Restimenes de la Jornada de Investigacion

6. Mecanismos moleculares
y celulares del cancer

Analisis de los genes EGFR,
PI3Ky AKT en gliomas de
poblacion colombiana

Autores: Tupaz A, Penagos P.J., Zubieta C., Ortiz P,
Velandia F., Yunis J., Arboleda H., Arboleda G.

Grupo o dependencia: Muerte Celular
y Neurociencias, de la Universidad
Nacional de Colombia

Correo electronico: gharboledab@unal.edu.co

Introduccién: Los gliomas (tumores derivados de la
glia) representan el 70% de los tumores del SNC, se
caracterizan por su alta rata de mortalidad y, segtin
su grado de malignidad, se clasifican en bajo (I y IT)
y alto (II1 y IV o glioblastoma multiforme [ GBM]).
Las opciones de tratamiento para este tipo de can-
cer son limitadas. Tanto en gliomas de alto como
de bajo grado se observan alteraciones en el ciclo
celular, apoptosis, diferenciacién y proliferacion.
Estas caracteristicas son reguladas principalmente
por la via de supervivencia celular, mediada por
receptores de crecimiento, como el del factor de
crecimiento epidérmico (EGFR) por medio de la
via PI3K/AKT. En este sentido, se ha reportado
la amplificacién de los genes del EGFR, el PI3K y
el AKT en tumores gliales.

Objetivo: Analizar la amplificacion de los genes EGFR,
PI3K y AKT en gliomas de poblacién colombina.

Meétodos: La amplificacién de los genes se evalu6
por medio de PCR en tiempo real, utilizando sondas
Tagman, en 30 muestras de gliomas (13 GBM, 2
astrocitomas difusos, 3 astrocitomas anaplasicos, 2
oligoastrocitomas, 3 oligoastrocitomas anaplasicos,
2 ependimomas, 2 ependimomas anaplasicos, 1 oli-
godendroglioma, 2 oligodendrogliomas anaplésicos),
provenientes de cirugias realizadas por el grupo de
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Neurooncologia del Instituto Nacional de Cancerolo-
gia, Colombia. Se realiz6 un analisis semicuantitativo
del nivel de amplificacién al compararlo con aquella
de una muestra control normal, y se normalizo6 para
la expresion del gen casero actina.

Resultados: Encontramos que los tres genes anali-
zados se encuentran amplificados.

Conclusiones: Estos resultados sugieren que la alte-
racion de las vias de supervivencia celular mediadas
por EGFR-PI3K-AKT estin alteradas frecuente-
mente en gliomas de la poblacién colombiana, y
constituye un blanco terapéutico factible para su
tratamiento.

Tipo, numero y localizacion de
células inmunes en el prondstico
clinico de cancer cervical

Autores: Bedoya A., Sanchez G., Baena A,
Jaramillo R., Olaya N., Scarpeta V.

Grupo o dependencia: Infeccién
y Céncer, de la Facultad de Medicina
de la Universidad de Antioquia

Correo electrénico: astridbedoya@hotmail.com

Introduccién: La respuesta inmune cumple un papel
importante en la eliminacion de la infeccién por el
virus del papiloma humano y previene la progresion
a cancer. En cancer de cuello uterino, una baja densi-
dad de células T est4 asociada con un incremento en
el riesgo de recaidas. Por lo tanto, la caracterizacién
de células infiltrantes en céncer cervical, puede ser
atil para el disefio de inmunoterapias.

Objetivo: Describir el tipo, localizacién y namero
de células CD4+, CD8+ y CD25+ Foxp3+ (Tregs)
en lesiones precursoras y cancer cervical.
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Meétodos: Se obtuvieron 102 bloques de parafina
de casos de NIC I (30), NIC II (21), NIC I1I (24)
y cancer escamocelular (CEC), (27), de los cuales
se obtuvieron secciones de 4um y fueron emplea-
das en una inmunohistoquimica de doble tincién
para células CD4+, CD8+, CD25+ y Foxp3+. El
namero de células/mm? fue obtenido independien-
temente por dos patoélogos, a partir de 10 4dreas con
mayor infiltracién (5 en epitelio y 5 en estroma),
utilizando una graticula en una magnificacion de
400X. La media de los recuentos obtenidos por
los patologos y la media de los recuentos obte-
nidos tanto en epitelio como en estroma fueron
utilizadas en los analisis estadisticos. La prueba
de Kruskal-Wallis fue aplicada en los anilisis
de las diferencias en el numero de células entre
los diferentes grados histologicos, y la prueba de
Mann-Whitney, para las diferencias del namero
de células entre las localizaciones.

Resultados: El promedio de células CD8+y CD4+
es mayor en CEC que en NIC I (p=0,023) y NIC
IT (p=0,01), respectivamente. El promedio de
células Foxp3+ es mayor en NIC II que en NIC I
(p=0,0030), y menor en CEC que en NIC III. En
CEC el namero promedio de células CD4+CD8+
(doblemente positivas) es menor que en NIC III
(p=0,0017), y esta asociado a un menor riesgo de
invasion.

Conclusiones: El analisis descriptivo de las po-
blaciones celulares que infiltran las lesiones pre-
neopléasicas y ciancer de cuello uterino muestran
una respuesta inmune heterogénea en cuanto al
ntmero y su relacién con los diferentes grados
histolégicos.

Restauracion del ADN de

muestras de plasma sanguineo

y laminas de citologia cérvico-
uterinas de pacientes de diferentes
hospitales de Bogota, como una
herramienta para la deteccion del
virus del papiloma humano (VPH)

Autores: Marquez P. K., Garcia D. A,
Aristizabal F. A.

Grupo o dependencia: Farmacogénetica
del Céncer, de la Universidad Nacional

Correo electrdnico: catamarquez@gmail.com

Introduccioén: El método de tamizaje en cancer
de cuello uterino ha sido la citologia, pero su
sensibilidad es atin muy baja en nuestro pais. Para
incrementar esta sensibilidad, la citologia se puede
apoyar con métodos de biologia molecular que per-
mitan la deteccion certera del virus. Como muestras
importantes en estudios retrospectivos podemos
obtener ldminas citoldgicas y plasma sanguineo, de
los cuales podemos obtener ADN; para mejorar
la calidad de este ADN ensayamos dos métodos
distintos de restauracion.

Objetivo: Evaluar el proceso de restauracién del
ADN de plasma y lamina de citologia de pacientes
de diferentes hospitales de Bogota, como una he-
rramienta de apoyo para la deteccion del VPH en
estos dos tipos de muestra.

Meétodos: El estudio incluyé 250 muestras de
plasma, laminas citolégicas y cepillados cervicales
(control) de mujeres que asistieron a la toma de la
citologia. Se hizo un analisis comparativo con la
prueba de Wilcoxon para valores continuos, y con
X? para las proporciones. La deteccién del VPH
se hizo por PCR convencional con primers GP5+/
GP6+, y tipificadas por medio de la técnica reverse
line blot en ADN de cepillados cervicales. A 20
muestras de plasma y ldminas citologicas se les
realizaron dos tratamientos distintos pre-PCR (res-
tauracion); su calidad se evalué por PCR en tiempo
real, con un fragmento de 115pb para el gen ALU,
tanto para las muestras restauradas como para las
no restauradas.

Resultados: La detecciéon por PCR tiene una sen-
sibilidad del 75% y una especificidad del 99,6%.
El método de restauracién muestra una diferencia
significativa entre los dos métodos, y es posible ob-
tener mayor calidad de ADN de las muestras al ser
sometidas a un proceso de restauracion.

Conclusiones: La restauracién mejora la calidad
del ADN de las muestras de plasma y lamina ci-
tologica.
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La actividad de telomerasa

y la infeccion por el virus del
papiloma humano (VPH) de alto
riesgo incrementan el riesgo
para el desarrollo de lesiones
cervicales de alto grado

Autores: Martin D. C., Hernandez G.,
Buitrago O. L, Huertas A., Murillo R., Arias S,
Bravo M. M., Moreno P., Mufioz N., Molano M.

Grupo o dependencia: Grupo de
Investigacion en Biologia del Cancer,
del Instituto Nacional de Cancerologia

Correo electrénico: dmartin@cancer.gov.co,
dcmartinga@unal.edu.co

Introduccién: La actividad de telomerasa no ha sido
estudiada como factor de riesgo para el desarrollo
de lesiones de cuello uterino, aunque su actividad es
mayor a medida que aumenta el grado de lesién.

Objetivo: Evaluar la actividad de telomerasa como
factor de riesgo para el desarrollo de lesiones esca-
mosas intraepiteliales de alto grado (LEIAG).

Meétodo: Estudio de casos y controles anidado en la
cohorte de Bogot4. Se analizé a 129 mujeres: 25 con
LEIAG y 104 con citologia normal. La deteccién
y tipificacion de VPH se realizo mediante PCR-
EIA y RLB, y la actividad de telomerasa, mediante
TRAP-ELISA.

Resultados: La actividad de telomerasa se detecté
en el 76% de los casos y en el 22,1% de los controles
(p=0,000). Las infecciones por VPH se detec-
taron en el 84% de los casos y en el 21% de los
controles (p=0,000). De los casos, el 68% tenian
actividad de telomerasa e infecciéon con VPH al
mismo tiempo, el 16% tenian so6lo infeccién por
VPH, el 8% tenian sélo actividad de telomerasa
y el 8% fueron negativos para ambas. De los con-
troles, el 7,7% tenian al mismo tiempo actividad
de telomerasa e infeccién por VPH, el 13,46%
solo tenian infeccién por VPH, el 14,42% soélo
tenian actividad de telomerasa y el 64,42% fueron
negativos para ambas. Todos los casos con activi-
dad de telomerasa tenian infecciones con VPH
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de alto riesgo (AR); principalmente, tipos de la
especie Alfa-9. El anélisis multivariado mostré
un incremento en el riesgo de LEIAG en muje-
res con actividad de telomerasa (OR=5,52 CI
1,43-21,30), infeccién con VPH-AR (OR=18,26
CI 4,43-76,92) y de 2 a 3 partos (OR=3,88 CI
1,06-14,18). Un analisis similar, el cual incluyo
sélo a las mujeres infectadas por VPH-AR, mostré
que la actividad de telomerasa incrementa el riesgo
de LEIAG (OR=37,94 CI 1,64-876,1). Ninguna
otra caracteristica reproductiva o relacionada con
el estilo de vida se asoci6 a la enfermedad.

Conclusiones: La actividad de telomerasa estd muy
relacionada con los VPH-AR; especialmente, con
tipos de la especie alfa-9. La actividad de telome-
rasa podria usarse como herramienta adjunta a la
citologia cérvico-uterina o a la prueba de VPH, para
identificar a las pacientes con un mayor riesgo de
LEI-AG o céancer cervical.

Deteccion mediante q-PCR,

del estado de amplificacion de
genes en fibroblastos normales y
fibroblastos aislados a partir de
biopsias de pacientes colombianos
con cancer de pulmoén

Autores: Morantes J., Perdomo S.,
Carrillo F., Aristizabal F.

Grupo o dependencia: Grupo de Farmacogenética
del Cancer, de la Universidad Nacional de Colombia

Correo electrénico: simorantesm@unal.edu.co,
faaristizabalg@bt.unal.edu.co

Introduccién: Se ha descrito que los fibroblastos
del estroma asociados a tumores s6lidos pueden
sufrir alteraciones moleculares similares a las
que muestran las células tumorales durante su
crecimiento y propagacién. Asi mismo, se han
identificado alteraciones en diferentes genes, en
especial aquellos que codifican para proteinas de
matriz extracelular. También se ha demostrado
que estas células pueden secretar citoquinas y
factores de crecimiento que pueden ser necesarios
para el crecimiento del tumor. Es probable que
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otros cambios moleculares también influyan en
el proceso tumoral; por esta razén es importante
realizar aproximaciones genéticas y moleculares
que permitan identificar dichos cambios en estas
células.

Objetivo: Caracterizar y comparar el estado de
amplificacién de los genes PI3K, EGFR, ERBB,
MYC, MYCN, MYCL, REL y AKT en fibroblastos
normales y en los aislados a partir de biopsias de
pacientes colombianos con cincer de pulmén.

Meétodos: Empleando procedimientos estindar,
se procesaron piezas quirurgicas que provinieron
de pacientes con un diagnéstico confirmado para
adenocarcinoma y carcinoma escamocelular. Los
fibroblastos aislados se propagaron hasta confluen-
cia, se tripsinaron y se emplearon para extraer
ADN. Las muestras de ADN obtenidas se emplea-
ron para evaluar el estado de amplificacion de los
genes PI3K, EGFR, ERBB, MYC, MYCN, MYCL,
REL y AKT, usando PCR cuantitativa en tiempo
real con sondas TagMan®. Para validar el anélisis
y determinar el grado de amplificacién de cada
gen, los resultados se normalizaron y compararon
con los obtenidos para el gen control (actina). El
estado de amplificacién calculado para todos los
genes fue comparado entre fibroblastos pulmona-
res normales (MRC-5) y los de origen tumoral.
Analisis similares fueron realizados para las lineas
celulares A549 (adenocarcinoma) y NCI-H520
(carcinoma escamocelular).

Resultados: Al comparar la dosis génica para
MRC-5 y los fibroblastos FIBSPG2 (adenocarci-
noma) y FIBSPG3 (escamocelular) se determino
que ninguno de los genes se encuentra amplificado
en FIBSPG3; por el contrario, los genes PI3KCA,
MYCN, MYCLI1, AKT y EGFR estan amplificados
en FIBSPG2. En A549 se encuentra amplificado
PI3KCA, y en NCI-H520 estan amplificados REL,
HER2 y AKT.

Conclusiones: No es claro atin el porqué de las
diferencias entre el estado de amplificaciéon de
los genes en FIBSPG2 y FIBSPG3. Es probable que los
tipos histolégicos de los cuales provienen estén de-
terminando dicho resultado. Otros estudios podrian
complementar y dar mayor claridad a los resultados
obtenidos en el presente trabajo.

Diferencias en la sefializacion
por IGF-l e IGF-ll en la linea
celular HelLa derivada de
cancer de cuello uterino

Autores: Novoa S. S., Alarcon J. C., Umafia A,
Sanchez de Gémez M.

Grupo o dependencia: Grupo de Investigacion en
Hormonas, de la Universidad Nacional de Colombia

Correo electronico: jcalarconb@unal.edu.co

Introduccién: Los factores de crecimiento similares
a la insulina (IGFs) cumplen un papel fundamental
en el crecimiento, supervivencia e invasion en células
tanto normales como tumorales. La HeLa es una linea
de adenocarcinoma de cuello uterino que contiene el
virus del papiloma humano 18 y fue originada a partir
de células de cancer de cuello uterino. Las vias de
sefalizacion celular PI3K/Akt y ERK/MAPK cum-
plen un papel critico en el crecimiento celular y en la
supervivencia en muchos tejidos y tipos celulares. En
una variedad de células cancerosas se ha encontrado
desregulacion en estas vias.

Objetivo: Establecer las vias de sefializacion celular
activadas por el sistema IGF en procesos de prolife-
racion celular en la linea celular derivada de cancer
de cuello uterino, HeLa.

Meétodos: Con el fin de determinar la posible via de
sefializacion responsable de mediar la respuesta a los
IGFs, las células se estimularon con IGF-I (10nM),
IGF-1I (10nM) o SFB al 10%, en combinacion con los
inhibidores especificos de las vias PI3K y MAPK, LY
294002 y PD 98059, respectivamente. La activacién
de las vias de sefializacion se establecié mediante los
cambios en fosforilacion de las proteinas Akt (PI3K)
y ERK %2 (MAPK), evaluados por western blot.

Resultados: Se observo un aumento de la fosforila-
cion de la proteina Akt, como resultado del estimulo
con los dos IGFs, pero la cinética de activacién de
Akt por IGF-II fue mayor que la observada por
IGF-I. Por otro lado, IGF-II estimulo la fosforilacién
de ERK, mientras que IGF-I parece provocar un
descenso en la fosforilacién, probablemente, por
la activacién de fosfatasas, lo que podria indicar la
activacién de vias de sefalizacion diferentes.
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Conclusiones: Las vias PI3K y MAPK son activadas
de manera diferencial por IGF-I e IGF-II, y pueden
estar implicadas en el desarrollo y progresion del
fenotipo tumoral de células de cuello uterino.

Mecanismos moleculares de
las estatinas sobre el cancer

Autores: Sandoval M. C., Ordéfiez N., Umaiia A.,
Garcia J. M., Fernandez L., Sanchez de Gémez M.

Grupo o dependencia: Grupo de Investigacion en
Hormonas, de la Universidad Nacional de Colombia

Correo electronico: mcsandovalu@gmail.com

Introduccion: Las estatinas son inhibidores de la
HMGCOoA involucrada en la sintesis de colesterol
y en intermediarios de la farnesilacion de proteinas
vinculadas a proliferacién, crecimiento, invasién y
migracién. Recientemente se han empezado a investi-
gar los efectos de estos medicamentos sobre el cincer,
y se ha encontrado que las estatinas inducen apoptosis
en las células, ademas de disminuir su proliferaciéon
e invasion. Estudios en células de osteosarcoma han
permitido establecer el efecto proapoptético de la
simvastatina, ademas de la inhibicién de la activi-
dad transcripcional de la proteina STAT1. Por otra
parte, las proteinas STAT hacen parte de la via de
sefializacién JAK/STAT, activada por la hormona
de crecimiento (GH), y regulan el crecimiento, la
diferenciacién y la proliferacion de muchos tipos
celulares. No se conoce el efecto de las estatinas en
la via de sefializacién activada por GH.

Objetivo: Evaluar el efecto de la simvastatina sobre
la activacion de la via de sefializacion JAK/STAT
activada por GH, y sus implicaciones funcionales
en una linea celular de osteosarcoma.

Meétodos: La linea celular de osteosarcoma de rata,
UMR-106, se cultivd en DMEM. Los cultivos se
estimularon con dosis de bGH (10,50 100 nM),
simvastatina (0,1, 1,0, 10uM), o combinacién de
los dos a diferentes tiempos. El efecto sobre la pro-
liferacion celular se midié por MTT y los niveles de
expresion de los genes SOCS-3, y CIS se realiz6 por
PCR en tiempo real. La activacién de la proteina
STAT 5 se evalué por western blot.
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Resultados: Se observd una disminucién en la
proliferacién de las células por tratamiento con
simvastatina en las dosis empleadas, efecto apre-
ciable aun en presencia de GH. Adicionalmente, la
expresion de SOCS-3 y CIS aumenté dependiendo
del tiempo, con la adiciéon de simvastatina al medio,
asi como también disminuy6 la fosforilaciéon de
STATS5 estimulada por GH.

Conclusiones: La simvastatina estimula la expresion
de genes supresores de la activacién de JAK/STAT y
disminuye la fosforilacion STATS, lo que evidencia
el efecto inhibidor del crecimiento en células de
osteosarcoma.

Efecto de dos péptidos
sintéticos sobre la funcion del
PDGF en la via de seializacion
PI3BK/AKT en células tumorales
humanas HT1080

Autores: Contreras M. J., Arboleda G., Morales L.

Grupo o dependencia: Muerte Celular y
Neuroquimica, de la Universidad Nacional,
y Universidad Javeriana

Correo electronico: gharboledab@unal.edu.co

Introduccién: La sobreactividad del factor de creci-
miento derivado de plaquetas (PDGF) y sus receptores
(PDGFR) cumple un papel en la patogénesis, invasion
y metastasis de muchos tumores sélidos. La reciente
introduccién clinica de inhibidores de PDGFR ha sido
validada en los altimos afios en células cancerigenas, y
su eficacia clinica ha sido ampliamente demostrada. Es
de gran interés bioldgico y farmacoldgico conocer los
efectos que sobre la funcion del PDGF en células de
fibrosarcoma humano HT1080 tienen dos péptidos
lineales, los cuales mostraron previamente una alta

afinidad a PDGFR.

Objetivo: Determinar el efecto de dos péptidos
sintéticos sobre la funcién del PDGF en la via de
sefalizacion PI3K/Akt en células tumorales huma-
nas HT'1080.

Métodos: Se repurificaron por RP-HPLC dos
péptidos lineales sintetizados por el grupo de
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Neurobioquimica de la PUJ; su efecto sobre la via-
bilidad celular se evalu6 mediante MTT. El efecto
de estos sobre la via PI3K/Akt se evalué mediante
el estado de fosforilacién de Akt por western blot.
El analisis estadistico se hizo con la prueba t de
Student, teniendo en cuenta nueve observaciones,
procedentes de tres cultivos independientes en los
ensayos de viabilidad celular y tres observaciones
de tres cultivos independientes en los ensayos de
western blot.

Resultados: PDGF a concentraciéon de 500pM
genera mejor respuesta positiva sobre la viabilidad
celular y estimulacién de la fosforilacion de AKT,
aunque esta tltima es sélo temporal. Se defini6 que
ambos péptidos a una concentracién de 100pM
ejercieron un efecto final negativo sobre la prolife-
racién celular. Sin embargo, el péptido 2 mostré una
mayor capacidad de inhibicion de la fosforilacién
de Akt dependiente de PDGF. Los péptidos no in-
fluyen sobre la activacién endégena de Akt, lo cual
indica que estos péptidos parecen ser moduladores
especificos de la respuesta biolégica iniciada por
PDGEF, y ello sefiala una alta especificidad de estos
por el PDGFR.

Conclusiones: Los péptidos 1 y 2 inhiben la viabili-
dad y fosforilaciéon de Akt dependiente de PDGF en
células HT1080, donde el péptido 2 es mucho mas
efectivo. Estos péptidos se convierten en posibles
moduladores terapéuticos de la via PDGF-PI3K-
AKT en cancer.

Polimorfismos en la proteina
CagA y su asociacion a
enfermedad gastroduodenal

Autores: Acosta P. N., Quiroga A. J.,
Delgado M. del P., Jaramillo C. A., Bravo M. M.

Grupo o dependencia: Grupo de Investigacion
en Biologia del Cancer, del Instituto Nacional de
Cancerologia de la Universidad de los Andes

Correo electronico: mbravo@cancer.gov.co
Introduccién: La infeccion con Helicobacter pylori

afecta a mas del 50% de la poblaciéon mundial. En
los individuos infectados la bacteria causa gastritis

cronica activa, que en 10% a 20% de los casos
progresa a gastritis atréfica, metaplasia intestinal,
displasia y cdncer géstrico. La infeccion con cepas
que portan el gen cagA se asocia con mayor riesgo
de tlcera duodenal y cincer gastrico; sin embargo,
en individuos con gastritis superficial hasta un 50%
de las cepas porta el gen cagA. La proteina CagA
es translocada al interior de la célula epitelial y
fosforilada en los residuos de tirosina presentes
en una secuencia EPIYA. En la proteina CagA de
aislamientos de H. pylori del hemisferio occidental
existen tres clases de sitios EPIYA (A,B,C), que
son ensamblados de manera variable en nimero
y orden.

Objetivo: Caracterizar la region variable del extre-
mo 3"del gen cagA que contiene los motivos EPIYA,
y evaluar si existe asociacién entre los polimorfismos
en el gen cagA y la severidad de la enfermedad
gastroduodenal.

Meétodos: Se obtuvo la secuencia del extremo 3"del
gen cagA de 106 aislamientos de H. pylori; de ellos,
19 provenian de pacientes con diagnéstico de gastri-
tis no atréfica; 21, de pacientes con gastritis atrofica;
26, de pacientes con metaplasia intestinal; 22, de
pacientes con tlcera duodenal, y 18, de pacientes
con céancer gastrico. ADN genémico de 122 aisla-
mientos de pacientes con diferentes enfermedades
gastroduodenales.

Resultados: La mayoria de las cepas analizadas
presentaron la combinaciéon ABC de motivos
EPIYA: 66 (62,3%); el 31,1% de la cepas (33 de
ellas) presentd la combinacion ABCC, y sélo una
cepa (0,9%) present6 la combinaciéon ABCCC; por
otra parte, 6 aislamientos (5,7%) presentaron otras
combinaciones. No se observé asociacion entre el
namero de motivos EPIYA y la severidad de la en-
fermedad gastroduodenal; sin embargo, se observé
una diferencia significativa en la frecuencia de la
combinacién ABCC en aislamientos colombianos
en comparacién con las frecuencias reportadas para
cepas occidentales en GeneBank (p<0,002).

Conclusiones: Se caracterizo exitosamente la region
3"del gen cagA en un conjunto de capas colombia-
nas; no se encontrd asociacion entre un nimero
mayor de motivos EPIYA y mayor riesgo de cancer
gastrico.
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Papel de los genotipos de
Helicobacter pyloriy de los
polimorfismos de genes de
citocinas proinflamatorias en el
riesgo de lesiones premalignas
y cancer gastrico en una
poblaciéon colombiana (Tunja)

Autores: Trujillo E., Quiroga A., Martinez T.,
Serrano M., Hernandez G., Murillo R., Bravo M. M.

Grupo o dependencia: Grupo de
Investigacion en Biologia del Cancer,
del Instituto Nacional de Cancerologia

Correo electronico: mbravo@cancer.gov.co

Introduccién: La infecciéon con Helicobacter pylori
afecta al 50% de la poblacion mundial. En una pro-
porcion de individuos la infeccién se asocia con el
desarrollo de tlcera péptica, lesiones preneoplasicas y
carcinoma gastrico. Las causas de los diferentes
resultados clinicos de la infeccion incluyen factores
genéticos tanto de la bacteria como del hospedero.

Objetivo: Determinar las frecuencias de los genes
bacterianos cagA y vacA y los polimorfismos en
genes de citocinas IL-1f-511, IL-IRN, IL-10-819,
IL-10-1082 y TNFA-308 en una poblacién con alta
incidencia de cancer gastrico y evaluar su asociacién
con enfermedad gastroduodenal.

Meétodos: Se analizaron 289 biopsias, obtenidas de pa-
cientes del Hospital San Rafael de Tunja: 58 con diag-
nostico de gastritis superficial, 44 con gastritis atrofica,
69 con metaplasia intestinal, 20 con displasia gastrica,
28 con cancer gastrico y 70 con tlcera duodenal. Los
polimorfismos se evaluaron por discriminacion alélica
usando PCR en tiempo real. La genotipificacion de H.
pylori se realiz6 mediante PCR.

Resultados: La presencia de H. pylorivacAsl, vacAml,
cagA positivo se asocié a mayor riesgo de metaplasia
intestinal [OR18,7 IC95%(6-58,3); 8,35 1C95%(3,2-
21,6) y 25,41 1C95%(6,9-93,9)], cancer gastrico
[OR:5,44 1C95%(1,40-21,11); 3,73 1C95%(1,23-
12,39)] y tlcera duodenal [OR:3,4 IC95%(1,5-7,9);
2,42 1C95% (1,02-5,7); 2,7 1C95%(1,2-5,7)]. No se
observé asociacion entre los polimorfismos evaluados
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y riesgo de enfermedad gastroduodenal. Sin embargo,
dentro de los individuos infectados con H. pylori vacA
sl, vacA ml o cagA positivo el riesgo de desarrollar
metaplasia intestinal se incrementé en los portadores
de los polimorfismos proinflamatorios IL-1B-511T
[OR: 20,2 1C95% (2,2-186,1); 15,0 IC95% (1,6-
142,7); y 7,33 1C95% (1,3-41,9)], IL-1-RN-2%/2*
[OR: 43,7 IC95% (4,2-456,9; 16,0 1C95% (1,68-
152,02); 80,5 1C95% (6,32-1026,0)], TNF-A-
308A [OR: 32,5 IC95% (2,9-355,1); 17,3 IC
95% (1,8-164,2); y 52 IC95%: (6,3-430,7)], IL-
10-819T [OR: 23,8 IC 95% (4,1-136-9); 11,5 IC
95% (2,5-52,0) y 17,14 IC95% (2,0-99,0)] y en
individuos homocigotos para el alelo IL10-1082A
[OR: 34 1C95%(6,1-189,2); 10,5 IC95%(2,9-
38,3) y 57,36 1C95%(6,58-500)].

Conclusiones: Estos resultados sugieren que en
individuos portadores de polimorfismos proinfla-
matorios infectados con H. pylori vacAsl, vacAml o
cagA positivo se favorece la aparicién de metaplasia
intestinal. La determinacion de los genotipos de
la bacteria y de los polimorfismos en los genes de
citocinas proinflamatorias podria ser ttil para la
identificacion de individuos en riesgo de desarrollar
metaplasia intestinal dentro de una poblacion co-
lombiana con alta incidencia de cancer gastrico.

Interaccion entre los factores

de crecimiento similares a la
insulina y el motivo RGD de
adhesion celular en la linea celular
de cancer de prostata PC3

Autores: Losada M., Vallejo A. F,,
Sanchez de Gémez M.

Grupo o dependencia: Grupo de Investigacion en
Hormonas, de la Universidad Nacional de Colombia

Correo electrénico: mlosadab@unal.edu.co

Introduccién: El cincer de proéstata es uno de los
principales responsables de la mortalidad en hombres
por cancer en Colombia debido a su alto potencial
metastésico. Los factores de crecimiento similares a
la insulina tipo I y I (IGF-I y II) estdn involucrados
en la proliferacién, migracién e invasién de varias
neoplasias comunes, y la sobreexpresién de sus
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receptores se ha asociado con un pronéstico negati-
vo. Adicionalmente, dentro del proceso invasivo las
integrinas desarrollan un papel fundamental en la
adhesion y en eventos de sefializaciéon que conducen
a migracion, principalmente a través del motivo
RGD(Arg-Gly-Asp).

Objetivo: Estudiar la posible interaccién entre el
péptido RGD y algunos efectos biolégicos mediados
por IGF-II en células de cancer de prostata.

Meétodos: Se cultivé lalinea celular de cancer de pros-
tata PC-3 en medio RPMI suplementado con 10% de
SFB, en atmosfera hiimeda; se realizaron diferentes
estimulos con los ligandos IGF-1, IGF-1l e insulina. De
la misma forma, se inhibi6 la activacién de la integrina
aVb3 y la unién del ligando al receptor de IGF-1R. Se
realizaron ensayos de migracion, adhesion y prolifera-
cion (MTT) con los tratamientos antes descritos.

Resultados: Se determiné que el IGF-II estimula la
proliferacién celular, y que su efecto es potenciado
por la integrina aVb3. El receptor del sistema IGF,
por el cual se media este efecto, es, probablemente,
el IGF-IR, y no el receptor de insulina (IR). Por
otra parte, en ensayos de adhesion se encontr6é un
efecto inductor importante por parte del IGF-Iy del
péptido RGD, los cuales al combinarse aumentaron
la adhesion celular, efecto que también es mediado
por la integrina aVb3 Adicionalmente, se encontré
que la estimulacién conjunta del IGF-II y el péptido
RGD aumenta significativamente la migracién celu-
lar, lo cual sefiala la estrecha relacién existente entre
la sefializacién mediada por los IGFs y el receptor
de integrina aVb3.

Conclusiones: Los resultados muestran una interac-
cién significativa entre los ligandos IGF-I e IGF-II y el
péptido RGD, mediada, principalmente, por el recep-
tor de IGF-I (IGF.IR) en la proliferacion, adhesion y
migracion de la linea de cancer de prostata PC-3.

Polimorfismos de genes asociados
al metabolismo de xenobioticos,
y surelacion con el desarrollo de
cancer de mama familiar en una
poblacion colombiana

Autores: Rangel N., Escobar S., Ramirez S.

Grupo o dependencia: Grupo de Ciencias
Basicas Médicas, de la Universidad del Rosario

Correo electrénico: rinelsone@gmail.com

Introduccién: En Colombia, el cincer de mama es
la tercera causa de muerte por cancer. Del total de
casos de cancer de mama, del 10% al 15% son de
origen familiar, y de éstos, 5% se pueden asociar
con mutaciones en genes de alta penetrancia, como
BRCA1 y BRCAZ2. El riesgo de los casos restantes
puede llegar a ser explicado por variantes genéticas
de baja penetrancia asociadas al desarrollo de la
enfermedad.

Objetivo: Describir la frecuencia de los polimorfis-
mos de los genes p53(Arg72Pro, Duplicacién 16pb
intron 3 y Mspl intrén 6), CYPIBI(Val432Leu,
Asn453Ser), CYP1A1(T6235C, Thr461Asn,
1le462Val), GSTP1 (Ile105Val), GSTM1 y GSTT1
en una poblacién colombiana con cancer de mama
familiar, con respecto a un grupo control de indi-
viduos sin antecedentes de céncer.

Meétodos: Estudio analitico de casos (120) y con-
troles (240). La evaluacion de los polimorfismos se
llevé a cabo mediante PCR-RFLPs, y la evaluacién
de los factores asociados a cancer de mama here-
dofamiliar se hizo mediante analisis multivariado.
Se midié la fuerza de asociacién mediante la razén
de disparidad (OR) y se evalué la significancia de
la asociacién utilizando el intervalo de confianza
del 95%.

Resultados: En la regresiéon logistica del analisis
multivariado se encontraron asociaciones signifi-
cativas con el desarrollo de cancer de seno para los
polimorfismos: p53 exon 4-Arg/Arg (OR 1,923
IC 1,117-3,309); p53 intron 3—w/m (OR 30,887 IC
3,709-257,209); p53 intron 6-w/m (OR 2,061
IC 1,059-4,013); CYP1B1 Val432Leu-Val/Val (OR
2,2731C 1,084 —4,855); CYP1B1 Asn453Ser-Asp/
Ser (OR 1,987 IC 1,076-3,670). La presencia del
gen GSTMI1 reportaun OR 0,366 IC 0,219-0,613)
el cual se considera como protector para ciancer de
seno. En el analisis de asociacion entre habitos y
caracteristicas demogréficas se encontraron como
factores de riesgo la edad de la menarquia entre los
8 y los 11 afios (OR 3,076 IC 1,371-6,902) y entre
los 12 y los 13 afios (OR 3,472 IC 1,584-7,610);
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las alergias (OR 2,095 IC 1,172-3,746); la terapia
hormonal (OR 1,985 IC 1,006-3,811) y el consumo
de embutidos (OR 2,041 IC 1,167-3,569).

Conclusiones: Nuestros resultados soportan la
importante asociacion entre polimorfismos de los
genes p53, CYPIB1 y GSTMI con el riesgo de
cancer de mama familiar.

Evaluacion de la expresion

del factor de transcripcion
asociado a microftalmia

(MITF) en sangre periférica de
individuos con y sin melanoma
maligno, y en lineas celulares

Autores: Rangel N., Rondén M., Ramirez S.

Grupo o dependencia: Grupo
de Ciencias Basicas Médicas, de
la Universidad del Rosario

Correo electrénico: rinelsone@gmail.com

Introducciéon: La incidencia de melanoma maligno
se ha incrementado mas rapido que cualquier otro
tipo de cancer, lo cual ha llevado a intensificar la
busqueda de herramientas que faciliten la iden-
tificacion temprana del melanoma. El factor de
transcripcion asociado a microftalmia (MITF) es
conocido como el regulador maestro de melanoci-
tos. Desregulaciones del MITF se han relacionado
al desarrollo de melanoma maligno.

Objetivo: Analizar la expresion del gen MITF en
sangre periférica de un grupo de individuos con
melanoma, y compararla con la expresion de éste en
un grupo de personas sin cancer, asi como también
en algunas lineas celulares.

Meétodos: Se extrajo ARN de 31 muestras de sangre
periférica: 19 de pacientes con melanoma y 12 de
personas sin ningtn tipo de cancer. Se cuantificaron
niveles de expresion tanto para el gen MITF como
para genes de expresion constitutiva (B2M y GA-
PDH), mediante PCR tiempo real. Asi mismo, se
evalué la expresién de dichos genes en cinco lineas
celulares.
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Resultados: En todos los individuos se observo
expresiéon del gen MITF. El analisis de cuantifica-
ci6n relativa mostré que la diferencia en el nivel de
expresion del gen MITF fue de sélo 1,34 veces mas
en el grupo de casos con respecto al grupo control,
mientras que el anélisis de cuantificacién absoluta
no arrojo diferencias estadisticamente significa-
tivas entre los niveles de expresién en los grupos
de estudio (P=0,09). Sin embargo, la expresion
de MITF en el grupo de pacientes con melanoma
fue m4s variable que la observada en el grupo de
personas sin cancer. Asi mismo, en la linea celular
de adenocarcinoma gastrico se detecté expresion,
no descrita hasta el momento, del gen MITF.

Conclusiones: Se encontraron niveles de expresion
del gen MITF en sangre periférica tanto de personas
con melanoma como en personas sin cancer. Sin em-
bargo, la variabilidad en los niveles de expresion del
gen MITF observados en personas con melanoma
sugiere la posible presencia de células tumorales
en circulacién.

Desarrollo de la técnica de reverse
line blot para la deteccion de
variantes de E6 y E7 del virus del
papiloma humano (VPH) 58

Autores: Buitrago O. L., Morales M. N,
Martin D. C., Huertas A., Moreno P.,
Hernandez G., Martinez T., Molano M.

Grupo o dependencia: Grupo de
Investigacion en Biologia del Cancer,
del Instituto Nacional de Cancerologia

Correo electrénico: obuitrago@cancer.gov.co,
olbuitragou@unal.edu.co

Introduccién: En el mundo se usan diferentes
técnicas para la identificacién de variantes molecu-
lares del virus del papiloma humano (VPH). Para
realizar de estudios epidemiolégicos es necesario
desarrollar nuevos ensayos con alta sensibilidad y
especificidad y de facil uso.

Objetivo: Desarrollar la técnica de reverse line blot
(RLB) para analizar la presencia de variantes en el
ORF E6 y E7 de muestras positivas para VPH58.
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Métodos: Se desarrollaron 2 PCRs hacia la region E6
y E7 del VPHSS, y un RLB para la deteccién de 22
variaciones nucleotidicas en estas regiones. El método
RLB permite la hibridacién de 42 muestras diferentes
con 42 sondas de oligonucleétidos en un solo ensayo.
Las oligosondas contienen un grupo 5-amino que se
une de forma covalente a una membrana cargada nega-
tivamente utilizando un miniblotter. Posteriormente, la
membrana es removida y girada 90°; los 42 productos
de PCR biotinilados son hibridados en la membranay
visualizados utilizando un conjugado de streptavidina-
peroxidasa y un sustrato quimioluminiscente (ELC),
para un revelado final por autorradiografia.

Resultados: Se disefiaron iniciadores que amplifican
un fragmento de 521pb para el ORF E6, y de 335pb
para el ORF E7 de VPHS58. El nivel de sensibilidad
en gel fue de 100fg para ambos genes. Para el RLB se
disefiaron 14 oligosondas hacia E6, que hibridan tanto
la posicion de referencia como para el cambio en esa
posicion, y para E7 se disefiaron 24 sondas (9 sondas
de referencia y 15 para cambios). Las sondas fueron
disefiadas con temperaturas de fusién similares, y se
estandarizé el ensayo para evitar uniones inespecificas.
El nivel de sensibilidad del RLB fue diez veces mayor
que el del gel. Las posiciones de nucleétidos seleccio-
nados fueron: 169, 187, 203, 307, 367, 388, 538, 599,
632, 694, 726, 744, 756, 760, 761, 763, 793, 798,
801, 803, 840 y 852. El ensayo permitié identificar
las variantes presentes en las muestras y los cambios
producidos en el ambito de los aminoacidos.

Conclusiones: El desarrollo de una técnica rapida
altamente sensible y especifica como el RLB para
la deteccion de variantes de E6, E7/VPHSS facilita
el anélisis de variantes de VPH en estudios epide-
miolégicos.

Prevalencia de variantes
moleculares del ORF E6 y E7
del virus de papiloma humano
(VPH) tipo 58 en mujeres con
citologia normal de la cohorte
de Bogota, Colombia

Autores: Buitrago O. L., Morales N. M,
Martin D. C., Huertas A., Moreno P.,
Hernandez G., Martinez T., Molano M.

Grupo o dependencia: Grupo de
Investigacion en Biologia del Cancer,
del Instituto Nacional de Cancerologia

Correo electrénico: obuitrago@cancer.gov.co,
olbuitragou@unal.edu.co

Introduccién: El virus de papiloma humano 58
es el segundo tipo viral de mayor incidencia en
el ambito suramericano y nacional en mujeres
con citologia normal y se encuentra dentro de
los mas prevalentes en lesiones intraepiteliales
escamosas de alto grado y cancer de cuello ute-
rino invasivo. En el mundo hay pocos estudios
de variantes sobre los ORF E6 y E7 del VPHS5S;
algunos de ellos han mostrado que la presencia
de ciertas variantes moleculares se asocia a la
severidad de la neoplasia de cuello uterino y al
riesgo de cancer de cuello uterino. En Colombia
no existe informacion acerca de la prevalencia de
variantes de E6 y E7 de VPH58 en mujeres con
citologia normal.

Objetivo: Analizar la presencia de variantes mole-
culares en el ORF E6 y E7 en muestras de mujeres
positivas para VPHS58 en la linea de base de la
cohorte de Bogota, Colombia.

Meétodos: Se amplifico el ORF E6 y E7 del VPH58
en 34 muestras de mujeres positivas para la infec-
cién por VPHS5S, utilizando los iniciadores E6F1/
E7R1 parael ORF E6, que amplifican un fragmento
de 521 pb, ylos iniciadores E7P1/E7P2 para el ORF
E7, que amplifican un fragmento de 335 pb. Para el
analisis de las variantes se utiliz6 la técnica de se-
cuencia automatica directa. La secuencia referencia
del VPHS5S se utiliz6 para comparar las secuencias
obtenidas.

Resultados: 26 muestras (76,4%) amplificaron para
el ORF E6 y E7. De estas muestras, 20 (76,92%)
presentaron la variante T307/A694/G744/A761,
tres muestras (11,54%) presentaron la variante
T307/T632/G744/A760, una (3,85%) presentd
la variante A169/T307/A599/A694/G744/A761,
otra (3,85%) present6 la variante T307/A694/
G744/A761/G763, y, finalmente, una muestra
(3,85%) presento la variante T307/G744. Ninguna
de las muestras presenté la secuencia referencia del
VPHS58.
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Conclusiones: En la poblacién analizada se encon-
traron cinco diferentes variantes; tres, previamente
reportadas en la poblacién asiatica, y 2, nuevas va-
riantes nunca antes reportadas (la variante A169/
T307/A599/A694/G744/A761 y la variante T307/
A694/G744/A761/G763). El analisis de las varian-
tes de VPH58 durante el seguimiento de la cohorte
arrojara informacién valiosa acerca de su rol en la
persistencia de la infeccién y en el desarrollo de
lesiones cervicales.

Gonadotropina coridnica e
IGF-II: vias de senalizacion
compartidas en la enfermedad
trofoblastica gestacional

Autores: Cabezas R. J., Vallejo A. F., Umaiia A,
Sanchez de Gémez M.

Grupo o dependencia: Grupo de Investigacion en
Hormonas, del Departamento de Quimica de la
Universidad Nacional de Colombia, Bogota

Correo electrénico: ricardocabe@gmail.com,
rjcabezasp@unal.edu.co

Introduccioén: La enfermedad trofoblastica gesta-
cional (ETG) comprende un conjunto de patologias
interrelacionadas debidas a un desarrollo anormal
del tejido trofoblastico. Esta enfermedad varia de
relativamente benigna, como la mola hidatidiforme
(completa y parcial), hasta maligna, como la mola
invasiva y el coriocarcinoma. La incidencia de la
enfermedad en Colombia es de 1 en 300 partos,
superior al promedio mundial (1 en 1.000) y al-
rededor del 10% al 20% de las pacientes con mola
desarrollan coriocarcinoma, un cincer que progre-
sa muy rapidamente y con consecuencias fatales.
Estudios previos realizados en nuestro grupo de
investigaciéon han demostrado la sobreexpresién del
IGF-I1y del receptor IGF-IR en mola hidatidiforme,
aligual que una correlacién entre niveles circulantes
elevados de IGF-II y de la hormona gonadotropina
coriénica (HCG) en esta patologia.

Objetivo: Evaluar la posible interaccion entre las
vias de sefializacién activadas por la HCG y el IGF-
II, y sus efectos funcionales en una linea celular de
trofoblasto premaligno.
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Meétodos: Se empled la linea celular de trofoblasto
premaligno HTRS, estimulada con IGF-II (10 nM),
HCG (5000 mU/ml), y combinaciones de ambas.
Se evaluaron los efectos sobre migracion y adhesién
en camaras de Boyden y la proliferacion celular, por
medio del ensayo MTT. Se determiné la expresion
de genes del sistema IGF por medio de PCR con-
vencional y se evaluaron las vias de sefalizacién
activadas por western blot.

Resultados: Nuestros resultados mostraron la ex-
presion de los ligandos y los receptores del sistema
IGF en la linea celular HTRS8. Tratamientos con
HCG, pero no con IGF-II, estimulan la adhesién
celular. El IGF-I en combinacién con la HCG
posee efectos aditivos en la proliferacién celular,
dependiendo de la dosis. IGF-I, IGF-II y HCG in-
crementan la migracion celular respecto a controles
no estimulados. Dichos efectos estain mediados, en
parte, por la activacion del receptor IGF-IR y la via
de sefializacién PI3K/AKT.

Conclusiones: Estos resultados sugieren que los
efectos bioldégicos mediados por los IGFS y la HCG
podrian compartir mecanismos de sefializacién en
lalinea celular HTRS, con implicaciones en propie-
dades metastéticas y progresion de la enfermedad
trofoblastica gestacional.

Efecto de IGF-Il en la secrecion
de hCG, y su posible papel en
el desarrollo de la enfermedad
trofoblastica gestacional

Autores: Freyre S. 1., Vallejo A. F., Umaiia A,
Sanchez de Gémez M.

Grupo o dependencia: Grupo de Investigacion en
Hormonas, de la Universidad Nacional de Colombia

Correo electronico: sifreyreb@unal.edu.co,
sifreyre@gmail.com

Introduccién: El trofoblasto comparte muchas
caracteristicas con células malignas, como
el alto nivel de proliferacion celular, la falta de
inhibicién por contacto celular, las propiedades
de migracion e invasion, el perfil de proteasas, las
moléculas de adhesién y la capacidad para evadir
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efectores del sistema inmune, por lo cual se le de-
nomina “pseudomaligno” o “fisiolégicamente me-
tastatico”. El sistema de factores de crecimiento
similares a la insulina (IGFs) ha sido involucrado
en el desarrollo adecuado de la placenta y del feto.
Estudios previos realizados en nuestro laboratorio
han evidenciado alteraciones del sistema IGF en
la enfermedad trofoblastica gestacional (ETG),
corrientemente diagnosticada por los elevados

niveles circulantes de la hormona gonadotropina
coriénica (hCG).

Objetivo: Establecer si alteraciones en el sistema
IGF tienen implicaciones en la patogénesis de la
enfermedad examinando la posible relacién entre
IGF-1I y la expresion de hCG en células de trofo-
blasto humano.

Meétodos: Se utilizo la linea celular de trofoblasto
HTR-8, que conserva muchas de las caracteristicas
del trofoblasto extravelloso. Se indujo diferencia-
cién por tratamiento con forskolina (1pM, 10uM
y 20uM), sola o en combinacién con IGF-I, e IGF-
IT (10 nM). Los cambios en la expresion de hCG

se evaluaron a través de qPCR e inmunoensayo
(IRMA). La proliferacion celular se establecié me-
diante ensayos de MTT.

Resultados: Los resultados mostraron que IGF-II
estimula la proliferacion celular y la produccion de
la hormona hCG (400 veces), en comparacion con el
control. El tratamiento con el inductor de diferencia-
cion, forskolina (10 M) en combinacién con IGF-1I,
increment6 atin mas (700 veces) los niveles de hCG
con respecto al resultado observado con IGF-II. Este
efecto es especifico para IGF-II, y no se observé con
IGF-I. Estos incrementos se correlacionaron con los
resultados de expresién medidos por qPCR, donde
los mayores niveles de transcritos se encontraron en
células tratadas con forskolina e IGF-II.

Conclusiones: Estos hallazgos demuestran que
IGF-Il induce especificamente la secrecién de hCG;
probablemente, de forma similar a lo que ocurre en
la ETG. Esto nos lleva a proponer que el aumento
en los niveles de IGF-II puede estar relacionado con
el desarrollo de la enfermedad, por lo cual podria
ser usado como un marcador pronostico.
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