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1. INTRODUCCION

El cancer gastrico representa la tercera causa de muerte en hombres y la quinta causa de
muerte en mujeres mediadas por la totalidad de los canceres en el mundo, siendo paises en
desarrollo donde la enfermedad presenta los mayores indices de persistencia. Chile se cuenta
como uno de los paises con mayores tasas de la enfermedad, siendo la primera causa de muerte
mediada por tumores malignos en ambos sexos. Esta enfermedad se caracteriza por tener una
variada etiologia, lo que ha dificultado su entendimiento y tratamientos efectivos, siendo la
gastrectomia total la Unica medida que ha elevado la sobrevida de pacientes en estadios
avanzados de la enfermedad. Si bien, se reconocen factores de riesgo poblacionales como el
tabaquismo y las lesiones provocadas por el patégeno Helicobacter pylori, los eventos genéticos
caracteristicos de este cancer y el conocimiento de marcadores prondsticos en esta enfermedad

son precarios.

Es por esto, que un mejor entendimiento molecular de los factores genéticos involucrados en
la enfermedad podria contribuir en la identificacion de nuevos biomarcadores, como también en
la formulacion de terapias mas efectivas y menos invasivas. Por otra parte, no existe claridad
sobre la participacion y desregulacion de vias de sefializacidn especificas en la enfermedad, lo
que contrasta con otros tipos de canceres, que presentan marcadas desregulaciones genéticas y

vias de sefializacion particulares.

Basados en estos antecedentes y dada la importancia que representa el estudio de esta
enfermedad, con motivo a comprender los cambios de expresion y el comportamiento de las vias
de sefalizacion relacionadas al cancer gastrico, la hipotesis en esta investigacion postula lo
siguiente: Las vias de sefializacion de fosfoinositol 3-quinasa (PI3K/AKT), wnt (WNT),
angiogénesis y activacion linfocitarias se encuentras desreguladas en tejidos gastricos cancerosos,

pudiendo encontrarse nuevos genes para el estudio de la enfermedad.



OBJETIVOS

Objetivo general

Evaluar la expresion génica de las vias de sefializacion de fosfoinositol 3-quinasa
(PIBK/AKT), Wnt, angiogénesis e inflamacion en tejidos tumorales gastricos y sus respectivos

controles.

Objetivos especificos

Analizar los cambios de expresion de genes pertenecientes a las vias de sefalizaciéon de
fosfoinositol 3-quinasa (PI3K/AKT), Wnt, angiogénesis e inflamacién mediante la técnica de
PCR Array.

Identificar la relacién de los analisis derivados del PCR Array con la base de datos del Human
Atlas Protein (HAP).

Determinar la asociacién existente entre los genes desregulados y la enfermedad con bases de

datos y revision bibliogréfica.



2. REVISION BIBLIOGRAFICA.

2.1. Epidemiologia y problematica general.

El cancer gastrico representa el 10% de las muertes mundiales derivadas de los diferentes
tipos de céncer, con una estimacion de 1.000.000 de nuevos casos reportados y 735.000 muertes
para el afio 2008. Presenta una incidencia promedio de 16.7 casos por cada 100.000 hombres y
7.3 casos reportados por cada 100.000 mujeres (Jemal et al., 2011). En Chile, fallecen alrededor
de 3000 personas al afio por esta enfermedad (Heise et al., 2009) siendo Latinoamérica, donde se
presenta una de las mayores tasas de prevalencia masculina de la enfermedad (Riva et al., 2004).
Paises como Chile, Costa Rica y Ecuador presentan tasas de prevalencia masculina cercanas a los
17 casos masculinos por cada 100.000 habitantes, comparado con paises como Canada y Estados
Unidos donde la prevalencia masculina no supera los 4 casos masculinos por cada 100.000
habitantes (Bosetti et al., 2005). Por otro lado, la incidencia mundial y regional en mujeres es
siempre menor, mientras que en Ameérica del Sur la incidencia en mujeres bordea los 9.7 nuevos
casos por cada 100.000 mujeres, América del Norte presenta ratios cercanos a 2.5 nuevos casos
por cada 100.000 mujeres (Jemal et al., 2011).
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Figura 1. Mortalidad por tumores malignos de estémago segin sexo (2000-2009). Fuente: Departamento de

Estadisticas e Informacidon en Salud (DEIS). Ministerio de Salud, Chile.



Por sus caracteristicas el cancer gastrico es una enfermedad silente (Catalano et al., 2009),
donde la mayoria de los pacientes logran ser diagnosticados en estadios avanzados o metastasicos
de la enfermedad (Saif et al., 2010). Una de las razones del diagnostico tardio se debe a la
sintomatologia poco especifica de los pacientes, vinculada a procesos de dispepsia tales como
reflujo, flatulencia, dolor abdominal y en raras ocasiones vomitos dolorosos (Axon, 2006).

Asi, cerca del 30% de los pacientes diagnosticados con cancer gastrico presentan historial de
dispepsia en distintos grados, incluyendo pacientes con ulceras gastricas (Tsugane and Sasazuki,
2007). La sobrevida de los pacientes con fases avanzadas de la enfermedad no supera los 6 a 8
meses de vida, siendo muy raro encontrar pacientes metastasicos con sobrevida superior a los 2

afios con terapias coadyuvantes (Valentini et al., 2009).

El cancer de estobmago se encuentra frecuentemente en pacientes de avanzada edad, con un
promedio de edad cercano a los 60 afios (Mineur et al., 2010), vinculandose su malignidad con el
aumento etario de los pacientes, que dificulta el diagnostico y tratamiento ya que las primeras
lesiones preneoplasicas pueden desarrollarse con mucha anterioridad y estar vinculadas a cuadros

infecciosos e ulcerosos (Peng and Wang, 2010).
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Figura 2. Esquema de factores involucrados de la enfermedad, destacando la incidencia de H. pylori, polimorfismos

asociados a la enfermedad, como también acidez y cuadros ulcerosos. Modificado de (Kim et al., 2011).



Aproximadamente el 18% de los canceres gastricos podrian ser atribuidos al habito de fumar
(Tsugane and Sasazuki, 2007). Otro factor de riesgo importante es el mediado por la infeccién de
Helicobacter pylori (Kim et al., 2011), la cual puede generar e intervenir, mediante distintos
mecanismos, la transformacién y generacion de lesiones gastricas malignas (Polk and Peek,
2010), se estima que aproximadamente el 70% de todos los canceres gastricos presentan relacion
con la infeccion de la bacteria Helicobacter pylori (Brenner et al., 2009) siendo esta declarada
como un agente etiologico de la enfermedad en el afio 1994 por la Organizacién Mundial de la
Salud (Kusters et al., 2006), correlacionado de forma positiva con la desregulacion de distintas

vias de sefializacion y los fenotipos cancerosos (Wu et al., 2010).

2.2. Desarrollo y caracteristicas del cancer.

El cancer primario es una definicion histopatoldgica que refiere al tumor in situ dentro de un
tejido, toda vez que su desarrollo estd mediado por diversidad de aberraciones genéticas.
Vogelstein (2004), describe que estas mutaciones involucran grupos de genes que median la
iniciacion del cancer y su progresion, los cuales incluyen genes supresores de tumores, pro-

oncogenes y genes que median la estabilidad celular (Nguyen et al., 2009).

Los genes supresores de tumores desempefian la funcién de inhibir la proliferacién o producir
la apoptosis de la célula en presencia de anormalidades ambientales, metabdlicas o genéticas
(Duensing and Duensing, 2005). La desregulacion de estos genes y las distintas mutaciones
presentes en ellos son caracteristicas en la diversidad de canceres primarios y secundarios. Entre
los genes supresores de tumores mas importantes se encuentran los genes p56, p21, pl6 y la
familia de genes SMAD (APC4), encargados de modular el ciclo celular, produciendo su arresto
por medio del secuestro o inhibicién de las ciclinas. Alteraciones a estos genes producen como
resultante un descontrol de este proceso por parte de la célula. (Garcea et al., 2005; Chen et al.,
2008).



Los pro-oncogenes, son genes heredables de forma mendeliana cuyas caracteristicas per se
promueven la aparicion del cancer en los portadores. En el cancer géstrico se han identificado un
grupo de pro-oncogenes que se ha relacionado con el cancer gastrico familiar, cuya desregulacién
conduce a una menor actividad de E-Cadherina, proteina de union a matriz celular, que se ha
reportado mutada en sobre un 90% de los pacientes. (Oliveira et al., 2009a; Oliveira et al.,
2009b).

Por ultimo, en los genes responsables del metabolismo celular y sobrevivencia normal en la
célula, denominados genes mediadores de la estabilidad celular, se ha descrito que mutaciones o
modificaciones de su funcion son los responsables de las primeras evidencias proliferativas y los

desordenes que llevan a la progresion y invasion del cancer.

Weinberg (2000) describi6 el conjunto de alteraciones fisioldgicas y genéticas que adquieren
las células tumorales, siendo estas: la autosuficiencia de factores de crecimiento, evasion de la

apoptosis, crecimiento ilimitado, angiogénesis, invasion y metastasis tumoral.

Componente Capacidad Adquirida Ejemplo de Mecanismo

n Autosuficiencia de factores
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m Crecimiento ilimitado Recuperacion actividad Telomerasa .
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Figura 3. Procesos relacionados al cancer. Se presentan las cinco caracteristicas propias de la enfermedad, con
énfasis en algunos de los mecanismos moleculares caracteristicos para cada uno de ellos. Adaptado desde Weinberg
2000.



En condiciones normales las células requieren de agentes mitdgenos para poder crecer y
proliferar, estas sefiales pueden ser propias de la célula o producidas en otras células aledafas las
cuales pasan desde un estado inactivo o quiescente a un estado proliferativo, no existiendo
evidencia que algun tipo celular pueda proliferar en ausencia de este tipo de sefiales (Getzenberg
and Coffey, 2011). En el céncer, se ha identificado que estas sefiales dejan de ser dependientes
del organismo y las células cancerosas son capaces de generar sus propias sefiales de crecimiento,
reduciendo de forma drastica su dependencia a estimulos ambientales y al entorno celular
(Houghton et al., 2007) ademas, son capaces de evadir los sistemas de arresto celular, como
también pueden evadir la muerte celular programada, fundamental en la homeostasis de un
organismo sano (Greaves, 2010), siendo insensibles a las sefiales inhibitorias organicas o

sistémicas (Gontero et al., 2004).

Un fendmeno caracteristico de las células tumores y el cancer como enfermedad es la
angiogénesis aumentada, proceso natural en tejidos normales y dafiados por el cual se genera
nueva vascularizacion a partir de vasos ya existentes, que en el cancer estd mediado por la
necesidad del tumor de obtener nutrientes y oxigeno de manera tal que pueda seguir su desarrollo
descontrolado. Siendo la angiogénesis un evento recurrente en tumores avanzados (Carmeliet and
Jain, 2011). Asi también, el desprendimiento celular y colonizacion desde espacios confinados
hacia otros sectores del organismo, denominado como metéastasis, es comun para multiples tipos
avanzados de la enfermedad (Brooks et al., 2010). Este proceso, caracterizado por la pérdida de
expresion de proteinas de sujeciéon a la matriz celular, como integras y cadherinas, permite la
invasion a tejidos adyacentes y el viaje de células malignas, por medio del torrente sanguineo, a
distintas partes del cuerpo, siendo esta la causa de muerte en mas del 90% de los canceres
humanos (Weber, 2008; Hanahan and Weinberg, 2011).



2.3. Carcinogénesis géastrica.

Si bien existen variadas clasificaciones para los céanceres géastricos, la clasificacion
mayormente aceptada es la clasificacion de Lauren (Lauren, 1965), la cual corresponde a una
clasificacion histologica que divide las muestras cancerosas en dos tipos: el tipo intestinal y el
tipo difuso (Saif et al., 2010). EIl tipo intestinal, presenta diferenciacion clara y compacta,
caracterizada por células neoplésicas que tienden a la formacion de estructuras tubulares, con
pobre diferenciacion comparado a los tubulos normales (Yasui et al., 1999), mientras que el
segundo modelo, denominado cancer de tipo difuso, esta representado por células con alto
contenido de infiltracion y células no cohesivas entre si, formando una masa tumoral poco
discreta (Wright et al., 1992; Ming, 1998). La proporcion de canceres gastricos existentes sefiala
que aproximadamente el 50% de los canceres gastricos son del tipo intestinal, siendo un 35% de
clasificacion difusa y un 15% restante de clasificacion mixta o sin clasificar (Catalano et al.,
2009).

Debido a las marcadas diferencias entre la clasificacion histopatoldgica de este tipo de cancer
se ha postulado la existencia de dos formas que modulan la progresion del cancer gastrico, este
modelo propuesto por Yasui et al. (2001) describe que a lo largo de la progresion tumoral existen
alteraciones geneéticas comunes a otros tipos de cancer, como la perdida de actividad génica de
genes supresores de tumores, activacién de oncogenes, perdida de actividad reparadora del DNA,
apoptosis y arresto celular, sumado a un aumento de proteinas y expresion de genes de ciclo
celular, mediado ademéas por procesos epigenéticos y pérdida de estabilidad cromosémica
(Huiping et al., 2002), describiendo la desregulacién de vias de sefializacién tales como E2F, K-
RAS, P53 y WNT/B-Catenina en distinta frecuencia en este tipo de cancer (Ooi et al., 2009) que
en contraposicion a otros tipos de cancer, como el cancer pancreatico y de colon, no se han
descrito vias de sefializacion particulares para el cancer gastrico. (Fearon and Vogelstein, 1990;
Maitra and Hruban, 2008).
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Figura 4. Modelo de progreso del cancer gastrico. EI modelo contempla los dos tipos histoldgicos de Lauren y las

distintas modificaciones genémicas que se presentan en ellos con el tiempo. Adaptado de Yasui et al. (1999).

Ambos modelos consideran desregulaciones vinculadas a la pérdida de estabilidad
cromosOmica, pérdida de la proteina supresora de tumores p56 y APC, ligado a la activacion de
distintas ciclinas, intimamente relacionada con el aumento de la proliferacion y la reactivacion de
la telomerasa. Sin embargo, el tipo difuso se caracteriza por la pérdida de expresion de E-
Cadherina (CDH1) e inestabilidad cromosémica (Kaurah et al., 2007; Corso et al., 2011).
Mudltiples estudios enfocados a la citogenética de diferentes canceres han dado cuenta que los
principales cambios citogenéticos del cancer gastrico responden a aneuploidias, polisomias y
translocaciones cromosomicas (Ferti-Passantonopoulou et al., 1987; Panani, 2008), las cuales
pueden conducir a cambios de la expresion génica y a la produccién de proteinas aberrantes o
quiméricas. Las aberraciones numéricas mas observadas en el cancer gastrico son las trisomias de
los cromosomas 8, 9 y 19, sumado a la aparicion del isocromosoma i(8q), descrito en gran
cantidad de trabajos. Ademas, se han reportado rearreglos y ganancias cromosomicas para los
cromosomas 1, 6, 7, 8, 11, 13, 14 y 17 (van Dekken et al., 1990; Beuzen et al., 2000; Chun et al.,
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2000). Algunos estudios sefialan que no existe correlacion entre los cambios genéticos presentes
en la enfermedad con el tipo histolégico del cancer gastrico, aun cuando se ha descrito que la
existencia de rearreglos o cariotipos especificos se correlacionan con peores prondsticos de la
enfermedad (Panani, 2008).

En conjunto con las anomalias numéricas, se ha descrito que en el cancer gastrico existe un
fendmeno denominado pérdida de heterocigosidad, que afecta a los segmentos cromosémicos 1p,
3p, 4p, 5q, 7p, 8p, 8q, 9p, 12p, 13q, 17p, 18q, 20g y 229, asociandose estos cambios a la perdida
de funcién de importantes genes regulatorios de los procesos de arresto y control del crecimiento
celular como p53, PTEN, DDC, DPC4, SMAD4 y APC. Muchas de las aberraciones genéticas
como amplificaciones, deleciones y mutaciones puntuales pueden conducir a alteraciones génicas
en regiones regulatorias o codificantes de algunos genes, describiéndose en el cancer gastrico la
sobreexpresion y amplificacion de los genes c-met, K-sam, c-erbB2, Kras, Bcl-2, c-myc y ciclina
E, importantes genes vinculados a la progresion y agresividad del cancer, por otro lado, se ha
descrito la inhibicion de la expresion génica de proteinas de reparacion y arresto celular, como E-
Cadherina, p27, pl6 y RARP (Stock and Otto, 2005).

Finalmente, existe un componente epigenético importante en la enfermedad, vinculado a los
cambios de la expresion génica sin la alteracion de la estructura del DNA, relacionado a la
influencia de la metilacién de las islas CpG en las regiones promotoras multiples genes donde se
ha descrito la existencia de la hipermetilacion de los genes CDH1, DKK3, PTEN y MGMT
(Nobili et al., 2011).
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2.4. Vias de sefializacion y su relacion con el cancer.

Madltiples autores han caracterizado las vias de sefializacion involucradas en la progresion y
desarrollo del cancer, siendo su desregulacion fundamental para la produccion de este fenotipo.
Entre las vias de sefializacion oncogenicas, se ha descrito aquellas vinculadas a la regulacion del
ciclo celular, factores de crecimiento, asi como vias de sefializacion relacionadas a la biologia del
desarrollo (Weinberg, 2000; Vogelstein, 2004; Baudot et al., 2010; Hanahan and Weinberg,
2011). En la figura 5, se observan las vias de sefializacion alteradas en los distintos tipos de

cancer, siendo algunas de ellas factores comunes para la enfermedad.
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Figura 5. Relacién de las distintas vias de sefializacion en distintos tipo de cancer. En rojo se resaltan las vias de
sefializacion comunes en méas de 5 tipos cancerosos y en color purpura se destacan las vias de sefializacién
involucradas en el desarrollo de al menos 3 tipos cancerosos. Por otro lado en celeste, se resaltan las vias particulares

para un tipo de cancer. Adaptado desde Baudot et al. (2010).
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Multiples vias metabdlicas se encuentran relacionadas con las distintas etapas y procesos de
transformacion tumoral, asi también genes claves de estas vias se encuentran habitualmente
mutados en diversidad de tumores (Ding et al., 2008). En el cuadro 1 se desglosan algunos de

estos genes mutados, con las respectivas vias de sefializacion a las que pertenecen.

Vias de
Nombre del Gen Cancer(es) involucrado(s) sefalizacion
relacionadas
CTNNB1 Colon, higado APC/WNT
BCL?2 Linfomas APOP
BAX Colon, gastrico APOP
GLI Cerebro, sarcomas GLI/HG
HPVEG Cuello P53/HG
NOTCH1 Leucemias HG
AKT2 Ovario, mama PI3K
PI3KCA Colon, gastrico, cerebro, PISK
CCND1 (cyclin D1) Leucemias, mama RB/CC
HPVE7 Cuello RB/CC
TAL1 Leucemia RB/CC
TFE3 Higado, sarcomas RB/CC
ABL1 (ABL) Leucemia RTK
BRAF Melanoma, colon rectal, RTK
EGFR Glioblastomas RTK
EPHB2 Proéstata RTK
ERBB2 Mama, ovario RTK
MYC, MYCN, Neuroblastoma, pulmoén WNT
JAK?2 Leucemias RTK
KRAS2, N-RAS Colon rectal, pancreédtico RTK
PDGFB Dérmico, fibroblastoma ANG
RUNX1 Leucemias SMAD
TGFBR1, TGFBR2 Colon, gastrico, ovario ANG
HOXAO9, 11, 13; Leucemias HG
MAP2K4 (MKK4) Pancreas, mama, colon HG

Cuadro 1. Genes y su relacién a vias de sefializacion. APC/WNT: Refiere a la activacion de la via WNT. GLI/HG:
Stem cell y Hedgehog. PI3K: Refiere a la via de proteinas quinasas. RB/CC: activacion de retinoblastoma y ciclo
celular. RTK: sefializacién de Tirosina quinasas, incluyen vias de sefializaciéon de RAS y ligandos. ANG:

angiogénesis. HG: Stem cell y Hedgehog. Adaptado de Vogelstein (2004).
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2.4.1. Via de Wingless. Las proteinas Wnt son un conjunto de proteinas con actividad
pleiotropica, vinculadas a eventos del desarrollo en la embriogénesis y homeostasis de multiples
tejidos en adultos (Bowerman, 2008). Esta familia de proteinas fue descubierta en la mosca de la
fruta Drosophila melanogaster, presentando una alta homologia con un grupo proteinas humanas.
En Drosophila, su inhibicion produce fenotipos aberrantes carentes de alas y por lo mismo se les
denomind wingless y Wnt en humanos (Camilli and Weeraratna, 2010). En distintos estadios
celulares, las proteinas Wnt son secretadas uniéndose de forma directa con sus ligandos Frizzled
0 Fz, proteinas transmembrana que actGan como receptores de Wnt y los antagonistas
competitivos WIF y FRLP. Por otro lado Fz y la unién de ligando a Wnt necesita de un
correceptor denominado LRP, el cual presenta sitios de interaccién con WIF, de forma que la

inhibicidn de la via pasa por su interaccion con el correceptor (Logan and Nusse, 2004).

Al unirse Wnt, o cualquiera de sus isoformas, a los receptores de membrana Frizzled se media
una respuesta intracelular. Tanto Fz como LRP modifican su estructura interna de la membrana,
capturando proteinas particulares, que permiten la activacion de [p-catenina y el
desencadenamiento de distintas respuestas celulares (Klaus and Birchmeier, 2008; Komiya and
Habas, 2008). B-catenina estd constitutivamente unida a la proteina APC y a Axina, las cuales
permiten la continua fosforilacion de esta, mediada por CKI y GSK3, siendo esta ubiquitinada
y degradada. Al estar presente WNT, LRP es capaz de interaccionar con Axina desacoplandose el
conjunto APC/GSK3B/Axina, cuyo resultado sera la difusién y activacion de P-catenina,
activando distintas respuestas celulares, todas ellas involucradas al aumento de la transcripcion,
metabolismo y ciclo celular (Angers and Moon, 2009). Una vez que B-catenina se presenta de
manera estable en el citoplasma, esta pueda difundir al nicleo e interaccionar con los factores de
transcripcion TCF/LEF, factores de transcripcion que promueven la expresion de mdltiples genes,
muchos de ellos de importancia en el cancer, incluyéndose c-Myc, multiples ciclinas, y
cicloxigenasa 2 (COX2) (You et al., 2002; Araki et al., 2003).
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Figura 6. Activacién de la via Wnt Canonica. Se presenta el complejo AXIN/APC/GSK3B inhibiendo y
promoviendo la degradacion de p-catenina, al estar WNT este produce el secuestro de Axina desacoplando el
complejo y permitiendo la actividad de B-catenina. Fuente: Angers and Moon (2009).

Se ha demostrado que la activacion de esta via de sefializacion esta relacionada con distintos
tipos de canceres, incluyendo el cancer de higado, colon, pulmén, piel y mama. Asi también, la
acumulacion de B-catenina y su deteccién, por medio de técnicas inmunohistoquimicas, presenta

una alta correlacion con pobres prondsticos para estos tipos de canceres (Ng et al., 2005).

2.4.2. Vias no canonicas de Wnt. Se ha demostrado que WNT puede activar distintos
procesos bajo distintos mecanismos, los cuales son denominados vias Wnt no candnicas o
heréticas (Camilli and Weeraratna, 2010). Existen al menos dos mecanismos en la literatura que
diferencian de la via explicada con anterioridad, la via PCP y una via de sefializacion mediada
por Calcio (Ca™). La primera, relacionada con polaridad celular en el desarrollo, es capaz de
activar la cascada de sefializacion JAK/STAT, como también otras quinasas implicadas en la
polaridad y capacidad del tumor en expandirse, tales como Rho y Rac. La via Wnt/Ca*?, por su
parte, esta modulada por la isoforma WNT5a, la cual al interactuar con su ligando Fz es capaz de

movilizar fosfoinositol trifosfato (PIP3), posibilitando la liberacién de Ca*™ desde el reticulo
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endoplasmatico. Como resultado de la movilizacién de PIP3 es activada la proteina quinasa C
(PKC), la cual es capaz de mediar multiples vias relacionadas con el céncer y ciclo celular,
modulando la polaridad celular y la liberacién de Ca** (Widelitz, 2005; Cheng et al., 2008;
Martin et al., 2010) .

2.4.3. Via de sefalizacion Fosfoinositol trifosfato Quinasa y proteina quinasas. La via de
sefializacion fosfoinositol trifosfato quinasa o PI3K, es una via clésica de estudio en
multiplicidad de enfermedades, parte de ella estd involucrada procesos de crecimiento,
metabolismo y muerte celular (Fresno Vara et al., 2004; Carnero et al., 2008). Componentes
claves de esta via se relacionan a la disponibilidad de PIP3, un lipido que es capaz de activar a
esta quinasa y interactuar con AKT y PTEN, esta Gltima, una fosfatasa cuya actividad responde a
un gen supresor de tumores inactivando a AKT, actuando como feedback negativo de esta

proteina. (Jiang and Liu, 2009).

Las prostaglandinas son lipidos capaces de ser fosforilados, sirviendo de segundos mensajeros
para la activacion de proteinas rio abajo. Las PI3K de clase | son capaces de convertir las
prostaglandinas difosfato (PIP2) en PIP3 prostaglandina trifosfato, presente solo en estados
activados de la célula (Hirsch et al., 2008). Se ha identificado que un gran nimero de receptores
tirosina quinasa son capaces de activar a PI3K. Entre ellos factores de crecimiento y Insulin
Grow Factor (IGF) (Zhang et al., 2011), una vez activado el receptor de membrana, PI3K es
reclutada y fosforila a PIP2, convirtiéndolo a PIP3, activando las proteinas dependientes de este
sustrato, que finalmente activaran a AKT, la cual es uno de los reguladores mas importantes de
diferentes funciones celulares, pues es capaz tanto de inhibir como facilitar procesos metabolicos
(Johnson et al.,, 2010). Como PI3K puede ser activado por mdltiples receptores, se ha
demostrado que es capaz de interactuar con receptores de proteina G y otras moléculas

vinculantes al cancer como RAS (Bradley et al., 2008).
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Figura 7. Via de sefializacion PI3K y algunos de los distintos efectores. Enfasis de la activacion de mTOR y PI3K,
componente principal en activacion de la sintesis de proteinas. RTK: receptor de tirosina quinasa, (p) indica la

fosforilacion de proteinas. Fuente: Manning and Cantley (2007).

AKT o proteina quinasa B (PKB) es una serina/treonina quinasa que presenta al menos tres
isoformas con altisima homologia a PKA, PKG y PKC, una vez fosforilada es capaz de inhibir
los procesos de apoptosis, metabolismo y promover el crecimiento celular, la proliferacion y
angiogénesis, todo esto pues maltiples genes presentan sitios de reconocimiento a AKT (Song et
al., 2005) .

procaspasa-9, al factor pro apoptotico BAD y es capaz de activar a AMP ciclico. En respuesta

AKT es capaz de inhibir de forma directa, por medio de fosforilacién a la proteina

de ello, multiples genes aumentan el metabolismo celular inactivando los factores apoptoticos. Se
ha descrito que GSK3p puede ser inactivada por AKT al ser fosforilada, liberando a -catenina e
induciendo una mayor actividad celular (Manning and Cantley, 2007) esta proteina, importante
moduladora del metabolismo celular, puede fosforilar a p27 y otros factores reguladores de la
mitosis, inactivandolos para aumentar el metabolismo celular. Se ha identificado que AKT

presenta un rol importante en el censo de ATP citoplasmatico, la regulacion de la glucosa y el
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metabolismo, para ello AKT es capaz de activar al complejo mTOR e inhibir la sintesis de

glicogeno inactivando a GSK3p (Manning and Cantley, 2007).

Metabolism

Proliferation

Growth

Metabolism

Survival

Glucose
Uptake

*" Angiogenesis

Figura 8. Distintos blancos de AKT vy las vias de desarrollo involucradas en estas interacciones. Con flechas la

activacion de los distintos genes, en flechas romas la inactivacion producida por medio de AKT. Fuente: Manning

and Cantley (2007).

Existe evidencia que tanto PI3K y sus distintas isoformas, se encuentran frecuentemente
amplificados y mutados en diversidad de canceres y se relaciona a diversos fenotipos
metastasicos (Kolasa et al., 2009; Fedele et al., 2010). PTEN, una fosfatasa capaz de convertir
PIP3 a PIP2 e inhibir la actividad de AKT, es uno de los genes que mayormente se encuentra
mutado o inactivado por la inestabilidad cromosémica de tumores y canceres avanzados. Por
ualtimo, AKT y sus isoformas AKT1 y AKT2, estan involucrados en muchos de los canceres

existentes, entre los cuales destacan gastrico, ovario y mama (Testa and Tsichlis, 2005; Weigelt

etal., 2011).
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2.4.4. Angiogeénesis y progresion del cancer. La Angiogénesis es el proceso natural por el
cual se genera nueva vascularizacion a partir de vasos ya existentes (Carmeliet, 2005), la cual es
llevada a cabo durante todo el desarrollo del organismo (Urbich et al., 2008). Es un proceso
crucial en la progresion tumoral por la busqueda y mantenimiento de nutrientes para las células
malignas (Fayette et al., 2005), cumpliendo un rol fundamental la activacion de VEGF, factor de
crecimiento vascular, el cual promueve la transformacién y crecimiento endotelial (Xie et al.,
2006). Se ha reportado que este factor es fundamental en la respuesta linfoangigénica en
variados canceres (Chaudary et al., 2011), evitando procesos de hipoxia y confinacion del tumor
y promoviendo fenotipos muy agresivos, existiendo una alta correlacion entre la expresion de
este gen y la agresividad tumoral en cancer de mama y tubo digestivo (Zwaans and Bielenberg,
2007). Las etapas tempranas de la angiogénesis se desarrolla a través de la degradacion de las
bases endoteliales de vasos existentes y también alrededor de la matriz extracelular,
produciendose una migracion dirigida de células endoteliales al estroma de los tubos sanguineos,
seguido de la proliferacion de células endoteliales las cuales forman una columna de migracion
que dara lugar al nuevo vaso sanguineo. Asi, una region de diferenciacion posterior, altera su
morfologia y se adhiere al primer grupo de células movilizadas para formar el lumen del nuevo
capilar. Este fendbmeno asociado a la expresion de mudltiples reguladores, tanto positivos y
negativos de la neo vascularizacién, es el que permite la diseminacion organica de la enfermedad
(Carmeliet, 2005).

Uno de los reguladores positivos de la angiogénesis es el factor de crecimiento de fibroblasto
(bFGF). Este esta codificado por un gen simple el cual da origen a maltiples isoformas. Induce la
proliferacion, produccion de proteasas, quimiotaxis y tubologénesis en células endoteliales a
través de la estimulacion de receptores tirosina quinasa FGF. Altos niveles de bFGF en el suero

y en la orina estan correlacionados con la angiogénesis tumoral (Furuya et al., 2009).
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Figura 9. Vascularizacién producida por las células tumorales. Al presentarse hipoxia en el tumor (B), las células
tumorales producen un conjunto de factores que permiten la movilizacién de pericitos y la formacién de nuevos

Vasos sanguineos para asi obtener nutrientes y oxigeno. Fuente: Bergers and Benjamin (2003)

Sin embargo, es el factor de permeabilidad vascular/factor de crecimiento endotelial
(VPF/VEGF) resulta uno de los actores mas relevantes (Ng et al., 2006). Esta proteina favorece
la permeabilidad vascular, siendo, ademas, un potente mitdgeno de las células endoteliales e
inductor de los procesos angiogenicos anteriormente descritos. Este factor interactlia estimulando
los receptores VEGF tirosina quinasa de las células endoteliales teniendo gran importancia, ya
que muchas de los sistemas regulatorios existentes en la angiogénesis estan condicionadas directa
o indirectamente por VEGF y/o VPF. Por otro lado, VEGF también actla en la angiogénesis
inducida por hipoxia, fendmeno producido cuando el sistema vascular del tumor colapsa debido a
la presidn intersticial o cuando la oxigenacion del mismo es limitada (Verheul and Pinedo, 2000),
en estos casos actla el factor de hipoxia inducible 1 (HF1), el cual estd regulado por la
concentracion de oxigeno, el cual a su vez regula positivamente tanto a VEGF como a sus
receptores. VEGF también es regulado en condiciones de hipoxia por mutaciones en genes
supresores de tumores como p53 y pl6, la pérdida de funcionalidad de los genes supresores de
tumores favorece la activacion de oncogenes como RAS, RAF, NEU y SRC, lo cual repercute en
un aumento de la expresion de VEFG. Este tipo de interacciones sirven de modelo para explicar
como la pérdida de la funcionalidad de genes supresores de tumores inciden la generacion de la

metastasis a traves de aberraciones en la angiogenesis (Dvorak, 2005; Fayette et al., 2005).
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Uno de los primeros pasos para brindar capacidad invasiva y metastasica a las células es la
disrupcion de la integridad de la matriz de unién compuesta por aproximadamente por unos 50
componentes (Weber, 2008). Las uniones célula-célula y célula sustrato son de vital importancia
en la modelacion de la angiogénesis, ya que la separacion de estas uniones es necesaria para el
desplazamiento de células endoteliales y luego para la formacion del nuevo vaso, la extension y
maduracion de este (Nguyen et al., 2009). Uno de los factores fundamentales tanto en la
proliferacion celular, invasion tumoral, la angiogénesis y la metéstasis es la produccion de
enzimas proteoliticas envueltas en la degradacion y remodelacion de la matriz extracelular (Webb
and Vande Woude, 2000; Psaila and Lyden, 2009). La familia de enzimas denominadas
metaloproteinasas de matriz (MMPs), consideradas endopeptidasas dependientes de Zinc,
cumplen un rol preponderante en la remodelacion de la matriz celular. Las MMPs son secretadas
al medio de forma inactiva y necesitan de la remocion proteolitica de uno de sus dominios para
ser funcionales. Aunque existen algunos tipos de tumores que producen MMPs, la principal
fuente de las mismas esta dada por células estromales y fibroblastos (Curran and Murray, 2000).
La produccién del inductor de metaloproteinasas de matriz extracelular (EMMPRIN), por parte
de las células tumorales activa la produccion de MMPs-1, 2 y 3 en fibroblastos (Polette et al.,
2004). Como ya se ha mencionado antes, la pérdida o redistribucién de moléculas de adhesion
celular estd directamente relacionada con expansion tumoral pues se facilita la diseminacion y
migracion de células tumorales. A través de multiples estudios se ha demostrado que existe un
vinculo funcional entre E-Cadherina y la expresion de MMPs, donde las primeras regulan

negativamente la expresion de PB-catenina y maltiples MMPs. (Bauvois, 2011).

2.4.5. Via de Hedgehog y cancer. La via de sefializacién de Hedgehog (Hh), al igual que
Whnt, fue descubierta y analizada en la mosca de la fruta, caracterizdndola como mediadora de
procesos de desarrollo embrionario, regulador de la proliferacion, migracion y diferenciacion
(Ingham and McMahon, 2001). Esta via de sefializacion esta altamente conservada en mamiferos
y esta especialmente activa en las primeras fases embrionarias, en la formacion y diferenciacion
del tubo neural, perdiendo casi en su totalidad su actividad luego de la diferenciacion celular,

salvo en algunos tejidos donde regula la reparacion de tejidos (Scales and de Sauvage, 2009).
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Figura 10. Via de sefalizacion de Hedgehog. En la figura se identifican los ligandos y genes mas importantes de
ella. Fuente: Ng and Curran (2011).

La sefializacién y mecanismo de activacién esta dado por la union del ligando Hedgehog y sus
distintas isoformas a un receptor de membrana denominado Ptchl. Ptchl constitutivamente, y en
ausencia de sus ligandos, reprime a SMO, gen que modula la expresion del factor de
transcripcion Gli que desencadena distintas respuestas y fenotipos. SMO, al ser inactivado por
Ptchl activado, unido a Hedgehog, es capaz de movilizar a SUFU, proteina que modula y

reprime a las isoformas de Gli e impide su translocacion nuclear (Ng and Curran, 2011).

La activacion de esta via de sefializacion esta comprometida por la expresion de las distintas
isoformas de Gli, las cuales tienen la capacidad de activar distintos genes, entre los que se
incluyen distinto tipo de ciclinas, Bcl-2, gen anti apopt6tico, como también promover la
angiogénesis al inducir la expresiéon de VEGF, imprescindible para la formacion de neo
vascularizacion (Rubin and de Sauvage, 2006). Esta via de sefializacion es responsable de la
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mantencidn de distintos tejidos pluripotentes en multiples tejidos adultos, los que incluyen al tubo
digestivo y tejidos neuronales, asi también se ha descrito que esta via es fundamental para la

mantencion del tejido pulmonar adulto y pancreas (Merchant and Matsui, 2010).

La presencia y expresion de esta via de sefializacion en algunos tejidos esta relacionada con la
tumorogénesis. Mutaciones en Ptchl y SMO estéan relacionadas a canceres de médula y células
basales de tejido epitelial. Demostrandose, ademas, que la activacion de esta via de sefializacion
es independiente de los ligandos Hedgehog con un aumento de expresion de Pitchl, SMO y Gli
en muestras de cancer gastrointestinal, prdstata y gliomas (Jiang and Hui, 2008). Trabajos
recientes han postulado que existe una comunicacién importante entre esta via de sefializacion y
la via de WNT ya que Gli seria capaz de activar, por medio de un factor de transcripcion, a

Whntba, una proteina moduladora de la via Wnt no candnica (Ohta et al., 2009).

El cancer de células madres, refiere a una pequefia poblacién celular dentro de un tumor solido
con la habilidad de reactivar vias de sefializacion del desarrollo, capaz de iniciar el crecimiento
tumoral, asi como presentar potencial metastasico, sobreviviendo los distintos recursos del
organismo para combatir al tumor en desarrollo (Zou, 2007). Se ha descrito este tipo de células
en tejidos cerebrales, ovario, préstata, pancreas, pulmén y estdbmago, entre otros tejidos,
liderando algunos de estos tipos cancerosos (Jiang and Hui, 2008). Este tipo de cancer esta
mediado molecularmente por la coordinacion y regresién de tres vias del desarrollo: Notch,
Hedgehog y WNT, las que coordinadamente producen la resistencia y plasticidad tumoral,

particular de multiples canceres (Katoh, 2007).

2.5. PCR en tiempo real y uso para la deteccion de anomalias.

La reaccion en cadena de la polimerasa consiste en una técnica que permite la extension y
replicacion del DNA in vitro, la cual tiene como fin amplificar un templado en el orden de

millones de copias para que este sea detectado (Kubista et al., 2006). La reaccion en si se basa en
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la biologia de la replicacion realizada por medio de una enzima, denominada DNA polimerasa
I11, la cual extiende y replica las hebras de DNA con fines mitéticos. La Polymerase Chain
Reaction o PCR, fue descubierta y dada a conocer en el afio 1986 por el cientifico estadounidense
Karry Mullis, la cual ha trascendido de manera significativa e importante ya que esta técnica,
junto a un conjunto muy acotado de herramientas, han permitido la expansion de diversas areas

del conocimiento (Mullis et al., 1992).

El programa de PCR presenta tres fases repetitivas durante un nimero determinado de ciclos.
Un primer segmento de denaturacion a alta temperatura, donde las hebras de ADN de doble
cadena se separan por la rotura de las interacciones de puente de hidrégeno que las mantienen
unidas. Una segunda fase o segmento del ciclo, cuya temperatura varia entre los 40°C a 65°C,
donde se unen al templado los fragmentos disefiados para la extension de la polimerasa, los
primers o partidores, sirven de guia y flanqueadores de la reaccion enzimatica (Kubista et al.,
2006). Finalmente, en un tercera parte de este ciclo se encuentra la fase de extension enzimatica,
donde la reaccion de polimerizacion del segmento a amplificar sucede. En la PCR de tiempo
real, estos conceptos se acompafian de la presencia de un fluorocromo, que en el caso de
fluoréforos intercalantes emiten una sefial que es detectada, analizada e interpretada por un
equipo a medida que la extensién de los productos de PCR incrementa (Gudnason et al., 2007).
Sin embargo, los programas de PCR entre ambas metodologias son distintos, para la PCR
convencional lo ciclos son mas largos (en tiempo) y la metodologia logra ser cualitativa, mientras
que el tiempo real tiene la capacidad de ser cuantitativo, siendo una tecnologia cada vez mas
habitual en laboratorios de expresidén genética, por sus capacidades de deteccidén y precision
(Schmittgen and Livak, 2008).

La PCR convencional, también llamada PCR de tiempo final, se analiza por la
presencia/ausencia de productos de DNA de tamafio particular por medio de corrida
electroforética, mientras que en la PCR de tiempo real el analisis es por medio de la
determinacion de un ciclo de corte o Ct, donde la fluorescencia del reportero es

significativamente superior a un background definido (Kubista et al., 2006). Este valor,
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comparado entre las diferentes muestras, coincide con la fase exponencial de la reaccion donde
existe suficiencia de reactivos asi como la reaccion ocurre en su maxima eficiencia, lo que no
ocurre en la PCR convencional que es obtenida al final de la reaccién cuando la reaccion no
presenta una cinética distinguible y donde la reaccion se ha saturado por completo (Bar et al.,
2011). El valor del Ct esta inversamente relacionado con la cantidad del templado, a medida que
el Ct es menor, mayor es la proporcion del templado en la muestra. Asi, se pueden comparar dos
muestras de tal forma, que se pueden atribuir disminucion o aumento en la relacion del templado

para las muestras comparadas (Pfaffl, 2010).

La aplicacion del PCR en tiempo real para el andlisis de la expresion de genes en combinacién
con otras tecnologias, como el microarreglo, han sido adoptadas de forma rutinaria para el
estudio en distintas areas del conocimiento, como por ejemplo en la biomedicina (Tichopad et al.,
2003), siendo para el caso del tiempo real un método estdndar para la cuantificacion,
comparacion y validacion de experimentos de expresion génica (Hellemans et al., 2007). Todo
esto debido a sus amplias ventajas, como son su sensibilidad, precision, rapidez de resultados y

su cada vez mas bajo costo (Derveaux et al., 2010) .

Trabajos anteriores, como el trabajo Bizama (2010), identificd genes y vias de sefalizacion
particulares involucradas en el desarrollo del cancer gastrico por medio de la tecnologia de
microarreglos, dando una primera aproximacion a la sensibilizacion y desregulacion de algunas
vias de sefializacion del cancer gastrico. No obstante a ello, muchas de las plataformas para el
estudio de informacion transcripcional no presentan la suficiente sensibilidad para la

determinacion de cambios individuales en los genes (Woo et al., 2004).

Sin embargo, el uso de tecnologias basadas en el PCR en tiempo real es capaz de identificar
minimos cambios en la expresion de los genes y asi, el PCR-array, una variante del PCR en
tiempo real que presenta al menos 80 genes distintos, todos ellos con una relacién muy intrinseca,
permite identificar los cambios particulares de los genes involucrados en una via de sefializacion

especifica (Svensson et al., 2009; Lamoureux et al., 2010; Singh et al., 2011).
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Esta tecnologia tiene por finalidad comparar al menos dos muestras, cuyas reacciones son
ejecutadas de forma separada y posteriormente son comparadas bajo distintos algoritmos, para
finalmente exportar y analizar los resultados que se expresan en veces de cambio, respecto a una

de las dos condiciones, siendo normalmente, una condicion control.

o B Muestra control Muestra Problema
Produccion de
muestras | el
Mezclay
oy P ol A\l
preparacion dela BPPTTrivy SRPrTTIivY
Reaccion
— Profie 1 Prefie
Obtencion de s P 7/
valoresde | " 7/ e /
expresion T S EReTee
Analisisy ya : X
) .. 1 A e P
comparacionde | J: e e
valores de : L Py
. 1 % . P z wh . e " o
expresion | o ok =7
- ' o L L TR R

Figura 11. Experimento de PCR-array y flujo de trabajo. Tipico experimento de PCR-array, donde existen al menos
dos muestras las cuales se preparan de forma separada, para finalmente ser comparadas y analizadas. Adaptado desde
http://www.sabiosciences.com/manuals/PCRHYBOOK VER4.pdf



http://www.sabiosciences.com/manuals/PCRHANDBOOK_VER4.pdf
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1  Obtencion y seleccion de muestras.

3.1.1. Obtencion de muestras. Las muestras estudiadas formaban parte de la coleccion del
Banco de Tumores de Chile y del Biobanco de la Universidad de La Frontera. El tejido géastrico
tumoral y su correspondiente tejido adyacente no canceroso fueron colectados de 4 pacientes
diagnosticados de adenocarcinoma gastrico avanzado, sometidos a reseccion quirdrgica
(gastrectomia total o parcial), quienes no recibieron terapia adyuvante previa a la cirugia y que
firmaron un consentimiento informado. Todos los tejidos estudiados fueron sometidos a un

estudio histolégico para confirmar la presencia o ausencia de tumor y el porcentaje de

celularidad.
Id| Estadio Tipo _Subt!p_o Diferenciacion Bo'rde.s Sexo | Edad
Lauren | Histologico quiruargicos
. Adenocarcinoma Lesion alejada
38| Avanzado | Intestinal Pobre de bordes M 70
Tubular .
quirdrgicos
Lesién a 4mm
54| Avanzado | Intestinal | Adenocarcinoma Moderado borde F 73
Tubular proximal.
Pared duodenal
; y
90| Avanzado | Intestinal Ader_]?;@;f;?oma Moderado gastroesofagica| F 85
con
infiltracién.
Adenocarcinoma Lesién a 2mm
89| Avanzado Difuso células en anillo Pobre borde M 67
de sello esofagico.

Cuadro 2. Clasificacion histopatologica de las muestras incluidas en el estudio. Todas las muestras presentan tejido

control correspondiente a tejido adyacente al tumor.

3.1.2. Conservacion de los tejidos. Luego de la intervencion quirdrgica los tejidos fueron
trasladados a la Unidad de Anatomia Patoldgica, donde el tejido fresco obtenido de cada paciente

fue seccionado en pequefios trozos de 5 mm?. Luego, se incubd 150 mg de tejido con 1 ml de
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RNAIlater (Ambion Inc, Austin Tx, USA) durante 12 horas a 4 °C. Posteriormente, las muestras
fueron colocadas en criotubos identificados, sometidas a congelacion en isopentano a -50 °C por
2 min y sumergidas en nitrégeno liquido (196 °C) por un periodo de dos semanas. Finalmente, las
muestras fueron almacenadas en congeladores de -80 °C hasta su utilizacion. Como tiempo

maximo aceptable desde la extraccion del tejido hasta congelacion se considerd 30 min.

3.1.3. Disefio y seleccion de muestras. Las muestras en analizadas provenian de un estudio
anterior realizado en dependencias del laboratorio VentureL@b (Bizama,C 2010). De un total de
12 muestras fueron seleccionadas cuatro de ellas, en orden a la mayor cantidad de genes
representados en un andlisis de enriquecimiento de vias de sefializacion, realizado en aquel
estudio. Ademas, como criterio de inclusion fueron seleccionadas aquellas muestras con ARN
suficiente para el desarrollo de este trabajo. Las cuatro muestras seleccionadas obtuvieron los
mayores puntajes/score de enriquecimiento para las cuatro vias de sefializacion incluidas en este
estudio. Asi, cada muestra tumoral fue comparada con su respectivo control adyacente al tumor,

de tal forma de obtener las veces de cambio en la expresion de los genes con respecto al control.

3.2 Tratamiento de las muestras.

3.2.1. Protocolo de Trizol. Para la extraccion de ARN total de tejidos se utilizd el reactivo de
Trizol, siguiendo las instrucciones del proveedor (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA). Luego, los
ARNSs fueron sometidos a digestion enzimatica con DNAsa | (Ambion Inc, Austin Tx, USA) y a
purificacion con el kit RNeasy (Qiagen, Hilden, Germany). Los tejidos (100-150 mg) fueron
pulverizados con ayuda de nitrégeno liquido y homogenizados con 1 ml de reactivo Trizol. La
suspension fue incubada por 5 min a temperatura ambiente (TA) y centrifugada a 12.000 g
durante 10 min a 4 °C. Luego de la separacidn, la fase acuosa fue recuperada en un tubo nuevo al
cual se adicionaron 200 ul de cloroformo. El tubo fue agitado vigorosamente e incubado en hielo
durante 3 min y centrifugado a 12000 g por 10 min. A continuacion se recuper0 el sobrenadante

en un tubo nuevo y se precipitd el ARN con 500 ul de isopropanol. El tubo fue incubado por 10
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min en hielo y centrifugado a 12000 g por 10 min. EI ARN precipitado fue lavado una vez con
500 pl etanol 75% y centrifugado a 7500 g por 5 min. Luego, el precipitado fue secado por 5
minutos a temperatura ambiente (TA) y resuspendido en 30- 50 ul de agua desionizada estéril
tratada con DEPC 0,1 %. La concentracion y pureza del ARN extraido fue determinada por
espectrofometria UV (NanoDrop Technologies, USA) y se chequeo la integridad del ARN por
electroforesis en gel de agarosa. Finalmente, las muestras de ARN fueron almacenadas a —70 °C

hasta su utilizacion.

3.2.2. Purificacion del ARN. Una vez aislado el ARN, las trazas de ADN genémico fueron
removidas mediante tratamiento con ADNasa I. En un volumen total de 50 pl fueron incubados
10ug de ARN, 1X de buffer de ADNasa, 40 U de inhibidor de ARNasa (RNaseOUT, Invitrogen
USA), 2 U de ADNasa (DNase I, Ambion USA). La mezcla fue incubada a 37 °C durante 30
min. Posteriormente, las muestras fueron purificadas utilizando el kit RNeasy kit (Qiagen,
Hilden, Germany). Para la purificacion la muestra de ARN fue llevada a volumen total de 100 pl
con agua desionizada esteéril y se adicionaron 350 ul de Buffer RLT y 250 pl de etanol 100 %. La
solucion fue mezclada, transferida a una columna RNeasy y centrifugada a 12.000 rpm por 15
seg. Luego de la centrifugacion el eluido fue eliminado y la columna fue lavada dos veces con
500 pl de Buffer RPE centrifugando a 12.000 rpm por 15 seg y 2 min respectivamente. La
solucion de buffer RPE residual fue eliminada de la columna por centrifugacion a 13.000 g por 2
min. Finalmente, para eluir el ARN se adicion6 30 — 50 pl de agua libre de nucleasas al centro de
la columna y se centrifugd a 12.000 rpm por 1 min. Las muestras de ARN fueron nuevamente

cuantificadas y chequeadas por electroforesis en gel de agarosa 1,5 %.

3.2.3. Cuantificacion del ARN. Para la determinacion de la concentracion de ARN se utilizo el
espectrofotometro Nanodrop ND-1000 (NanoDrop Technologies, USA). El equipo calcula de
forma automatica la concentracion a partir de la absorbancia a 260 nm, aplicandose la siguiente
ecuacion: Concentracion de ARN (ug / pl) = Absorbancia a 260 nm x 40 / 1000. Teniendo en
cuanta que 1 densidad oOptica a 260 nm (1 OD260) es igual a 40 ug de ARN. Ademas, se calculd
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la relaciéon de absorbancia 260/280 que indica pureza del ARN (la relacion entre 1,7 y 2,0 fue
considerada como 6ptima).

3.2.4. Determinacion de la integridad del ARN. Para determinar la integridad del ARN, se
realizd una electroforesis horizontal en gel de agarosa al 1.5 % tefiido con bromuro de etidio (0,5
pg / ml) con cada una de las muestras extraidas. Durante este procedimiento, 400 ng de cada
muestra de ARN fue llevada a un volumen total de 5 pl y mezclada con 1ul de buffer azul
celeste 6X (Winkler, Santiago, Chile). Luego, las muestras fueron cargadas en el gel y la
electroforesis se realizé en buffer TAE 1X (Tris-Acetato-EDTA) a 50 voltios durante 30 min.
Finalmente, para visualizar el ARN, el gel fue expuesto luz ultravioleta en un transluminador
(Alpha Innotech Corporation, CA, USA).

3.2.5. Sintesis de ADNc. Para la sintesis de ADNc se utilizo el kit comercial AffinityScript
gRT-PCR (Stratagene, Cedar Creek, TX, USA), siguiendo las especificaciones del fabricante. La
transcripcion reversa se realizd a partir de 1 pg de ARN y como iniciadores se usé una mezcla de
oligo dT (170 ng) y random primers (30 ng) en un volumen total de 20 pl. La mezcla fue
incubada durante 5 min a 25°C, 45 mina 42 °Cy 5 min a 95°C.

3.2.6. Reaccion de PCR en tiempo real y PCR Array. La reaccién de PCR fue realizada en un
volumen total de 20 pl, utilizando como templado 2 pl de cDNA previamente diluido 1/10 veces
y una mezcla de 0.1uM de cada partidor, 10 ul Brilliant 11 SYBR Green (Stratagene, Cedar
Creek, TX, USA) y 7,5 ul de agua desionizada. La cuantificacion de la PCR se llevo a cabo en un
Stratagene Mx3000p (Stratagene, Cedar Creek, TX, USA), utilizando el siguiente ciclo termal:
10 mina 95 °C y 50 ciclos de 10 sega 95 °C, 45sega 58 °C y 15seg a 72 °C.

Para las PCR Array se adquirieron las bibliotecas de partidores para las vias de sefializacion
PI3K-AKT y Angiogénesis con los genes que propone la empresa Real Time Primers (Real Time
Primers, Elkins Park, PA, USA). Para las vias de sefializacién de Wnt/Hedhehog y activacién de

células B y T se adquirieron bibliotecas personalizadas construidas a partir de de partidores
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previamente validados por la misma empresa. Cada placa de PCR contenia 87 genes asociados a
cada via de sefializacién y 9 genes normalizadores. En el Anexo 1 se resumen los genes

incluidos en el estudio.

3.3  Anadlisis de los Resultados.

3.3.1. Analisis para la busqueda de genes normalizadores y célculo de valores de expresion.
Los normalizadores escogidos, asi como el calculo para expresar las diferencias de expresion de
los genes para cada muestra, fue realizado en el software geNorm
(http://medgen.ugent.be/~jvdesomp/genorm/), siendo elegidos los mejores 9 normalizadores:
BACT, G3PDH, B2M, HPRT, RPL13A, PGK1, PPIA, QARS y POL2RL. Ademaés fue calculada
la eficiencia de cada reaccién de PCR mediante el uso del software LinReg PCR v11 como
parametro de control de calidad y especificidad de la reaccion.

3.3.1.

El andlisis de expresion diferencial fue realizado mediante la metodologia propuesta por
Vandesompele et al. (2002), utilizando la siguiente formula:

Cantidad relativa (gen ﬂ,j — Eft mugstra adyacents —Ct muestra tumoral

1
Fac demormalizacion = (Crelativanoml + Crelativanorm2 + ...Crelativa normN)N

Cantidad relativa (gern a)

Cambio de expresion (gen a) = - —
Factor de normalizacidn

Adicionalmente, los valores de cambio por debajo de 1 recibieron el factor de conversién

recomendado por Schmittgen and Livak (2008); siguiendo el siguiente patron:

-1
0.287

Cantidad relativa (gen a) =

= —3,484 fold
cambio respecto a muestra normal


http://medgen.ugent.be/~jvdesomp/genorm/
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3.3.2. Presentacion de genes diferenciales. El cambio de expresion relativo para cada muestra
tumoral fue expresado en relacion a su respectivo tejido adyacente como referencia.
Posteriormente, se calculé la mediana del cambio para las cuatro muestras estudiadas y se
consideraron genes de expresion diferencial aquellos con valor de cambio > 2,0. Los resultados
fueron graficados en orden descendente utilizando el Software GraphPad Prism version 5,00
(GraphPad Software Inc., San Diego, USA). Finalmente fue utilizada la base de datos KEGG

(http://www.genome.jp/kegg/) para visualizar la via de sefializacion, Ver Anexo 2.

3.3.3. Relacion de marcajes inmunohistoquimicos derivados del analisis de genes. Los
genes que presentaron valores de cambio mayor a 10,0 fueron comparados con la base de datos
del Human Atlas Protein (HAP), con motivo a evaluar las tendencias de expresion de entre las

PCR Array Yy la tincion inmunohistoquimica presente en la base de datos del HAP.


http://www.genome.jp/kegg/
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. Eleccidn de muestras, analisis de enriquecimiento de vias de sefializacion.

Las muestras, provenientes de un estudio anterior (Bizama, 2010), fueron seleccionadas luego
de los resultados obtenidos desde un experimento de microarreglos, seguido de un analisis de
enriquecimiento, utilizando el software Protein ANalysis THrough Evolutionary Relationships
(PHANTER), siendo seleccionadas las muestras que presentaban mayor cantidad de genes
diferenciales (valor de cambio > 1,2 ) para las vias de sefializacion integradas en este estudio
(PI3K, Wnt/Hedgehog, Activacion linfocitaria y Angiogénesis).

Un segundo parametro de seleccion fue la cantidad (ug/ul) de ARN que se tenia de las
muestras, ya que la metodologia utilizada requiere del uso de amplios volimenes de muestra (200

ul de ADNCc diluido por experimento individual).

El andlisis realizado en el trabajo de Bizama (2010) consider6 1421 genes diferenciales (nivel
de cambio > 1,2) de la estrategia de hibridacion sustractiva, los cuales fueron introducidos en
PHANTER contra la referencia de transcritos del genoma humano, donde se seleccion6 todas
aquellas vias enriquecidas con significancia estadistica > 0,05. La significancia estadistica se
calculé en relacion a que el porcentaje de genes con determinada actividad biol6gica sea
significativamente mayor o menor al porcentaje esperado por el azar dentro del genoma humano
(Bizama, 2010). PHANTER es un software que permite comparar de forma sistematica la
informacién e evidencia cientifica actualizada de los genes, relacionandola con funciones
bioldgicas y procesos celulares, de forma que permite clasificar genes y proteinas en tres distintas
categorias funcionales (componente celular, funcion molecular, proceso bioldgico) para asi

vincularle a distintas vias de sefializacion, familias proteicas, etc (Mi et al., 2005).
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Via de Sefializacion Genes Sobre expresados Genes reprimidos NUmero P-value
Hedgehog signaling STK36, PROZ EDD1, SAP18, OCLM, FBXW1, LAMA2, 8 5 24E-05
pathway WDR63
A PTPRC, PIK3CD, FCRL3, PLCG2, LARP2, NFKB2,
B cell activation PRKCB1, CHUK NFATC1, IGSF1, CD79A, CD5L, SLC4A5 13 3.73E-04
Angiogenesis FGFR4, PIK3CD, PCDHA4, NOS2A, FGFR2, PLCG2, ANGPT2, OR5AP2, OCLM, LAMA2, PRDM1,
9109 MAPKAPKS3, LARP2, PLA2G4A, PRKCB1, NOS1, ANGPT2, GPR68 20 2.27E-03
KRT25A, PROZ
T cell activation PTPRC, PIK3CD, TPR3, HLA-DOA, NFKB2, PRKCB, NFATC1, IGSF1, LARP2, PRDM1, CD5L, 13 2.57E-03
CHUK
SLC4A5
VEGE signalling PIK3CD, NOS2A, PLCG2, MAPKAPK3, LARP2, PRDM1, GPR68, WDR63 0 6 67E.0
pathway PLA2G4A, PRKCBL, NOS1 :
PDGEF signalling pathway PIK3CD, ITPR3, PLCG2, MAPKAPKS3, LARP2, MKLN1, SOX14, JAK3, OCLM, LAMAZ2, 16 8.43E-03
RPS6KA5, PRKCB1, PROZ PRDM1, RPS6KB1, WDR63 ’
FGF signaling pathway FGFR4, PIKSCD, PCDFI,_‘RAIféE?FRZ' PLCGZ, LARP?, MKLN1, PPP2R5D, PPP2R2B, PRDM1, CD5L 12 2.67E-02
P13 kinase pathway PROZ, NOS2A, FOXK2, NOS1 MKLN1, FOXO3A, OCLM, LAMA2, FOXA1, 11 3.53E-02
RPS6KB, WDR63, PROZ :
EGF receptor signaling MKLN1, SOX14, CCM2, PPP2R5D, PRDM1, 3
pathway PIP3CD, PLCG2, LARP2, PRKCB1 CD5L. UBE2V1 11 8.65E-02
cytokine signaling TMPRSS4, PIP3CD, FCRL3, MYO3A, ITPR3, PLCG2, SOX14. NFATCL ARPC2. PRDM1. CCL4 11 8.91 E-02
pathway PTGS1, LARP2, NFKB2, PLA2G4A, PRKCB1, OL12A1 PRKACA., CD5L. CCRL2
Notch signaling pathway TACR1, KRT25A WDR71, TADA2L, OR5AP2 5 9.31E-02
Whnt signaling pathwa: MYL4, PCDHA4, PROZ, ITPR3, LARP2, PRKCB1 CDH7, CDH19, CDH23, HOXB6, SMARCD1,
gnaling pathway NFATC1, PPP2R5D, WNT4, WNT9B, OCML, 21 1.33E-01

LAMA2, WDR63, LRP12, FBXW11, IGSF1

Cuadro 3. Vias enriquecidas por medio del uso de PHANTER en muestras hibridadas por microarreglo. Modificado

de Bizama, C. 2010.

Las vias de sefializacion enriquecidas en ese andlisis corresponden a vias vinculadas en

multiplicidad de trabajos (Fresno Vara et al., 2004; Camilli and Weeraratna, 2010; Ailles and

Siu, 2011) a la desregulacion y progresion del céancer. Encontrando que los procesos

inflamatorios y respuesta inmunoldgica de las muestras, la via de sefalizacion PI3K y

Angiogenesis estaban desreguladas, como también componentes de la progresion y sobrevida

tumoral de la via de sefializacion de Wnt y Hedgehog. Vias de sefializacion previamente descritas

en el estudio del cancer (Katoh, 2007), que ademas podrian involucrar diferentes tipos celulares

que responden a la heterogeneidad de las muestras como sefiala lakovlev et al. (2007).
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De un total de 24 muestras, 12 muestras tumorales (T) con sus correspondientes 12 muestras
fenotipicas normales adyacentes (A). Fueron seleccionadas 8, las cuales presentaron la mayor
cantidad de genes enriquecidos segun la estrategia explicitada anteriormente. Las muestras
elegidas corresponden a las muestras: 38T, 38A, 54T, 54A, 89T, 89A, 90T y 90A.

4.2. Extraccion de ARN y calidad de las muestras.

Teniendo en cuenta que la evaluacion de la calidad del ARN es crucial para los estudios de
expresion génica (Macgregor and Squire, 2002). Se evalud la calidad del ARN proveniente de
los distintos tejidos y lineas celulares, para lo cual se analizaron dos pardmetros: integridad por
electroforesis en gel de agarosa y pureza por espectrofotometria UV. Como se observa en la
Figura 12 y el Cuadro 4 las muestras presentaron las bandas caracteristicas del ARNr 18S y 28S
y los valores de absorbencia 260/280 nm se mantuvieron dentro del rango 6ptimo (1,8-2,1). Con
este resultado asegura que la calidad de ARN proveniente de las muestras es aceptable para

proceder con los analisis posteriores.

PN C+ R 38A 38T 54A 54T 89A 89T 90A 90T

Figura 12. Integridad de las muestras de ARN analizada mediante electroforesis en gel de agarosa. A: tejido
adyacente al tumor; T: tejido tumoral; PN: pool gastrico normal; C+: control placenta; R: ARN de referencia

universal.
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Identificacion Tipo tejido (A260/280nm)
38A Adyacente 2,08
38T Tumoral 2,04
54A Adyacente 2,13
54T Tumoral 2,12
90A Adyacente 2,11
90T Tumoral 2,12
89A Adyacente 2,13
89T Tumoral 2,10

Pool Normal Pool tejido normal 2,08

ARN Referencia Referencia 2,00
Universal

Cuadro 4. Comprobacién de la calidad del ARN total por espectrofotometria. A: tejido adyacente al tumor; T:

tejido tumoral; PN: pool géastrico normal; C+: control placenta; R: ARN de referencia universal.

4.3. Control de calidad de las PCR Array.

4.3.1. Analisis de la eficiencia de la reaccion de PCR. Una de las dificultades del uso de la
tecnologia de PCR Array es la inexistencia de informacion relevante sobre el disefio y
caracteristicas de los partidores. En particular, todas las soluciones existentes de las distintas
empresas, como SabioScience, Takara o Real Time Primer no explicitan las distintas
caracteristicas de sus reactivos, tales como partidores, sus secuencias, ni tampoco los productos
de las reacciones, limitandose a entregar la concentracion de estos como un programa de ciclado
recomendado. Por otro lado, las distintas soluciones consideran un pool de genes distintos como
parte de una via de sefializacion, lo que hace dificultoso comparar las distintas soluciones

ofrecidas en el mercado, imposibilitando el uso de las tres metodologias a la par.

Dentro de los parametros a considerar para la PCR en tiempo real se encuentra la eficiencia de
la reaccion (Bustin et al., 2009), toda vez que las reacciones en la PCR de tiempo real presentan
un ciclo mucho mas corto que una PCR convencional de punto final. Productos de PCR mas

extensos y bajas temperaturas de union al templado (melting) pueden dar como resultado
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amplificaciones inespecificas que distorsionan la cantidad de fluorescencia registrada, alterando e
invalidando los resultados del experimento. Una de las formas para identificar la especificidad de
la reaccion es por medio de una curva de regresion lineal e interpolacién de fluorescencia de cada
reaccion, lo que permite calcular la eficiencia de la reaccidn en relacion a la cinética teorica del
tiempo real. Eficiencias menores al 90% implican curvas muy alejadas de la cinética esperada
para la reaccion ya que los partidores de la reaccion presentan baja especificad a la union de su

templado objetivo, amplificando productos inespecificos (Cikos et al., 2007).

Con motivo a evaluar las diferencias en la eficiencia de cada reaccion presentes en la PCR
Array, fue utilizado el software LinReg PCR v11, el cual realiza una regresion lineal con al
menos cuatro puntos de las curvas de amplificacion para cada muestra, desde los datos de
fluorescencia recolectados por la maquina de PCR (Mx3000 de Stratagene®). Con ello el
software intenta comparar la eficiencia de la reaccion en relacion a una eficiencia teérica, donde

el valor 2 representa la eficiencia maxima (tedrica).

Via de sefalizacion Eficiencia promedio Porcentaje de eficiencia
PI3K (HAKT-1) 1,945 97,25%
WNT/Hedgehog (Custom 1) 1,930 96,5%
Angiogénesis (HAKT-2) 1,923 96,15%
Activacion linfocitaria (Custom 2) 1,968 98.4%

Cuadro 5. Porcentaje promedio de eficiencia de las placas de PCR Array.

En el cuadro 5 se muestran las eficiencias promedio de cada via de sefializacion incluidas en el
estudio, comprobandose que todas ellas presentan eficiencias promedio cercanas al maximo
tedrico y por lo tanto, amplifican productos especificos que siguen la cinética esperada. Los
promedios de eficiencia de cada una vias de sefializacion indican que estas PCR vy la tecnologia

utilizada resulta ser robusta, siendo las via de sefializacion de angiogénesis y Wnt/Hedgehog las
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con menor eficiencia, del orden del 96%, mientras que la via de sefializacion de activacion

linfocitaria presenta un porcentaje de eficiencia tedrico de un 98.4%.

El analisis de regresion lineal, para el célculo de la eficiencia de la reaccion de PCR, es un
parametro obligatorio segun las consideraciones del compendio de informacion minima para la
publicacién de resultados de PCR en tiempo real presentes en la publicacion de referencia
Minimum Information for Publication of Quantitative Real-Time PCR Experiments (Bustin et
al., 2009), la cual intenta homologar y entregar la mayor cantidad de informacion relevante para
la validacion de este tipo de experimentos, desplazandose en la actualidad, informar cualquier

tipo de corrida electroforética para corroborar la calidad de los amplicones resultantes de la PCR.

4.3.2. Curvas de disociacion. Otro pardmetro a comparar en la calidad y eficiencia de una
reaccion de PCR en tiempo real, es lo que se refiere a la eficiencia de los partidores para
amplificar un producto especifico, ya que al amplificar productos inespecificos incrementa la

fluorescencia total de la muestra disminuyendo la sensibilidad de las mediciones.

Para identificar la presencia de productos de PCR inespecificos se realiza un procedimiento
denominado “curva de disociacion” la cual consiste en un ciclo térmico que comienza a baja
temperatura para aumentar la temperatura hasta llegar un maximo, midiendo constantemente la
fluorescencia total de la muestra y su disminucion a medida que aumenta la temperatura, para
finalmente realizar una derivada de la grafica resultante que identifica las temperaturas de unién

al templado (melting) o productos generados en la PCR (Thornton and Basu, 2011).

Idealmente el pico de disociacidn debe ser uno para cada muestra, ya que picos anteriores a la
temperatura de melting teorica del producto de PCR corresponderan a productos inespecificos y
productos de PCR con mayores temperaturas de melting que la calculada para la muestra,
responden a contaminaciones de la muestra (Bustin, 2010). Por lo mismo, todas las PCR Array
realizadas en este trabajo fueron acopladas a un ciclo de disociacién con motivo a diferenciar las

distintas reacciones.
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Cada placa contenia 96 pocillos, representando cada uno de ellos a un gen distinto, al haber
cuatro distintas placas de PCR Array se tenian 384 genes en total, de todos ellos solo 18
presentaron 2 0 mas picos en sus curvas de disociacion, representando un 4.6% del total de todos
los genes evaluados, por otro lado, solo 2 genes no amplificaron en ninguna muestra lo cual
indica que esta metodologia resulta ser fiable, aun cuando no se tienen las secuencias de los
partidores y referencia alguna de los amplicones producidos. Los sets de placas de
Whnt/Hedgehog Yy activacion linfocitaria fueron los con menor cantidad de productos dimerizados
con un total de 2 para cada placa, siendo las placas de PI3K y angiogénesis las con mayor
cantidad de productos inespecificos, cada una de ellas con 7 productos dimerizados. Los cuadros
6a y 6b resumen el porcentaje de genes, asi como la lista de los genes que presentaban producto

inespecifico.
Via de sefializacion Validos Presencia dimeros +
Nulos (blancos)
PI3K (HAKT-1) 88 genes validos 7+1
WNT/Hedgehog (Custom 1) 96 genes validos
Angiogénesis (HAKT-2) 89 genes validos 6+1
Activacion linfocitaria (Custom 2) 94 genes validos 2+0
Cuadro 6a. Numero de genes excluidos del analisis por placa de PCR.
Via de sefializacién Genes con presencia con productos dimerizados o
inespecificos
PI3K (HAKT-1) ANG,CDKN2A,CREB1,GRB2,HRAS,INS,LEP,MAPK14
WNT/Hedgehog (Custom 1)
Angiogénesis (HAKT-2) CXCL11,EFNA5,EGF,FLT1,PEF4,TEK,VEGFA
Activacion linfocitaria (Custom 2) PISK3CD

Cuadro 6b. Genes (simbolos) excluidos del analisis por placa de PCR.
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Figura 13. Comparacion de curvas de disociacion. Dos curvas de disociacion particulares de los genes evaluados, a
la derecha una curva con producto inespecifico, a la izquierda un pico de disociacion especifico.

Los resultados de este analisis (cuadros 6a y 6b) sefialan que el 95,57% de los partidores y
productos de PCR resultantes presentan un amplicon especifico, indicando que las reacciones y el
programa predeterminado utilizado resulté ser adecuado para los experimentos. Los genes y
casos donde se presentaron dimeros de partidores o amplificaciones inespecificas fueron
descartados de todo analisis. En la figura 13 se presenta el grafico de disociacién de dos de los
genes analizados, a la izquierda el gen PI3K3CD en cuya gréafica se presentan dos picos con
distintas temperaturas de melting, lo que indica que existen al menos dos productos de PCR
distintos. Al no poder discernir la naturaleza de ambos amplicones, este gen fue descartado del
analisis, el chequeo de esta amplificacion y su andlisis requeriria de una corrida electroforética de
esta muestra, asi como la secuenciacion de ambos segmentos previamente aislados. La curva de
disociacion presente a la derecha de la figura 16, corresponde a la grafica de disociacion del gen
AKT1, donde solo existe un pico especifico, indicando que la amplificacién presenta un solo
producto particular que presenta una temperatura de melting asociada, su verificacion asi como la
secuencia amplificada del gen podria ser analizada por una corrida electroforética, sequida de la
aislacion y secuenciacion posterior del segmento amplificado, lo cual podria informarnos
distintos parametros incluyendo el tamafio del amplicon, su secuencia y la secuencia de los

partidores de la muestra.
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4.3.3. Ciclado promedio por via de sefializacion utilizada. EI PCR en tiempo real calcula un
ciclo 6ptimo donde la fluorescencia es mayor a un ruido de fondo propio de la muestra,
denominado Ct (threshold cycle), siendo este el parametro que es comparado entre las distintas
muestras, el cual es medido cuando la cinética es exponencial y presenta maxima eficiencia. A
medida que una reaccion de PCR incremente en nimero de ciclos esta se hace mas ineficiente, ya
que la cinética pierde la actividad exponencial caracteristica ya que los reactantes disminuyen,
entre otras dificultades (Chandelier et al., 2010). A medida que los Ct avanzan en el tiempo,
existe menor cantidad de templado, lo cual es asociado en muestras de expresion a una menor
expresion relativa de un gen, sin embargo existe la posibilidad que esa amplificacion
corresponda, en ciclos muy tardios a amplificaciones inespecificas. Por el contrario, ciclos
tempranos podrian corresponder a contaminacion del templado y defectos de carga, defectos

propios de una tecnologia tan sensible como el PCR en tiempo real (Hayden et al., 2006).

Por esto, se analiz6 y desglosé los valores de Ct de todos genes y muestras analizadas, para
categorizar los Ct de las muestras e identificar si existe una predominancia de estos para ciclos

tardios o tempranos, los resultados se presentan en los cuadros 7a, 7b, 7c y 7d.

Angiogénesis (HAPL-1) Pathway Cts

Rango Muestra

90T | 90A | 38T 38A | 89T 89A | 54T 54A
Cts 0-10 0 0 0 0 0 0 0 0
Cts 10-20 3 1 3 0 4 2 2 1
Cts 30-40 55 23 56 27 35 35 51 39
Cts 40-50 30 55 29 55 39 45 37 47

Cuadro 7a. Rango de ciclado para cada gen de la placa de angiogénesis.



WNT/Hedgehog (Custom 1) Pathway Cts

Rango Muestra
90T 90A 38T 38A 89T 89A 54T 54A
Cts 0-10 0 0 0 0 0 0 0 0
Cts 10-20 3 1 3 0 3 2 2 1
Cts 30-40 29 11 58 18 32 33 49 31
Cts 40-50 54 71 33 68 58 62 44 58
Cuadro 7b. Rango de ciclado para cada gen de la placa de Wnt/Hedgehog.
PI3BK(HAKT-1) Pathway Cts
Rango Muestra
90T 90A 38T 38A 89T 89A 54T 54A
Cts 0-10 0 0 0 0 0 0 0 0
Cts 10-20 6 2 7 3 5 3 6 1
Cts 30-40 78 68 74 82 59 68 83 53
Cts 40-50 10 31 20 18 33 29 11 42
Cuadro 7c. Rango de ciclado para cada gen de la placa de PI3K.
Activacion linfocitaria (Custom 2)
Rango Muestra
90T 90A 38T 38A 89T 89A 54T 54A
Cts 0-10 0 0 0 0 0 0 0 0
Cts 10-20 3 1 6 0 3 2 4 1
Cts 30-40 36 47 52 52 57 36 60 46
Cts 40-50 44 1 35 38 29 46 30 38

Cuadro 7d. Rango de ciclado para cada gen de la placa de activacion linfocitaria.




42

En la figura 14 se identifican los rangos de Ct de los genes agrupados por via de sefializacion
analizada, donde se puede concluir que no existen muestras que amplifiquen bajo el ciclo 10,
indicando que no existen contaminaciones de templado ni excesos de carga. Asi también, se
observa la tendencia de los genes a amplificar entre los ciclos 20 y 40 lo cual estd dentro de los
rangos esperados para una PCR de tiempo real como lo sefiala Chandelier et al. (2010), siendo
Cts mas tardios excluidos de analisis posteriores.

600
500
400
u Cts entre 0-10
300 B Cts entre 10-20
Cts entre20-30
200 m Cts entre30-40
H Cts entre40y 50
100
0
Angiogenesis WNT/HG  PI3KArmray  Activacion
Array Array Linf Array

Figura 14. Proporcion y distribucion de rangos de los Cts de los genes para las distintas placas de PCR Array

analizadas.

4.3.4. Seleccion y pruebas de estabilidad de normalizadores. Los genes normalizadores son
genes cuya expresion es estable entre las diferentes muestras, permitiendo comparar genes de
interés contra estos de forma directa. Para este trabajo se utilizaron los normalizadores internos
contenidos en las placas de PCR Array sumado a los partidores recomendados por la publicacién
de Rubie et al. (2005) sobre muestras de cancer gastrico,. En esa publicacion se destaca que
normalizadores universalmente utilizados, como GAPDH, presentan ratios de variacion
importantes frente a otros genes normalizadores testeados, lo que supone que cada normalizador
debe ser analizado para cada tipo de muestra a utilizar, pues distintos tejidos presentan niveles de

ARNmM muy diferentes.
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Para ello, se identifico los valores de Ct de los normalizadores en las cuatro muestras y se
analizaron mediante geNorm, cuya finalidad es analizar la media geométrica de los
normalizadores en las muestras, dando un puntaje de normalizacion, siendo elegidos los mejores
9 normalizadores: BACT, G3PDH, B2M, HPRT, RPL13A, PGK1, PPIA, QARS y POL2RL. En
la figura 15, se observan los valores de correlacion de los distintos normalizadores, todos ellos
con valores bajo el rango méximo aceptado por este software, asi también en la figura 16, se
identifican las dispersiones que se obtienen al sumar, paulatinamente, un nuevo normalizador.
Asi, se escogieron los 9 normalizadores anteriormente nombrados, ya que en su conjunto

presentaban una varianza de 0.02.

‘E@_] geNorm
HeNO é Primer
Change Data ACTB BaM GAPD HPRTI PGKL PPl4 RPLLIA QARS POLRIL N"';‘:;:‘:“““
WT LR6E+01 185E-01 Z0BE+01 TEZE+01 LIRE+T ZEAE T L78E+01 7HE01 LITE] 0.9978
WK 2.15E+01 1.39E 01 211E+01 267E+01 2.23E+01 2.26E+01 LR2E+01 269E+01 243E+01 1.0230
8T LT7E=01 L77E-01 LB7E+01 259E+01 LBIE=01 2.22E+01 L75E+01 2I6E+01 235E+01 0.9094
BN LBIE=01 172E-01 L31E+01 ZA0E+01 LI6E=01 202E+01 L62E+01 253E+01 275E+01 0.9165
54T 21ZE+01 211E+01 2.25E+01 270E+01 2.33E+01 1.45E+01 2OSE+01 16IE+01 1.99E+01 1.0660
SN 207E+01 207E+01 2.26E+01 2A2E+01 2.83E+01 3.04E+01 23601 232E+01 265E+01 11144
BT L65E=01 148E-01 L75E+01 229E+01 L43E=01 L17E+01 L6BE+01 14BE+01 184E=01 08901
BN 1IZE+01 124E-01 231E+01 183E+01 LAGE+D1 187E+01 2I6E+01 2356401 1.72E+01 11126
M<15 0.118 0.129 0.104 0.118 0.142 0.152 0.136 0.191 0.165

Figura 15. Anélisis de geNorm para la identificacién de estabilidad de normalizadores, todos ellos presentan un M<
1.5 siendo todos considerados como factores de normalizacion.
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Determination of the optimal number of control genes for normalization
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Figura 16. Analisis de geNorm para la identificacion del nimero optimo de genes normalizadores a utilizar.

De los nueve normalizadores analizados, GAPDH, ACTB y HPRT1 fueron los con menor
variabilidad, mientras que QARS, POLR2L y PPIA fueron los con mayor variabilidad en las
muestras analizadas. Sin embargo, todos ellos presentan un valor de M (M < 1,5) o media
geométrica, muy por debajo de la maxima recomendada por el software, no descartdndose

ninguno de ellos para el posterior analisis.
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4.4. PI3K Pathway Array y genes desregulados.

De la totalidad de genes evaluados para esta via de sefializacion, un nimero considerable de
ellos (44) se encontr6 sobreexpresado, concluyendo que la via en estas muestras se encontraba
alterada. En la figura 17 se pueden identificar los cambios de expresion relativos de cada uno de
los genes, 18 de ellos presentaron un valor de cambio superior a 10, indicando que estdn muy
sobreexpresados en el tumor, con respecto a su control fenotipicamente normal (tejido

adyacente).

PI3K/AKT signaling pathway (FoldChange >2)
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Figura 17. Gréfica de expresion de muestras analizadas para PI3K, en rojo genes sobre presados, en verde genes

reprimidos respecto a la condicién control.
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Se puede observar una alta expresion del gen AKT1 (FC: 293,39, ver gréfica angiogénesis
PCR array), gen que se ha postulado como un blanco terapéutico en céncer gastrico, ya que la
inhibicidn de este gen por siRNA disminuye los niveles de expresion de BCL-2 y incrementa la
apoptosis en lineas celulares de cancer gastrico (Cui et al., 2009). Asi también se ha demostrado
que la inhibicion de AKTL1 potencia significativamente la sensibilidad de la linea celular de
cancer gastrico AGS a drogas utilizadas en quimioterapia como vincristina, cis platino, 5-

fluorouracilo y adriamicina (Han et al., 2006).

Los resultados muestran una alta expresion de los sustratos del receptor de insulina IRS-2 (FC:
117.142) y una disminucién de IRS-1 (FC: -2,21) y IRS-4 (FC: -12,29). Estas proteinas se
relacionan estructuralmente con proteinas adaptadoras de sefializacion intracelular que integran y
coordinan numerosas sefiales intracelulares claves dentro de la célula. Ademas, se sabe que son
moléculas de sefializacidn responsables de algunas funciones del receptor de IGF-1 (IGF-IR). La
expresion de las proteinas IRS es regulada por una serie de vias fisioldgicas en respuesta a
mitdgenos y metabolismo, esteroides, citoquinas, hormonas y integrinas. Alteraciones en IRS
también se han relacionado con diabetes y determinados canceres (hepatico, pancreas y mama).
Existen dos vias de sefializacion descritas para IRS: la candnica y no candnica. La candnica se
caracteriza por el enlace de IRS-1 y IRS-2, via los dominios conservados PH y PTB, para
enlazarse y fosforilar a IGF-IR, como resultado se activan vias corriente abajo, siendo dos de las
mas estudiadas PI3K y la via de sefial extracelular regulada por quinasas (ERK), vias
extensamente relacionadas a la malignidad y progresion tumoral. Por otro lado, la via no
canonica se relaciona con la activacion mediante IRS de tirosinas quinasas citoplasmaticas
asociadas a receptores que pertenecen a la super familia de receptores de citoquinas. IRS
fosforilado se une al bucle de la proteina de sefializacion BCL-2, suprimiendo la fosforilacion de
este Gltimo, lo que conduce a aumentar su actividad anti-apoptética. Por esto es que varios
investigadores se han dedicado a examinar los niveles de IRS en lineas celulares de cancer y
tejidos. IRS1 y 2 se han encontrado sobre expresados en carcinoma hepatocelular y de pancreas,
mientras que la expresion de IRS-1 se ha encontrado reprimida en cancer escamoso de pulmon.
IRS-1 se ha encontrado activa en cancer de mama y su sobreexpresion no sélo se relaciona a la

transformacion y tumorogenesis, sino también al aumento de vias oncogénicas conocidas
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previamente para este cancer (Dearth et al., 2007). Existen estudios limitados al cancer de mama
los que se ha utilizado la sSiRNA para generar supresion de IRS-2.

PRKCA (FC: 270,97) y PRKCG (FC: 667,37) son proteinas quinasa (PKC), PRKCA
equivale a la forma alfa y PRKCG a la gamma. Son proteinas especificas de tipo serina-treonina
quinasa que pueden ser activadas por calcio y el segundo mensajero es diacilglicerol. Estas
proteinas estdn implicadas en varias funciones biolégicas como proliferacion, apoptosis y
migracion. Las PKCs convencionales son activadas en respuesta a aumentos en las
concentraciones de calcio intracelular y diacilglicerol Las diferentes isoenzimas se han
encontrado alteradas en lineas celulares de cancer de colon y carcinomas comparados con epitelio
intestinal normal. PRKCA se ha encontrado sobreexpresada en la linea celular de mama MCF-7 y
células de glioma U87. Se ha reportado que PRKCA fosforila la proteina transcriptasa reversa de
los telémeros, llevando a la activacion de estos en células de cancer de mama. Por otro lado, esta
proteina se encuentra altamente sobrexpresada en las lineas celulares de adenocarcinoma gastrico
CPP32, MKN-45 y MKN-74, relacionandose esta con el fenbmeno de amplificacion génica.
PRKCA es propuesto como un marcador pronostico para cancer gastrico (Lin et al., 2008). Se ha
encontrado una asociacion entre PRKCA vy resistencia a drogas en cancer humano (Ying Chen,
2009). El silenciamiento génico de PRKCA, mediante oligonucle6tido anti sentido (ASO),
Ilamado Aprinocarsen hace ser mas sensibles a las células tumorales a la apoptosis y al arresto
celular. En relacién a PKCG, un alto nivel de expresion se ha relacionado con lineas celulares de
cancer de colon avanzado o metastasico. Se ha reportado que PKCG esta envuelto en migracion
celular inducida por IGF-1 en células epiteliales de colon (Andre et al., 1999; Garczarczyk et al.,
2010). Se ha encontrado un alto nivel de expresion de PKCG en lineas epiteliales de mama en
transformacion (Mazzoni et al., 2003). Ademas, la expresién de PKCG a demostrado ser un
factor prondstico positivo en linfoma de células B (Kamimura et al., 2004). Actualmente, existen
inhibidores de PKC convencionales que se encuentran en ensayos pre-clinicos (Martiny-Baron
and Fabbro, 2007).
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RHOA (FC: 53,36) es un miembro de la familia de las GTPasas, que ha sido extensamente
estudiado en la regulacion de la dindmica del citoesqueleto, trascripcion génica, progresion del
ciclo celular y transformacién celular. Una sobreexpresion de RHOA se ha encontrado en muchas
enfermedades y su elevada actividad se asocia con la proliferacion de células cancerosas. La
sobreexpresion ha sido detectada en cancer pancreatico, cancer de mama no inflamatorio,
melanomas, pulmén, color rectal y cancer gastrico. La inhibicion de la mutante de RhoA previene
la transformacion de la via Ras en fibroblastos. La activacién de RhoA es crucial para la
progresion del ciclo G1-S a través de la regulacion de la familia de supresor de tumores Cip/Kip.
La supresion selectiva de RhoA mediante siRNA vy inhibidores farmacoldgicos disminuye la
proliferacion y la transicion del ciclo celular de G1-S en lineas celulares de cancer gastrico
(Zhang et al., 2009).

El protooncogen ABL1, C-BL Oncogene 1 (FC: 86,86), codifica a una proteina tirosina
quinasa citoplasmatica y nuclear que ha sido implicada en los procesos de diferenciacion celular,
division celular, adhesion celular y respuesta al estrés. La actividad de la proteina, es regulada
negativamente por un dominio SH3, y la delecion del dominio SH3 convierte a ABL1 en un
encogen. La represion de ABL1 con el inhibidor imatinib potencia la sensibilizacion al
tratamiento con fulvestrant en cancer de mama ER positivo, decreciendo el nimero de células en
proliferacion y la progresién del ciclo celular (Zhao et al., 2011). No existiendo referencias de
este gen y su inhibicién en céncer gastrico.

SOS1 (FC: 75,22) llamado “son of sevenless homolog 1” es un activador de Ras/MAPK y, se
ha reportado como blanco terapéutico en cancer de préstata. El silenciamiento de SOS1
disminuye la sobrevivencia y proliferacion, migracion e invasion en lineas celulares de prostata.
El mecanismo para su inhibicion es la disminucion de la fosforilacion de ERK1/2. La expresion
de SOS1 se relaciona con el grado de tumor y por ende con la agresividad del cancer de prostata
(Timofeeva et al., 2009). Existe informacion en que el complejo SOS1/EPS28/ABIL se relaciona
con metéastasis en cancer de ovario (Chen et al., 2010).
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PIK3C2B (FC: 511,57) es un miembro de la familia de las PI3K que han sido relacionado en
multiples procesos celulares. PI3KC2a y PI3KCB se han implicado en la sefalizacion de
receptores de tirosina quinasas. La interaccion de PI3KCP con el receptor EGF requiere de la
proteina adaptadora GRB2, y de los dominios SH3 que se enlazan directamente a tres regiones
ricas en prolina cerca del amino terminal de PI3KC2p. La proteina PI3KC2f es requerida para la
activacion de AKT y SCF. PI3KC2p regula la activacion de Rac y N-terminal quinasa (JNK).
Interesantemente, dentro de los datos de la PCR Array se encuentra aumentada la expresion de
IGF1 (FC: 1001,71) IGF2 (FC: 7,72) y de AKT1 (FC: 293,39). Todos relacionados de forma
intrinseca con proteinas quinasas. Estudios realizados con siRNA en células de carcinoma
epidérmicas sugieren que PI3KC2pB regula la migracion y la supervivencia de las células
tumorales humanas por diferentes mecanismos moleculares (Katso et al., 2006). Ademas, se ha

encontrado una asociacion entre PI3KC2p y riesgo de cancer de prostata (Koutros et al., 2010).

El receptor del factor de crecimiento epidérmico (EGFR) (FC: 492,69), es un miembro de la
familia de los receptores ERBB, que se encuentra envuelto en la regulacion de la proliferacion y
progresion de los carcinomas gastricos. La sobreexpresion de EGFR se asocia con un mal
prondstico en cancer gastrico. Se sugiere a EGFR como un buen blanco molecular para la terapia
del céancer, la combinacién entre cetuximab (anticuerpo monoclonal de EGFR) y FOLFIRI ha
demostrado ser muy positivo en cancer gastrico. La activacién del receptor EGFR inicia
multiples cascadas de sefial corriente abajo que influencian muchos aspectos de la biologia del
tumor, incluyendo la proliferacion, apoptosis, adhesion, migracién y diferenciacion. Dentro de las
cascadas de sefializacion activadas por EGFR destacan la via de sefializacion de Ras/MAPK,
PI3K/AKT, JAK-STAT, PLCy (fosfolipasa y) y la liberacién de calcio intracelular (Wu et al.,
2010).

La glycogen synthase kinase 3 beta (GSK3B) (FC: 159,33) se caracteriza por reprimir la via
Whnt/beta-catenina y regular el balance entre la proliferacion celular y la apoptosis. La
inactivacion de GSK3B puede jugar un rol critico en la tumorogénesis y el desarrollo de
malignidad. Estudios realizados en cancer gastrico indican la sobreexpresion de GSK3B y que
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esta se relaciona con carcinogénesis gastrica y progresion, por lo cual, se postula el empleo de
esta proteina como marcador de agresividad y prondstico (Zheng et al., 2010). GSK3B es
necesaria para mantener la arquitectura del epitelio, la inhibicion de esta proteina genera
transicion epitelio-mesenquimal (EMT), un fendmeno necesario para el normal desarrollo y
progresion de los tumores epiteliales malignos. GSK3B puede mantener la morfologia epitelial
por inhibicion de la expresion de SNAIL. Cabe destacar, que la inactivacion de GSK3B se

relaciona con la infeccion por H. pylori.

SPP1 (secreted phosphoprotein 1, Sppl) (FC: 45,70) es una proteina envuelta en respuesta al
estrés, adhesion celular, inflamacion, cicatrizacion, quimiotaxis y sistema inmune. Se ha
demostrado que su expresion esta aumentada en muestras de cancer gastrico con presencia de
metastasis. Se ha reportado como promotor de la angiogénesis y metastasis en cancer gastrico. La
alta expresion de SPP1 también se encuentra asociada a canceres de pulmon, préstata, mama,
pancreas y ovario (Junnila et al., 2010). Mediante la inhibicion con siRNA células de glioma
han demostrado que la expresion disminuida del gen promueven la apoptosis (Xu Taol and Luo
Chunl, 2010).

MAPKS8 (mitogen-activated proteina kinase 8) o JNK1 (FC: 497,56) es un miembro de la
familia de las MAP quinasa. Las MAPKSs o0 quinasas mitdgena estan envueltas en varios
procesos celulares, como proliferacion, diferenciacion, regulacion de la transcripcion y
desarrollo. El efecto inhibitorio de JNK contribuye al efecto antitumoral por inhibicidn especifica
COX-2, también se ha referenciado que inhibicion de JNK activado puede tener un efecto

terapéutico en cancer gastrico (Wong et al., 2004).
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4.5. Angiogenesis Pathway Array y genes desregulados.

La via de sefializacion de angiogénesis presentd un total de 62 genes alterados, con tendencia a
la sobreexpresion génica, en la figura 18 se pueden identificar los genes con mayores veces de
cambio. Asi, 56 genes presentaron al menos dos veces de cambio respecto a los tejidos
adyacentes, 25 presentaron un nivel de cambio mayor a diez, los cuales tienen relacion diversa a

la enfermedad.

Angiogenesis signaling pathway (FoldChange >2)
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Figura 18. Grafica de expresion de muestras analizadas para Angiogenesis, en rojo genes sobre presados, en verde

genes reprimidos respecto a la condicion control.



52

Estudios previos han reportado que VEGFC (FC: 284915,13), podria mediar fenotipos
tumorales confinados, siendo un aparente blanco terapéutico (He et al., 2004) en cancer de
pulmon y de tubo digestivo (Zwaans and Bielenberg, 2007). Asi también, otro factor involucrado
en la progresion vascular es Interleuquina 8 (IL8) (FC: 107,17) la cual presenta patrones de
expresion similares a VEGFR y VEGF en metastasis de cuello y cabeza (Gokhale et al., 2005).
Se ha reportado que puede ser un potencial marcador sérico tanto como VEFG-C (Yano et al.,
2006).

INFG (FC: 11,68) es el gen codificante para INF-y, citoquina producida solo por células
linfocitarias y por lo mismo responde a la heterogeneidad propia de las muestras, al igual que
COL18A1 (FC: 54,95), colageno propio de las muestras fibroblastos, accesorios a las células
neoplasicas (Spivey et al., 2010). INF-G representa una molécula activadora de linfocitos, siendo
producida mayoritariamente por linfocitos T helpers, relacionado con el aumento de actividad
antitumoral. (Schroder et al., 2004).

CXCLJ9 (FC: 12,74) es una citoquina que no presenta una funcién descrita, asi también existen
pocos trabajos de esta proteina en cancer, no obstante a ello, en el afio 2011, el grupo de
Amatschek et al. (2011) demostré que células endoteliales en melanoma aumentaban la expresion

de esta proteina, fomentando fenotipos metastasicos.

EFNA3 (FC:15,97) es una proteina de desarrollo neural y su expresion esta regulada por miR-
210 (Pulkkinen et al., 2008) siendo inactivado por este miRNA (Fasanaro et al., 2008), sin
embargo la informacién que se posee de este gen en cancer es muy escasa, siendo un posible

marcador de cancer gastrico y un gen potencial a estudiar en este modelo.

Thrombospondin 1y 2, THBS1 y THBS2 (FC: 371,72, FC: 23,38) son dos proteinas que
juegan un papel importante en la progresion tumoral (Zhou et al., 2009), ambas proteinas estan
involucradas en la via de sefializacion de TGF-B (FC: 11,82), actuando como activador de la via

de sefializacibn SMAD, proteinas que presentan un rol bivalente en distintos canceres(Crawford
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et al., 1998). El rol de THBS en diversidad de canceres también varia, siendo un gen de
progresion tumoral en cancer esofagico, incluso sefialado como marcado angiogénico en algunos
trabajos (Secord et al., 2007). En el mismo trabajo Secord (2007), identificd que existe una

menor sobrevida relacionada a pacientes con mayor expresion de THBS1 en cancer ovarico.

Uno de los factores fundamentales tanto en la proliferacion celular, invasion tumoral, en la
angiogénesis y en la metéastasis es la produccion de enzimas proteoliticas envueltas en la
degradacion y remodelacion de la matriz extracelular. Una de estas familias son las enzimas
denominadas metaloproteinasas de matriz (MMPs). MMP9 (FC: 14,47) o gelatinasa, es una
metaloproteinasa dependiente de zinc, expresada predominantemente en células epiteliales y
glandulares (Leinonen et al., 2006; Fukuda et al., 2011) estando sobre expresada en variedad de
canceres glandulares, siendo reportado ampliamente en adenocarcinoma pancreatico ductal y
lesiones preneoplasicas pancreéaticas (Yamamoto et al., 2001). Su aumento en la expresion esta
correlacionado con una menor sobrevida, como también en el desarrollo tumoral (Stetler-
Stevenson et al., 1997; Yamamoto et al., 2001). En diversidad de canceres del tubo digestivo su
aumento en la expresion esta correlacionado con un aumento de B-catetina, aumentando MMP7 y
MMP9 (Ougolkov et al., 2002; Leinonen et al., 2006). Su inhibicién en conjunto con otras
metaloproteinasas como es MMP2 (FC: 24,50) produce una disminucion de la progresion en
fenotipos metastasicos en modelos de cancer de colon (Chu et al., 2011). En cancer gastrico se ha
identificado un aumento en la expresion de estas proteinas (Lee et al., 2008).

El desprendimiento celular desde la matriz extracelular (MEC) requiere un balance constante
entre la expresion de MMPs, los componentes de la matriz, los factores angiogénicos y las
proteinas inhibitorias de metaloproteinasas o TIMP (TIMP1 FC: 23,43), estas Ultimas presentan
variedad en su expresion (Mroczko et al., 2009), teniendo TIMP1 un patron aumentado en
pacientes diagnosticados con cancer gastrico, siendo un marcador pronostico para la enfermedad

(Lukaszewicz-Zajac et al., 2009).
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LAMAGS (FC: 10,75) es el codificante para Laminin a5, familia de proteinas involucrada en
matriz extracelular que lidera procesos de adhesion, migracion y proliferacion (Tani et al., 1997),
se ha descubierto que su expresion correlaciona con la invasividad en melanomas (Vogelmann et
al., 1999) (Oikawa et al., 2011). ANPEP (FC: 28,00) es una alanina peptidasa que presenta muy
pocas referencias bibliogréaficas, sin embargo, un screening por microarreglos de cancer de colon

lo propuso como un marcador pronostico de la enfermedad (Wiese et al., 2007).

Neurophylin 1 o NRP-1 (FC: 4450,00) es un receptor de membrana que esta frecuentemente
expresado en celulas cancerosas y contribuye de forma positiva a la progresion tumoral
interactuando con TGF-B (Glinka et al., 2011). En cancer de pulmén se demostrd que existe una
fuerte asociacion entre aumentos de expresion de ambas isoformas y un incremento en el nimero
de vasos sanguineos alrededor del tumor (Kim et al., 2009) suponiendo que NRP-1 es un
componente crucial en la angiogénesis y podria ser eventualmente un blanco terapéutico
interesante en distintos tipos de cancer, incluido al cancer gastrico (Larsen et al., 2011; Zagouri et
al., 2011).

MKD (FC: 9,57) corresponde a un factor de crecimiento expresado en procesos de
embriogénesis, angiogénesis, crecimiento celular y migracion celular vinculandose de forma
positiva en una serie de canceres entre los que se incluyen al cancer al pulmén, mama , cancer
gastrico y pancreas (Reynolds et al., 2004; Ibusuki et al., 2009; Qin Li et al., 2011; Rawnaq et
al., 2011). Se ha descrito que su expresion promueve el crecimiento de lineas celulares gastricas
(Rawnag et al., 2011).

TEK (FC: 15,03) codifica para el receptor Tie-2, el cual esta involucrado en la angiogénesis y
cancer, la inhibicion de genes relacionados (Angl y Ang2) disminuye su expresion en lineas
gastricas (Park et al., 2011), siendo ademéas encontrado en concentraciones superiores en
pacientes con cancer que los controles en cancer cervical y gastrico, suponiendo que representaria
un buen marcador angiogénico y blanco para su silenciamiento (Wang et al., 2005; Kopczynska
et al., 2009; Li et al., 2010; Harfouche et al., 2011).
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Junto con otros factores angiogénicos TYMP (FC: 12,50), anteriormente llamado ECGF1,
representa una fosfatasa que lidera la agresividad y metastasis tumoral en diversidad de canceres,
incluyendo al cancer gastrico (Jang et al., 2007) (Bijnsdorp et al., 2011). Jang (2007) encontrd
una correlacién positiva entre la expresion de esta proteina y la menor sobrevida de los pacientes
a distintos estadios de la enfermedad, siendo un posible marcador gastrico e interesante blanco

terapéutico.

ID2, inhibidor de union a DNA 2 (FC: 6777,65) ha sido caracterizado como un inductor de la
proliferacion y metastasis en el cancer colon rectal, parte de la via de sefializacion
SMAD4/BMP.7, genes que presentan un comportamiento heterogéneo en distintos tipos
tumorales (Shi et al., 2011), se ha demostrado ademas que es un fuerte promotor tumoral en

células gliales (Coma et al., 2010).
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4.6. WNT/Hedgehog Pathway Array y genes desregulados.

A partir de los resultados obtenidos de la PCR Array podemos concluir que en cancer gastrico,
la desregulacion la via Wnt estd dada principalmente por la activacion de dos vias: la via no
canonica/JNK (Jun N-terminal kinase) y la via de sefializacion mediada por calcio. Se destaca, de
la via canonica de Wnt la activacion corriente debajo de B-catenina y el alto nivel de expresion de
algunos antagonistas de la via candnica como SFRP4 (FC: 41,78) y CTBP1 (FC: 70,08). En la
figura 19 se observa las veces de cambio de todos los genes involucrados para esta metodologia,
encontrandose 55 genes desregulados. Siendo importante destacar la activacion de Wnt en estos

tumores.
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Figura 19. Gréfica de expresién de muestras analizadas para WNT/Hedgehog. En rojo genes sobre presados, en

verde genes reprimidos respecto a la condicién control.
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En la PCR Array para la via de Wnt, se encontraban los genes WNT10A, WNT11, WNT16,
WNT2B, WNT3, WNT4, WNT5A, WNT5B, WNT7A, WNT8A, WNT9A. De ambas vias los
componentes principalmente alterados son los ligandos WNT10A (FC: 8,73), WNT2B (FC:
3,31), WNT3 (FC: 5,11), WNT9A (FC: 2,37) y WNT5A (FC: 9,95), los receptores FZD1 (FC:
5,24), FZD2 (FC: 4,28), FDZ5 (FC: 1083,29), FZD6 (FC: 6,61), FDZ7 (FC: 3.09) y FDZ8 (FC:
4,10) y el co-receptor LRP6 (FC: 9,58). ligando que se encontr6 mas alterado fue WNT5A (FC:
9,95) y su respectivo receptor FZD5 (FC: 1083,29).

La via Wnt/B-catenina es una via de sefializacion ampliamente estudiada en cuanto a su rol
respecto al desarrollo del cancer, cuyo componente principal es B -catenina que normalmente es
ubiquitinada y degradada al estar arrestada en el complejo GSK3B/APC/Axina. Su activacién
depende de las proteinas WNT, ligandos que se unen a los receptores de membrana FZD, los
cuales interactian con LRP, provocando el secuestro intracelular del complejo y liberando f -
catenina, para que este difunda hacia el nucleo e interaccione con los factores de transcripcion
LEF y TCF.

Wntba, es el ligando de FZD5 y esta envuelto en la activacion de la via canonica y no
canonica. Sin embargo, este ha sido principalmente asociado como miembro de la familia no
canénica, con relevancia en la via modulada por quinasas RHO y Calcio (Ca*?, Calmodulina)
(Nishita et al., 2010). Esta proteina es un ligando envuelto en la migracion e invasion a través de
la activacion de Wnt independiente de B-catenina. Algunos estudios indican que Wntb5a actla
como un supresor tumoral, debido a su capacidad de inhibir B-catenina. Por ejemplo, se ha
demostrado que Wnt5a induce la represion de B-catenina a través de SIAH2, que actia como una
ubiquitina ligasa de pB-catenina (Topol et al., 2003) o por la inhibicion de la actividad
transcripcional de Tcf/Lef (Mikels and Nusse, 2006). Por otra parte se ha descrito que Wnt5a
inhibe la proliferacion, migracion y la invasion en lineas celulares de tumor de tiroides y cancer
color rectal (Dejmek et al., 2005; Kremenevskaja et al., 2005; Yamamoto et al., 2009). En
contraste a estas observaciones, se ha sugerido un potencial oncogenico basado en la

sobreexpresion en los niveles de ARNm que se ha encontrado en cancer de pulmon, préstata y
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mama (lozzo et al., 1995). Existe una correlacion entre la expresion de Wnt5a y el aumento de la
motilidad e invasion celular en células melanoma, cancer gastrico y células de cancer de mama
asociadas a macrofagos (Weeraratna et al., 2002; Pukrop et al., 2006; Yamamoto et al., 2009).

Por lo tanto el papel de Wnt5a en cancer humano ha sido controversial y poco claro.

En relacion a cancer gastrico previamente se ha descrito que la via no candnica de Wnt es
inducida (Gencer et al., 2010). En cancer gastrico el silenciamiento de Wnt5a en lineas celulares
y posterior implante de estas en el bazo de ratones desnudos disminuye el niUmero de metastasis
en el higado (Yamamoto et al., 2009). En lineas celulares de pulmdn la interferencia con siRNA
de Wnt5a disminuye la proliferacion celular (Huang et al., 2010) y en lineas celulares
endoteliales disminuye la proliferacién y migracion celular (Cheng et al., 2008). Siendo descrito
que la represion de su receptor FZD5, por medio del uso de siRNA, en lineas celulares de
carcinoma embrionario NT2/D1 suprime el crecimiento y mitosis de este tejido (Snow et al.,
2009).

Con respecto a la activaciéon de algunos antagonistas, SFRP4 (FC: 41,78) (Secreted Frizzled-
Related Protein 4) es un miembro de la familia de SFRP que contiene un dominio rico en cisteina
que se une al sitio de enlace de Wnt a las proteinas FZD, por lo cual esta proteina actia como
moduladora de la via Wnt. La expresion de SFRP4 no ha sido estudiada en cancer gastrico y su
sobreexpresion ha sido reportada sélo en cancer color rectal, cancer de prostata y carcinoma de
endometrio. Muley et al. (2010) describi6 a SFRP4 como un inhibidor o antagonista poco
importante en la via Wnt en el contexto del cancer. La inhibicién de SFRP4 por siRNA se ha
realizado solo en células de mesotelioma, relaciondndose este con la activacion de la via Whnt,
promocion del crecimiento y disminucién de la apoptosis celular mediada por la quimioterapia
(He et al., 2005).

Por otro lado, CTBP1 (FC: 70,08) (C-terminal binding protein 1) es una fosfoproteina que
acta como represor transcripcional de la via y puede jugar un rol durante la proliferacion celular.

Los reportes de la expresion de CTBP1 en cancer son limitados, no existiendo reportes en cancer
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gastrico. Recientemente, se ha identificado que la desregulacion de CTBP1 como un paso clave
en la iniciacion de la formacion en tumores de colon: la degradacion de CTBP1 depende de APC
en estas células y la mutacion de APC conduce a un aumento de CTBP1, cuyo resultado es la
iniciacion de la formacion de adenomas. Ademas, de sus funciones en la iniciacion y progresion
de la tumorogenesis, CTBP1 también han sido implicada en la respuesta celular a la
quimioterapia. Se ha postulado a las diferentes proteinas CTBP o como un biomarcadores en
cancer de mama, ya que BRCA-1 y E-Cadherina estarian siendo regulados transcripcionalmente
por CTBPs. El silenciamiento de CTBPs por siRNA se ha realizado en lineas celulares de cancer

de mama, restaurandose los niveles de expresion de BRCA1 y CDH1 (Deng et al., 2011).

Tanto para CCDN2 (FC: 21,64) como para CCDN3 (FC:21,62) existe amplia evidencia que la
interferencia mediada por miRNA disminuye la expresion del gen, arrestando la proliferacion
para lineas celulares de hepatocarcinoma (Kota et al., 2009; Chen et al., 2011), asi también se ha
demostrado que el tratamiento con miRNA en lineas linfoides como co adyuvante a tratamientos
de quimio y radioterapia han sido positivos en el tratamiento de la enfermedad (Shimura, 2011).
En lineas celulares de cancer gastrico se ha referenciado que la inhibicion de estos genes

promueve procesos apoptoticos y fenotipos con menores tasas proliferativas (Kota et al., 2009).

B-Catetina (CTNNB1 FC: 21,64) es el componente principal de la via de sefializacién de
WNT, siendo trascendental en la denominada via canénica de Wnt (Bowerman, 2008), esta
proteina estd constitutivamente inhibida, por el complejo APC/GSK3B/Axina (Camilli and
Weeraratna, 2010) siendo ubiquitinada y degradada. La activacion esta promovida por WNT al
unirse al receptor de membrana FZD reclutando al complejo y liberando a B-catenina para que
esta difunda al nucleo, activando y promoviendo vias de sefializacion relacionadas con procesos
carcinogenicos por medio de la activacion y reclutamiento de TCF/LEF (Angers and Moon,
2009; Deng et al., 2011) y otra diversidad de factores de transcripcion (Komiya and Habas, 2008;
Deng et al., 2011). Se ha demostrado que B-catenina es capaz de activar y promover SOX2,
ciclinas D, metaloproteinasas (Deng et al., 2011) entre otras proteinas involucradas en el
desarrollo y malignidad de diversos tipos de cancer (Nunez et al., 2011). Se ha referenciado que
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el uso de siRNA en lineas celulares géstricas produce fenotipos con menores tasas proliferativas
y un aumento en la apoptosis, disminuyendo la expresién de MMPs (Ganesan et al., 2008).

PYGOL (FC: 19,06) es una proteina que presenta dos dominios, uno denominado Dominio de
Homologia, el cual es comdn a todas las isoformas y un segundo del tipo dedos de zinc
(Nakamura et al., 2007) actuando como promotor proximal durante en la activacion génica
(Mosimann et al., 2009). Se ha referenciado que la inactivacion de PYGO1 y PYGO2 no produce
fenotipos con mayores alteraciones en la union y actividad de BCL9 en lineas celulares HeLa y
HEK293 (Dawlaty et al., 2008)

FOXNL1 (FC:13,88) es un gen regulatorio del desarrollo timico, y su inhibicion promueven
desarrollo epitelial aberrante en ratones. No existen referencias sobre su vinculacion en el cancer
(Zook et al., 2011), mas se sabe que su expresion estd modulada por WNT (Balciunaite et al.,
2002; Mecklenburg et al., 2005), asi tambiéen el gen HOXB6 (FC: 9,62), el cual esta vinculado
con el desarrollo del tubo digestivo y la sefializacion de Sonic-Hedgehog, es un factor de
transcripcion que presenta vaguisima informacion sobre su rol en el desarrollo del céncer,

viéndose alterada su expresion en canceres del tubo digestivo (Yu et al., 2007).

La proteina NFATCL1 o Nuclear factor of activated T-cells cytoplasmatic 1 (FC: 22,75) es
parte de una familia de factores de transcripcion que se unen a la cromatina actuando como
coactivadores de la regulacion del crecimiento celular y sobrevivencia de lineas hematopoyeéticas,
capaz de unirse a c-Myc produciendo la activacion de acetilasas y la activacién de ELK-1
promoviendo el crecimiento y malignidad del cancer, como se ha descrito para el cancer

pancreatico y colon (Koenig et al., 2010; Pham et al., 2010)

Junto con las investigacion de la sefializacion en WNT1, en 1998 fue descubierta la proteina
WISP1 (FC: 3313,3) en una linea epitelial de mama. “WNT1 inducible signaling pathway protein
17 es una proteina que modula multiples respuestas celulares como el crecimiento, diferenciacién

y sobrevivencia en multiplicidad de canceres, incluyendo al cancer de colon, higado y gastrico
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(Berschneider and Konigshoff, 2011). Sin embargo, su funcion aun no esta bien establecida
(Konigshoff et al., 2009). Se ha descrito que su induccion esté relacionada con WNT1 y WNT3a
y que presenta regiones cis dependientes de [B-catetina, siendo definida su funcién como un
remodelador de tejido. Su inhibicion solo se ha descrito en torno a su rol como agente mitotico
(Shanmugam et al., 2011) , sin embargo en trabajos recientes se ha identificado como un

marcador pronostico en cancer esofagico (Nagai et al., 2011).

PTCHL1 (FC: 52,15) o patched 1 es un receptor de naturaleza proteica que es esencial en la
sefializacion de Hedgehog , involucrado en variedad de procesos que incluyen diferenciacion,
crecimiento y céncer (Ingham and McMahon, 2001), se ha identificado que su expresion es
variable en cada tipo tumoral, sin embargo es considerado un gen represor de tumores y
normalmente su actividad es analizada en comparacién al silenciamiento de otros genes (Gli y
otros). No obstante a ello, se cree que esta involucrado en las primeras fases de desarrollo
tumoral hepatico (Sanchez et al., 2004; Fu et al., 2008).
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4.7. Activacion Linfocitaria Pathway Array y genes desregulados.

La activacion linfocitaria es comdn en mdaltiples enfermedades, mediando procesos
inflamatorios e inmunes para la defensa del organismo. Se ha descrito que multiplicidad de
canceres median la respuesta inmunitaria para su propio provecho, incrementando su desarrollo y
permitiendo el progreso de este. Con motivo a analizar la activacion del sistema inmune y células
fue realizada este experimento de PCR Array, identificando 29 genes con una sobreexpresion

superior a las 10 veces en comparacion al tejido adyacente.
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Figura 20. Gréfica de expresion de muestras analizadas para Activacion Linfocitaria. En rojo genes sobre presados,

en verde genes reprimidos respecto a la condicién control.
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Uno de los factores a considerar en tejidos tumorales, es la presencia de multiples estirpes
celulares, las cuales promueven el ruido y aumenten la complejidad del entendimiento de los
resultados. Esta via de sefializacion analizada, compromete el estudio de factores y células de
respuesta al tumor, tales como linfocitos, asi en este PCR Array se encontrd sobre expresion de
maltiples proteinas de membrana expresadas solo por células linfocitarias, tales como CD28 (FC:
63,01), CD3D (FC: 16,07), CD2 (FC: 12,61) y CXCR3 (FC: 19,77), todas ellas marcadores de
linfocitos T, indicando que las muestras presentaban gran infiltracion linfocitaria, propia de la
respuesta organica en el desarrollo del cancer. Seguido de esto, gran cantidad de quimioquinas,
interleuquinas y factores activadores de la respuesta linfocitaria fue encontrado, prediciendo la
gran reactividad que el tumor produce en los tejidos adyacentes.

Las Interleuquinas (IL) son citoquinas que actdan en la respuesta inflamatoria, expresados por
diversidad de células, entre las que destacan células del sistema inmune y células endoteliales, su
expresion estd vinculada a procesos infecciosos, inflamatorios y activacion del sistema inmune,
IL-17F /IL-17B (FC:15,22 ; FC: 1795,43), 1L-18 (FC: 10,72), e IL-6ST (FC:52,75) son cuatro
Interleuquinas pro inflamatorias incluidas en el desarrollo y progresion del cancer (Felderhoff-
Mueser et al., 2005; Heikkila et al., 2008; Reynolds et al., 2010). Todas ellas han sido descritas
como parte importante de la respuesta inflamatoria y progresion en diversos canceres, incluyendo
al cancer gastrico (Zambon et al., 2004). Las quimioquinas Yy sus receptores (CCL3 FC:25,4 ;
CCRL2 FC:15,08 ; CCR3 FC:19,77), en conjunto con otras moléculas como INF-G (FC: 1197)
e interleuquinas (IL), son encargadas de mediar la respuesta pro inflamatoria activando distintos
componentes inflamatorios, CCL3 (FC: 25.4), es el codificante para una proteina inflamatoria,
también denominada MIP (Montecucco et al.,, 2008) que se ha encontrado en elevadas
concentraciones en biopsias rectales (Ajuebor et al., 2004) que ademas se ha relacionado al
reclutamiento de neutréfilos y la induccion de células endoteliales por medio VEGF(Roffe et al.,
2010).
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INHBA (FC: 1197) codifica para inhibina, subunidad de una proteina compuesta por activina
e inhibina, la cual se encuentra sobre expresada en cancer géastrico, considerandose como
marcador de la enfermedad (Wang et al., 2010; Kaneda et al., 2011). La inhibicién por siRNA en

cancer de pulmén demostrd una baja en la proliferacion a las 96 horas de (Seder et al., 2009).

La familia de genes NCK (NCK1 FC: 192,11 y NCK2 FC: 14,62) corresponden a proteinas
adaptadoras con dominios SH2/SH3 que tienen como funcion guiar y reclutar proteinas para
facilitar su interaccion (Ger et al., 2011). En el caso de las NCK1 y NCK2, estas son capaces de
activar y reclutar proteinas de la via MAPK, tales como RAS y SOS para su fosforilaciéon y
sefializacion concertada, siendo estas partes de mdltiples respuestas celulares (Buday et al.,
2002). Se ha descrito su rol como proteinas oncogénicas (Li et al., 1992) y su inhibicion se ha
realizado en experimentos del desarrollo en ratones identificando que el doble negativo de ambos

genes presenta aberraciones en su desarrollo (ver referencias de Hehlgans et al., 2007).

Por ultimo, es importante mencionar la sobre expresion encontrada para los genes TLR2 y
TLR4 (FC: 12,61 ; FC: 6,91) o los receptores Toll, ambos receptores asociados a un aumento de
la inmunidad innata mediada por bacterias, siendo asociado un aumento de expresion a la
prevalencia de Helicobacter pylori en muestras de cancer gastrico, encontrandose que las
muestras analizadas presentan un alteracion de este marcador probablemente mediada por la

presencia de esta infeccion bacteriana.
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4.8. Relacion entre la expresion de ARNm y marcaje de proteinas por medio del uso del
Human Atlas Protein.

Una vez categorizado los genes con mayor nivel de cambio, se realizé una busqueda de la
expresion de proteinas en tejidos de carcinoma gastrico, en la base de datos del Human Atlas

Protein (HAP) (http://www.proteinatlas.org), una base de datos que presenta imagenes de

inmunohistoquimica de maltiples proteinas y tejidos. A la fecha almacena més de 12.238 genes
con sus respectivas tinciones, con méas de 15.000 perfiles de tincion. Esta base de datos presenta
cortes histoldgicos de diversos canceres como también distintos anticuerpos para la deteccion de
la expresion de un gen, los cuales permiten identificar correlaciones entre los niveles de ARNmy

proteinas, diferenciando tejidos normales de tejidos tumorales.

De 125 genes diferencialmente expresados (con un valor de cambio mayor a 5), 29 de ellos
presentaron la misma tendencia al ser comparados los valores de las PCR Array y las imagenes
de cancer gastrico y tejidos gastricos normales del HAP. 8 de los cuales son parte de la PCR
array de WNT, 11 del PCR de PI3K, 6 de la via de angiogénesis y solo cuatro de ellos son parte
de la PCR Array de activacion linfocitaria. 60 genes se encontraron expresados tanto en tejido
tumoral como normal en el HAP, 32 de los genes diferencialmente expresados de la PCR Array
no presentaban informacion alguna en el HAP imposibilitando cualquier tipo de comparacion y
solo 4 genes, pertenecientes a la PCR Array de activacion linfocitaria, presentaron una tendencia

de expresion contraria al comparar ambas estrategias.

En el cuadro 8 se puede identificar el nmero de genes por via de sefializacion y su relacion
respecto a la tincion inmunohistoquimica presente en la base de datos del HAP. Cabe destacar
que la via de activacion linfocitaria es la placa que presenta mayor numero de genes sin
informacién en el HAP, asi como la Unica placa donde existen genes con relacion inversa entre

los resultados del PCR Array y las tinciones del HAP. Lo que podria explicarse a la


http://www.proteinatlas.org/
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heterogeneidad propia del tejido tumoral, tejido que incluye diversidad de estirpes celulares, con

diversos perfiles de expresion, como lo sefiala Kubista, et al (2006).

_ _ Diferencias
Misma Expresado tanto No existe
) L g y : y entre la
Via de Sefializacion | relacion de | en ambos tejidos | informacion .
y relacion de
expresion (HAP) en HAP y
expresion
PI3K (HAKT-1) 11 15 4 0
WNT/Hedgehog 8 12 8 0
Angiogénesis (HAKT-2) 6 18 8 0
Activacion linfocitaria 4 15 12 4

Cuadro 8. Resumen del numero de genes y su relacion entre la expresion del PCR Array y la tincion

inmunohistoquimica del HAP.

En el cuadro 9 se pueden identificar el resumen de los genes con la misma tendencia de

expresion entre el HAP vy los resultados del PCR Array. 29 de ellos presentaban un valor de

cambio mayor a 5 y solo 3 genes correlacionaron de forma positiva al poseer un valor de cambio

entre 5 y mayor a 2 con respecto a los tejidos adyacentes. Estos 32 genes podrian ser genes de

interés para futuros estudios, pues existe poca bibliografia relevante sobre su funcion y rol en la

enfermedad. Desde la figura 21a hasta la figura 21p se presenta el marcaje de 17 de estas

proteinas.
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Via de sefializacion Probables genes marcadores de la enfermedad

PI3K (HAKT-1) IRS2,MAPK8,EGFR,PI3KC2B,GSK3B,CDKN1A,SPPL,
IG2R,JAK2,RAF1,PIK3R1

WNT/Hedgehog (Custom 1) WISP1,CTBP1,CCND3,CCND2,PYGO,LRP6,WNT10A,
FOSL1,PRKCB1,GSK3A

Angiogénesis (HAKT-2) NRP1/2, THBS1,ANPEP,MMP2,MDK,
SERPINF1,ECGF1,CDH5,ITGB3

Activacion linfocitaria (Custom 2) INFG,PTPRC,TLR4,CD2

Cuadro 9. Resumen de genes con marcaje diferencial en el atlas de proteinas humanas (HAP). Genes obtenidos

previo el andlisis de expresion de PCR Array y comparados con HAP.

Estos 17 genes presentaban una alta desregulacion de su expresion en el PCR Array (valor de
cambio mayor a 5) y la mayoria de ellos no presentan informacién bibliografica sobre su
desregulacién en relacion al estudio del cancer gastrico, siendo genes de interés para el estudio
del cancer gastrico y si bien es necesario un estudio acabado de estos genes, estas 17 proteinas
podrian presentarse como posibles marcadores moleculares para el reconocimiento y

fenotipificacion de la enfermedad, ayudando al entendimiento del cancer gastrico.
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Figura 21a. Principales genes con marcaje inmunohistoquimico diferencial de la via Wnt/Hedgehog.
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Figura 21b. Principales genes con marcaje inmunochistoquimico diferencial de la via PI3K/AKT.
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Figura 21c. Principales genes con marcaje inmunohistoquimico diferencial de la via de angiogénesis.
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5.  CONCLUSIONES

El presente estudio identificd de forma efectiva la desregulacion de las vias de sefializacion de
PI3K, Wnt, angiogénesis y activacion linfocitaria en 4 muestras de adenocarcinoma gastrico,
identificando 224 genes con cambios en su expresion entre las cuatro vias de sefalizacion
analizadas, donde 82 de estos genes presentaron un cambio de expresion de mas de 10 veces

comparado con los tejidos normales.

La tendencia de desregulacion de estas vias de sefializacion es hacia la sobre expresion de sus
componentes, muchos de los cuales presentan hasta 1000 veces la expresion de los tejidos

normales.

La tecnologia de PCR Array permite de forma rapida identificar cambios en un amplio
conjunto de genes pertenecientes a una via de sefalizacion, siendo una tecnologia robusta, ya que

sobre el 90% de las reacciones presentaban la eficiencia esperada.

Si bien este trabajo presentd un nimero acotado de muestras, se logré identificar al menos 85
genes diferencialmente expresados, muchos de los cuales presentan escasa bibliografia
relacionada a la enfermedad, como también no presentaban informacion relevante sobre su rol en

las vias de sefializacion.

Finalmente, 32 genes presentaron una expresion diferencial tanto en el PCR Array como a
nivel de inmunohistoquimica al ser comparados y analizados en el Human Atlas Protein,
pudiendo ser nuevos candidatos para futuros estudios vinculados a la caracterizacion vy

entendimiento de la enfermedad.
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6. RESUMEN

El cancer gastrico es el cuarto tipo de cancer con mayor frecuencia mundial y la primera causa
de muerte por tumores en Chile. Su elevada tasa de mortalidad se relaciona a la inexistencia de
sintomatologia especifica en estadios tempranos de la enfermedad, diagnosticAndose en fases

avanzada donde las terapias existentes son poco efectivas.

Se ha descrito con anterioridad que el conjunto de alteraciones genémicas en el cancer
cumplen un importante rol en el desarrollo y progresion del tumor, relacionado a la desregulacion
de genes y a cambios en los niveles de expresion que contribuyen al fenotipo tumoral. Sin
embargo, los eventos genéticos que regulan el desarrollo y progresion cancer gastrico estan poco

descritos.

Este trabajo tiene como objetivo evaluar la expresion génica de cuatro vias de sefializacion
involucradas en el desarrollo del cancer gastrico mediante el anélisis de la expresion de tejido
tumoral y adyacente al tumor proveniente de pacientes con cancer gastrico, con motivo a
identificar futuros genes candidatos relacionados a la caracterizacion de la enfermedad, utilizando
la metodologia de PCR Array.

Mediante el PCR Array se identifico que todas las vias de sefializacion analizadas presentaban
una tendencia hacia la sobreexpresion de sus genes, encontrandose genes marcadores clasicos del
cancer como B-catenina, VEGFC y AKT1 altamente sobre expresados en las muestras analizadas.
Adicionalmente, identificamos 125 genes diferencialmente expresados, muchos de los cuales
presentan escasa bibliografia relacionada a la enfermedad y el rol de estos en la terapia del
cancer. Finalmente, encontramos que los niveles de expresion de una alta proporcion de estos
genes presentaba la misma tendencia de expresion al comparar los resultados del PCR Array con
las tinciones inmunohistoquimicas presentes en la base de datos del Human Atlas Protein (HAP),
logrando identificar nuevos genes que podrian convertirse en objetivo de estudio como

potenciales marcadores moleculares y blancos de terapéuticos para la enfermedad.



73

7. SUMMARY

Gastric cancer is fourth most frequently cancer type in the world and the first cause of deaths
by tumors in Chile. Its high mortality rate is associated to the absence of specific symptoms in the
early stages of the disease, leading to a diagnosis in advanced stages where the actual therapies

are poorly effectives.

In previous works has been described that the set of genomics alterations in the cancer play an
important role in the development and progression of the tumors, related to deregulations in the
genes and changes in their expression which contribute in the tumoral phenotype. However, the

genetic events which regulate the gastric cancer are poorly described.

The aim of this thesis was evaluate the gene expression of four signaling pathways related to
the development of the gastric cancer through the analysis of gene expression of tumoral and
adjacent tissues of gastric cancer patients, with the purpose to identify novel genes related to the

characterization of the disease using the PCR Array technology.

Using the PCR Array we identified a totally deregulation of the pathways involved in the
study, where we found classic cancer markers deregulated, which included the B-catenin,
VEGFC and AKT1 genes, strongly over expressed in the tumoral samples. Furthermore, this
work allowed to identifying 85 genes without relevant information related to the gastric cancer
knowledge and their role in the therapy of the cancer. Finally, using the Human Atlas Protein
(HAP) database, we shows a positive relation between the PCR transcription profile y the
immunohistochemical stain of an important gene number included in the study which help to us
in the context of the characterization of the disease and could perform as novel molecular
markers and new therapy targets for the gastric cancer.
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9. ANEXOS

Anexo 1. Listas de genes (simbolos oficiales ENTREZ) incluidos en el estudio.

WNT Array Activacion Linfocitaria Array PI3K array Angiogenesis Array
AES PTPRC ABL1 ADAMTS1
AXIN1 PIK3CD ACACA AKT1
FzZD5 NFKB2 ACOXI ANGPT1
CCND2 PRKCB1 AEBP1 ANGPT2
CCND3 CHUK AKT1 ANGPTL3
CSNK1A1l NFATC1 AKT2 ANGPTL4
CSNK1D CD5L AKT3 ANPEP
CSNK1G1 1L10 ANG BAI1
CSNK2A1 INHA ARAF CCL11
CTBP1 INHBA BAD CCL2
CTNNB1 CD81 BLC2 CDH5
CTNNBIP1 TNFRSF7 BCL2L1 COL18A1
CXXC4 TNFRSF5 BRAF COL4A2
DKK1 IFNB1 BTK CXCL1
DVL1 HDAC5 CAP1 CXCL11
EP300 HDAC7? CASP9 CXCL2
FBXW2 HDAC9 CBL CXCL5
FGF4 CXCR5 CCND1 CXCL6
FOSL1 IGBP1 CCR2 CXCL9
FOXN1 MS4Al CCR5 ECGF1
FRAT1 RGS1 CD4 EDG1
FRZB TNFRSF6 CD40 EFNA1
FSHB L2 CDC42 EFNA3
FZD1 TNFSF5 CDH1 EFNA5
FzZD2 TNFSF6 CDKN1A EFNB2
FzZD3 CD2 CDKN1B EGF
FZD4 CD3D CDKN2A ENG
FZD6 CD3E CREB1 PHB4
FzZD7 CD3G CTNNB1 EREG
FZD8 CD4 CXCR4 FGF1
GSK3A CD7 E2F1 FGF2
JUN HLA-DRA EGFR FGFR3
KREMEN1 CD86 ERBB2 FIGF
LEF1 CD8A FRAP1 FLT1
LRP5 CLEC7A GRB2 HY1
LRP6 KIF13B G8K3A HGF
MYC NCK1 G8K3B HIF1A
NLK NCK2 GYS1 HPSE
PITX2 TNFSF14 HK2 ID1
PPP2CA CD28 HRAS 1D2
PYGO1 1L12B IGF1 IFNA1
RHOU IL12RB1 IGF1R IFNB1
SENP2 IL12RB2 IGF2 IFNG
SFRP1 1L18 IGF2R IGF1
SFRP4 SFTPD INS IL1B
SLC9A3R1 SOCS5 INSR I1L6
SOX17 CD5 IRS1 1L8
TCF7 CSF2 IRS2 ITGAV
TCF7L1 IFNG IRS4 ITGB3
TLE1 1L3 ITGB1 JAG1




Anexo 1. Listas de genes (simbolos oficiales ENTREZ) incluidos en el estudio

(continuacién).

WNT Array Activacion Linfocitaria Array PI3K array Angiogenesis Array
TLE2 IL5 ITGB3 KDR
WIF1 TLR2 JAK2 LAMAS

WISP1 TLR4 KIT LECT1
WNT10A TLR9 KRAS LEP
WNT11 IFNGR?2 LCK LTA
WNT16 IL18R1 LEP MDK
WNT7A CXCR3 NFKBIA PECAM1
WNTSA CXCR4 NOS3 PEF4
WNT9A BMP7 PAK1 PGF
MYL4 CEP76 PDE3B PLAU
PROZ TLR6 PDPK1 PLG
PRKCB1 1L8 PIK3C3B PLXDC1
CDH7 CX3CL1 PIK3C3 PROK2
HOXB6 TOLLIP PIK3CA PTGS1
SMARCD1 HLA-DOA PIK3R1 SERPINF1
NFATC1 PRDM1 PIK3R4 SPHK1
PPP2R5D IL17A PRKCA STAB1
STK36 IL17B PRKCE TEK
BMP2 IL17F PRKCG TGFA
BMP4 IL17RB PTEN TGFB
PTCH1 FOXP3 RAC1 TGFB2
BMP6 1L22 RAF1 TGFBR1
RAB23 1L21 RELA THBS1
SMO 1L.26 RHOA THBS2
ZIC2 NFKB1 SGK1 TIMP1
HHAT CCR6 SHC1 TIMP2
SHH BMP5 SOS1 TIMP3
SIAH1 MAPKAPK3 SPP1 TNF
NPC1 IL6ST SRC TNFAIP2
NPC1L1 NOS1 SYK VEGFA
GLI JAK3 RLR4 VEGFB
GLI2 OCLM TNF VEGFC
SUFU SOX14 ACTB ACTB
CDON PTGS1 B2M B2M
FGF9 ARPC2 GAPD GAPD
FKBP8 CCRL2 GUSB GUSB
OTX2 TNF HPRT1 HPRT1
PRKACA IL1B PGK1 PGK
PRKACG 1L6 PPIA PPIA
PRKACB PLA2G2A RPL13A RPL13A




Anexo 2. Figuras de vias de sefializacion Kegg.
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Anexo 2. En rojo todos los genes sobre expresados (nivel de cambio mayor a 2), en color amarillo-café genes con

nivel de cambio menor a 2. En la figura A se visualiza “vias de sefializacion en cancer” un compendio de

desregulaciones en distintos tejidos. En B la via Hedgehog, en C la sefializacion y cascada desregulada de WNT. Por

ultimo en D se visualiza la sefializacion de MAPK y la desregulacién de esta via.
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Anexo 3. Resumen con cambios de expresion de todos los genes incluidos.

Wnt-Hedgehog

Symbol Fold Change (Promedio)
CCND2 21.64
CCND3 22.62
CSNK1A1 2.48
CSNK1G1 3.75
CSNK2A1 2.38
CTBP1 70.08
CTNNB1 16.9
CTNNBIP1 -2.04
EP300 2.44
FBXW2 6.06
FOSL1 7.2
FOXN1 13.88
FRZB 2.02
FSHB 36.34
FZD1 5.24
FzD2 4.28
FZD5 1083.29
FZD6 6.61
FzD7 3.09
FZD8 4.1
GLI2 3.6
GSK3A 2.12
HOXB6 9.62
LEF1 4.02
LRP6 9.58
MYC 2.16
MYL4 5.64
NFATC1 22.75
NLK 2.04
NPC1 5
NPCIL1 4.06
PRKCB1 5.87
PROZ 5.2
PTCH1 52.15
PYGO1 19.06
RAB23 3.31
RHOU 2.51
SENP2 9.68
SFRP4 41.78
SIAH1 2.39
SLC9A3R1 7.83
SMARCD1 4.91
SOX17 2.78
SUFU 31
WISP1 3313.29
WNT10A 8.73
WNT2B 3.31
WNT3 5.12
WNT5A 9.95
WNT9A 2.37
ZIC2 7.38

PI3K/AKT
Symbol Fold Change (Promedio)
ABL1 86.86
ACACA 3.17
ACOX1 72.02
AEBP1 4.17
BTK -2.66
CAP1 -2.69
CBL -5.74
CCR5 8.37
CD40 5.66
CDC42 255.26
CDH1 209.73
CDKN1A 138.25
CDKN1B 2.73
CXCR4 -2.06
E2F1 2.76
EGFR 492.69
ERBB2 2.86
GSK3B 159.33
IGF2 7.72
IGF2R 8.85
IRS1 -2.21
IRS2 117042.46
IRS4 -12.29
ITGB1 7.88
JAK2 7.18
KIT -2.78
LCK 211
MAPK1 13.42
MAPKS8 497.56
NFKB1 3.06
NFKBIA 5.82
PIK3C2B 511.57
PIK3CA 2.23
PIK3R1 5.05
PIK3R4 15.21
PRKCA 270.97
PRKCE 15.62
PRKCG 667.37
PTEN 5.55
RAF1 6.14
RHOA 53.36
SHC1 2.69
SOS1 75.22
SPP1 45.7
SRC 2.38
ABL1 86.86
ACACA 3.17
ACOX1 72.02
AEBP1 4.17
BTK -2.66
CAP1 -2.69
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Anexo 3. Resumen con cambios de expresion de todos los genes incluidos (Continuacion).

Angiogénesis

T cell y B cell activation

Symbol Fold Change (Promedio)
ADAMTS1 -2.94
AKT1 293.39
ANGPT1 2.17
ANGPTL4 3.53
ANPEP 28
BAI1 4.31
CCL2 -3.58
CDH5 10.09
COL18A1 54.95
COL4A2 2.45
CXCL6 2.01
CXCL9 12.74
ECGF1 125
EDG1 23.75
EFNA1 -2.42
EFNA3 15.97
EFNB2 5.24
ENG 3.41
FGF1 2.58
FGF2 3.07
FIGF -2.09
1D2 6777.65
IFNA1 2.53
IFNG 11.68
IGF1 1001.71
IL6 3.96
1L8 107.17
ITGAV 4.83
1ITGB3 7.65
JAG1 4.13
KDR -2.31
LAMAS 10.75
LTA 16.59
MDK 9.57
MMP2 245
MMP9 14.47
NOTCH1 5.53
NRP1 4450.07
NRP2 2.43
PDGFA 3.53
PGF 7.19
PLAU 7.42
PLXDC1 3.58
PROK2 35
PTGS1 -3.41
SERPINF1 2.12
SPHK1 2.98
TGFB 11.82
TGFB2 5.86
TGFBR1 2.09
THBS1 371.72
THBS2 23.38
TIMP1 23.43
TIMP2 2.56
TIMP3 2.84
TNFAIP2 2.44
TNF 21
VEGFC 284915.32

Symbol Fold Change (Promedio)
CCL3 254
CCR3 19.77
CCR6 2.98
CCRL2 15.08
CD2 12.61
CD28 63.01
CD3D 16.07
CD3E 3.83
CD4 5.56
CD5 3.37
CD81 3.57
CD8A 3.01
CEP76 4.66
CHUK 19.36
CLEC7A 8.82
CSF2 38.4
CX3CL1 21.28
CXCR3 14.29
CXCR5 2.49
FOXP3 2.33
HDACS5 18.28
HDAC7? 13.43
HLA-DRA 2.83
IFNG 1197
IFNGR2 -3.06
1L10 3.55
IL12RB1 5.51
IL12RB2 3.75
1L17B 1795.43
IL17F 15.22
IL17RB 3.92
1L18 10.72
IL18R1 2.98
1L.26 2.55
IL2RA 25.68
1L3 4.39
IL6ST 52.75
INHBA 161.15
JAK3 4.57
KIF13B 2.29
MAPKAPK3 4.84
MS4A1 2.27
NCK1 192.11
NCK2 14.65
NFKB2 125
OCLM 8.97
PIK3CD 364.36
PLA2G2A 3.21
PRDM1 12.03
PRKCB1 11.88
PTGS1 4.12
PTPRC 41.77
PVRL1 3.97
SOCS5 24.66
TLR2 12.62
TLR4 6.91
TNFRSF5 26.43
TNFRSF6 7.08
TNFRSF7 3.43
TNFSF14 2.22




