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RESUMEN

Antecedentes generales: El cancer de colon es una de las neoplasias con
mayor incidencia y la segunda causa de muerte por enfermedades oncoldgicas en
México. Debido a que su diagnostico se realiza en estadios avanzados, las
investigaciones se han enfocado a la busqueda de métodos que permitan identificar
la enfermedad en etapas iniciales, asi como buscar tratamientos mas efectivos que

mejoren el prondstico de vida.

Los estudios sobre el receptor estrogénico beta sustentan un probable papel
protector contra el cancer colorectal, sin embargo, se requieren mas estudios que
muestren su papel en la protecciéon contra el desarrollo de cancer de colon.
Adicionalmente, existen reportes que muestran una disminucion en la expresion del
receptor estrogénico beta en pacientes con cancer de colon, por lo que nos interesa
evaluarlo en poblacion mexicana con cancer de colon con la finalidad de profundizar

en su estudio.

El cancer de colon es una de las neoplasias con mayor incidencia y la segunda
causa de muerte por enfermedades oncoldgicas en México. Debido a que su
diagnéstico se realiza en estadios avanzados, las investigaciones se han enfocado
a la busqueda de métodos que permitan identificar la enfermedad en etapas
iniciales, asi como buscar tratamientos mas efectivos que mejoren el prondéstico de

vida.

Los estudios sobre el receptor estrogénico beta sustentan un probable papel
protector contra el cancer colorectal, sin embargo, se requieren mas estudios que
muestren su papel en la proteccion contra el desarrollo de cancer de colon.
Adicionalmente, existen reportes que muestran una disminucion en la expresion del
receptor estrogénico beta en pacientes con cancer de colon, por lo que nos interesa
evaluarlo en poblacién mexicana con cancer de colon con la finalidad de profundizar

en su estudio.
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Objetivo: comparar el nivel de expresion del receptor estrogénico beta en

biopsias de pacientes con cancer colorectal y sin patologia neoplasica.

Material y métodos: Se realizé un estudio comparativo, observacional,
transversal, ambilectivo y homodémico en biopsias de pacientes con diagndstico de

cancer colorectal y biopsias de tejido sin patologia neoplasica.

Resultados: Se obtuvieron 10 biopsias de pacientes con cancer colorectal y 16
biopsias sin patologia neoplasica, Encontrando en el grupo con cancer menor nivel

de expresion comparado con el grupo sin patologia neoplasica.

Conclusiones: las muestras con cancer mostraron un cambio de localizacion
celular del receptor estrogénico beta, observandose preferentemente en citoplasma
a diferencia de las muestras sin alteracion neoplasica en las que se observa en el

nucleo, este cambio de localizacion fue estadisticamente significativo.

Palabras clave: Cancer colorectal, receptor estrogénico beta, biopsias de

colon, nivel de expresion, sitio de expresion.
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CAPITULO 1
1. Antecedentes generales

1.1 Cancer colorrectal

A nivel mundial, el cancer colorrectal (CCR) representa la tercera neoplasia
con mayor frecuencia en hombres por detras de los tumores de préstata y pulmon.
En mujeres ocupa el segundo lugar por detras del cancer de mama (1), (2), El riesgo
de desarrollar CCR por la predisposicion genética y por factores ambientales, se
encuentra ligado a la edad, ya que mas del 90% de los CCR esporédicos ocurren
en personas mayores de 50 afos. Aproximadamente el 5% de todos los CCR se
deben a mutaciones genéticas heredadas mientras que del 95% restante de los
casos, un porcentaje del 20% tiene una historia familiar positiva. EI CCR evoluciona
a través de la acumulacion progresiva de alteraciones genéticas y epigenéticas, las

gue conducen a la transformacion de la mucosa colénica normal en cancer invasivo.

()

El CCR es la neoplasia de mayor frecuencia en vias digestivas, se presenta
en dos escenarios: el esporadico y el genético. El esporadico oscila entre el 80% y
90% de los casos. Al parecer, sigue en la secuencia el adenocarcinoma asociado a
factores ambientales y estilos de vida. En el escenario genético, los individuos
presentan mayor riesgo, definido por presentar antecedentes familiares como la
presencia de enfermedades polipdsicas y no polipésicas del colon y la enfermedad

inflamatoria intestinal. (4)

Aproximadamente un 20-30% de los CCR presentan algun tipo de componente
hereditario. Se estima que un 5% aparecen dentro de sindromes hereditarios
definidos, que son secundarios a uno o varios defectos genéticos bien
caracterizados. Los mas prevalentes son el sindrome de Lynch, la poliposis

adenomatosa familiar (PAF), la poliposis asociada a mutaciones en el gen MUTYH
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y otros sindromes poliposicos menos frecuentes. En el 20-25% restante de casos
con componente familiar el defecto genético heredado responsable no se ha logrado

identificar con precision. (2)

1.2 Factores de riesgo

La edad, los factores genéticos y ambientales juegan un papel importante en
el desarrollo del CCR. Los sindromes de CCR hereditario incluyen el sindrome de
Lynch (cancer colorrectal hereditario sin poliposis), PAF, poliposis asociada a
MUTYH. El sindrome de Lynch y la poliposis adenomatosa familiar contribuyen a la
gran mayoria del sindrome de CCR hereditario. La presencia de antecedentes
familiares de cancer de colon en parientes de primer grado, incluso en ausencia de
los sindromes de cancer de colon hereditario anteriores, aumenta el riesgo de
desarrollo de CCR en aproximadamente el 20% de los casos. El riesgo aumenta
mas del doble, en comparacion con la poblacion general, con antecedentes de CCR
en familiares de primer grado. Otras asociaciones conocidas con el CCR incluyen:
etnia afroamericana, el sexo masculino, la enfermedad inflamatoria intestinal: colitis
ulcerosa con mas frecuencia que la enfermedad de Crohn, obesidad, estilo de vida
sedentario, consumo de carne roja y carne procesada, consumo de tabaco,
consumo de alcohol, antecedentes de radiacién abdominal, acromegalia, trasplante
renal con uso de medicamentos inmunosupresores. Asi mismo, la diabetes mellitus
y la resistencia a la insulina, la terapia de privacion de andrégenos, colecistectomia,

enfermedad de las arterias coronarias y anastomosis ureterocolica. (5)

Estudios epidemioldgicos observacionales que se han realizado en humanos
han demostrado con evidencia que la dieta excesivamente caldrica, excesiva en
grasas de proteinas de origen animal y de carnes rojas se correlaciona con un
incremento del riesgo de aparicion de CCR. La dieta rica en grasas saturadas

estimula la secreciéon de acidos biliares, los cuales podrian desempefiar un papel



promotor en el desarrollo de CCR, provocando dafio en la membrana intracelular,

mitocondrial o, por efecto genotoxico directo. (6)

Por otra parte, la dieta rica en fruta, fibra, vegetales, acido félico, vitamina B6,
calcio, vitamina D, magnesio, ajo y pescado es uno de los factores protectores de
cancer de colon. Muchos estudios epidemiolégicos han relacionado estos factores

ambientales con una menor incidencia de esta enfermedad. (7)

Respecto al consumo de fibra, el efecto beneficioso podria deberse a que
diluye carcindgenos presentes en el colon, con el efecto de inactivar promotores
carcinogénicos, acelerando el transito intestinal, disminuye el tiempo de contacto de

los mismos con la mucosa colénica. (6)

1.3 Carcinogénesis

El primer modelo de carcinogénesis colorrectal fue propuesto por Fearon y
Vogelstein en 1990. Este modelo se basa en la acumulacion progresiva de
mutaciones genéticas tanto en oncogenes como en genes supresores de tumores
gue conducen a la transformacion de la mucosa normal hacia adenoma vy, luego,

hacia carcinoma. (3) figura 1. Modelo de la carcinogénesis Fearon y Volgelstei.
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Normal cell Hyperproliferation Adenoma Carcinoma
APC gene K-ras DCC gene p53 Others
mutation mutation mutation  mutation

Normal 1 Hyper- Early 1 Intermediate 1 Late 1 1

: . —>» Carcinoma —» Metastasis
cell proliferation ~ adenoma adenoma adenoma

Figura 1. Progresion de adenoma a carcinoma explicada por la secuencia

clasica adenoma- carcinoma desarrollado por Fearon y Volgelstein.

Los CCR pueden surgir de uno o una combinacién de tres mecanismos
diferente: inestabilidad cromosdmica (chromosome instability o CIN), fenotipo
metilador de islas CpG (CIMP) e inestabilidad de microsatélites (MSI). Segun
Fearon, la via clasica de CIN comienza con la adquisicion de mutaciones en la
poliposis adenomatosa coli (APC), seguida de la activacion mutacional del oncogén
KRAS vy la inactivacion del gen supresor de tumores, TP53. La aneuploidia y la
pérdida de heterocigosidad (LOH) son los principales actores en los tumores CIN,
gue no solo constituyen la mayoria de los tumores esporadicos (85%) sino que
también involucran casos de poliposis adenomatosa familiar, asociados con

mutaciones de la linea germinal en el gen APC. (8)

El gen APC es un regulador negativo clave de la B-catenina, un componente
de la via de sefalizacion WNT. (9) La mutacion a nivel del gen APC implica una
disminucion de la proteina APC que permite el acumulo de —catenina, exceso

molecular que al unirse a los factores de transcripcion de las células T permite la
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activacion de la transcripcion genética a través de la via WNT, sefial de transduccion
implicada en la homeostasis epitelial. Por lo tanto, la mutacion del gen APC conlleva
un incremento de la B—catenina a nivel de las criptas de la mucosa del colon, lo que
provoca la hiperproliferacion del epitelio del colon que favorece la aparicion de

fendmenos displasicos. (10)

1.4 Respuesta inmunolégica contra el Cancer Colorectal

Los antigenos tumorales pueden presentarse por complejo mayor de
histocompatibilidad (MHC) de clase | y Il en la superficie de las células tumorales y
también por las células presentadoras de antigenos, en particular células
dendriticas (DC) que las capturan, las procesan y las presentan a las células T.
Multiples mecanismos efectores inmunes participan en el reconocimiento de células
anormales. Las células asesinas naturales (NK), que forman parte de la inmunidad
innata, reconocen y eliminan las células tumorales nacientes, un proceso en el que
también contribuyen los macréfagos y neutréfilos. Como parte de la respuesta
inmune adaptativa activada, los linfocitos T citotéxicos (CTL) CD8+ que pueden
destruir las células neoplasicas, se consideran las principales células efectoras
antitumorales. Este proceso es regulado por células T CD4+ auxiliares (TH) con
distintos perfiles de citocinas que promueven la respuesta inmune, o células T
reguladoras (Tregs) que pueden suprimir la respuesta inmune. La respuesta inmune
adaptativa también incluye respuestas humorales, en las que los antigenos
tumorales solubles son reconocidos por células B especificas y con la ayuda de
células TH CD4+, maduran y producen anticuerpos especificos de antigeno tumoral.
A diferencia de la inmunidad innata, que es inespecifica y de corta duracion, la
respuesta adaptativa es especifica y tiene memoria a largo plazo. Los componentes
de la respuesta inmune innata y adaptativa, incluidos tipos de células particulares,

moléculas efectoras y vias colectivamente suprimen el crecimiento tumoral. (11)



En la actualidad se ha estudiado al cancer como una enfermedad sistémica,
tomando en cuenta el enfoque de la célula tumoral como un hospedero y el
microambiente que desarrolla y da crecimiento al tumor, los tumores malignos
tienen la capacidad de eludir la respuesta inmune a través de su microambiente, el
cual presenta una respuesta inflamatoria con la finalidad de eliminar las células
tumorales y aprovechar este estado inflamatorio crénico para promover su
crecimiento y prevenir su eliminacion (Figura 2). (12)

f Liberacién de antigeno

Las células tumorales liberan antigenos
(senales) diferentes a los de las células
sanas o infectadas por otro tipo de
patégenos,

Presentacion de antigeno

a linfocito T

Destruccion
de las células tumorales
Los linfocitos T destruyen las
células tumorales activando una

serie de pasos que las guiardn a
a muerte

Las células presenta
capturan los anti
presentan a los
los nddulos linfaticos,

as de antigenos
extranos y los

 Reconocimiento
de las células tumor
Los linfocitos T reconoce
células tumorales porqu
sido activados por los antigenos
que estas liberan

f Viaje hacla el tumor

Los linfocitos T activados viajan desde

Infiltracion
en el tumor

Loslinfocitos T se infiltran en el
tumor para atacarlo,

los ganglios hasta la localizackon del
tumor, por 1os vasos anguineos.

Figura 2. Etapas de la liberacion de autoantigenos como respuesta inmunolégica

contra el cancer.

El proceso de transformacién oncogénica produce antigenos que pueden ser
reconocidos por el sistema inmune. Hay dos tipos de antigenos tumorales:
autoantigenos, compartidos por el tumor y células normales, pero sobre expresados
o anormalmente modificados (o procesados) en células tumorales, y neoantigenos
mutados que son exclusivos de tumores individuales. Los neoantigenos son

tipicamente generados por mutaciones, que incluyen las de controladores
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oncogénicos como KRAS, TP53, BRAF y PIK3CA, pero en su mayoria son

aleatorios sin un papel funcional aparente en la tumorogénesis.(11)

1.5 Diagnostico

El CCR puede cursar de forma asintomatica durante gran parte de su historia
natural. Es cuando el momento en que se presenta la sintomatologia la cual es muy
variable y depende en gran medida de la localizacién del tumor. En el colon derecho
las heces suelen tener una consistencia liquida o semisolida, lo que unido a la mayor
distensibilidad y diametro del colon derecho favorece que el CCR pueda alcanzar
un gran tamafno antes de producir sintomas obstructivos o cambios en el habito
deposicional. Estas lesiones suelen ulcerarse y producir un sangrado cronico e
insidioso que no suele modificar el aspecto de las heces. Los sintomas mas
frecuentes suelen ser molestias abdominales inespecificas, sindrome anémico o

sensacion de masa abdominal. (2)

En general los programas de tamizaje para la prevencion o deteccién oportuna
de alguna neoplasia maligna inician estableciendo una poblacion blanco de acuerdo
con los factores de riesgo inherentes a dicha poblacion. Para establecer el riesgo
sobre alguna neoplasia maligna se deben considerar factores ambientales,

genéticos, clinicos y de estilo de vida. (13)

Los pacientes que pueden desarrollar CCR se podrian clasificar en dos tipos
Los pacientes de riesgo promedio y los pacientes de riesgo elevado o riesgo alto.
El Instituto Nacional del Cancer en Estados Unidos (NCI), define con riesgo
promedio a aquellos pacientes mayores de 50 aflos sin afecciones como
Enfermedad Inflamatoria Intestinal (Ell), Poliposis Adenomatosa Familiar (PAF),
Céancer Colorrectal Hereditario No Polipésico (CCHNP) o antecedentes familiares

positivos de neoplasia colorrectal (adenoma o CCR). (13)



De la misma manera el NCI y la Asociacion Americana de Cirujanos
Colorrectales (ASCRS), establece que los pacientes con riesgo elevado para CCR
con base a historia familiar son aquellos que cumplen con alguno de los dos

siguientes criterios:

1. Si hay antecedentes de cancer colorrectal o pélipos adenomatosos en un
pariente de primer grado antes de los 60 afios, o en dos 0 mas parientes de primer
grado a cualquier edad (sindrome no hereditario), el examen debe comenzar a los
40 o 10 afos previos al caso mas joven, lo que ocurra primero. Una colonoscopia

es la prueba recomendada en este caso, con examenes de deteccion cada 5 afios.

2. Si hay antecedentes de cancer colorrectal o polipos adenomatosos en un
pariente de primer grado de 60 afios 0 mas, o en al menos dos o mas parientes de
segundo grado a cualquier edad, entonces el examen debe comenzar a la edad de
40 afos. Para estos pacientes se recomienda cualquiera de las opciones de
deteccion oportuna para individuos de riesgo promedio junto con los mismos

intervalos de deteccion.

De la igual forma encontramos descritos a los pacientes con alto riesgo para
CCR con base a antecedentes genéticos y que cumplan con los siguientes:

1. Si hay pruebas genéticas positivas para la PAF o sospecha de PAF sin
pruebas, entonces el examen debe comenzar a la edad de 10 a 12 afios. El examen
debe incluir una sigmoidoscopia flexible anual y consideracion para las pruebas
genéticas si alin no se han realizado. Se recomienda valorar la colectomia cuando

la prueba es positiva.

2. Si existe un diagndstico genético o clinico de Sindrome de Lynch (SL) o una
persona con riesgo aumentado de SL, la evaluacion debe comenzar entre los 20 y
los 25 afios 0 10 afios antes del caso mas joven. Esto debe incluir la colonoscopia
cada 1 a 2 afios y las pruebas genéticas si aun no se han realizado. Ademas, se
deben ofrecer pruebas genéticas a todos los familiares de primer grado si se

identifica una mutaciéon asociada a SL.



3. Las personas con enfermedad inflamatoria intestinal [Colitis Ulcerativa
Cronica (CUCI) o Enfermedad de Crohn (EC)] deben comenzar la deteccion 8 afios
después de la aparicion de pancolitis 0 de 12 a 15 afios después de la aparicion de
colitis izquierda. El examen debe realizarse mediante colonoscopia cada 1 a 2 afios,

con biopsias que evalten el grado de displasia de las lesiones.

No existe un consenso categorico sobre la técnica preferida de tamizaje para
neoplasias y CCR porque ninguna de las pruebas utilizadas es completamente
idonea para todos los grupos de riesgo. La eleccion de la prueba depende en
muchos casos de la eficiencia y desempefio de la prueba ademas del nivel de
recursos del lugar donde se establezca el programa. Sin duda la colonoscopia es el
estandar de oro, sin embargo, la recomendacién general para un programa de
tamizaje seria someter a la poblacion a un proceso rapido, usando una prueba de
sangre oculta en heces (preferentemente FIT) y seleccionar a los individuos que
obtengan un resultado positivo para una colonoscopia. Independientemente de la
técnica utilizada, un programa organizado de tamizaje debe asegurar la calidad de

desempenio y garantizar su alcance a proporciones altas de la poblacién. (13)



2. Antecedentes especificos

2.1 Receptores estrogénicos

Los estrogenos son hormonas que influencian el crecimiento, diferenciacion y
funcion de los érganos del sistema reproductor como la mama, Utero, y ovarios, pero
gue también tienen un efecto en tejidos como el sistema cardiovascular, éseo y

nervioso. (14)

Los estrégenos cumplen una funcion vital en la fisiologia reproductiva tanto
femenina como masculina estimulando el crecimiento y diferenciacion celular en

tejido mamario, Utero, vagina, ovario, testiculos, epididimo y préstata. (14)

El receptor de estrégenos (RE) es una proteina perteneciente a la super familia
de receptores nucleares, la cual incluye también otros receptores de hormonas
esteroideas, el receptor de la vitamina D, retinoides, hormona tiroidea y algunos
receptores huérfanos. En 1958, Elwood Jensen descubrié el RE al demostrar que
los tejidos reproductivos femeninos eran capaces de absorber estrégeno de la
circulacion al unirse a proteinas. Desarrollo un modelo para explicar como el
estradiol lleva a cabo su accion a nivel del nicleo al unirse a un receptor especifico,
el receptor de estrogenos. Mas de 20 afios después, se clond el primer receptor de
estrégeno humano (conocido hoy como REa) utilizando ARN de la linea celular
MCF-7 de cancer de mama humano. De manera similar, el segundo receptor de
estrogeno denominado como receptor estrogénico beta (RER) fue descrito diez afios
mas tarde por el equipo de investigacion dirigido por el Dr. Jan-Ake Gustafsson. El
laboratorio de Gustafsson descubri6 que una proteina que se expresaba
principalmente en las células epiteliales secretoras de la prostata y en las células
de la granulosa del ovario, compartia un alto grado de homologia con el REa
(dominio de unién al ADN, 95%; unidn a ligando dominio, 55%). Como resultado de

estas similitudes, el equipo sugirié que la proteina se llamara RE. (14)

El tamafio de longitud completa de REa es de 595 aminoacidos y 67 kDa. RE3
tiene 530 aminoacidos de longitud y 59 kDa. La principal diferencia entre las dos

proteinas es que RE tiene un dominio amino terminal mas corto que REa . Como
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miembros de la superfamilia de reguladores de la transcripcién de receptores de
hormonas nucleares, las estructuras de los receptores de estrégeno REa y RE
estan compuestas de varios dominios funcionales y tienen varias regiones
estructurales en comun. En los seres humanos, el REa esta codificado por el gen
ESR1, ubicado en el cromosoma 6, locus 6g25.1. Ademas de la isoforma REa de
longitud completa (66 kDa), se han identificado varias isoformas mas cortas (36 kDa,
46 kDa) como resultado de la presencia de codones de inicio alternativos o como
productos de empalme alternativo. Por otro lado, RER est& codificado por el gen
ESR2 ubicado en el cromosoma 14 (14g23-24) y tiene cinco isoformas conocidas.
(14)

Como hormona esteroidea, el estrégeno puede atravesar la membrana
plasmatica e interactuar con los REa y RER intracelulares para ejercer efectos
directos al unirse a las secuencias de ADN. Alternativamente, el estrogeno puede
activar cascadas de sefializacion intracelular a través de la interaccion con GPER1
y/o REa y RERB. (14) Ambos receptores nucleares, que se dimerizan y traslocan al
nacleo después de la union del ligando, regulan la transcripcion de genes diana
mediante la unidn a elementos de respuesta a estrogenos en el ADN. Ademas, se
han descrito efectos no genémicos a través de la fosforilacion y regulacion de
enzimas que afectan la fisiologia celular, como quinasas y fosfatasas, y la actividad
a través del receptor 1 de estrdgeno acoplado a la proteina G unido a membrana
(GPR30/GPER1). Si bien, el REa no se detecta en el epitelio coldénico o en el CCR

se ha confirmado que REP es la forma predominante de RE en varios estudios. (15)

Ambos receptores poseen funciones diferentes de acuerdo al tejido donde

ejercen su accion. (16)

El RE predominante en el epitelio colonico normal es el REB, segun se
determina tanto en los niveles de proteina como de ARN mensajero (ARNm). La
inmunohistoquimica ha demostrado ademas una disminucion de la expresion de
REP durante la progresion del cancer de colon. El polimorfismo en el gen RE afecta
el riesgo y la supervivencia del cancer de colon. Los estudios en animales han

demostrado que REB media el efecto protector del estrégeno contra el cancer de
11



colon. (16)

Existe una fuerte asociacion entre la obesidad y el cancer colorectal,
especialemte en hombres, el colon es el primer 6érgano que responde a una dieta
alta en grasa y el REB puede atenuar el desarrollo del cancer colorectal. En un
estudio se alimentaron ratones con dieta alta en grasa y se les administraron
ligandos estrogénicos selectivos del receptor. Se registrd6 un impacto sobre el
metabolismo, la proliferacion de las criptas del colon, la infiltracién de macro6fagos y
el transcriptoma del colon. La activacion selectiva del REB redujo el peso corporal,
atenuo la infiltracion de macréfagos inducida por la dieta y disminuy® la proliferacion

de células epiteliales. (17)

2.2 REB como abordaje terapéutico

Evidencia sustancial ha demostrado una relacion inversa entre la expresion de
REPB en el colon y la presencia y estadio de pélipos y tumores colorrectales (18).
Actualmente se han demostrado que una mezcla de fitoestrégenos y fibras puede
reducir el tamafio y el nimero de pdlipos duodenales (19), se informé de un caso
en el que la misma mezcla antes mencionada logré reducir el tamafio y el nimero
de polipos del intestino delgado en un paciente afectado por el sindrome de Lynch.
(15)

Se ha sugerido que la reduccién de los niveles de REB puede estar relacionada
con la progresion del estadio clinico del cancer colorectal, pero la funcién de REf
como marcador pronéstico en CCR permanece indeterminado. RE[B tiene cinco
isoformas (REB 1-5) y REB1 se considera la isoforma de tipo salvaje de longitud
completa.(20)

Existen estudios que respaldan que la activacion de REB reduce los polipos
adenomatosos colorrectales y modula las vias involucradas en el control del CCR.
El tratamiento de los pdlipos adenomatosos colorrectales a través de la dieta, los

suplementos dietéticos y los alimentos que generalmente se reconocen como
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seguros, representa una opcion complementaria a los tratamientos.(21). Dentro de
las principales funciones asociadas al control del CCR del REB estan: regular la
reparacion del ADN y la apoptosis a través de la sefializacion de p53, asi como, la

represion de la expresion de algunos oncogenes. (18)

Barone y colaboradores evaluaron la expresion de RE en material de biopsia
de archivo de seis pacientes con poliposis adenomatosa familiar (PAF) sometidos a
colectomia. Los resultados mostraron que la expresion de REB se redujo
significativamente tanto en tejido adenomatoso con altos niveles de displasia como

en tejidos carcinomatosos en comparacion con la mucosa normal (p <0,001). (18)

En cuanto a las lineas celulares de cancer de colon, se ha encontrado que la
reintroduccion de RER en las células de cancer de colon reduce la proliferaciéon en
las lineas celulares SW480, HT29, HCT8, pero no en HCT116 ya que no afecto la
induccién de la apoptosis. EI REB potencia el efecto antiproliferativo del raloxifeno y
afecta la migracién e invasion celular en las células de cancer de colon HCT-116.
(15)

Las funciones de RE, refuerzan el papel protector en el cancer de colon, por
lo que se podria considerar a los agonistas selectivos de RE3 como una estrategia
prometedora para la terapia quimiopreventiva del cancer de colon. Ademas de servir

para predecir la metastasis del cancer de colon. (15)

Se sabe que las mujeres tienen un riesgo menor de CCR que los hombres. Se
ha informado que los pélipos y tumores colorrectales ocurren con mas frecuencia
en hombres que en mujeres, con razébn de momios (OR) de 1,52 y 1,43,
respectivamente. La Women's Health Initiative mostr6 que las mujeres
premenopausicas tienen un 40% menos de probabilidades de sufrir CCR en
comparacion con los hombres de la misma edad. Las mujeres mayores, por otro

lado, tienen un peor pronoéstico de supervivencia global que los hombres de edad
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similar, presumiblemente debido a la pérdida de estrogenos asociada con la
menopausia. Ademas, en los pacientes con enfermedad inflamatoria intestinal (Ell)
seguidos durante mas de 10 afios, el riesgo general de CCR fue un 60% mayor
entre los hombres que entre las mujeres. Varias pruebas sugieren que las hormonas
sexuales femeninas, especificamente el estrégeno, forman la base de este efecto

protector en las mujeres. (15)

Hases y colaboradores, identificaron varias diferencias sexuales significativas:
mientras que REP fue protector contra el desarrollo de tumores en ambos sexos, los
hombres que carecian de RE intestinal mostraron un aumento en el nimero de
tumores, por otra parte, las mujeres presentaron un aumento en el tamafo del
tumor. Los tumores mas grandes en las mujeres no se acompafaron de un aumento

de la proliferacion celular. (22)

Las lineas celulares de cancer de colon que expresan REB tratadas con
estrégeno han mostrado induccién en la apoptosis. Asi mismo, se ha demostrado
claramente que las mujeres menopausicas tratadas con terapia de reemplazo de
estrogenos tienen una reduccion significativa tanto en su riesgo relativo como en su

tasa relativa de desarrollar cancer de colon. (23)
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CAPITULO 2

3. Planteamiento del problema

El CCR es un problema de salud publica, con alta incidencia (18.1 millones de
nuevos casos en 2018) y mortalidad (880 772 muertes) mundial. En México
corresponde al segundo tipo de cancer mas frecuente en hombres y al quinto tipo
de cancer més frecuente en mujeres, con una alta mortalidad (5700 casos por
ambos sexos). Debido a la deficiente cultura de la prevencion, a la clinica
inespecifica de la sintomatologia en sus etapas iniciales, asi como la carencia de
pruebas de cribaje sensibles y especificas sobre esta patologia, su diagnéstico
suele realizarse en etapas avanzadas en las cuales el prondstico para los pacientes
suele ser malo para la vida y la funcion. La identificacion del nivel de expresion del
REB en cancer colorectal, podria ser utilizado como un biomarcador que
complemente el diagndstico y también podria ser utilizado como un biomarcador

pronostico del CCR. Por lo anterior se planteo la siguiente pregunta:

¢El nivel de expresion del REB en biopsias de cancer colorectal se

modifica con respecto a las biopsias de colon sin patologia neoplasica?
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4. Hipotesis Cientifica

H1: El nivel de expresion del RE en biopsias de cancer colorectal es menor

gue en biopsias de colon sin patologia neoplasica.

HO: No existe diferencia en el nivel de expresion del REB entre biopsias de

cancer colorectal y biopsias de colon sin patologia neoplasica.

5. Justificacion

El CCR es una de las neoplasias con mayor incidencia entre la poblacion y la
segunda causa de muerte por enfermedades oncoldgicas a nivel mundial, debido a
gue su diagnostico se realiza en estadios avanzados, se han desarrollado
investigaciones para la busqueda de biomarcadores inmunol6gicos en céncer
colorectal, que identifiquen la enfermedad en etapas iniciales para un tratamiento

temprano y con esto se alcance un mejor prondstico de supervivencia.

A la fecha existen poca informacién sobre la expresion del RE en la poblacion
mexicana con cancer colorectal. Los estudios muestran a este receptor como un
importante factor de proteccién contra el desarrollo de cancer colorectal, estudiar su
expresion en las biopsias de colon puede aportar informacion al clinico sobre la

posible respuesta al tratamiento y evolucion de la enfermedad.
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6. Objetivos

6.1 Objetivo general

Comparar el nivel de expresion del REB en biopsias de pacientes con cancer

colorectal y biopsias de colon sin patologia neoplasica

6.2 Objetivos particulares

Describir las caracteristicas demograficas de la poblacién de estudio.

Describir la frecuencia de las diferentes patologias no neoplasicas en las

biopsias del grupo control.
Determinar el nivel de expresion del RE[ en biopsias de cancer colorectal.
Determinar el nivel de expresion del RER en biopsias sin patologia neoplasica

Identificar la localizacion celular del RE en biopsias de cancer colorectal y sin

patologia neoplasica
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7. Metodologia

7.1 Disefo del estudio

Disefio del estudio: Comparativo, observacional, transversal, ambilectivo,

homodémico

7.2 Ubicacion espacio-tiempo

El trabajo de investigacion se realizé durante el periodo de tiempo
comprendido de septiembre de 2020 a mayo de 2021, Centro de Investigacion
Biomédica de Oriente (CIBIOR) del Instituto Mexicano del Seguro Social (IMSS) y
en el Hospital Universitario de Puebla (HUP). Dicho protocolo cuenta con registro
de aprobacion por el comité de investigadores de la Benemérita Universidad
Auténoma de Puebla con numero de registro No. SIEP/C.1/066/2020, numero de
registro por parte del comité de ética e investigacion del hospital universitario de
Puebla, No.CEIHUP/2019/042. Bajo los estatutos de los lineamientos de bioética.
(Anexo 1,2,3)

7.3 Marco muestral

7.3.1 Definicion de la poblacion

Biopsias de pacientes del Departamento de Anatomia Patologica del archivo
de patologia del Hospital Universitario de Puebla que cuenten con diagndstico de
cancer colorectal y biopsias de colon sin patologia neoplasica.
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7.3.2 Seleccion de la muestra

Biopsias de pacientes con cancer de colon y recto (adenocarcinoma)

Biopsias de colon de pacientes sin patologia neoplasica

7.3.3 Tamano de la muestra

No probabilistico a conveniencia del investigador.

7.4 Criterios de seleccidon de la muestra

7.4.1 Criterios de inclusion
Biopsias de pacientes con diagndstico histopatolégico de CCR en cualquier
estadio, con adenocarcinoma, mayores de 18 afios y de cualquier sexo.

Grupo control:

Biopsias de colon de pacientes sin patologia neoplasica, mayores de 18 afios

y de cualquier sexo.

7.4.2 Criterios de exclusion:

Pacientes con diagndéstico de cancer sincronico, diferente a colon.
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7.4.3 Criterios de eliminacion

Pérdida de las muestras durante el procesamiento.

Datos incompletos en el expediente clinico.

7.5 Definicion de las variables y escalas de medicién (Anexo 1)

7.5.1 Variables de estudio

RER

Estadio TNM

Edad

Sexo

Localizacién del RE

Nivel de expresion del RER

7.6 Técnicas y procedimientos

7.6.1 Método de recoleccion de datos

Se realiz6 una base de datos en Excel con los datos del archivo clinico del

Hospital Universitario de Puebla
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7.6.2 Técnicas y procedimientos

Se recabo informacion del expediente de patologia de los pacientes que

cumplieron los criterios de seleccion, se llen6 base de datos de los pacientes.

En las biopsias de dichos pacientes se realizé la determinacién de REB a
mediante la técnica de inmunohistoquimica por colorimetria utilizando, un
anticuerpo monoclonal contra el REB, se evaluaron las preparaciones en un

microscopio.
La técnica de inmunohistoquimica empleada fue la siguiente:

1) Las biopsias se cortaron en el micrétomo en secciones de 4 micras y se
montaron en los portaobjetos con poli-L-lisina (P 8920 POLY-L-LYSINE SOLUTION,
SIGMA-ALDRICH, USA) y se procesaron simultdaneamente tanto los casos con

cancer como los controles.

2) Desparafinacion de las muestras: Las laminillas fueron desparafinadas para
remover el medio de embebido y poder ser rehidratadas. Las laminillas con las
muestras se colocaron en un horno a 60°C de 40 a 60 minutos. Ya que es necesario
eliminar los restos de parafina por que puede dar un falso positivo.

3) Rehidrataciéon de las muestras: Las muestras se rehidrataron en soluciones
decrecientes de alcohol etilico y finalmente en buffer fosfato salino (PBS 0.15 M PH
7.3). Después de desparafinar se sometieron inmediatamente en un bafio de xilol
durante 5 minutos. Se cambio de bafio y se repiti6 nuevamente, este paso es
importante para que el tejido se adhiera mejor a la laminilla; xilol al 100% incubar 5
minutos, con xilol 11 100%. Se elimind el exceso de xilol y las laminillas fueron
sumergidas en etanol absoluto por 5 minutos. Se cambi6é de bafio y se repitid

nuevamente este paso: etanol | 100% por 5 minutos y 11 100% 5 minutos.

Se elimino el exceso del etanol absoluto y las laminillas fueron sumergidas en
etanol al 96% por 5 minutos, se cambiod de bafio y se repiti6 nuevamente este paso,

pero ahora con etanol al 80% por 5 minutos y con etanol al 70% por 5 minutos y
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finalmente con PBS 1X M pH 7.3, 5 minutos. Las soluciones de xilol y alcoholes

fueron cambiadas después de procesar 40 laminillas.

4) Después de hidratar las muestras se sometieron a la tincion de

inmunohistoquimica:

Paso 1. Recuperacion antigénica: Este paso es importante para romper los
puentes de hidrégeno que se formaron con el formol y la parafina y asi exponer los
epitopos que fueron enmascarados durante la fijacion del tejido. Se llend un vaso
de Coplin con la cantidad suficiente de la solucion recuperador antigénico (Target
retrieval solution, pH9 ready-to-use, DakoCytomation DenmarkA/S, Dinamarca)
para cubrir las laminillas con las secciones de tejido, se tapd el Coplin y se coloco
en bafio maria en una olla de presion, se incub6 a una temperatura de 95-99 °C,
durante 40 minutos. Transcurrido este tiempo se retird el Coplin con las laminillas y
el recuperador antigénico del bafio maria y se dejo enfriar durante 20 minutos a
temperatura ambiente. Se decant6 la solucién de recuperador antigénico y las

laminillas se lavaron con PBS 0.15 M pH 7.3 tres veces por 5 minutos cada lavado.

Paso 2. Anticuerpo primario: Para el anticuerpo primario se utilizé un
anticuerpo monoclonal especifico contra el receptor (Dako, Thermo Scientific) en
una dilucion 1:50 en los PBS-BSA al 1%. Se eliminé el exceso de buffer secando
alrededor del tejido con un papel cuidando de no tocarlo y de que no quede seco,
se colocaron 40 pl de la dilucién del anticuerpo monoclonal o a cubrir el tejido. Las
secciones se incubaron con el anticuerpo monoclonal especifico toda la noche en
camara hiumeda a 4° C. Posteriormente, se lavaron 3 veces en PBS 0.15 M pH 7.3
por 5 minutos cada lavado. Como control positivo para REB se usara un tejido

histologico de adenocarcinoma como lo indica y proporciona el fabricante.

Paso 3. Revelado de la reaccion: Para el revelado de la reaccion antigeno
anticuerpo se utiliz6 un anticuerpo secundario anti-lgG de ratén acoplado a la
enzima peroxidasa, la dilucion empleada fue 1:1000, se incubo por 1 hr a TA en
camara humeda. Se realizaron 3 lavados con PBS 0.15 M pH 7.3 por 5 minutos
cada lavado. Posteriormente se utilizé un substrato, la diaminobencidina (DAB) el
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cudl se prepard de la siguiente manera: se colocaron 2.5 mg de DAB en 5 ml de
Tris-HCL a 0.2 M pH 7.4, para activar la soluciéon se agreg6é una gota de agua
oxigenada (Omnichen sac, México). Los cortes se cubrieron con la DAB activada y
se incubaron en cdmara humeda por 15 minutos a temperatura ambiente, se lavaron

3 veces en con agua corriente por 5 minutos cada lavado.

Paso 4. Contra tincion: se sumergieron las laminillas en un bafio de
hematoxilina por 30 segundos y posteriormente se lavaron con agua corriente, hasta

asegurarse que todos los residuos de hematoxilina se eliminaron.

Paso 5. Deshidratacion y aclaramiento de las laminillas: se sumergieron en
etanol al 70% por 5 minutos, se cambid de bafio y se repiti6 nuevamente este paso
pero ahora con etanol al 80%, luego con etanol al 96%, con etanol al 100%,
nuevamente con etanol al 100%, posteriormente las laminillas se sumergieron en
xilol durante 5 minutos, se cambié de bafio y se repiti6 nuevamente este paso.
Finalmente las laminillas se colocaron en etanol al 70% 5 minutos, etanol al 80%
por 5 minutos, etanol 96% 5 minutos, etanol | al 100% por 5 minutos, etanol Il al

100% por 5 minutos, xilol I 100% 5 minutos, xilol I 100% 5 minutos.

Paso 6. Montaje: se elimind el exceso de xilol secando alrededor del tejido
con un papel cuidando de no tocarlo y se le puso una gota de resina (Entellan®,
Merk, Alemania) y finalmente se le colocé el cubreobjetos. Las laminillas se
observaron en un microscopio de luz para determinar la presencia y nivel de

expresion del RE[ a través de la coloracion marrén.
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7.6.2.1 Determinacion de REf

La determinacién del nivel de expresion del REB se realiz6 mediante
observacion de la intensidad de coloracion, clasificada como nulo, bajo, medio y alto
por dos observadores, en caso de existir alguna discrepancia se volvio a valorar por
ambos observadores. Si hubiera existido alguna laminilla en la que no se llegara a
un consenso respecto al nivel de expresion se llamaria a un tercer observador, sin

embargo, eso no sucedi.

A los niveles de expresion se les asignd la siguiente numeracion para poder realizar

pruebas estadisticas numéricas
Nulo=0 Bajo=1

Medio=2 Alto=3

7.6.2.2 Descripcion de las laminillas

Se determind la localizacion celular del RE3 mediante la observacion de la
fotografia tomada la laminilla con un microscopio LEICA DM 1000 LED con camara
PROGRES GRYPHAX de la marca JENOPTIK a un aumento de 100x y 200x
identificAndose en nucleo, citoplasma y/o en ambos de igual forma descrita por 2

observadores.
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7.6.3 Estrategia de trabajo

Se identificaron las biopsias de tejido de colon que cumplieron con los criterios

de inclusién para formar parte de este protocolo.

Se obtuvieron las biopsias tumorales provenientes de pacientes con
diagnéstico histopatolégico de CCR en el Servicio de Patologia del Hospital

Universitario de Puebla.
Se obtuvieron las biopsias de tejido sin patologia neoplasica.

Para evaluar la expresion del REB, se realizaron cortes a partir de las biopsias
incluidas en parafina. Posteriormente los cortes fueron desparafinados e hidratados,
se llevé a cabo la recuperacién antigénica para la reactivaciéon de epitopos,

aplicacion de anticuerpos y observacion mediante microscopia.

Las evaluaciones del nivel de expresion fueron realizadas por el mismo
investigador previamente capacitado y estandarizado con el estandar de referencia
(gold estandar), obteniendo un valor de kappa interobservador de 0.942 e
intraobservador de 0.941. Por otro lado, en la estandarizacion de la localizacion de
la expresion se obtuvo un valor de kappa tanto inter como intraobservador de 1. Lo

anteriormente mencionado, demuestra una alta concordancia.

Se disefié una tabla para la recoleccion de datos del bloque de parafina, dicha
tabla contendra el nombre del paciente, nimero de expediente, edad, sexo, estadio

de la enfermedad.
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7.7 Analisis de datos

Los datos fueron analizados en el programa SPSS version 23, se aplicé
estadistica descriptiva e inferencial.

Medidas de tendencia central, dispersion, graficos.
Prueba de Shapiro-Wilk para valorar la distribucion de las variables.

Prueba chi cuadrada para variables nominales. Prueba t de Student para

variables numéricas con distribuciéon Gaussiana.
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8. Resultados

8.1 Caracteristicas de la muestra estudiada

De las biopsias obtenidas y listas para procesamiento por parte del Hospital
Universitario de Puebla, 10 corresponden a pacientes con cancer colorectal y 16 a

biopsias sin patologia neoplasica.

Se realiz6 prueba de normalidad Shapiro-Wilk a la variable edad para

determinar la distribuciéon normal de los datos con un valor de p= 0.17

Se realiz6 pareo de los grupos por edad y sexo, existiendo similitud entre los

grupos.

8.2 Edad

La media de la edad de los pacientes con cancer fue de 70.3 afios, para los
pacientes sin patologia neoplasica la media fue de 64.6 afios, se realizé la prueba
de t de Student para determinar la similitud de los grupos con un valor de p= 0.93

con lo cual se determina que los grupos no presentan diferencias significativas.

En el grupo con cancer la edad minima es de 46 afios y la maxima 81 afos.
En el grupo sin patologia neoplésica la edad minima fue de 44 afios y la méxima de

84 afios. Los resultados se muestran en la tabla 1.
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Tabla 1. Andlisis de edad por grupo de estudio, se muestra la media, la

desviacion y el valor de p

Céancer Sin patologia Valor de p
neoplasica
N 10 16
Media 70.3 64.6
Desviacion estandar 10.5 10.4 0.93*
Minimo 46 44
Maximo 81 84

*t de student

8.3 Sexo

En el grupo de muestras con cancer, predominaron las mujeres representando
el 70% de los casos, para el grupo control de muestras de tejido sin patologia
neoplasica también encontramos como sexo predominante a las mujeres con un
69% del total, se realiz6 chi cuadrada para determinar la similitud de los grupos por
sexo con un valor de p= 0.94 lo cual nos indica que los grupos no presentan

diferencias estadisticamente significativas (Tabla 2).
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Tabla 2. Andlisis de sexo por grupos se muestra el numero de pacientes

porcentaje y el valor de p

Cancer  Sin patologia neopléasica N Valor de
N (%) N (%) p
Sexo M 7 (70%) 11 (69%) 18 0.94*
H 3 (30%) 5 (31%) 8
Total 10 16 26

*chi cuadrada

8.4 Diagnostico

El diagndstico mas comun por los reportes de patologia de las muestras de tejido

control, fue inflamacion inespecifica con un total de 7 de las 16 muestras con un

porcentaje del 43.8 % siendo la mas comun (Tabla 3.)

Tabla 3. Frecuencia de diagndsticos para grupo sin patologia

neoplasica
Diagnoésticos Frecuencia  Porcentaje
Grupo control
CUCI 1 6.3
Infeccioso 1 6.3
Inflamacion inespecifica 7 43.8
Pdlipo 6 37.3
Sano 1 6.3
Total 16 100
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8.5 Estadio del CCR (TNM)

El estadio mas comun del cancer de colon de las muestras fue el estadio Il con una
frecuencia de 4 de las 10 muestras representando el 40%. lo que nos podria sugerir
gue nuestra poblacién se diagnostica en etapas avanzadas de la enfermedad, sin
embargo, es algo que no podemos asegurar ya que trabajamos con muy pocas

muestras. (Tabla 4.)

Tabla 4. Frecuenciay porcentaje de muestras de acuerdo con el del

estadio de cancer

Estadio Frecuencia Porcentaje
I 2 20
Il 2 20
11 4 40
v 2 20
Total 10 100

8.6 Nivel de expresion del REB

Para evaluar el nivel de expresion de RER, se realiz6 mediante observacion
de la intensidad de coloracién, clasificada como nulo. bajo, medio y alto por dos
observadores, a los hallazgos se les asigno la siguiente numeracién para poder

realizar pruebas estadisticas numéricas

Nulo =0 Bajo=1 Medio=2 Alto=3
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En la siguiente imagen se muestra el nivel de expresion bajo del REB en tejido
sin patologia neoplasica y con cancer. (Figura 4)

— () T
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Figura 4. Biopsias de tejido de colon sin patologia neoplasica y con cancer,
bajo Inmunohistoquimica para deteccion del RE, la intensidad del color marrén nos
indica la expresion del receptor en el tejido. A) nivel de expresion bajo del REB en
biopsia sin patologia neoplasica, B) nivel de expresion bajo del RER en biopsia con
cancer, aumento a 100X. Fotografias tomadas con microscopio LEICA DM 1000
LED con camara PROGRES GRYPHAX de la marca JENOPTIK.
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La imagen nos muestra el nivel de expresion medio del REB en tejido sin

patologia neoplasica y con cancer. (figura 5)

50um
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Figura 5. Biopsias de tejido de colon sin patologia neoplésica y con cancer,
bajo Inmunohistoquimica para deteccion del REB, la intensidad del color marrén nos
indica la expresion del receptor en el tejido. A) nivel de expresion medio en biopsia
sin patologia neoplasica aumento 100x, B) nivel de expresion medio en biopsia con
cancer aumento 200x. Fotografias tomadas con microscopio LEICA DM 1000 LED
con cdmara PROGRES GRYPHAX de la marca JENOPTIK.
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Para la siguiente figura se muestra el nivel de expresioén alto del REB en tejido
sin patologia neoplasica. No se encontré en nuestro estudio nivel de expresion alto
en tejido con cancer. (figura 6)
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Figura 6. Biopsias de tejido de colon sin patologia neoplasica, bajo
inmunohistoquimica para deteccion del RER, la intensidad del color marrén nos
indica la expresion del receptor en el tejido. A) nivel de expresién alto en biopsia sin
patologia neoplasica, aumento a 100X. Fotografias tomadas con microscopio
LEICA DM 1000 LED con camara PROGRES GRYPHAX de la marca JENOPTIK.

Se evalug el nivel de expresién del RER para determinar si existian diferencias
en el nivel de expresion entre biopsias de cancer y tejido sin patologia neoplésica
de colon, encontrando en el grupo con cancer predominancia del nivel de expresion
bajo comparado con las biopsias sin patologia neoplasica en las cuales predomina

el nivel de expresion alto. (Tabla 5.)
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Tabla 5. NOmero de pacientes de acuerdo con el nivel de expresién de

REB en grupo cancer y grupo sin patologia neoplasica

Nivel de Céancer Sin patologia
expresion neoplasica
1 5 4
2 4 3
3 1 9
Total 10 16

Se realizé prueba t de student para comparar las medias de los valores del

nivel de expresiéon del RE, con un valor de 0.12 con lo cual se determina que no

hay diferencia en el nivel de expresion entre ambos grupos. (Tabla 6)
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Tabla 6. Andlisis de nivel de expresion por grupos se muestra media,
desviacion estandar y valor de p

Cancer Sin patologia Valor de p
neoplasica
N 10 16
Media 1.6 2.3 0.12*
Desviacién 0.65 0.83
estandar

*t de student

8.7 Diferencia en la localizacion de la expresion del REB

Se describid la localizaciéon celular del RES mediante la observaciéon de la
fotografia tomada la laminilla determinandose en nucleo, citoplasma y ambos, de

igual forma descrita por 2 observadores.

En esta imagen se representa la localizacion nuclear del REB en biopsia sin

patologia neoplasica. (figura 7)
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Figura 7. Biopsia de tejido de colon sin patologia neoplasica, procesada por
inmunohistoquimica para deteccion del REB, la intensidad del color marréon nos
indica la expresion del receptor en el tejido y su localizacion celular. A) localizacion
del REB a nivel nuclear, aumento a 100X. Fotografias tomadas con microscopio
LEICA DM 1000 LED con camara PROGRES GRYPHAX de la marca JENOPTIK
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En la siguiente imagen se muestra la localizacion del REB a nivel nuclear y
citoplasma para tejido sin patologia neoplasica y con cancer. (figura 8)
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Figura 8. Biopsias de tejido de colon sin patologia neoplasica y con cancer,
procesada por inmunohistoquimica para deteccién del RE, la intensidad del color
marrén nos indica la expresion del receptor en el tejido y su localizacion celular. A)
tejido sin patologia neoplasica con localizacion del REB a nivel nuclear y citoplasma,
B) tejido con cancer con localizacion del REB en ndcleo y citoplasma, aumento a
100X. Fotografias tomadas con microscopio LEICA DM 1000 LED con camara
PROGRES GRYPHAX de la marca JENOPTIK

El REB es un receptor nuclear, también descrito a nivel citoplasmatico, por
técnica de inmunoperoxidasa marca el contorno nuclear de color café fuerte y en

membrana y nivel citoplasmatico de café claro.

Al realizar la tincién de inmunoperoxidasa para determinar la presencia del
RER, observamos diferencia en la expresion siendo positivas a nivel citoplasmatico
preferentemente en tejido con cancer, Como se muestra en las siguientes imagenes
(Figura 9).
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Figura 9. Biopsias de tejido de colon con cancer. En donde se observa mayor

v.!
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expresion a nivel citoplasma. A) El REB se observa en expresion baja y a nivel
citoplasma, B) se observa pérdida de la expresién a nivel nuclear del tejido
encontrando expresion bajo y en su mayoria a nivel citoplasma. aumento a 100X.
Fotografias tomadas con microscopio LEICA DM 1000 LED con camara PROGRES
GRYPHAX de la marca JENOPTIK.

8.8 Localizacion de la expresion

La localizacién de la expresion con mayor frecuencia en el grupo con cancer
fue en el citoplasma con un 90% de los casos, y en el grupo sin patologia neoplasica
la localizacion més frecuente fue tanto nuclear como citoplasma (ambos) con un
81% de los casos. Se realizé prueba de chi cuadrada para comparar ambos grupos
con un valor de 0.00 con lo cual se determina que hay una diferencia en la
localizacion de la expresion celular del REB. (Tabla 7.)
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Tabla 7. Andlisis de localizacion de la expresion por grupo de estudio,
se muestra el numero de muestras, el porcentaje y el valor de p

Cancer Sin patologia neoplasica  Valor
. ., de P
Sitio de expresion N (%) N (%)
Ambos 1(10) 13 (81)
Citoplasma 9 (90) 2 (13)
Nuclear 0 1(6) 0.00*
Total 10 16

*chi cuadrada
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9. Discusioén

La edad promedio de nuestro grupo con cancer fue alrededor de los 70 afios,
dicho dato concuerda con Torrecillas, quien reporta una mayor frecuencia en
poblacién de mas de 50 afios. Asi mismo, también reporta la edad promedio de
diagnéstico en 68 afios para hombres y 72 afios para mujeres; dichos nameros

también son similares en la presente investigacion. (24)

En un estudio acerca de la prevalencia del cancer de colon se encontr6 una
frecuencia muy similar tanto en hombre como mujeres, sin embargo, en la muestra
del presente estudio, el sexo mujer fue el mas comun con un 70%, por lo tanto el

comportamiento para nuestra poblacion es diferente. (25)

Para el grupo control encontramos como patologia mas comun por
colonoscopia la inflamacion inespecifica con un 43.8% del total de las muestras, a
diferencia de lo reportado por José Reyes y colaboradores quienes reportaron
polipos de alto riesgo como patologia por colonoscopia mas comun con un 23% de
sus casos. Sin embargo, en el presente estudio se encuentra como segundo lugar
el polipo de colon, en las biopsias de colonoscopia del grupo sin patologia

neoplasica. (26)

Como resultado encontramos al estadio Ill segun la clasificacion de TNM para
cancer de colon como el mas comun con un 40% del total de nuestras muestras
procesadas, a diferencia de lo reportado en un estudio, quienes reportan para
Espafa el estadio | como el mas frecuente. Con esto se sugerimos que nuestra
poblacién se diagnostica en etapas avanzadas, esto debido a la falta de cultura para
realizar la colonoscopia tanto por parte de los pacientes, como del personal médico.
(26)

En nuestro estudio se encontré que la expresion del RE fue mayor en el grupo
sin patologia neoplasica. Los hallazgos de este estudio son similares con los

obtenidos por Konstantunopoulos y colaboradores quienes mencionan que la
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expresion de REP fue significativamente menor en las células de cancer de colon,
en comparacion con las de epitelio colonico normal, asi mismo, reportan
disminucién progresiva en la expresion de REB, ademas la pérdida de diferenciacién
de células cancerosas. Estudiaron 90 muestras de cancer colorectal, de los cuales
50 son hombres y 40 mujeres, concluyendo que no existe diferencia en la expresion
entre hombres y mujeres, ni en la localizacion celular del REB en los tumores de
colon, a diferencia de los factores estrogénicos donde los hombres tienen menor
riesgo de cancer de colon que las mujeres, y una expresion mas baja en los tejidos

con cancer de colon comparados con el tejido sano. (27)

En un estudio con 120 pacientes diagnosticados con pélipos adenomatosos
espontaneos, poliposis adenomatosa familiar y pélipos asociados a céncer
colorectal se determinaron los niveles de expresion de REB, de progesterona y
andrégenos. Los niveles de expresion del RE difirieron entre grupos: el grupo con
poliposis adenomatosa familiar tenia menor expresién del RE que el grupo de
polipos esporadicos. Con la transformacién de los polipos esporadicos en cancer,
hubo una disminucion considerable en la expresion del REB. La expresion del RE
fue menor en los tumores en etapa T3/T4 que en los T1/T2, la supervivencia global
a 5 afios de los pacientes con cancer colorectal que expresaron positivamente el
REB excedié a la de los pacientes sin niveles de expresion detectables. Las
diferencias de la expresion del REB representan un mecanismo potencial a través

del cual el estr6geno podria alterar la susceptibilidad al cancer de colon.(28)

Se han propuesto varias formas en las que REB puede reducir la
tumorogénesis en humanos. En un estudio observaron una regulacion positiva de
la expresion génica de la reparacion de desajustes del ADN en células epiteliales
del colon humano, que se correlacionaban con concentraciones de estrogeno en
suero mayor a 45pg/ml. Se ha demostrado que el RER induce la apoptosis a través
de varios mecanismos, incluida la fragmentacion del ADN en las células de cancer
de colon y un aumento de p53. Este estudio tiene como hallazgo importante que
demostré que la sobre expresion del REB condujo a un aumento de la senalizacién

de p53, aumentando la apoptosis y reduciendo la proliferacion celular. También
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demostré que el estradiol indujo la reparacion del ADN mediada por p53 en

colonocitos no malignos.(18)

En nuestro estudio encontramos que, en tejido con cancer, el REB mostro
mayor positividad de la tincidn en el citoplasma y pérdida de la tincion a nivel nucleo,
a diferencia de lo reportado por Rath-Wolfson y colaboradores, quienes encuentran
mayor positividad del nlcleo. Ademas, los autores concluyen que hay una expresion
menor en estadios avanzados de la enfermedad, apoyando la teoria de que existe

una relacion del estrogeno en el desarrollo y progresion de tumores de colon.(29)

En cuanto a la localizacion de la expresion del REB, encontramos en el tejido
sin patologia neoplasica, mayor expresion a nivel nuclear y citoplasmatico; en
nuestro grupo con cancer no encontramos expresion del REB a nivel nuclear, a
diferencia de Rath-Wolfson y colaboradores que reportaron la presencia del RE[3
tanto en el nucleo como en el citoplasma de biopsias de pacientes con

adenocarcinoma de CCR y tejido sano. (29)

De acuerdo con Wada-Hiraike la deficiencia del REB en el nucleo conduce a
hiperproliferacion, pérdida de diferenciacion y disminucion de la apoptosis de la
mucosa del colon, caracteristicas principales del desarrollo de las neoplasias. En el
presente estudio se encuentra disminucion de la expresion de REB en el nucleo de
las biopsias con cancer, con lo cual inferimos que el RE tiene un papel importante
en la carcinogénesis, modulando vias como K-ras y p53 las cuales funcionan de
forma oncogénica y matadora de las células. Permitiendo las sefiales proliferativas

a anti apoptoticas de las células. (30)

Papaxoinis menciona que el cambio de localizacion del receptor y del nivel de
expresion, podrian tener un efecto en la supresion de la via WNT 3 catenina, y tener
como consecuencia una progresion en el crecimiento de las lesiones neopléasicas,

lo que concuerda con los observado en nuestras muestras. (31)

El REB regula la expresion génica a través de la interaccion con la cromatina.
Se ha demostrado que protege contra el cancer de colon, se utilizé una

secuenciacion de inmunoprecipitacion de cromatina para identificar los sitios de
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unién en los genes involucrados con el desarrollo tumoral, migracion celular,
adhesion celular, apoptosis y sefalizacion WNT, identificaron claras diferencias
entre el patrén de unidén a cromatina del REB en celular de colon en comparacion
con células de mama, los resultados proporcionan un mapa de los sitios de unién
de la cromatina al REB en las células de colon y posicionan al RE como una posible

linea terapéutica para el cancer colorectal. (32)

En carcinoma uterino, la sobreexpresion de RER se relacion6 con un aumento
la progresion de cancer. En nuestro estudio es un comportamiento contrario en el
gue observamos que en los pacientes con CCR existe una disminucion en el nivel
de expresion de dicho receptor. Esto sugiere que la funcién de receptor podria diferir

entre el tipo celular. (33)

Por otro lado, en cancer de mama, se evalud la expresion de RE en una
cohorte de 1976 a 1996, observando un cambio de localizacion de REB en la
mayoria de las muestras con cancer a diferencia de las muestras sin patologia
neoplasica, estos resultados obtenidos en tumores de cancer de mama soportan los

resultados obtenidos en nuestras muestras. (34)

Lin y colaboradores, evaluaron la expresion de RE en el nucleo de las células
en tumores de cancer de mama, encontrando que aquellas mujeres que tenian
tumores con expresion nuclear del REB presentaron una mejor supervivencia. Por
lo que, considerando los resultados obtenidos en nuestra investigacion, seria
oportuno evaluar si la disminucion del REf a nivel de ndcleo podria relacionarse

con la sobrevida de los pacientes con CCR. (35)
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10.Conclusiones

La expresion del RE[ en tejido de colon se encontré con nivel de expresion
bajo en el grupo de pacientes con cancer y nivel de expresién alto en el grupo sin
patologia neoplasica, aunque sin significancia estadistica. Por otro lado, el receptor
mostré un cambio de localizacion celular, observando una disminucién o ausencia

en el nucleo de las células tumorales que resulté estadisticamente significativo.
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CAPITULO 3

11. Sesgos y limitaciones

La principal limitacién del presente estudio fue el hecho de no poder
procesar un mayor numero muestras y/o realizar un estudio multicéntrico que
nos mostrara la reproducibilidad de los resultados obtenidos, esta limitacion

fue resultado de las restricciones en el trabajo consecuencia de la pandemia.

Otra limitacion estuvo relacionada con el hecho de no contar con
muestras que no tuvieran ningun tipo de alteracion, tales como la inflamacién,
poliposis, etc., ya que en un momento dado estas alteraciones podrian estar

asociadas a cambios en el nivel de expresion del RER.

12. Fortalezas

En el presente proyecto participaron colaboradores expertos en el area
de inmunohistoquimica, asi como especialistas en patologia y coloproctologia

gue permitieron hacer un grupo multidisciplinario.

Los resultados obtenidos en el grupo de pacientes con cancer pudo
compararse con un grupo control que no tenia patologia neoplasica y que
permiti6 identificar no sélo los cambios en el nivel de expresion si no también

cambios a nivel de la localizacion subcelular del receptor nuclear.

13. Perspectivas

Se proponen abrir nuevas lineas de investigacion para evaluar al RE3 como
un posible biomarcador prondstico para cancer de colon, asi mismo evaluar su papel
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protector para el desarrollo de cancer de colon. Adicionalmente, seria importante
evaluar el efecto que puede tener el cambio de localizacion subcelular del REB en

el desarrollo de este tipo de cancer.

13.1 Beneficios

Los resultados generados por la presente investigacién abren una linea de
investigacién dirigida a evaluar el potencial uso de la determinacion de la
localizacion celular del RE3 como un biomarcador prondstico, como se ha propuesto
para cancer de mama en dénde el cambio de localizacion se asocia con pobre

supervivencia.

El presente estudio beneficia a la poblacion abriendo una linea de investigacion
vinculada a los factores de prevencion del cancer colorectal, dentro de los que

estaria el RE, este tipo de investigacion tendria un impacto a largo plazo.
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15 Anexos

15.1 Anexo 1

Variable Definicién Definicién Escala de Unidades Instrumento
conceptual operacional | medicion de de medicién

medicién

Edad Tiempo Edad Numeérica Afos Expediente
transcurrido cumplida en clinico
desde el al momento
nacimiento hasta | de la toma
el momento de la | de biopsia
toma de biopsia.

Sexo Condicion Hombre / Dicotomica | Hombre / Expediente
organica que Mujer Mujer clinico
distingue
hombres de
mujeres

Receptor Receptor R i Numérica | Nulo (0) Observacion

estrogénico | estrogénico beta eceplor /Bajo(1)/ directa de la

T estrogénico : . ;
beta de localizacion beta Medio (2) laminilla bajo
nuclear, con /Alto (3) microscopia
funcion observado
metabdlica en bor .
] microscopia
cancer colorectal.

Localizacié | Sitio de Nominal Citoplasma | Observacién

n del localizacion del Observado /nucleo / directa de la

receptor receptor en ambos laminilla bajo

estrogénico | estrogénico beta | citoplasma o microscopia
beta en el tejido ndcleo

celular
Estadio Sistema que se | Estadio: I, Il, | Ordinal 1/mnv Expediente
TNM usa para describir | lll, IV clinico

la diseminacién
del cancer en el
cuerpo
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12.2 Anexo 2.

Bioética

Este estudio se llevo a cabo bajo la supervision y direccion de investigadores
expertos, adscritos a la Facultad de Medicina; Centro de Investigacion Biomédica
de Oriente y Hospital Universitario de la BUAP, segun lo dispuesto en la declaracién
de Helsinki, articulo 12, y en el apartado 10 de la Norma Oficial Mexicana que
establece los criterios para la ejecucion de proyectos de investigacion para la salud
en seres humanos. Ademas, se ajusté a los principios cientificos y éticos de la
BUAP. De acuerdo al articulo 17 de la Ley General de Salud, el estudio correspondio
a una investigacion de riesgo minimo, ya que se realiz6 un procedimiento
diagnéstico de rutina, se siguieron las disposiciones del articulo 24 de la Ultima

modificacion de la Declaracion de Helsinki (Modificacion de Fortaleza, Brasil, 2013)
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