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Resumen: La obesidad es un factor de riesgo del cancer colorrectal (CCR). El gen
asociado a masa grasa y obesidad (FTO), codifica una enzima desmetilasa que participa
en la remocién N ° -metiladenosina (m © A), regulando la expresion génica, los genes
involucrados suelen tener un papel oncogénico, impactando en procesos de progresion
tumoral, como la transicién epitelio-mesénquima (EMT). La proteina FTO esta asociada con
una variedad de canceres, pero el rol promotor o protector es aun controversial en el
desarrollo del CCR. El polimorfismo rs9939609A del gen FTO ha sido fuertemente asociado
a obesidad y ha sido estudiado débilmente su asociacién con el CCR, en pacientes chilenos
es desconocido. El objetivo fue determinar la relacién de la expresion de la proteina FTO
y/o el alelo de riesgo rs9939609A del gen FTO con la progresion del CCR. Se observo, un
aumento en los niveles de expresion de FTO en células tumorales y estroma desde estadios
tempranos en tejidos tumorales versus no tumoral (Kruskal Wallis, p<0,05, n=22), mediante
inmunohistoguimica. Ademas, tejidos con alta expresion de FTO tendieron al aumento de
marcadores mesenquimales (ZEB-1, N-cadherina, Vimentina) y la expresion del marcador
epitelial (E-cadherina) aumento a nivel citoplasmatico, tanto en células tumorales como en
estroma (Mann-Whitney, p<0,05). Se asoci6 FTO directamente con el marcador
mesenquimal ZEB-1 en el estroma (Pearson, p<0,05 y r>0,8025); mediante
inmunofluorescencia doble. El genotipado del polimorfismo rs9939609A/T FTO, se realiz6
mediante secuenciacion. La aparicion del genotipo AA y el alelo de riesgo A en pacientes
con CCR fue mayor en comparacion con los controles (Chi-cuadrado, p<0,05, casos=92 y
controles=122). La asociacion entre el alelo de riesgo A y CCR siguié siendo significativa
después de ajustar por modelos (regresion logistica binaria). Sugerimos que FTO tiene un
rol pro-tumoral en la progresion, impactando en EMT y la presencia del alelo de riesgo A
del polimorfismo rs9939609 FTO puede estar involucrada a una mayor susceptibilidad de

CCR en pacientes chilenos.



Introduccién

1. Contexto Epidemiolégico del Cancer Colorrectal (CCR)

El CCR incluye el adenocarcinoma de colon y el adenocarcinoma de recto, los cuales
forman parte de las neoplasias mas frecuentes a nivel mundial. Segun los datos del
GLOBOCAN 2020 de la Organizaciéon Mundial de la Salud (OMS), el CCR es, a nivel
mundial, el segundo cancer con mayor incidencia en mujeres (865.630 casos) y el tercero
en hombres (1.065.960 casos). La mayoria de los casos ocurre en paises desarrollados,
siendo Eslovaquia el con mayor incidencia y, por su parte, Bangladesh, pais menos
desarrollado, el con menor incidencia. En términos de mortalidad, el CCR ocupa el segundo
lugar a nivel mundial, con un mayor numero de muertes en paises menos desarrollados (1).
En Chile, los informes de datos epidemiolégicos registraron 2.417 casos nuevos de CCR
en ambos sexos el afio 2012. Sin embargo, la Tasa Ajustada de Incidencia (TAI) fue
levemente mayor en hombres (10,8 por 100.000 habitantes) en comparacion a las mujeres
(9,6 por 100.000 habitantes). Por otro lado, la Tasa Anual de Mortalidad (TAM) para el CCR
aumentdé mas del 20% entre los afios 2000 y 2016, registrandose, para el afio 2016, una
TAM de 7,19 por 100.000 habitantes en el cancer de colon y 1,99 por 100.000 habitantes
en el cancer de recto (2). Debido a su alta relacién con la aparicién de metastasis, es de
suma importancia una deteccién temprana de esta enfermedad para su supervivencia,
considerando que los pacientes con cancer localizado presentan de un 70 a un 90% de
sobrevida libre de enfermedad a 5 afios, en comparacion a la supervivencia del cancer
metastésico, correspondiente a un 10% (3). Por lo tanto, en Chile, asi como a nivel mundial,

el CCR es un problema de salud publica.



2. Fisiopatologia del CCR

El CCR es una enfermedad multifactorial que, en la mayoria de los casos, comienza con un
foco de cripta aberrante y evoluciona con la aparicion de pdlipos, adenomas y
adenocarcinomas, que corresponden a la etapa final de transformacion maligna del epitelio.
Alrededor del 10% de los adenomas progresan a canceres invasivos. La evolucion de
células epiteliales normales a un adenocarcinoma es un proceso impulsado por la
acumulacién de mutaciones somaticas en genes, tales como APC (del inglés, Adenomatous
Polyposis Coli), KRAS (Kirsten Rat Sarcoma Virus), CTNNB1 (Catenin Beta 1) y TP53
(Tumor Protein p53), y alteraciones epigenéticas (4). En el diagndstico histopatoldgico del
carcinoma colorrectal, aproximadamente un 90% corresponde a adenocarcinomas que se
originan de las células epiteliales, mientras que otros tipos histolégicos menos frecuentes
son los tumores neuroendocrinos, mucinosos, de células escamosas, de células en anillo
de sellos, entre otros (5). El diagnéstico histopatolégico, sumado a la evaluacién clinica,
permite estadificar bajo el criterio TNM a los pacientes, el cual los agrupa en estadios del |
al IV segun el grado de invasion tumoral (T), el compromiso en linfonodos (N) y la presencia
de metastasis en 6rganos distantes (M). La extension de la invasion de células neoplasicas
determina la estadificacion y la estimacion del prondstico de los pacientes. El estadio O,
denominado cancer in situ, es una etapa temprana en que las células neoplasicas se
encuentran solo en la mucosa. Luego, durante el estadio |, las células neoplasicas
atraviesan la mucosa e invaden la capa muscular del colon o el recto, pero no se diseminan
a tejidos cercanos ni ganglios linfaticos. Cuando el tumor sigue creciendo, se habla de
estadio Il, donde se invade la pared del colon y estructuras cercanas, pero no los ganglios
linfaticos. Cuando el tumor invade linfonodos, se clasifica como estadio Ill. Finalmente, el

estadio 1V involucra la presencia de metéstasis en 6rganos distantes (6)



Los factores ambientales y genéticos son importantes en la etiologia del CCR. La mayoria
de los CCR son esporadicos (88-94%), mientras que los hereditarios representan cerca del
5-10%. Por lo tanto, existe una mayor causalidad de factores ambientales en la generacion
del CCR. Los factores de riesgo asociados al CCR esporadico estan relacionados con
mayor edad, sexo masculino, factores medioambientales (obesidad, diabetes mellitus,
tabaquismo, sedentarismo y dieta rica en carnes y grasa, pero pobre en fibras),
antecedentes familiares (pdlipos, cancer colorrectal, cancer de intestino delgado, mamario
u ovario) y enfermedades inflamatorias (enfermedad de Crohn o colitis ulcerosa). En el CCR
hereditario, las dos formas principales son la poliposis adenomatosa familiar causada por
una mutacion del gen APC o del gen MUTYH (MutY DNA glicosylasa) y el sindrome de
Lynch (no polip6sico) causado por mutaciones en genes de la via del sistema reparador del
ADN (MLH1 (del inglés, MutL Homolog 1), MSH2 (MutS Homolog 2), MSH6 (MutS Homolog
6), PMS2 (PMS1 Homolog 2) o EPCAM (Epithelial Cell Adhesion Molecule)) (7).
Los factores dietéticos y ambientales, como obesidad, tabaquismo y poca actividad fisica,
también pueden interactuar con cambios genéticos para promover el desarrollo de los
canceres de colon (4). Comprender los mecanismos que participan en el fenotipo CCR es
esencial para disefiar terapias contra el cancer. Por lo tanto, se necesitan estudios

profundos con la finalidad de mejorar la prevencion, diagnéstico y el tratamiento del CCR.



3. Obesidad como factor de riesgo del CCR

La Organizacién Mundial de la Salud (OMS) define obesidad como: “Una acumulacion
anormal o excesiva de grasa que puede ser perjudicial para la salud”. Una forma simple de
medirla es mediante el indice de Masa Corporal (IMC). La evidencia epidemiolégica asocia
la obesidad con una mayor incidencia de cancer colorrectal. En hombres, existe una
asociacion positiva entre el IMC y CCR, mientras que es mas débil en mujeres (8). La
Agencia Internacional para la Investigacion del Cancer (IARC) estima que la obesidad es la
causa del 11 % de los casos de CCR (9).

Existen varios mecanismos moleculares compartidos entre obesidad y CCR. La obesidad
induce una hiperinsulinemia crénica, el aumento de insulina estimula el receptor IGF-1 (del
inglés, Insulin-like Growth Factor I) / IR (Insulin Receptor) y citoquinas proinflamatorias que
consiguientemente activan las vias P13K / Akt (Signaling Pathway of Phosphatidylinositol
3-Kinase) y MAPK (Mitogen-Activated Protein Kinase), estimulando la sobrevida y
proliferacién de células neoplasicas. Hay muchas vias que conducen al cancer de colon
asociado con la obesidad, por ejemplo, la via de inflamacion NF«kB (Nuclear Factor Kappa
B), las vias de supervivencia P13K / Akt y MAPK, la via Wnt/B-catenina y la activaciéon de
genes como FTO, leptina, ciclina D, MMP (Matrix Metalloproteinase) y STAT3 (Signal
Transducer and Activator of Transcription 3). Los mecanismos de estos genes activados
todavia se estan investigando intensamente (8) (10). Existen evidencias de que
polimorfismos de un solo nucle6tido (SNP) especificos del gen FTO estan asociados con la

obesidad y la susceptibilidad del cancer (11).



4. Funcién de la proteina FTO

El gen asociado a la masa grasa y obesidad (FTO, de inglés Fat mass and obesity-
associated gene) ubicado en el cromosoma 16p12.2 contiene 8 intrones y 9 exones. El gen
FTO pertenece a la familia de las proteinas dioxigenasas dependientes de a ketoglutarato.
FTO es un enzima que participa en la modificacion N ¢ -metiladenosina (m © A) - (metilacion
en la posicién N © de la adenosina del ARN mensajero (ARNm)) que es una modificacion
transcripcional interna del ARNm que participa en el empalme, procesamiento, traduccién
y degradacién selectiva del ARNm, regulando la expresion génica (11). La modificacion
m & A es un proceso altamente dinamico y reversible, compuesto por una serie de enzimas
como las metiltransferasas denominadas “escritores” que transfieren un grupo metilo (CH3-
)y las desmetilasas denominados “borradores” que eliminan un grupo CH3- en la adenosina
del ARNm. La proteina FTO es una desmetilasa que se encarga de regular la expresion
génica contrarrestando las metilaciones ejercidas por otras proteinas por medio de las
desmetilaciones (12), figura 1. La enzima FTO se ubica principalmente en el nlcleo y puede

desplazarse parcialmente entre el nacleo y el citoplasma (11).
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De acuerdo con los datos The Human Protein Atlas, la enzima FTO se expresa ampliamente
en varios tejidos del cuerpo humano, con niveles mas altos en el cerebro, los islotes
pancreaticos y los 6rganos digestivos. La enzima FTO se ha asociado con diversos tipos
de cancer y su participacion podria impactar procesos involucrados en progresion tumoral,

tales como la transicion epitelio-mesénquima (por sus siglas en inglés, EMT) (13) (14).

5. El geny la proteina FTO estan asociados a obesidad

La proteina FTO esta relacionada al desarrollo de masa grasa en el organismo. Estudios
de asociacion de todo el genoma han revelado que los polimorfismos de nucleétido Unico
(SNPs) del primer intron de FTO como rs9939609, rs9930506, rs8050136, entre otros,
estan asociados con el IMC y el desarrollo de obesidad. El alelo de riesgo A del
polimorfismo rs9939609 del gen FTO es el que mayormente ha sido estudiado,
encontrandose una fuerte asociacién con el aumento del IMC y en el riesgo a obesidad en
diferentes poblaciones (14). Un estudio realizado en Chile, en pacientes adultos analizé la
genotipificacion del polimorfismo rs9939609 para determinar la variante alélica [TT -
homocigoto para el alelo protector, AT - heterocigoto para el alelo de riesgo, AA -
homocigoto para el alelo de riesgo], asociandolos con distintos marcadores de adiposidad.
El principal hallazgo de este estudio confirmé que la variante rs9939609A del gen FTO se
asocia significativamente con un incremento en el peso corporal, IMC y porcentaje de masa
grasa. Concluyendo que segun el genotipo presente del polimorfismo rs9939609 A/T, por

cada copia adicional del alelo de riesgo A incrementan las variables de adiposidad (15).



En la obesidad, el mecanismo principal para el almacenamiento de energia es la
acumulacién excesiva de tejido adiposo. En pacientes obesos existe una correlacion
positiva entre FTO y el IMC, evidencidndose un nivel de ARNm de FTO mas alto en el tejido
adiposo en comparacion a los controles. La evidencia respalda que la desmetilacion de
m ¢ A mediada por FTO tiene un rol fundamental en la regulaciéon de la adipogénesis. Los
mecanismos exactos de como FTO modula la grasa corporal no son conocidos en su
totalidad, sin embargo, el alelo de riesgo A del polimorfismo rs9939609 del gen FTO, se ha
asociado a un aumento en la expresion de la proteina FTO, un aumento en la desmetilacion
mPA-Ghrelina o disminucion en la metilacion m®A-Ghrelina y a una mayor expresion de la
hormona Grelina, que induce la sensacion de hambre (16). En células de sangre periférica
de sujetos con genotipo AA se evidencié el aumento del ARNm de FTO, una disminucién
en la metilacién mA-Ghrelina y una mayor cantidad de ARNm de Ghrelina en comparacion

a sujetos con genotipo TT del polimorfismo rs9939609 del gen FTO (17).

6. El rol de FTO en cancer

La modificacién m ¢ A y sus enzimas modificadoras, dentro de las cuales se incluye FTO,
estan desreguladas en varios tipos de cancer, desempefiando varias funciones, ya que los
genes diana metilados pueden ser protooncogenes 0 genes supresores de tumores (18).
Los genes modificados conm®A se han asociada a la carcinogénesis, invasion y
metastasis; y suelen tener un papel oncogénico en el cancer, lo que conduce a alteraciones
de la traduccién del ARNm, y la disminucién de la modificacién de m © A da como resultado
el desarrollo de tumores mediante la activacion de vias oncogénicas (19). Diversos
estudios respaldan las funciones oncogénicas de FTO como desmetilasa m ® A en varios

tipos de cancer por su expresion anormal y sus efectos en genes diana que afectan diversas



vias de sefalizacién, sin embargo, la funcion de FTO en diferentes tipos de cancer depende
del contexto, por lo que FTO puede funcionar como promotor o supresor de tumores (18).
Los SNPs de la enzima FTO se relacionan con mayores riesgos de cancer de endometrio,
cancer de mama, cancer de pancreas, el cAncer de préstata, cAncer de tiroides, cancer
géastrico, Leucemia mieloide aguda (LMA), Glioblastoma (GBM), cancer de pulmén y
melanoma, con algunas variaciones entre diferentes razas. Sin embargo, el papel molecular
subyacente de FTO, los patrones de expresion especificos y el valor clinico de FTO en el
cancer colorrectal son en gran parte todavia desconocidos, discutidos y requieren mas
investigacion (10). En tejido de cancer mamario con sobreexpresiéon de HER-2 (ERB-B2
Receptor Tyrosine Kinase 2), el nivel de expresion de la proteina FTO en los tejidos tumoral
fue significativamente mayor que en los tejidos adyacentes y en modelos celulares la
sobreexpresion de FTO en las células de cancer de mama aumentd el metabolismo
energético a través de la via de sefializacién PI3K/AKT desencadenando proliferacion
celular (18). En cancer gastrico, FTO aumenta tanto a nivel de la proteina como del ARNm,
asociando su regulacién al alza de FTO a un peor pronéstico (20). Otro caso de
sobreexpresion de FTO es en LMA que promueve la supervivencia y proliferacion de las
células cancerigenas, y a la vez inhibe la diferenciacion y apoptosis (19). La proteina FTO
podria ser un blanco terapéutico en los tratamientos de canceres con terapias dirigidas
mediante el uso de inhibidores farmacoldgicos, por ejemplo, el R-2-hidroxiglutarato (R-
2HG), mostr6 efectos antiproliferativos en LMA y GBM en ratones, ya que aumenta los
niveles de m®A, suprimiendo vias oncogénicas como MYC proto-oncogene/CEBPA
(CCAAT enhancer binding protein alpha) (21). Si bien, en la mayoria de las evidencias, FTO
se sobreexpresa en los canceres humanos teniendo el papel como oncogén, por otro lado,
existen evidencias del rol de FTO como un gen supresor de tumor en un conjunto de

subtipos de cancer epitelial. Cuando la expresion de FTO se regula a la baja conduce a un



aumento en la modificacién de m ¢ A en los ARNm que da como resultado la activacion de
la via de sefializaciébn Wnt-B-catenina, lo cual activa la EMT para promover la progresion
del cancer (22). Por otro lado, una expresion reducida de FTO ha sido detectada en los
canceres de pancreas promoviendo asi la proliferacion y la invasion de células tumorales,
mientras que otros estudios abordan su expresion aumentada, evidenciando el
comportamiento dual de FTO (18). Por lo tanto, es importante averiguar el patron de
expresion de FTO y sus vias de sefializacion molecular involucradas en la progresion del

cancer colorrectal como objetivo potencial para la medicina en el cancer.

7. La Transicién epitelio-mesénquima (EMT) en CCR

La EMT es un proceso en el cual las células epiteliales adquieren caracteristicas
mesenquimales. En los tumores malignos, la EMT es crucial para la adquisicion de un
fenotipo mesenquimatoso con propiedades invasivas y metastasicas, lo que conduce a la
progresion del tumor (23). Los eventos que ocurren durante la EMT incluyen la pérdida de
uniones adherentes y regulacion a la baja de marcadores epiteliales especificos
(citoqueratinas y E-cadherina) y el aumento de marcadores mesenquimales, como
fibronectina, N-cadherina, vimentina y factores de transcripcién que incluyen Snaill / Snail,
Snail2 / Slug, Twist (Twist-related protein 1) y ZEB-1 (Zinc Finger E-box Binding Homeobox
1) (24). En el CCR la EMT se asocia con un fenotipo invasivo 0 metastasico (25) y se
caracteriza por la activacion de factores transcripcionales, tales como Snail y ZEB-1 que
reprimen la expresion de marcadores epiteliales e inducen los de tipo mesenquimal, por
ejemplo, la expresion positiva de ZEB-1 se correlaciona significativamente con una menor
expresion de E-cadherina y un aumento en la expresion de vimentina, asociandose a un

peor prondstico en los pacientes con CCR (26). Las células tumorales en estas condiciones
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pierden las comunicaciones intercelulares y adquieren un fenotipo fusiforme, que le permite
desplazarse a través de la matriz extracelular e invadir otros tejidos (27); histologicamente
estan representadas por brotes tumorales, que se define como una sola célula tumoral
aislada o un grupo compuesto por menos de cinco células tumorales indiferenciadas que

estan dispersas en el estroma (26).

8. Relacién entre FTOy la EMT en CCR

En CCR, se han revelado interacciones fisicas y funcionales complejas entre los
reguladores de m ¢ Ay la EMT. Cuando los niveles de m © A bajan, se mantienen las células
en un estado de pluripotencia, que sugiere un fenotipo de células madre. En pacientes con
CCR con subtipos moleculares de consenso Uunicos (del inglés, CMS), mas
especificamente, los pacientes de subtipo CMS4, los cuales son de peor prondstico,
mostraron una asociacion positiva significativa entre las proteinas reguladores m ¢ A
(incluido FTO) y genes relacionados con EMT. Observandose, que la expresion génica de
FTO se correlaciono significativamente con ZEB-1; ademas de mayor infiltracion estromal
e inmunitaria (13). Sin embargo, se ha observado experimentalmente que al inhibir FTO en
células tumorales de CCR, al contrario de lo que sucede en otros tipos de cancer descritos
previamente, el desarrollo tumoral se ve favorecido, ya que se produce aumento en la tasa
de formacion de colonoesferas (células tumorales de CCR) in vitro. Estos mismos
resultados se expresan in vivo, en ratones knockout de FTO que se ve mayor tendencia a
la formacion de tumores. Ademas, los niveles de metilacion m6A no varian en los ratones
knockout de FTO, en cambio, los salvajes, cuya desmetilacién esta mediada por FTO, si
varian; lo que sugiere que los efectos de la proteina FTO en células tumorales colorrectales

se deben una disminucién de la desmetilacién de m ¢ A (3). Por lo tanto, el rol directo de
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FTO en la progresion del cancer colorrectal es aln controversial, ya que es posible que su
participacion sea como un factor promotor en la progresion del cancer o un factor protector,

inhibiendo la proliferacion celular.

9. Relacién entre variantes génicas del gen FTO, la obesidad y CCR

La sobreexpresion de la proteina FTO podria aumentar la incidencia de cancer colorrectal
a través de vias dependientes e independientes de la obesidad. Sin embargo, en la
tumorigénesis podrian ocurrir en paralelo tanto la via dependiente como la independiente.
La sobreexpresion de FTO a través de la via dependiente de la obesidad, esta relacionado
con el aumenta en la ingesta de alimentos a través hormona del apetito, influyendo en los
mediadores de las respuestas inflamatorias como citoquinas que pueden promover
alteraciones genéticas o epigenéticas para el desarrollo del CCR. En la via independiente,
la proteina FTO puede iniciar moléculas de sefializacion celular como STAT3, ciclina D1y
MMP participando en la regulacion de la proliferacion celular (10). Varios estudios
epidemioldgicos han informado la fuerte asociacion de los polimorfismos FTO con el riesgo
de desarrollar obesidad, siendo la variante rs9939609A uno de los SNP del gen FTO mas
ampliamente estudiado. Sin embargo, actualmente, pocos estudios han investigado la
asociacion de la variante rs9939609A con el riesgo de desarrollar CCR, por un lado, se ha
informado asociaciones del alelo de riesgo A de la variante rs993609 con un riesgo reducido
de cénceres, mientras que otros han identificado una asociacion positiva entre el alelo A
del polimorfismo rs9939609 y el riesgo de cancer (28). En pacientes chilenos, alin no se ha

estudiado esta asociacion en CCR.
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De acuerdo con las evidencias descritas, la proteina FTO podria estar sobreexpresada en
tejidos de pacientes con CCR, participando como un factor promotor en la progresion de
CCR e impactar en procesos involucrados en la progresion tumoral, tales como la transicion
epitelio-mesénquima. Ademas, el alelo de riesgo A de la variante rs9939609 uno de los
SNP del gen FTO, ha sido relacionados fuertemente con obesidad, que es un factor de
riesgo para la etiologia del CCR, por lo tanto, el alelo de riesgo podria estar aumentando el
riesgo a desarrollar CCR, estableciéndose una posible asociacion genética positiva entre

alelo de riesgo A de las variantes rs9939609 del gen FTO y el CCR en pacientes chilenos.

Los resultados obtenidos en esta tesis contribuiran en conocimiento sobre la expresion y
localizacién de FTO en tejidos tumorales y no tumorales, en la progresion del CCR y
estudiar la asociacion del alelo de riesgo rs9939609A del gen FTO con el CCR, ya que rol
de FTO es aun controversial y podria ser util como un marcador pronéstico o un blanco

terapéutico.
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Hipotesis

La sobreexpresion de la proteina FTO y el alelo de riesgo rs9939609A del gen FTO se

asocian con la progresion del cancer colorrectal.
Objetivo
Objetivo general:

Determinar la relacion de la expresion de la proteina FTO y/o el alelo de riesgo rs9939609A

del gen FTO con la progresion del cancer colorrectal.

Objetivos especificos:

1. Caracterizar histol6gicamente la expresion y localizacion tisular de la proteina FTO,
en diferentes estadios de progresion del cancer colorrectal, mediante

inmunohistoquimica.

2. Caracterizar genotipicamente las variantes alélicas del polimorfismo asociado a
obesidad (rs9939609A/T) del gen FTO, mediante secuenciacion en pacientes con

cancer colorrectal.

3. Evaluar la asociacion entre la expresion de la proteina FTO y marcadores
especificos de la transicion epitelio-mesénquima en biopsias de pacientes con

cancer colorrectal, mediante inmunofluorescencia indirecta doble.

4. Evaluar la expresion de la proteina FTO segun las variantes genéticas del

polimorfismo SNP (rs9939609A/T) en pacientes con cancer colorrectal.
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Materiales y Métodos

Disefio experimental

Estudio de caso y control, realizado a partir de la recoleccién de: a) muestras de tejido
tumoral y no tumoral de pacientes con CCR; b) muestras de sangre de pacientes con CCR
y controles normales o benignos, y c) informacion clinica de todos los pacientes/sujetos
enrolados. Los centros de obtencion de las muestras de pacientes fueron desde el Servicio
de Cirugia Coloproctologia, el Biobanco de Tejidos y Fluidos (BTUCH) del Hospital Clinico
de la Universidad de Chile (HCUCH) y del Servicio de Coloproctologia de Clinica las Condes

(Figura 2).

El disefio del estudio es de tipo prospectivo transversal, se estudiaron 22 muestras
pacientes de mucosa intestinal tumoral y no tumoral correspondiente a tejido adyacente
benigno, se fijaron en paraformaldehido (PFA) al 2 p/v% en PBS y se incluyeron en parafina,
obteniéndose cortes histoldgicos de 4 micrones para la caracterizacion de la expresion de
la proteina FTO. Se utiliz6 otra cohorte de 92 pacientes con CCR, 49 controles normales
(34 sin historial familiar y 15 con historial familiar), 73 pacientes benignos con adenomas
(16 con historial familiar y 59 sin historial familiar) para la caracterizacion de las variantes
alélicas del polimorfismo (rs9939609A/T) del gen FTO a partir del ADN de sangre. Ademas,
solo 9 de 22 muestras de tejido de pacientes con cancer colorrectal, se obtuvo el ADN
derivado de leucocitos de sangre periférica para la evaluacion de los niveles de expresion

de la proteina FTO segun las variantes genéticas del polimorfismo (rs9939609A/T).

Este estudio fue aprobado por el comité de ética del Hospital Clinico de la Universidad de
Chile (certificado 29 de septiembre del 2021, ver Anexo N°1), la Clinica las Condes

(certificado el 24 de junio de 2019, ver Anexo N°2) y el Biobanco de Tejidos y Fluidos del
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Hospital Clinico de la Universidad de Chile (certificado el 7 de junio de 2022, ver Anexo
N°3), se obtuvo el consentimiento informado de todas las muestras los pacientes con CCR
y de los controles. Todas las muestras y la informacion clinica de los pacientes mantuvieron
de forma incognita la identidad de los pacientes mediante un cddigo Unico con el fin de
mantener el ciego en los analisis posteriores. La evaluaciéon de los cortes histologicos fue

realizada por un patélogo respetando el ciego de la informacion de los pacientes.

Pacientes

Los criterios de inclusion considerados fueron muestras de tejidos obtenidos de pacientes
mayores de 18 afios con diagndstico confirmado de adenocarcinoma de colon y se excluyo
aquellos pacientes que estan sometidos a quimioterapia o radioterapia neoadyuvante o
cuya muestra que comprometa el diagndstico histolégico del paciente por tamafio del tejido.
Ademas, se incluyeron sujetos que no padecen cancer, quienes conformaron el grupo
control. Estas personas son del programa Previcolon de la Clinica las Condes, los cuales
son sometidos a colonoscopia de screening preventivo de enfermedades intestinales.

A partir de los datos almacenados en las fichas clinicas anonimizadas de los pacientes se
considero para los andlisis la clasificacion segin estadio en base a la estratificacion TNM
Ademas, se utilizé la informaciébn de otras caracteristicas como la edad, sexo, el

antecedente familiar de los pacientes.

16



HOSPITAL cLiNico 000 “- CL C

UNIVERSIDAD DE CHILE tas connes

Pieza quirtrgica Tejido fijado

p <

Tejido incluido

: @ -» ) cench /
= 4 "
‘ @ ,
Microarreglo de tejido
Sangre
Firma de .
consentimiento

informado ceep

Pacientes
diagnosticados con
cancer colorrectal

Figura 2: Diagrama de obtencién de muestras de pacientes con Cancer Colorrectal.
Recoleccibn de muestras provenientes de tres centros (el Servicio de Cirugia
Coloproctologia del Hospital Clinico de la Universidad de Chile, el Biobanco de Tejidos y
Fluidos de la Universidad de Chile y el Servicio de Cirugia Coloproctologia de la Clinica las
Condes). Los pacientes diagnosticados con cancer colorrectal previo a la cirugia firmaron
un consentimiento informado para la donacién de muestras. Se recolectaron muestras de
tejido tumoral y adyacente benigno, las cuales se fijaron en paraformaldehido; y muestras
de sangre. Las muestras de tejidos fijados se incluyeron en parafina y se confeccionaron
microarreglos de tejidos, en cambio, las muestras de sangre se extrajo el ADN de los

leucocitos periféricos.
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Técnicas

Elaboracion de microarreglos de tejidos (del inglés, Tissue MicroArray-
“TMA”)

Se construyeron los TMA de tejido tumoral y no tumoral o tejido adyacente benigno a partir
de 22 muestras de tejidos fijados en PFA 2% p/v en PBS e incluidos en parafina de
pacientes con CCR. Un patélogo selecciond una zona representativa del tejido cercanas al
frente de invasion y al centro tumoral mediante la observacién de la Tincién de Hematoxilina
/ Eosina. Se utilizé un punzoén de 0,6 mm de didmetro (Beecher Instruments, Silver Spring,
MD, EE. UU.). Los nucleos de tejido incluido en parafina fueron transferidos a un nuevo
taco de parafina con distribucion de un TMA para el tumor y un TMA para el tejido adyacente
benigno. Se agregaron dos nucleos de tejido renal con fines de orientacion. Luego, se
cortaron secciones de 4 micrometros siendo transferidas a portaobjetos de vidrio cargados

positivamente y se procedio a realizar la inmunohistoquimica.

Inmunohistoquimica indirecta

Para caracterizar el contenido de niveles de expresion de FTO se identificé esta proteina
mediante inmunohistoquimica indirecta en los TMA en tejidos tumorales y no tumorales o
tejidos adyacentes benignos de 22 pacientes con CCR. Las secciones de tejidos del TMA
se dejaron durante 1 hora a 60°C en la estufa, después se desparafinaron y rehidrataron.
Se realiz6 la recuperacion antigénica utilizando una soluciéon de Tampén Citrato a pH 6,0
en una vaporera por 20 minutos a 100°C y se enfriaron en agua destilada durante 10
minutos. Luego, se bloquearon las peroxidasas con una solucion 3% v/v de peréxido de
hidrogeno (H2O,) durante 10 minutos, después se realiz6 el bloqueo de reactividad
inespecifica con suero normal de caballo al 2,5% p/v (S-2012-50, Vector Laboratories) por
30 minutos. Sin lavar, se removio el exceso de suero y se procedié a incubar durante 30

minutos con el anticuerpo primario anti-FTO de raton isotipo IgG a la diluciébn 1:250
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(anticuerpo monoclonal de raton, sc-271713, Santa Cruz Biotechnology (SCBT), EE. UU).
Posteriormente se aplicé el sistema deteccion VECTASTAIN® Elite ABC-HRP kit
(Peroxidasa, Universal) (PK.6200, Vector Laboratories CA, USA), el cual se aplic6 en dos
pasos. Primero, se procedié a incubar por 30 minutos con el anticuerpo secundario
biotinilado anti-lgG de ratén dirigido contra el anticuerpo primario. Segundo, se procedi6 a
incubar por 30 minutos con el sistema de amplificacion ABC (avidina, biotina y peroxidasa).
Las secciones se revelaron con solucion sustrato-cromogeno 3 3-diaminobencidina (DAB)
durante 3 segundos y se contrastaron con Hematoxilina de Mayer por 5 minutos. Los tejidos
se montaron en medio hidr6fobo permanente Entellan. Todo el procedimiento se llevé a
cabo a T ° ambiente; y entre las incubaciones se lavo con TBS-Tween 20 3x2 minutos. Para
validar la especificidad de la técnica, se utilizé un control negativo paralelo correspondiente
a tejido de un paciente con cancer colorrectal en el cual se reemplaz6 el anticuerpo primario

por suero normal de caballo al 2,5% p/v, por igual tiempo y condiciones que el primario.

Las imégenes de inmunohistoquimicas fueron digitalizadas mediante el equipo Aperio
ScanScope. El andlisis de imagenes se realiz6 mediante el programa Aperio ImageScope
(Leica Biosystems), utilizando el algoritmo Positive Pixel Count 9 para evaluar pixeles
positivos. La porcion de pixeles positivos fue detectada mediante el precipitado café
capturado en la imagen, entregandonos una aproximacién del contenido de la proteina FTO
dentro de los TMA. Se cuantific6 zonas representativas de cada muestra, sin identificar un
tipo celular en especifico, pero seleccionando 2 zonas como regiones de interés, la region
n°1 exclusivamente células epiteliales en el tejido adyacente benigno y células tumorales
para los tejidos tumorales; y la regién n°2 exclusivamente células de la lamina propia en el
tejido adyacente benigno y células estromales en los tejidos tumorales. Finalmente, la

expresion cuantificada del contenido de FTO en cada region se evalué mediante el indice
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De Positividad que corresponde a la porcion de pixeles de inmunotincién positiva con
respecto al total de pixeles positivos y negativos por area.

Secuenciacion

La variante genética del polimorfismo rs9939609 (A/T) del gen FTO se determind mediante
Secuenciacién De Sanger Por Electroforesis Capilar, a partir de DNA aislado de
leucocitos de sangre periférica de pacientes con CCR y controles normales o benignos. La
extraccion de ADN de las muestras de sangre se realiz6 utilizando un QIAamp DNA Micro
Kit (QIAGEN). Después, se amplifico el segmento gendémico del polimorfismo rs9939609
mediante PCR convencional. El par de cebadores directo e inverso del polimorfismo
rs9939609 del gen FTO, respectivamente son Fw: 5 TGGCTCTTGAATGAAATAGGATTCA
3'- Rv: 5 CACTCAGCCTCTCTACCATCTT 3'. En la mezcla de PCR se utilizé Invitrogen
Platinum Taqg ADN polimerasa (Thermo Fisher Scientific, EE. UU.). El procedimiento de
PCR consistio en una incubacion inicial de 2 min a 94°C, 30 ciclos de 94°C durante 30
segundos, luego 56°C durante 30 segundos, 72°C durante 30 segundos y una extensiéon
final a 72°C durante 5 minutos. Los productos de PCR por electroforesis se analizaron bajo
luz ultravioleta después de la tincién con bromuro de etidio en los geles de agarosa. Luego,
el producto de PCR, se envié a una empresa (Macrogen, Seul, Corea del Sur) que purifica
el producto amplificado del segmento gendémico del polimorfismo rs9939609, y que hace la
Secuenciacion De Sanger Por Electroforesis Capilar, luego los datos de los resultados se
proporcionaron en un archivo AVI y se compararon con la secuencia de referencia del The
National Center for Biotechnology Information (NCBI) en la plataforma Benchling

(https://www.benchling.com).
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Inmunofluorescencia indirecta doble

Para evaluar la expresion de proteina FTO en células tumorales y el desarrollo de un
fenotipo mesenquimal se utilizé inmunofluorescencia indirecta doble en muestras de tejidos
fijados en formalina e incluido en parafina de pacientes con CCR con alta y baja expresion
de FTO, los tejidos fueron seleccionados después de la cuantificacion relativa de
inmunohistoguimica de FTO. Se utilizaron anticuerpos especificos dirigidos contra
marcadores especificos de la EMT (E-cadherina (E-cad), N-cadherina (N-cad), Vimentina,

ZEB-1) y FTO, los cuales fueron estandarizados antes de su uso.

Las muestras de tejidos fueron desparafinadas (Neoclear, Merck), rehidratadas (desde
etanol absoluto a etanol 70°) y calentadas en una solucion de recuperacién antigénica con
buffer de citrato, pH 6,0 por 25 minutos en una vaporera ~100°C. Luego, los cortes se
enfriaron durante 10 minutos, después se incubaron con glicina 100mM (bloqueo de
autofluorescencia) y con albumina bovina sérica (BSA) 2,5% en PBS1X por 1 hora (bloqueo
de proteinas inespecificas). Los tejidos se incubaron a temperatura ambiente durante 1 h
con los siguientes anticuerpos primarios diluidos en 1% BSA/ 0,05% Tween: anti-FTO
isotipo 1gG 1/250 (anticuerpo monoclonal de ratén, sc-271713, Santa Cruz, Biotechnology
(SCBT), EE.UU), en conjunto con: anti-N-cad isotipo IgG1 1/167 (anticuerpo monoclonal de
ratén, 33-3900, Thermo Scientific, Waltham, MA, EE. UU), anti-E-cad isotipo 1gG1 1/200
(anticuerpo monoclonal de ratén, 610181, BD Biosciences, Franklin Lakes, NJ, EE. UU.),
anti-Vimentina isotipo IgG 1/200 (anticuerpo monoclonal de conejo ,EPR3776, Abcam,
Biosonda, S.A), anti-ZEB-1 isotipo 1gG 1/200 (anticuerpo policlonal de conejo, Thermo
Scientific, Waltham, MA, EE. UU). Posterior a los lavados con PBS1X, las secciones de
tejido se incubaron durante 1 hora a temperatura ambiente con anticuerpos secundarios

(Thermo Scientific, Waltham, MA, EE. UU.) IgG anti-raton de cabra conjugado con Alexa
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Fluor 546 (1/200) y IgG anti-conejo/anti-raton de burro conjugado con Alexa Fluor 488
(1/200) (Tabla 1). Se utilizé Hoechst 33342 (1/500) como contratincion nuclear. Finalmente,
los cortes fueron cubiertos con un cubreobjetos mas solucion de montaje (Dako, Agilent
Technologies Inc., Santa Clara, CA, EE. UU.). La observacién de los cortes fue realizada
en un microscopio confocal C2+ (Nikon Instruments Inc, Melville, NY, EE. UU.), se tomaron
fotografias con el objetivo 20x. Para validar la especificidad de la técnica, se aplicaron
controles paralelos: de autofluorescencia (sin anticuerpo primario ni secundario, se
reemplazé por 1% de BSA /0,05% Tween y PBS1X, respectivamente), negativo sin
anticuerpo primario (se reemplaz6 por 1% de BSA /0,05% Tween), de isotipo IgG1 de ratén

y 1gG de conejo.

El andlisis de imagenes se realiz6 en Image J, se seleccionaron areas en las muestras en
zonas de células tumorales y estroma para todos los marcadores. La medicion cuantificada
de las intensidades de la expresion de los marcadores fue proporcionada mediante la

densidad integrada que agreg6 pixeles al area marcada de las imagenes.

Anticuerpo primario Anticuerpo secudario Suero de bloqueo
Anti-FTO de raton y |gG anti-raton 546 de cabra |Cabra y burro al 3%
Anti-vimentina de conejo|IgG anti-conejo 488 de burro|en 2,5 % de BSA
Anti-FTO de ratén y |gG anti-raton 546 de cabra |Cabra y burro al 3%
Anti-ZEB-1 de conejo  |1gG anti-conejo 488 de burro|en 2,5 % BSA

Anti-FTO de ratén y IgG anti-raton 546 de cabra |Cabra al 3% en 2,5% BSA
Anti-N-cad de raton * IgG anti-ratén 488 de burro  |Ratén al 5% en 2,5% BSA
Anti-FTO de ratén y IgG anti-raton 546 de cabra |Cabra al 3% en 2,5% BSA
Anti-E-cad de ratén * IgG anti-raton 488 de burro  |Ratdn al 5% en 2,5% BSA

*Para vimentina y ZEB-1 se realizara inmunofluorescencia indirecta doble simultanea,
mientras que para E-cad y N-cad se realizard inmunofluorescencia indirecta secuencial por
ser anticuerpos primarios de la misma especie.

Tabla 1: Conjugacién de inmunofluorescencia indirecta doble.
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Andlisis Estadistico

Objetivos 1, 3 y 4: Los datos fueron analizados por la prueba normalidad D'Agostino-
Pearson para evaluar su distribucién. Los datos con distribucién normal fueron expresados
como medias mas desviacion estandar y los datos no paramétricos expresados como
medianas mas rango intercuartil. Para la comparacién entre grupos fueron utilizadas las
pruebas Mann-Whithey y para comparar mas de dos grupos Kruskal Wallis. Las

asociaciones fueron evaluadas mediante test de regresion lineal y coeficiente Pearson.

En Detalle, el estudio comparativo de los niveles expresién de la proteina FTO entre tejido
tumoral y tejido adyacente benigno, se utilizé la prueba Mann-Whitney no paramétrica para
datos no pareados en las regiones N°1 células epiteliales/tumorales y N°2 lamina
propia/estroma. Para la determinacion de la region que mas expresa FTO se compararon
las regiones de células tumorales con el estroma mediante la prueba Mann-Whitney no
paramétrica para datos no pareados en los estadios del cancer |, Il, lll. Para comprar entre
grupos los niveles expresion de FTO en relacion con los diferentes estadios del cancer |, Il,
I, respecto al tejido adyacente benigno, se utilizé la prueba Kruskal- Wallis para datos no
pareados en las regiones de células epiteliales/tumorales y lamina propia/estroma. Los
niveles de expresion relativa de los marcadores de la EMT se compararon con los tejidos
tumorales de alta y baja expresion de FTO, mediante la prueba Mann-Whitney, no
paramétrica para datos no pareados. La asociacion entre FTO y los marcadores EMT tanto
células tumorales como estroma, fue mediante la prueba de correlacion de Pearson.
Finalmente, la comparacioén entre los niveles de expresion de la proteina FTO y las variantes
genotipicas del polimorfismo rs9939609A/T del gen FTO, se utiliz6 la prueba Mann-

Whitney, no paramétrica para datos no pareados.
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Los resultados fueron analizados mediante el software Graphpad Prism, versién 9 para
realizar las distintas pruebas estadisticas. Para todos los andlisis que se extrajo del

programa se considerd p<0,05 como estadisticamente significativos.

Objetivo 2: Evaluacién del equilibrio de Hardy-Weinberg para evaluar la distribucion del
genotipo (TT, AT y AA) del gen FTO tanto en casos como controles, mediante la
comparacion de las frecuencias genotipicas observadas con las esperadas, utilizando la
prueba estadistica chi-cuadrado (X?). El X2 tedrico para un nivel de significacién de 0.05
es de 3.84, correspondiente a 1 de grado de libertad (3 clases fenotipicas - 2 alelos). No se

rechazo la hipotesis del equilibrio si es que X2 experimental es menor que la X2 tedrica. (47).

Para evaluar si existe una mayor asociacion de riesgo del alelo A en pacientes con cancer
colorrectal (CCR), se compararon la frecuencias genotipicas y alélicas de casos y controles

mediante el método de chi-cuadrado.

Las caracteristicas generales de los pacientes casos y controles se compararon mediante
métodos de chi-cuadrado (para variables cualitativas: sexo, antecedente, genotipo) y
prueba t-student independiente (para variables cuantitativas: edad). Se realizé un
andlisis de regresién logistica binaria multivariada, ajustando modelos de regresién
para investigar la asociacion entre el cancer colorrectal y el alelo de riesgo segun el modelo
genético dominante (TT frente a AT+AA) teniendo en cuenta su relacién con otras variables.
El ajuste de los modelos realizados fue por sexo (modelo 1); sexo y antecedente (modelo

2); sexo, antecedente y edad (modelo 3).

Los andlisis estadisticos se realizaron con el software SPSS version 26 y en todos los

analisis, el valor de p <0,05 se consideré estadisticamente significativo.
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Resultados

Objetivo 1:

Mayor expresion de FTO en células tumorales y estroma en tejidos tumorales de

pacientes con CCR

Las biopsias de 22 pacientes (8 hombres y 14 mujeres), edad promedio 65 afios (rango 33
— 85) fueron estudiadas en los TMA para identificar la proteina FTO mediante
inmunohistoquimica indirecta. Se observd, tincibn positiva café para FTO,
predominantemente nuclear, con mayor intensidad en células tumorales y en el estroma del
tejido tumoral, y menor intensidad en las células epiteliales y la lamina propia del tejido
adyacente benigno (Figura 3), a partir de esta descripcion histolégica se seleccionaron las

regiones N°1 y N°2 (descritas en métodos) para su cuantificacion.

TEJIdO adyacente bemgno Tejido tumoral

Figura 3: Imagenes representativas de la expresién de FTO en tejidos adyacentes
benigno y tumoral de pacientes con CCR mediante inmunohistoquimica en

microarreglos de tejido (del inglés, TMA). Ampliacion 40X (barra 60um).
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La expresion de FTO cuantificada mediante el indice de Positividad (células positivas para
FTO/células positivas y negativas) fue significativamente mayor en células tumorales (p=
0,177, 0=0,095) en comparacion a las células epiteliales (u=0,142, 6=0,067) de la mucosa
del tejido adyacente benigno (p<0,0001), (Figura 4, A). Por otra parte, la expresion de FTO
también fue significativamente mayor en el estroma (u=0,276, 0=0,078) en comparacién a

la lAmina propia (u=0,240, 0=0,082) del tejido adyacente benigno (p<0,0058), (Figura 4, B).
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Figura 4: Expresion de FTO en tejido adyacente benigno y tejido tumoral en pacientes
con CCR. La expresion de la proteina FTO esta significativamente aumentada en tejidos
tumorales en las células tumorales (A) y en el estroma (B), en comparaciéon al tejido
adyacente benigno. La prueba estadistica utilizada fue Mann-Whitney, para datos no
pareados y no paramétricos. En los Gréficos (A) p****=0,0001 y (B) p**=0,0058 son
menores que 0,05, indicando un nivel de significancia mayor. Los resultados estan

expresados en mediana + rango intercuartil.
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Mayor expresion de FTO en el estroma en comparacién alas células tumorales segun

los estadios I, Il y lll del CCR

Los niveles de expresién de FTO en células tumorales se compararon con aquellos del
estroma segun el estadio |, Il y Ill para determinar en cual zona estos eran mayores. Se
observé, mayor intensidad de tincién café nuclear de FTO en los estadios I, Il y lll en las

células tumorales y estroma respecto al tejido adyacente benigno (Figura 5).

Epitelio y lamina propia Células tumorales y estroma
Tejido adyacente benigno Tejido tumoral

‘ &

Figuras 5: Patrones representativos de expresion de FTO en estadios I, Il y 1l en
tejidos tumorales y tejidos adyacentes benignos de pacientes con CCR mediante

inmunohistoquimica en los TMA. Ampliacién 40X (barra 60um).
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La expresion de FTO es significativamente mayor en el estroma durante los estadios | (U=
0,319, 0=0,060), Il (u=0,263, o= 0,087) y lll (u= 0,253, 0= 0,073), en comparacion a las células
tumorales de los estadios | (u= 0,177, o= 0,077), Il (u= 0,164, o= 0,115) y lll (U= 0,164, o=

0,115), (P<0,0001), (Figura 6).
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Figura 6: Expresiéon de FTO en células tumorales y estroma en los estadios I, Il 'y
del CCR. La expresion de FTO es significativamente mayor en el estroma en comparacion
a las células tumorales en los estadios |, Il y lll. La prueba estadistica utilizada fue Mann-
Whitney, para datos no pareados y no paramétricos. Los p****= 0,0001 son menores que
0,05, indicando un nivel de significacibn mayor. Los resultados estan expresados en

mediana * rango intercuartil.
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La expresion de FTO aumenta desde estadios tempranos en células tumorales y en

el estroma en la progresion del CCR

Los niveles de expresion de FTO segun los diferentes estadios se compararon con aquellos
del tejido adyacente benigno (N), tanto para células tumorales como estromales. La
expresion de FTO en las células tumorales aumentd de manera significativa durante los
estadios | y Ill en comparacion a la expresion de las células epiteliales del tejido adyacente
benigno (N) (p=0,0009) y (p=0,0002). No se observaron diferencias significativas durante el
estadio Il, aunque si aument6 su proporcién en el tumor respecto al tejido adyacente
benigno (Figura 7, A). En el caso del estroma, la expresién de FTO en el tejido tumoral
aument6 de manera significativa durante el estadio | en comparacion a la expresion de la
lamina propia del tejido adyacente benigno (N) (p=0,0002). En cuanto a los estadios Il y I,
a pesar de que no se observaron diferencias significativas en la expresiéon de FTO, si
aumentd su proporcion respecto al tejido adyacente benigno. Ademas, se observé que
decrece la expresion de FTO significativamente durante el estadio Ill en comparacion al

estadio | en el estroma del tejido tumoral (p=0,0121). (Figura 7, B).
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Figura 7: Expresién de FTO asociado a los diferentes estadios del cancer |, Il, lll. Los

niveles de expresion de FTO aumentan significativamente en células tumorales en el
estadio | y Il (A). Los niveles de expresién de FTO aumentan significativamente en el
estroma en el estadio | (B). N= es tejido adyacente benigno. La prueba estadistica utilizada
fue Kruskal Wallis, para datos no pareados no paramétricos para comparar entre estadios..
Los p*** y p* son menores que 0,05, indicando un nivel de significacion mayor. Los

resultados estan expresados en mediana + rango intercuartil.
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Objetivo 2:

Los pacientes con cancer colorrectal presentan mayor frecuencia del genotipo AA 'y

alelo de riesgo A

La secuenciacion del polimorfismo rs9939609 del gen FTO para determinar la variante
alélica A/T en 92 pacientes CCR, 49 controles sanos (sin hallazgo) y 73 benignos
(adenomas y pdlipos); y su posterior agrupacion de acuerdo con su genotipo permiten
vislumbrar que, el grupo de pacientes CCR presenté las siguientes frecuencias genotipicas:
TT=46 (50,00%), AT=37 (40,22%), AA=9 (9,78%); mientras que en el grupo control
benignos: TT=48 (67,75%), AT=24 (32,88%), AA=1 (1,37 %) y el grupo control sano: TT=33
(67,35%), AT=15 (30,61%), AA=1 (2,04%). Una mayor frecuencia para los genotipos AA y
AT fue encontrada en pacientes con CCR en comparacion a los normales y benignos (p=
0.0368). (Figura 8, A). En relacion con la presencia del alelo A o T dentro del genotipo de
los individuos estudiados segun los datos analizados, el grupo de pacientes con CCR
presentd frecuencias alélicas de: T= 129 (70,11%), A= 55 (29,89%); mientras que en el
grupo control benigno: T=120 (82,19%), A=26 (17,81%) y control sano: T=81 (82,65%)
A=17 (17,35%). Un predominio por el alelo de riesgo A fue observado en pacientes con

CCR en comparacion a los normales y benignos (p=0.0114). (Figura 8, B).
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CCR Benignos Sanos

Frecuencia
Genotipica
P=0.0368
TT 50,00% TT 65,75% TT 67,35%
AT 40,22% AT 32.88% AT 30.61%
m AA 9 TA% m AA1 3T mm AA204%
Taotal= 82 Total : 73 Total=49

CCR Benignos Sanos

Frecuencia
Alélica
P =0.0114
T 82 65%
T70,11% T8z 19% 65%
A 29 89% AT B1% AT 35%
Total=58

Total=184 Total=145

Figura 8: Frecuencia genotipica y alélica en pacientes con CCR, benignos y sanos
del polimorfismo rs9939609 del gen FTO. Mayor frecuencia genotipicas AA 'y AT (A) y
frecuencia alélica A (B) en pacientes con CCR. La prueba estadistica utilizada fue Chi-
cuadrado. Sé consideraron p<0,05 estadisticamente significativos. Los resultados estan

expresados en porcentajes.
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Asociacion positiva entre el alelo de riesgo A del polimorfismo rs9939609 del gen

FTOy el CCR

La poblacion para el estudio de casos y controles se compone de 92 pacientes con CCR y
122 controles (sanos + benignos), los resultados de secuenciacion de la genotipificacion
del polimorfismo rs9939609 del gen FTO en los pacientes, fueron descritos previamente y
permitieron evaluar el equilibrio de Hardy-Weinberg encontrandose que las Frecuencias
Genotipicas tanto en controles como casos no se desviaron del equilibrio de Hardy-
Weinberg (X2= 1,262 y X2= 0,245), respectivamente. La frecuencia genotipica del
polimorfismo rs9939609 revel6 una diferencia significativa (p<0,0063) entre los grupos de
casos y controles. El genotipo AA esta sobrerrepresentado en los casos (9,78%)
comparado con los controles (1,64%) asi como también el genotipo AT, en los casos
(40,22%) comparado con los controles (31,97%). Por otra parte, la frecuencia alélica revel6
una diferencia significativa (p<0,0036) entre grupos de casos y controles. El alelo A esta

sobrerrepresentado en los casos (29,89%) que en los controles (17,62%) (Figura 9).
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Figura 9: Frecuencia genotipicay alélica del polimorfismo rs9939609 del gen FTO en
grupo de casos y controles. Mayor frecuencia genotipica (AA y AT) y alélica (A) en casos
que controles. La prueba estadistica utilizada fue Chi-cuadrado. Sé consideraron p<0,05
estadisticamente significativos. Los resultados de las Frecuencias Genotipicas y Alélicas

estan expresados en porcentajes.

Las caracteristicas generales de los casos y controles incluidos en el estudio de regresion
logistica binaria se muestran en la Tabla 2. Se excluyeron 4 pacientes con CCR por tener
incompletos sus datos, sin embargo, el genotipo AA sigui6 estando sobrerrepresentado en
los casos (10,23%) que en los controles (1,64%) (p<0.0055). Se observo, que entre los
grupos de casos y controles existen diferencias significativas para el sexo (p<0,0004),
teniendo los grupos de casos un mayor nimero de pacientes hombres en comparacion con
el grupo control. Los controles presentan un mayor antecedente familiar que los casos, lo
cual tiene explicacién puesto que estos controles vienen de un programa preventivo de

screening de CCR, comparado con los casos que presentan CCR no necesariamente con
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un componente familiar (p<0,0234). No hubo diferencias significativas en la edad media (£

desviacion estandar) en los grupos de casos y controles (p<0.640)

Caracteristicas Controles n=122 Casos n=88 Valor P
Edad 66,25 £ 7,61 67,00+ 13,55 0,6470
Sexo
Femenino 83 (68,03%) 38 (43,18%) 0,0004
Masculino 39 (31,97%) 50 (56,82%)
Antecedente
Si 31 (25,41%) 11 (12,50%) 0,0234
No 91 (74,59%) 77 (87,50%)
Genotipo
0 (AA) 2 (1,64%) 9 (10,23%) 0,0055
1 (AT) 39 (31,97%) 35 (39,77%)
2(TT) 81 (66,39%) 44 (50,00%)

Tabla 2: Caracteristicas de los pacientes en estudio. Las caracteristicas cualitativas
(sexo, antecedente familiar, genotipo) se utilizé la prueba estadistica Chi-cuadrado y para

la caracteristica cuantitativa (edad) prueba T-student.

La asociacion entre el cancer colorrectal y el polimorfismo rs9939609A del gen FTO se
investigd mediante regresion logistica binaria, los resultados se presentan en la Tabla 3. La
variable dependiente del estudio es la presencia o ausencia de CCR (pacientes con CCR y
controles (sanos + benignos)) y las variables independientes son el genotipo (construida
como variable dummy para TT, AT, AA), sexo, antecedente familiar y edad (dicotomizada
a mayores de 70 afios). En todos los modelos estudiados los chi-cuadrado de la prueba
omnibus resultaron con una significancia menor de 0,05 lo que indic6 que el modelo ayudé a
explicar el evento, es decir, las variables independientes explican a la variable dependiente.

La asociacion entre el alelo de riesgo (A) - Genotipo AA y la incidencia de CCR siguio
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siendo significativa después del ajuste por sexo (Modelo 1), (B=1,89, p<0,021). Luego, en
un ajuste adicional por sexo y el antecedente familiar (Modelo 2) también se mantuvo como
efecto que la asociacion entre el alelo de riesgo (A) - Genotipo AA y la incidencia de CCR
siguiera siendo significativa, (B=1,76, p<0,032). Finalmente, en un ajuste adicional por sexo,
antecedente familiar y edad (Modelo 3) el efecto de asociacion entre el alelo de riesgo (A)

- Genotipo AA y la incidencia de CCR sigui6 siendo significativo (B=1,78, p<0,031).

Modelo Componentes Chi-cuadrado gl B Exp (B) Valor P
Modelo 1 21,337 3 0,000
Genotipo TT 0,017
Genotipo AT 0,511 1,667 0,096
Genotipo AA 1,889 6,614 0,021
Sexo 0,961 2,615 0,001
Modelo 2 24,27 4 0,000
Genotipo TT 0,017
Genotipo AT 0,494 1,639 0,111
Genotipo AA 1,761 5,817 0,032
Sexo 0,921 2,513 0,002
Antecedente -0,666 0,517 0,095
Modelo 3 24,689 5 0,000
Genotipo TT 0,017
Genotipo AT 0,485 1,625 0,118
Genotipo AA 1,782 5,944 0,031
Sexo 0,917 2,503 0,002
Antecedente -0,622 0,837 0,120
Edad 0,201 1,223 0,517

Tabla 3: Estimaciones B paralaasociacion entre el polimorfismo rs9939609A del gen

FTO y CCR. El genotipo AA sigue siendo significativo después de ajustar al modelo 1, 2y
3. Prueba estadistica utilizada regresion logistica binaria. En negrita se indican aquellos

valores p<0,05 como estadisticamente significativos para el genotipo AA.
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Objetivo 3:

Marcadores mesenquimales se expresan positivamente en tejidos tumorales de alta

y baja expresion de la proteina FTO en pacientes con CCR

Los marcadores de la transicion epitelio-mesénquima (EMT) en dos tejidos de alta
expresion y dos tejidos con baja expresion de FTO en pacientes con CCR, mediante
inmunofluorescencia indirecta doble (FTO y ). La seleccidn de los tejidos
tumorales se realizé utilizando los resultados de la cuantificacion de la expresion de la
proteina FTO descritos previamente mediante inmunohistoquimica, los tejidos de alta
expresion de FTO tienen un indice de Positividad para FTO de 0,50y 0,36, correspondiendo
a estadio Il y lll, respectivamente. En cambio, los tejidos de baja expresion de FTO tienen

un indice de Positividad de FTO de 0,17 y 0,13; ambos estadio |.

En la inmunofluorescencia indirecta doble, los niveles de expresion de las proteinas EMT
(ZEB-1, N-cadherina, Vimentina, E-cadherina) y FTO, fueron cuantificadas mediante el
analisis de densidad integrada tanto para las zonas de células tumorales como estromales.
El contenido y localizacién tisular de los marcadores EMT indicé que el marcador
mesenquimal ZEB-1 se distribuye en un patrén citoplasmatico y nuclear (verde), N-
cadherina en patron citoplasmatico (verde), ambos marcadores mesenquimales localizados
tanto en las zonas de células tumorales como estromales. El marcador mesenquimal
Vimentina, se observd en un patrén citoplasmatico (verde) y se localizé sélo en zonas
estromales en células de tipo fibroblastos, mononucleares, endoteliales y tumorales. Por
otro lado, el marcador epitelial E-cadherina, en vez de presentarse en un patron
exclusivamente membranoso, cambié de localizacion a un patrén principalmente
citoplasmaético (verde), en zonas de células tumorales y estromales. Todos los marcadores

EMT fueron observados en paralelo con la expresion de FTO, el cual presentd
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Baja expresion de FTO

Controles

Alta expresion de FTO [ > |

principalmente inmunofluorescencia positiva en un patrén nuclear (rojo) tanto en zonas de

células tumorales como estromales (Figura 10y 11).

FTO - Vimentina FTO - ZEB-1 FTO - N-cadherina FTO - E-cadherina

Autofluoresencia
Sin Ac primario
Isotipo IgG1 ratén

Isotipo IgG conejo

Figura 10: Imagenes representativas de la expresion y localizacion tisular de
Vimentina, ZEB-1, N-cadherinay E-cadherina en tumores de alta y baja expresion de
FTO en pacientes con CCR, mediante inmunofluorescencia indirecta doble.
Inmunofluorescencia positiva verde para ZEB-1, N-cad, E-cad en zonas tumorales y
estromales; Vimentina en zonas estromales e inmunofluorescencia positiva roja para FTO
en zonas tumorales y estromales. Inmunofluorescencia negativa en controles validaron la
inmunofluorescencia. Los nucleos se contrastaron con Hoechst (azul). Objetivo 20x (barra

99um).
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FTO - Vimentina FTO - ZEB-1 FTO - N-cadherina FTO - E-cadherina

Alta expresion de FTO H

Baja expresion de FTO n

Figura 11: Mayor aumento de imagenes representativas de la expresion y localizacion
tisular de Vimentina, ZEB-1, N-cadherina y E-cadherina en tumores de alta y baja
expresion de FTO en pacientes con CCR, mediante inmunofluorescencia indirecta

doble. Objetivo 20x (barra 49um).
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Los resultados cuantificados mediante el andlisis de densidad integrada arrojaron que
tejidos de alta expresién de FTO presentan aumento en la expresion de E-cad (en células
tumorales y estroma) (p < 0,0286), en comparacion a los tejidos de baja expresion de FTO.

Sin embargo, se observé una tendencia al aumento para ZEB-1, N-cad y Vimentina (Figura

ZEB-1 células tumorales N-cad células tumorales E-cad células tumorales
ns *
4%1010 4x1010- 4%1010
o [ o 1] T
R} o -
S 3x10104 & 3x10104 S 3x1010
o o o
e &5 &5
=] = =
o @ 2x1014 o & 2x101- o & 2x1014
o N mZ mw . .
% % % Vimentina estroma
£ 1x10104 £ 1%10104 £ %1010
o @ [
[=] [=] o
4x10 10—
0- 0- 0- o ns
Alta Baja Alta Baja Alta Baja ° 0 |_|
. . . o 3%1010-
Expresion FTO Expresion FTO Expresion FTO oo
EE
5 @& 2101
ZEB-1 estroma N-cad estroma E-cad estroma S E |
g E
s
4x1019+ 4x1010 4%1010 2 1%x1010
a
3%10 104 3%1010 ns 3x10 10 0-
* Alta Baja

N-cad

2%1010 | 2%1010 Expresion FTO

ns
2%101° \ T
121010+ '
0- 0- o

1%10 10 1%10 10
Alta Baja Alta Baja Alta Baja
Expresion FTO Expresion FTO Expresion FTO

Densidad integrada

Densidad integrada
ZEB-1
Densidad integrada
E-cad

Figura 12: Comparacion de los niveles de expresion relativa de los marcadores EMT
en tejidos tumorales de altay baja expresion de FTO en pacientes con CCR. En células
tumorales y estromales, los niveles de expresion de ZEB-1, N-cad, E-cad y Vimentina
tendieron a ser méas altos en los tumores con alta expresion de FTO en comparacion con
los tumores de baja expresion de FTO, soélo se observaron diferencias significativas en E-
cad. Estudio determinado por andlisis integrado de densidad. Prueba estadistica Mann-
Whitney, para datos no pareados y no paramétricos. Se consideraron P<0,05

estadisticamente significativos.
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La expresion de FTO junto con la expresion de los marcadores EMT también fue evaluada
mediante asociaciones tanto en las zonas de células tumorales como en el estroma. Se
evidencio que FTO se asocia de forma directa con ZEB-1 en el estroma (Pearson r=0,8025,
p*=0,0165, IC= (0,225;0,962)). Mientras que N-cad, vimentina y E-cad, no mostro
asociacion ni directa ni inversa con el contenido de FTO tanto en las células tumorales como

en el estroma (p values mayores a 0,05) (Figura 13).

FTO-EMT células tumorales FTO-EMT eastroma
p value ; p value
E-cad 0.6318 E-cad 0.5182
: N-cad— - — 0.1352
N-cad - | P 0.3818
: ZEB-1 - ; * 0.0165
ZEB-17 0.3200 Vimentina - |—'—0—| 0.5740
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Figura 13: Asociacion de FTOy marcadores EMT, tanto en las células tumorales como
el estroma en CCR. La expresion de FTO se asocia directamente con ZEB-1 en el estroma,
el p* value es menor que 0,05, indicando un nivel de significacion mayor. Prueba estadistica
test de correlacion de Pearson. Los graficos muestran los indices de correlacion (r +

intervalos de confianza).
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De manera complementaria, se cuantifico los niveles de expresion de FTO obtenidos
mediante la técnica de inmunofluorescencia indirecta doble en los tejidos de alta expresion
de FTO y baja expresion de FTO (segun inmunohistoquimica), encontrandose que los
niveles de expresion de FTO fueron mas altos en los tejidos de alta expresion de FTO y
que los niveles de expresion de FTO fueron mas bajos en los tejidos de baja expresion de
FTO, en zonas de células tumorales y estromales. No se observan diferencias significativas
entre grupos (Figura 14). Sin embargo, se confirma la seleccién realizada por

inmunohistoquimica.
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Figura 14: Comparacién de los niveles de expresion relativa de FTO en tejidos
tumorales de alta y baja expresiéon de FTO en pacientes con CCR, mediante
inmunofluorescencia indirecta. Los niveles de expresion de FTO fueron més altos en los
tejidos de alta expresién de FTO en zonas de células tumorales y estromales, no se
observaron diferencias significativas. Prueba estadistica Mann-Whitney, para datos no

pareados y no paramétricos.
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Objetivo 4:

Mayores niveles de expresion de la proteina FTO en genotipo TT del polimorfismo

rs9939609 del gen FTO

La expresion de la proteina FTO segun las variantes genotipicas del polimorfismo
rs9939609 del gen FTO, se realizaron en 9 muestras disponibles coincidentes con las 22
muestras del TMA de pacientes con CCR. Cuatro pacientes presentan genotipo AT, 5
genotipo TT, ninguno de los 9 pacientes presentd genotipo AA, por lo que no se pudo
considerar en el analisis. Aquellos pacientes con genotipo TT tendieron a presentar
mayores niveles de expresion de FTO tanto en estroma tumoral como en tejido no tumoral
o adyacente benigno (zonas de células epiteliales y lamina propia), comparados con

aguellos con genotipo AT sin alcanzar diferencias significativas. (Figura 15).

No tumoral . Tumoral No tumoral Tumoral
Epitelio Celulas tumorales Lamina propia Estroma
0.4
0.4 0.4 Oud—
T = =
] = cl: =
— 0.3+ = = ]
s - 0.3 ; 0.3 3
£ = 2z 3 0.3
E = = .
e o g 5
o 024 LFE 027 &2 o2 SO
a o L o L o = 0.24
: = = L
o 0.1 T 8 0.1- ] 0.1 @
2 = 5 o 0.1
= = = =
£ £ E
0.0~ 0.0~ 0.0- 0.0
m AT T AT T AT '

T AT
Genotipo

Genotipo Genotipo Genolipo
Figura 15: Comparacién de los niveles de expresion de FTO en pacientes con
genotipo TT y AT del polimorfismo rs9939609. En pacientes con genotipo TT los niveles
de expresién de FTO tendieron a ser mas altos en comparacion a los pacientes de genotipo

AT, tanto en tejido tumoral como no tumoral, la diferencia observada no es significativa.

Prueba estadistica Mann-Whitney, para datos no pareados y no paramétricos.
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Discusioén

El primer hallazgo de este estudio fue que la proteina FTO aumenta en el tejido tumoral de
pacientes chilenos con cancer colorrectal a nivel de células tumorales y estroma. Se sugiere
gue esta regulado positivamente en CCR al igual que en otros tipos de canceres (29), por
lo tanto, FTO podria promover la tumorigénesis y la carcinogénesis del CCR. Si bien en
esta tesis no se estudié el mecanismo de accidn subyacente a la sobreexpresion de FTO,
se ha reportado en la literatura, en el contexto de CCR, que la desmetilasa FTO acelera la
proliferaciéon e induce capacidades de invasion y migracion, ya que eleva la expresion de
MYC (familia de protooncogenes) al alterar la modificacion m ¢ A del ARN mensajero de
MYC (30). Cuando se compar6 el contenido de FTO en los diferentes estadios del CCR, se
encontrd que su expresion (localizado principalmente en el nicleo) aumenta desde estadios
tempranos en células tumorales y estroma en la progresion del CCR, a diferencia de la
literatura, donde la expresion global de FTO no mostré ningun cambio significativo en el
curso de la evolucion del tumor en tejidos de pacientes con CCR, pero si un cambio de
localizacién citoplasmatica. Los autores del estudio respaldaron el papel de FTO como un
gen supresor de tumor enfatizando la importancia del contexto tisular (3), por lo cual las
caracteristicas estructurales de la proteina FTO permitirian que logre la desmetilacién en
diferentes sustratos del ARNm mediante la interaccién con diversas proteinas, asociandose
a distintas vias de sefializacién, dependiendo del contexto celular nuclear o citoplasmatico
(31). Otros investigadores también enfatizaron el rol protector de FTO, informando que esta
regulado a la baja en los tejidos de CCR, que suprime la migracion e invasion de células
CCR in vitro y que la hipoxia, la cual es una de las caracteristicas mas importantes del
microambiente tumoral, puede disminuir la expresion de FTO en las células de CCR al
aumentar su degradacion mediada por ubiquitinas (32). En cambio, en el presente estudio,

observamos diferencias significativas en el aumento de los niveles de expresion de FTO
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durante los estadios | y lll en células tumorales, y durante el estadio | en el estroma, ademas
de mayores niveles de expresion de FTO en el estroma en comparacion a las células
tumorales. Lo anterior sugiere una participacion de FTO en distintos componentes del
microambiente tumoral, conformado por células tumorales, numerosos tipos celulares del
estroma (células del sistema inmune, fibroblastos, endoteliales, mesenquimales), factores
de crecimiento, citoquinas, quimioguinas, matriz extracelular y estimulos mecanicos que se
comunican entre si, promoviendo el desarrollo del tumor (44)(45)(46). Sin embargo,
debemos considerar que en nuestro estudio contamos con un nimero limitado de pacientes
(n=22), ningun paciente estuvo en estadio IV y hubo una proporcién desigual en cuanto a
la cantidad de muestras que compusieron cada estadio (nUmero mayor de tejidos en
estadios | y Il en comparacion a estadio lll), por lo que la estadistica podria variar con un
namero homogéneo de tejidos en cada estadio. Nuestros resultados también podrian ser
complementados con otras técnicas (e.g. ELISA, citometria de flujo), evaluando el
contenido de la proteina FTO en tejido tumoral y sano; a qué fenotipo celular corresponden,
ademas, el contenido de FTO se podria asociar a otras variables importantes en la
progresion del CCR, como grado de diferenciacion, invasion perineural, tumor budding,

desmoplasia e infiltracién linfocitaria (5).

El segundo hallazgo fue que el genotipo AA y el alelo de riesgo A del polimorfismo
rs9939609 del gen FTO estan sobrerrepresentados en el grupo de pacientes con CCR. Se
sugiere una asociacion positiva entre el alelo de riesgo A y el riesgo de desarrollar CCR en
pacientes chilenos, ya que esta relacion fue significativa incluso ajustandola con otras
variables, como sexo, edad y antecedentes familiares. Otros autores también han informado
una asociacion positiva de la variante rs9939609A FTO con CCR en personas iranies (28)
y en otros tipos de canceres, como de endometrio, pancreas o mama (33)(34). Sin embargo,

en personas chilenas este dato es desconocido, mientras que estudios de otras latitudes
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no han encontrado relacion entre la variante y el riesgo de cancer (33) como es el caso de
un reporte en pacientes italianos (35). La obesidad es un factor de riesgo para el desarrollo
del CCR (9), pues la proteina FTO comparte vias con el CCR mediante la actividad
desmetilasa en m°A, que permite regular los ARNm de varios genes, como los involucrados
en el apetito (Ghrelina 'y Leptina), y mTOR, clave en el crecimiento celular, regulando asi la
aparicion y progresion de la obesidad y el cancer (10)(36). La obesidad contribuye a la
formacion de un ambiente proinflamatorio cronico, mediando la liberacion de agentes
promotores del desarrollo del tumor, como Interleukin-1B (IL-1B), Transforming Growth
Factor-B (TGF-B) y Tumor Necrosis Factor Alpha (TNF-a) los que, sumado a una serie de
sucesos inmunoldgicos, promueven el desarrollo de un microambiente tumoral (37). La
variante rs9939609A de FTO es la mas estudiada, encontrandose una fuerte asociacion
con el riesgo de obesidad (14). Se ha evidenciado que el alelo de riesgo A esta asociado
con un aumento en la expresiéon de la proteina FTO y de la hormona Ghrelina (16)(17),
aungue no ha sido debidamente estudiado en su relacién con CCR. Por lo tanto, es
razonable esperar que, si la variante de FTO tiene una asociacion positiva con la obesidad,
tenga también una asociacion genética cercana con el CCR, como se evidencié en nuestros
resultados. Ademas, se debe considerar que hay informes de asociaciones del polimorfismo
FTO con la susceptibilidad de desarrollar varios tipos de cancer independientes de la
obesidad (38). Por lo tanto, se requieren estudios profundos para la comprension de las
vias del mecanismo subyacente a la asociacion del polimorfismo rs9939609A de FTO con
CCR, ya que esta podria ser dependiente o independiente de la obesidad, e incluso actuar
de manera simultanea a ella (10). El estudio no fue experimental, por lo cual un factor no
causa necesariamente al otro. Algunas limitaciones del estudio fueron: a) la mayoria de los
integrantes del grupo control son parte de un programa de prevencion de CCR, el cual esta

orientado a personas que presentan antecedentes familiares de CCR; b) algunos controles
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tenian patologias como adenomas y polipos, lesiones precursoras del CCR; c¢) se
excluyeron cuatro pacientes por no tener completos los antecedentes clinicos, siendo el
grupo control (n=122) mayor que el grupo de casos (n=88); e) el tamafio de la muestra fue

relativamente pequenio, y f) no se cont6 con el IMC en todos los sujetos.

Respecto al tercer objetivo, en los tejidos de CCR con alta expresion de FTO, se hallaron
indicios de mayor expresion positiva de marcadores mesenquimales (N-cad, ZEB-1) en
células tumorales y estroma (evidenciado mediante la tincién de Vimentina), aunque la
asociacion directa con FTO fue significativa solo con ZEB-1 a nivel del estroma tumoral.
Una posible explicacién para el hallazgo de la asociaciéon en esta zona es que podria haber
células tumorales aparentemente desprendidas del tumor primario aisladas o en
agrupaciones de 5 o més células, ubicadas en el frente infiltrante tumoral y, por lo tanto,
asociadas a una activacion EMT parcial (39) o participacion en componentes del
microambiente tumoral (45). Sin embargo, para averiguar el tipo celular en particular, seria
necesario utilizar marcadores especificos o visualizar la morfologia celular mediante una
tincién de hematoxilina-eosina del area analizada. En la literatura ha sido reportado que la
sobreexpresion de las proteinas relacionadas con la EMT da como resultado una
disminucién de la expresién de E-cad en la membrana, o bien un cambio de localizacion al
citoplasma (40)(41). Nuestras observaciones revelaron que la expresion de E-cad aumenté
de manera significativa, a nivel citoplasmatico, en células tumorales y estroma en tejidos
con alta expresion de FTO, lo que se podria considerar un paso clave en la progresion hacia
la fase de un tumor invasivo (42). Por lo tanto, sugerimos que la sobreexpresion de FTO en
la progresién del CCR, si podria estar impactando en procesos de progresion tumoral, como
EMT, lo cual es similar a lo descrito por otros autores (13)(30)(43), quienes informaron que
la expresion génica de FTO se correlacioné significativamente con ZEB-1. Ademas,

reportaron mayor infiltracion estromal e inmunitaria (13) y que FTO aumenta la expresion

47



de MYC, cuya desregulacién tiene un papel en el CCR mediante la activacion de la via
Whnt/B-catenina, importante en la promocion de la EMT y la metéstasis de las células
tumorales (30), respaldando mas el rol de FTO como promotor en el desarrollo del CCR.
No obstante, si FTO esta regulado a la baja en cancer (31)(32), conduce a un aumento de
mCA en los ARNm, dando como resultado la activacién de la via de sefalizacion Wnt-B-
catenina y a su vez activando la EMT para promover la progresion del cancer (22). Dado
gue el rol de FTO es controversial, se requieren mas estudios con mayor tamafio muestral
y estudios experimentales in vitro que investiguen la respuesta funcional de los marcadores
EMT asociada a la sobreexpresion e inhibicién de la proteina FTO en lineas celulares de

CCR.

El cuarto hallazgo sefiala que los niveles de expresion de FTO tendieron a ser mas altos en
los pacientes CCR con genotipo TT del polimorfismo rs9939609 del gen FTO. Las variables
relacionadas no han sido evaluadas por otros autores, ni en el CCR ni en otros canceres.
Esperabamos mayor contenido de la proteina FTO en aquellos con genotipos AA o AT,
pues los resultados de esta tesis respaldan la sobreexpresién de la proteina FTO y al alelo
de riesgo A en el desarrollo del CCR, sugiriendo el rol promotor que ejerce FTO. Empero,
es posible que la relacién entre el contenido de FTO y el tipo de alelo puede ser célula-
especifico o modificarse frente a otros factores del microambiente, mas la evaluacion de la
relacion del contenido de FTO con la variante genética rs9939609 A/T estuvo limitada a un
tamafio muestral reducido (n=9) y se dio en ausencia del genotipo AA. Esto debe replicarse
en un mayor tamafio muestral, que incluya todos los genotipos, sumado a un estudio de
mutacion sitio dirigida, in vitro en células e in vivo en ratones, para asi poder validar la

asociacion de estas variables.
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Conclusiones

La proteina FTO, localizada principalmente en el nacleo, aumenta en el tejido tumoral de
pacientes chilenos con cancer colorrectal, a nivel de células tumorales y estroma, tanto
desde estadios tempranos como en aquellos con mayor avance en el tumor, en
comparacion al tejido no tumoral. Ademas, tejidos con alta expresion de FTO tendieron a
mayores niveles de expresion de marcadores mesenquimales (N-cadherina, Zeb-1) en
células tumorales y estroma (Vimentina) y cambio de localizacion citoplasmatica en la
expresion del marcador epitelial (E-cadherina), tanto en células tumorales como en el
estroma; la expresion de FTO se asocio directamente con el marcador mesenquimal ZEB-
1 a nivel del estroma. Nuestros datos indican que una mayor expresion de la proteina
FTO podria estar involucrada en la progresion del cancer colorrectal, impactando en
procesos como la transicidn epitelio-mesénguima, respaldando el rol de FTO como
promotor en desarrollo del cancer. Sin embargo, el mecanismo exacto y el papel de
la proteina FTO en la progresion del CCR aun no se comprenden por completo; se
requieren mas estudios que investiguen la participacion de FTO en los distintos
componentes del microambiente tumoral, ya que la deteccibn de una mayor
expresion de FTO podria ser atil para ayudar a confirmar pacientes de peor

prondstico.

Por otro lado, los pacientes chilenos presentaron mayor frecuencia del genotipo AA y alelo
de riesgo A polimorfismo rs9939609 del gen FTO, en comparacion a los controles. Se
identific6 una asociacion positiva entre el alelo A del polimorfismo rs9939609 del gen FTO
y una mayor susceptibilidad al CCR. EI mecanismo subyacente a esta asociacion no fue
investigado; puede ser dependiente de la obesidad o bien no serlo. En nuestro pais, el CCR
es uno de los tipos de cancer que mas han aumentado, por lo que es importante abordar
aln mas esta asociacion y sus mecanismos subyacentes, ya que la variante rs9939609A
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de FTO es un potencial biomarcador en el diagnéstico temprano, u objetivo de la terapia

génica, en el CCR.

Finalmente, en los pacientes con genotipo TT los niveles de expresién de FTO tendieron a
ser mas altos en contraste con el genotipo AT. Debido al poder estadistico limitado y la
necesidad de validar estos resultados con otra técnica, alin no se puede establecer una
asociacion entre los niveles de contenidos de la proteina FTO y las variantes genéticas del

polimorfismo rs9939609 A/T del gen FTO en el CCR.

Se necesitan mas estudios con tamafios muestrales mayores para descubrir la relacion
entre la expresion de FTO y/o el alelo de riesgo rs9939609A del gen FTO en la progresiéon
del CCR e investigar los mecanismos subyacentes a aquella. Dado que este tipo de
cancer es el tercero méas frecuente tanto en Chile como en el resto del mundo,
creemos que es pertinente ahondar mas en el conocimiento de la proteina FTO, pues
podria ser un blanco terapéutico que nos permita detener la progresién del CCR,
lograr un mejor manejo de esta enfermedad e, idealmente, mejorar la expectativa y

calidad de vida de los pacientes.
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Dr. Juan Carlos Prieto Dominguez. Médico Farmacologia Clinica. Integrante.
Dra. Ana Maria Madrid Silva. Gastroenteréloga. Integrante.

Srta. Rina Sepulveda Alfaro. Abogado. Integrante.

Dra. Gloria Lopez Stewart. Médico Endocrindloga. Integrante.

Dr. Juan Jorge Silva Solis. Médico Cirujano. Integrante.

Dr. Melchor Lemp Miranda. Médico Neurocirujano. Integrante.

Sra. Ginette Zufiiga Navarrete. Miembro de la comunidad.

Ha analizado el proyecto “Participacion de la desmetilasa FTO (fat mass and obesity associated
protein) en procesos de transicién mesenquimal y de cancer stem cell en cancer colorectal”, cuya
Investigadora Principal es la Dra. Glauben Landskron Ramos, de la Escuela de Medicina de la
Universidad Finis Terrae. Participa como Investigador Responsable, el Dr. Mario Abedrapo
Moreira del Departamento de Cirugia. El proyecto sera desarrollado en este mismo departamento del
Hospital Clinico de la Universidad de Chile.

Para estos efectos se tuvo a la vista los siguientes documentos:

1. Carta de presentacion.

2. Hoja de especificaciones.

3. Carta de compromiso de la investigadora principal.

4, Carta de compromiso de los co-investigadores.

5. Curriculum vitae de la investigadora principal.

6. Curriculum vitae del investigador responsable.

7. Formulario de solicitud de evaluacion de proyecto.

8. Protocolo de proyecto Version 1.0, fechado 10 de agosto de 2021.

9. Documento de Consentimiento Informado Version 1.0, fechado 30 de agosto de 2021.
10. Revocacion del consentimiento informado Versién 1.0, fechado 25 de agosto de 2021.
11. Carta de Jefe del Departamento de Prevencion de Riesgos.

El Proyecto y los documentos sefialados en el parrafo precedente han sido analizados a la luz de los
postulados de la Declaracion de Helsinki, de las pautas Eticas Internacionales para la investigacion
Biomédica en Seres humanos CIOMS 2002, de las Guias de Buenas practicas Clinicas de ICH y
Normativa Nacional Vigente.

www.redclinica.cl
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a) Caracter de la poblacion estudiada
No terapeéutica.
b) Utilidad del Proyecto
Adecuada.
c) Riesgos
Controlados.
d) Beneficios
Adecuados.
e) Confidencialidad del Estudio
La Investigadora principal asegura la confidencialidad de todos los datos.

Por lo tanto, el Comité estima que el Estudio propuesto estuvo bien justificado y que no significa para los
sujetos involucrados riesgos fisicos, psiquicos o sociales mayores. El consentimiento informado es
adecuado en forma y fondo.

En virtud de las consideraciones anteriores, el Comité otorga la Aprobacion Etica del estudio
propuesto, en sesion ordinaria del 29 de septiembre de 2021, la que se extiende por un plazo de
12 meses a contar de esta fecha. Se adjunta Declaracion de Cumplimiento de las Buenas
Practicas Clinicas.

Se debe tener presente que se debe realizar:

- Envio para aprobacién o toma de conocimiento de nueva documentacion relacionada al estudio.

- Cambio en los Delegados del Director de la Institucion.

- Notificacion de reacciones adversas serias 0 no serias, en que las serias deben ser notificadas en  un
plazo de 72 horas habiles de ocurrido el evento.

- Enviar anualmente avances del Proyecto.

- Solicitud de Extension de plazo de aprobacion.

- Enviar Informe Final del Proyecto.

Los items minimos que deben contener los informes semestrales y finales, son los siguientes:
- Cumplimiento de los objetivos.

- Numero de Sujetos enrolados.
- Numero y motivo de los sujetos que abandonan o se retiran.
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Saluda atentamente a Ud.

29-09-2021

Teresa Massardo Vega
Presidenta del Comité Etico Cientifico
Hospital Clinico de la Universidad de Chile

.
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Anexos N°2
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Comité de Etica de la Investigacién

Acta de Aprobacion

En Santiago de Chile, con fecha 24 de junio de 2019, el Comité de Etica de Clinica Las Condes, declara
conocer el proyecto de investigacion denominado “Participacion de la desmetilasa FTO (fat mass and
obesity associated protein)en procesos de transicion mesenquimal y de cancer stem cell en cancer
colorectal” cuyo investigador responsable es el Dr. Mario Abedrapo del departamento de Coloproctologia de
esta clinica.

Esta documentacion cumple con las normas éticas vigentes en esta institucion y considera aspectos
especificos del protocolo que deben seguir los sujetos que participaran en el mismo; resguarda su libertad,
integridad y confidencialidad en el uso de informacién; no vulnera la dignidad de los sujetos; no constituye una
amenaza bajo ninguna circunstancia ni causa dafio emocional o moral a las personas que participen de la
investigacion. Proporciona informacion clara y transparente respecto de la investigacion, asegurando el
derecho a privacidad de los investigados. Asimismo, no se establece pago ni incentivo economico a la
participacion de las personas, las cuales lo haran a entera voluntad y podran desistir de participar en cualquier
momento mientras la investigacion se realice.

Este proyecto, si bien pretende reclutar pacientes de los mismos médicos que participan en el estudio, se
asegura la libertad de eleccion, dejando claramente establecido que pueden rechazar su participaciéon, sin
sufrir ningiin menoscabo a la atencién de salud a la que tienen derecho.

Este proyecto de investigacion respeta los derechos de los sujetos a consultar y cuida especialmente de
invitar a los diferentes enfermos involucrados en el ambito que se espera estudiar, sefialando adecuadamente
que de este estudio no se derivan beneficios individuales y sino para el desarrollo cientifico.

El Comité de Etica de Clinica Las Condes, es la entidad institucional responsable de velar por los derechos de
los sujetos involucrados en este proyecto.

Por lo tanto, a través de este medio se pronuncia favorablemente respecto de este proyecto y suscribe esta
declaracion.

El Comité de Etica de la Investigacion de Clinica Las Condes, esta conformado por:

Lic. Maria Verdnica Anguita McKay Tedloga - Magister en Bioética

Dr. Manuel Sedano Lorca Médico Ginecologo-Diplomado en Bioética
Dr. Armando Ortiz Pommier Meédico Neurocirujano - Magister en Bioética
Dr. Octavio Rojas Gutiérrez Medico Psiquiatra — Magister en Bioética
Abog. Maria Angélica Sotomayor Abogado -Experta en Bioética

EU. Magdalena Castro Cruz E.U. Magister Epidemiologia Clinica

Dr. Patricio Burdiles Pinto Meédico Cirujano-Diplomado en Bioética

- .
Armando Ortiz Pommier

Presidente Comité de Etica de la Investigacion
Clinica Las Condes

Nota: Se tuvo a la vista Protocolo de investigacion y Formulario de Consentimiento Informado presentado al Comité de Etica de Clinica
Las Condes.

AOP/pav

CC:Direccion Médica
Direccidn Académica
Subdireccion de Investigacion



Anexo N°3

000

Biobanco de Tejido y Fluidos
de la Universidad de Chile

Dra. Glauben Landskron
Investigadora Principal

07 de junio 2022

Estimada Dra. Landskron:

Mediante la presente le informo que la solicitud de cesion de muestras y datos N°
43 de su Proyecto “Participacion de la desmetilasa FTO (fat-mass and obesity
associated protein) en procesos de transicion mesenquimal y cancer stem cell en
cancer colorrectal” ha sido aprobada.

La cesién de muestras y datos sélo sera realizado una vez que al Acuerdo de cesion
de muestras y datos este firmado por todas las partes.

Sin otro particular, le saluda atte.

W
Alicia Colombo, PhD
Director Cientifico
Biobanco de Tejidos y Fluidos
Universidad de Chile
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