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RESUMEN

El cancer de colorectal es la cuarta neoplasia mas frecuente en ambos sexos en
nuestro medio, posee una etiologia multifactorial. Recientemente se ha estudiado
y demostrado la relacion del cancer de colon y alteraciones en la microbiota
intestinal. Se ha identificado predominancia en las siguientes bacterias: Bacterias
productoras de colibactina, Bacteroides Fragilis enterotoxigénico, Fusobacterium
Nucleatum, Clostridium Symbiosum Parvimonas Micra, entre otras. Los recientes
estudios abren un abanico de posibilidades en el estudio del cancer colorrectal y la
microbiota intestinal, incluyendo el estudio de nuevos biomarcadores y su rol en la

carcinogénesis.

Evaluar la presencia de Fusobacterium Nucleatum, Clostridium Symbiosum y
Parvimonas Micra en muestras de tacos de parafina y heces de paciente

diagnosticados con cancer colorectal.

Estudio de cohortes de valoracion transversal en muestras de tacos de parafina y
heces de pacientes diagnosticados con céancer colorectal en Arequipa 2020. Se
recolectaron 15 tacos de parafina, 5 muestras de heces de pacientes
diagnosticados con cancer de colon y 4 muestras de heces de pacientes sanos
(controles). Se evalu6 la presencia de Fusobacterium Nucleatum, Clostridium

Symbiosum y Parvimonas Micra a través de secuenciacion genética.

Las muestras de tacos de parafina, independientemente de si la zona contenia o
no cancer colorectal, no contenian ADN, extraccion que se realizé de forma manual
con el método fenol — cloroformo. Se evidencié la presencia de Fusobacterium
Nucleatum en el 100%, de Clostridium Symbiosum en el 50%, y de Parvimonas
Micra en el 75% de las muestras de heces de pacientes con cancer colorectal. Se
encontré la presencia de Clostridium symbiosum en uno de los controles. Se
identificaron dos nuevas especies de Parvimonas Micra a través de la

secuenciacion genética y su comparacion en la base de datos del GenBank.

La bacteria predominante de las muestras estudiadas fue el Fusobacterium
Nucleatum, seguida por Clostridium Symbiosum y Parvimonas Micra en las
muestras de heces de pacientes con el diagnéstico de cancer colorectal. La
extraccion de ADN fue nula en las muestras de tacos de parafina. Se descubrio la
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presencia de dos nuevas especies de Parvominas micra en las muestras de heces

de pacientes con cancer colorectal.

Palabras clave: Fusobacterium Nucleatum, Clostridium Symbiosum and

Parvimonas Micra, Cancer colorectal, microbiota, secuenciacion genética
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ABSTRACT

Colorectal cancer is the fourth most common neoplasm in both sexes in our country,
it has a multifactorial etiology. Recently the relationship of colon cancer and
alterations in the intestinal microbiota has been studied and demonstrated.
Abundance has been identified in the following bacteria: Colibactin-producing
bacteria, Enterotoxigenic Fragilis Bacteroides, Fusobacterium Nucleatum,
Clostridium Symbiosum Parvimonas Micra, among others. Recent studies open a
range of possibilities in the study of colorectal cancer and gut microbiota, including

the study of new biomarkers and their role in carcinogenesis.

To evaluate the presence of Fusobacterium Nucleatum, Clostridium Symbiosum
and Parvimonas Micra in paraffin blocks and stool from patients diagnosed with

colorectal cancer.

Method: Cross-sectional assessment cohort study in FFPE samples and stool
samples from patients diagnosed with colorectal cancer in Arequipa 2020. 15 FFPE,
5 stool samples were collected from patients diagnosed with colon cancer and 4
stool samples from healthy patients (controls). The presence of Fusobacterium
Nucleatum, Clostridium Symbiosum and Parvimonas Micra was evaluated through

genetic sequencing.

The samples of FFPE, regardless of whether the area contained colorectal cancer
or not, did not contain DNA, extraction that was carried out manually with the phenol-
chloroform method. The presence of Fusobacterium Nucleatum in 100%,
Clostridium Symbiosum in 50%, and Parvimonas Micra in 75% of stool samples
from patients with colorectal cancer were evidenced. The presence of Clostridium
symbiosum was found in one of the controls. Two new Parvimonas Micra species
were identified through genetic sequencing and their comparison in the GenBank

database.

The predominant bacteria in the samples studied was Fusobacterium Nucleatum,
followed by Clostridium Symbiosum and Parvimonas Micra in stool samples from
patients diagnosed with colorectal cancer. DNA extraction was absent in the FFPE

samples.
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The presence of two new species of Parvominas micra was discovered in stool

samples from patients with colorectal cancer.

Keywords: Fusobacterium Nucleatum, Clostridium Symbiosum and Parvimonas

Micra, Colorectal cancer, microbiota and genetic sequencing
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INTRODUCCION

El cancer colorectal es la tercera neoplasia mas comun en el mundo, la cuarta en
nuestro medio y la segunda en mortalidad a nivel mundial (1). Como muchas
enfermedades, la etiologia es multifactorial, asi como su patogénesis, en la cual se
incluyen factores genéticos y del entorno. Ha sido descrita la predisposicion
genética para el cancer colorectal, por ejemplo, el sindrome de Lynch, la poliposis
adenomatosa familiar y sindrome de Peutz— Jeghers, sin embargo, estos son solo
una minoria. La heredabilidad del cancer colorectal representa un porcentaje muy
pequefio. Dentro de los factores del entorno, se incluye la dieta, estilo de vida,

consumo de sustancias cancerigenas y recientemente la microbiota intestinal.

La presencia de sintomatologia en el cancer colorectal resulta poco sensible e
inespecifica, se incluyen sintomas como dolor abdominal, pérdida de peso y signos
como la presencia de sangre en heces, pujo y tenesmo. Siendo la clinica

mencionada propia de estadios avanzados en su mayoria.

El diagndstico del cancer colorectal, al igual que toda neoplasia es a través del
estudio anatomo — patoldgico, cuenta como principal método de screening a la
colonoscopia, siendo un procedimiento invasivo de riesgo leve a moderado y con

un costo significativo para nuestra poblacién.

El tratamiento del cancer colorectal depende del estadio del tumor, y se describen

como opciones terapéuticas a la cirugia, quimioterapia y radioterapia.

El colon es la seccion del tracto digestivo con la mayor poblacion de la microbiota
intestinal (2).

La microbiota intestinal alberga una gran comunidad de microorganismos (archaea,
fungi, protozoos, virus) y como mayor componente a las bacterias; trillones de
células bacterianas, cientos de especies y un genoma que englobaria 3 millones de
genes (3). Este ecosistema interactla de forma constante con el intestino humano,
en determinados procesos, tales como la absorcion de nutrientes, metabolismo,

desarrollo de tejidos, y la carcinogénesis (4).

La disbiosis, alteracién en la composicion de la microbiota, ha sido asociada
especificamente con algunas enfermedades y en la fisiopatologia del cancer. Se
estima que mas del 20% de los canceres a nivel mundial son atribuidos a agentes

infecciosos intestinales que pertenecen a la flora habitual de la microbiota intestinal.
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La microbiota intestinal es modulada y regulada por el estilo de vida y la dieta,
siendo estos, factores de riesgo conocidos para el cancer colorectal.

La evidencia mas antigua en la que se estudié la probable relaciéon de cancer
colorectal y la microbiota intestinal fue realizada en los afios 60’s en modelos
animales. Los siguientes trabajos indicaron que la microbiota intestinal, incluyendo
especies especificas de Escherichia, Enterococcus, Bacteroides y Clostridium,
podia promover la carcinogénesis aumentando focos de criptas aberrantes

inducidas por 1,2-dimetilhidrazina, esto en el afio 1997 (5).

Los estudios en humanos generalmente fueron metagendémicos. Estos estudios
mostraron que la microbiota intestinal en pacientes con cancer colorectal era
diferente comparada con la microbiota intestinal de pacientes sanos (controles),
con aumento de taxas procarcinogénicas (como, Bacteroides, Escherichia,
Fusobacterium y Porphyromonas), 6 baja abundancia en taxas protectoras (como,
Roseburia), este fue el punto de partida para estudiar la carcinogénesis del cancer

colorectal con la comunidad microbiana (6).

Actualmente los estudios metagendmicos estan siendo comunmente usados en
uno de los dos principales enfoques para la composicién del microbioma:
“secuenciacion de genoma completo” (WGS) y la secuenciacion 16S rRNA. En
ambos casos ambos son leidos por la tecnologia de la secuencia de siguiente
generacion (NGS) y son comparadas con bases de datos para determinar la

presencia y abundancia de una taxa en particular.

Existen dos consorcios internacionales que conducen los dos estudios mas
importantes a nivel mundial sobre el microbioma intestinal: MetaHIT (La
metagenOmica del tracto intestinal humano) y HMP (Proyecto de microbioma
intestinal) (7,8).

Gracias a los métodos descritos se han logrado identificar a bacterias con cepas
especificas, tales como Bacteroides fragilis, Escherichia coli, Enterococcus faecalis
y Streptococcus gallolyticus estando relacionados de forma individual al cancer
colorectal y a traves de estudios metagendémicos se identifico la abundancia de
bacterias como Fusobacterium nucleatum, Parvimonas, Peptostreptococcus,
Porphyromonas y Prevotella en muestras de heces y tumoraciones (9).
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El presente estudio busca identificar la presencia de las bacterias Fusobacterium
Nucleatum, Clostridium Symbiosum y Parvimonas Micra en muestras frescas, tacos
de parafina y heces de pacientes con cancer colorectal, siendo este el primer
estudio realizado en el pais, sobre microbiota intestinal y su relacién con el cancer

colorectal.
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1 Técnicas, instrumentos y materiales:
1.1 Técnicas.
Observacion de Laboratorio
1.2 Instrumento
Ficha de Observacion
1.3 Modelo de laboratorio
1.3.1 Extraccion de ADN

Se utilizé el método fenol-cloroformo.

i. Se colocaron las muestras en un tubo Eppendorff, Con una pipeta
se tomé 500 ul de buffer TE. Se le agreg6 micro perlas, fue llevado
a vortex por 5 minutos.

ii. El sobrenadante se paso a un nuevo Eppendorfy se agregé 600
ul de Fenol-cloroformo-alcohol isoamilico. Se agité por inversion
unos segundos. Se centrifugé por 5 minutos a 13 000 rpm, se
obtuvieron 3 fases. Se retird la fase superior a un nuevo tubo, se
agrego6 800 ul de isopropanol frio y se mezcld por inversion. Se
centrifug6 a 13 000 rpm por 10 minutos. Se elimino el isopropanol
por decantacion

iii. Se agrego6 500 ul de Etanol 75° y se centrifugé nuevamente a 13
000 rpm de 1 — 2 minutos. Se elimind el Etanol y se dejé secar los
tubos en un termoblock a 65° por unos minutos (tubos abiertos)

iv. Se re suspendié el ADN en 100 ul de Agua ultra pura y se incub6
en calor de 3 — 4 minutos y se congeld hasta su uso.

v. Se rotulé cada tubo con la fecha y el cédigo del paciente.

1.3.2 Secuenciaciéon Molecular

Las muestras fueron amplificadas, purificadas y enviadas para la
secuenciacion automatica al Laboratorio Functional Biosciences, Inc. En
Wisconsin USA. Con los siguientes primers para la deteccion de
Fusobacterium Nucleatum: forward 5'-
CAACCATTACTTTAACTCTACCATGTTCA-3, reverse 5'-
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GTTGACTTTACAGAAGGAGATTATGTAAAAATC-3, Clostridium
Symbiosum: forward 5-GTGAGATGATGTGCCAGGC-3’, reverse 5'-
TACCGGTTGCTTCGTCGATT-3" y Parvimonas Micra: forward 5'-
GTCACTACGGAAGAATTTGTC-3, reverse:
5GGCTTGAGCGATAATAACTTC-3'.

1.3.3 Anélisis de secuencias:

Las secuencias de nucledtidos obtenidas fueron comparadas con las

secuencias de la base de datos GenBank.
2 Campo de verificacion.

e Ubicacion espacial: La presente investigacion se realizé en el laboratorio de
biologia molecular de la UCSM, a partir de muestras de material biolégico
excedente (heces) recolectadas del Hospital Goyeneche y muestras de
tacos de parafina del laboratorio de anatomia patologica “Ortiz y Postigo”.

e Ubicacion temporal: El estudio se realiz6 entre los periodos comprendidos
entre diciembre del 2019 a febrero del 2020.

e Unidades de estudio:

o Universo: Muestras de material bioldgico excedente (heces) de pacientes
con diagnéstico de cancer colorectal y muestras de tacos de parafina de
pacientes con diagnostico de cancer colorectal.

o Poblacion y muestras:

a) 15 muestras patolégicas de tacos de parafina de pacientes
diagnosticados con cancer colorectal.

b) 15 muestras normales de tacos de parafina de pacientes
diagnosticados con cancer colorectal.

c) 5 muestras de heces de pacientes con diagnéstico de cancer de
colorectal

d) 4 muestras de heces de pacientes sanos.
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3 Criterios de seleccion:
3.1 Criterios de exclusién

Consumo de antibioticos en los ultimos 3 meses
Almacenamiento de tacos de parafina por mas de 2 afios

Muestra insuficiente

O O O O

Tipo Histoldgico asociado a heredabilidad como sindrome de Lynch,
sindrome de poliposis adenomatosa familiar.

0 Antecedente de cancer de otra localizacion y carcinomatosis.

4 Estrategia de recoleccion de datos:
4.1 Organizacion

Se realizo las coordinaciones con la Direccion del Hospital Goyeneche, y el
laboratorio de anatomia patoldgica “Ortiz y Postigo” para la realizacion del

estudio.

Para las muestras de tacos de parafina: Se buscoé en el registro digital del
laboratorio de anatomia patoldgica “Ortiz y Postigo” con los siguientes

”

keywords:cancer de colon” “"adenocarcinoma” “colon” “cancer de recto”
‘recto”, se tomaron los datos de interés en una ficha de recoleccion de datos
(Anexo 1), se verifico el cumplimiento de los criterios de seleccion, y se
realiz6 una revision microscépica de las laminas procedentes de los tacos
de parafina, se marcaron las zonas patolégicas (con cancer) y las zonas
normales (sin cancer), se procesaron de forma inmediata en el laboratorio

de biologia molecular de la Universidad Catolica Santa Maria.

Para las muestras de heces: Se buscé en el registro de altas del servicio a
todos los casos con diagndstico de cancer colorectal. Se tomaron datos de
nombre o nimero de historia clinica, se solicitd el permiso para la revision
de las historias clinicas con el fin de recoger las variables de interés en una
ficha de recoleccion de datos (Anexo 1) entre los casos que cumplieron los
criterios de seleccion, se contactd a los pacientes, se les informé sobre el
presente proyecto y posteriormente se les solicito la firma del consentimiento

informado (Anexo 2) para su participacion en el mismo.
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Se procedié a la toma de muestra de excedente biolégico (heces) y se
proceso6 de forma inmediata en los laboratorios de biologia molecular de la

Universidad Catolica Santa Maria.
4.2 Recursos:
4.2.1 Humanos:
Investigador, asesor.
4.2.2 Materiales:

- Material e infraestructura del laboratorio de Biologia Molecular
UCSM:
o Micropipetas (4 Juegos de 3 c/u)
o Vortex
o Medios de Cultivo
o Factores de crecimiento
o Analisis de secuencias

- Fichas de recoleccion de datos.

- Material de escritorio

- Computadora personal

- Programa estadistico.

- Impresora.
4.2.3 Financieros:

El estudio fue financiado por la Universidad Catdlica de Santa Maria, a
través del fondo para la investigacién del Vicerrectorado de investigacion
- Proyecto: CARACTERIZACION DEL MICROBIOMA HUMANO
BACTERIANO GASTROINTESTINAL Y SU ASOCIACION CON EL
CANCER GASTRICO Y COLORECTAL: UN ESTUDIO BASADO EN LA
TECNOLOGIA DE “NEXT GENERATION SEQUENCE”

4.3 Criterios para manejo de resultados:

a) Plan de Procesamiento
Los datos registrados en el Anexo 1 fueron codificados y tabulados para

su andlisis e interpretacion.
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b) Plan de Clasificacion:
Se empled una matriz de sistematizacion de datos donde se transcribié
los datos recolectados. La matriz fue disefiada en una hoja de calculo de
Excel.

c) Plan de andlisis
Los datos que se obtuvieron fueron analizados estadisticamente, para

determinar la frecuencia en porcentaje de los casos recolectados.
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CAPITULO I
RESULTADOS
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Tabla 1.

Casos de cancer colorectal, segun edad.

EDAD (ANOS) N %
<20 0 0%
20-40 1 5%
40-60 10 50%
60-80 7 35%
> 80 2 10%
TOTAL 20 100%

Fuente: Elaboracion propia

En la tabla 1 se observa el numero de casos confirmados de cancer colorectal por
anatomia patolégica, segun la edad. EI mayor nUmero de casos se evidencio en el
rango de edad de 40 a 60 afios, mientras que el menor niumero de casos se muestra
en los menores de 40 afios.
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Gréfico 1:

Casos de cancer colorectal, segun edad.
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Fuente: Elaboracién propia

En el grafico 1 se evidencia el nimero de casos de cancer colorectal, segun la edad.
El grupo etario predominante corresponde al rango de 40 a 80 afios, con 17 casos

en total.
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Tabla 2.

Casos de céncer colorectal, segun el sexo.

SEXO N %
MASCULINO 6 30.00%
FEMENINO 14 70.00%

TOTAL 20 100.00%

Fuente: Elaboracion propia

En latabla 2 se observa los casos de cancer colorectal, segun el sexo. Se evidencia

un mayor numero de casos en pacientes de sexo femenino.

Grafico 2:

Casos de cancer colorectal, segun el sexo

B MASCULINO ® FEMENINO

Fuente: Elaboracion propia

El Gréafico 2 muestra el menor porcentaje (30%) que representan los pacientes de

sexo masculino con el diagnéstico de cancer colorectal.

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




UNIVERSIDAD

REPOSITORIO DE CATOLICA

TESIS UCSM - DE SANTA MARIA

Tabla 3.

Casos de cancer colorectal, segun procedencia.

PROCEDENCIA N %
URBANO 16 80%
SEMIRURAL 4 20%

RURAL 0 0%
TOTAL 20 100%

Fuente: Elaboracién propia

En la tabla 3 se evidencia que el mayor nimero de casos de cancer colorectal,

tienen como procedencia una zona urbana, y ninguno de una zona rural.

Gréafico 3:

Casos de cancer colorectal, segun procedencia.

B URBANO mSEMIRURAL mRURAL

Fuente: Elaboracién propia

El Grafico 3 muestra los casos de cancer colorectal, segun la procedencia, donde
el mayor porcentaje (80%) proceden de una zona urbana, un 20% de una zona

semirural, y ninguno de una zona rural.
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Tabla 4.
Extraccion de ADN en muestras de tacos de parafina patoldgicas (PP) y

normales (PN) en pacientes con cancer colorectal.

CODIGO TIPO DE MUESTRA EXTRACCION DE ADN
PP1 Taco de parafina Negativo
PP2 Taco de parafina Negativo
PP3 Taco de parafina Negativo
PP4 Taco de parafina Negativo
PP5 Taco de parafina Negativo
PP6 Taco de parafina Negativo
PP7 Taco de parafina Negativo
PP8 Taco de parafina Negativo
PP9 Taco de parafina Negativo

PP10 Taco de parafina Negativo
PP11 Taco de parafina Negativo
PP12 Taco de parafina Negativo
PP13 Taco de parafina Negativo
PP14 Taco de parafina Negativo
PP15 Taco de parafina Negativo
PN1 Taco de parafina Negativo
PN2 Taco de parafina Negativo
PN3 Taco de parafina Negativo
PN4 Taco de parafina Negativo
PN5 Taco de parafina Negativo
PN6 Taco de parafina Negativo
PN7 Taco de parafina Negativo
PN8 Taco de parafina Negativo
PN9 Taco de parafina Negativo
PN10 Taco de parafina Negativo
PN11 Taco de parafina Negativo
PN12 Taco de parafina Negativo
PN13 Taco de parafina Negativo
PN14 Taco de parafina Negativo
PN15 Taco de parafina Negativo

Fuente: Elaboracion propia

En la tabla 4 se muestra los resultados de la extraccion de ADN en muestras las
muestras de tacos de parafina, donde se evidencia que independientemente de si
la zona contenia 0 no cancer colorectal, la totalidad de las muestras no contenian
ADN.
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Grafico 4:
Extraccién de ADN en muestras de tacos de parafina de pacientes con

cancer colorectal.

mPOSITIVO mNEGATIVO

Fuente: Elaboracién propia

En el grafico 4 se evidencia que el 100% de las muestras de parafina, no contenian

ADN, al momento de realizar la extraccion de la misma.
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Tabla 5.
Extraccion de ADN en muestras de heces de paciente con cancer colorectal

(HP) y de pacientes sanos (controles) (HS).

CODIGO TIPO DE MUESTRA EXTRACCION DE ADN
HP1 Heces Positivo
HP2 Heces Negativo
HP3 Heces Positivo
HP4 Heces Positivo
HP5 Heces Positivo
HS1 Heces Positivo
HS2 Heces Positivo
HS3 Heces Positivo
HS4 Heces Positivo

Fuente: Elaboracién propia

En la tabla 5 se evidencia la extraccion de ADN en muestras de heces donde solo

una de ellas no contenia material genético al momento de la extraccion.
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Grafico 5:
Extraccién de ADN en muestras de heces de pacientes con cancer

colorectal y sujetos sanos
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Fuente: Elaboracién propia

En el grafico 5 se evidencia que el 89% de las muestras 