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Glosario

e CCR. Cancer colorrectal

e ETBF. Bacteroides fragilis enterotoxigena
e BFT. Fragilisina

e Clb. Colibactina

e |L-17. Interleucina 17

e PCR. Reaccién en cadena de la polimerasa
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Resumen.

Introduccion: El cancer colorrectal (CCR) es el tercer cancer mas comun con 1.36
millones de casos nuevos y 700,000 muertes por afio.

La estirpe histologica mas frecuente es el adenocarcinoma epitelial. Las posibles
etiologias son por factores genéticos y externos. Actualmente se habla sobre
etiologia bacteriana, identificando dos bacterias: Escherichia coli con la isla
genotoxica policetida sintasa positiva (pks+) y Bacteroides fragilis enterotoxigena
(ETBF). El ETBF induce una respuesta inflamatoria con la subsecuente secrecion
de la citocina proinflamatoria IL-17, la cual se dirige a las células epiteliales del colon

para promover la carcinogénesis mediada por ETBF.

Objetivo: Identificar la presencia en heces, por medio de PCR en tiempo real las
bacterias Escherichia coli pks+ y Bacteroides fragilis enterotoxigena en pacientes

con céncer colorrectal.

Material y métodos: Estudio comparativo de 5 casos (pacientes con CCR con
diagndstico histopatolégico de adenocarcinoma colorrectal) y 5 controles (pacientes
sanos con colonoscopia electiva, sin tumor macroscopico visible). Se realizo
basqueda intencionada por medio de PCR en tiempo real, de los genes de
Escherichia coli pks+ y Bacteroides fragilis enterotoxigena (ETBF) en muestras de
heces de ambos grupos. Y busqueda de la expresion del gen de la IL-17 en la
mucosa del colon macroscépicamente sano de los 2 grupos. Estudio con riesgo
mayor al minimo, requiri6 consentimiento informado de los participantes. Fue

aceptado por el comité de ética con el numero 055-055-2020.

Resultados: El 100% de los casos y controles fueron positivos a E. coli pks+, con
diferencia en la carga bacteriana: 14.1 y 335.5 veces mas E. coli pks+ en los casos
vs los controles. La ETBF fue positiva en el 100% de los casos y negativa en los
100% de los controles. Se demostré sobre expresion de la IL-17 en el 100% de los

casos vs los controles.



Conclusiones: Se demostrd que existe mayor carga bacteriana de E. coli pks+ en
los casos, en comparacion con los controles. EI 100% de los casos tienen ETBF y
sobre expresion de la IL-17, en comparacion con los controles.

Palabras clave: Microbiota intestinal, Cancer colorrectal, E. coli PKS+, Bacteroides

fragilis enterotoxigena, adenocarcinoma, IL-17.

Abstract.

Introduction: Colorectal cancer (CRC) is the third most common cancer with 1.36
million new cases and 700,000 deaths per year.

The most common histological lineage is epithelial adenocarcinoma. Possible
etiologies are due to genetic and external factors. Currently there is talk about
bacterial etiology, identifying two bacteria: Escherichia coli with the genotoxic island
polyketide synthase positive (pks +) and Bacteroides fragilis enterotoxigenic (ETBF).
ETBF induces an inflammatory response with subsequent secretion of the pro-
inflammatory cytokine IL-17, which targets colon epithelial cells to promote ETBF-

mediated carcinogenesis.

Objective: To identify the presence of enterotoxigenic bacteria Escherichia coli pks
+ and Bacteroides fragilis in patients with colorectal cancer by means of real-time
PCR.

Material and methods: Comparative study of 5 cases (patients with CRC with
histopathological diagnosis of colorectal adenocarcinoma) and 5 controls (healthy
patients with elective colonoscopy, without visible macroscopic tumor). An
intentional search was carried out by means of real-time PCR, of the genes of
Escherichia coli pks + and Bacteroides fragilis enterotoxigenic (ETBF) in stool
samples of both groups. And search for the expression of the IL-17 gene in the

macroscopically healthy colon mucosa of the 2 groups. Study with risk greater than



the minimum, required informed consent of the participants. It was accepted by the
ethics committee under the number 055-055-2020.

Results: 100% of the cases and controls were positive for E. coli pks +, with a
difference in the bacterial load: 14.1 and 335.5 times more E. coli pks + in the cases
vs. the controls. The ETBF was positive in 100% of the cases and negative in 100%
of the controls. Over expression of IL-17 was demonstrated in 100% of cases vs.

controls.

Conclusions: It was shown that there is a higher bacterial load of E. coli pks + in
the cases, compared to the controls. 100% of cases have ETBF and IL-17

overexpression, compared to controls.

Key words: Gut microbiota, Colorectal cancer, E. coli PKS +, Bacteroides fragilis

enterotoxigenic, adenocarcinoma, IL-17.



Antecedentes.

El cancer colorrectal (CCR) es una de las principales causas de cancer relacionado
con muertes en todo el mundo. Es el tercer cancer mas comun tanto en hombres
como en mujeres con aproximadamente 1.36 millones de casos nuevos por afio y
la cuarta causa principal de muertes relacionadas con el cancer en todo el mundo

con 700,000 muertes por afio (Ferlay et al., 2015).

Fisiopatologia

La formacion de CCR comienza con la transformacién de la mucosa del epitelio
normal en epitelio hiperproliferativo. Estas células epiteliales intestinales
hiperproliferativas (IEC) pierden su organizacion y estructura y tienen la capacidad
de formar adenomas. Los adenomas pueden crecer e invadir la submucosa y
volverse cancerosos con la capacidad de diseminarse hacia el colon (Terzic,
2010). Esta serie de eventos, llamada "secuencia de adenoma-carcinoma”, que
conduce a CCR, es heterogénea y dependiendo de las alteraciones moleculares

durante esta secuencia, se han descrito diferentes subtipos de CCR.

Etiologia

La etiologia de CCR es multifactorial y se ha relacionado con mutaciones genéticas,
dieta, procesos inflamatorios y, mas recientemente, la microbiota intestinal (Rustgi,
2007). Alrededor del 10% de los casos de CCR son hereditarios y hasta el 90% son
esporadicos (sin antecedentes familiares o predisposicion genética).

Las dos formas principales de CCR hereditario son el sindrome de Lynch o el cancer
de colon sin poliposis, que implica mutaciones en el sistema de reparacion de
desajuste de ADN Yy la poliposis adenomatosa familiar (PAF), que es causada por
mutaciones de la linea germinal en el gen supresor tumoral de la poliposis
adenomatosa del colon (Jasperson, 2010).

En el marco del CCR esporéadico se han descrito tres mecanismos principales de
inestabilidad genética: inestabilidad cromosémica (CIN), inestabilidad de
microsatélites (MSI) y fenotipo de metilador de isla CpG (CIMP). Estos mecanismos

tienen un impacto en las principales vias de sefalizacion y conducen a la pérdida
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de control de la proliferacion celular, el crecimiento celular ilimitado y el desarrollo

de tumores (Ferlay, 2015).

Ademas del factor genético incontrolable, varios factores del estilo de vida juegan
un papel importante y son responsables de aproximadamente el 90% de la aparicion
de CCR esporadico. De hecho, la incidencia de CCR es muy inconsistente en todo
el mundo, con las tasas mas altas en Europa, Nueva Zelanda, Estados Unidos y
Australia, y las tasas mas bajas en Africa y Asia del Sur (Ferlay, 2015). En 2012, un
estudio mostré una gran disparidad de ocurrencia de CCR dependiendo del estado
socioeconémico con un mayor riesgo para el estado socioeconémico mas bajo, en
comparaciéon con el mas alto debido a la mayor prevalencia de comportamientos
adversos para la salud, como dieta poco saludable, consumo de alcohol,
tabaquismo, obesidad y ausencia de actividad fisica (Doubeni, 2012). De hecho, la
dieta juega un papel importante en la aparicion de CCR y se estima que esta
involucrada en el 30% al 50% del CCR en todo el mundo. Los estudios han
demostrado que el consumo de carne roja, la dieta baja en fibra, calcio, acido folico

y vitamina D podria aumentar el riesgo de desarrollar CCR (Ryan, 2007).

Se sospecha que el consumo de alcohol esta implicado en el desarrollo de CCR, ya
gue el compuesto resultante del metabolismo del alcohol, el acetaldehido, tiene
actividades mutagénicas y pro-cancerigenas (Boffetta, 2006). Fumar cigarrillos
también aumenta el riesgo de desarrollar CCR de una manera dependiente del
tiempo y de la dosis. En 2008, un metanalisis mostré que los fumadores tienen un
18% mas de riesgo de desarrollar CCR en comparacion con los que nunca fumaron
(Botteri, 2008).

La obesidad es un factor de riesgo de varios tipos de cancer, incluidos el cancer de
pancreas, rifidn, higado, mama, eséfago, gastrico y colorrectal, y se estima que
representa el 14% de las muertes por cancer en hombres y el 20% de las muertes
por cancer en mujeres (Berger, 2014). Recientemente, un metandlisis de 9,000,000

de participantes de diferentes paises mostro que la categoria de obesos tiene un
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riesgo de desarrollar CCR 1.3 veces mayor que la categoria normal (May,
2013). Mas tarde, los estudios han tratado de revelar el vinculo molecular entre la
obesidad y el CCR. Liny sus colegas (2016), demostraron que la obesidad inducida
por la dieta conduce al silenciamiento del receptor de la superficie celular del colon,
la guanilil ciclasa C, debido a la pérdida de expresion de su ligando de la hormona
paracrina guanilina. Los autores mostraron que la pérdida de guanilina se asocia
con disfuncion epitelial, estrés del reticulo endoplasmico de colon y promueve la
tumorigénesis en ratones tratados con el agente cancerigeno azoximetano
(OMA). Otros estudios han relacionado la hormona leptina asociada a la obesidad
con la aparicion de CCR, ya que su expresion aumenta en CCR en comparacion
con el epitelio colorrectal normal y los adenomas colorrectales (Koda, 2007). En
estudios In vitro, esta adipocina es capaz de activar la fosfoinositida 3-quinasa
(PI3K) / proteina quinasa B (PKB / AKT) /blanco de sefializacion de
rapamicina (MTOR) en mamiferos y, por lo tanto, mejorar la proliferacién e inhibir la
apoptosis de las células de cancer de colon HCT116 humano (Wang, 2012).

El riesgo de desarrollar CCR disminuye con la practica de actividad fisica (Walter,
2017). De hecho, las personas sin actividad fisica o con poca actividad fisica tienen
un 27% mas de riesgo de desarrollar CCR en comparacion con las personas con
actividad fisica (Golshiri, 2016). En las personas con alta actividad fisica, la
incidencia de CCR se reduce en un 40-50% en comparacion con aquellos con poca
0 ninguna actividad fisica (Ghafari, 2016). Se ha propuesto que la actividad fisica
puede disminuir el riesgo de desarrollar varios tipos de cancer, incluido el CCR, al
disminuir la adiposidad central, influir en los niveles de hormonas sexuales y
metabdlicas, reducir la inflamacion y mejorar la funcion inmune (Kruk, 2016).

La inflamacién crénica es uno de los principales riesgos de CCR. Los pacientes con
enfermedades intestinales inflamatorias, incluida la colitis ulcerosa cronica
inespecifica y la enfermedad de Crohn, tienen un mayor riesgo de desarrollar CCR
asociado a la colitis en comparacion con la poblacién general (Farraye, 2010; Jess,
2012). Se demostré que el consumo de medicamentos antiinflamatorios no
esteroideos, como la aspirina, reduce la aparicion de CCR y disminuye el

crecimiento tumoral en varios modelos animales de CCR (Gupta, 2001). Es bien
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sabido que la inflamacion cronica induce displasia mediante la induccion de
modificaciones de ADN en las células epiteliales, como las reacciones de nitracion,
oxidacion, metilacion y desaminacion, que pueden contribuir al inicio o progresiéon
del CCR (Bayarsaihan, 2011). Durante la inflamacion, el reclutamiento de células
inmunes innatas como macrofagos, neutréfilos y células dendriticas y células
inmunes adaptativas como las células T y B, conduce a la secrecion de especies
reactivas al oxigeno / nitrdgeno, que son altamente genotdxicas (Meira, 2008),
citocinas proinflamatorias como la interleucina (IL) -6, IL-8, IL-1B y el factor de
necrosis tumoral a (TNF-a), asi como factores de crecimiento (Francescone,
2015).

Este ambiente inflamatorio tiene muchas similitudes con el microambiente tumoral,
lo que sugiere la implicacion de los mismos mediadores en la inflamacion intestinal
cronica y la carcinogénesis colorrectal (Francescone, 2015). De hecho, muchos
mediadores inflamatorios se han encontrado positivamente asociados con la
prevalencia de adenomas colorrectales (Kim, 2008; Basavaraju, 2015; Song,
2016). Por ejemplo, los niveles de IL-6 son mas altos en el suero de pacientes con
CCR en comparacion con los controles sanos (Knipfer, 2010). In vitro, se demostrd
que IL-6 estimula la invasion de las células de carcinoma colorrectal humano (Hsu,
2006). Ratones deficientes para la citocina antiinflamatoria IL-10 (ratones il10 -/-),
gue desarrollan colitis crénica espontanea (Kuihn, 1993), han aumentado la
carcinogénesis con mayor grado e invasividad cuando se trata con azoximetano
(AOM) en comparacion con los ratones de tipo salvaje (Uronis, 2009). Ademas, la
deficiencia de IL-10 conduce a un aumento en el nimero de tumores de colon en el
modelo de ratén APCMn / +de CRC (Tomkovich, 2017). Curiosamente, en
condiciones libres de gérmenes, los ratones il10 -/ - desarrollan colitis reducida, y
esto se asocia con un desarrollo reducido de CCR inducido por AOM (Uronis,
2009). Ademas, la composicion de la microbiota intestinal es diferente
en ratones il10 -/- tratados con AOM en comparacion con los ratones de tipo salvaje
tratados con AOM (Arthur, 2012).
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Marco tedrico.
CCR en México y Baja California Sur

En el 2020 en México, hubo 195,499 casos nuevos con un diagndstico
histopatologico de cancer, de los cuales 14,901 (7.6%) fueron a causa de CCR, por
lo que esta neoplasia se ubica en el 4to lugar de las neoplasias malignas en México.
Es la 6ta. causa de muerte por neoplasia maligna con un total de 6,245 muertes por
CCR en el afio 2020 (GLOBOCAN, 2020).

El estado de Baja California Sur, tiene una de las mayores tasas de mortalidad por
CCR del pais, con una tasa de mortalidad reportada en el afio 2011 de 7.7%
(Sanchez, 2017). Los factores asociados para dicha regién podrian ser el sexo
masculino, un historial familiar de CCR, diabetes, obesidad, inactividad fisica,
tabaquismo, consumo alto de alcohol, dieta alta en carnes rojas y procesadas, y una
ingestion inadecuada de frutas y vegetales.

Microbiota intestinal y CCR

Se ha propuesto que la presencia de CCR también puede verse influenciada por la
microbiota intestinal con la que el intestino esta4 en exposicion constante. El CCR
afecta al intestino grueso, donde la densidad bacteriana es mayor (102 células por
ml frente a ~ 10 2 células por ml en el intestino delgado) (Tjalsma, 2012). Varios
estudios han relacionado una modificacibn de la composicion de microbiota
asociada a la mucosa intestinal en pacientes con CCR en comparacion con los
sujetos control (Chen, 2012; Gao, 2015; Lu, 2016). Ademas, en los modelos
animales de CCR (genético o inducido por quimicos), aquellos que portan la
microbiota intestinal normal (animales convencionales) desarrollan mas tumores
que los privados de la microbiota intestinal (animales libres de gérmenes). Estas
observaciones sugieren que la microbiota intestinal es un jugador nuevo en el
desarrollo de CCR.En las dltimas décadas, se han realizado muchos
descubrimientos para comprender los mecanismos por los cuales la microbiota

intestinal actiia sobre el desarrollo de CCR.
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El modelo aceptado de carcinogenesis inducido por bacterias se basa en la
liberacibn mejorada de toxinas producidas por bacterias, la disminucién de
metabolitos beneficiosos derivados de bacterias, la interrupcién de la barrera
epitelial, la produccion de compuestos pro-cancerigenos y alteraciones en la
microbiota intestinal o disbiosis (Schwabe, 2013). Este modelo de interaccion
bacteria-huésped en el CCR ha ayudado a allanar el camino hacia nuevas
estrategias terapéuticas como la suplementacion de productos de fermentacion
microbiana como los acidos grasos de cadena corta (SCFA), que tienen efectos
antiinflamatorios y anticancerigenos (Van der Beek, 2017); supresion directa del
dafio del ADN inducido por toxinas bacterianas y la tumorigénesis utilizando
pequefias moléculas inhibidoras (Cougnoux, 2016); uso de prebidticos que se ha
demostrado que disminuye el nimero de focos de criptas aberrantes inducidas por
carcinégenos in vivo (Qamar, 2016); consumo de probiéticos que contienen
bacterias del &cido lactico, que pueden prevenir el dafio del ADN inducido por las
aminas heterociclicas mutagénicas y cancerigenas (Zsivkovits, 2003); y el uso de
bacterias como Bifidobacterium y Bacteroides para mejorar la eficacia de la terapia
inmune antitumoral y, por lo tanto, mejorar el control del tumor (Sivan, 2015;
Vétizou, 2015). A continuacion, se describen dos bacterias las cuales tienen
estrecha relacion con el CCR.

Bacteroides fragilis enterotoxigena (ETBF)

El estricto anaerobio B. fragilis es un simbionte humano comun que coloniza toda la
longitud del colon y representa solo una pequefia proporcion de la microbiota
intestinal. Hay dos subtipos de B. fragilis, el B. fragilis no toxigénico (NTBF) y la B.
fragilis enterotoxigena (ETBF). El dltimo, que se ha asociado a la diarrea en
humanos (Zhang, 1999), exhibe una isla patogénica, llamada isla de patogenicidad
de B. fragilis (BfPAI), que les permite producir una enterotoxina llamada "fragilisina"
o BFT codificada por el gen bft (Sears, 2001). Varios estudios han relacionado B.
fragilis con CCR ya que se ha encontrado enriquecido en heces de pacientes con
CCR en comparacién con individuos sanos (Sobhani, 2011; Wang, 2012). EI ETBF
se asocia con CCR en estadio tardio, ya que el 100% de los tumores en estadio
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tardio son positivos para BFT en comparacion con el 72% de los tumores en estadio
temprano (Boleij, 2015). Sin embargo, Purcell y sus colegas (2017), demostraron
gue B. fragilis esta asociado con lesiones carcinogénicas en etapa temprana.

Los estudios in vitro han puesto de relieve la actividad proteolitica de la fragilisina,
gue es responsable de la degradacidn de las proteinas de union estrecha, como la
zonula occludens-1 (Obiso, 1997) y, por lo tanto, conduce a una disfuncion de la
barrera epitelial intestinal con permeabilidad epitelial mejorada y criptas intestinales
dafiadas y colonocitos (Wells, 1998; Riegler, 1999). En 2003, Wu y sus colegas
demostraron que ETBF es capaz de degradar la molécula de adhesion celular E-
cadherina en las células HT29, desencadenando la translocacién de 3-catenina en
el nacleo y la transcripcion del oncogén c-myc, lo que lleva a un aumento y
persistencia de la proliferacion celular que podria influir positivamente en el
desarrollo de CCR (Wu, 2009). En APC Min/+ratones la colonizacién ETBF conduce
a un aumento en el grosor del colon, inflamacién y tumores colonicos visibles, que
no se observaron con la infeccion por NTBF (Wu, 2009).

El ETBF media sus efectos a través de la activacion de STAT3 en las células
epiteliales del colon y, por lo tanto, induce la respuesta inflamatoria con la
subsecuente secrecion de la citocina proinflamatoria IL-17, la cual se dirige a las
células epiteliales del colon (CEC) para promover la carcinogénesis mediada por
ETBF (Chung, 2018). Al bloquear la secrecion de IL-17 con anticuerpos
neutralizantes de IL-17, los tumores de colon inducidos por ETBF se reducen
significativamente sin afectar la activacion de STAT3, mostrando el papel
preponderante de la inflamacion inducida por ETBF en la promocién de la

carcinogénesis de colon (Wu, 2009).

Interleucina-17 (IL-17)

Después de la formacion de un tumor en el colon, el sistema inmunolégico reacciona
contra las células neoplasicas. Las respuestas inmunitarias incluyen la proliferacion
de células inmunitarias, la alteracién del fenotipo, la sintesis y liberacion de
citocinas (Cui, 2015) como la interleucina-17 (IL-17). La IL-17 es una citocina

proinflamatoria, que se asocia con la progresion del cancer. La principal fuente de
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IL-17 es una subpoblacién de células T CD4 conocidas como células T-helperl7
(Th17) (Awasthi, 2008). Se encontraron células Th1l7 que infiltraban tumores en
muchos tipos de cénceres (Zhu, 2017). Se requieren varios agentes para la
diferenciacion y estabilizacion de las células Th17, tales como: factor de crecimiento
transformante beta (TGF-B), interleucina-6 (IL-6), IL-21, IL-23 e IL-1b. Ademas, el
receptor y huérfano retinoico (RORYy) y el transductor de sefial y activador de la
transcripcion 3 (STAT3) son los factores de transcripcion responsables de la

diferenciacion y estabilizacion de Th17 (Awasthi, 2008).

Aungue el nombre de las células Th17 proviene de su capacidad para producir IL-
17, también liberan otras citocinas como IL-21, IL-22 y el factor estimulante de
colonias de granulocitos y macrofagos (GM-CSF) (Korn, 2009). Cabe sefalar que
la IL-17 también es producida por otras fuentes como las células asesinas
naturales (NK), células T CD8, neutrdfilos , eosinofilos, macréfagos, células
dendriticas y células T gamma delta. Las células T reguladoras (Treg),
generalmente conocidas como inmunosupresores, también producen IL-17.

La progresion del CCR es un proceso que implica interacciones entre el tumor y
la inmunidad celular del huésped en el microambiente del tumor. Las células
neoplasicas secretan mediadores proinflamatorios y las células inmunes producen
citocinas que conducen al desarrollo de tumores (Zhong, 2017). Los estudios han
demostrado que el nimero de células Th-17 es significativamente mayor en los
tejidos del CCR (Liu, 2011).Las células Th17 inducen mediadores
inmunosupresores como TGF- , CXCR3 , receptor de quimiocinas CC 6 (CCR6) e
IL-6. También suprimen las células T CD8 que tienen actividad antitumoral (Ma,
2011). Ademas, se ha demostrado que el niumero de células T CD8 + productoras

de IFN-y aumenta en los ratones deficientes en IL-17 (Yan, 2014).

Los datos publicados demostraron que el nivel de IL-17 era significativamente mayor
en los tejidos del CCR (Cui, 2015). Cui y col. (2015) han demostrado que la
regulacion positiva de IL-17 comienza en la etapa de adenomay su nivel es mas

alto en la etapa de cancer, pero no esta asociado con los parametros TNM del
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tumor. Por tanto, la IL-17 participa en la tumorigénesis del CCR a través de varias

vias.

Escherichia coli pks+

E. coli es una bacteria gramnegativa, anaerdbica, comensal que coloniza el intestino
humano poco después del nacimiento. E. coli tiene una relacion simbidtica con el
huésped y normalmente no esta implicada en enfermedades. Sin embargo, algunas
cepas virulentas de E. coli han adquirido caracteristicas patogénicas que les
permiten colonizar el intestino humano y promover la aparicion de enfermedades
intra y extra intestinales. Estas cepas de E. coli se pueden dividir en ocho patotipos
segun sus perfiles patogénicos: E. coli enteropatégena (EPEC), E.
coli enterohemorragica (EHEC), E. coli enteroinvasiva (EIEC), E.
coli enteroagregativa (EAEC), E. coli enterotoxigénica (ETEC), E. coli difusamente
adherente (DAEC), E. coliinvasiva adherente (AIEC) y E. coli enteroagregativa
productora de toxina Shiga (STEAEC) (Sousa, 2006). Las cepas de E. coli se
dividen en cuatro grupos filogenéticos principales A, B1, B2 y D, con las cepas
fecales a menudo pertenecen a los grupos A y Bl, mientras que las cepas
patégenas que portan los factores de virulencia con mayor frecuencia pertenecen a
los grupos B2 y D (Escobar-Paramo, 2004). Algunas cepas de los grupos B2y D
estan asociadas con enfermedades intestinales inflamatorias cronicas que se sabe
gue son factores de riesgo para CCR (Darfeuile-Michaud 1998; Darfeuile-
Michaud 2004).

En muestras de CCR, los estudios han demostrado una alta prevalencia
de cepas de E. coli que albergan factores de virulencia y producen toxinas llamadas
ciclomodulinas capaces de inducir dafio en el ADN y / o influir en el ciclo celular de
las células eucariotas y, por lo tanto, afectan la proliferacion celular, la diferenciacion
y la apoptosis (Maddocks, 2009; Buc, 2013; Raisch, 2014). Ademas, existe una
correlacion entre los factores de mal prondstico para el CCR (estadio de metastasis
de ganglios tumorales) y la colonizacion de la mucosa con E. coli (Bonnet,
2014). Las cepas de E. coli productoras de ciclomodulina son mas prevalentes en

la mucosa de pacientes con CCR en estadio Il / IV avanzado en comparacion con
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aquellos con CCR en estadio I, lo que sugiere que la colonizacion patégena por E.
coli podria usarse como un marcador prondstico nuevo y crucial (Bonnet, 2014).
Se han estudiado ampliamente cuatro toxinas por sus efectos sobre el CCR: CIF
(factor inhibidor del ciclo), CNF (factor de necrosamiento citotoxico), CDT (toxina
distension del citoletal) y colibactina. CIF es producido por ciertas cepas de EPEC,
promueve el reordenamiento del citoesqueleto de actina y media la detencion del
ciclo celular G2 / M caracterizada por la fosforilacion inactiva de la quinasa 1
dependiente de ciclina, un jugador clave en la regulacion del ciclo celular (Marchés,
2003). CNF induce una activacion transitoria de COX-2 y las Rho GTPasas como
Rac, RhoA y Cdc42. Como las Rho GTPasas se han caracterizado como
reguladores del citoesqueleto de actina, su desregulacién conduce a alteraciones
del citoesqueleto y, por lo tanto, afecta el ciclo celular (Flatau, 1997; Taieb,
2016). CDT se identificd por primera vez en 1988 en el cultivo de cepas de E.
coli aisladas de pacientes con diarrea. Esta toxina se ha encontrado en varias
especies bacterianas gramnegativas y se sabe que tiene actividad de ADNsa y, por
lo tanto, induce roturas de la doble cadena de ADN, detencion del ciclo celular y
apoptosis celular si las roturas de doble cadena de ADN exceden la capacidad de
reparacion de la célula (Taieb, 2016).

La colibactina es otra genotoxina derivada de bacterias descrita por primera vez en
2006 (Nougayréde, 2006) y no se ha aislado ni purificado hasta la fecha. La
colibactina es un compuesto de péptido hibrido poliquétido no ribosémico producido
por una compleja maquinaria biosintética codificada por la isla de patogenicidad
de poliquétido sintasa (pks) (Nougayréde, 2006).La alta prevalencia
de cepas de E. coli que albergan la isla pks (E. coli pks+) se ha asociado con CCR
(Arthur, 2012; Buc, 2013). Analisis In vitro, han demostrado que la colibactina
induce roturas de doble cadena de ADN en las células eucariotas con la activacion
de la cascada de sefializacion de dafio del ADN y la detencion del ciclo celular
(Nougayréde, 2006). Ademas, la colibactina puede inducir inestabilidad
cromosdmica con signos de aberracién cromosémica (Cuevas-Ramos, 2010).
Utilizando macréfagos, que son una de las células inmunes predominantes que

infiltran el tumor, Raisch y sus colegas (2015) demostraron que las cepas de E. coli
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pks+ pueden sobrevivir en los macréfagos e inducen mediadores proinflamatorios
y procarcinégenos como COX-2 y PGE2. Esto sugiere que E. coli pks+ podria influir
en la progresion del CCR al persistir en las células inmunes y controlar la secrecion
de mediadores pro-tumorales (Raisch, 2015). Utilizando un modelo de ratén
genéticamente modificado, se demostré que la cepa 11G5 de E. coli pks+ aislada
del CCR persiste en gran medida en el intestino, induce inflamacion del colon, dafios
epiteliales y proliferacion celular (Arpaia, 2013). Usando el modelo CCR inducido
por inflamacion (ratones il10 -/~ tratados con AOM), la monocolonizacion con cepas
de E. coli pks+ conduce a una mayor multiplicidad e invasion tumoral en
comparacion con los ratones colonizados con el mutante isogénico defectuoso
para la isla pks y, por lo tanto, no puede producir colibactina, o0 en comparacion con

ratones no infectados (Arthur, 2012).

Debido a lo anterior, en este estudio se realiz6 la busqueda de la Escherichia coli
pks+ y Bacteroides fragilis enterotoxigena en pacientes con cancer colorrectal del
estado de Baja California Sur, con el fin de poder establecer las bases para la
creacion de un estudio de cribado no invasivo para identificaciéon temprana del

cancer colorrectal.
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Planteamiento del problema.

El cancer colorrectal es una entidad patolégica que afecta significativamente a la
humanidad, es uno de los principales motivos de consulta oncolégica en México,
asi mismo, en nuestro estado se registran aproximadamente de 100 a 150 casos
nuevos de CCR segun el Centro Estatal de Oncologia “Dr. Rubén Cardoza Macias”

de la Cd. de La Paz, Baja California Sur.

Segun Sanchez et. al., (2017) menciona que el estado de Baja California Sur ocupa
el 2do lugar de mayor mortalidad en pacientes con CCR, exponiendo como factores

de riesgo la obesidad, consumo de carnes rojas ahumadas y tabaquismo.

A pesar de que el CCR es de etiologia multifactorial, se ha descrito que la bacteria
Bacteroides fragilis enterotoxigena (ETBF) produce una toxina llamada fragilisina,
la cual condiciona a roturas de las uniones intracelulares del epitelio del colon, que
en conjunto con la IL-17 se dirige a las células epiteliales del colon para promover
la carcinogénesis mediada por ETBF. Por otro lado, la Escherichia coli pks+ produce
la toxina colibactina, la cual induce roturas de doble cadena de ADN en las células
eucariotas con la activacion de la cascada de sefalizacion de dafio del ADN y la

detencion del ciclo celular condicionando la produccion de CCR.

De acuerdo a lo previamente descrito, identificar estas dos bacterias en pacientes
con CCR, y excluirlas en pacientes controles serviria para correlacionar un posible

factor de riesgo para padecer CCR.

Para poder lograr una adecuada identificacion de estas dos bacterias
especificamente, se requiere de un estudio molecular de identificacion por medio de
PCR en tiempo real de los genes indicativos de dichas bacterias, ya que por medio
de cultivos no es posible su identificacidbn. Asi mismo, solo estas bacterias
especificamente, son las creadoras de las toxinas causantes del dafio celular

previamente descrito.

21



Justificacion.
Al igual que en los demas centros oncolégicos del pais, en el centro oncolégico del
estado de Baja California Sur, el CCR se encuentra dentro de las primeras causas

de motivo de atencién y mortalidad.

Una de las caracteristicas del centro oncoldgico del estado, es un centro de
referencia sectorial al recibir paciente de cualquier derechohabiencia, cuenta con la
infraestructura necesaria para el diagnostico y tratamiento de la enfermedad, asi
como el recurso humano especializado. Esto permite que sea factible haber
realizado el presente estudio con la finalidad de identificar las bacterias Escheria

coli pks+ y Bacteroides fragilis enterotoxigena en pacientes con CCR.

La identificacion de estas 2 bacterias en el CCR seria hincapié para nuevas
propuestas sobre estudios de microbiota intestinal y otras enfermedades, se podrian
formar estudios de cribado no invasivos para la deteccién de E. coli pks+ y de
Bacteroides fragilis enterotoxigena (ETBF) como factor asociado a la presencia de
CCR, estudios para valorar la prevencion del CCR con anticuerpos en contra de

colibactina, fragilisina o IL-17 y proponer medidas terapéuticas en contra del CCR.
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Pregunta de investigacion.
Planteamiento 1
¢Existe la presencia de las bacterias Escherichia coli pks+ y Bacteroides fragilis

enterotoxigena en pacientes con cancer colorrectal?

Planteamiento 2

¢, Hay diferencias entre la cantidad de gen clb entre los pacientes sanos y pacientes
CCR?

Hipotesis.
Las bacterias Escherichia coli pks+ y Bacteroides fragilis enterotoxigena estan

presentes en los pacientes con CCR.

Hipétesis estadisticas

Ho: NO HAY DIFERENCIAS entre la cantidad de gen clb entre los pacientes sanos
y pacientes CCR

H1: HAY DIFERENCIAS entre la cantidad de gen clb entre los pacientes sanos y
pacientes CCR

Objetivo.
Identificar la presencia en heces, por medio de PCR en tiempo real las bacterias
Escherichia coli pks+ y Bacteroides fragilis enterotoxigena en pacientes con cancer
colorrectal.
Obijetivos especificos
1. Contrastar la carga bacteriana de colon en muestras de heces entre
pacientes sanos y pacientes con CCR.
2. Determinar la presencia en heces de E. coli pks+ en pacientes sanos y
pacientes con CCR.
3. Determinar la presencia en heces de B. fragilis enterotoxigena en pacientes
sanos y pacientes con CCR.

4. Determinar la expresion en mucosa de colon del gen IL-17 en pacientes CCR.
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Material y métodos.

Nivel, tipo vy disefo.

El presente trabajo es un estudio de nivel relacional tipo observacional, prospectivo,
transversal y analitico, de disefio comparativo de casos y controles, en donde se
buscaron por PCR en tiempo real, los genes indicativos de las bacterias Escherichia
coli pks+ y Bacteroides fragilis enterotoxigena (ETBF) en muestras de heces de los
grupos casos y controles. Asi mismo, se buscoé la expresion del gen de la IL-17 con
andlisis de muestras de la mucosa del colon macroscopicamente sano de los 2

grupos.

Area de estudio.

Se realizo el estudio con pacientes habitantes del estado de Baja California Sur de
cualquier derechohabiencia que son atendidos en el centro oncolégico estatal
“Rubén Cardoza Macias” y en el Benemérito Hospital General con Especialidades

“‘Juan Maria de Salvatierra”, en la ciudad de La Paz, Baja California Sur.

Universo v poblacion.

Universo: Habitantes del estado de Baja California Sur.

Poblacién: Pacientes con tumor colorrectal con el diagndstico histopatologico de
adenocarcinoma epitelial. Pacientes sanos sin tumor colorrectal demostrado por

colonoscopia electiva.

Muestra: Se realiz6 un muestreo no probabilistico por conveniencia entre 5
pacientes que asistieron a la consulta de cirugia oncologica con el diagnoéstico de
CCR y 5 pacientes que acudieron a consulta por cualquier otro motivo y se solicitd

colonoscopia en el periodo de enero del 2019 a diciembre del 2020.

Casos vy controles.

e Se denomind caso: pacientes con CCR con diagnéstico histopatolégico de

adenocarcinoma epitelial.
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e Se denomind control: pacientes con caracteristicas demogréficas parecidas,
sin tumor macroscoépico colorrectal, demostrado por colonoscopia electiva

solicitada por médico tratante.

Criterios de inclusion de los casos.

e Diagnostico reciente de CCR con estudio histopatolégico que demuestre ser
adenocarcinoma epitelial.

¢ Que cuente con expediente clinico

Criterios de exclusiéon de los casos.

e Haber recibido tratamiento adyuvante (quimioterapia, radioterapia o
inmunoterapia)
e Antecedente quirdrgico de resecciéon de tumor de colon o derivacion

intestinal.

Criterios de inclusién de los controles.

e Habitante del estado de Baja California Sur.

e Colonoscopia sin evidencia de tumor de colon.

Criterios de exclusién de los controles.

e Padecer diabetes mellitus tipo 2.
e Padecer enfermedad de Chron, CUCI o enfermedad celiaca.

e Antecedentes de cancer colorrectal por familiares de primer grado.
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Tabla 1. Operacionalizacion de las variables.

positiva (pks+) que
produce colibactina,
encargada de las
alteraciones en el
ADN de

epitelial del colon

la célula

de CCR

VARIABLES DEFINICION DIMENSIONES INDICADORES
CONCEPTUAL
Edad Tiempo transcurrido | Establecer a los | Edad en afios
a partir del | pacientes en su
nacimiento de un | respectivo grupo de
individuo edad
Sexo Variable biolégica y | Sexo identificado en | Masculino /
genética que divide | los pacientes del | Femenino
a los seres humanos | estudio
en hombre y mujer
Comorbilidad Enfermedades Presencia de | Diabetes
agregada cronicodegerativas | comorbilidades en | mellitus,
el paciente hipertension
arterial sistémica
Estadios de | Estatificacion del | Establecer la | Estadio O, I, llA,
cancer cancer colorrectal de | estatificacion de los | 1B, llIIA, 1B, IIC
colorrectal acuerdo a TNM pacientes con CCR |y IV
Escherichia coli | Bacteria bacilo gram | Presencia en heces | Determinacion
pks+ — con la isla|de esta bacteria en|por PCR en
genotoxica personas con | tiempo real de
policetida  sintasa | diagnostico reciente | los genes

indicativos de la
presencia de la
bacteria (positiva

0 negativa)

Bacteroides
fragilis

enterotoxigena

Bacilo gram —
anaerobio obligado

gue produce la

Presencia en heces
de esta bacteria en

personas con

Determinacion
PCR

tiempo

por en

real de
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toxina fragilisina, la
cual promueve la
adherencia de esta
bacteria en las
células  colonicas,
asi como la
produccion de IL-17
conduciendo a una
inflamacion crénicay

al CCR.

diagnostico reciente
de CCR

los genes
indicativos de la
presencia de la
bacteria (positiva

0 negativa)

IL-17

Interleucina pro-
inflamatoria

estimulada por la
bacteroides fragilis
enterotoxigena que
conduce a un estado
de inflamacion
cronica  en los
colonocitos y mayor
adhesion de esta

bacteria

Evaluar su
presencia en
muestras de

mucosa de colon
macroscopicamente
sana en los dos

grupos de personas

Determinacion
por PCR en
tiempo real de
los genes
indicativos de la
presencia de la
IL (positiva o
negativa)
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Descripcion general del estudio.

Previa autorizacion del comité de ensefianza e investigacion del Benemérito
Hospital General Con Especialidades “Juan Maria de Salvatierra” se realizé un
estudio comparativo de casos y controles para identificar la presencia en heces por
medio de PCR en tiempo real de las bacterias Escherichia coli pks+ y Bacteroides

fragilis enterotoxigena en pacientes con y sin cancer colorrectal.

Una vez detectado el grupo de casos, se les invito participar en el presente estudio
y se explico lo que se pretende realizar, elaboracion de historia clinica completa y,
llenado y firma de hoja de consentimiento informado.

Se solicitd al paciente una muestra de heces (otorgando previamente frasco estéril
transparente) con un peso minimo de muestra de 5 g, no haber consumido
antibidticos 4 semanas previas y tener como minimo 2 semanas de haberse

realizado la colonoscopia diagnéstica.

Se pidio al paciente llevarla al Benemérito Hospital General con Especialidades
“Juan Maria de Salvatierra” a la oficina de residentes médicos del servicio de cirugia
general donde se recibié por médico residente y se colocé la muestra en hielera a
4 C° para su traslado a laboratorio de biologia molecular “Bio Technologika A2” en
la Cd. De La Paz, Baja California Sur, por parte de personal de dicho

establecimiento.

Una vez obtenida la muestra de heces de los pacientes controles, se realizé
reseccion quirdrgica del CCR. Durante dicha intervencion, se realizé la toma de
muestra de mucosa de colon macroscopicamente sano de forma proximal sobre

margen libre del tumor para el analisis de 1L-17.

El grupo de controles fueron detectados dentro de la programacion diaria de eventos
quirurgicos electivos del servicio de endoscopia del Benemérito Hospital General
Con especialidades “Juan Maria de Salvatierra”. Previa realizacion de colonoscopia

(indicada por su médico por otra situacion independiente al CCR) se le explico al
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paciente el estudio, cumpliendo con los criterios de caso control (sin tumor
macroscopico visible), se tomd una muestra de mucosa de colon para su estudio.
Posteriormente se le solicitd al paciente muestra de heces (con las caracteristicas
previamente descritas) 2 semanas después de la realizacién de la colonoscopia, y

se recolecto de la misma forma que con los pacientes del grupo de casos.

La muestra de heces al llegar a su destino se congelé a -20 C°. Se realizo la
extraccion y purificacion del ADN de las muestras, la cual se utilizo para determinar
por PCR en tiempo real la presencia de E. coli pks+ y Bacteroides fragilis
enterotoxigena utilizando cebadores (primers) especificos. La muestra de mucosa

de colon se realiz6 el mismo procedimiento, pero con la busqueda de la IL-17.

Extraccion de ADN

A partir de las muestras de heces se realizo la extraccion de ADN con el kit Quick-
DNA™ Fecal/Soil Microbe Miniprep Kit (ZYMO) segun las instrucciones del
fabricante. Se obtuvo 50 ul de ADN por muestra y se almacenaron a -20 °C hasta

reunir todas las extracciones e iniciar los analisis por qPCR.

Extraccion de ARN

A partir de las muestras de mucosa de colon macroscépicamente sano se realizé la
extraccion de ARN con el kit Quick-RNA™ Miniprep Kit (ZYMO) segun las
instrucciones del fabricante. Se obtuvo 50 ul de ARN por muestra y se almacenaron

a -20 °C hasta reunir todas las extracciones e iniciar los analisis por gPCR.

PCR en tiempo real gPCR

El PCR cuantitativo (QRT-PCR) se llevé a cabo de acuerdo a las instrucciones del
kit LUNA® (NEB New England Biolabs) en el termociclador CFX96 BioRad. Los
oligonucledtidos usados para amplificar el gen celular IL-17 y los genes bacterianos

se muestran en la Tabla 2.
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Tabla 2. Secuencia de los oligonucledétidos (primers).

Gen Primer forward Primer reverse Referencia
clbB GATTTGGATACTGGCGATAACCG CCA TTTCCCGTTTGAGCACAC Sarsharet al., 2017
Bft GOATAAGCGTACTAAAATACAGCTGGAT CTGCGAACTCATCTCCCAGTATAAA Purcell et al.,2017
IL-17 AACATGAGTCCAGGGAGAGC CTGCCTGGCGGACAATCGAG Petanidis et al., 2013
GAPDH ACCTGACCTGCCGTCTAGAAA CCTGCTTCACCACCTTCTTGAT

Para determinar la expresion diferencial de los genes colibactina y BFE (B. fragilis
enterotoxigena) se determiné su expresion en los pacientes CCR y sanos. Los
cambios relativos de expresion se calcularon por el método delta Ct (LICt) donde CT

es el ciclo de corte (Livak et al., 2001).

Para la determinacion de la expresion del gen IL-17 se realizé el gqPCR para este
gen y para el gen constitutivo GAPDH tanto en pacientes CCR como sanos. Los
cambios relativos de expresion se calcularon con el método delta-delta CT (20Ct)
donde CT es el ciclo de corte (Livak et al., 2001).

Adicionalmente para determinar la carga bacteriana total en el colon, se realizd
gPCR para el gen 16S en las muestras de heces de pacientes sanos y CCR, los
cambios relativos de expresion se calcularon por el método delta Ct ([1Ct) donde CT
es el ciclo de corte (Livak et al., 2001).
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Plan de analisis de datos.
Como primera fase se realiz6 estadistica descriptiva, para variables cualitativas se
utilizaron frecuencias y porcentajes, para variales cuantitativas se utilizaron medias

y desviaciones estandar.

La significancia estadistica de los datos de expresion de los genes evaluados se
determind por medio de la prueba t-Student no pareada con distribucion de dos

colas. Se utilizé prueba exacta de Fisher en caso de ser necesario.

La posible relacion entre los cuadros clinicos de las personas enfermas y la
presencia de las bacterias evaluadas se determin6 por medio de la prueba exacta
de Fisher.

Se utilizé un valor de a de 5% con un nivel de significancia estadistica del 0.05 con

un intervalo de confianza al 95% (IC 95%).
Con una probabilidad de error del 0.1% para las diferencias entre ambos grupos
entre la cantidad de gen clb entre los pacientes sanos y pacientes CCR. Se

interpreta con un valor de p=0.001.

Los datos se analizaron en el programa GraphPad Prism y los resultados se

integraron a las figuras correspondientes.
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Aspectos éticos.

El presente estudio se apegd a los principios de Belmont de beneficencia, no

maleficencia, justicia y respeto a las personas.

De acuerdo a la declaracion de Helsinki este estudio cuenta con la evaluacion de
un comité independiente para su aprobacion, respeta la confidencialidad de los
datos de las personas y la participacion de los sujetos fue totalmente voluntaria,
respetando el momento si se decidian retirarse del estudio. Todos los participantes
firmaron consentimiento informado por escrito, y este describe las riesgos y

beneficios de su realizacion.

De acuerdo a la ley general de salud y a su reglamento, en el articulo 17 se trata de
un estudio de riesgo mayor al minimo, debido a que se utilizd6 procedimientos
invasivos como la colonoscopia, haciéndose cargo la institucion sobre cualquier
evento adverso que se haya presentado. Ademas, para finalizar, se declara que el
presente estudio fue evaluado por los comités de ética e investigacion del
Benemérito Hospital General “Juan Maria de Salvatierra” con numero de registro
055-055-2020.

Aspecto de bioseguridad.
La toma de muestras se realiz6 bajo las normas de bioseguridad hospitalaria, tanto
el tejido como las muestras de heces de los casos y de los controles, se obtuvieron
en un ambiente bajo las normas de seguridad (quiréfano). El transporte de las
muestras se realiza con doble embalaje de criotubos al laboratorio donde se realiza
la extraccion de DNA. Este laboratorio cuenta con los siguientes manuales
actualizados:

e Précticas de laboratorio.

e Recepcion y transporte de material biolégico.

e Mantenimiento y manejo de instalaciones.

e Seguridad del personal.

e Manual de manejo de residuos (RPBI)
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Resultados.
Se realizd un estudio comparativo de casos y controles con 5 casos con el
diagnostico histopatologico de CCR y 5 controles sanos sin tumor demostrable por

colonoscopia.

Datos demograficos

Dentro de los casos, 3 fueron del sexo masculino (60%) y 2 del sexo femenino
(40%).

Dentro de los controles 3 fueron del sexo masculino (60%) y 2 del sexo femenino
(40%).

Tabla 3. Caracteristicas demogréficas de casos y controles.

Genero Casos Controles
1.- Masculino 3 (60%) 3 (60%)
2.- Femenino 2 (40%) 2 (40%)

La edad promedio de los casos fue de 63.2 afios y de los controles fue de 38.8 afios.

Dentro de las comorbilidades de los casos, solo 1 (20%) con diabetes mellitus tipo
2 y 1 (20%) con hipertension arterial sistémica. Los controles no tuvieron

enfermedades cronicodegenerativas.

En el indice de masa corporal (IMC), el promedio de los casos fue de 26.7 kg/m?2. El
promedio de los controles fue de 28.16 kg/m?2.

Casos y controles
Casos
A continuacion, se describen las principales caracteristicas de los casos sobre sus

datos demogréficos y las caracteristicas principales del CCR (tabla 4).
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Tabla 4. Caracteristicas de los casos.

% de
No. De Localizacion Estirpe obstruccion
Sexo Edad . ESTADIO
caso del tumor histolégica de la luz
intestinal
1 Masculino 39 Sigmoides | Adenocarcinoma I 70%
2 Masculino 73 Trasverso | Adenocarcinoma A 80%
3 Masculino 60 Recto Adenocarcinoma IIB 90%
_ Descendent _
4 Femenino 67 Adenocarcinoma I 80%
e
5 Femenino 77 Sigmoides | Adenocarcinoma A 80%

Los datos relevantes de la tabla 4 son que los 5 tumores obstruian entre el 70 y 90%

de la luz intestinal de los pacientes, asi mismo, el colon sigmoides fue la localizacién

mas comun (20%). El estadio mas avanzado fue IIB.

Extraccion de acido nucleicos

La extraccion y purificacion de ADN se realizé a partir de las muestras de heces de

los pacientes casos y controles. Se utilizé el kit Quick DNA Miniprep (Zymo) y segun

las indicaciones del kit se obtuvo 50 ul de ADN, su pureza y concentracion se

determind en el fluorometro Qubit (Thermofisher) (Tabla 5).
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Tabla 5. Cuantificacion de ADN

Muestra Grupo Concentracion
ADN (ng/ul)
1 Sanos 110.0
2 Sanos 175.0
3 Sanos 55.6
4 Sanos 380.0
5 Sanos 82.2
1 Céancer colon 225.0
2 Cancer colon 301.0
3 Cancer colon 85.3
4 Cancer colon 402.8
5 Céancer colon 222.1

Adicionalmente, se realiz6 la extraccion de ARN a partir de las muestras de biopsia del

intestino de los pacientes casos y controles. Se utilizé el kit Quick RNA Miniare (Zymo) y

segun las indicaciones del kit se obtuvo 50 ul de ARN, su pureza y concentracién se

determiné en el fluorometro Qubit (Thermofisher) (Tabla 6).

Tabla 6. Cuantificacion de ARN.

Concentracién
Muestra Grupo ARN (ng/ul)
1 Sanos 11.0
2 Sanos 5.3
3 Sanos 12.3
4 Sanos 57.0
5 Sanos 9.1
1 Cancer colon 18.3
2 Cancer colon 6.5
3 Céancer colon 20.1
4 Céncer colon 81.1
5 Cancer colon 14.5
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RFU

Deteccidn de Escherichia coli PKS+ y Bacteroides fragilis enterotoxigena en

pacientes con cancer colorrectal

La presencia de Escherichia coli pks+ y Bacteroides fragilis enterotoxigena en los
pacientes con cancer colorrectal se realizé por medio de gPCR amplificando el gen
colibactina clbB el cual hace parte de la isla de genes pks de E. Coli, y el gen bft
que codifica para la toxina (nombre de la toxina) de Bacteroides fragilis

enterotoxigena.

Los resultados mostraron diferencias entre los pacientes sanos y con céncer
colorrectal. Los pacientes con cancer colorrectal fueron positivos para bft (Figura
1B), mientras que los pacientes sanos fueron negativos (Figura 1A). Por otro lado,
tanto los pacientes sanos como con cancer colorrectal fueron positivos para el gen
clbB (Figura 1), aunque con diferencias cuantitativas significativas entre ambos
grupos (p=0.001).

Adicionalmente se determind la presencia de bacterias (en general) por medio de
gPCR usando primers dirigidos al gen 16S, el cual codifica para el gen de RNA
ribosomal 16S presente en todas las bacterias. Como era de esperarse, la presencia
de bacterias en muestras de heces fue positiva para los pacientes tanto sanos como

con cancer (Figura 2).
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Figura 1. Curvas de amplificacién para los genes clb (E. Coli pks) y bft (Bacteroides

fragilis). A partir del ADN purificado de muestras de heces se determino la expresion
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de los genes clb (lineas verdes) y bft (lineas rojas) para los pacientes A) sanos y B)

con céncer colorrectal por gPCR. RFU: Unidades relativas de fluorescencia.
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Figura 2. Curvas de amplificacion para el gen 16S. A partir del ADN purificado de
muestras de heces se determiné la expresion del gen 16S para los pacientes A)
sanos y B) con cancer colorrectal por qPCR. RFU: Unidades relativas de

fluorescencia.

Diferencias en la carga bacteriana intestinal

Una vez se establecio la presencia de los genes 168S, clb y bft, se realiz6 el analisis
cuantitativo de la carga bacteriana. El gen 16S esté presente en todas las bacterias
y su cuantificacion se utiliza para determinar la carga bacteriana. El andlisis de delta
Ct mostr6é un aumento de 5 logaritmos (en promedio) de la carga bacteriana total en
colon en los pacientes con cancer respecto a los pacientes sanos (Figura 3A); esta

diferencia fue estadisticamente significativa (p= 0.0019).

Ademas, se cuantifico la diferencia de la presencia de E. coli (Figura 1) entre
pacientes con cancer y pacientes sanos. El analisis de delta Ct mostré un aumento
significativo de E.coli para todos los pacientes con cancer (p=.0.001) Ademas, se
observé una amplia diferencia entre los cinco pacientes con un rango de aumento

que va desde 14 veces hasta 355 veces respecto a los pacientes sanos (Figura 3B).
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Figura 3. Expresion diferencial (qQPCR) de los genes 16S y clb (E. coli). La carga
bacteriana total (A) o para Escherichia coli (B) se determiné por el método delta Ct
entre los valores de expresion de los genes 16S y clb de los pacientes con cancer

de col6n respecto a los pacientes sanos.

Tabla 7. Prueba t de casos vs controles de niveles de expresion de clb.

Prueba de muestras emparejadas
Diferencias emparejadas
95% de intervalo

Desv. de confianza de la Sig.
. Desv. . . t gl .
Media o Error diferencia (bilateral)
Desviacion .
promedio

Inferior Superior

N 166946 74661 X -

1 Sanos 5,79000 7,86291 3,71709 7,755 001

De acuerdo a lo anterior, se observa que, si hay diferencias entre la cantidad de
gen clb entre los 5 pacientes sanos y los 5 pacientes con CCR, con una significancia
estadistica del 0.001.
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Evaluacion de la expresion de IL-17

Se ha descrito que la IL-17 secretada por Th17 en el intestino aumenta en pacientes
con cancer colorrectal, asi como la relacion de la secrecion diferencial dependiendo

del estado de desarrollo del cancer (Zhu, 2017).

Para determinar el nivel de expresion del gen IL-17 se extrajo el ARN de las
muestras de biopsia de la mucosa del colon y se realizé6 RT-qPCR para los genes
IL-17 y GAPDH (gliceraldehido fosfato deshidrogenasa) como gen constitutivo o
“‘house keeping”. El analisis mostré sobre expresién para el gen IL-17 en los 5
pacientes con cancer colorrectal aunque la diferencia no fue estadisticamente

significativa (p=0.06) (Figura 4).
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Figura 4. Niveles de expresion de IL-17 en muestras de biopsia de colon. A partir
de las biopsias de colén de los pacientes sanos y pacientes con cancer colorrectal
se obtuvo el ARN y se realiz6 RT-qPCR para los genes IL-17 y GAPDH. Se
determind el nivel de expresion de IL-17 en pacientes con cancer de coldn por el
calculo de delta-delta Ct (método 2—AACt) normalizado con la expresion de GAPDH

como gen de referencia.
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Tabla 8. Prueba t de casos vs controles de niveles de IL-17.

Prueba de muestras emparejadas
Diferencias emparejadas
95% de intervalo de

Desv Desv. confianza de la ¢ | Sig.
Media L Error diferencia g (bilateral)
Desviacion romedio
P Inferior ~ Superior
Par Control i i ]
1 - 6.69800 6,05047  2,70585 14.21065 ,81465 2 475 4 ,069
Expll1l7

De acuerdo a lo anterior, no hay significancia estadistica (p=0.6) para la expresion

de la IL-17 entre los 5 pacientes sanos y los 5 pacientes con CCR, lo cual nos puede

hacer alusidon que la expresion de la IL-17 no guarda relacién con al CCR.
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Discusion.

Existe una evidencia creciente del efecto de la disbiosis microbiana en el intestino,
el inicio y el desarrollo del CCR (Sears, 2014). Algunas investigaciones han
sugerido que ciertas especies bacterianas (e.g., Bacteroides fragilis enterotoxigena)
pueden operar como bacterias patdgenas que aclaran el desarrollo de disbiosis en
la comunidad microbiana del intestino y desencadenan el CCR (Hajishengallis et
al., 2012 ; Hajishengallis y Lamont, 2016 ). Se ha descrito que la tumorigénesis
colorrectal es inducida por respuestas inmunes y activacion de citocinas
proinflamatorias debido a la fragilisina (BFT) (Wu et al., 2004 , 2009 ).

Los hallazgos de este estudio indicaron que la bacteria Bacteroides fragilis
enterotoxigena se asocio significativamente con los pacientes con CCR, el 100% de
los casos fueron positivos a ETBF en comparaciéon con el grupo control (0%). Esto
apoya la hipétesis de que las cepas productoras de BFT pueden tener un papel
importante en el desencadenamiento de la inflamacién y la respuesta inmunolégica

en personas genéticamente susceptibles y pueden conducir al CCR.

El primer estudio que demostré una mayor prevalencia de ETBF en las muestras de
heces de pacientes con cancer colorrectal (38%) en comparacion con el grupo de
control (12%) fue realizado por Ulger Toprak et al. (2006 ). Ademés, algunos
informes anteriores han mostrado una asociacion entre el genbfty el CCR,
particularmente en la etapa tardia del CCR (Dejea et al., 2014 ; Boleij et
al., 2015 ; Viljoen et al., 2015 ). En nuestro estudio el estadio mas elevado fue IIB
segun la clasificacién TNM de cancer de colon, asi mismo, una relacion significativa
fue el grado de obstruccion de la luz intestinal, ya que en los 5 casos fue mas del
70% de la luz del colon, lo que nos indica que la BTBF puede tener relacion con el

crecimiento rapido del tumor y esto conlleve a una oclusién intestinal baja completa.

La ETBF media sus efectos a través de la activacion de STAT3 en las células
epiteliales del colon y, por lo tanto, induce la respuesta inflamatoria con la

subsecuente secrecion de la citocina proinflamatoria IL-17, la cual se dirige a las
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células epiteliales del colon (CEC) para promover la carcinogénesis mediada por
ETBF (Chung, 2018). En este estudio, se mostré una sobre expresion de IL-17 en
el 100% de los casos en comparacion con los controles, los cuales no mostraron
una sobreexpresion de la IL-17, demostrando lo que la literatura anterior menciona

que la ETBF guarda relacion directa con la IL-17.

Respecto a la Escherichia coli, puede portar la isla de patogenicidad pks, que
codifica un conjunto de enzimas que sintetizan colibactina. Se cree que este
compuesto alquila el ADN de los residuos de adenina e induce roturas de doble
cadena en las células del colon, condicionando a una posible carcinogénesis
(Nougayréde, 2006). En este estudio, el 100% de los casos y controles dieron
positivos para E. coli pks+, el dato relevante es que hubo una significativa diferencia
entre la carga bacteriana de E. coli pks+ entre los casos y controles. Mediante el
meétodo de delta Ct entre los valores de expresion relativa de los genes 16S y clb se
determind que los casos tienen entre 14.1 y 335.5 veces mas E. coli pks+ respecto

a los controles.

Otro dato interesante en este estudio sobre la E. coli pks+, es que los 2 pacientes
gue presentaron el tumor en el colon sigmoides, fueron los que tuvieron los valores
mayores de expresion de clb (335.5 y 63.1). Esto podria darnos la idea que la E.
coli pks+ puede ser un factor asociado para la tumorogenesis en el colon sigmoides.

A pesar de que la E. coli pks+ esté presente en todos los pacientes, la carga
bacteriana no es igual, guardando relacion esta misma como factor de riesgo a
CCR, o asi mismo, como la ETBF, guarde relacion con el crecimiento rapido del
tumor que conlleve una obstruccion del 100% de la luz intestinal en estadios iniciales

del cancer.

Respecto al costo unitario de cada prueba para la identificacibn de estas dos
bacterias en muestras de heces, fue de $800.00 pesos mexicanos, el cual es un

precio accesible para la poblacion o para alguna institucion de salud.
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Conclusion.

Los resultados de este estudio sugieren que ETBF podria estar presente en la
microbiota intestinal de los pacientes con CCR y no estar presente en los pacientes
sanos. Asi mismo, llevar una relacion directa con la IL-17 condicionando un estado
inflamatorio colénico que podria condicionar un estado de carcinogénesis, ya que
se demostré que el 100% de los casos tienen ETBF y sobre expresion de la IL-17,
en comparacion con los controles, que de estos ninguno dio positivo a ETBF y no
se demostro una sobre expresion de la IL-17.

También se necesita investigacion adicional para determinar si la edad, el sexo, la
dieta y otros factores ambientales afectan el diagnostico de ETBF en humanos a lo

largo del tiempo.

La E. Coli pks+, a pesar de estar presente en todos los casos y controles, se
demostré que en los casos existe una carga bacteriana mucho mayor de esta
especie en comparacion con los controles, lo que lleva a pensar que la carga
bacteriana elevada podria ser un condicionante ya sea a la carcinogénesis,
crecimiento rapido del tumor o mal pronédstico de la enfermedad. Esto podria
conllevar a utilizar tratamientos antimicrobianos de amplio espectro para disminuir
la carga bacteriana y buscar un resultado favorable para la enfermedad, aun faltan

estudios para determinar esta cuestion.

De acuerdo a lo anterior, este estudio no apoyaria para factores prondsticos de la
enfermedad, pero si una muy buena propuesta es la realizacién de un estudio de
cribado no invasivo para CCR. Actualmente no existen este tipo de pruebas y dicha
informacion seria la base para la creacion de una. Con el solo hecho de identificar
la bacteria Bacteroides fragilis enterotoxigena en heces de una persona al azar, se
tomaria como un factor de riesgo alto para padecer CCR, por lo que dicha prueba,
puede ser una herramienta util para el medico clinico, para solicitar una

colonoscopia diagnéstica.
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Cronograma.

Registro de Protocolo: HGEJMS 01/02/2020

Titulo de la tesis: IDENTIFICACION DE ESCHERICHIA COLI PKS+Y

BACTEROIDES FRAGILIS ENTEROTOXIGENA EN PACIENTES CON CANCER

COLORRECTAL.

Investigador Principal: Dr. José Humberto Espinoza Veliz.

Fecha de sometimiento del proyecto: lunes 01 de julio del 2019.

Fecha de aprobacion por las comisiones: jueves, 03 de diciembre del 2019.

Fecha aproximada de término: lunes 11 de agosto del 2021.

Instrucciones: Favor de anotar en los encabezados de las columnas los meses y
afo del bimestre a planificar. En el renglon que corresponda marcar con una X para

la actividad correspondiente si aplica en el protocolo.

Fecha de inicio:
Febrero 2019
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D-E
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ACTIVIDAD

Registro,
consentimientos
informados y
elaboracion de
HC

Recoleccién de
muestras

Andlisis de
muestras

Andlisis de los
estudios

Presentacion de
resultados

Elaboracion de
manuscritos

Publicacién

OTRAS ACTIVIDADES (ES

PECIFICAR)

Dr. José Humberto Espinoza Veliz

Nombre y firma del investigador principal

54




Consideraciones éticas.
1. El protocolo corresponde a:

a) Investigacion sin riesgo !

si| ] no B

1. Técnicas y métodos de investigacion documental, no se realiza intervencion o
modificacion relacionada con variables fisiol6gicas, psicologicas o sociales, es decir,
s6lo entrevistas, revision de expedientes clinicos, cuestionarios en los que no se
traten aspectos sensitivos de su conducta.

b) Investigacién con riesgo minimo ?

sifi NO[ ]
2. Estudios prospectivos que emplean el registro de datos a través de
procedimientos comunes en examenes fisicos o psicologicos para diagndéstico o
tratamiento rutinarios, entre los que se consideran: somatometria, pruebas de
agudeza auditiva, electrocardiograma, coleccion de excretas y secreciones
externas, obtencion de placenta durante el parto, coleccion de liquido amniético al
romperse las membranas, obtencién de saliva, dientes deciduales y dientes
permanentes extraidos por indicacion terapéutica, placa dental y calculos removidos
por procedimientos profilacticos no invasores, corte de pelo y ufias sin causar
desfiguracion, extraccién de sangre por puncion venosa en adultos en buen estado
de salud con frecuencia maxima de dos veces a la semana y volumen maximo de
40 ml en dos meses, excepto durante el embarazo, ejercicio moderado en
voluntarios sanos, pruebas psicoldgicas a individuos o grupos en los que no se
manipulara la conducta del sujeto, investigacién con medicamentos de uso comun,
amplio margen terapéutico, autorizados para su venta, empleando las indicaciones,
dosis y vias de administracion establecidas y que no sean medicamentos de
investigacion no registrados por la Secretaria de Salud (SS).

c) Investigacion con riesgo mayor que el minimo 3

si[ | NnO B

3. Aquel estudio en que las probabilidades de afectar al sujeto son significativas
entre las que se consideran: estudios con exposicién a radiaciones, ensayos clinicos
para estudios farmacoldgicos en fases Il a IV para medicamentos que no son
considerados de uso comun o con modalidades en sus indicaciones o vias de
administracion diferentes a los establecidos; ensayos clinicos con nuevos
dispositivos 0 procedimientos quirdrgicos extraccion de sangre mayor del 2 % de
volumen circulantes en neonatos, amniocentesis y otras técnicas invasoras o
procedimientos mayores, los que empleen métodos aleatorios de asignacién a
esquemas terapeuticos y los que tengan control con placebos, entre otros.
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2.

¢ Se incluye formato de consentimiento informado? 4 S| . NO D

4. Deberé incluirse en todos los protocolos que corresponden a riesgo mayor al
minimo y con riesgo minimo. Tratandose de investigaciones sin riesgo, podra
dispensarse al investigador la obtencion del consentimiento informado por escrito

3. En el caso de incluir el Formato de Consentimiento Informado, sefialar si estan
integrados los siguientes aspectos:

a)
b)
C)
d)

e)

f)

9)

h)

)

K)

Justificacion y objetivos de la investigacion

Descripcion de procedimientos a realizar y su proposito
Molestias y riesgos esperados

Beneficios que pudieran obtenerse

Posibles contribuciones y beneficios para participantes y
sociedad

Procedimientos alternativos que pudieran ser ventajosos
para el sujeto

Garantia de recibir respuesta a cualquier pregunta y
aclaracion a cualquier duda acerca de los procedimientos,
riesgos, beneficios y otros asuntos relacionados con la
investigacion y el tratamiento del sujeto

Menciona la libertad de retirar su consentimiento en
cualguier momento y dejar de participar en el estudio, sin
gue por ello se creen perjuicios para continuar su cuidado
y tratamiento

La seguridad de que no se identificara al sujeto y que se
mantendra la confidencialidad de la informacién
relacionada con su privacidad

El compromiso de proporcionarle informacion actualizada
obtenida durante el estudio, aunque ésta pudiera afectar la
voluntad del sujeto para continuar participando

La disponibilidad de tratamiento médico y la indemnizacién
a que legalmente tendra derecho, por parte de la
institucién de atencién a la salud, en el caso de dafios que
la ameriten, directamente causadas por la investigacion vy,

Sl

SI

SI

Sl

SI

Sl

Sl

SI

Sl

SI

SI

I
5
Il (N[ []

H
5
[]
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gue si existen gastos adicionales, éstos seran absorbidos
por el presupuesto de la investigacion

Indica los nombres y direcciones de dos testigos y la
relacion que éstos tengan con el sujeto de investigacion

Debera ser firmado por dos testigos y por el sujeto de
investigacion o su representante legal, en su caso. Si el
sujeto de investigacion no supiere firmar, imprimira su
huella digital y en su nhombre firmara otra persona que él
designe

El nombre y teléfono a la que el sujeto de investigacion
podra dirigirse en caso de duda

La seguridad de que el paciente se referiria para atencion
meédica apropiada en caso necesario

si liNOo [ ]
S !NO D

SI NO

Sl NO

4. Si el proyecto comprende investigacion en menores de edad o incapaces
NO PROCEDE

a) El investigador debe asegurarse previamente de que se han hecho estudios
semejantes en personas de mayor edad y en animales inmaduros, excepto
cuando se trate de estudiar condiciones que son propias de la etapa neonatal

b)

o padecimientos especificos de ciertas edades

S| ] NO[]

Se obtiene el escrito de consentimiento informado de quienes ejercen la
patria potestad o la representacion legal del menor o incapaz de que se trate.

si| | NO[ ]

Cuando la incapacidad mental y estado psicol6gico del menor o incapaz lo
permitan, el investigador obtiene ademas la aceptacion del sujeto de
investigacion, después de explicar lo que se pretende hacer.

si[ ] NO[]

5. Si el proyecto comprende investigacion en mujeres de edad fértil, embarazadas,
durante el trabajo de parto, puerperio, lactancia y en recién nacidos.
NO PROCEDE

a) ¢Se aseguro el investigador que existen investigaciones realizadas en mujeres
no embarazadas que demuestren su seguridad, a excepcién de estudios
especificos que requieran de dicha condicion?

si|] No| |
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b)

d)

f)

)

h)

)

Si es investigacion de riesgo mayor al minimo, se asegura que existe beneficio
terapéutico (las investigaciones sin beneficio terapéutico sobre el embarazo en

mujeres embarazadas, no deberan representar un S| I:l NO I:I
riesgo mayor al minimo para la mujer, el embrion o el
feto)

Que las mujeres no estdn embarazadas, previamente a su aceptacibn como
sujetos de investigacion
si[| NO||

Que se procura disminuir las posibilidades de embarazo durante el desarrollo de
la investigacion

si| ] No|[ ]
Se planea obtener la carta de consentimiento informado de la mujer y de su
conyuge o concubinario, previa informacion de los riesgos posibles para el
embridn, feto o recién nacido en su caso (el consentimiento del conyuge o
concubinario sélo podra dispensarse en caso de incapacidad o imposibilidad
fehaciente o manifiesta para proporcionarlo, porque el concubinario no se haga

cargo de la mujer, o bien cuando exista riesgo inminente para la salud o la vida
de la mujer, embridn, feto o recién nacido)
si[ ] No[ ]

La descripcion del Proceso para obtener el consentimiento de participacion en

el estudio
S D NO D

Se entrega de una copia del consentimiento a los responsables del cuidado del

paciente
S D NO

La descripcion de las medidas que se piensan seguir para mantener la
confidencialidad de la informacién
sif ] NoO[ |

La experiencia del investigador principal y co-investigadores en este tipo de
investigacion
S D NO

Las posibles contribuciones y beneficios de este estudio para los participantes y

para la sociedad
NO
Sl
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Comité de Bioseguridad.

Hospital General
Juan Maria de Salvatierra

DIA MES ANO
11 08 2021

FECHA

NUMERO ASIGNADO POR LA DIRECCION DE INVESTIGACION A SU
PROYECTO:

055-055-2020

TITULO COMPLETO DE SU PROYECTO:

IDENTIFICACIC')N,DE ESCHERICHIA COLI PKS+ Y BACTEROIDES FRAGILIS
ENTEROTOXIGENA EN PACIENTES CON CANCER COLORRECTAL.

Evaluacion
A. Indique el nivel de Bioseguridad de este estudio.

BSL1, BSL2, BSL3 0
BSL4

No aplica

B. En el desarrollo de este protocolo trabajardn con muestras biolégicas de
pacientes, modelos animales, microorganismos, plasmidos, organismos
genéticamente modificados y/o utilizarda material radioactivo, fuentes radiactivas no
encapsuladas o agente(s) corrosivos, reactivos, explosivos, toxicos o inflamables?

IENE \O |

Si larespuesta es “NO aplica” a las preguntas anteriores lea el siguiente parrafo, firmey
entregue Unicamente esta hoja.

Como investigador responsable del protocolo de investigacion sometido a revision
por el Comité de Bioseguridad CERTIFICO, bajo protesta de decir verdad, que la
informacion proporcionada es verdad.

Nombre y firma del(los) investigador(es) responsable(s)
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En caso de que la respuesta sea “SI” a
proporcionando toda la informacion que se solicita a continuacion:

1. Durante el desarrollo del protocolo utilizara y/o generara materiales o Residuos
Peligrosos Biologico Infecciosos (RPBI) como son muestras clinicas, tejidos
humanos, modelos animales o microorganismos?

IENE O

la. Anote en cada renglén el nombre del RPBI, los lugares especificos en donde se
obtendran y donde se llevara a cabo el analisis de las muestras bioldgicas.

la pregunta 2

continue

MATERIAL LUGAR DE TOMA DE LUGAR DE ANALISIS
MUESTRA DE LA MUESTRA
a) Heces BHGEJMS Lab. Bio Technologika
A2
b) Mucosa de colon BHGEJMS Lab. Bio Technologika
A2
c)
d)
e)
f)

1b. Describa los procedimientos que utilizard para inactivarlos, manejarlos y
desecharlos. Especifiqgue claramente el color de los envases en que los deposita.

colon

MATERIAL PROCEDIMIENTO COLOR DE
ENVASE

a) Heces Solucion de hipoclorito de sodio Transparente

b) Mucosa de Solucion de hipoclorito de sodio Transparente

c)

d)

e)

f)

2.- Si en su proyecto utilizaran metodologias que involucren DNA recombinante
(DNAr), llene la siguiente tabla. Si es necesario anexe lineas.

NO APLICA
ORIGEN HUESPED VECTOR GRUPO DE USo
DEL DNA RIESGO EXPERIMENTAL
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2a. Mencione las medidas de confinamiento para el manejo de riesgo, que utilizara
en las actividades que involucren DNA recombinante.
NO APLICA

2b. Describa el procedimiento para el posible tratamiento y medidas para la
eliminacién de residuos que involucren DNA recombinante o fragmentos de acidos
nucleicos de cualquier origen generados en la realizacion del proyecto.

Los productos de PCR son inocuos para la salud humana, el manejo de estos
desechos se realizara en el laboratorio de Biotechnologika A2.

2c. Si en su protocolo se expondra a animales vivos a DNAr, células con DNAr o
virus recombinantes, describa su procedimiento de emergencia en caso de
liberacion accidental de algun animal expuesto a DNAr.

NO APLICA

3- En su proyecto, ¢utilizard y/o generara materiales o Residuos Quimicos
Peligrosos (RQP) con caracteristicas CRETI (corrosivo, reactivo, explosivo, téxico,

inflamable)?
E

3a.- Anote en cada fila el nombre de los materiales peligrosos o0 RQP, su cédigo
CRETI, el procedimiento para desecharlos y lineamientos para atender
emergencias en caso de ruptura del envase, derrame, ingestion o inhalacion
accidental.

NO APLICA

MATERIAL CODIGO PROCEDIMIENTO LINEAMIENTOS DE
CRETI PARA DESECHARLO EMERGENCIA

a)
b)
c)
d)
e)

4.- ¢ En el proyecto se utilizara cualquier fuente de radiaciones ionizantes (rayos X,
rayos gamma, particulas alfa, beta, neutrones o cualquier material radiactivo) o
fuentes radiactivas no encapsuladas?

4a. Sefiale el tipo de radiacion que utilizara.
NO APLICA

4b. Indique cuanta radiacion recibira el paciente por dia y/o experimento, estudio,
etc
NO APLICA
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4c. Lugar donde se realizara la manipulacion del material radiactivo
NO APLICA

4d. Describa el procedimiento que usara para el desecho de los residuos radiactivos
NO APLICA

4e. Indique el numero de licencia de la CNSNS y nombre del encargado de
seguridad radioldgica autorizado para uso de dichas fuentes y lugar (ej. nombre del
laboratorio, direccion, teléfono, etc.) de asignacion.

NO APLICA

5. Si las muestras (desechos o cualquier producto o sustancia de origen humano,
animal o microorganismos) tuvieran que ser transportadas entre las diferentes areas
del hospital, de otra institucion al HGEJMS o fuera de nuestra Institucion,
especifique:

-COMO: Frasco estéril de plastico sellado con parafilm, en hielera a 4GC
-QUIEN: Persona autorizada por laboratorio Biotechnologika A2.
-PERIODICIDAD: 2 veces al mes

6. Describa brevemente la infraestructura y condiciones de trabajo con que cuenta
para la realizacién de su proyecto, en relacion con los puntos anteriores.

- Se cuenta con espacio apropiado para el manejo de las muestras.

- Se cuenta con espacio apropiado para la manipulacion de las muestras y
la extraccion de DNA total de las mismas.

- Se cuenta con el equipamiento y protocolos establecidos para la
extraccién, manipulacion y procesamiento de acidos nucleicos (DNA y
RNA).

- Se cuenta con material de laboratorio y reactivos grado biologia molecular
certificados para la manipulacién, extraccion y procesamiento de acidos
nucleicos (DNA y RNA).

- Se cuenta con equipo de termiciclador de PCR en tiempo real, para la
realizacion de PCR cuantitativos y PCR punto final.

7. Si tiene algin comentario adicional, por favor, escribalo abajo

El personal de Biotechnologika A2 cuenta con mas de 15 afios de experiencia
trabajando en biologia molecular, ademéas de contar con formacién a nivel de
Doctorado en Ciencias por parte del Instituto de Biotecnologia de la Universidad
Nacional Autébnoma de México (IBT-UNAM).
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NOTA: Cuando el protocolo se realice en colaboracién con otras instituciones e
incluya el manejo _de cualquier muestra de origen humano, animal o de algun
microorganismo, asi_ como el manejo _de algun reactivo peligroso (CRETI), se
requiere anexar el formato de aprobacion por parte de la Comisidon de Biosequridad
de la o las instituciones que se responsabilizaran de tomar, procesar, transportar
y/o desechar las muestras o reactivos; asi mismo, en estos proyectos se debera
anexar un apartado de bioseguridad detallando como se manejaran y desecharan
los RPBI o CRETI.

Se debera anexar el comprobante de asistencia a cursos de manejo de residuos
peligrosos, productos y/o materiales infectocontagiosos de algun participante del
proyecto de investigacion.

Dr. José Humberto Espinoza Veliz
Nombre y firma del investigador Nombre y firma del técnico responsable
responsable
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Anexos.

BENEMERITO HOSPITAL GENERAL CON ESPECIALIDADES “JUAN MARIA DE
SALVATIERRA”
UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO
DIVISION DE ESTUDIOS DE POSGRADO DE MEDICINA
FACULTAD DE MEDICINA
SERVICIO DE CIRUGIA GENERAL

FORMATO DE CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA LA PARTICIPACION EN
INVESTIGACIONES

INVESTIGACION:
IDENTIFICACION DE ESCHERICHIA COLI PKS+ Y BACTEROIDES FRAGILIS
ENTEROTOXIGENA EN PACIENTES CON CANCER COLORRECTAL.

Ciudad y fecha:

Yo,

una vez informado sobre los propésitos, objetivos, procedimientos de intervencion
y evaluacién que se llevaran a cabo en esta investigacion y los posibles riesgos que
se puedan generar de ella, autorizo a Dr. José Humberto Espinoza Veliz, médico
residente del servicio de cirugia general del hospital general con especialidades
“Juan Maria de Salvatierra” para la realizacién de las siguientes procedimientos:

1.- Toma de muestra de heces.

2.- Analisis de la muestra de heces en laboratorio BioTechnologika A2 en la Cd. De
La Paz, Baja California Sur.

Adicionalmente se me informdé que: * Mi participacion en esta investigacion es
completamente libre y voluntaria, estoy en libertad de retirarme de ella en cualquier
momento. ¢ No recibiré beneficio personal de ninguna clase por la participacion en
este proyecto de investigacion. Sin embargo, se espera que los resultados
obtenidos permitiran mejorar los procesos de evaluacidon de pacientes con
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condiciones clinicas similares a las mias. * Toda la informaciéon obtenida y los
resultados de la investigacion seran tratados confidencialmente. Esta informacion
serd archivada en papel y medio electronico. El archivo del estudio se guardara en
la base de datos del investigador y del laboratorio de investigacion molecular Bio
Technologika A2 bajo la responsabilidad de los investigadores. « Puesto que toda la
informacion en este proyecto de investigacion es llevada al anonimato, los
resultados personales no pueden estar disponibles para terceras personas como
empleadores, organizaciones gubernamentales, compafias de seguros u otras
instituciones educativas. Esto también se aplica a mi conyuge, a otros miembros de
mi familia y a mis médicos.

Hago constar que el presente documento ha sido leido y entendido por mi en su
integridad de manera libre y espontanea.

Nombre y firma

Documento de identidad No. de
Huella:
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