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1. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

A nivel mundial el cancer gastrico (CG)es considerado la segunda causa mas frecuente de
cancer y la segunda causa de mortalidad por esta enfermedad, particularmente en paises
como China, Japon y Costa Rica. ! 2

En Colombia, segln el Instituto Nacional de Cancerologia, se estima que anualmente son
diagnosticados 25.684 nuevos casos de cancer en hombres y 35.150 en mujeres, siendo el
CG el tercero mas comdn en mujeres, después del de cuello uterino y mama, mientras que
en hombres, ocupa el primer lugar (21/100 mil), seguido por el de prostata; por lo cual se
considera un problema de salud pablica en Colombia; donde existen zonas de alto riesgo
como: Caquetd—Huila—Tolima, Boyaca—Cundinamarca—Meta, Bogota, Antiguo Caldas,
Norte de Santander, Medellin, Pasto y Valle. EIl Huila es el noveno departamento con
mayor frecuencia a nivel nacional ; asi entre 1990 y el 2.000 han sido diagnosticados 292
casos solamente en el Hospital Universitario Hernando Moncaleano Perdomo (HUHMP)
@4 A nivel nacional, 4.000 nuevos casos son diagnosticados anualmente, con una
mortalidad de 11/100.000, convirtiéndose en la cuarta causa de muerte en el pais, solo
superada por las defunciones por violencia, infarto agudo de miocardio e insuficiencia

cardiaca.’®*

Multiples factores ambientales, incluyendo la infeccion por Helicobacter pylori, la alta
ingesta de sal, los compuestos N-nitroso y la deficiencia de antioxidantes en la mucosa
gastrica, han sido implicados en la iniciacion de la carcinogénesis. Estos factores
potencialmente disparan cambios genéticos en el epitelio gastrico del huésped, tales como
la activacion de oncogénes, pérdida alélica de genes supresores de tumor y la Inestabilidad

Microsatelital (IM) informada entre un 17 a 59% de los CG esporadicos y heredados. °

A pesar de la significativa presencia de tumores gastricos en poblacion joven de nuestro
pais, los cuales generalmente son asociados con algun tipo de predisposicién genética, en

Colombia no se han realizado estudios que busquen determinar la etiologia de la



enfermedad; por eso con este trabajo deseamos continuar nuestra linea de investigacion en
cancer y genética, determinando la influencia de la via mutadora en el cancer gastrico de
nuestra poblacion al determinar la frecuencia de la IM considerada el marcador molecular
de las Mutaciones Mutadoras y correlacionar esta informacién con variables como la
sensibilidad a tratamientos quimioterapéuticos, tasa de sobrevida y penetrancia familiar; no
siendo este nuestro Unico ni mas importante objetivo, pues con este trabajo como hemos
mencionado anteriormente deseamos fortalecer la linea de investigacion en cancer y
genética convirtiendo a nuestra institucion y universidad en pioneros del area a nivel
nacional.



2. JUSTIFICACION

Por su alta mortalidad, el cancer gastrico sigue siendo foco principal de atencién, ya que
constituye un problema de salud publica en Colombia; conociéndose como zonas de alto
riesgo las siguientes areas: Caqueta—Huila—Tolima, Boyacd-Cundinamarca—Meta, Bogot4,
Antiguo Caldas, Norte de Santander, Medellin, Pasto y Valle. Se estima que a nivel
nacional aparecen 4.000 casos nuevos anualmente, con una mortalidad global que ha tenido
un ligero pero sostenido crecimiento del 8.9/100.000 en 1.959 a 11/100.000 en 1.994 34

El cancer gastrico representa la cuarta causa de muerte en el pais, solo superada por las
defunciones por violencia, infarto agudo de miocardio e insuficiencia cardiaca. Es la
primera causa de muerte por cancer en el hombre y la segunda en la mujer después del

cancer de cervix y a nivel mundial es la segunda causa de muerte por cancer. >4

Multiples factores ambientales, incluyendo la infeccion por Helicobacter pylori, alta
ingesta de sal, compuestos N-nitroso y deficiencia de antioxidantes en la mucosa gastrica,
han sido implicados en la iniciacion de la carcinogénesis. Estos factores potencialmente
disparan cambios genéticos en el epitelio gastrico del huésped, tales como activacion de
oncogeénes, pérdida alélica de genes supresores de tumor e inestabilidad genética, los cuales

conducen al desarrollo del cancer.®

La IM, es una forma de inestabilidad genémica que fue descrita inicialmente en el CCHSP;
desde esto, la IM ha sido reportada en una variedad de canceres humanos esporadicos y
familiares. Los microsatélites son secuencias de ADN repetitivas, cortas y ubicuas,
distribuidas al azar a través del genoma humano, con funcion desconocida. El cancer
gastrico, familiar y esporadico ha mostrado varios niveles de IM (17-59%), los cuales se

asocian con mutaciones en los genes de reparacion del ADN.*8



Con este tipo de estudio se pretenden implementar técnicas moleculares novedosas que
ayuden a establecer programas que permitan determinar el origen etiologico y su efecto a
nivel clinico en diagnostico y prondstico, y si existen mutaciones germinales, identificar en
nuestra poblacion familias susceptibles a desarrollar cancer con mayor probabilidad que la
poblacién general., mejorando la sobrevida de los pacientes y brindando un adecuado
asesoramiento a las familias que padecen esta enfermedad. Finalmente, se pretende
consolidar una linea de investigacion en genética y cancer, contribuyendo con informacién

basica sobre las causas del cAncer en nuestro pais.



3. OBJETIVOS

3.1. GENERAL

3.1.1. Evaluar la presencia de Inestabilidad microsatelital (IM) en los pacientes con cancer
gastrico que asistieron al HUHMP entre el 1 de Junio del 2001 al 30 de junio del
2002 , empleando técnicas de biologia molecular para establecer la importancia que

tiene la via mutadora en la etiologia de esta enfermedad en nuestra region.
3.2. OBJETIVO ESPECIFICOS
3.2.1. ldentificar pacientes con cancer gastrico

3.2.2. Amplificar los marcadores D2S123, D5S810, D17S250, BAT-25, BAT-26 y BAT-
27 en tejido sano y tumoral de los pacientes a estudio.

3.2.3. Establecer la frecuencia de la IM en los pacientes con cancer gastrico.

3.2.4. Determinar la relacion entre IM y variables como edad de diagnostico, estadio de la
enfermedad al momento del diagndstico y la presencia de antecedentes personales y

familiares con la presencia de IM.



4. MARCO TEORICO

4.1. EPIDEMIOLOGIA

A nivel mundial el cancer géstrico es considerado la segunda causa mas frecuente de cancer
y la segunda en mortalidad por esta enfermedad, particularmente en paises como China
Japon, Costa Rica y Korea, donde la incidencia anual en 1986 fue de 57.9 y 25.1/100.000

en hombres y mujeres respectivamente! <10

En Colombia, segun el informe del Instituto Nacional de Cancerologia, se estima que
anualmente son diagnosticados 25.684 nuevos casos de cancer en hombres y 35.150 en
mujeres, siendo el cancer gastrico el tercero mas comin en el sexo femenino, después del
de cuello uterino y mama, mientras que en los hombres, ocupa el primer lugar (21/100 mil),
seguido por el de prostata. Es por esto, que el cancer gastrico es foco principal de atencion,
ya que constituye un problema de salud publica en Colombia donde se consideran como
zonas de alto riesgo: Caqueta—Huila—Tolima, Boyaca—Cundinamarca—Meta, Bogota,
Antiguo Caldas, Norte de Santander, Medellin, Pasto y Valle. ElI Huila es el noveno
departamento con mayor frecuencia a nivel nacional, asi entre 1990 y el 2.000 han sido
diagnosticados 292 casos solamente en el Hospital Universitario Hernando Moncaleano

Perdomo 311

Se estima que a nivel nacional aparecen 4.000 nuevos casos anuales de cancer gastrico, con
una mortalidad del 11/100.000. EI cancer gastrico representa la cuarta causa de muerte en el
pais, solo superada por las defunciones por violencia, infarto agudo de miocardio e
insuficiencia cardiaca y es la primera causa de muerte por cancer en el hombre y la segunda
en la mujer®* En Estados Unidos, segln el informe de la Sociedad Americana del cancer se

informaron 21.700 casos de cancer gastrico en el 2001 *2

Aunque se estima que solo entre el 5 y 10% de todos los adenocarcinomas gastricos son

heredados, el factor genético atribuido a su etiologia se considera cada vez de una mayor



importancia, gracias a los grandes avances de la Biologia molecular durante la pasada
década, donde se encontraron diferentes mutaciones involucradas como las presentes en la

e-caderina y los genes de Mismatch 2,

4.2.  CUADRO CLINICO

Los signos y sintomas dependen del estadio clinico y de la localizacion del tumor. En el
carcinoma incipiente pueden ser muy leves o inespecificos; puede presentarse epigastralgia
0 sintomas de pirosis, los cuales pueden pasar inadvertidos. En el carcinoma avanzado, los
sintomas son mas evidentes presentandose epigastralgia severa, perdida del apetito, perdida

de peso, nauseas, vomito, hematemesis 0 melenas y deterioro del estado general.

4.3. ETIOLOGIA

4.3.1. Predisposicion Genética

El cancer gastrico es el segundo cancer mas frecuente a nivel mundial y aunque su
incidencia ha disminuido, sigue considerandose un problema de salud publica. Los factores
dietarios y la infeccion con Helicobacter pylori son probablemente los factores de riesgo
medioambientales mas importantes, pero la agregacion familiar y la alta heterogeneidad
tanto morfolégica como funcional hacen pensar en un amplio espectro de alteraciones
genéticas que podrian conducir a diferentes origenes etioldgicos de la enfermedad como: la
Perdida de Heterocigocidad (PDH), las mutaciones en la proteina e-caderina y la
Inestabilidad Microsatelital (IM)*

Cancer Gastrico Familiar

Para definir un sindrome de cancer gastrico como familiar debe tenerse en cuenta el subtipo
histolégico cuando hay un patron de segregacion familiar; lo cual puede orientar la

identificacion del gen y por ende el origen a nivel etiologico de la enfermedad 7.



a. Cancer Gastrico Difuso Familiar (CGDF)

Se define como un sindrome autosémico dominante que fenotipicamente se caracteriza por
ser un cancer polipoide de tipo difuso que generalmente esta ligado a mutaciones en el gen
CDH1 que codifica para la proteina e-caderina. Los criterios clinicos para definir una

familia como CGDF son los siguientes:

«~ Do0s 0 mas casos de cancer gastrico difuso en primera/segunda generacion, donde por lo
menos uno haya sido diagnosticado antes de los 50 afios de edad*’.
«~ Tres 0 mas casos de cancer gastrico difuso en primera/segunda generacion sin importar

la edad de diagnéstico

Se considera que aproximadamente el 25% de las familias que cumplen estos criterios

tienen mutaciones que inactivan la expresion de la e-caderina.

b. Cancer Gastrico Intestinal Familiar (CGIF)

Los criterios clinicos para definir una familia como CGIF son determinados de acuerdo con

la incidencia de este cancer en la poblacidn. Asi en paises con alta incidencia como Japén y

Portugal, se usan los criterios analogos a los criterios de Amsterdam para el Sindrome de

Lynch 7.

«~ Tres familiares con cancer gastrico, de los cuales uno tenga relacion en primer grado
con otro

«~ Dos generaciones sucesivas afectadas con cancer gastrico

«~ Un cancer gastrico diagnosticado antes de los 50 afios

En paises con baja incidencia como USA y UK se define:

«~ Dos 0 mas casos de cancer gastrico difuso en primera/segunda generacion, donde por lo
menos uno haya sido diagnosticado antes de los 50 afios de edad.

«~ Tres 0 mas casos de cancer gastrico difuso en primera/segunda generacion sin importar

la edad de diagndstico



c. Cancer Gastrico por CCHSP tipo Il
El cancer gastrico hace parte del fenotipo caracteristico de las familias con Céncer
Colorectal Heredado Sin Poliposis CCHSP, Poliposis Adenomatosica Familiar PAF vy el

Sindrome de Peutz-Jegher, aunque los dos Gltimos no son muy frecuentes®’.

El Céancer Gastrico ha sido identificado como parte del amplio espectro de canceres en el
CCHSP. La primera familia descrita con CCHSP “La familia G”, tenia una amplia historia
de cancer gastrico, sin embargo al evaluar el riesgo de este cancer en la familia se observo
que tendia a disminuir®®. EI primer informe de una familia con riesgo de cancer gastrico fue
hecho por Vasen y col en 1.996, pero este no tenia la informacion suficiente a nivel
histoldgico para realizar las conclusiones pertinentes®. El estudio mas detallado de cancer
gastrico en CCHSP fue hecho por Aarnio y col en 1.997; el cual incluye 51 familias con
mutaciones en los genes MLH1 o MSH2 o que cumplen los criterios de Amsterdam, de las

cuales 62 personas tenian cancer gastrico 2°.

4.3.2. Infeccion por Helicobacter pylori
En la actualidad, la relacion entre H. pylori (H.p) y carcinoma gastrico no se ha definido

entre si el H.p es el que promueve la carcinogénesis en la mucosa gastrica o si la infeccion
simplemente causa gastritis y metaplasia intestinal, haciendo a la mucosa susceptible a la

instauracion del carcinoma gastrico?!

4.3.3. Factores Dietarios
Numerosos investigadores han postulado que la dieta podria ser el factor principal en la

etiologia del carcinoma gastrico. Una dieta de alto riesgo es la que contiene una escasa
cantidad de grasa y proteinas animales, una alta cantidad de carbohidratos complejos,
cereales en granos y tubérculos, pocos vegetales de hoja y frutas frescas y mucha sal 22. Sin
duda la incidencia es alta en los pacientes que abusan del consumo del tabaco y el

alcohol.?



4.4. GENETICA DEL CANCER GASTRICO
4.4.1. Mutacion en el gen de la e-caderina

Las caderinas son una superfamilia de glicoproteinas transmembranales que median la
adhesion entre células dependientes de calcio y son expresadas por todas las células que
forman tejidos so6lidos, pero de acuerdo con su localizacidn se denotan de forma diferente,
asi la e-caderina esta presente en el epitelio intestinal y la N-caderina, en el tejido neuronal.

Las caderinas, se encuentran organizadas en estructuras de unién llamadas uniones
adherentes que permiten la comunicacion entre células; se encuentran asociadas en
procesos de regulacién de la morfogénesis, en la diferenciacion de lineas durante la
embriogénesis, el establecimiento de polaridad celular y el mantenimiento de la morfologia

y diferenciacion celular. 242

La e-caderina tiene la capacidad de formar complejos intracelulares con las -cateninas y

las a-cateninas para formar complejos con las tubulinas y el citoesqueleto de actina y a la

vez activar la via de sefalizacion que permite la formacion de las uniones adherentes. 242

Cuando existen mutaciones en la e-caderina, que impiden la union con la B-catenina; esta
se mantiene fosforilada en mayor nimero, quedando activa para pasar a la membrana
nuclear y activar el factor de transcripcion TCF-4 (Factor de crecimiento Tumoral) que
estimula de transcripcion de los oncogenes c-myc y c-jun, entre otros, acelerando procesos
de division celular, estimulando el desarrollo del cancer y disminuyendo la capacidad de
adhesion, por tal motivo se considera un regulador de la B-catenina. La e-caderina ademas

de estas dos funciones, puede formar complejos citoplasmaticos con APC. 242

4.4.2. Via Mutadora
En esta via se observa ausencia de mutacion en los genes tumorales comunes y

acumulacion de numerosas mutaciones en microsatélites constituidos principalmente por

polidesoxiadenosinas. La acumulacion de estas mutaciones tiene consecuencias



significativas para la estructura y funcion del genoma; ellas pueden alterar la organizacion
de la cromatina e inducir cambios en la estructura del nucleosoma o modificar el patron de

expresion génica por alteracion de los potenciadores y/o promotores del gen. 2°

La inestabilidad gendmica en los microsatélites se explicé al identificar mutaciones en los
genes de reparacion del ADN a las cuales, Larry Loeb denomind Mutaciones del Fenotipo
Mutador (MFM). Las MFM identificadas, se localizan en los cromosomas 2g15-16 y 3p21,
donde se ubican los genes hMSH2 y hMLH1. Estas mutaciones a su vez inducen nuevas
mutaciones como la inactivacion del gen BAX que regula la apoptosis; ya que este gen tiene

una secuencia de ocho desoxiaguanosinas la cual sufre adiciones o deleciones. 2

La expresion del gen hMLH1 ubicado en 3p21 es esencial para el mantenimiento de la
estabilidad de los microsatélites y el funcionamiento del sistema de reparacion que ademas
de iniciar todo el proceso, aparentemente interviene en la regulacion de los puntos de

control en las fases G, M y G2 del ciclo celular, la segregacion y la formacion de quiasmas

durante la meiosis. Los genes hMLH1 y hMSH2 se expresan durante todo el ciclo celular.
Los productos de los genes MLH y MSH dan origen a dos incisiones en el ADN que
contiene la

base mal apareada y no metilada, luego el gen uvrB elimina el fragmento abriendo un
espacio de una kilobase como minimo. Posteriormente la ADN polimerasa llena dicho

espacio polimerizando los nucleétidos correctos y finalmente actda la ADN ligasa 27-2°.

45. INESTABILIDAD MICROSATELITAL

Los microsatelites 0 STR (Short Tandem Repeat) son pequefias secuencias de ADN que se
repiten en tanda, las cuales son bastante polimdrficas fueron involucradas en 1990 en un
nuevo mecanismo de tumorogénesis descubierto por Investigadores de Estados Unidos y
Finlandia (Aaltone et al 1.993) & en pacientes con HNPCC, a la cual se le defini6 como
Inestabilidad Microsatelital (IM). Esta inestabilidad ocurre cuando un nuevo alelo es

detectado en el tejido tumoral y esta ausente en el tejido normal de la misma persona. Se



observa en el 90 a 95% de los tumores de pacientes con HNPCC y en una serie de tumores
esporédicos incluyendo los de CCR (7-20%), gastrico (17 a 59%) y endométrio (10-
25%).30:31

La inestabilidad Microsatelital ha sido hallada como consecuencia de mutaciones en cinco
de los genes del sistema de reparacion metil dirigido o Mismatch (MLH1, MSH2, MSH3,
MSH6 y PMSL1), la mayoria de pacientes con HNPCC tienen la mutacion germinal o
somatica en MLH1 o MSH2 3! La inactivacion de ambos alelos del gen mutado es

necesaria para generar el fenotipo inestable. Pero no solo la presencia de mutaciones puede

inactivar estos genes; si no que en un gran numero de pacientes se han visto factores
epigenéticos involucrados como la hipermetilacion de la isla CpG en la region promotora
observada en la mayoria de CCR IM positivos pero esporadicos

Molecularmente, la Inestabilidad ocurre cuando se incorpora mal una base, se forman loops
en la secuencia microsatelital durante la replicacion o cuando el ADN viene disociado
desde un principio, estos loops que se forman llevan a inserciones o deleciones en STRs
mono, di, tri o tetranucleotidicas.

Un grupo de seis microsatelites fue propuesto en el Work Shop de Inestabilidad
Microsatelital en 1998 (D2S123, D17,D5,BAT40, BAT25BAT26); para definir un
paciente como IM Alto (dos o mas microsatelites inestables), Ml bajo (Un microsatélite

inestable) o MI estable (Ningin microsatélite inestable) 833



5. METODOLOGIA
5.1 TIPO DE ESTUDIO

Estudio descriptivo de casos, donde se busco identificar la presencia de IM en los tumores
de pacientes con céncer gastrico que asistieron al Hospital Universitario Hernando
Moncaleano Perdomo, durante el periodo de Junio del 2001 a Junio del 2002.

5.2. VARIABLES

Las variables estudiadas fueron: lugar de procedencia, edad de diagnostico, antecedentes
personales de neoplasia, antecedentes familiares de neoplasia, sexo, presencia de IM, tipo
de IM, localizacion del tumor, tipo histologico, clasificacion endoscopica, presencia de

patologia gastrica previa, estadio y tratamiento quirurgico.

5.3. EVALUACION CLINICA

Los pacientes son seleccionados previo diagnostico Histopatoldgico

5.4. POBLACION DE ESTUDIO

Pacientes con cancer gastrico que asistieron al Hospital Universitario Hernando
Moncaleano Perdomo, durante el periodo comprendido entre Junio del 2001 a Junio del
2002

5.5. MUESTRA

Teniendo en cuenta que este es un estudio descriptivo de casos no es necesario definir un

tamafio muestral.

5.6 PROCEDIMIENTO

IDENTIFICACION DE PACIENTES



Se incluyeron en el estudio 20 pacientes con céncer gastrico que asistieron a nuestra
institucién entre Junio del 2001 a Junio del 2002, procedentes del departamento del Huila.
MUESTRAS

La muestra de tumor fue obtenida a partir de bloques de parafina, tumor fresco y biopsia

TIPO DE MUESTRA

Tejido fresco 9
Blogue de Parafina 2
Biopsia 9

EXTRACCION DE ADN

La extraccion de ADN a partir de sangre periférica se realizé utilizando el kit comercial
Wizard de promega y el ADN de tejido se obtuvo con fenol cloroformo, empleando los
siguientes protocolos:

Extraccion Tejido Fresco

1.

Colocar una muestra (del tamafio de un confeti) finamente picada en un eppendorff de
2 ml con 450 pul de Buffer de digestion (Tris HCI 50mM, NaCl 100 mM), 25 ul de SDS
al 20% y 25ul de proteinasa K 20mg/ml.

Incubar 12h a 55°C

Adicionar %2 V de NaCl 5M y 1V cloroformo - alcohol isoamilico (24:1), agitar por 10
m y centrifugar 10 m a 4.000 r.p.m.

Pasar la fase acuosa a un eppendorff nuevo, adicionar 0.6V de Isopropanol y centrifugar
10 ma 12.000 r.p.m

Descartar sobrenadante, adicionar 2V de etanol frio al 100% y centrifugar 10 m a
12.000 r.p.m

Lavar con etanol al 100% y al 70% y dejar secar y reconstituir en 100 ul de agua MQ.
Incubar 30 ma 37°C

Almacenar a 4°C



Extraccion Tejido en bloques de parafina

1.
2.

© © N o O

11.

12.
13.

Cortar entre 20 y 30 trozos de tejido de 5umy colocarlos en un eppendorff de 2 ml

Adicionar 1 ml de xileno, incubar por 10 m a temperatura ambiente y centrifugar a
10.000 r.p.m por 10 min. Repetir una o dos veces mas.

Adicionar 1 ml etanol al 100%, incubar por 10 m a temperatura ambiente y centrifugar
a10.000 r.p.m por 10 min. Repetir una vez mas.

Dejar secar a temperatura ambiente y adicionar 1 ml de buffer de digestion (proteinasa
K 0.3 mg/ml, Nacl 100mM, Tris HCL pH8.0 10 mM, EDTA pH 8.0 25mM y SDS
0.5%).

Incubar 12 h a 55°C y adicionar 10 ul de proteinasa K 20mg/ml

Incubar nuevamente 12 h a 55°C y volver a adicionar 10 ul de proteinasa K 20mg/ml
Dejar incubando hasta que se deshaga el tejido (24 a 72h més)

Adicionar 500 pl de fenol —cloroformo — alcohol isoamilico (25:24:1)

Incubar 10 m a T° ambiente y centrifugar 10 min a 4.000 r.p.m

. Tomar la fase acuosa, adicionar 500 ul de acetato de aménio y 1 ml de etanol frio al

100%.

Centrifugar 20 m a 13.000 r.p.m, descartar sobrenadante y lavar con etanol frio al
100% y 70%.

Dejar secar a °T ambiente y reconstituir en 40 ul de agua MQ

Incubar 30 ma 37°C y almacenar a 4°C

PCR ANALISIS DE INESTABILIDAD MICROSATELITAL (IM)

Debido a la alta probabilidad de encontrar falsos positivos, se decidi6 realizar la
amplificacion de cada uno de los microsatélites de forma independiente. Cuando se
encontré IM positiva se repitio el experimento de dos a tres veces de acuerdo con la
cantidad de ADN tumoral con el que se contaba.



Amplificacion: Se amplificaron en sangre y tumor los 6 microsatélites establecidos
internacionalmente para definir IM. El protocolo de amplificacion estandarizado para cada
microsatelite es el siguiente (volumen por tubo):

Conc |BAT25|BAT26 | BAT40|D175250 | D25123 | D5S346 | Tetra
Agua MQ 13.5 14.5 15.5 15.5 13.5 14.5 19.7
Buffer 10x |2 2 2 2 2 2 2.25
MgCl, 25mM |2 1.0 1.0 10 1o 1.0 0.25
dNTPs 2mM |2 2 2 2 2 2 1.25
Primer CY5 50pM |0.2 0.2 0.2 0.2 0.2 0.2 0.208
Primer R 50pM |0.2 0.2 0.2 0.2 0.2 0.2 0.20.8
Taq pol 5U/ul [0.05 |[0.05 [0.05 |[0.05 0.0.5 0.0.5 0.0.5
Vol total 20 20 20 20 20 20 20 24
ADN Sangre 3 3 3 3 3 3 3 3
ADN tumor 10 10 10 10 10 10 10 10
El programa de termociclador es:

94 °C 2 min

94 °C 1 min

60 °C 1 seg 35 ciclos

70 °C 1 seg

70 °C 10 min

Posteriormente, se realiza una electroforesis en un gel denaturante de poliacrilamida al 8%
preparado comercialmente (Reprogel High Resolution de Pharmacia Biotech), donde se
corren 40 muestras. Los microsatelites BAT-26 y D17S250, D2S123 y BAT-25 del mismo
paciente y tipo de tejido, se mezclan post PCR para aumentar el nimero de analisis por

corrida electroforetica.

La electroforesis y el andlisis de los fragmentos se realizd con un secuenciador Automatico
ALFexpress 2.0 de Amershan Pharmacia.




6. DISCUSION DE RESULTADOS

Se obtuvieron muestras de 20 pacientes de los cuales, 13 son hombres y siete mujeres, 13
del area urbana y siete del area rural, procedentes de los municipios de Neiva (siete
pacientes), Iquira (tres pacientes), Palermo (tres pacientes), Aipe (dos pacientes) y Rivera,
Garzén, Vegalarga, Algeciras y la Plata con un paciente. EI promedio de edad fue de 57.5
afios, con un rango entre los 24 hasta los 77 afios.

Cuatro de los 20 pacientes tienen algun antecedente familiar de neoplasia, lo cual equivale
al 20% y un paciente tuvo antecedentes de adenocarcinoma prostatico (estadio C)

diagnosticado un afio y medio antes.

Todos los pacientes fueron diagnosticados en estadio avanzado (compromiso mas alla de la
muscular), debido a multiples factores como: la falta de definicion del cuadro clinico, la
consulta tardia de los pacientes y las dificultades logisticas para la solicitud de exdmenes en

este tipo de instituciones.

Segun el diagndstico endoscopico, se encontraron los siguientes resultados: Borrman | (tres
pacientes), Borrman Il no se presentaron casos, Borrman Il (13 pacientes), Borrman 1V
(dos pacientes) y Borrman V (dos pacientes), confirmado el diagndstico de cancer gastrico

en nuestro medio de forma tardia.

El estadio diagndstico (clasificacion TNM), fue:

> Estadio Il 1 paciente

> Estadio 1A 3 pacientes
> Estadio I1IB 8 pacientes
» Estadio IV 8 pacientes



El sitio donde se ha localizado el tumor fue:

> Cuerpo 5 pacientes
» Antro 4 pacientes
» Cardias 2 pacientes
> Union gastroesofagica 1 paciente
» Cardias y cuerpo 3 pacientes
» Antro y cuerpo 2 pacientes
>

Antro, cardias y cuerpo 2 pacientes
Los mas frecuentes, fueron los de la zona proximal, lo que estd de acuerdo con el
incremento en los Gltimos afos del cancer en esta localizacion segun la literatura por causas

aln no definidas.

Solo un paciente, habia presentado patologia gastrica previa diagnosticada como Ulcera

gastrica por endoscopia e histologia, tres afios antes de la presentacion del cancer gastrico.

Los procedimientos quirdrgicos realizados, fueron los siguientes:

» Gastrectomia total mas Y de Roux 10 pacientes
» Gastrectomia subtotal mas Y de Roux 1 paciente
» Gastrectomia subtotal méas Billroth 11 1 paciente
» Tumor irresecable 6 pacientes
» Tumor inoperable 1 paciente
» Laparotomia mas parche epiplon mas drenaje de peritonitis 1 paciente



Es de anotar que hay una gran cantidad de pacientes a los cuales no se les puede ofrecer

ningun tratamiento quirdrgico por su estadio avanzado de enfermedad.

Se encontraron tres pacientes con IM alta (15%) y dos pacientes con IM baja (10%). Un

solo paciente con antecedente personal de neoplasia.

PACIENTE 1 2 3 4 5
BAT-25 IM E E E E
BAT-26 IM E E E M
BAT-40 IM_ E E E E
D25123 M M E E E
D175250 E M E IM _ E
D55346 E E | E M

Tres pacientes tuvieron tipo difuso ( dos con IM alta) y dos pacientes tipo intestinal ( uno
con IM alta).

Tres se encontraron en estadio 111B ( dos con IM alta) y dos en estadio IV ( uno con IM
alta).

Uno de los pacientes de 29 afios con antecedentes familiares de cancer gastrico, higado y
pulmén por su arbol genealdgico, no presento IM, esto nos hace suponer que debe existir
algun factor genético predisponente diferente al de mutaciones germinales o somaticas

(como evento secundario) del sistema de reparacion Mismatch .



A pesar de que el cancer gastrico es una enfermedad frecuente, hasta el momento no han
sido definidos los marcadores moleculares que permitan entender completamente el
desarrollo del tumor ni desarrollar metodologias que permitan hacer el diagndstico en
estadios avanzados y aunque la IM hallada, ha sido asociada por algunos estudios dentro
del proceso de tumorogénesis como un evento inicial en la progresion del cancer, hasta el
momento no ha sido del todo definida su importancia biolégica ni sus implicaciones
clinicas en el cancer gastrico.



CONCLUSIONES

El céncer gastrico sigue siendo una enfermedad de alta presentacion en nuestro medio,
encontrandose aproximadamente 5 casos por mes en el afio 2002, similar al
comportamiento entre 1990 al 2000 donde se presentaron en promedio 3 casos por

mes.

El cancer gastrico es de diagnostico en estadios tardios en nuestro medio, por las
dificultades logisticas para su diagnostico clinico y por la consulta tardia de los

pacientes que en un buen porcentaje son procedentes de areas rurales.

La frecuencia de inestabilidad microsatelital en nuestro estudio hasta el momento es del
25% (5/20 pacientes analizados), porcentaje similar a la informado en la literatura

mundial.



10.

11.

12.

BIBLIOGRAFIA

Leung W, Kim J, Kim J vy cols. Microsatellite Instability in Gastric Intestinal
Metaplasia in Patients with and Without Gastric Cancer. A. J Path 156(2) 2.000:
537-43.

Chong J, Fukayama M, Hayashi Y. Microsatellite Instability in the Progression of
Gastric Carcinoma. Can Research541994:4595-7.

Instituto Nacional de Cancerologia. Informe Epidemiolégico 2002. Datos aun no
editados.

Patifio J. Céancer gastrico en LECCIONES DE CIRUGIA. Patifio J. Buenos Aires.
Editorial Médica Panamericana. 2000.

Halling K, Harper J, Moskaluk C y cols. Origin of Microsatellite Instability in
Gastric Cancer. A. J 155(1)Path 1.999: 205-11.

Inestabilidad Microsatelital en Pacientes con Cancer Colorrectal Hereditario Sin
Poliposis (CCHSP). Montenegro Y, Mufieton C, Ramirez A y cols. Memorias Il
Congreso Internacional y V Congreso Colombiano de Genética “ Genética en el
Siglo XXI: Avances y Desafios. Universidad Nacional Mayo 2002.

Montenegro Y, Ramirez A, Mufietdn C, Isaza L, Ramirez J. Comportamiento del
Cancer Colorrectal en Pacientes Menores de Cuarenta Afios del Hospital
Universitario Hernando Moncaleano Perdomo de Neiva (HUHMP) y EI Hospital
Universitario San Vicente de Paul de Medellin (HUSVP) Entre 1980 y el 2.000.
Rev Colomb Cirl7(1) 2002:10-14

Atkin N. Microsatellite Instability. Cytogenet Cell Genet 92. 2001:177-81.

Leung W, Yu J, Enders K y cols. Concurrent Hypermetilation of Multiple Tumor
Related Genes in Gastric Carcinoma and Adjacent Normal Tissues. CANCER
91(12) 2001:2294 — 301.

Jun Y, Song J, Lee Y y cols. Microsatellite Instability-associated Mutations
Asociate Preferentially with the intestinal Type of Primary Gastric Carcinomas in
High — Risk Population. Canc Research 56. 1.996:4662-5.

Ramirez A. Montenegro Y. Comportamiento del Cancer Gastrico en el Hospital
Universitario Hernando Moncaleano Perdomo entre 1.990 y el 2001. Trabajo en
evaluacion.

Greenlec R, Hill Harmon M, Murray T, Thun M. Cancer Statistics, 2001. CA
Cancer J. Clin 5(11)2001:15-36.



13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24,

25.

26.

Park J, Yang H, Kim W. Report on the First Meeting of Hereditary Gastric Cancer.
The International Collaborative Group on Hereditary Gastric Cancer. J. Nat Cancer
Inst 92(21). 2.000:1781-82.

Instituto Nacional de Cancerologia. Guias de Practica Clinica en Enfermedades
Neoplasicas. Ministerio de Salud. Republica de Colombia. Segunda Edicién 2001.
170-84.

Siewert J, Hofler H, Fink U y cols. Gastric Cancer. Current Problems In Surgery.
34(11).1997: 837-938.

Habano W, Sugal T, Nakamura S, Uesugi N, Yoshida T y Sasou S. Microsatellite
Instability and Mutation of Mitochondrial and Nuclear DNA in Gastric Carcinoma.
Gastroenterology 118. 2000: 835-41.

Caldas C, Carneiro F, Lynch H y cols. Familial Gastric Cancer: Overview and
guidelines for management. J med Genet. 36. 1999:873-80.

Lynch HT, Krush A. Cancer Family “G” revisited:1895 — 1970. Cancer 27. 1971
1505 - 11.

Vasen H, Wijnen J, Menko F. Cancer risk in families whit hereditary nonpolyposis
colorectal cancer diagnosed by mutation analysis. Gastroenterology 110. 1.996:
1020 7.

Aarni M, Salovaara R, Aaltonen L y cols. Features of gastric cancer in hereditary
nonpolyposis colorectal Syndrome. Int J. cancer. 74. 1.997: 551-5.

Aoki Teruaki, Takayama S Nimura H, Tsutsumi J. Effects of Medical Treatment on
Gastric Mucosal Abnormalities in Gastroduodenal Ulcer Disease. (World J. Surg.
24 (3). 2000: 321-27.

Correa P. Carcinoma Of the Stomach. Proc Nutr Soc. 46. 1985:111.

Rocin Richard: pag 927 en OPERACIONES ABDOMINALES Maingot. Zinner M,
Schwartz S, Ellis H. Buenos Aires. Editorial Médica Panamericana, 1998

Chung C. Daniel. The genetic basis of colorectal cancer: Insights into critical
pathway of tumorigenesis. Gastroenterology 119(3). 2000: 854-65.

Jawhari A, Farthing M and Pignatelli M. The importance of the E-cadherin-catenin
complex in the maintenance of the intestinal epitelial homoestasis: more thean
intercellular glue?. Gut 41. 1997: 581-4.

Perucho M. Cancer del Fenotipo mutador de Microsaélites. Inv y Ciencia. 1998:46-
55.



27.

28.

29.

30.

31.

32.

33.

34.

35.

Fishel R. Mismatch Repair, Molecular Switches and signal transduction. Genes &
Development 12. 1.998: 24727-30.

Wood R. Nucleotide Excision Repair in Mammalian Cells. J of Biol Chemistry.
272(38). 1.997: 23465 — 68.

Josef jiricny. Replication errors: challenging the genome. The EMBO j. 17(22).
1998: 6427 —6436.

Curran B, Lenehan K,Mulcahy H y cols. Replication errors phenotype,
clinicopathological variables, and patient outcome in Dukes B satage Il (T3, NO,
MO) colorectal cancer. Gut 46 2.000:200-4.

Pyatt R, Chadwick R, Johnson C y cols. Polymorphic variations at BAT-25 and
BAT-26 Loci in individuals of African Origin. Am J of Phatology 155(2). 1.999:
349-353.

Chung D. The Genetic Basis of Colorectal Cancer: Insights into Critical Pathways
in colorectal carcinogenesis. Prot Natl Acad Sci. USA .94. 1.997: 12122-7.

Ward R, Meagher A, tomlinsin | y cols. Microsatellite Instability and the
clinicopathologial features of sporadic colorectal cancer. Gut 48. 2001: 821-9.

Fleisher A, Esteller N, Wang S y cols. Hypermetilation of the hMLH1 Gene
promoter in Human Gastric Cancers With Micosatellite instability. Cancer Research
59.1999:1090 -5.

Montenegro Y, Ramirez A, Mufieton C. Cancer Colo-rectal heredado. RevColomb
Cir 17(1) 2002: 30-6.



DETERMINACION DE INESTABILIDAD MICROSATELITAL EN
PACIENTES CON CANCER GASTRICO DEL HOSPITAL
UNIVERSITARIO HERNANDO MONCALEANO PERDOMO

A nivel mundial, el cancer gastrico (CG) es considerado la segunda causa mas frecuente de
cancer y la segunda causa de mortalidad por esta enfermedad, particularmente en paises
como China, Japon y Costa Rica. En Colombia, segun el Instituto Nacional de
Cancerologia, se estima que anualmente son diagnosticados 26.684 nuevos casos de cancer
en hombres y 35.150 en mujeres, siendo el CG el tercero mas comdn en mujeres, después
del de cuello uterino y mama, mientras que en hombres ocupa el primer lugar(21/100mil),
seguido por el de prostata; por lo cual se considera un problema de salud publica en
Colombia; donde existen zonas de alto riesgo como: Caqueta-Huila-Tolima, Boyacé-
Cundinamarca-Meta, Bogota, Antiguo Caldas, Norte de Santander, Medellin, Pasto y Valle.
El Huila es el noveno departamento con mayor frecuencia a nivel nacional; asi entre 1990 y
el 2000 han sido diagnosticados 292 casos solamente en el Hospital Universitario Hernando
Moncaleano Perdomo(HUHMP).

OBJETIVO: Evaluar la presencia de Inestabilidad Microsatelital(1IM) en los pacientes con
CG, que asistieron al HUHMP entre el 1 de Junio del 2001 al 30 de Junio del 2002,
empleando técnicas de biologia molecular, para establecer la importancia que tiene la via
mutadora en la etiologia de esta enfermedad en nuestra region.

METODOLOGIA: Es un estudio descriptivo de casos, donde fueron estudiadas las
siguientes variables: lugar de procedencia, edad de diagnostico, antecedentes personales de
neoplasia, antecedentes familiares de neoplasia, sexo, presencia de IM, tipo de IM,
localizacion del tumor, tipo histologico, clasificacion endoscopica, presencia de patologia
gastrica previa, estadio y tratamiento quirdrgico.

RESULTADOQOS: Se obtuvieron muestras de 20 pacientes, 13 hombres y 7 mujeres; 13 del
area urbana y 7 del area rural, procedentes de los municipios de Neiva(siete pacientes),
Iquira(tres pacientes), Palermo(tres pacientes) Aipe(dos pacientes),Rivera, Garzon,
Vegalarga, Algeciras y la Plata con un paciente. EI promedio de edad fue de 57.5 afios, con
un rango entre los 24 a 77 afios. 20% tenian algun antecedente familiar de neoplasia y un
paciente tenia antecedente de adenocarcinoma de prostata. Todos los paciente fueron
diagnosticados en estadio avanzado(Compromiso mas alla de la muscular).Se encontraron
tres pacientes con IM alta(15%) y dos pacientes con IM baja(10%). Tres pacientes tuvieron
tipo histolégico difuso ( dos con IM alta) y dos pacientes tipo intestinal (uno con IM alta).
Tres pacientes se encontraron en estadio 111B (dos con IM alta) y dos en estadio IV (uno
con IM alta).

CONCLUSIONES: EI CG sigue siendo una enfermedad de alta presentacion en nuestro
medio, encontrandose aproximadamente 5 casos por mes en el afio 2002, similar al
comportamiento entre 1990 al 2000 donde se presentaron en promedio 3 casos por mes. Es
de diagnostico en estados tardios, por las dificultades logisticas para su diagnostico clinico
y por la consulta tardia de los pacientes.

La frecuencia de IM en nuestro medio hasta el momento es del 25%, porcentaje similar al
informado en la literatura mundial.



DETERMINATION OF INSTABILITY MICROSATELITAL IN
PATIENT WITH GASTRIC CANCER OF THE UNIVERSITY
HOSPITAL HERNANDO MONCALEANO PERDOMO

At world level, the gastric cancer (CG) the second cause is considered but it frequents of
cancer and the second cause of mortality for this illness, particularly in countries like
China, Japan and Costa Rica. In Colombia, according to the National Institute of
Cancerology, considered that annually 26.684 new cases of cancer are diagnosed in men
and 35.150 in women, being the CG the third but common in women, after that of cervix
and breast, while in men squatter the first lugar(21/100mil), continued by that of prostate;
reason why it is considered a problem of health it publishes in Colombia; where areas of
high risk exist like: Caqueta-Huila-Tolima, Boyaca-Cundinamarca-Meta, Bogot4, Old
Caldas, North of Santander, Medellin, Pasto and Valle. The Huila is the ninth department
with more frequency at national level; this way between 1990 and the 2000, 292 cases have
been diagnosed only in the University Hospital Hernando Moncaleano Perdomo(HUHMP).
OBJECTIVE: Evaluate the presence of Instability Microsatelital(IM) in the patients with
CG that attended the HUHMP among June 1 from the 2001 to June 30 the 2002, using
technical of molecular biology, the importance that has the way mutadora in the etiology of
this illness in our region.

METHODOLOGY: it is a descriptive study of cases, where the following variables were
studied: origin place, age of diagnose, personal records of neoplasia, family records of
neoplasia, sex, presence of IM, type of IM, localization of the tumor, histological type,
endoscopic classification, presence of previous gastric pathology, stadium and surgical
treatment.

RESULTS: samples of 20 patients, 13 men and 7 women were obtained; 13 of the urban
area and 7 of the rural area, coming from the municipalities of Neiva(seven patient),
Iquira(three patien), Palermo(three patient) Aipe(two pacientes),Rivera, Garzon,
Vegalarga, Algeciras and La Plata with a patient. The age average was of 57.5 years, with a
range among the 24 to 77 years. 20% had some family antecedent of neoplasia and a patient
antecedent with of prostate adenocarcinoma. All the patient was diagnosed in stadium
avanzado( but there of the muscular )Three patients met with IM alta(15%) and two
patients with IM baja(10%). Three patients had diffuse histological type (two with high 1M)
and two patient intestinal type (one with high IM). Three patients were in stadium I11B (two
with high IM) and two in stadium IV (one with high 1M).

CONCLUSIONS: The CG continues being an illness of high presentation in our means,
being 5 cases approximately per month in the year 2002, similar to the behavior among
1990 at the 2000 where they were presented 3 cases on the average per month. It is of
diagnose in late states, for the logistical difficulties for their diagnose clinical and for the
late consultation of the patients.

The frequency of IM in our means until the moment is of 25%, similar percentage to the
informed one in the world literature.
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