiné cuando se detectaron
alelos en la muestra del ADN tumoral que no estaban presentes en la
muestra del normal. Se definié como inestabilidad microsatelital alta (MSI-H)
la presencia de dos o mas marcadores inestables en el tumor; como
inestabilidad microsatelital baja (MSI-L), la de un solo marcador inestable, y la
estabilidad microsatelital, cuando no se detectaba ningiin marcador inestable.

Andlisis de metilacion en el gen MLH1 por MS-PCR. EI ADN tumoral
se modifico con bisulfito de sodio, usando el estuche comercial EZ- DNA
Methylation Direct Kit™ de Zymo Research y siguiendo las recomendaciones
del fabricante. El ADN modificado se almacené a -20 °C. La metilacion del
promotor del gen MLH1 se hizo con la técnica MS-PCR. EI ADN tumoral
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modificado con bisulfito de sodio se amplifico por PCR utilizando iniciadores
especificos para regiones metiladas y no metiladas del promotor del gen
MLH1 en un termociclador Gene Amp PCR System 9700™ (Applied
Biosystems, USA). La MS-PCR se hizo en un volumen final de 10 pl que
contenia 2 pl de ADN modificado, solucion tampén 1X, 1,5 uM de MgCl,,

0,2 mm de dNTP, 0,4 uM de cada cebador y 0,8 pul de Taq polimerasa. Los
productos amplificados de la MS-PCR se corrieron en electroforesis en geles
de agarosa al 2 % tefidos con GelRed.

Secuenciacion. Todos los productos de las PCR amplificados se
purificaron y secuenciaron directamente en ambas cadenas con el método
Sanger. La secuenciacion se hizo en un analizador genético ABI 3730xI DNA
Analyzer Applied Biosystems™. Las secuencias obtenidas se editaron y
analizaron con el programa Chromas Pro y se alinearon con las secuencias
de referencia publicadas en el GenBank (NCBI), cuyos cddigos de acceso
son NT_034772.6 (APC), NT_009714.17 (KRAS), NT_010718.16 (TP53) y
NC_000007.14 (BRAF). El analisis bioinformatico de las variantes génicas
detectadas también se realiz6 con las bases de datos del NCBI dbSNP
(http://www.ncbi.nIm.nih.gov/snp), 1000 genomas y COSMIC.

Analisis estadisticos

Los resultados se analizaron mediante el programa SPSS™, version
23 (IBM Corp.). Con las pruebas de ji al cuadrado o con la correccion de
continuidad de Yates y la prueba exacta de Fisher se exploro la asociacion
entre las mutaciones, los polimorfismos, la inestabilidad microsatelital y
la metilacidn, y el diagndstico histopatoldgico, la edad y el sexo. Todos los
valores de p calculados fueron bilaterales y los p<0,05 se consideraron
estadisticamente significativos.

El protocolo del estudio fue aprobado por el Comité de Bioética para
experimentacion en humanos de la Universidad de Antioquia.

Resultados

Se estudiaron 44 pacientes con cancer colorrectal esporadico; la edad
promedio fue de 60,5 afios, con un rango entre los 12 y los 90 afos. El 61,3 %
(27/44) de los pacientes correspondia a mujeres y el 38,6 % (17/44), a hombres.
El 81,8 % (36/44) tenia cancer de colon y, el 11,3 % (5/44), de recto. Los datos
de edad y sexo, y los hallazgos histopatoldgicos y moleculares de los pacientes
analizados, se presentan en el cuadro 1.

La frecuencia de mutaciones en las 44 muestras analizadas fue del 47,7 %
(21/44). Todas las mutaciones identificadas fueron por sustitucion de bases.
De estas, el 23,8 % (5/21) sin sentido y el 76,2 % (16/21) de sentido erréneo
(cuadro 2). Las mutaciones detectadas fueron mas frecuentes en mujeres
(15/21) que en hombres (6/21) y se encontraron con mayor frecuencia en
el colon ascendente, con el 52,3 % de los casos (11/21), seguido del colon
transverso, con el 19 % (4/21), en tanto que el colon descendente y el recto
presentaron la misma frecuencia de mutaciones, con el 14,2 % (3/21).
Ademas, la frecuencia de polimorfismos en los genes evaluados fue alta;
se identificaron en total cinco polimorfismos diferentes en las 44 muestras
analizadas. El mas frecuente fue el rs41115 (c.4479 G>A, p.Thr1493Thr),
ubicado en el exén 15 del gen APC en el 75 % de las muestras (cuadro
3). Las mutaciones y los polimorfismos identificados en este estudio estan
reportados en las bases de datos COSMIC, SNP en NCBI y 1000 genomas.
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Cuadro 1. Descripcion general de edad, sexo y los hallazgos histopatolégicos y moleculares en los 44 pacientes con cancer
colorrectal estudiados

n (%) APC n (%) KRAS n (%) TP53 n (%) MSI n (%)
Normal mutado Normal mutado Normal mutado MSI-H MSI-L MSS

Numero de pacientes 44 36(81,8) 8(18,1) 33(75) 11 (25) 42(95,4) 2(4,5) 5(11,3) 7(15,9) 32 (72,7)
Edad media 60,5 57 58,5 57 475 57 62,5 68 571 61
Sexo

Masculino 17 (38,6) 15 (34) 2(4,5) 13(29,5) 4(9) 17 (38,6) - 4(9) 4(9) 9 (20,4)

Femenino 27 (61,3) 21 (477) 6(13,6) 20 (45,4) 7(15,9) 25(56,8) 2(4,5) 1(2,2) 3(6,8) 23(52,2)
Estadio

| 8(21,1) 7(159) 12,2 7(159) 1(2,2) 8(18,1) - 122 24,5 5(11,3)

I 13(34,2) 11(25) 2(45) 12(272) 1(22) 11(25) 24,5 3(68) 1(22) 9(204)

I} 6(15,8) 5(11,3) 1(2,2) 5(11,3) 1(2,2) 6(13,6) - - - 6 (13,6)

\ 11(28,9) 7(159) 4 (9 5(11,3) 6(13,6) 11 (25) - - 2(4,5 9(204)
Tipo histolégico

Bien diferenciado 24 (54,4) 20 (45,4) 5(11,3) 18(40,9) 7(159) 23(52,2) 2(4,5) 3(6,8) 4(9) 18(40,9)

Moderadamente diferenciado 10 (22,7) 9 (20,4) 1(2,2) 10(22,7) - 10(22,7) - 1(2,2) 1(22) 8(18,1)

Mucinoso 5(11,3) 3(6,8 1(22) 245 368 5(11,3 - 1(2,2) - 4 (9)

Sarcoma miofibroblastico 1(2,2) - 1(2,2) - - - - - - -
Localizacion del tumor

Colon ascendente 16 (36) 11 (25) 5(11,3) 11 (25) 5(11,3) 15(34,00 1(2,2) 24,5 3(6,8) 11(25)

Colon transverso 5(11,3) 4(9) 1(22) 245 3(6,8 5(11,3) - 122 122 3(6,8)

Colon descendente 15(34) 14(40,9) 1(2,2) 13(38,6) 2(6,8) 15(43,1) - 2(4,5) 24,5 11(36,3)

Recto 5(11,3) 4(9) 1(22) 4(9 1(22) 4(9) 1(2,2) - - 5(11,3)

Cuadro 2. Mutaciones identificadas en los genes APC, KRAS y TP53 en los 44 pacientes con cancer
colorrectal evaluados

Cambioen Tipo de

e Bt Consecuencia
aminoacidos cambio

Gen n Sexo Posicion Codon Mutaciéon

APC 1 F c.4420A>G 1474 ACT—>GCT p.A1474T Sustituciéon Cambio de sentido
3 F c.4463T>C 1488 TTA—-TCA p.L1488S Sustituciéon Cambio de sentido
1 F c.4562 G>T 1521 GAA—->TAA p.E1521* Sustitucion Sin sentido
1 F Cc.4651A>T 1551 AAA—-TAA p.K1551* Sustitucién Sin sentido
2 M c.4348C>T 1450 CGA—->TGA p.R1450* Sustitucién Sin sentido
KRAS 6 4F2M ¢.35G>A 12 GGT—>GAT PG12D Sustituciéon Cambio de sentido
2 1TF1M c.34G>A 12 GGT->AGT P.G12S Sustitucion Cambio de sentido
3 2F1M c.38G>A 13 GGC—»GAC P.G13D Sustitucion Cambio de sentido
TP53 1 F c.493C>T 165 CAG—TAG p.Q165* Sustitucién Sin sentido
1 F c.546C>A 182 TGC—>TGA PC182* Sustitucién Sin sentido

* Representa el codén de parada

Cuadro 3. Polimorfismos identificados en los genes APC, KRAS y TP53 en los 44
individuos con cancer colorrectal analizados

o Exén/ Posicién Cambio en

GEN n % Intrén c.ADN aminoacidos SNP
APC 33 75Exén15 c.4479G>A  T1493T rs41115

1 2,3Ex6n 15 ¢.4326 T>A P1442P rs67622085
KRAS 8 18,2 Intron2 c¢.111+190A>T NA rs12228277
TP53 9 20,5Intrdn 7 ¢.782+72C>T NA rs12947788

9 20,5Intron7 ¢.782+92T>G NA rs12951053
NA: no aplica
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KRAS fue el gen mas frecuentemente mutado, con el 25 % (11/44). Las
mutaciones encontradas fueron mas comunes en mujeres (7/11) que en
hombres (4/11). Las mutaciones puntuales fueron mas frecuentes en el codén
12 (72,7 %), que en el codon 13 (27,3 %) del exdn 2; todas las mutaciones
detectadas fueron del tipo de transiciones (cuadro 2). La mutacion por
sustitucion mas comun (54,5 %) en el gen KRAS fue la ¢.35G>A p.G12D
en el codén 12 (figura 1), seguida de la mutacion ¢.38G>A, p.G13D en el
codon 13, con el 27,3 %. Las mutaciones detectadas en este gen generaron
un cambio de sentido en la secuencia de aminoacidos de la proteina y el
11,3 % se localizd en el colon ascendente, el 6,8 % en el colon transverso
y descendente, y el 2,2 % en el recto. Se observo que el 13,6 % de las
muestras de tumores con KRAS mutado estaba en estadio IV. Por otra
parte, ademas de las secuencias obtenidas para este gen, también se
identificd en el 18,2 % (8/44) de las muestras un polimorfismo en el intron 2,
el rs12228277 (c.111+190 A > T) (cuadro 3). Por el contrario, en el analisis
de las secuencias en el coddn 61 del exén 3 del KRAS, no se identificaron
mutaciones o polimorfismos, como tampoco se encontré la mutaciéon V600E
del gen BRAF en las muestras de tumores con KRAS mutado.

a. KRAS: Exon 2, transicion G>A codén 12, p.G12D

Secuencia normal: GGA GCT GGT GGC GTA
Secuencia mutada: GGA GCT GAT GGC GTA
Gly Ala Asp Gly Val

l Gly Ala Gly Gly Val

b. APC: Exon 15, transversion G>A codén 1474,

- T T T T Asn Ala Ala Val
Secuencia normal: AAA TGC TGC AGT

l Secuencia mutada: AAA  TAC TGC AGT
Asn  Thr Ala Val

p.Ala1474Thr.

c. TP53: Exdn 5, transversion C>T codén 165, p.Q165stop.

Tyr Lys GIn Ser
l Secuencia normal: TAC AAG CAG TCA

Secuencia mutada: TAC AAG TAG AGT
Tyr Lys Stop

d. APC: Ex6n 15, polimorfismo ¢.4479 G>A, p.T1493T
150
L ] | | L ] | | | | | | - - - - - | | L ] | |
T T T T G c c Es c A G 2 2 A G

Phe Ala Thr Glu Ser
Secuencia normal: TTT GCC ACG GAA AGT

l Secuencia mutada: TTT GCC ACA GAA AGT
Phe Ala Thr Glu Ser

Figura 1. Cromatogramas obtenidos de la secuenciacion directa que muestran diferentes
mutaciones identificadas en los genes analizados en las muestras de cancer colorrectal. A.
Mutacion en KRAS, codén 12 G>A. B. Mutacion en APC, coddén 1474 G>A. C. Mutacién en TP53,
codén 165 C>T. D. Polimorfismo en APC ¢.4479 G>A, p.T1493T. Las flechas muestran el sitio del
cambio del nucleétido.
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Por otro lado, la frecuencia de mutacion del gen APC en la region MCR
del exén 15 fue del 18,1 % (8/44). Las mutaciones identificadas fueron mas
comunes en mujeres (6/8) que en hombres (2/8). La mutacién mas comun
fue la ¢.4463 T>C, p.L1488S en el codon 1488, con el 37,5 % (cuadro 2).

En este gen, también se identificaron dos polimorfismos, el rs41115 (c.4479
G>A, p.Thr1493Thr) en el 75 % (33/44) de los casos y el rs67622085 (c. 4326
T>A, p.Pro1442Pro) en un solo caso (cuadro 3, figura 1). Las mutaciones

se identificaron con mayor frecuencia en el colon ascendente, con el 11,3

% (5/44), en tanto que en el colon transverso, el descendente y el recto, se
identificd una sola mutacién en cada uno de ellos. De las ocho mutaciones
puntuales identificadas en APC, tres eran de transicion y dos de transversion;
dos mutaciones correspondian a cambio de sentido y las otras tres fueron sin
sentido y generaron una proteina truncada (cuadro 2, figura 1).

En cuanto al gen TP53, solo se identificaron dos mutaciones en todas
las muestras analizadas, correspondientes al 4,5 %; las mutaciones se
localizaron en el exdn 5, una en el codén 165, de tipo transicion, y la otra en
el coddn 182, de tipo transversion, las cuales generan un coddn de parada
prematura (cuadro 2, figura 1). Las dos mutaciones identificadas en muestras
de mujeres se localizaron en el colon ascendente y el recto. De forma similar
a lo encontrado para los genes APC y KRAS, en el TP53 se detectaron dos
polimorfismos en el intrén 7, el rs12947788 (¢.782+72C > T) y el rs12951053
(c.782+92T > G), con cosegregacion en el 20,5 % (9/44) de las muestras
analizadas (cuadro 3). Por otra parte, en ninguna de las 44 muestras se
detectaron mutaciones simultdneas en los genes analizados; solo el 9 %
(4/44) de ellas tenia mutaciones concomitantes en los genes APC y KRAS.

Por otra parte, la inestabilidad microsatelital se encontré en el 27,2 %
(12/44) de las muestras de tumores analizadas. La MSI-H se determiné
en el 11,3 % (5/44) y, la MSI-L, en el 15,9 % (7/44), en tanto que el 72,7 %
(32/44) hubo estabilidad microsatelital (cuadro 1, figura 2). La inestabilidad
microsatelital fue mas comun en hombres (8/44) que en mujeres (4/44),
con el 18 y el 9 %, respectivamente, y una diferencia estadisticamente
significativa (p=0,047). El promedio de edad de los pacientes con
inestabilidad microsatelital fue de 60,5 anos. La distribucion de la inestabilidad
microsatelital fue de 11,3 % (5/44) en el colon ascendente, 4,5 % (2/44) en
el transverso y de 11,3 % (5/44) en el descendente (cuadro 1). No se detectd
inestabilidad microsatelital en las cinco muestras de recto. Se observé que
el 15,9 % de las muestras con inestabilidad microsatelital positiva estaban
en los estadios | y II. Por otro lado, en el analisis de mutaciones realizado en
las 12 muestras de tumores con inestabilidad microsatelital positiva y en un
grupo de tumores con estabilidad microsatelital, no se identifico la mutacion
V600E del gen BRAF.

El estado de metilacion del promotor del gen MLH1 se determind en 41
de 44 muestras. La frecuencia de metilacion fue del 73,1 % (30/41). De las
30 muestras con metilacion del MLH1, el 63,3 % (19/30) procedia de mujeres
con una edad promedio de 62,8 afos y, el 36,6 % restante (11/30), de
hombres con un promedio de edad de 63,6 afios. La metilaciéon del gen MLH1
fue mas frecuente en el colon ascendente, con 36,6 % (11/30), seguido del
descendente, con 33,3 % (10/30), y el transverso y el recto, con 13,3 % (4/30)
y 10 % (3/30), respectivamente. En cuanto al estado de metilacion y al estadio
del tumor, se observé una frecuencia del 46,6 % de metilacion en los estadios
Iy Il, en tanto que, en los estadios Ill y 1V, fue del 40 %.
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Figura 2. Imagen de la electroforesis capilar de una muestra de cancer colorrectal con MSI-H. En la parte superior,
se observa el perfil de los cinco marcadores STR (Short Tandem Repeat) del tejido normal. En la parte inferior,

se observa el perfil de los marcadores STR del tejido tumoral del mismo caso que evidencia una inestabilidad
microsatelital positiva alta en todos los marcadores evaluados. Las flechas indican la inestabilidad detectada con cada
uno de los marcadores utilizados.
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Cuadro 4. Descripcion general de las caracteristicas patolégicas de las 12
muestras de cancer colorrectal positivas para MSl y la relacién con los hallazgos
de mutaciones en los genes analizados y los de metilacién en el gen MLH1

Caso Edad Sexo Localizacion Estadio APC KRAS TP53 MSI MLH1

1 70 F Ascendente IV MSI-L M
2 ND F ND* ND MSI-L M
3 72 M  Ascendente I MSI-H M
4 920 F  Transverso \% MSI-L M
5 58 M  Descendente | MSI-H M
6 81 M  Ascendente I MSI-H M
7 36 F  Transverso ND ¢c.35G>A MSI-H M
8 62 M  Ascendente | MSI-L M
9 81 M  Descendente | MSI-L M
10 53 M  Descendente |l MSI-H M
1 79 M  Descendente |l MSI-L M
12 ND M Ascendente ND ¢c.35G>A MSI-L UM

ND: no determinado; M: con metilacién; UM: sin metilacion

Asimismo, el 91,6 % (11/12) de las muestras de tumores positivas para
inestabilidad microsatelital presentaba metilacion en el gen MLH y no portaba
la mutacién V60OE del gen BRAF. En cuanto al estado de metilacion, la
inestabilidad microsatelital y el perfil de mutaciones en los genes analizados
en este grupo de tumores, se observaron simultdneamente con mayor
frecuencia en hombres que en mujeres en el colon ascendente, con 41,6 %
(5/12) y en el estadio Il, con 33,3 % (4/12). Solo dos muestras (18,2 %) tenian
mutaciones en el gen KRAS (c.35G>A p.G12D) (cuadro 4).

Con respecto a las 32 muestras de tumores estabilidad microsatelital,
estas fueron mas frecuentes en mujeres, con el 71,8 % (23/32), y a una
edad promedio de 61 afios, y se encontraron con mayor frecuencia en
el colon descendente y el recto, con el 34,3 % (11/32) y el 15,6 % (5/32),
respectivamente. La estabilidad microsatelital en nuestras muestras fue mas
frecuente en la parte distal del colon y en los estadios Il y IV, con el 56,2 %
(18/32). En este grupo de tumores con estabilidad microsatelital, la metilacion
del gen MLH1 fue del 59,3 % (19/32) y la frecuencia de mutaciones en los
genes APC, KRAS y TP53 fue del 59,3 % (19/32). De este ultimo porcentaje, el
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475 % tenia mutaciones en el KRAS, 42,1 % en el APC y 10,5 % en el TP53,
lo que es similar a lo encontrado en el grupo de tumores con inestabilidad
microsatelital, en el que el KRAS fue el gen mas frecuentemente mutado en
las muestras con estabilidad microsatelital. Solo tres muestras de este grupo
de tumores tenian mutaciones en los genes APC y KRAS simultdneamente.

Discusion

El desarrollo del cancer colorrectal se caracteriza por la acumulacion
de multiples alteraciones moleculares en diferentes vias genéticas como la
inestabilidad cromosdémica, la inestabilidad microsatelital y la epigenética, las
cuales afectan la expresion de los genes supresores de tumores, los proto-
oncogenes y los genes de reparacion.

En el presente estudio, se llevé a cabo la caracterizacion molecular de
44 pacientes colombianos con cancer colorrectal esporadico, sabiendo
que las mutaciones en los genes APC, KRAS y TP53 son esenciales en
la transformacion y progresion de adenoma a carcinoma colorrectal. Se
encontré una frecuencia total de mutaciones en estos tres genes del 47,7 %.

La frecuencia de mutacion del gen APC en nuestro estudio fue menor
comparada con la reportada en otros estudios (21,22), en los que se informan
frecuencias de mutaciones de hasta el 70 % al analizar las secuencias de
todos los exones que contienen el gen APC. Nuestro estudio se restringio al
andlisis de mutaciones en la region MCR, que representa cerca del 10 % de
toda la regién codificadora de APC y se considera un punto clave (hotspot)
para mutaciones en este gen (22).

La poca frecuencia de mutaciones en el APC en estos pacientes
colombianos con cancer colorrectal corrobora los resultados previamente
reportados por nosotros en otra cohorte de pacientes (23). Sin embargo,
nuestro resultado es similar a los reportados por Al-Shamsi, et al., y Syed,
et al., quienes informan bajas frecuencias de mutaciones en el gen APC en
poblaciones del sur de Asia y la peninsula arabiga, con el 27,3 y el 12,8 %,
respectivamente (24,25). No obstante, es necesario aumentar el nimero
de pacientes analizados para validar nuestros resultados en este gen y
evaluar todos sus exones. Las mutaciones puntuales mas frecuentes en los
pacientes con cancer colorrectal fueron la ¢.4463 T>C p.L1488S, seguida de
la c.4348C>T p.R1450*, lo que coincide con lo reportado en otros estudios
de cancer colorrectal esporadico (22,23). Las diferencias encontradas entre
nuestros resultados y los reportados por otros autores, ademas del tamafio
muestral, permiten sugerir que las frecuencias y el patron de mutaciones
somaticas en el gen APC en el cancer colorrectal difieren entre poblaciones,
posiblemente por la variacion geogréfica de las frecuencias de las mutaciones
y por factores étnicos.

Las mutaciones en el gen supresor de tumores APC se consideran un
evento inicial critico en la carcinogénesis del cancer colorrectal esporadico,
puesto que las mutaciones en la region MCR afectan el dominio funcional
de union de la proteina p-catenina, la cual se acumula en el citoplasma de
las células colorrectales y, por esta via, se promueve la formacién del cancer
(8,18,22,25).

Debe tenerse en cuenta que en el APC ocurren otros tipos de alteraciones
genéticas, como la pérdida de hetorocigocidad hasta en el 30 %, deleciones
cromosémicas en la regién 5921 y la hipermetilacién del promotor del gen
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APC (entre 30 y 45 %) (8,25-27). Por lo tanto, se sugiere que en las muestras
tumorales analizadas en este estudio no se podria excluir la presencia de las
anteriores alteraciones.

En el presente estudio, el KRAS fue el gen mas frecuentemente mutado,
con una frecuencia de mutacion similar a la reportada en otros estudios y un
rango entre el 13 y el 66 % en pacientes con cancer colorrectal esporadico
de diferentes poblaciones (17,19,21,22). En paises como China, Estados
Unidos y Francia, se reportan las frecuencias mas altas de mutaciones (40
a 66 %), en tanto que, en algunas poblaciones asiaticas, se informan bajas
frecuencias, de 13 a 26,5 %, similar a lo encontrado en nuestro trabajo
(19,24,28,29). Asimismo, nuestros resultados concuerdan con la frecuencia
de mutaciones en este gen previamente reportada en otro estudio en
pacientes con cancer colorrectal (23).

Las mutaciones puntuales identificadas en el KRAS fueron mas comunes
en mujeres que en hombres, y con mayor prevalencia en el codén 12 que en
el 13, en tanto que en el coddn 61 no se detectaron mutaciones. Nuestros
resultados concuerdan con lo reportado en otros estudios en que se informa
que hasta el 97 % de las mutaciones ocurre en los codones 12 y 13 del exén
2 (28,29). La mutacidn por sustitucion de bases mas predominante en las
muestras tumorales analizadas fue la G12D, similar a lo reportado en otros
estudios (17,19,22,28). Esta mutacién representa mas del 50 % del total de
mutaciones reportadas en el KRAS en pacientes con cancer colorrectal,
por lo que se considera que es clave en su carcinogénesis. En este estudio,
también se detectaron otras mutaciones frecuentes en el KRAS como la
G13D y la G12S. Sin embargo, no se detectd la mutacion G12V, la cual es
frecuente en otras poblaciones (19,22,24,28). Las mutaciones detectadas
en el KRAS fueron mas comunes en el colon ascendente que en el colon
descendente y el recto, resultados que coinciden con los reportados por otros
autores (17,19,22,29).

En el presente estudio, los casos de cancer colorrectal con el KRAS
mutado no tenian la mutacion V60OE del gen BRAF, resultados que
corroboran lo reportado en varios estudios que evidencian que las
mutaciones en los genes KRAS y BRAF son mutuamente excluyentes
(19,22,28,30). En general, en el cancer colorrectal esporadico se reporta
una baja frecuencia (0 a 12 %) de mutaciones en el gen BRAF, y nuestros
resultados estan dentro de este rango (4,18,19,24).

Las mutaciones puntuales en el gen KRAS originan una activacion
constitutiva de este oncogén, lo que produce una desregulacién en la via de
senalizacién RAS/RAF/MAPK, la cual estimula la proliferacién celular, un evento
clave en el proceso de transformacion de adenoma a carcinoma en el cancer
colorrectal (4,8,18). Asimismo, las mutaciones en el KRAS se asocian con un
mal prondstico de la enfermedad y, en estudios clinicos de pacientes con cancer
colorrectal metastasico y KRAS mutado, se informa que estos pacientes no
tienen una respuesta eficaz a la terapia con anticuerpos monoclonales anti-
EGFR (I-EGFR) (17,18,19,29,30). Por ello, es importante hacer la caracterizacion
molecular del KRAS en los pacientes con cancer colorrectal esporadico, pues
permite la identificacion de subgrupos moleculares.

En cuanto al gen TP53, en este estudio se encontrd una baja frecuencia
(4,5 %) de mutaciones, lo que difiere significativamente de lo reportado por
varios autores en pacientes con cancer colorrectal de diferentes poblaciones,
con hasta el 60 % de mutaciones cuando se evalian todos los exones del
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gen (21,22,24,31,32). Este estudio se enfoco en el andlisis molecular de

los exones 5 al 8, en los cuales se reportan las mayores frecuencias de
mutaciones en el TP53 (hot-spot mutation) (18,22,33). Las dos mutaciones
puntuales identificadas en el TP53 en nuestro estudio se detectaron en los
codones 165 y 182, y estan entre las mutaciones con menor frecuencia
reportadas en diferentes poblaciones. Las mutaciones con mayor frecuencia
en el TP53 se han reportado en los codones 175, 245, 248, 273 y 282
(22,24,33,34). Sin embargo, nuestros resultados corroboran los obtenidos por
nuestro grupo en un estudio previo en pacientes con cancer colorrectal (23),
pues en los dos estudios se reportaron bajas frecuencias de mutaciones en

el gen TP53. A partir de estos hallazgos, se sugiere que los pacientes con
cancer colorrectal esporadico evaluados presentan un perfil de mutaciones en
el TP53 de frecuencia y tipo diferentes a los informados en otras poblaciones.
Las diferencias entre nuestros resultados y los de los otros estudios podrian
explicarse por el tamafo de la muestra, la exposicion exdgena a quimicos, los
habitos, el estilo de vida y la etnia.

Contrariamente a la baja frecuencia de mutaciones puntuales detectada
en el TP53 en el presente estudio, en otros estudios previos se han reportado
altas frecuencias de aneuploidias del cromosoma 17 y deleciones en el locus
17p13.1, en el que se localiza el gen TP53 (35,36). Por ello, en las muestras
tumorales de cancer colorrectal evaluadas en el presente estudio, no se
podria excluir la presencia de estas alteraciones de tipo cromosdmicas.

En este estudio, solo se encontraron mutaciones concomitantes en los
genes APC y KRAS; no se identificaron mutaciones simultaneas en APC,
KRAS y TP53, hallazgos que concuerdan con lo reportado para el cancer
colorrectal esporadico por otros autores (22,23,24,31). Por lo tanto, se
considera que las mutaciones simultaneas en estos tres genes son un evento
infrecuente en la carcinogénesis de esta neoplasia y que, a pesar del modelo
genético de multiples pasos propuesto por Fearon, et al., para la misma
(8), no todos los casos se ajustan a él. En este sentido, se sugiere que las
mutaciones en estos genes ocurren por vias moleculares independientes
durante el desarrollo del cancer colorrectal (23,24).

Por otra parte, los analisis de mutacién en los genes evaluados
permitieron la identificacion de varios polimorfismos; se resalta
particularmente la identificacion del polimorfismo ¢.4479G>A p.T1493T en el
exon 15 del gen APC, con una frecuencia del 75 % en las muestras de cancer
colorrectal esporadico analizadas. Este hallazgo corrobora resultados previos
reportados por primera vez por nuestro grupo en pacientes colombianos con
cancer colorrectal y de estdmago (23). La asociacion de este polimorfismo
y el riesgo de desarrollar cancer colorrectal no esta bien esclarecida. En
algunos estudios, se ha encontrado dicha asociacion, pero en otros no (37-
39). Este polimorfismo esta reportado en la base de datos del proyecto de
1.000 genomas, fase 3, en poblacién antioquefa. Por lo tanto, se requieren
mas estudios en la poblacién colombiana para establecer su asociacion con
el riesgo de desarrollar cancer colorrectal.

En resumen, los resultados del andlisis de mutaciones en las muestras
de cancer colorrectal analizadas sugieren un perfil de mutaciones particular,
caracterizado por bajas frecuencias de mutacién en los genes APC, KRAS,
BRAF y TP53, en comparacion con las informadas en otras poblaciones.
Por ello, se necesitan mas estudios con muestras de mayor tamafo para
validar los resultados reportados aqui, asi como estudios gendémicos con
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técnicas de secuenciacion de nueva generacion para analizar el genoma
tumoral completo y obtener una mejor caracterizacion genémica del cancer
colorrectal. Ademas de por el tamano de la muestra, el perfil de mutaciones
particular observado en el presente estudio podria estar influenciado por
diferentes factores, como el estilo de vida, la dieta, el tabaquismo, la raza 'y
otros aspectos genéticos.

La frecuencia de la inestabilidad microsatelital (27,2 %) en las muestras
analizadas de tumores de cancer colorrectal, concuerda con las informadas
en otros estudios. El analisis de inestabilidad microsatelital permitio la
identificacién de subgrupos de muestras con MSI-H, MSI-L y MSS, hallazgos
que coinciden con los reportados en el cancer colorrectal esporadico
(15,19,22,30,40,41). La inestabilidad microsatelital se presenta en 15 a
20 % de los casos de cancer colorrectal esporadico, especialmente por la
hipermetilacion del promotor del gen MLH7; por otra parte, en los pacientes
con cancer colorrectal de tipo hereditario, como el sindrome de Lynch o
cancer colorrectal no polipdsico hereditario, la inestabilidad microsatelital
se presenta hasta en el 90 % y se origina por mutaciones germinales en los
genes del sistema de reparacion Mismatch Repair System (5,8,9,10,20,42).

En el presente estudio, la inestabilidad microsatelital se detecté con
mayor frecuencia en los tumores localizados en el colon ascendente y en el
descendente, mientras que no se detectd en el recto, posiblemente por el
bajo niumero de casos. Asimismo, la inestabilidad microsatelital se detectd con
mayor frecuencia en cancer colorrectal de estadios | y Il. En general, nuestros
resultados concuerdan con los reportados en otros estudios y corroboran
la variacion de la inestabilidad microsatelital a lo largo del colon hasta el
recto, asi como su presencia en estadios tempranos de la carcinogénesis del
cancer colorrectal esporadico (10,15,16,30,40,42).

Por otra parte, en las 12 muestras de cancer colorrectal positivo para
inestabilidad microsatelital, no se detectd la mutacién V60OE del gen BRAF;
este resultado difiere de lo reportado en otros estudios en los que se informa
que esta es mas frecuente en muestras de cancer colorrectal con MSI-H
(16,19,22,30,43,44). En el presente estudio, cinco de las 12 muestras con
inestabilidad microsatelital tenian MSI-H, por lo que el bajo nimero de
muestras podria explicar que no se haya identificado esta mutacion. Sin
embargo, nuestros resultados concuerdan con los publicados por otros
autores que no encontraron esta relacién en pacientes con cancer colorrectal
esporadico (45,46). En sentido contrario a la ausencia de mutaciones en el
gen BRAF, en este estudio se encontré que el 16 % de los tumores positivos
para inestabilidad microsatelital tenia mutaciones en el KRAS, siendo la
mutacién G12D la mas frecuente, lo cual coincide con lo reportado por
otros estudios (16,19,22,30,42,43,47). En general, nuestros hallazgos nos
permiten sugerir que, en los casos de cancer colorrectal esporadico, los
positivos para inestabilidad microsatelital constituyen un subgrupo molecular
que se caracteriza por presentar una baja frecuencia de mutaciones en
los genes APC, KRAS, BRAF y TP53; en tanto que los pacientes con
estabilidad microsatelital se caracterizan por presentar una mayor frecuencia
de mutaciones en los genes analizados. Ello permite concluir que son dos
subgrupos con caracteristicas moleculares diferentes.

Es importante resaltar la utilidad clinica de evaluar la inestabilidad
microsatelital en los pacientes con cancer colorrectal, puesto que en diversos
estudios clinicos se ha informado que los pacientes con MSI-H en estadio
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Il tienen un mejor prondstico de la enfermedad y no se benefician de el
tratamiento con 5-fluorouracilo, por lo que se concluye que la inestabilidad
microsatelital es un biomarcador predictivo negativo para esta terapia.
Ademas, se ha observado que los pacientes con tumores positivos para
inestabilidad microsatelital tienen una mayor tasa de mutacion que los
tumores con estabilidad microsatelital, lo que podria aumentar el riesgo de
desarrollar tumores extracolénicos. (10,16,18,19,20,40,42).

En nuestro estudio, se encontré una alta frecuencia de metilacion del
promotor del gen MLH1 (73,1 %), lo que concuerda con la informada en otros
estudios en céncer colorrectal esporadico (19,22,27,48-50). Este es el primer
reporte en una cohorte de pacientes colombianos con cancer colorrectal
esporadico y dicha frecuencia de metilacién esta entre las mas altas
reportadas. EI MLH1 es un gen de reparacion del sistema Mismatch Repair
System, y su inactivacién por la hipermetilacion en el promotor se ha descrito
ampliamente en el cancer colorrectal y en otros tumores sélidos, por lo que
se considera un evento comun en el desarrollo del colorrectal (5,7,8,20). En
este estudio, la metilacion del gen MLH1 fue mas comun en los tumores
localizados en el colon ascendente en estadios | y Il, y menos comun en el
recto, lo que es similar a lo encontrado en los andlisis de MSI. En general,
nuestros hallazgos coinciden con los informados en la literatura en cuanto
a una mayor frecuencia de metilacion del MLH1 en el colon proximal y en
estadios tempranos del desarrollo del cancer colorrectal (16,19,22,42,43,48).
También, corroboran que la metilacion del gen MLH1 disminuye en el trayecto
del colon proximal hacia el recto, lo que podria sugerir que se presentan
diferentes vias carcinogénicas en estos sitios anatomicos del intestino
(15,16,19,22,27,49).

En nuestro estudio, el 91,6 % de las muestras con inestabilidad
microsatelital tenian metilacion en el gen MLH7; este hallazgo concuerda
con la relacion directa entre la metilacion de este gen y la inestabilidad
microsatelital en el cancer colorrectal esporadico reportada en la literatura
(16,19,22,30,43,48,51). Sin embargo, nuestros resultados también mostraron
una alta frecuencia de metilacion del promotor del gen MLH1 en el grupo de
tumores con estabilidad microsatelital, lo que podria indicar que la metilacién
del MLH1 no es un evento exclusivo que ocurre en los tumores positivos para
inestabilidad microsatelital y que, en general, es un fendmeno comun que se
presenta en la carcinogénesis del cancer colorrectal.

Dada la relacion directa entre la inestabilidad microsatelital y la metilacion
del gen MLH1 en el cancer colorrectal y la presencia de las dos alteraciones
en los estadios | y Il, se sugiere que se consideren como biomarcadores de
gran utilidad clinica para el diagnostico genético en los estadios iniciales de
esta neoplasia.

En el presente estudio, se observé que el grupo de tumores con
estabilidad microsatelital y metilacion en el gen MLH1 se caracterizé por
presentar una mayor frecuencia de mutaciones en los genes APC, KRAS
y TP53, contrario a lo observado en el grupo de tumores con inestabilidad
microsatelital. A partir de estos resultados, se concluye que la metilacién del
gen MLH1 fue la alteracién molecular méas comun detectada en las muestras
analizadas de cancer colorrectal y que esta, posiblemente, se presenta
por una via de carcinogénesis independiente a la via de la inestabilidad
microsatelital. Ademas, se sugiere que los pacientes evaluados con cancer
colorrectal presentan subgrupos con caracteristicas moleculares diferentes.
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Por dltimo, el analisis global de los resultados del perfil de mutaciones,
la inestabilidad microsatelital y el patrén de metilacion del gen MLH1 en los
pacientes con cancer colorrectal esporadico estudiados, permitié una mejor
comprension de la caracterizacion molecular de este tipo de cancery la
identificacion de dos subgrupos de pacientes con perfiles genéticos diferentes.
El primero se caracteriz6 por presentar una inestabilidad microsatelital
positiva, alta frecuencia de metilacion del gen MLH1 y bajas frecuencias de
mutaciones en los genes APC, KRAS, BRAF y TP53. El segundo subgrupo
se caracterizé por presentar estabilidad microsatelital, alta frecuencia de
metilacion del MLH1 y una mayor frecuencia de mutaciones en los genes
APC, KRAS y TP53. Estos subgrupos moleculares, identificados y reportados
por primera vez en nuestra poblacién, concuerdan con los informados por
el consenso de subtipos moleculares del cancer colorrectal. Lo anterior
nos permite concluir que los pacientes con cancer colorrectal esporadico
estudiados presentaron diferentes tipos de alteraciones moleculares en la via
supresora o de inestabilidad cromosdmica, microsatelital o epigenética. Los
hallazgos obtenidos en nuestro estudio confirman la heterogeneidad molecular
descrita en el desarrollo del cancer colorrectal.

En conclusion, este es el primer estudio en nuestro pais de evaluacion
simultanea de las vias de mutaciones en los genes APC, KRAS, TP53 y
BRAF, de la inestabilidad microsatelital y epigenética en pacientes con
céncer colorrectal, lo que permitio identificar subgrupos moleculares
diferentes segun las vias alteradas. Ademas, los pacientes con cancer
colorrectal presentaron un perfil de mutaciones que difiere del de otras
poblaciones.
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