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Analisisdelainestabilidad de microsatélites mediante el marcador BAT-26
enunamuestrade pacientes del Hospital Universitario de Santander
condiagnésticodecancer gastrico o colorrectal

WiLMER CARDENAS, BsC?!, Apriana CasTiLLO, MSc?, CLARA VARGAS, MSc8,
OLcAa MoreNo, MSc?, Jesus INsuasTy, MD®

RESUMEN

Introduccioén: La via de inestabilidad de microsatélites se ha encontrado sobre todo en cinceres de vias digestivas, de
los cuales 90% de los casos pertenecen a pacientes con cancer hereditario y 15% con cancer esporadico. De ella se deriva
un fenotipo denominado de inestabilidad de microsatélites (IMI+) o fenotipo de error de la replicacion (RER+) que induce a
la acumulacion de mutaciones en tasas mas elevadas a las normales.

Objetivos: Identificar la presencia del fenotipo IMI+en los pacientes analizados y evaluar surelacion con la diferenciacion
histopatologica del tumor porque en conjunto han sido asociados con un mejor pronostico y una mejor respuesta al tratamiento
dado.

Metodologia: Se extrajo ADN de las muestras de sangre (células normales) y las biopsias de tumor (células tumorales)
delos 23 pacientes que se pudieron incluir para el estudio y mediante laamplificacion por PCR y posterior electroforesis capilar;
se tipifico el microsatélite mononucleotidico BAT-26, empleado por su sensibilidad para descubrir el fenotipo IMI+. Finalmente
se hizouna correlacion estadistica segun la presencia (IMI+) o ausencia (IMI-) del fenotipo, con los hallazgos histopatologicos
utilizando la prueba exacta de Fisher.

Resultados: Del total de pacientes, 4 (17%) presentaron IMI+: 3 de ellos con cancer colorrectal (2 casos posiblemente con
cancer hereditario) y uno con cancer gastrico. No se encontr6 ninguna asociacion entre el fenotipo IMI+ con el diagnostico
patologico, la edad, el sexo y la diferenciacion histopatologica del tumor.

Conclusién: Se encontro el fenotipo IMI+ en 17% de los casos, sin asociacion con el grado de diferenciacion
histopatologica del tumor, posiblemente por el reducido nimero de muestras tipificadas, por lo cual es indispensable revisar
los métodos de fijacion, parafinacion y almacenamiento de tejidos, pues las técnicas actuales dificultan la digestion de la
proteinazakylaPCR.

Palabras clave: Cancer gastrico; Cancer colorrectal; Inestabilidad de microsatélites; Biopsias de tumor;
Sangre; Extraccion de ADN; Grado de diferenciacion histopatologica.

Microsatellite instability analysis using BAT-26 marker in patients with gastric or colorectal cancer diagnosed at
Hospital Universitario de Santander

SUMMARY

Introduction: The path of microsatellite instability has mainly been found in cancers of digestive tracts, of which 90%
of’cases are hereditary cancer patients and 15% are patients with sporadic cancer. That instability produces a phenotype called
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Microsatellite instability (IMI+) or phenotype by replication
mistake (RER+) that leads to the accumulation of mutations
in higher rates to normal.

Objectives: To identify the presence of IMI+ phenotype
in patients analyzed and evaluated its relationship with the
differentiation histopathologic tumor, because which together
have been associated with a better prognosis and improved
response to treatment given to the patient.

Methodology: DNA was extracted from blood samples
(normal cells) and biopsy of the tumor (tumor cells) of the 23
patients who were included in the study and through the
amplification by PCR and subsequent capillary electrophoresis
was typified the microsatellite mononucleotidic BAT-26, who
was employed by his sensitivity to detect IMI+ phenotype
(95%). Finally, we made a statistical correlation between the
microsatellite instability phenotype, the presence (IMI+) or
the absence (IMI-), with histopathological findings using
Fisher’s exact test.

Results: In 17% of cases (4 patients) had IMI+: 3 of them
with colorectal cancer (CRC) -2 cases possibly with hereditary
cancer- and one with gastric cancer (GC). There was no
association between phenotype IMI+ with the pathological
diagnosis, age, sex and differentiation histopathologic tumor.

Conclusion: We found the phenotype IMI + in 17% of
cases without association with the degree of differentiation
histopathologic tumor, possibly by the reduced number of
samples analyzed, making it essential to review the methods
of fixation, paraffin and storage tissue because current
techniques hinder digestion of proteinase k and PCR.

Keywords: Gastric cancer; Colorectal cancer;
Tumor biopsy; Microsatellites instability; Blood;
DNA extraction; Differentiation histopathologic tumor.

Se han descrito varias causas que inducen la
carcinogénesis, las cuales llevan a mutaciones en genes
esenciales para el mantenimiento de la fidelidad genética
y el control del ciclo celular. La mayor causa de
mutacion en estos genes, esta relacionada con el estilo
de vida de los individuos; condiciones como alimenta-
cion, consumo de tabaco y alcohol entre otros, que
alteran el comportamiento hormonal e influyen en la
proliferacion cancerigena de algunos tipos de cancer.
También se han encontrado involucrados factores
genéticos primarios (hereditarios) y la hipermetilacion;
en esta Ultima posiblemente esta involucrada la ADN
metiltransferasa que se encarga de metilar las citosinas
en laregion promotora de los genes!. La alta prevalen-
cia de cancer anivel mundial, ha generado que una gran
cantidad de investigaciones se orienten a tratar de
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dilucidar su origen y como producto de éstas se han
logrado diferenciar dos vias de formacion del cancer
conocidas como la via de inestabilidad cromosomica o
supresora (IC) a la cual pertenecen entre 80% y 85% de
los canceres conocidos y la via de inestabilidad de
microsatélites o mutadora (IMI) a la cual pertenece el
restante 15% y 20% de los tumores malignos. En la via
supresora los genes implicados son los protooncogenes
y genes supresores de tumor encargados de regular el
crecimiento y proliferacion celular y en donde es carac-
teristico que el tumor presente una marcada pérdida de
heterocigosidad (LOH), aneuploidia y una gran asocia-
cioén con un comportamiento bastante agresivo, redu-
ciendo la expectativa de vida del paciente a menos de
74% a 80%. En la via mutadora por el contrario, se
encuentran involucrados aquellos genes que codifican
para las enzimas que conforman el sistema de repara-
cion de errores de la replicacion, el cual al presentar
alguna de las enzimas mutadas origina la acumulacion
de mutaciones, producto de deslizamientos de la ADN
polimerasa. La IMI esta asociada con un mejor pronos-
tico por el aumento de la expectativa de vida del
paciente entre 94% y 100% en el mejor de los casos,
gracias a la respuesta mas efectiva al tratamiento dado.
Laalteracion de las enzimas implicadas en lareparacion
de errores posteriores a lareplicacion, permite que no se
corrijan los errores generados en las secuencias de
ADN altamente repetitivo llamadas microsatélites, lo
cual origina su nombre (via de inestabilidad de micro-
satélites)>.

El cancer colorrectal (CCR) y el cancer gastrico
(CG) estan entre los de mayor mortalidad en la pobla-
cion, con una alta frecuencia en paises desarrollados
como Japon y China. En algunos paises como Ecuador,
Chile, Peru, Costa Ricay Colombia también son impor-
tantes causas de muerte. En Colombia las tasas de
mortalidad, tasas ajustadas por edad (TAE), oscilan
entre 15.9 y 27.7 para CGy 7.1 y 7.2 para CCR!'!!,
Tanto CCR como CG pueden ser originados por cual-
quiera de las dos vias de formacion del cancer. Sin
embargo, en Colombia como en muchos otros paises,
todaviase hace el diagnodstico dependiendo de las carac-
teristicas histopatologicas que tenga el tumor, definidas
con base en la diferenciacion del tejido tumoral con el
tejido normal tanto en CCR como en CG (en cancer
colorrectal se encuentra el de variedad clésica sub-
clasificado en bien diferenciado, mal diferenciado y
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pobremente diferenciado, y el de variedad mucinosa. En
cancer gastrico se encontraron los de variedad intestinal
subdivididos en bien diferenciados, mal diferenciados y
pobremente diferenciados, y el de variedad difusa), sin
tener en cuenta las caracteristicas moleculares del
mismo. Ademas, algunos informes han encontrado que
personas con CCR o CG producto del fenotipo IMI+y
con un grado de diferenciacion histopatologico pobre-
mente diferenciado, tiene mejores prondsticos y mejor
respuesta al tratamiento dado. De ahi la importancia de
conocer larelacion entre el fenotipo de inestabilidad de
microsatélites con el grado de diferenciacion histo-
patologica!?!6. El andlisis microscopico no permite dife-
renciar la via genética que origind el cancer, y es
importante conocerla, para prever el prondstico del
paciente, que se podria realizar mediante la evaluacion
de la inestabilidad de microsatélites o STR’s (secuen-
cias repetidas en tandem) que se encuentran distribui-
dos a través del genoma y que permiten identificar el
fenotipo mutador de microsatélites (MMP) o fenotipo
de error de la replicacion (RER) como también se
conoce al fenotipo IMI+; los microsatélites por su
caracter repetitivo son mas propensos a los errores de
la ADN polimerasa o «polymerase slippage» y es mas
facil identificar un cambio en uno de los alelos corres-
pondientes para el marcador. Se ha visto que aquellos
microsatélites cuya repeticion es de simplemente un
nucleotido son indicadores mas sensibles en la identifi-
cacion de este fenotipo, por tal motivo, se selecciono el
microsatélite BAT-26 para ser evaluado. Sumado a
esto, su caracter monomorfico (su variacion de tamafio
en una poblacion y de un alelo a otro es de s6lo unos
pares de nucleétidos) y el hecho que se ha encontrado
hasta en 95% de los casos con IMI+ los postulan como
el mas sensible para identificar este fenotipo!’-2>.

MATERIALES Y METODOS

Recoleccion de las muestras. Durante un periodo
detres afios y después de la aprobacion del proyecto por
parte del Comité de Etica, Facultad de Salud, Universi-
dad Industrial de Santander (UIS), la Unidad de Onco-
logia del Hospital Universitario de Santander, remitio al
Laboratorio de Genética de la Facultad de Salud de la
UIS, 86 personas con diagndstico de CG o CCR. A los
pacientes se les informé del proyecto mediante una
explicacion verbal acompafiada de un resumen escrito;
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una vez leido y comprendido, su aceptacion se dio
mediante la firma del consentimiento informado que una
vez firmado, accedieron a donar una muestra de sangre
y apermitir el analisis de las biopsias de tumor tomadas
para hacer el diagnostico de patologia. Después de la
autorizacion de los pacientes para estudiar sus mues-
tras, las biopsias de tumor (células tumorales) se solici-
taron al Departamento de Patologia de la UIS y a otros
laboratorios de patologia particulares donde se habia
realizado el estudio histopatologico. De los 86 pacientes
inicialmente reclutados s6lo de 43 (50%) se hallaron las
biopsias de tumor; deellos, 19 tenian diagnostico de CG
(44.2%) y 24 diagnostico de CCR (55.8%). La muestra
sanguinea (células normales) se obtuvo sangrando el
pacientey almacenando lamuestra en un tubo vacutainer
con anticoagulante EDTA. Tanto las muestras de san-
gre como las de biopsias de tumor, se procesaron para
el analisis de inestabilidad de microsatélites.

Desparafinacion. A las muestras de tumor embe-
bidas en parafina se les retir6 mecanicamente la mayor
parte de la parafina y se realizaron cortes de 8 pm, que
luego se fijaron en placas de vidrio para su despara-
finacion. Esto se llevo a cabo siguiendo el protocolo
utilizado en el Departamento de Patologia de la UIS: se
inici6 con el calentamiento de las placas en un horno a
una temperatura de 75°C por 25 min, luego se hicieron
3 lavados en xilol durante tres minutos cada uno, des-
pués se realizaron tres lavados consecutivos en etanol
de 60%, 80% y 100 % respectivamente, finalmente se
lavé el exceso de etanol con agua destilada. El tejido
fijado en las placas fue raspado y depositado en tubos
eppendorffde 1.5 ml. A las muestras que no se les pudo
extraer ADN del tejido de los cortes histologicos, se les
realizaron extracciones a porciones mayores de tejido
obtenido pordiseccion de los bloques, se desparafinaron
siguiendo el método descrito antes y se picaron con un
bisturi dejandolas del menor tamafio posible; luego se
maceraron para facilitar el trabajo de la proteinasa K en
el momento de la digestion.

Digestion. Al raspado de las placas y al triturado de
muestras se adicionaron 500 pl de buffer DBL (10 ml
Tris/HCI IM pH 7.4,2 mI NaCl5M, 20 ml EDTA 0.5M
pH 8.0y 968 ml de H,O destilada), 50 pl de SDS al 10%
y 5 ul de proteinasa K (20 mg/ml); para el caso de los
raspados de las biopsias se dejaron en digestion entre 12
y 18 horas; a las muestras trituradas que contenian
mayor cantidad de tejido se adicionaron 10 pl de

43



Colombia Médica

proteinasa Ky se dejaron entre 24 a 36 horas, en un bafio
Maria a 56°C con agitacion de suave.

Extraccion de ADN. Después de la confirmacion
visual de la digestion del tejido tumoral, se adicionaron
20 pl de NaCl 5M, mas 585 pul de fenol/cloroformo/
alcohol-isoamilico (25:24:1) se mezclaron bien por in-
mersion y se centrifugaron por 3 minutos a 6,000 rpm.
Se recuper? el sobrenadante en un tubo de eppendorff
nuevo de 1.5 ml y se adiciond 585 pl de cloroformo/
alcohol-isoamilico (24:1) y se repite el procedimiento
como en el paso anterior. Se recupero el sobrenadante
en un tubo nuevo y se le adicion6 etanol al 96% frio, se
mezclo suavemente y se refrigeraron por dos horas a -
20°C. Se centrifugaron por 30 minutos y se descarto el
exceso de alcohol hasta que el precipitado (ADN)
quedara bien seco. Se resuspendié el ADN es un
volumen de 25 pl de Buffer TE y se almaceno a4°C para
su posterior analisis. A las muestras de las cuales no se
logré amplificar el fragmento del marcador BAT-26, se
hizo el intento de extraccion de ADN por el método de
Chelex-100, sinningun resultado positivo. La extraccion
de ADN de células normales se hizo por el método de
Salting Out. Se removi6 la punta con el ADN y se lavo
con 450 ul de etanol al 70% frio y se resuspendid
finalmente en 300 pl de buffer TE para conservarlo a
-20°C hasta su uso en la PCR.

Amplificacion por PCR. Previo a la PCR, la can-
tidad de ADN obtenido de los dos tipos de muestras fue
cuantificado mediante espectrofotometria a 260 nm en
un espectrofotometro Spectronic Genesys II. La ampli-
ficacion por PCR se hizo de acuerdo con el protocolo
descrito por Morifuji et al.?’ con una modificacioén en la
cantidad de Taq polimerasa y la utilizacion de buffer
10X, en lugar de la adicion de KCL y Tris-HCI pH 8.3
por separado como lo describe el protocolo. Se monto
una PCR conunvolumen finalde 15 pl que contenian 1.5
ul de Buffer 10X, 250 uM de cada uno de los deoxi-
nucleotidos trifosfatados (ANTPs), 0.5 uM de cada
primer: (5’-6FAMTGACTACTTTTGACTTCAGCC-
3’ 3’-AACCATTCAACATTTTTAA CC-5’),2.5 mM
MgCl, y 1 unidad de Taq polimerasa (PROMEGA), se
adicionaron 50-100 ng de ADN genémico. La amplifi-
cacion por PCR se llevo a cabo en un termociclador
PERKIN-ELMER 2400 siguiendo las siguientes condi-
ciones: un paso inicial de 95°C por 12 min, 10 ciclos
(94°C 15 seg, 55°C 15 seg, y 72°C 30 seg) y 20 ciclos
(89°C 15seg,55°C 15segy 72°C 30 seg) seguido poruna
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extension final de 72°C 10 min. Los amplificados se
refrigeraron a 4°C hasta el momento de montar las
muestras en la electroforesis capilar.

Electroforesis capilar. Los métodos actuales basa-
dos en la fluorescencia para visualizar amplificados de
ADN utilizando primers marcados con fluorocromos y
equipos automatizados (secuenciadores automaticos de
ADN) permiten visualizar los fragmentos de ADN
marcados. Los amplificados se corrieron en una electro-
foresis capilaren el equipo ABI-PRISM 310 de PERKIN-
ELMER; en ella los fragmentos marcados con el
fluorocromo 6FAM fueron detectados de acuerdo con
su separacion por su carga y tamafio en pares de bases
(bp). Los electroferogramas resultantes de la electro-
foresis capilar en el cual se observaron cada uno de los
alelos tipificados de la muestra asi como el marcador
interno de peso molecular (GS TAMRA 500) fueron
analizados con el sofware Genescan. Las muestras de
los 43 pacientes de los cuales se pudo obtener una
muestra de referencia (sanguinea) como la muestra de
tumor (biopsia), se analizaron para obtener el perfil
genético del microsatélite BAT-26, tanto en sangre
como en tumor, e identificar la presencia del fenotipo
IMI+ dada como la diferencia en el tamafio de los alelos
detectados tanto en sangre como en la muestra tumoral
parael marcador. El fenotipo IMI+ se determiné cuando
la modificacion del alelo en la muestra tumoral con
respecto a la muestra normal, present6 una variacion en
tamafio de mas de 4 pares de bases. Previo a esto se
tuvieron en cuenta ciertos criterios, entre los cuales
estuvo laverificacion de la corrida del marcador de peso
internoy de los resultados de los dos controles (positivo
ynegativo).

Analisis estadistico. Se tuvieron en cuenta las
siguientes variables: la edad (establecida en rangos de
10 afios, paraidentificar aquellas personas con diagnos-
tico en edades jovenes, menores a 40 afios), el diagnos-
tico patoldgico, el género de los pacientes, el grado de
diferenciacion histopatologica del tumor y la presencia
o ausencia del fenotipo de IMI. Luego se realizo el
analisis estadistico, corriendo estas bases de datos en el
programa SPSS 10 (SPSS Inc, Chicago, IL). La prueba
exacta de Fisher se utiliz6 para la hipotesis nula de no
asociacion entre la edad y el sexo del paciente con el
diagnostico patologico. Se utilizé lamisma prueba para
evaluar la hipodtesis nula de no asociacion entre el
fenotipo de inestabilidad de microsatélites con el sexo, y
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Gréfica 1. Distribucién de los pacientes segun la edad y el diagnéstico patolégico. La
grafica muestra el diagnoéstico en su mayoria en edades mayores a 45 afios para cancer
colorrectal como para cancer gastrico

la edad del paciente y el grado de diferenciacion histo-
patologica en cada uno de los tipos de cancer.

RESULTADOS

Caracteristicas demograficas del grupo. A partir
de lamuestra de sangre, se obtuvieron mayores concen-
traciones de ADN (de 0.63 pg/ul a 1.32 pg/ul) y la
amplificacion de BAT-26 se logr6 en 100% de ellas,
mientras que la cantidad de ADN en las muestras de
tumor fue menor (de 0.58 ug/ul a 1.04 pg/ul) y la
amplificacion se logrd solo en 23 (53.5%) casos de los
43 finalmente incluidos en el proyecto. De estos 23
casos 11 (47.8%) tuvieron diagnostico de CCR y el
diagnostico de los 12 (52.2%) restantes era CG.

Los 4 casos de cancer diagnosticados en edades
jovenes (<45 afios) pertenecen a cancer colorrectal,
mientras que ningln caso con cancer gastrico se diag-
nosticod en pacientes jévenes. Como se observa en la
Grafica 1 y segun los resultados de la prueba exacta de
Fisher, se encontrd evidenciasignificativa de asociacion
entre una edad avanzada de los pacientes y el desarrollo
de cancer (p=0.037). Seglin el sexo los casos estaban
distribuidos homogéneamente 12 (51.2%) mujeresy 11
(48.8%) hombres. De ellas, 6 (50%) padecian cancer
colorrectal y las otras 6 (50%) cancer géstrico; de ellos,

5 (52.4%) con diagnostico de cancer colorrectal y 6
(47.6%) céancer gastrico. No se encontrd asociacion
alguna entre el desarrollo de cancer y el sexo de los
pacientes segun la prueba exacta de Fisher (p=0.579).
Resultados del analisis de ADN. El tamafio del
marcador microsatélite BAT-26 en las muestras de
sangre fue 116.2 pares de bases, con la amplificacion
del microsatélite en la totalidad de ellas (100%). Como
ya se menciond, el fenotipo IMI+ se caracteriza por la
variacion del tamafio del STR, por lo cual se puede
encontrarunalelo alterado, conrespecto al alelo normal
que se encuentra en las células sanguineas. En 19 de las
muestras tumorales se observo sol6 el alelo normal de
116 pb (Fenotipo estable, IMI-, Grafica2), mientras que
en 4 muestras de tumor (4, 17% casos) se pudo ver el
fenotipo IMI+ en el marcador BAT-26 con una varia-
cion del tamafio entre el alelo normal y el alelo mutado
de 11 pb a 14 pb, uno de los casos IMI+ (Gréafica 3).
En la distribucion por edades de los pacientes se
observan 2 casos IMI+ en edades jovenes (<40 afios),
estos segun el examen histopatologico, pertenecen a
pacientes con diagnoéstico de CCR, y puede existir una
asociacion entre alguno de ellos con el sindrome de
Lynch o HNPCC, el cual se manifiesta en edades
tempranas y se relaciona con esta via de formacion de
cancer. En edades mas avanzadas 2 pacientes presen-
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Grafica 2. Fenotipo estable de microsatélites IMI. En ella se observan tres electroferogramas:
un control positivo del marcador BAT-26 (C+), un electroferograma de la muestra sanguinea (SG035)
y el electroferograma correspondiente de la muestra de tumor (T035). Notese que tanto en la muestra
sanguinea como en la tumoral se observa el mismo alelo para el marcador BAT-26 de 116.2 pb.
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Grafica 3. Fenotipo de inestabilidad de microsatélites IMI*. En ella se observan tres electroferogramas:
un control positivo del marcador BAT-26 (C+), un electroferograma de la muestra sanguinea (SG003) y
el electroferograma correspondiente de la muestra de tumor (TG003). NOotese que en el electro-
ferograma de la muestra tumoral se encontré un alelo extra de 105.4 pb, correspondiente al alelo
alterado del microsatélite BAT-26, producto del fenotipo de inestabilidad de microsatélites.
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Cuadro 1
Distribucién de casos segun el grado de diferenciacion histopatoldgicay
el fenotipo de inestabilidad de microsatélites

Diagndstico Grado de diferenciacion Inestabilidad de BAT-26 Total
histopatolégica IMI- IMI+

Bien 1 1 2

Céancer colorrectal Variedad clésica {Moderada 7 1 8
Mal 0 1 1

Total 8 3 11

Bien 1 0 1

Cancer gastrico Variedad intestinal {Moderada 6 0 6
Mal 1 1 2

Variedad difuso 3 0 3

Total 11 1 12

taron el fenotipo IMI+ uno de ellos con diagnoéstico de
cancer gastrico y el otro con diagndstico de céancer
colorrectal; los dos se encontraban dentro del rango de
los 61 a70 anos de edad. Después de realizada la prueba
exactade Fisher no se encontro evidencia de asociacion
entre la edad de los pacientes y el fenotipo de inestabi-
lidad de microsatélites (p=0.295).

El fenotipo IMI+ se observo en un mayor nimero de
casos con CCR que con CG. En CCR 3 (28%) indivi-
duos presentaron el fenotipo de inestabilidad de micro-
satélites, mientras que en CG sélo 1 (9%) lo presento.
Sin embargo, segun la prueba exacta de Fisher no se
encontrd asociacion entre el fenotipo IMI+y ninguno de
los dos tipos de cancer estudiados (p=0.261). Segtn el
género de los pacientes el sexo femenino tuvo un
numero mas alto con inestabilidad de microsatélites con
3 (25%) individuos afectados que el sexo masculino
donde solamente se observd 1 (9.1%) caso del fenotipo.
No hubo asociaciéon entre el sexo y el fenotipo de
inestabilidad de microsatélites segin la prueba exacta
de Fisher (p=0.329).

Resultados del analisis histopatolégico. En los
casos diagnostico de CG se observaron todos los tipos
dediferenciacion histopatologica, 50% moderadamente
diferenciados, 16.7% pobremente diferenciados, 1 (8.3%)
biendiferenciadoy 3 (25%) de variedad mucinosa. Sélo
se observo un (8.3%) caso con el fenotipo IMI+y perte-
necio al tipo pobremente diferenciado. Por otra parte los
casos diagnosticados con CCR pertenecian a la varie-
dad clasica, 72.7% de tipo moderadamente diferencia-

do, 18.2% bien diferenciado y 1 (9.1%) mal diferencia-
do; 27.3% de los casos diagnosticados con este tipo de
cancer presentaron el fenotipo IMI+, uno para cada tipo
de diferenciacion histopatologica (bien diferenciado,
moderadamente diferenciado y mal diferenciado). Nin-
guna muestra de tumor con CCR de variedad mucinoso
se encontrd en los casos analizados (Cuadro 1, Grafica
4). En ninguno de los dos tipos de cancer (gastrico y
colorrectal) se encontré una asociacion entre el fenotipo
de inestabilidad de microsatélites y el grado de diferen-
ciacion histopatologica, segun la prueba exacta de Fisher
(p=0.152 para cancer colorrectal y p=0.250 para cancer
gastrico).

DISCUSION

Por dificultades técnicas ya sea por el deterioro de
las muestras o la pérdida de informacion de los pacien-
tes, se redujo el nimero inicial de casos vinculados con
el proyecto; esto afecta la sensibilidad de la pruebas
estadisticas, otorgando resultados tal vez poco confiables.
Sin embargo, este estudio representa un trabajo preli-
minar en la evaluacién del fenotipo IMI+ o de fenotipo
de error de la replicacion (RER+) en pacientes de
Santander con diagnostico de cancer. Y aunque el nu-
mero de muestra es muy pequefio, hay coincidencia con
algunos autores que obtuvieron resultados similares.

En el presente estudio, el grupo de pacientes se
encontraba homogéneamente distribuido entre los dos
sexos paralos dos tipos de cancer, sin encontrar ninguna
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Grafica4.A.Fenotipodeinestabilidad de microsatélites en cancer gastrico segun el grado dediferenciacion
histopatoldgicadel tumor. Seobservaunindividuo con fenotipo deinestabilidad de microsatélitey grado
de diferenciacién histopatoldgica bien diferenciado; en los otros tipos de diferenciacién no hay ningun
caso con inestabilidad de microsatélites. B. Fenotipo de inestabilidad de microsatélites en cancer
colorrectal segln el grado de diferenciacion histopatoldgica del tumor. Se observa la presencia del
fenotipo de inestabilidad de microsatélites en tres individuos, cada uno pertenecia a un grado de
diferenciacion (bien, moderadamente y mal diferenciado, respectivamente). No se observd ningdn
individuo del tipo mucinos en las muestras analizadas.

asociacion entre el tipo de cancer y el género. En otros
estudios, los hombres se han encontrado mas afectados
por este tipo de enfermedades (43.4% para mujeres y
56.6% para hombres). En ellos se indica que existe un
riesgo mas alto de desarrollar cancer en los hombres!-1°.
Los casos analizados muestran un diagnostico de can-
cer gastrico y de cancer colorrectal en personas con
edades avanzadasy aunque, algunos individuos presen-
taron un diagndstico de cancer colorrectal en edades
menores a los 45 anos, el desarrollo de cancer esta
asociado con edades tardias (>45 afios) tal como lo
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indican otras investigaciones (Fisher p=0.037)>>7814
19,21.

Con respecto al marcador BAT-26, el cual es alta-
mente sensible para encontrar inestabilidad de micro-
satélites gracias a su caracter monomorfico, presentod
un tamafio de 116.2 pb y aunque algunos autores
informan alelos diferentes para dicho marcador ponien-
do en duda el caracter monomoérfico del mismo??, todos
los pacientes presentaron un pico principal de este
tamafo en las muestras de sangre; la presencia de un
solo alelo para el marcador en todos los pacientes



Colombia Médica

confirma el caracter monomorfico del microsatélite. Se
observaron algunos picos extras alrededor del pico
principal debido al deslizamiento normal de la ADN
polimerasa en el momento de la amplificacion, por la
naturaleza mononucleotidica del marcador, el cual esta
constituido por 26 repeticiones de adenina.

En 4 de las muestras de biopsia analizadas se
observo una variacion del alelo encontrado en células
sanguineas de 116.2 pb a 102 y 105 pb. Estos 4 casos
corresponderian a una frecuencia para el fenotipo de
inestabilidad de microsatélites de 0.17 (17%) en el grupo
de pacientes diagnosticado con cancer de vias digesti-
vas (gastrico o colorrectal) en donde es mas frecuente
encontrar este fenotipo. De los 4 casos con fenotipo de
inestabilidad de microsatélites, 3 eran de pacientes con
CCR y 1 con CG y no se encontrd ninguna asociacion
entre el tipo de cancer e IMI+ (Fisher p=0.261). En
cancer colorrectal la presencia del fenotipo de inestabi-
lidad de microsatélites se encontrd en 28% de los casos,
lo cual esta de acuerdo con lo encontrado en otras inves-
tigaciones (12% a 31% de los pacientes diagnosticados
con cancer colorrectal). Esta prevalecia superior al
15% hasido asociada en otras investigaciones a la inclu-
sion de pacientes con un diagnostico en edades tempra-
nas?>782! o cual esta de acuerdo con lo encontrado en
el presente trabajo en donde 2 de los 3 pacientes con
cancer colorrectal e IMI+ tenian una edad menor de 45
afios y muy probablemente correspondian a casos de
cancer colorrectal heredado, porque, tenian anteceden-
tes familiares de cancer en vias digestivas y una edad
temprana de aparicion de la malignidad.

Por otraparte en cancer gastrico todos los individuos
fueron diagnosticados en edades avanzadas, tal como
ha sido hallado en muchos estudios que verifican que el
diagnostico de pacientes con este tipo de enfermedades
generalmente se presenta en edades superiores a los 45
afios de edad. El fenotipo IMI+ en personas jovenes con
CG, tal como lo indican otras investigaciones, estd poco
relacionado con esta via como causa del desarrollo de
CG, pues en sumayoria, este tipo de cancer desarrollado
en jovenes son causados por hipermetilacion en el
promotor del gen hMLH1 en la via supresora de forma-
ciéndel cancer. Los individuos con CG participantes en
el trabajo, fueron diagnosticados con mas de 50 afios de
edad yunsolo individuo (9%) presento el fenotipo IMI+.
Otros autores han observado este mismo fenotipo con
mas frecuencia (32.1%-34.4%); esta discrepancia pue-
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de ser atribuida al nimero reducido de muestras anali-
zadas en el estudio actual®>*.

Aligual que en otras investigaciones, en este trabajo
no se encontré ninguna asociacion entre el fenotipo
IMI+y la edad de los pacientes (p=0.295). En cuanto al
$ex0no encontramos ninguna asociacion con el fenotipo
IMI+ (p=0.329); esto corrobora que el fenotipo se pre-
senta de igual forma en personas de todas las edades y
de ambos sexos?®17,

En los ultimos afios se ha intentado buscar una aso-
ciacion entre el grado de diferenciacion histopatologico
de la biopsia del tumor y la presencia IMI+. La mayoria
de las investigaciones encuentran asociacion entre can-
ceres de tipo pobremente diferenciados e IMI+, entre
26%y 38%"'31621; otros por el contrario han encontrado
asociacion en tumores bien diferenciados, y unos masno
encuentran ninguna asociacion con el grado de diferen-
ciacion histopatologica® y el fenotipo IMI+. En CG 1
(8.3%) de los 11 casos presento un grado de diferencia-
cién mal o pobremente diferenciado y de igual manera
no se encontré ninguna asociacion entre el feno-tipo
IMI+y el grado de diferenciacion del tumor (p=0.250)
confirmando lo observado por algunos autores en cuyas
investigaciones la probabilidad ha sido atin mas baja
(p=0.151). En CCR los 3 pacientes con el fenotipo IMI+
pertenecian a la variedad clasica de cancer colorrectal
distribuidos en cada uno de los tipos de diferenciacion
histopatologica (bien, mal y pobremente diferenciados),
con lo cual, para el grado de diferenciacion pobremente
diferenciados so6lo se observo 1 (9.1%) caso y no se
encontro asociacion entre el fenotipo y el grado de dife-
renciacion del tumor p=0.1522%,

Algunos de los resultados de esta investigacion
coinciden con los de otras; sin embargo, es necesario
aumentar el nimero de muestras para tener resultados
mas confiables estadisticamente, y es indispensable
buscar nuevas herramientas para mejorar la calidad del
ADN de este tipo de tejidos. Aunque muchos intentos se
han hecho para mejorar las técnicas de extraccion de
ADN a partir de tejidos embebidos en parafina, los
resultados siguen siendo poco 6ptimos para la evalua-
cidn molecular de muestras potencialmente importantes
para observar alteraciones provocadas en los acidos
nucleicos y proteinas?*?°. Es mucho mas efectivo obte-
ner por parte del Departamento de Gastroenterologia
muestras frescas embebidas en solucion salina las
cuales se utilizarian solo para las evaluaciones mole-
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culares, almacenando una gran cantidad de muestra de
ADN geondmico que serviran para posteriores investi-
gaciones.

CONCLUSIONES

El fenotipo de inestabilidad de microsatélites se
encontré en4 casos de 23 (17%) analizados. No se hallo
asociacion entre el fenotipo de inestabilidad de micro-
satélites con respecto al grado de diferenciacion histo-
patologica del tumor, el sexo de los pacientes, la edad y
el tipo de cancer en las muestras analizadas.

Elfenotipo de inestabilidad de microsatélites o RER+
se observo en dos de los pacientes cuya edad de diag-
noéstico fue menor a 45 afos, uno de 40 afios y otro de
13 afios, los cuales poseen antecedentes familiares de
cancer de vias digestivas, uno de ellos en primer grado
de consanguinidad cumpliendo con los criterios para
asociarlo con el sindrome de Lynch, por lo cual posible-
mente corresponden a personas con cancer heredado.

RECOMENDACIONES

El maltrato del tejido en el proceso de fijacion y
almacenamiento de las muestras, dificulta los procesos
de digestion y de extraccion de ADN. Por ello se
recomienda elaborar métodos que afecten menos las
propiedades de los acidos nucleicos, como lautilizacion
de formalina bufferizada en los procesos de fijacion de
las muestras, o realizar recolecciones en solucion salina
en el momento de las tomas de las biopsias previas al
diagndstico por parte del Departamento de Patologia,
con el fin de utilizarlas s6lo para la recuperacion de una
buena cantidad de ADN que se puede almacenar y
utilizar en investigaciones posteriores.

Aunque este es un analisis descriptivo, es recomen-
dable continuar con nuevas investigaciones de esta
misma indole con el fin de aumentar el numero de
muestras analizadas y sacar conclusiones que puedan
ser representativas para la poblacion santandereana
con el fin de conocer mejor esta enfermedad, que en
Colombiano se hace diagnosticar desde el punto de vista
molecular, sino simplemente segun la historia clinica del
paciente. En las historias clinicas la informacion errada
suministrada por parte de los pacientes que acuden al
servicio de oncologiadel HUS, impiden un seguimiento
continuo de la evolucion de los mismos después del
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diagnostico de cancer y de la implementacion del trata-
miento, es indispensable hacer caer en cuenta a los
pacientes de la importancia de conocer sus datos reales,
para poder ubicarlos en el transcurso de su enfermedad
y de ese modo evitar la perdida de los mismos.
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