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RESUMEN

Introduccién: El cancer es una enfermedad que se presenta debido a un
crecimiento celular descontrolado que puede llegar a afectar cualquier parte del
organismo. En el cancer colorrectal, las células van creciendo de manera
descontrolada formando pélipos, los cuales deben ser removidos cuanto antes. En
Colombia esta reportado para el 2008 una incidencia de 8.3 casos por cada
100.000 habitantes, una cifra que va a aumentando cada afio. Una de las causas
del cancer es una mutacion en la linea germinal, que puede predisponer a una
herencia familiar de cancer, donde un Unico cambio genético es suficiente para el
desarrollo de un tumor maligno. Se ha observado que mutaciones en los genes
MSX1 y AXIN2 pueden estar asociadas al desarrollo de cancer de colon, debido a
gque cada uno de estos genes tiene una funcién especifica en las vias de
sefializacion p53 y Wnt respectivamente. Con esta investigacion se busca
identificar el polimorfismo (microsatelite) CA en el gen MSX1 y el SNP rs2240308
para el gen AXIN2.

Objetivo: Identificar la asociacion entre las mutaciones de los genes MSX1 y

AXIN2 y la presencia de cancer de colon.

Materiales y métodos: Se realizO la extraccibn de ADN de pacientes
diagnosticados con cancer colorrectal, e individuos sanos. Posteriormente, se
realizé la amplificacién por PCR (Reaccion en Cadena de la Polimerasa) de los
genes MSX1 y AXIN2. Para MSX1, los productos amplificados fueron
secuenciados, con el fin de determinar el polimorfismo CA. Mientras que para
AXIN2, los productos amplificados fueron sometidos a digestion enzimatica para
determinar la presencia del SNP rs2240308. Mediante el test exacto de Fisher se

realizo el andlisis estadistico para el resultado de cada gen.

Resultados: Para el gen MSX1 no se observa una diferencia estadisticamente

significativa al comparar los casos experimentales versus los individuos control.



Para el gen AXIN2, mediante el test exacto de Fisher, no se observa un asociacion

entre la presencia del SNP rs2240308 y la presencia de cancer de colon.

Como conclusién al no encontrarse ninguna asociacion entre la presencia de
estas mutaciones y el cdncer de colon se sugiere que la metilacion de estos genes
es una posible causa asociada al cancer colorrectal, por lo cual se recomienda
evaluar patrones epigenéticos, como los patrones de metilacion en los genes

estudiados.



1. INTRODUCCION

El cancer se caracteriza por un crecimiento y division celular descontrolados. Las
células cancerigenas tienen una tasa de proliferacion celular mayor que el tejido
normal, y pierden la capacidad de llevar a cabo una muerte celular programada
(apoptosis)(1). Una de las causas del cancer es una mutacién en la linea germinal,
gue puede predisponer a una herencia familiar de cancer, donde un Unico cambio

genético es suficiente para el desarrollo de un tumor maligno(2).

Dentro de las causas mas comunes en el desarrollo del cancer colorrectal, se
encuentra la inestabilidad gendmica. Esta hace referencia a un gran nimero de
mutaciones raras que alteran diferentes genes, como: mutaciones, polimorfismos y
SNPs, donde se ve alterada la funcién de mantener la estabilidad cromosémica

durante la replicaciéon(3).

En el cancer colorrectal, las células van creciendo de manera descontrolada
formando pdlipos, pudiendo ser estos benignos o malignos, los cuales deben ser
removidos cuanto antes para evitar complicaciones en los pacientes. En Colombia
esta reportado para el 2008 una incidencia de 8.3 casos por cada 100.000
habitantes, de esta forma ocupando el tercer puesto en causas de muerte en este

pais, y un aumento cada afio(4, 5).

Los genes MSX1 y AXIN2, podrian tener asociacion en el desarrollo de cancer de
colon en la vida adulta, pues estos tienen un papel importante en la inhibicién del
crecimiento tumoral. MSX1 por su parte codifica una proteina que funciona como
un represor transcripcional, expresada en los sitios donde ocurre proliferacion
celular y apoptosis durante la embriogénesis, de esta forma e interactuando con

p53 inhibe el crecimiento tumoral mediante la induccion de apoptosis. Y la vez



AXIN2 regula negativamente la sefializacion Wnt retroalimentandola, en algunos

carcinomas celulares, indicando que es un gen supresor de tumores(6, 7).

De esta manera, con esta investigacion se busca identificar el polimorfismo CA en
el gen MSX1 y el SNP rs2240308 para el gen AXIN2, y su asociacion con la
presencia de cancer colorrectal.
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2. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA Y JUSTIFICACION

El cancer ocurre como consecuencia de cambios inesperados en el material
genético por diferentes razones, sea por exposicion a agentes toxicos, virus, 0
herencia familiar, también se presentan cambios cromosémicos que suceden a
causa de infecciones, consumo de tabaco, exposicion a agentes quimicos, drogas

entre otros(1).

En el cancer colorrectal, las células van creciendo de manera descontrolada
formando polipos que pueden o no ser benignos, por lo cual deben ser removidos
cuanto antes con el fin de evitar el desarrollo de cancer en una etapa mucho mas
avanzada, que pueda afectar al individuo. Si no son removidos a tiempo, y estos
pélipos son de origen canceroso o maligno, la enfermedad se puede diseminar a
otras partes de intestino o del cuerpo, poniendo en peligro la vida del paciente(1,
4). La Organizacion mundial de la salud, afirma que el cancer es la primera causa
de muerte a escala mundial, y que dentro de los tipos de cancer con mayor
prevalencia, el cancer colorrectal ocupa el cuarto lugar. Por lo anterior, es
necesario identificar factores de riesgo genéticos que permitan prevenir lesiones

antes de su aparicién(4, 8).

Los genes MSX1 y AXIN2, podrian tener asociacion en el desarrollo de cancer de
colon en la vida adulta, pues estos tienen un papel importante en la inhibicion del
crecimiento tumoral. MSX1 codifica para una proteina que funciona como un
represor transcripcional expresado en los sitios donde ocurre proliferacion celular y
apoptosis durante la embriogénesis, de esta forma e interactuando con p53 inhibe
el crecimiento tumoral mediante la induccion de apoptosis(6). Y a la vez los
productos del gen AXIN2 son esenciales para la degradacion de B-catenina
(componente de la sefializacibn de la via Wnt) que esta desregulado con

frecuencia en las células cancerosas(9, 10).
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La via de sefalizacién Wnt juega un papel importante en el desarrollo embrionario
para la especificacion del destino celular en los patrones tisulares y el control de la
division celular. En el ser humano se conocen 19 proteinas codificadas por los
genes Wnt, y estas se dividen en 2 clases: las que realizan sefializacion por la via
de B-catenina y las que utilizan otras vias. Durante la vida adulta, esta via de
sefalizacion Wnt también tiene un papel muy importante, manteniendo la
homeostasis en diferentes tejidos: mama, piel, sangre, cerebro e intestino de esta
forma manteniendo los nichos de células madre somaticas. Si esta via es regulada
de forma inadecuada se puede dar lugar a una proliferacién neoplasica de estos
tejidos(11).

Se ha reportado que AXIN2 como componente de la via de sefializacion Wnt
desempefia un papel fundamental en tumorigénesis y la disregularidad en las
células cancerosas, donde se encuentra presente el SNP rs2240308. Con el fin de

averiguar si este polimorfismo esta asociado al cancer de colon.

Debido a que se ha encontrado una relacion funcional entre el gen MSX1y p53, y
entre el gen AXIN2 y la via de sefializacion Wnt, ¢ es posible que los polimorfismos
CA en MSX1 y el SNP rs2240308 en AXIN2, se encuentren relacionados con el

desarrollo decancer colorrectal?

De esta manera se propone este proyecto de investigacion, donde se espera
encontrar e identificar el polimorfismo (microsatelite) CA en el gen MSX1 y el SNP
rs2240308 para el gen AXIN2, en pacientes diagnosticados con cancer de colon.
Realizando un estudio piloto para el exon 1 del gen AXIN2 en 15 pacientes con
cancer de colon y comparandolos con los resultados de los individuos controles,
se espera de esta forma establecer una posible asociacién entre estas mutaciones

y la enfermedad.
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3. MARCO TEORICO

El cancer se caracteriza por una division celular maligna excesiva, cada una de
estas células cancerigenas posee una tasa proliferativa mucho mayor que
cualquiera en un tejido normal, esto debido a la perdida de la capacidad de
someterse a una muerte programada (apoptosis)(1), en donde, si no se recibe un
tratamiento adecuado y a tiempo, estas células puede adquirir la capacidad de
separarse de su propio tejido y desarrollar una metastasis en otros sitios del
cuerpo. Esta metastasis ocurre como producto de la interaccion entre las células
cancerosas y el microentorno, de esta forma las células tumorales invaden y
crecen en tejidos nuevos provocando disfuncién de los 6rganos y posteriormente

la muerte(2).

Las cifras de céncer colorrectal en Colombia son realmente alarmantes, pues el
altimo dato que brinda el Instituto Nacional de Cancerologia (INC), afirma que en
2008 hubo una incidencia de 8.3 casos por cada 100.000 habitantes, y una
mortalidad de 5 casos por cada 100.000 habitantes, ocupando el tercer puesto de
muertes por cancer en el pais(5). El inicio de la patologia estd ligado al
crecimiento de unos polipos adenomatosos que inicialmente son benignos(4, 12),
esto va a convertirse en un adenoma con un alto grado de displasia, que
posteriormente avanzara a un cancer invasivo y se propagara por la mucosa del
colon. Estas fases se clasificaran en cuatro estadios segun su propagacion, lo que
también va evidenciar la gravedad del paciente y la probabilidad de recuperacion.
(I: tumor; II: tumor y metastasis; Ill: propagacion a ganglios linfaticos; IV:
Metéastasis en sitos distantes)(3). En las primeras etapas que aun son curables (l'y
II) con solo una cirugia el cancer puede ser desecado, pero en el estadio Il se
necesita de una cirugia mas tratamientos con quimioterapias, y si la enfermedad

se deja avanzar a un estadio IV es practicamente incurable(3, 13).

Los cambios genéticos en el cancer colorrectal ocurren por algunas vias de

sefalizacion, y son factores claves para la formacion de tumores. Uno de estos
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cambios ocurre en la via de sefializacion Wnt, cuando la -catenina (oncoproteina)
se une a la proteina axin2 que actiua de la misma forma que APC (Polipos
adenomatosos del colon), su homodloga en ratones, y va a crear un factor de
transcripcion que regula los genes en la activacion celular. Cuando ocurre una
mutacion en esta proteina axin2, la B-catenina se degrada, derivando a una
inadecuada sefalizacién, lo cual provoca una predisposicion al cancer hereditario.
De igual forma la inactivacion de la via p53 causada por una mutacion en TP53, o
un dafio en las proteinas que interactiian con p53 como msx1, va a conducir a una
interrupcion en la reparacion del DNA y dar origen a cambios displasicos y

desarrollo de la enfermedad(3) (Figura 1).

Genes

MSI APC, KRAS, PIK3CA, TP53, SMAD4, ?
(MMR mutation) B-Catenin BRAF  PTEN msx1  TGFBR2
(methylation)

Progression

Normal Small Large
epithelium adenoma adenoma

Epithelium :
Lamina
propria \ . = ) 3
Muscularis
mucosa

Submucosa

Growth f

Factors / | V||
ok 4 Ay Supresores tumorales

V que estan desactivados |
EGFR en el cancer de colon

| //7*7 J
Mediadores

TGF-B

oncogenicos que se
activan en el cancer de
colon

Figura 1: imagen tomada y modificada Markowitz SD, Bertagnolli MM. Molecular Origins of Cancer:
Molecular Basis of Colorectal Cancer 2009.(3)

Un tercio de los canceres colorrectales inactivan TGFBR2 que es una proteina
transmembranal que regula la transcripcion de genes relacionados con la
proliferacion celular, afectado por mutaciones que inactivan la ruta TGF-f y sus
factores transcripcionales como SMAD4, predisponiendo a una formacion de un
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alto grado de displasia. Los oncogenes KRAS y BRAF producen aproximadamente
el 37% de los canceres colorrectales debido a mutaciones que actuan la
sefalizacion MAPK y detectadas en pequefios polipos, igualmente ocurre con
mutaciones en PI3BKCA donde se pierde la inhibicion PI3K por desaparicion del
PTEN(3).

Existen muchos factores de riesgo asociados al cancer como el cigarrillo, el
alcohol, la dieta, herencia, etc. Estos factores van aumentando a medida que va
pasando el tiempo, la herencia es uno de los factores que mas afecta a la
sociedad pues se estima que si se posee un familiar con historia médica de
polipos adenomatosos, el riesgo de contraer cancer colorrectal después de los 40
anos es del 90%(13, 14).

El cancer también es causado por alteraciones en oncogenes, genes supresores
de tumores y genes de micro ARN. Estas alteraciones suelen ser a causa de
fendbmenos somaticos; sin embargo, una mutacién en la linea germinal puede
predisponer a una herencia familiar de cancer, donde un Unico cambio genético es
suficiente para el desarrollo de un tumor maligno(13, 15). Cuando estos cambios
genéticos ocurren en el cromosoma de una célula, estas se convierten en
anormales, y de esta forma pierden la capacidad de controlar su propio
crecimiento(13).

Los genes MSX1 y AXINZ2, podrian tener asociacion en el desarrollo de cancer de
colon en la vida adulta, pues estos tienen un papel importante en la inhibicién del
crecimiento tumoral, MSX1 codifica una proteina que funciona como un represor
transcripcional expresada en los sitios donde ocurre proliferaciéon celular y
apoptosis durante la embriogénesis, de esta forma e interactuando con p53 inhibe
el crecimiento tumoral mediante la induccion de apoptosis(6, 7). Y a la vez los

productos del gen AXIN2 son esenciales para la degradacion de B-catenina
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(componente de la sefalizacion de la via Wnt) que esta desregulado con
frecuencia en las células cancerosas(9, 10).

3.1. MSX1

MSX1 es un gen homeobox inductor de apoptosis ,que codifica para una
secuencia 60 aminoacidos conservada evolutivamente, los genes homeobox
funcionan como reguladores esenciales de procesos transcripcionales en una
variedad de procesos de desarrollo. MSX1 codifica una homeoproteina que
funciona como un represor transcripcional por medio de las interacciones con
componentes del complejo transcripcional nuclear. Asi MSX1 es expresado en
sitios donde se producen la proliferacion celular y la apoptosis durante la
formacion de patrones en la embriogénesis(7).

Estas homeoproteinas poseen unas propiedades bioquimicas fundamentales
en el papel de MSX1 como un regulador transcripcional embrionario, lo que se
relaciona con su capacidad regenerativa, asi como el crecimiento de pelo y los
dientes que han sido bien documentado. Sin embargo, su papel como regulador

de supresor de tumores en los tejidos adultos sigue siendo desconocido(16).

3.1.1. P53y MSX1
El gen P53 es esencial en la prevencidon de una inadecuada proliferacion celular y
en el mantenimiento de la integridad del genoma. Este se activa después de
dafios en el ADN causados por: radiacion ionizante, radiacion UV, farmacos
citotoxicos, algunos virus infecciosos entre otros; la activacién de este gen implica
un aumento en la proteina p53, que se va a acumular en el ndcleo cuando el DNA

sufre dafos, y asi ser capaz de detener el ciclo celular antes que este se replique,
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y de esta misma forma iniciar su reparacion, lo cual provoca diversas respuestas

biologicas a nivel celular y en el organismo completo(17).

Cuando existe una sobreexpresion de p53 se induce la sintesis de proteinas
inhibidoras de los complejos ciclina-CDKs, bloqueando el ciclo celular en las fases
G1, G2y S, y agregado una pausa en el ciclo celular a la célula para reparar los
dafios antes de entrar en sintesis y mitosis. Si el dafio en el ADN se repara el ciclo
celular puede continuar y replicar la célula normalmente, pero si no se repara

debido a multiples errores, p53 va a inducir la apoptosis de la célula(18).
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Cuando la funcibn o estructura de p53 es alterada se va a producir una
inestabilidad gendmica, siendo las células incapaces de evitar la proliferacién o
activar la apoptosis, y de esta forma cuando esta comprometida la integridad del
ADN, son capaces de acumular las mutaciones y llevar a cabo replicaciones

multiples y sin control para completar la carcinogénesis(19, 20).

. Cell'cycle arrest

Apoptosis

Senescence

Figura 2: via p53 tomado de Regulation and function of the p53 tumor suppressor protein(19)

El homeodominio de MSX1 funciona como una zona de interaccién proteina-
proteina con p53, por lo cual, cumple un papel importante en la regulaciéon de p53

y asi mismo en la estabilizacion nuclear y la funcién apoptotica(16, 21).

En algunos tipos de cancer la interaccion de p53 se ve afectada con la interaccion
de proteinas virales lo cual inactiva todo tipo de funciones de esta, en recientes

estudios se ha encontrado que una expresion desregulada de los genes
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homeobox como MSX1 esta involucrada en la oncogénesis humana, pues estos
genes homeobox que son regulados en cdncer comparten algunas caracteristicas

como: especificidad de tejido y pérdida de la funcién por factores epigenéticos(22).

Se demuestra que MSX1 interactia con p53 inhibiendo el crecimiento tumoral
mediante la induccién de la apoptosis tanto in vitro como in vivo. La identificacion
de la funcién de MSX1 como un regulador de p53 puede abrir nuevas vias para el
desarrollo en la mejora de terapias moleculares para tumores con una inactivacion
de p53 con un mecanismo no mutacional, y lo cual propone que una reactivacion

en la actividad de p53 podria tener un gran potencial terapéutico(6).

3.2. AXIN2
Se ha demostrado que AXIN2 regula negativamente la sefializacion Wnt
retroalimentandola, en algunos carcinomas hepato celulares, indicando que es un
gen supresor de tumores, y hasta hoy este gen estd implicado en tres vias de
sefalizacion diferentes: en la via SAPK (stress activated protein kinase, por sus
siglas en inglés), en la via del factor de crecimiento transformante B (TGFpB), y la
via de sefializacion Wnt(23). La sefializacion de Wnt se ha comprometido en la
regulacion de diversos eventos de desarrollo, asi como en las aberraciones de la

homeostasis celular que puede conducir al cancer(24).

3.2.1. Sefializacion Wnt y AXIN2
La activacion de la via de sefializacibon Wnt comienza con la secrecion de
proteinas Wnt y su unién a los receptores celulares Frizzled (Fzd), esta union
involucran proteinas relacionadas con los receptores de lipoproteinas LRP5 o
LPR6. “Los receptores Fzd son una familia de proteinas transmembranales, con

un dominio extracelular rico en cisteina que se acopla a las moléculas Wnt”. Una
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vez lograda la activacion del receptor Fzd, este recluta a la proteina Dishevalled
(Dvl) que luego es fosforilada, asi activandose y bloqueando el complejo proteico
citoplasmatico (APC/Axina/GSK-3) encargado de la degradacion de la proteina B-
catenina, estas se acumulan y desplazan la proteina Groucho y forman el
complejo LEF-1/TCF que inician la transcripcion de los genes diana c-MYC,
CCNDL1 y FOSL1, entre otros. Cuando este ligando Wnt esta ausente el complejo
proteico APC/Axina/GSK-3 estas B-cateninas son degradadas en los proteosonas

y no hay expresion de genes(11).

Figura 3: Representacion esqueatica de la via Wnt tomada de: La via de sefializacion Wnt-g-
catenina y su relacion con céncer. (11)

En una porcion menor de los tumores colorrectales, puede ocurrir una activaciéon

de Wnt a través de mutaciones que afectan a los sitios de fosforilaciéon dentro del
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exon 3 de la B-catenina. En las mutaciones en los componentes de Wnt de AXIN2
se han encontrado microsatélites inestables en canceres de colon, pero no esta
claro en todos los caso si estos cambios podrian ser funcionales. La modulaciéon
terapéutica de la via de Wnt sigue siendo todavia una posibilidad terapéutica para

los carcinomas colorrectales con un gran atractivo(25).

La via sefializacibon de Wnt controla la homeostasis intestinal que esta
desregulada con frecuencia en el cancer colorrectal, manteniendo los niveles de
fuerza y localizacion subcelular de la B-catenina, las mutaciones mas frecuentes
en los componentes de esta via ocurren en la porcibn APC (poliposis
adenomatosa coli) que esta en el 90% de los canceres colorrectales que surgen
espontaneamente y caracterizado por una aparicion temprana de poliposis
adenomatosa familiar. En la ausencia de (B-catenina y asociados a los complejos
de destruccion (GSK3) y (CK1) que también actian como inhibidores de las

proteinas axinl y axin2(26).

3.3. Polimorfismos Genéticos
Los polimorfismos genéticos estan definidos como variaciones que ocurren en un
sitio especifico del ADN, las cuales estan presentes por lo menos en el 1% de la
poblacion(27).

Estas variaciones son ocasionadas por mutaciones que pueden ocurrir
aleatoriamente o por un proceso de evolucion, considerandose algunas de estas
mutaciones silenciosas y otras con una importancia significativa teniendo la

posibilidad de evidenciar ambas en el laboratorio(28).

Los polimorfismos pueden afectar una secuencia codificante o reguladora,

ocasionando cambios importantes en la estructura de las proteinas o en el
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mecanismo de regulacion, produciendo cambios fenotipicos(27). Dentro de los

tipos de polimorfismos mas comunes se encuentran los SNPs y los microsatélites.

Los SNPs (polimorfismos de nucle6tido sencillo) corresponden a una sustitucion
simple de una base nitrogenada (ejemplo: cambio de una citosina (C) por una
adenina (A). Estos, pueden estar presentes en regiones codificantes o no
codificantes, teniendo de méas importancia los que se encuentran en las regiones
codificantes, y siendo las mutaciones mas comunes que ocurren en el genoma,
pues estas se encuentran generalmente en relacion con enfermedad y puede ser
heredable(29).

Los microsatélites son repeticiones de un fragmento de la secuencia que pueden
ser de dos hasta seis pares bases, y se repite de forma consecutiva (ejemplo:
CACACACA), creando asi diferencias entre los alelos. Se encuentran en las zonas
no codificantes del ADN, y pueden ser utilizados como marcadores moleculares en

diferentes estudios genéticos(30).
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4. OBJETIVOS

4.1.Objetivo General
Identificar la asociacion entre las mutaciones de los genes MSX1 y AXIN2 y la

presencia de cancer de colon.

4.2.Objetivos Especificos
e |dentificar el polimorfismo CA en el gen MSX1 y el SNP rs2240308 para el

gen AXIN2 en pacientes diagnosticados con cancer de colon.

e Establecer la relacion de los polimorfismos estudiados con la presencia de

cancer de colon.

5. METODOLOGIA

5.1.Recoleccion de Muestras:
Las muestras fueron obtenidas en el centro médico Dali, en el area de
enfermedades digestivas en la ciudad de Bogota D.C. Se obtuvieron 15 muestras
de saliva de pacientes diagnosticados con cancer de colon, recogidas en un kit de
la casa comercial DNAgenotek (oragene-DNA OG 500) y almacenadas con las
especificaciones del fabricante. Y se obtuvieron 15 muestras de individuos sanos,
gue fueron tomadas por venopuncion y obtenidas en un tubo con anticoagulante
(EDTA) y consideradas como control en pacientes del centro odontolégico de la
Pontificia Universidad Javeriana que no presenten antecedentes familiares de
algun tipo de cancer. Todas las muestras se obtuvieron con un consentimiento
informado previamente aceptado y firmado por cada persona, y que anteriormente
también fue aprobado por el comité ético del Centro de Investigaciones

Odontologicas de la Pontificia Universidad Javeriana.

23



5.2.Extraccion de ADN:
En este paso se realiz6 una extraccion de ADN utilizando el kit prepIT-L2P, de la
casa comercial DNAgenotek y el ADN resultante fue almacenado a -20°C. La
extraccion de DNA a partir de muestras de sangre se hizo por medio del Kit
Ultraclean Blood DNA Isolation kit de la casa comercial MO BIO Laboratories, Inc.
En ambos casos, se siguieron las instrucciones del fabricante como se describe a

continuacion:

5.2.1. Extraccion de ADN de muestras de saliva
Luego de la recoleccion de las muestras estas fueron puestas en un bafio con

agua durante 1 hora a 50°C y se siguieron los siguientes pasos:
1. Tomar 500 pL de muestra y 20 pyL del reactivo del kit preplT.L2P y se
pondran en un tubo eppendorf.
2. Incubar en hielo 10min.
3. Centrifugar 5min a 13.000rpm.

4. Transferir el sobrenadante resultante a otro tubo eppendorf y descartar el
anterior tubo.

5. A este sobrenadante agregarle 600 uL de etanol al 100%, dejar reposar
10min.

6. Centrifugar 2min a 13.000rpm

7. Remover el sobrenadante resultante sin tocar el pellet. Y agregar 250 pL de
etanol al 70%

8. Centrifugar 2min a 13.000rpm
9. Remover el etanol y dejar secar.

10. Suspender en 50 pL de TE y almacenar
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5.2.2. Extraccion de ADN de muestras de sangre

La extraccion de DNA a partir de muestras de sangre se realiz6 siguiendo el

siguiente protocolo:

1.

9.

© N o o b~ W N

En un tubo eppendorf poner 300 pL de sangre total y 900 uL de la solucion
G1.

Incubar a temperatura ambiente invirtiéndolo 2 veces durante 5 min.
Centrifugar 30seg a 13.000rpm

Remover y descartar el sobrenadante resultante sin dafiar el pellet.
Resuspender el pellet.

Agregar 300 pL de la solucion G2 y mezclar para lisar células.
Agregar 1.5 puL de RNasa A, y mezclar en vortex lento.

Agregar 100 pL de solucion G3 y realizar inmediatamente un vortex por
15seg.

Centrifugar 3min a 13.000rpm

10. Tranferir sobrenadante a otro tubo eppendorf y descartar le tubo anterior.

11.Agregar 300 pL de isopropanol al 100%, invertir 15 veces e incubar 3min a

temperatura ambiente.

12.Centrifugar 1min a 13.000rpm

13.Descartar sobrenadante resultante sin dafiar el pellet.

14.Agregar 300 pL de etanol al 70% invertir 5 veces para lavar el pellet.

15. Centrifugar 30seg a 13.000rpm

16.Descartar sobrenadante sin dafiar el pellet

17.Centrifugar 30 seg a 13.000rpm y remover sobrenadante restante.

18.Agregar 50 pL de solucion G4 y poner en agua a 65°C para resuspender

ADN.
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5.3. Cuantificacion y Pureza del ADN
Una vez se tienen los productos de cada extraccion de ADN, tanto para las
muestras de saliva, como para las muestras de sangre, el siguiente paso es
verificar la calidad y concentracion de la extraccion. Este proceso se llevo a cabo

mediante el uso del nanodrop-1000.

El proceso de lectura en este equipo es el siguiente: Para realizar la lectura de
cada muestra primero se tiene que ajustar con un blanco y calibrar el equipo, por
esto para las extracciones de muestras de saliva el blanco es TE, donde se
resuspende ADN obtenido al final de la extraccion, y para la lectura de las
extracciones de muestras de sangre el blanco es la solucion G4 del kit de

extraccion, donde igualmente se resuspende el ADN obtenido en la extraccion.

Una vez ajustado el blanco y calibrado el equipo se pone 1uL de la muestra a
analizar y se lee, e inmediatamente el software nos proporciona la concentracion

de ADN obtenida en cada muestra.

5.4. PCR (Reaccién en Cadena de la Polimerasa):
Para la realizacion de la PCR se utilizara la metodologia estandarizada en el
laboratorio del centro de investigacion odontolégica y basada en la bibliografia
consultada para el gen MSX1 y segun lo expuesto por Pinarbasi, E. et al. Para
AXIN2(31).

5.4.1. Condiciones de PCR para MSX1
Para la PCR de MSX1 se utilizaron los primers o cebadores siguientes: para el
directo o forward 5-TTTGTTCCACATTTTATCCGGG-3' y para el reverso 5'-
CTGTTTCTAAGAGGGCTGGC-3’
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Ciclo ‘Temperatura Tiempo Reactivos Cantidad
Ciclo 1 (1x) 94°C 5 min H20 13.3 L
Ciclo 2 (35x) 94°C 30 seg Buffer 5uL
60°C 30 seg MgCI2 3uL
72°C 1 min DNTPs 1pul
Ciclo 3 (1x) 72°C 5min Primer F 0,75 pL
Prmer R 0,75 uL
Polimerasa 0,2 uL
ADN 1L
Volumen
final 25 uL

e Se tomo para el control negativo las mismas condiciones pero sin DNA.

e Fue utilizado ADN a un concentracion de 200 ng/uL

5.4.2. Condiciones de PCR para AXIN2

Para la PCR de AXIN2 se utilizaron los primers o cebadores siguientes: para el
directo o forward 3-CCTGGAGAGGGAGAAATGC-5 y para el reverso 3'-

CATCACCGACTGGATCTCG-5

Ciclo lTemperatura ‘Tiempo Reactivos Cantidad
Ciclo 1 (1x) 94°C 5 min H20 14.55 pL
Ciclo 2 (35x) 94°C 30 seg Buffer 2,5 uL
60°C 30 seg MgCl2 3uL
72°C 1 min DNTPs 0,75 puL
Ciclo 3 (1x) 72°C 5min Primer F 0,75 uL
Prmer R 0,75 pL
Polimerasa 0,2 uL
ADN 1L
Volumen
final 25 uL

e Se tomo para el control negativo las mismas condiciones pero sin DNA.
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e Fue utilizado ADN a un concentracion de 200 ng/dL

5.5. Electroforesis:
La electroforesis se realiz6 a partir de un gel de agarosa preparado en el momento
en el laboratorio con agarosa al 2,5% en TBE 0,5x y corrido a 60V durante 60

minutos.

Una vez realizado el gel, se procedié a montarlo en la camara de electroforesis
sumergido en TBE 0,5, en cada uno de los pozos se pondran un mezcla
realizada a partir de (3 puL de Agua, 1 pL de Buffer de carga y 1 pL de producto de
la PCR) y en el ultimo pozo se puso una mezcla de (3 yL de agua, 1 uL de buffer
cargado y 1 pL de marcador molecular) esto para verificar que la secuencia

obtenida corresponde al nUmero de pares de bases esperadas (pb).

5.6. Digestion Enzimética
Los productos de PCR resultantes para el gen AXIN2 sometidos a digestion
enzimatica durante 16 horas con la enzima Esp3l, junto con una secuencia control
(constructo) que presenta el SNP rs2240308, que fue sintetizado especificamente

con la secuencia del SNP a estudiar.
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Corte de la Enzima

Esp3l
CONSTRUCTO 5-CGTCTC N3
1000pb 3-GCAGAGN NNN}S'

Figura 4: En esta imagen se puede observar la estructura circular del constructo, y la porcion amplificada
para la digestion enzimdtica, y dentro de esta el punto y la forma del corte de la enzima Esp3/

La digestion enzimética fue realizada bajo las siguientes condiciones y a 37°C

durante 16 horas:

Reactivos Cantidad
H20 10,25uL
Buffer Tango |1 puL
DDT 0,75 pL
Esp3l 0,5 pL
Producto PCR |2,5 uL
Volumen

final 15 uL

e Después de 16 horas en incubacion se procede a inactivar la enzima a

60°C por 20 minutos.

e Electroforesis: después de digeridas las muestras junto con el constructo, y
una inactivada la enzima. Se procede a realizarse un gel de electroforesis,
donde se evidenciara el corte de cada fragmento de ADN y est& presente el
SNP rs224038.
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5.7. Secuenciacion:
La secuenciacion y purificacion de los productos obtenidos de las PCR para el gen
MSX1, fueron realizas por la empresa McLab (Molecular Cloning Laboratories).

5.8. Analisis de Secuencias:
Las secuencias obtenidas fueron analizadas con el software Geneious 6.1.6. Este

programa permite hacer alineamientos respecto a la secuencia de referencia.

5.9.Analisis estadistico
Los resultados fueron analizados con el software Graphpad Prism v.5, se
realizaron pruebas de t-Test y Test exacto de Fisher. Se tomé como significativo

valores con un p<0.05
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6. RESULTADOS Y DISCUSION
Para dar cumplimiento a los objetivos planteados los resultados seran expuestos

de la siguiente forma:

6.1.Extraccién de ADN

Luego de la extraccion de ADN se evalud la concentracion y la pureza del ADN

como se observa en la (figura 4), El software del equipo muestra la concentracion

de ADN en ng/uL y ademas la relacién de las absorbancias 260nm/280nm con el

fin de evaluar la pureza del ADN. El rango éptimo de esta relacion es de 1,8-2,0.

Todas las extracciones de ADN se encontraban dentro del rango optimo de

pureza, un ejemplo se observa en la (figura 4).

Re-blank Print Screen

| Measurement complete

02/05/2013 04:53 p.m.

Exit '

3.8.1 BD278 0,00/80/16

Measure
Blank Print Report User Default
Overlay control | Clear graph each Sample [+ Sample Type DNAS0 'TI
8,23+
7.00 7,
/ \ Sample ID
B.O0-\—
8 500N \/
=
! Semple# 13
5 400 i
S Ll 230 Zinm  Abs 4594
£ 3.00- 3
= A-26010 mm path| 7,463
™ 2.00- . \
A-280 10 mm path. 4,109
1.00
¥ 260/280 182
0.00
260/230 1,62
_D'az_l 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
220 230 240 250 260 270 280 290 300 310 320 330 340 350
Wavelength nm ngiuL 373,1

Figura 5: Imagen obtenida en el momento de medicion de la concentracion de ADN de una muestra, en el

nanodrop
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6.2. PCR para MSX1
Para la secuenciacion se realizaron previamente unas PCR para obtener la
amplificacion del gen en la zona deseada, obteniendo resultado observados en la

(figura 6).

K7' K8 K9 K10 K11 K12 K13 K14 Ki5 CN

Figura 6: Electroforesis de los productos de PCR de las muestras de cancer de Colon (K1-K15).

Como se observa en la (figura 6) se logré obtener el producto esperado para cada
una de las muestras y controles, (otras muestras y controles no mostradas), donde
el producto final esperado era de aproximadamente 250 pb y donde se espera

encontrar el polimorfismo CA en los pacientes con cancer.

6.3.Secuenciacion MSX1
Al recibir los resultados de la secuenciacion, se evalué la calidad del
electroforetograma. Todas las muestras tenian buena calidad, excepto las
muestras 2 y 4 (32), por lo cual, fueron excluidas del andlisis. Se realizé un
alineamiento con la secuencia reportada (NG_008121.1) para facilitar la lectura de

las secuencias Ver (Anexo 1).

El analisis de secuencias indicO que ocho muestras de pacientes con cancer
colorrectal tienen 9 repeticiones CA, y cinco muestras son heterocigotas para este

alelo, teniendo 9 repeticiones para un alelo y 10 para el otro.
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Para los controles se obtuvo un resultado similar al de las muestras
experimentales, once muestras provenientes de individuos controles tiene 9
repeticiones CA, a excepcion de las muestras 1, 2, 6 y 9, en las que también se
observaron alelos heterocigotos teniendo 9 repeticiones para un alelo y 10 para el

otro. Ver (figura 7).

El analisis estadistico mostré6 que no hay diferencias significativas entre los dos

grupos (Test exacto de Fisher p=0.6891).

MSX1

159

Hl control

cancer

101

0- .

.de muestras

NE

o Q
< &

N°. De Repeticiones CA

Figura 7: Resultados para el gen MSX1 de muestras de cancer y controles, donde se muestra el
namero de repeticiones y cuantas tuvieron 9 6 10 repeticiones.

Al no presentarse ninguna diferencia entre las secuencias y no encontrarse el
polimorfismo, se puede sugerir que este microsatélite CA en MSX1 no esta
asociado a la presencia de cancer de colon, sin embargo cabe resaltar que este es
un estudio piloto, para que en un futuro se puedan hacer mas estudios con

suficientes pacientes para realizar esta afirmacion.

Shames, D. et al. Afirma que una posible causa es la pérdida en la
heterozigocidad a causa de un hipermetilacion. Asi causando una inestabilidad del

genoma, y provocando la perdida de la funcion del gen, pues esta metilacion es
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vista con alta frecuencia y especificidad en la presencia de tumores. Debido a que
estos genes promotores presentan en sus secuencias regiones CpG que son

metiladas facilmente por la presencia del grupo fosfato (p) (33)(33).

En muchas células tumorales puede producirse una hipermetilacion lo que
provoca una pérdida de heterocigocidad en un mismo locus, provocando un dafio
en la funcién o pérdida total de la funcion del gen, provocandose alli un desarrollo
tumoral. Aunque no existe una regla de cuando deben ser metilados estos genes
durante la patogénesis, existen marcadores de metilacion muy especificos y que
son faciles de detectar en muchos tipos de tumores, y que en un futuro podrian ser

muy utiles en el diagnostico precoz de varios tipos de cancer(34).

6.1. PCR AXIN2
Las PCR realizadas para la amplificacion de la region deseada de gen AXIN2 se
realizaron bajo las condiciones ya descritas en la metodologia obteniendo los
resultados observados en la (Figura 8), donde se pueden los productos obtenidos

de 13 de los 15 controles usados, y 14 de las 15 muestras control (Figura 8).

K1 K2 K3 K4 K5 K6 K7 K8 K9 K10 Ki1 K12 Ki3 CN

Figura 8: Electroforesis para productos de PCR del gen AXIN2 muestras de Cancer (K1-K13)
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Cl1 C2 C3 C4 C5 C6 C7 C8 C9 C10 C11C12C13 Ci14 CN

Figura 9: Electroforesis para productos de PCR del gen AXIN2 muestras controles (C1-C14)

6.2. Digestion enzimatica de los productos de PCR de AXIN2
La digestion enzimética fue realizada luego de obtener los productos de PCR
deseados, después de estar incubadas a 37°C se puede observar en la (Figura

10) como el control (constructo).

Chs K2 K6 K7 K8 K9 K10 K11 K12 K13

Figura 10: Electroforesis de la Digestion enzimatica de muestras de cancer de colon de los
productos de PCR de AXINZ2.
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Digestion Enzimatica

Figura 11: muestra los resultados de la digestion enzimatica, y cuantas muestras fueron digeridas

La digestion enzimética indic6 que siete muestras de pacientes con cancer
colorrectal tienen el SNP rs2240308, y ocho muestras no lo presentan

evidenciandose en la (figura 10 y 11).

Para los controles se obtuvo un resultado con 2 muestras que digirieron y
presentan el SNP rs2240308, 13 muestras que no digirieron las cuales no

presentan este polimorfismo.

El andlisis estadistico mostré que no hay diferencias significativas entre los dos

grupos (Test exacto de Fisher p=0.1086).
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7. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

Para el gen MSX1 y el polimorfismo CA, no se encontraron diferencias
significativas en el nimero de repeticiones de pacientes con cancer, respecto a los
controles. Con lo cual, segun este estudio, se muestra que no hay asociacion

entre este polimorfismo y la presencia de cancer de colon.

Para la busqueda del SNP rs2240308 como también se puede observar en los
resultados no se encuentran diferencias significativas entre los pacientes con
cancer respecto los pacientes control, lo cual afirma que para este proyecto, no se

encuentra ninguna asociacion entre el rs2240308 con el cancer colorrectal.

Segun lo discutido en este trabajo, la metilacién de estos genes es una posible
causa asociada al cancer colorrectal, por lo cual se recomienda evaluar patrones

epigenéticos, como los patrones de metilacion en los genes estudiados.

Se recomienda para posteriores estudios realizar un muestreo mas amplio, este
proyecto se trataba de un estudio piloto, sin embargo, seria interesante, comparar
mayor grupo de pacientes, junto con el analisis de la secuenciacion de estos
genes completos para determinar posibles mutaciones en estos genes, diferentes

a las evaluadas, y su relacion con cancer colorrectal.
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Anexos

Anélisis de secuencias MSX1
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Secuencia del constructo para la digestion enzimatica

TCGACCGCCTGCAGTTCTTCAAGAAGAAGCAGGGCGAATTCGCCGATGGCCA
CGGCGAGACCAGCAACGAGAGCCGCGCCTGGGAAGGTGCCTACCGGCAGC

GCTGGCAGCACGACAAGATCGTGCGCTCCACCCACGGGGTGAACTGCACGC
CCTCCTGCTCCTGGTAGTTCTACGTGAAGAACGGCCACGCCGATTGCTGAGA
GGAACTGGAAGAAGAAAAATTCCCAGACTCAGTGGGAAGAGCTCCCTCACCA
TGAGTAGCGCTATGTTGGTGACTTGCCTCCCGGACCCCAGCAGCAGCTTCCG
TGAGGATGCCCCGCGGCCCCCAGTGCCAGGGGAAGAAGGGGAGACCCCAC

CGTGTCAGCCAGCCGTGGGCAAGGGCCAGGTCACCAAACCCATGCATGTCT

CTTCCAACACCAGGCGGAACCTGATCACCTGGGAAACCCAGCAGACCGACTA
CCCGCGCACCCGTCCGGACCTGCCCAACCACGAGGGCCAGCTATTCCTGGT

ACATCTACAGCGCCAACCGCCTGAAGTACCCGAAGGTGCGCAAGCCGTTGCT
CAAGCTECTCEACACEEACAARTEE G TGGATACCTTAGACTTCTGGTTTGCC

TGCAATGGATTCAGGCAGATGAACCTGAAGGATACCAAAACTTTACGAGTAGC
CAAAGTGATCTACAAAAGGTACATTGAGAACAACAGCATCGTCTCCAAGCAGC
TGAAGCCTGCCACCAAGACCTACATAAGAGATGGCATCAAGAAGCAGCAGAT

TGATTCCATCATGTTTGACCAGGCGCAGACCCACATCCAGTCEETICATECTG

GCGCGAGGCGCGGGCGCAGCACGGCGACCCGGTGAACGCCTGGGCCAGCA
TCGTCGAGGACGCCGCCAAGGCGAAGAGCTACAAGAGCCAGCGCGGCCTGG
GTGGCTTCGTCCGTTCCAGCTGGGACGAGGTCACCGAGATCATCGCCGCGG

CCAACGTCTACACCGCCAAGA
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