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PALABRAS CLAVE Resumen

Cancer colorrectal; Introduccion y objetivos: El cancer colorrectal (CCR) es el tercer cancer mas prevalente en el
Fusobacterium mundo. Son muchos los factores de riesgo y la evidencia actual apunta a una conexion entre la
nucleatum; microbiota intestinal y la carcinogénesis colorrectal. Se propone a la Fusobacterium nucleatum
Inflamacién; como uno de los factores de riesgo en el inicio y la progresion del CCR, por modulacion inmune
Citocinas; e inflamatoria.

Microbiota Materiales y métodos: Se recolectaron 90 muestras de tres diferentes regiones del colon por

medio de colonoscopia en pacientes con CCR y se realiz6 qPCR TagMan® para detectar F. nuclea-
tum y citocinas (IL-17, IL-23 e IL-10) en el tumor, a nivel peritumoral y en tejido normal. Las
diferencias entre las muestras fueron analizadas y correlacionadas.

Resultados: La abundancia de F. nucleatum determinada por medio del método 244t en CCR
(7.750 [5.790-10.469]) fue significativamente mayor que el control normal (0.409 [0.251-0.817])
(p<0.05). No se observo asociacion significativa entre F. nucleatum y las citocinas (p >0.05).
Conclusiones: El CCR es una enfermedad heterogénea que se presenta y progresa en un
microambiente complejo, parcialmente debido al desequilibrio en la microbiota intestinal.
La F. nucleatum se encuentra de manera abundante en los tejidos del CCR, pero ain no esta
claramente definido si esto es casual o consecuencia del CCR.
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Association of Fusobacterium nucleatum infection and colorectal cancer: A Mexican
study

Abstract

Introduction and aims: Colorectal cancer (CRC) is the third most prevalent cancer worldwide.
Many risk factors are involved, and current evidence links the gut microbiota and colorectal
carcinogenesis. Fusobacterium nucleatum is proposed as one of the risk factors at the onset
and during the progression of CRC, due to immune system and inflammatory modulation.
Materials and methods: Ninety samples from three different regions of the colon were collec-
ted through colonoscopy in patients with CRC, and qPCR TagMan® was conducted to detect F.
nucleatum and cytokines (IL-17, IL-23, and IL-10) in tumor, peritumor, and normal samples. The
differences between them were analyzed and correlated.

Results: The abundance of F. nucleatum determined through the 2-44¢t method in CRC (7.750
[5.790-10.469]) was significantly higher than in the normal control (0.409 [0.251-0.817])
(p<0.05). There was no significant association between F. nucleatum and the cytokines
(p>0.05).

Conclusions: CRC is a heterogeneous disease that presents and progresses in a complex micro-
environment, partially due to gut microbiome imbalance. F. nucleatum was enriched in CRC
tissue, but whether that is a cause of the pathology or a consequence, has not yet been clearly
defined.

© 2021 Asociacion Mexicana de Gastroenterologia. Published by Masson Doyma México S.A. This
is an open access article under the CC BY-NC-ND license (http://creativecommons.org/licenses/

by-nc-nd/4.0/).

Introduccion y objetivos

El cancer colorrectal (CCR) es uno de los tumores malig-
nos mas comunes en el tracto digestivo y actualmente es
considerado un importante problema de salud publica’. En
general, el CCR esta en cuarta posicion en incidencia (9.2%
del total de casos de cancer), pero segundo en mortali-
dad (9.2% del total de muertes por cancer)?. En México, se
ha observado una tendencia al alza en las tasas de mor-
talidad por la enfermedad en las tres décadas pasadas. El
CCR esta entre las 10 causas de morbilidad mas prevalen-
tes por malignidad en México®. La carcinogénesis colorrectal
es un proceso heterogéneo asociado con varias combinacio-
nes de alteraciones moleculares somaticas que son influidas
por la dieta, el medio ambiente y la exposicion micro-
biana. La inflamacion ha sido identificada como un factor
de riesgo importante®. El tracto digestivo humano tiene
mas de 10" bacterias, eucariotas y virus que forman la lla-
mada microbiota intestinal. Estos microorganismos juegan
un papel significativo en actividades fisiologicas humanas
normales, incluidas la digestion, el metabolismo, la homeos-
tasis epitelial y el desarrollo de tejido linfoide intestinal. La
disbiosis en la microbiota intestinal, como cambios en su
poblacion o composicion, puede causar enfermedades espe-
cificas (p.ej., trastornos cardiometabélicos, enfermedad
inflamatoria intestinal, enfermedades neuropsiquiatricas y
cancer)®. El enriquecimiento de Fusobacterium nucleatum
en tejido con CCR en comparacién con grupos control ha
sido demostrado en analisis metagendmicos que incluyen la
secuenciacion del genoma completo, la secuenciacion del
transcriptoma y la secuenciacion del gen 16S ARNré-%. Ade-
mas, F. nucleatum tiene una asociacion cercana con un mal

pronostico para pacientes con CCR y muy probablemente
con mayor quimiorresistencia®'°.

La F. nucleatum es un bacilo anaeroébico gramnegativo,
presente en reservorios especificos de la boca humana, el
tracto digestivo y otras partes del cuerpo. Esta bien esta-
blecido que la inflamacion croénica inducida por infeccion
bacteriana incrementa el riesgo de cancer''. En un estudio
reciente se observoé la relacién entre la microbiota intestinal
y la capacidad de produccién de citocina inflamatoria’. La
F. nucleatum induce citocinas inflamatorias locales, inclui-
das IL-6, IL-8, IL-17, TNF-a y COX-2, en el microambiente
del tumor, y dichas citocinas pueden promover carcinogéne-
sis en CCR®'3-"5, El objetivo del presente estudio fue evaluar
la presencia de F. nucleatum y su relacion con inflamacion
local en tejido con tumor y sin tumor en pacientes mexicanos
con CCR.

Materiales y métodos

Un total de 30 pacientes consecutivos (18 hombres y
12 mujeres, rango de edad: 45-84 anos), que presentaron
CCR, confirmado histolégicamente como adenocarcinoma,
se sometieron a colonoscopia en el Departamento de Ciru-
gia Colorrectal del Hospital Militar en México, entre marzoy
septiembre del 2019. No se incluyé a pacientes que tuvieran
tumores colorrectales que no fueran adenocarcinoma, que
recibieran quimioterapia o radioterapia antes de la colo-
noscopia y que tuvieran comorbilidades malignas en otros
organos. De cada sujeto se recolectaron muestras de tejido
fresco de tumor (una lesidbn macroscopica), muestras de
tejido peritumoral (cerca de una lesidn macroscopica) y
muestras de mucosa de control (a mas de 10cm de los
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margenes cancerosos). Las muestras de tejido y de mucosa
de control fueron congeladas instantaneamente en nitro-
geno liquido para almacenamiento de largo plazo a —80°C,
hasta el momento de su utilizacion. Todos los pacientes fue-
ron incluidos en el estudio qPCR.

Extraccion de ADN

La extraccion de ADN de las muestras de tejido colorrec-
tal fue realizada utilizando el reactivo TRIzol (Ambion,
Carlsbad, CA, EE.UU.) y el protocolo correspondiente del
fabricante. Se llevo a cabo una sintesis de ADN comple-
mentaria utilizando el miScript Il RT kit® (Qiagen, Hilden,
Alemania), con el Veriti Thermal Cycler (Applied Biosys-
tems), siguiendo las instrucciones del fabricante.

Reaccion en cadena de la polimerasa en tiempo
real cuantitativa

Una vez obtenido el cADN, se ecualizaron las pruebas
en cada muestra por medio de diluciones para formar
grupos y realizar la amplificacion y secuenciacion del
gen bacteriano 16S ARNr'®, Las regiones hipervariables V3
y V6 del gen 165 ARNr fueron amplificadas por medio
de PCR del ADN gendémico microbiano con el partidor
delantero (TATGGTAATTGTGTGCCAGCMGCCGCGGTAA) y tra-
sero (GGACTACHVGGGTWTCTAAT). Los partidores fueron
disenados con adaptadores protuberantes (delantero: AAT-
GATACGGCGACCACCGAG), (trasero: CAAGCAGAAGACGGCA-
TACGAGAT), de acuerdo con el MiSeq™ System, Illumina,
Inc. (San Diego, CA, EE.UU.), para reconocer los adaptadores
de secuenciacion del indice Illumina que se agregaron en una
PCR subsiguiente. Los productos de la PCR fueron evaluados
por electroforesis en gel de agarosa al 2% y luego purifi-
cados. Tras la purificacion, los productos de la PCR fueron
cuantificados por medio de espectrofotometria. Las mues-
tras fueron normalizadas a una concentracion final de 2 nM.
Las bibliotecas de 165 ARNr fueron preparadas utilizando
un protocolo PCR de dos pasos: primero las concentracio-
nes de ADN extraidas fueron cuantificadas; a continuacion,
todas las muestras de ADN fueron diluidas a la concentracién
de la muestra de ADN mas diluida, y se utilizaron 2 ul de
cada muestra de ADN para una reaccion PCR a 98°C por 30s
(98°C por 30s, 52°C por 30s, 72°C por 305s) por 20 ciclos, y
una espera a 4°C. Para cada muestra de ADN, se realizaron
cuatro reacciones PCR de 25 pl, las cuales a continuacion
fueron acumuladas y limpiadas con microesferas AmpureXP.
La segunda reaccion PCR, 4 ul del producto PCR previo,
fueron utilizados con los partidores de cddigo de barras PE-
PCR-11I-F y PE-PCR-IV en cuatro reacciones de 25 pl con un
ciclo PCR a 98°C por 30s (98°C por 30s, 83°C por 30s 72°C
por 30s) por 7 ciclos, y una a 4°C. Cada conjunto de cuatro
reacciones PCR fue acumulado y las reacciones fueron acla-
radas, utilizando cuentas de purificacion de secuenciacion
metagendémica 16S. Las concentraciones de la biblioteca
fueron cuantificadas. La biblioteca fue secuenciada en un
solo conjunto de lineas Illumina MiSeq, para la lectura base
de 300 pares.

Los niveles de F. nucleatum y citocina fueron dados como
cuantificacion relativa y determinados por 24¢, donde
ACt fue la diferencia en el nimero Ct para la prueba y

referencia (gliceraldehido fosfato deshidrogensa [GAPDH,
por sus siglas en inglés]) de la evaluacion del gen. El cambio
en la cuantificacion del multiplo de F. nucleatum y citocina
en el tejido enfermo sobre el tejido colorrectal de control
fue calculado como 244¢t, Partidores y sondas previamente
publicadas'’~"® fueron sintetizadas por la Integrated DNA
Technologies Company (Coralville, lowa, EE.UU.), con las
siguientes secuencias:

1) F. nucleatum: partidor delantero, 5 CGC AGA AGG TGA
AAG TCC TGT AT 3'. partidor trasero, 5 TGG TCC TCA
CTG ATT CAC ACAGA 3.

2) IL-17: partidor delantero, 5 CTC ATT GGT GTC ACT GCT
ACT G - 3: partidor trasero, 5 CCT GGA TTT CGT GGG
ATT GTG - 3:

3) IL-23: partidor delantero, 5 ACA CAT GGA TCT AAG AGA
AGA GG - 3: partidor trasero, 5: CTA TCA GGG AGC AGA
GAA GG - 3:

4) IL-10: partidor delantero, 5- AAT AAG GTT TCT CAA GGG
GCT - 3: partidor trasero, 5: AGA ACC AAG ACC CAG ACA
TCAA-3:

5) GAPDH: partidor delantero 5 GTCTCCTCTGACTTCAA-
CAGCG -3: partidor trasero 5: ACCACCCTGTTGCTGTAGC-
CAA - 3:

Analisis estadistico

Todos los analisis estadisticos fueron realizados utilizando
el SPSS 25.0 para Windows (SPSS Inc. Chicago, IL, EE.UU.).
La relacion de F. nucleatum con niveles de citocina entre
tejido tumoral, tejido peritumoral y tejido normal colorrec-
tal fue dada como muiltiplo de incremento en 2-44% donde
AACt fue la mediana de la diferencia entre ACt del tejido
enfermo y ACt del tejido normal. Los datos continuos fue-
ron expresados como medianas (percentil 25y 75). Se realizo
una prueba de normalidad utilizando la prueba de Shapiro-
Wilk. Debido a la naturaleza no gaussiana de la distribucion
de datos de la qPCR, se considero apropiada una prueba no
paramétrica. En consecuencia, la prueba de suma de ran-
gos de Wilcoxon fue utilizada para comparar la mediana de
los niveles de F. nucleatum y citocinas en el tejido enfermo
contra el tejido normal y para comparar los niveles de F.
nucleatum entre los subsitios del colon. Se realiz6 la prueba
de coeficiente de correlacion de rangos de Spearman para
comparar la cuantificacion de F. nucleatum con la expresion
de citocina. Para todos los analisis, un valor de p <0.05 fue
considerado estadisticamente significativo.

Consideraciones éticas

Los autores declaran que se obtuvo el consentimiento infor-
mado de todos los sujetos participantes, de acuerdo con la
Declaracion de Helsinki. También, todos los pacientes fue-
ron codificados para proteger su anonimato. El estudio fue
aprobado por el Comité de Etica de Investigacion del Hospi-
tal Central Militar, afiliado con la Universidad del Ejército y
de la Fuerza Aérea de México.
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Figura 1 El cambio en el multiplo de Fusobacterium nucleatum en las muestras peritumorales y tumorales, en comparacion con

el tejido normal, de acuerdo con la prueba de suma de rangos de Wilcoxon, fue: F. nucleatum en el tejido tumoroso: *p =0.020. FN:
Fusobacterium nucleatum.

Tabla 1 Datos clinicos

Resumen de diagndstico clinico Cohorte mexicana

NUmero total de muestras de tejido 90

Sexo, n (masculino/femenino) 18/12
Edad, media + DE (afnos) 65+10
Ubicacion, n (colon proximal/colon distal/recto) 7/11/12
indice de masa corporal, media = DE (kg/m?) 32.5+3.0
Indicacion de colonoscopia, n (sangrado/dolor abdominal/cambio en el habito intestinal/pérdida de peso)12/4/9/5
ACE (antigeno carcinoembrionario), media 4 DE (ng/ml) 25+32
Etapa, n (etapa I, etapa Il, etapa Ill, etapa IV) 3/10/11/6

ACE: antigeno carcinoembrionario; DE: desviacion estandar.

Resultados cativamente mayor en el tejido enfermo (muestras de tumor
y peritumor), independientemente de la etapa del tumor y
La F. nucleatum fue mas abundante en el tejido con tumor su localizacion, en comparacion con el tejido normal, en
de CCR que en el tejido normal. una cohorte mexicana con cancer (fig. 1). Los detalles de

Por medio de la gPCR, pudimos confirmar que el cambio los datos clinicos y la etapa del cancer y su localizacion

en el mdltiplo de incremento para F. nucleatum fue signifi- ~ €stan resumidos en la tabla 1. Los niveles de F. nuclea-

Tabla2 Elcambio en el miltiplo de incremento (2-44€t) de Fusobacterium nucleatum y citocinas en muestras de tejido tumoral
y peritumoral en comparacion con tejido normal

IL-17 IL-10 IL-23 F. nucleatum

Tumoral/tejido normal

Mediana CM 1.741 6.536 0.272 7.750

Rango CM 0.632-2.875 1.383-13.336 0.125-0.345 5.792-10.469

Valor p 0.564 0.248 0.021* 0.020*
Peritumoral/tejido normal

Mediana CM 0.770 3.639 0.876 4.087

Rango CM 0.403-0.868 0.032-22.935 0.064-2.796 1.062-9.725

Valor p 0.564 1.000 0.564 0.081
Tumoral/peritumoral

Mediana CM 0.817 3.978 1.030 0.318

Rango CM 0.244-3.717 0.009-6.495 0.291-12.692 0.212-1.226

Valor p 0.309 0.564 0.773 0.248

CM: cambio en el multiplo; IL: interleucina.

Prueba de suma de rangos de Wilcoxon.
* Valor de p<0.05 fue considerado estadisticamente significativo.
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Figura 2 El cambio en el multiplo de citocinas en las muestras peritumorales y tumorales, en comparacion con el tejido normal,

de acuerdo con la prueba de suma de rangos de Wilcoxon, fue: IL-23 en tejido tumoral: *p=0.021. IL: interleucina.

Cuantificaciéon de F. nucleatum en subsitios del coloc
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Figura 3 El cambio en el multiplo de Fusobacterium nucleatum en subsitios del colon. FN: Fusobacterium nucleatum.

tum y citocina fueron cuantificados en las 30 muestras de
CCRYy en las respectivas muestras peritumorales y normales.
Se encontré un aumento significativo de ADN bacteriano en
las muestras tumorales (7.750 [5.792-10.469]). Se realizo
un analisis emparejado de la cuantificacion de F. nuclea-
tum para el grupo de tumor, utilizando tejido normal (0.409
[0.251-0.817]) (tabla 2). Se observaron diferentes expresio-
nes de niveles de F. nucleatum a lo largo del colon, de las
cuales la mas alta fue en el colon proximal, con una mediana
de cambio mdltiplo de incremento de 11.294 y 10.985 en
las muestras de tumor y peritumor, respectivamente. Sin
embargo, no se encontraron diferencias significativas entre
las ubicaciones (p>0.05) (fig. 2). La interleucina 23 (IL-23)
(0.272 [0.125-0.345]) fue significativamente menor en el
tejido con tumor en comparacion con las muestras normales
(1.261 [0.509-1.750]) (fig. 3). No se encontro otra expresion
significativa de niveles de citocina en nuestro estudio. En la
tabla 2 se resumen los cambios multiplo en los grupos de
tumor y peritumor para F. nucleatum y citocinas, en compa-
racion con las muestras normales. Los niveles bacterianos no
estuvieron correlacionados significativamente con los nive-
les de citocinas en el tejido tumoral o el tejido peritumoral
(tabla 3).

Discusion

Se piensa que las alteraciones en la composicion de la
microbiota intestinal juegan un papel en el desarrollo del

Tabla 3  Analisis de correlacion entre el cambio en el mal-
tiplo de las citocinas en las muestras normales y el cambio
en el multiplo de Fusobacterium nucleatum en las muestras
tumorales y peritumorales

Coeficiente de correlacion (r)  Tumoral  Peritumoral
IL-17 0.80 —0.20
Valor de p 0.80 0.20

IL-23 —0.80 0.20

Valor de p 0.20 0.80

IL-10 0.80 0.80

Valor de p 0.20 0.20

IL: interleucina.

Prueba de correlacion de Spearman.

* Valor de p<0.05 fue considerado estadisticamente significa-
tivo.

CCR*>20, Los resultados del presente estudio confirman,
por primera vez en pacientes mexicanos, al igual que en
reportes previos de Norteamérica, Europa y Asia®’ 1021
que la F. nucleatum esta sobrerrepresentada en el tejido
tumoral en CCR, en comparacion con el tejido normal. A
pesar de que no existieron diferencias significativas entre
los niveles de F. nucleatum y la ubicacion del tumor, se
observo un alto nivel de la bacteria en el colon proxi-
mal. Existen diferencias bien conocidas en caracteristicas
clinicas, patoldgicas y epidemioldgicas entre los canceres
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de colon proximal y distal?>?3. Las mismas diferencias se
observan entre la microbiota en el colon proximal y distal.
Flynn et al. encontraron que las diferencias en la com-
posicion de la microbiota del colon proximal y distal en
sujetos sanos podrian deberse a diferencias en la distri-
bucion de oxigeno a lo largo de la mucosa del colon. El
colon proximal alberga principalmente bacterias aerdbi-
cas en su mucosa, y al contrario, el colon distal alberga
principalmente especies anaerdbicas?. Actualmente existe
evidencia creciente de que varios factores de riesgo aso-
ciados con el desarrollo de CCR (tabaquismo, enfermedad
inflamatoria intestinal, alto consumo de alcohol, consumo
excesivo de carne roja, diabetes mellitus, obesidad y pre-
disposicion genética) afectan en gran medida la sintesis de
la microbiota intestinal?®>. En consecuencia, algunas pobla-
ciones bacterianas son minimizadas, mientras que otras
bacterias que son colonizadoras raras del colon, como Fuso-
bacterium y Lactococcus, muestran un comportamiento
adaptativo al nuevo medio ambiente, con lo que se confirma
la hipdtesis del modelo de «conductor-pasajero bacteriano»
que juega un papel clave en la patogénesis del CCR?.
Ademas, algunos estudios sobre biofilms bacterianos de
la mucosa del colon han revelado nuevo conocimiento
sobre los diferentes mecanismos patogenéticos que sub-
yacen la carcinogénesis del CCR entre las regiones del
colon?. Los canceres ubicados en las regiones derechas del
colon (ciego, colon ascendente y flexura hepatica) gene-
ralmente muestran una presencia substancial de biofilm?®.
Dejea et al. mostraron que el biofilm esta asociado con
el cancer de colon humano y ligado a la ubicacion del
cancer, con presencia de biofilm en virtualmente todos
los adenomas y canceres localizados en las regiones dere-
chas del colon, mientras que los canceres ubicados en
las regiones izquierdas del colon (colon distal a la flexura
hepatica) raramente tienen biofilm?®%°. Dichos biofilms bac-
terianos estaban relacionados con cambios epiteliales que
caracterizan la progresion de la carcinogénesis, incluida la
disminucion de E-cadherina y niveles elevados de las citoci-
nas angiogénicas y proinflamatorias®’. Utilizando el modelo
«conductor-pasajero bacteriano», se ha mostrado que la F.
nucleatum causa un microambiente inflamatorio que es mas
favorable para el desarrollo del CCR, a diferencia de otras
bacterias que colonizan el sitio del tumor®. La interpreta-
cion convincente de los datos antes mencionados es algo
importante. Primero que nada, jla F nucleatum es causa
del CCR o consecuencia de la enfermedad? Hasta ahora, la
creciente evidencia esta a favor de la hipétesis de «causa»,
ya que nuevos datos han demostrado que la F nucleatum
indujo inicialmente lesiones precancerosas (p.ej., polipos
hiperplasicos y adenomas) que eventualmente progresaron a
CCR?3'", Ademas, varios estudios patogénicos han apoyado el
papel carcinogénico de F. nucleatum, el cual promueve una
respuesta oncogénica e inflamatoria por medio de FadA, el
principal factor de virulencia de F. nucleatum, enlazandose
con E-cadherina y activando la via de B-catenina®?. Ademas,
la presencia de F. nucleatum en los intestinos afecta las
citocinas relacionadas con tumores involucradas en la pro-
gresion de tumores de CCR'33, En las muestras tumorales,
encontramos que la IL-23 estaba disminuida significativa-
mente, en comparacion con los tejidos normales, mientras
que hubo elevacion en IL-17 e IL-10, pero la diferencia con

el tejido normal no fue significativa (fig. 1). Debido a la
naturaleza transversal de nuestro estudio, el incremento
en IL-17 apoya la mayoria de los estudios que consideran
a dicha interleucina un promotor importante en la inicia-
cion de tumor y progresion de CCR, por medio de la via
IL-23/1L-17, la cual juega un papel critico en la patogénesis
del CCR**3¢, En nuestro estudio, hubo una disminucion en
IL-23, lo que nos lleva a suponer que su reduccion durante
el desarrollo del tumor fue debida al hecho de que fun-
ciona como un iniciador de la via IL-23/IL-17, resultando
en una elevacién de IL-17. Grivennikov et al. demostraron
que la sefnalizacion de IL-23 promoviod el crecimiento y pro-
gresion tumoral, y el desarrollo de una respuesta tumoral
de IL-17. La IL-23 se produce principalmente por células
mieloides asociadas a tumor que probablemente son acti-
vadas por productos microbianos®’. Recientemente, Kostic
et al. reportaron que la F. nucleatum expandio selectiva-
mente a células inmunes derivadas de mieloides en el CCR.
Durante la progresion tumoral, células mieloides reactivas
podrian mediar la inmunosupresion por medio de produc-
cion de IL-10°. La IL-10 es conocida por ser una citocina
antiinflamatoria potente*. Debido a su efecto inmunosupre-
sor sobre células dendriticas y macréfagos, la IL-10 puede
atenuar la presentacion antigena, al igual que la madura-
cion y diferenciacion celular, permitiendo que las células
tumorales evadan el mecanismo de vigilancia inmune’’.
Algunos estudios han mostrado que el miR-21 producido por
la F. nucleatum elevo los niveles de IL-10 y prostaglandina
E2 (PGE2) en células de CCR*, y McCoy et al. encontra-
ron una relacion positiva significativa entre la abundancia
de F. nucleatum y la expresion de IL-10 en biopsias de
mucosa rectal de pacientes con adenoma, en comparacion
con controles normales®'. Nuestros resultados sugieren una
expansion de la colonizacion de F. nucleatum en tejidos
de CCR, fenémeno que podria llevar a mediadores proin-
flamatorios (citocinas) elevados, como la IL-10. Un estudio
realizado por Proenca et al. examind la influencia de la
F. nucleatum en el adenoma colorrectal y el CCR sobre la
expresion mediadora inflamatoria por medio de activacion
de miARN que contribuia a carcinogénesis colorrectal*'. Si
se llega a validar, el ADN de F. nucleatum en tejido de carci-
noma colorrectal podria ser un biomarcador de pronostico.
Ademas, nuestro estudio podria ofrecer conocimiento para
estudios futuros y el desarrollo de estrategias de preven-
cion y tratamiento de CCR, por medio del abordaje de la
microbiota.

El presente estudio ha tenido varias fortalezas y debi-
lidades notables. Sus fortalezas incluyen el uso de ADN
extraido de tejido congelado fresco, sin fijacion de tejido,
lo cual resulta en evaluacion gPCR>99% exitosa (con base
en la amplificacion constante del gen de referencia GAPDH
humano en todas las muestras tumorales, las muestras peri-
tumorales y las muestras normales), y el hecho de que
evaluamos la utilidad pronodstica de la medicion del ADN de
F. nucleatum en pacientes con CCR, reflejando las caracte-
risticas principales en pacientes mexicanos. Una limitacion
importante fue el pequeio nimero de pacientes incluidos en
el estudio (n=30). Se deben realizar pruebas en una muestra
de mayor tamaio y ademas de la F. nucleatum y las citoci-
nas, también se deben analizar mas especies de bacterias
intestinales.
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Conclusion

El presente estudio apoya la evidencia de que la presencia
de F. nucleatum, como bacteria simbiotica en el conducto
intestinal humano, esta relacionada con el desarrollo del
CCR. La F nucleatum es aparentemente estimulada en el
colon proximal para promover CCR por medio de diferentes
mecanismos de virulencia, como la adherencia al epite-
lio intestinal y la induccion de respuestas inflamatorias e
inmunes en el portador. Entre dichas respuestas estan la sin-
tesis y liberacion de citocinas, incluida la activacion de la
via de sefalizacion IL-23/IL-17, lo cual lleva a la progre-
sion de CCR. Por lo tanto, la F nucleatum juega un papel
importante en la carcinogénesis colorrectal y podria ser
abordada para la prevencion y tratamiento de CCR en el
futuro.
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