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RESUMEN

ADENOCARCINOMA COLORRECTAL: ANALISIS DE CORRELACION ENTRE LA
CONCENTRACION DE CELULAS MADRE DE TUMOR ABCB1*/BNIP3*/KRT18",
FARMACORRESISTENCIA Y RESPUESTA CLINICA A FOLFOX-6.

MCP. Orlando Daniel Solis Coronado Fecha de graduacién: Febrero 2019
Candidato para el grado de Maestria en Ciencias con
orientacion en Biologia Molecular e Ingenieria Genética
NUmero de Paginas: 98 Area de Estudio: Medicina y Patologia Humana — Patologia
Gastrointestinal

Antecedentes. El adenocarcinoma colorrectal (ACCR) es un problema mundial de salud publica, debido a su alta
prevalencia y mortalidad. El tratamiento del ACCR es la cirugia, y en etapas avanzadas, ésta se combina con
quimioterapia. Uno de los esquemas mas frecuentemente utilizados es FOLFOX-6; que incluye 5-fluorouracilo,
oxaliplatino y leucovorina (5FUOL). A pesar de que FOLFOX-6 es uno de los mejores esquemas, disponibles
actualmente, mas del 90% de los pacientes tratados con éste y otros esquemas desarrollan farmacorresistencia, y
debido a ello, la mayoria de ellos mueren en un término promedio de 20 meses. Se ha sefialado a las células madre
de tumor (CMT) como las principales responsables de la iniciacion de cancer, de la invasion de tejidos y metastasis,
de su farmacorresistencia, y de su recurrencia. Las CMT tienen marcadores tipicos para su identificacion; p.e. CD44
y CD24. Sin embargo, estos marcadores no son especificos de CMT. Respecto al surgimiento de
farmacorresistencia, nuestro grupo de trabajo, previamente identifico la sobreexpresion de los genes KTR18,
ABCBL1 y BNIP3 en aislados de CMT resistentes a 5FUOL. El problema. Los tratamientos convencionales son
iatrogénicos y los pacientes mueren en un plazo relativamente corto porque surgen CMT resistentes a los farmacos
empleados. Por ello se requiere desarrollar métodos, que permitan predecir si un tratamiento estandarizado sera
util para al menos prolongar la vida de los pacientes. En caso contrario, permitir la prescripcién de un tratamiento
mas eficaz. Sin embargo, es realmente dificil, laborioso, tardado y costoso aislar CMT y caracterizar su exoma.
Justificacion. Este estudio permitird analizar cortes histolégicos mediante inmunohistoquimica, simplificando
considerablemente la deteccion de CMT resistentes a 5SFUOL. Objetivo. Investigar si, en cortes histolégicos de
ACCR existe correlacion entre la cantidad de CMT ABCB1*, CK-18*, BNIP3*, con las siguientes variables:
resistencia in vitro a 5FUOL, presencia de metastasis, indice de Karnofsky y porcentaje de pacientes sobrevivientes
a dos afios de haberse iniciado el tratamiento. Material, métodos y resultados. De seis ACCRs frescos, mediante
cultivo en un medio selectivo para CMT y en placas de baja adherencia, aislamos, expandimos y caracterizamos
células resistentes a 5FUOL. Con inmunofluorescencia de doble marcaje y utilizando anticuerpos monoclonales,
verificamos que los aislados de ACCR coexpresaban los marcadores de CMT (CD24 y CD44) y de resistencia a
5FUOL (ABCB1, CK-18*y BNIP3). Ademas, indujimos a los aislados de CMT a diferenciarse a células epiteliales y
verificamos su estirpe epitelial, porque estas células expresaban los marcadores de epitelio CK-17, CK-20, una
mezcla de citoqueratinas (Cocktail-CK) y EGFR. Por lo tanto, demostramos que las CMT de ACCR expresaban los
marcadores de resistencia y que éstas podian identificarse en cortes de ACCR, utilizando estos marcadores. De la
base de datos de nuestro laboratorio seleccionamos 20 casos de ACCR, registramos los datos sociodemograficos
y clinicos y recuperamos las muestras de tumor correspondientes — criopreservadas o incluidas en parafina —, de
las cuales obtuvimos cortes finos para determinar el area ocupada por las CMT que coexpresaban los marcadores
de CMT resistentes a 5SFUOL, previamente validados en los aislados de CMT, arriba mencionados. Cuantificamos
en cada corte, el area ocupada por las células coexpresando los marcadores de interés. Para ello utilizamos un
programa de computo que dividié en cuadrados el area completa, ocupada por cada corte y dos observadores
contaron, independientemente, los cuadros positivos para cada marcador o mezcla de marcadores. El nimero de
cuadros se correlacion6 o asocié con las variables arriba mencionadas, utilizando pruebas estadisticas apropiadas.
La cantidad de CMT coexpresando CD24/CD26, ABCB1/CK18 y ABCB1/BNIP3 o s6lo ABCB1 en cortes de ACCR
resistentes a 5FUOL, mostré una correlacion y dependencia positivas (p<0.05) con todas las variables arriba
mencionadas. Conclusion. Nuestros resultados apoyan nuestra hipétesis. Por lo tanto, la cuantificaciéon de CMT
ABCB1*/BNIP3*/KRT18*, en cortes histoldégicos de ACCR permite saber si FOLFOX-6 seréa eficaz para tratar a los
pacientes con ACCRs desde antes de instituir este tratamiento. El enfoque aqui presentado puede extenderse a
otros tipos de cancer con resultados promisorios.
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ABSTRACT

COLORECTAL ADENOCARCINOMA: CORRELATION ANALYSIS BETWEEN THE
CONCENTRATION OF TUMOR STEM CELLS ABCB1*/BNIP3*/KRT18", PHARMACORESISTENCE
AND CLINICAL RESPONSE TO FOLFOX-6

Orlando Daniel Solis-Coronado, BMed. Graduation date: February 2019
Candidate for the Master of Science degree in Molecular
Biology and Genetic Engineering.

Pages: 98 Study area: Medicine and Human Pathology -
Gastrointestinal Pathology

Background. Colorectal adenocarcinoma (CRAC) is a worldwide public health problem due to its high prevalence
and mortality. The treatment of CRAC is surgery, and in advanced stages, surgery is combined with chemotherapy.
One of the most frequently used schemes to treat CRAC is FOLFOX-6; which includes 5-fluorouracil, oxaliplatin and
leucovorin (5FUOL). Although FOLFOX-6 is one of the best schemes currently available, more than 90% of patients,
treated with this and other schemes, develop drug resistance. As a result, most patients die within an average of 20
months. Tumor stem cells (CMT) have been identified as the main responsible for the initiation of cancer, tissue
invasion and metastasis, drug resistance, and recurrence. The CMT have typical markers for identification; e.g.
CD44 and CD24. However, these markers are not specific of CMT. Regarding the emergence of drug resistance,
our working group previously identified the overexpression of the KTR18, ABCB1 and BNIP3 genes in CMT isolates
resistant to 5FUOL. The problem. Conventional treatments are iatrogenic and patients die in a relatively short time
due to the emergency of CMT drug-resistant to the treatment given to the patient. Therefore, it is necessary to
develop methods that allow predicting whether a standardized treatment will be useful to at least to enlarge the time-
life of patients. Otherwise, to allow prescribing a more efficatious treatment. However, it is really difficult, laborious,
time consuming and expensive to isolate CMT and characterize their exome in each patient. Justification. This
study will allow the analysis of histological cuts by means of immunocytochemistry, considerably simplifying the
detection of CMT resistant to 5SFUOL. Objective. To investigate if, in histological cuts of ACCR, there is a correlation
between the amount of CMT ABCB1*, CK-18*, BNIP3*, with the following variables: in vitro resistance to 5FUOL,
presence of metastasis, Karnofsky index and percentage of survival patients, after two years of initiated their
treatment. Material, methods and results. From six fresh ACCRs, we isolated, expanded and characterized cells
resistant to 5FUOL by culturing them in a selective medium for CMT and using plates of low adherence. With double-
labeled immunofluorescence and using monoclonal antibodies, we verified that the ACCR isolates coexpressed the
markers of CMT (CD24 and CD44) and resistance to 5FUOL (ABCB1, CK-18 + and BNIP3). In addition, we induced
the CMT isolates to differentiate into epithelial cells and verified their epithelial linage, because these cells expressed
the epithelial markers CK-17, CK-20, a mixture of cytokeratins (Cocktail-CK) and EGFR. Therefore, we demonstrated
that the CMTs isolated form CRAC expressed resistance markers and that these could be identified in CRAC
sections, using these markers. From the database of our laboratory, we selected 20 cases of CRAC, recorded the
sociodemographic and clinical data and recovered the corresponding tumor samples — cryopreserved or included
in paraffin —, from which we obtained fine cuts to determine the area occupied by the CMT that co-expressed the
5FUOL-resistance markers of CMT, previously validated in the CMT isolates. In each histological cut we quantify
the area occupied by the cells coexpressing the markers of interest. To do this, we used a computer program that
divided into squares the entire area occupied by each cut. Then, two observers independently counted the positive
squares (showing a specific color for each marker of pair-markers). These correlation or dependence of the area
occupied by each marker or pair-markers was analyzed with the above-mentioned variables, using appropriate
statistical tests. The area (equivalent to the number of CMT) co-expressing CD24/CD26, ABCB1/CK18 and
ABCB1/BNIP3 or only ABCB1 in ACCR sections resistant to 5SFUOL, showed a positive correlation and dependence
(p <0.05) with all the variables mentioned above. Conclusion. Our results support our hypothesis. Therefore, the
guantification of CMT ABCB1*/BNIP3*/KRT18*, in histological cuts of CRAC allows knowing if FOLFOX6 will be
effective to treat patients with CRAC before instituting this treatment. The approach presented here can be extended
to other types of cancer with promising results.

Lzl D JHY

Salvador Luis Said y Fernandez, Ph.D. Herminia Marting z-RodrigUuez, PhD.
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CAPITULO 1. INTRODUCCION

El cancer colorrectal (CCR), actualmente es considerado como un problema de salud
publica debido a que, en el mundo, esta enfermedad es la segunda causa de muerte por
cancer y la tercera neoplasia con mayor incidenciall. En los paises industrializados, el CCR
normalmente se detecta en estadios tempranos, debido a la implementacién de cribados
preventivos desde los 50 afios edad. Sin embargo, en los paises en desarrollo, como México,
la deteccion de CCR se realiza habitualmente en estadios avanzadosl?. El tratamiento base
del CCR es la cirugia combinada con un régimen quimioterapéutico; como FOLFOX-6,
XELOX o XELODA. FOLFOX-6 incluye la administracién de 5-fluorouracilo (5-FU),
oxaliplatino y leucovorinal®4l. En adelante, llamaremos a la mezcla de estos medicamentos
5FUOL. XELOX se basa en la prescripcion de capecitabina —un profarmaco de 5-FU—.
XELODA consiste solamente en la administracién de capecitabina. Menos del 50% de los
pacientes responde a alguno de estos esquemas de tratamiento y los pacientes
respondedores lo hacen en forma variable, eventualmente estos pacientes presentan
recidivas y la mayoria de ellos muere en un término de 20 meses, después de iniciado el
tratamiento®l. Entonces, es muy importante desarrollar nuevos métodos que permitan
pronosticar, oportunamente, el éxito o el fracaso del uso de los regimenes quimioterapéuticos
convencionales y la busqueda de nuevos esquemas de medicamentos anti-CCRI®. Los
nuevos esquemas quimioterapéuticos idealmente deberian ser personalizados. Para ello se
requiere reunir varios requisitos: ante todo, conocer la farmacorresistencia (FR) de los
tumores primarios a los regimenes convencionales y la sensibilidad a medicamentos anti-
neoplasicos alternativosl’®. Por otro lado, para desarrollar nuevos esquemas
guimioterapéuticos se requiere también conocer las causas de la supervivencia de las células
malignas en microambientes desfavorables para las células normales y los factores que
confieren al CCR su capacidad para producir metastasis; asi como un método adecuado
para evaluar, ex vivo, los farmacos de interésl’). Sobre todos estos temas, se han logrado
considerables avances: en afios recientes, se ha asociado la variabilidad de la progresién
tumoral con la habilidad de las células malignas de evadir el control del sistema inmune y de
transitar, de una estirpe epitelial a una mesenquimal (TEM). En esta transicion estan
implicadas las células madre de tumor (CMT); a las cuales se les ha responsabilizado de
iniciar los tumores primarios, de la FR y de la formacién de metastasis®1%. Entonces, es
prioritario estudiar exhaustivamente a las CMT. Sin embargo, una de las dificultades que
existen en el estudio de la Biologia Celular y Molecular de las CMT de CCR es que estas
células se encuentran distribuidas en los tumores de CCR en un porcentaje muy bajof*!,

Ademas, muy pocos grupos de investigadores han logrado aislar y expandir in vitro a las
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CMT para estudiarlas adecuadamentel*213l, Es por ello, que hasta la fecha no se cuenta con
un marcador especifico para identificar a las CMT de CCR, ni de blancos terapéuticos
dirigidos, precisamente, contra estas célulasi*. Una alternativa consiste en identificar CMT
que estén expresando marcadores de resistencia en cortes histolégicos y relacionarlas con
la condicién de resistencia a 5FUOL. De esta manera no seria necesario aislar y caracterizar
a las CMT; lo cual permitiria realizar multiples andlisis simultaneamente y en una forma
accesible y rapida para los laboratorios de histopatologia. Al respecto, nuestro grupo de
trabajo hizo recientemente las tres siguientes observaciones, como resultados de la tesis
doctoral de Garza Trevifo: 1) se encontré una correlacion estadisticamente significativa entre
el nimero de CMT de adenocarcinomas colorrectales (ACCRS) y la resistencia ex vivo de
cultivos primarios de dichos tumores a 5FUOL. 2) En cortes histolégicos de ACCR se
observaron células que co-expresaron dos de los marcadores tipicos de CMT (CD24 y
CD44). 3) Por medio de secuenciacion masiva del ADN de aislados de CMT, se identificaron
tres marcadores moleculares que son sobre-expresados por las CMT de ACCR (ABCB1,
BNIP3 Y KRT18) y que estan implicados en la resistencia a 5SFUOLI®, Estos hallazgos, en
conjunto, permiten suponer que es posible identificar CMT de ACCR
ABCB1*/BNIP3*/KRT18*, directamente en cortes histolégicos de ACCR y relacionarlos con
la condicién de resistencia a 5FUOL y otros parametros desfavorables para los pacientes,
como la posibilidad de desarrollar metastasis y una corta expectativa de vida.

Por todas las razones expuestas, en el presente trabajo analizamos la correlacion
entre el area ocupada por -ACCR ABCB1*/BNIP3*/KRT18" en cortes histol6gicos, la
quimiosensibilidad ex vivo a 5FUOL y la respuesta clinica de los pacientes con ACCR a
FOLFOX-6.
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CAPITULO 2. ANTECEDENTES

2.1. Definicion y caracteristicas del cancer colorrectal

El CCR se define como el crecimiento incontrolado de células anormales, derivadas
del epitelio del colon o del rectol'817], Las células anormales, o malignas, son el producto de
mutaciones que ocurren en el genoma de una sola célula (mutacién clonal) y que se
acumulan con el transcurso del tiempo. La figura 1 muestra varias de las caracteristicas de
las células malignas que les permiten sobrevivir y proliferar en ambientes nocivos para las
células sanas. EI CCR se manifiesta como un surgimiento de tumores soélidos, que son

capaces de producir metastasis en diversos érganos. De ahi, su condicion de malignidad
[18,19]

Senalizacion de Evasion de respuesta
proliferacion celular a factores supresores

sostenida de crecimiento
Desregulacion a Q Evasion de
energética celular respuesta inmune

Resistencia a Replicacion
’ = N
apoptosis sostenida
Inestabilidad
gendmica y Inflamacién
mutaciones
Capacidad

Induccidn de

angiogénesis paracciyinar

metastasis

Figura 1; Caracteristicas de las células malignas. En esta imagen se ilustran las ocho caracteristicas
fundamentales que las células malignas tienen para sobrevivir y proliferar en ambientes complejos dentro
del microambiente tumoral. Imagen modificada de Hannahan & Weinberg (19,

2.2. Epidemiologia del CCR

2.2.1. Epidemiologia mundial

El CCR es un problema mundial de salud publica, representa hasta el 10% del total
de las neoplasias en el ser humano. Mas del 80% de los casos de CCR se manifiestan entre
la quinta y octava década de la vida, con una mediana de edad de 60 afios. Tiene mayor

prevalencia en hombres que en mujeres, en una relacion de 2:111.20.21],
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A nivel mundial, en el afio 2018, el CCR ocupa el segundo lugar en incidencia y en
mortalidad, con 1.8 millones de casos nuevos y 881,000 defunciones, respectivamente. En
el sexo masculino, la incidencia del CCR ocupa el tercer lugar entre el resto de las
neoplasias, situandose después del cancer de pulmon y de prostata. Ademas, el CCR es la
cuarta neoplasia con mayores tasas de mortalidad, después del cancer de pulmoén,
carcinoma hepatocelular y cancer de estbmago, respectivamente. En el sexo femenino, el
CCR ocupa el segundo lugar en incidencia, inmediatamente detras del cancer de mamay el
tercer lugar en mortalidad, después del cancer de mama y pulmoén. La figura 2 muestra
graficamente la relacion del CCR respecto a otros tipos de cancer. Segun el GLOBOCAN, el

CCR representa a 1 de cada 10 casos de defuncién provocada por neoplasiast®.

INCIDENCIA MORTALIDAD
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Figura 2; Incidenciay mortalidad general por cancer en el afio 2018. Los graficos circulares representan
la incidencia (gréafico izquierdo) y mortalidad (grafico derecho) a nivel mundial por cancer en afio 2018, en
donde se observa que el CCR ocup6 el 3er. lugar en incidencia y 2do. en mortalidad entre el resto de las
neoplasias registradas. Imagen modificada de Bray Freddie, et. al [1l,

La prevalencia del CCR varia a nivel mundial, e incluso dentro de una misma region.
Las tasas de incidencia son mas altas en paises desarrollados, debido a la implementacion
de herramientas de cribado para el diagnéstico oportuno, logrando diagnosticar mayor
cantidad de casos en estadios tempranos (etapa clinica | o Il); lo cual posibilita iniciar un
tratamiento de forma oportuna. Mientras que, en los paises en vias de desarrollo, el CCR
generalmente se detecta en estadios avanzados (etapa clinica Il o V), dificultando el
tratamiento de primera linea de los pacientes con esta neoplasia, precisamente por la
invasion local, regional o a distancia que ya presentan las neoplasias al momento del
diagndsticol??>23l, En el afio 2018, las tasas mas altas de incidencia de CCR se presentaron
en varios paises europeos desarrollados como Hungria, Noruega, Eslovenia y Eslovaquia.
En América del Norte, destaca Estados Unidos y en el continente asiatico, Japén y la
Republica de Coreall2%,



o ADENOCARCINOMA COLORRECTAL: CORRELACION ENTRE LA EXPRESION DE CMT ABCB1*/KRT18*/BNIP3*, FARMACORRESISTENCIA Y RESPUESTA A FOLFOX-6 o

2.2.2. Epidemiologia en México

En nuestro pais, el cancer es considerado como la tercera causa de mortalidad en
ambos sexos. En el afio 2015, ocurrieron 85,201 defunciones por cancer en México,
mostrando un aumento considerable en las UGltimas tres décadas®?4. Las neoplasias con
mayores tasas de mortalidad, fueron el cancer de préstata, de mama, cervicouterino y de
pulmén. Respecto al CCR, este ocupa el séptimo lugar en mortalidad a nivel nacional con
5,853 defunciones/?®l. En cuanto a la incidencia, el CCR ocupa el tercer lugar y el primero
entre neoplasias gastrointestinales (Figura 3)[?6l,
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Figura 3; Incidencia y mortalidad general por cancer en México en el afio 2015. Los graficos circulares
representan la incidencia (grafico izquierdo) y mortalidad (grafico derecho) por cancer en México en el afio
2015, en donde el CCR ocupa el 3er. lugar en incidencia y 7mo. en mortalidad entre todas las neoplasias
regitradas, segln Aldaco-Sarvide, et. al. y Gémez-Dantés, et al [2526],

2.2.3. Epidemiologia en Nuevo Ledn

En el afio 2008, en el estado de Nuevo Ledn, ocurrieron 135 defunciones por CCR,
de las 3275 muertes reportadas por dicha neoplasia en el pais. Aungque no se cuenta hasta
el momento con informacién epidemioldgica exacta del CCR en esta regidn, existen escasos
estudios que reportan que la mediana de la edad y el sexo predominante es similar a lo
reportado con la literatura y gran parte de los casos se diagnostican en estadios avanzados

presentando un rapido deterioro funcional en los pacientes que lo presentanl2’-29],

5.0%
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2.3. Factores de riesgo y protectores del CCR

Existen factores de riesgo para desarrollar CCR que son modificables y no
modificables[®?. Entre los factores modificables se incluyen el consumo elevado de carnes
rojas y procesadas, asi como cantidades excesivas de grasas y carbohidratos, la baja ingesta
de fibra, frutas, vegetales, vitaminas A, C y E, diabetes mellitus, obesidad y sobrepeso, el
alcoholismo, tabaquismo, la inactividad fisica, los antecedentes personales de pdélipos
adenomatosos —lesiones premalignas del CCR- y la enfermedad inflamatoria intestinal.
Entre los factores de riesgo no modificables que incrementan el riesgo de desarrollar CCR
se encuentra la edad mayor a 60 afos, el sexo masculino y los antecedentes
heredofamiliares de cancer?331.32 Por otro lado, se han identificado factores protectores
contra el desarrollo de CCR como el consumo de frutas, vegetales, el bajo consumo de carne
roja, mayor consumo de pescado, fibra y aceites vegetales, el consumo de antiinflamatorios
no esteroideos (AINES), la actividad fisica y el indice de masa corporal (IMC) normal de 18.5
a 24.9 3834,

2.4. Histologia de la pared del colon

La figura 4 muestra la estructura de la pared del colon. Ahi se observa que la pared
del colon est4 formada por cuatro capas: la mucosa, submucosa, muscular externa y
serosal®38l, La mucosa es la superficie en contacto con el lumen intestinal y estd compuesta
por epitelio columnar simple, el cual es altamente dindmico y tiene las funciones de
absorcion, secrecion y proteccion. El epitelio columnar simple forma invaginaciones
tubulares, llamadas criptas de Lieberkiihn (CL), que contienen diferentes poblaciones
celulares, cuyo recambio es contante. Este proceso mantiene la homeostasis del epitelio y
generalmente ocurre cada 3 o 4 dias®’l. Las células que constituyen las CL son los
enterocitos (absortivas), células caliciformes (productoras de mucina), células entero-
endocrinas (productoras de hormonas y aminas activas), células de Paneth (encargadas de
la respuesta inmune en el intestino) y las células madre intestinales (CMI), encargadas del
recambio celular hacia diferentes linajes de la criptal?338.39,

La mucosa, también esta formada por la lamina propia formada de tejido conjuntivo
laxo o matriz extracelular (MEC) y una delgada capa de musculo liso llamada muscularis
mucosae. La segunda pared del colon, es la submucosa, que consiste en tejido conjuntivo
denso irregular, colagenoso, con abundantes vasos sanguineos. En esta capa se encuentra,
ademas, el plexo de Meissner, un componente del sistema nervioso entérico. La tercera capa
es la muscular externa, formada por dos capas gruesas de musculo liso que junto con el
plexo de Auerbach son responsables de mezclar, comprimir e impulsar el contenido del tubo

digestivo por medio de la peristalsis. La serosa es la parte mas externa de la pared colonica
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y estd compuesta por tejido conjuntivo, coldgeno, elastina y tejido adiposo, revestido por
epitelio plano o mesotelio que aportan propiedades lubricantes, para que las asas intestinales

se deslicen entre sil3549],
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Figura 4; Estructura anatomica e histoldgica de la pared del colon. El colon esta formado por cuatro
capas que son la mucosa, submucosa, muscular externa y serosa. La mucosa a su vez, esta conformada
por un epitelio columnar simple, una lamina propia y una capa de tejido muscular liso, llamada muscularis
mucosae. El epitelio forma invaginaciones en la pared de la mucosa llamadas criptas de Lieberkihn, que
contienen diversos linajes celulares, entre ellos los enterocitos, las células caliciformes, enteroendocrinas,
las células de Paneth y las células madre intestinales, cada una de ellas con funciones definidas que ayudan
a mantener la homeostasis del epitelio colénico. Imagen modificada de Boron & Boulpaep®9.

2.5. Biologia del epitelio intestinal

Las CMI se encuentran localizadas en la base de las CL y su funcion es esencial en
la homeostasis del epitelio gastrointestinal, definido como el equilibrio entre la ganancia y
perdida de células. Las CMI son responsables del recambio, regeneracion y la diferenciacion
hacia las diferentes estirpes celulares que conforman las criptas. Para su identificacion,
presentan el marcador Lgr5*/GRP49*623 y estan inmersas en un nichos celulares y
estructurales, que proporcionan ligandos, factores de crecimiento y otras moléculas para su

mantenimiento y correcta funcién. Los nichos estructurales y estromales estan localizados
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en la lamina propia —alrededor de las criptas— y el nicho epitelial se encuentra contiguo a
las CMI-Lgr5+1#1:42],

El nicho estructural lo constituyen proteinas fibrosas que forman la MEC, como las
fibras de colageno (principal componente de la MEC), lamininas, glucosaminoglicanos,
fibronectinas e integrinas proporcionando el andamiaje molecular y el sistema de
anclaje/adhesion del epitelio con el citoesqueleto, que mantendran la arquitectura y polaridad
de las células del intestino. En tanto, el nicho estromal esta conformado por células
mesenquimales pericriptales como los fibroblastos, miofibroblastos, pericitos, células
endoteliales, del sistema inmune y células neurales, siendo los fibroblastos las células con
mayor proporcion en la lamina propial*t. Contiguas a las CMI —dentro de la cripta—, se
encuentran las células de Paneth (nicho epitelial), que ademas de su funcion secretora de
péptidos antibacterianos y de la esterilizacion del medio circulante del nicho, proveen
factores paracrinos implicados en la regulacion homeostatica, mantenimiento y
diferenciacion de las CMI®42, Es importante destacar que la comunicacién entre los nichos
estromales, estructurales y epiteliales con las CMI, esta regulada por complejas redes de
sefializacién que son clave para la homeostasis del epitelio gastrointestinal y que han sido
objeto de estudio en diversas enfermedades, entre ellas, el CCR. Las vias de sefializacion
implicadas son la via Wnt-B-catenina, la via TGF- B /BMP, Notch, Hedgehog, Noggin y
Ef/Efrina (Figura 5)11,

La via Wnt-B-catenina y Notch son esenciales para el mantenimiento de la
arquitectura del epitelio intestinal, asi como la adecuada diferenciacion y proliferacién de las
CMI-Lgr5*. Estas se encuentran activas en la base de las CL y su silenciamiento ocurre en
las partes superiores de las mismas. Las acciones de la via Wnt-B-catenina requieren del
agonista R-spondina y de ligandos-Wnt 3 y 5a suministrados por células de Paneth,
fibroblastos y miofibroblastos pericriptales, respectivamente. La via Notch, es la responsable
de la definicién del linaje absorbente o secretor de las células progenitoras derivadas de CMI.
Sus ligandos (por ejemplo, DLL4) los suministran las células de Panethl64142],

La contraparte de la via Wnt- B-catenina, es la sefalizacion TGF- 8 /BMP, que se
activa en la parte superior de las CL y se silencia a medida que avanza a la base de las CL.
Esta via inhibe la expansion de las CMI. Sus ligandos son secretados en las partes altas de
las CL y sus moléculas antagonistas (Gremlina 1 y 2, cordina y Noggin) son secretadas por
células del nicho estromal. La sefializacion Hedgehog y Noggin se relacionan con la
homeostasis de los componentes del nicho estromal y la formacion de criptas,
respectivamentel®4. Por otro lado, la sefializacion de Eph/Efrina, promueve la
compartimentalizacion y el movimiento migratorio de las células a lo largo de las criptas,

ademas de mantener la homeostasis de CMI y de Paneth al restringir ligandos clave para su
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proliferacién, en territorios ya diferenciados. La efrina-B, es el ligando de esta via y su
receptor es Eph-B se encuentran ubicados en las partes superiores y en las bases de las CL,

respectivamentel*l,
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Figura 5; Organizacion celular y biologia del epitelio gastrointestinal. La homeostasis del epitelio se
debe a la adecuada funcion entre las células ubicadas en el interior de las criptas de Lieberkiihn, el nicho
estromal y el nicho estructural. Las células madre intestinales (CMI) y las de Paneth se ubican en el fondo
de las criptas. Las CMI son las responsables del recambio, regeneracion y diferenciacion hacia los diversos
linajes de células de la cripta, en tanto que, las células de Paneth, se encargan de proveer factores
paracrinos a las CMI, para que estas ejecuten sus funciones. Conforman el nicho estromal y estructural,
células y moléculas inmersas en la matriz extracelular, respectivamente (parte derecha de la figura). La
homeostasis epitelial requiere la participacion de vias de sefializacién involucradas con la proliferacion y
destino de linajes, como la via Wnt, Notch, Hedhehog, BMP, Eph/Eprina. La participacion de estas vias de
sefializacion se destaca en triangulos a la derecha de la imagen, la parte mas ancha indica mayor activacion
de la via, la parte mas angosta indica menor participacion de la via. Imagen modificada de Meran y cols. 1,

2.6. Anatomia patoldgica del CCR

La localizacion mas frecuente del CCR es el recto (60% de los casos), seguido del
colon sigmoides/descendente (25%) y ciego/valvula ileocecal (10%). Los signos de CCR en
el lado derecho del intestino, son frecuentemente la obstrucciéon de la luz del intestino y
anemia; mientras que en el lado izquierdo predomina la presencia de sangre oculta en heces
y cambios en el habito intestinall*”-43l,

En el analisis macroscépico del CCR, los tumores tienden a presentar formas
polipoides y constrictivas o anulares. Tienen bordes irregulares, mal circunscritos y

ulcerados, independientemente de la localizacion. Las formas polipoides se presentan con
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mayor frecuencia en el colon derecho, como masas exofiticas que se proyectan al lumen
intestinal. Las formas constrictivas rodean la pared intestinal en forma circunferencial y
presentan una ulcera central en su superficie, rodeada de bordes sobreelevados (estenosis

en servilletero), estos localizados en colon izquierdo y recto, principalmente (Figura 6)11844],

B

Figura 6; Aspecto macroscoépico del cancer colorrectal. En el lado A de la figura se muestra una masa
tumoral polipoide que muestra proliferacion exofitica en forma de “coliflor” (flecha negra de imagen inferior,
lado A), caracteristicos de las masas tumorales por CCR en el lado derecho del colon. En el lado B, se
muestra la tumoracioén en el lado izquierdo del colon, la cual tiene configuracion en “anillo de sello”, la cual
rodea la pared intestinal (flecha negra de imagen inferior, lado B), estas lesiones son caracteristicas del
CCR ubicadas en el lado izquierdo y en recto. Imagen modificada de Mohan 1181,

Las caracteristicas microscopicas del CCR no difieren segun la localizacion, sin
embargo, existen diferentes variedades histolégicas del CCR. La variedad mas frecuente
(95% de los casos) es el adenocarcinoma colorrectal (ACCR). A su vez, el ACCR presenta
diferentes grados de diferenciacion. Los ACCR indiferenciados/anaplasicos, son los que
tienden a tener un pronéstico mas desfavorable. El ACCR se disemina por propagacion
directa a estructuras adyacentes y por metastasis a vasos (diseminacion linfatica y
hematdgena), siendo los ganglios linfaticos, el higado, los pulmones y los huesos, los sitios

mas frecuentemente invadidos!!843],

2.7. Diagnostico y estadiaje del CCR
El diagndstico del CCR esta basado en la historia clinica, exploracion fisica y estudios
complementarios invasivos y no invasivos. La colonoscopia con toma de biopsias constituye

el estandar de oro para la determinacion del diagnéstico definitivo, porque este método
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permite la visualizacion directa de las lesiones tumorales. Aunque la colonoscopia es un
meétodo diagndstico invasivo, esta practica se ha asociado a una disminucion de mortalidad
por CCR, debido a la implementacién de cribados preventivos desde los 50 afios de edad.
La deteccidn del antigeno carcinoembrionario y CA 19-9, también han sido utilizados para
detectar y mantener el control de recidivas, sin embargo, esta prueba tiene una baja
sensibilidad y especificidad*+471,

Para el estadiaje del CCR, se usa frecuentemente el sistema de clasificacion TNM
(tumor, node and metastasis). Este sistema es muy (til para determinar el pronéstico y ayuda
a seleccionar el tratamiento que se ha de administrar a los pacientes. La clasificacion TNM
se determina de acuerdo con el grado de invasion tumoral en las diferentes capas de la pared
intestinal, asi como la presencia de metastasis a ganglios linfaticos y otros érganos, y no por
el tamafio del tumor primario. Existen otros sistemas de estadiaje para neoplasias
colorrectales como la clasificacion de Astler-Coller (modificado del sistema Dukes)1843:44],
Los sistemas de estadificacion y su relacion con la supervivencia a 5 afios se presentan en
la Tabla 1.

Tabla 1; Sistemas de clasificacién de neoplasias colorrectales

Estadio TNM Astler-Coller Caracteristicas anatomopatélogicas Supervivencia a 5 afios
I T1 NO MO A Neoplasia limitada a mucosa > 90%
Il T2 NO MO B1 Neoplasia afecta submucosa 85%
Il T3 NO MO B2 Neoplasia afecta muscular +/- serosa 70 - 80%
1 Tx N1 MO C1 Neoplasia afecta muscular + GL regionales 35 - 65%
1 Tx N1 M1 Cc2 Neoplasia afecta serosa + GL regionales 20 - 35%
\Y Tx Nx M1 D Metastasis a distancia 5%

Abreviaturas: GL; Ganglio linfatico, X; Cualquier nimero. Modificado de Mohan [8!

2.8. Tratamiento del CCR

El tratamiento base del CCR es la cirugia. Su objetivo principal es la remocion del
tumor primario y la diseccion de ganglios linfaticos hasta tener margenes negativos a
neoplasia, sin embargo, la cirugia como Unico tratamiento, solo se destina para los pacientes
con estadios iniciales del CCR, mientras que la terapia sistémica (quimioterapia) adyuvante
0 neoadyuvante junto con la cirugia son el tratamiento principal de los estadios
avanzados!*645],

La base de la terapia sistémica para el tratamiento de neoplasias colorrectales es el
5-fluorouracilo (5- FU). Este no es eficaz en monoterapia y con frecuencia se combina con
otros antineoplasicos, como oxaliplatino y &cido folinico —conocido también como

leucovorina—. Estos tres farmacos, combinados, forman el esquema FOLFOX-6; el cual es
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uno de los esquemas quimioterapéuticos estdndar para el ACCR. Otro esquema muy
utilizado es la combinacion de 5-FU, leucovorina e irinotecan (FOLFIRI). La capecitabina, por
otro lado, es un profarmaco de 5-FU administrado a los pacientes via oral; el cual, combinado
con oxaliplatino conforman el armamentario de XELOX[*>48], Todos estos esquemas de
terapia presentan una tasa de respuesta terapéutica no mayor al 50% y un rango de
sobrevida de 17 a 20 meses, después de iniciado el tratamiento. La mayoria de los pacientes
mueren debido al surgimiento de células malignas farmacorresistentes. Este mecanismo
bioldgico, es responsable de la recurrencia del ACCR, hasta en el 90% de los casos*-5,

Los mecanismos de accion de la terapia sistémica se muestran en la Tabla 2.

Tabla 2; Mecanismos de accion de farmacos antineoplésicos utilizados en CCR

Terapia Farmaco Nombre Clasg . Mecanismo de accién
farmacoldgica
- i® Antimetabolitos - S, . . .
e el . Inhibicion de la TS necesaria para la sintesis de
o Analogos de ADN v 6l imiento celul
Capecitabina Xeloda® pirimidina y €l crecimiento celular.
. Inhiben la replicacion del ADN por la induccién de
S @ Complejos de
Oxaliplatino Eloxatin enlaces cruzados en sus cadenas, en la fase G1y

latino - . .
P S del ciclo celular, favoreciendo apoptosis.

Analogos del Coenzima que incrementa la eficacia de 5-FU,

Leucovorina ~ Wellcovorin® oo N L .
acido félico estabilizando su unién con la TS para inhibirla.

Terapia sistémica/
Agentes citotdxicos

Inhiben la topoisomerasa |, responsable del
Irinotecan Camptosar® Campotecinas  desenrrollamiento del ADN durante la replicacion.
Es especifico de la fase S del ciclo celular.

Abreviaturas: CCR; Cancer colorrectal, 5-FU; 5-Fluorouracilo, TS; Timidilato sintasa, ADN; Acido
desoxirribonucleico.

2.9. Valoracion del estado funcional del paciente con ACCR

En la préctica clinica, la valoracion del estado funcional, autocuidado, dependencia 'y
de la calidad de vida del paciente se realiza por medio del indice de Karnofsky (IK)®. El IK
contempla un puntaje de 0 a 100 para el desempefio de los pacientes con cancer. En donde,
0 significa que el paciente ha fallecido y 100 indica que el paciente realiza todas sus
actividades de forma normal (Tabla 3)2. Se ha reportado que el valor del IK correlaciona
con la supervivencia, prondstico y la respuesta a la quimioterapia y que los pacientes con un
IK menor a 50, tienen mayor probabilidad de fallecer en un lapso de 6 meses[®3. Cabe aclarar
gue la asignacion del IK dentro de un nivel en esta escala se hace en forma subjetiva,
existiendo alta variabilidad inter-observador, sin embargo, el IK constituye una herramienta

muy Util para valorar a los pacientes, ya que su aplicacion en la clinica es facil y rapidal®52.54],
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Tabla 3; indice de Karnofsky

Nivel dependencia Valoracién Criterios
A 100 Normal, sin quejas, sin indicios de enfermedad.
Realiza actividades y trabaja de % Actividades normales, pero con signos y sintomas leves de
forma normal; no necesita cuidados enfermedad.
especiales. 80 Actividad normal con esfuerzo, con algunos signos y

sintomas de enfermedad.
70 Capaz de cuidarse, pero incapaz de llevar a término
B actividades normales o trabajo.
Incapaz de trabajar; capaz de 60 Requiere atencidn ocasional, pero puede cuidarse a si
cuidar la mayoria de las mismo.
necesidades personales. Requiere asistencia considerable. Encamado menos del

50 .
50% del dia.
40 Incapacitado, necesita cuidados especiales. Encamado
mas del 50% del dia.
C 30 Invalido grave, tratamiento de soporte activo.
Incapaz de cuidar de si.mismo; 20 Muy grave, encamado por completo, necesita
Requiere atencion hospitalaria o hospitalizacion y tratamiento activo.
institucional. .
10 Moribundo.
0 Muerto.

2.10. Biopatologia de la carcinogénesis colorrectal

El CCR se debe a la acumulaciéon de mutaciones genéticas multisecuenciales a lo
largo del tiempo e involucra alteraciones variadas en la arquitectura de la mucosa
gastrointestinal que terminan por generar una masa tumoral con alto potencial metastasico.
Estos cambios genéticos estan involucrados en la patogénesis del ACCR por medio de dos
vias moleculares: La via canénica APC/B-catenina (también llamada secuencia adenoma-
carcinoma o via de inestabilidad cromosomica) y la via de los genes de reparacion de errores
del ADN (o via de inestabilidad microsatelital)6:5556],

La via candnica, se encuentra alterada en el 85% de los casos esporadicos de ACCR.
En los inicios de la patogénesis de esta neoplasia, el gen APC gue fisioldgicamente regula
la adhesion, migracion y apoptosis celular en las CL, se encuentra mutado con frecuencia
(més del 80% de los casos), generando la formacién de criptas aberrantes y displasicas, que
llevaran a la formacién de adenomas. Este gen esta en constante relacién con la via Wnt- 8-
catenina, fundamental para la homeostasis del epitelio gastrointestinal. La pérdida de APC
genera en el citoplasma de la célula, la acumulacion constante S-catenina desfosforilada y
su translocacion al nucleo (normalmente es degradada y fosforilada en citoplasma cuando
esta presente APC) y activa constantemente la transcripcion de c-myc y ciclina Dy,
relacionados con el crecimiento, proliferacion y supervivencia celular incontrolada. También,

las mutaciones puntuales en el gen K-ras, que codifica para proteinas que interrumpen las
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vias de sefializacion de receptores de factores de crecimiento (como EGFR), entre ellas las
MAPK y PIK3 (un segundo mensajero) y las deleciones en los genes supresores de tumores
DCC, SMAD 2 y SMAD4, contribuyen en forma importante a la transicion adenoma-
carcinomal®>-59,

Por otro lado, TP53, un supresor tumoral que regula la transcripcién de genes que
codifican para proteinas reguladoras de los checkpoints del ciclo celular, apoptosis y
angiogénesis, resulta mutado en el 80% de los casos de ACCR, constituyendo un paso critico
en la transformacién de los adenomas displasicos de alto grado a carcinomas in situ e
invasores (Figura 7, pag. 15)55-57],

Figura 7; Modelo de progresion del CCR y carcinogénesis molecular. El CCR se debe a la acumulacién secuencial
de lesiones genéticas; las cuales se suceden a lo largo del tiempo. Estos cambios se manifiestan como una transicién de
mucosa normal del intestino a carcinoma invasivo. En la mucosa normal, el gen APC, que regula el crecimiento celular y
la apoptosis degrada normalmente a la 3-catenina fosforilada en el citoplasma. De esta manera se inhibe la transcripcién
de los genes involucrados en proliferacion celular (recuadro 1). Por otro lado, ciertas mutaciones en el gen APC (que
ocurren el 80% de los casos de CCR), dan lugar a la formacién de criptas aberrantes, displasia y formacién de adenomas.
Esto se debe a que, en ausencia de APC, B-catenina desfosforilada activa la transcripcién de genes como c-myc que
inducen la proliferacién celular descontrolada (recuadro 2). Ademas, existen mutaciones en la sefializacion de receptor
del factor de crecimiento epidérmico (EGFR), de k-ras, involucrada en la transducciéon de sefiales mitogénicas que
culminan en proliferacién celular y de AKT, que favorecen la autofagia y con ello la supervivencia celular (recuadro 3).
En los adenomas intermedio-tardios, también existen mutaciones en el gen DCC (un supresor de tumores), en el receptor
del factor de crecimiento transformante B (TGFB-R) y en SMAD2/3y 4, que favorecen la pérdida de respuesta a factores
inhibidores de crecimiento y la supresion de apoptosis (imagen 4). Las mutaciones en p53 resultan comunes en el CCR,
debido a lesiones en el ADN; lo que resulta en inestabilidad genética y estrés celular. Esto provoca la sobrexpresion de
proteinas anti-apoptéticas (Bcl-2) y el aumento de la actividad de ciclina E2 (imagen 5), con ello favoreciendo la
supervivencia y proliferacion celular en entornos que les resultarian lesivos a las células normales. Por dltimo, también
se activa la expresion de genes y proteinas capaces de escindir la matriz extracelular, como las metaloproteinasas
(MMP’s), ademés de que las células tumorales adquieren propiedades mdviles e invasivas por medio de transicion
epitelio-mesenquimal (imagen 6), con ello generan metéastasis a 6rganos distantes.
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En cambio, la via del mecanismo de inestabilidad microsatelital, se encuentra
alterada en hasta el 15% de los casos de ACCR. Las mutaciones en linea germinal de los
genes de reparacion de errores de bases del ADN, como MSH2, MSH6, MLH1, PMS1 y
PMS2 impiden la correccion de errores de transcripcion y favorecen la proliferacion celular y
la supresion de apoptosis generando la aparicion de ACCRI56:58.59,

Es importante mencionar que dentro de la patogénesis del ACCR, la inflamacién y el
microambiente tumoral, participan en forma importante en la transformacion adenoma-
carcinoma y la progresion hacia metastasis, por medio de procesos biolégicos como la

transicion epitelio-mesenquimall>556],

2.11. Transicion epitelio-mesenquimal

La transicion epitelio-mesenquimal (TEM) es un proceso bioldgico dinamico,
mediante el cual las células epiteliales (inmdviles y adheridas a la lamina propia) a células
mesenquimales; las cuales son méviles e invasivas. Es decir, las células mesenquimales
derivadas de tumores pueden perforar la MEC, abrirse paso a través de ésta y llegar a
diferentes 6rganos %62, La TEM implica la participacion de una red compleja de moléculas
efectoras, factores de transcripcion y una activacion aberrante de vias de sefializacion, que
permiten a las células mesenquimales adaptarse al microambiente tumoral; el cual es
hipoxico y lesivo para las células normales. Bajo esas condiciones, las células
mesenquimales derivadas de tumores pueden proliferar, diferenciarse y resistirse a la
apoptosis. Condiciones que favorecen la formacién exitosa de micrometastasisi®3¢4, Las
moléculas efectoras de la TEM son proteinas que definen el fenotipo epitelial o mesenquimal
de las células. Se ha reportado que las células epiteliales expresan E-cadherina, ZO-1,
claudinas y ocludinas, que, en conjunto, mantienen la adhesién célula-célula y la polaridad
apico-basal. Por otro lado, la mayoria de las células mesenquimales sobreexpresan N-
cadherina, fibronectina, vimentina y a-SMA. Estos marcadores se asocian con un alto grado
de malignidad de las neoplasias, con resistencia a las quimioterapias, con un pronéstico
desfavorable y recurrencia del cancer. Ademas de los marcadores mencionados, las células
malignas pueden identificarse porque cambian su morfologia, debido a una reorganizacion
de su citoesqueleto y secretan moléculas proteoliticas, como metaloproteasas (MMP),
capaces de destruir la lamina basal de los tejidos y diseminarse a través de vasos
sanguineos, linfaticos y érganos distantes, como se ilustra en la figura 8 (pag. 17)[636566],

Los factores de transcripcién que participan en la TEM son Snail/Slug, TWIST1/2,
ZEB1/2, PROX y miembros de la familia FOX. Estos regulan negativamente la expresion de
marcadores epiteliales y expresan de forma aberrante marcadores de fenotipo mesenquimal.

La sobrexpresién de estos factores de transcripcion también se ha asociado con
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caracteristicas clinico-patolégicas desfavorables en pacientes con ACCR. Por ultimo, los
inductores de la TEM constituyen vias moleculares de sefializacion celular que se activan
individualmente o en conjunto. Estas son la via Wnt- B-catenina y TGF- 3/Smad, Notch,
Hedgehog, PIK3/Akt, principalmente. La hiperactivacion anormal de estas vias en el ACCR,
conduce a la regulacién negativa por medio de factores de transcripcion (principalmente

Snail) de marcadores epiteliales y la ganancia de marcadores mesenquimales(®1-63l,
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Figura 8; Transicion epitelial mesenquimal (TEM). La TEM es un proceso biolégico mediante el cual las
células epiteliales, normalmente inmdéviles, se transforman en células mesenquimales, sobreexpresando N-
cadherina, vimentina y Snai, e inhibiendo la expresion de marcadores epiteliales como E-cadherina, ZO-1,
claudinas y ocludinas. Con ello, las células transformadas adquieren propiedades moviles e invasivas, que
permiten migrar hacia otros 6rganos. En las barras triangulares ubicadas en la parte inferior de la figura, se
observan los cambios representativos de este fendémeno. La barra azul indica las proteinas y caracteristicas
que presentan las células epiteliales, mientras que la barra roja, indica las proteinas y caracteristicas que
presentan las células mesenquimales.

2.12. Microambiente tumoral

El microambiente tumoral es una red compleja de interacciones entre las células
malignas y las células del estroma inmersas en la MEC. Entre estas células estan los
fibroblastos (principales componentes del estroma tumoral), células del sistema inmune,
mieloides, endoteliales, pericitos, entre otrasl®’-%%. En este microambiente, participan
también mediadores inflamatorios, vias de sefializacion, factores de crecimiento y
metabolitos, embebidos en un medio tumoral acido e hipoxico, proporcionando un ambiente
idéneo para la invasion de las células tumorales a la MEC y supervivencia prolongada de
estas células malignas, debido a la inhibicion de la apoptosis, el escape del sistema inmune,
la activacion de la autofagia y de la angiogénesis!®870],

Una subpoblacién celular dentro del microambiente tumoral, ha cobrado gran
importancia debido a su capacidad de resistencia a quimioterapias estandar, estas son las
células madre de tumor (CMT)[67-69.711 E| estudio extenso de los mecanismos biolégicos de

FR que presentan las CMT, asi como su identificacion en tejidos, es un reto en la actualidad.
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2.13. Células madre de tumor (CMT)

Las células madre de tumor (CMT) son una subpoblacion celular inmersa en el
microambiente tumoral con caracteristicas genotipicas y fenotipicas distintas de otras
estirpes celularesl’. Las CMT han sido vinculadas directamente con la resistencia a
quimioterapia, recaidas, crecimiento y progresion tumoral, y la formacion de metastasis.
Ademas, las CMT son las principales responsables de la iniciacion y repoblacion tumoral,
por lo que han sido llamadas las “células iniciadoras del cancer”. Estas representan entre 1%
y el 10% del total de células de un tumor y estan constante comunicacién con el
microambiente tumoral; el cual favorece la activacion de los multiples mecanismos de
resistencia a quimioterapial'®71.73l,

El origen de las CMT es controversial y existen mdltiples teorias que abordan su
desarrollo, sin embargo, la mas aceptada es la del modelo jerarquico, en donde se postula
gue las CMT son originadas a partir de células madre normales (CMN), progenitoras y de
células tumorales sometidas a desdiferenciacion. Es decir, células transformadas que
pasaron por una TEM, que presentan mutaciones en genes supresores de tumores Yy
oncogenes (Figura 9)11011.7374 E| modelo jerarquico, posibilita el entendimiento de futuras
estrategias terapéuticas en los pacientes con ACCR, entre ellas el uso de agentes
quimioterapéuticos que por un lado ataguen a células tumorales o del estroma y por otro, su
combinacién con agentes dirigidos selectivamente a CMT. Estas estrategias posiblemente

tengan un impacto positivo en la sobrevida de los pacientes!%73],
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Figura 9; Origen de las células madre de tumor (CMT). Las células madre intestinales (CMI) presentan
la caracteristica de autorrenovacion y diferenciacion multilinaje, cuando estas células presentan mutaciones
oncogénicas, se transforman en CMT. Las CMT también pueden originarse de células tumorales
diferenciadas, por medio de un proceso de desdiferenciacion. Las CMT adquieren las caracteristicas de las
CMI, generando de esta manera nuevas CMT y células tumorales diferenciadas, o que contribuye a la
heterogeneidad del microambiente tumoral. Las CMT se consideran las células iniciadoras del cancer. La
eliminacion de las CMT podria ayudar a la ablacién tumoral por medio de procesos biolégicos como la
apoptosis. Imagen modificada de Phi, et.all*,
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2.13.1. Caracteristicas de las CMT

Las CMT presentan cinco caracteristicas principales: la autorrenovacion ilimitada,
pluripotencialidad, control homeostatico, quiescencia y capacidad para formar o repoblar
tumores. La propiedad de autorrenovacion se refiere a la capacidad de las CMT de formar
nuevas CMT idénticas. Por otro lado, la pluripotencialidad, se refiere a la capacidad de las
CMT para diferenciarse a diferentes estirpes celulares del microambiente tumoral. El control
homeostatico es la capacidad que tienen las CMT para modular y equilibrar la diferenciacidn
y la autorrenovacion de las células, por dltimo, la quiescencia, que se ha definido como la
capacidad de las CMT para entrar en un estado de reposo (fase Go del ciclo celular), cuando
las CMT estan expuestas a un microambiente desfavorable, p.e., la exposicion a
guimioterapia, hipoxia o falta de nutrientesl374.76.77],

La desregulacién en los procesos de autorrenovacion y la pérdida del control
homeostatico, son responsables del gran potencial que tienen las CMT para iniciar la
formacion de tumores. Se ha reportado que las CMN comparten ciertas caracteristicas con
su contraparte, las CMTI’67879 En la tabla 4, se muestra una comparacion entre CMN y
CMT.

Tabla 4; Caracteristicas de células madre normales y células madre de tumor.

CMN CMT
Autorrenovacion Si Si
Duracion del ciclo celular Ciclo prolongado Ciclo corto
Estabilidad genémica Si Alterada
Capacidad de reparacion del Si Alterada
genoma
Localizacion en CL Parte basal Parte basal
No diferenciadas, pero se No diferenciadas, pero forman

Diferenciacion . - . . .
diferencian a células normales.  células anormales heterogéneas

Resistencia a quimio/radioterapia  No Si

Resistencia a hipoxia No Si

Whnt, Notch y HH en
homeostasis

Identificacién LGR5* Variable en cada tejido

Vias de sefializacion Wnt, Notch y HH alteradas

Abreviaturas: CMN; Células madre normales, CMT; Células madre de tumor, CL, Cripta de Lieberkihn,
TGF-B; Factor de crecimiento transformante-8, HH; Via de sefializacién Hedgehog.
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2.13.2. Mecanismos moleculares de farmacorresistencia en CMT

Las CMT estan implicadas en la resistencia a antineoplasicos y son las principales
responsables de las recaidas y metastasis debido a la heterogeneidad tumorall®.7374, La FR
se ha clasificado en adquirida y de novo. La FR adquirida, es aquella en donde los pacientes
responden de forma inicial al tratamiento, pero poco tiempo después presentan recaidas y
resistencia terapéutica, es considerado el tipo méas frecuente de FR. Por otro lado, en la FR
de novo, los pacientes son refractarios al tratamiento desde su iniciol®®. La FR representa un
problema comun en los pacientes oncoldgicos, siendo una de las causas principales por las
cuales los pacientes fallecen o presentan recaidas de enfermedad. Otro problema en
oncologia es que, hasta el momento, los esquemas terapéuticos, solamente estan dirigidos
hacia células tumorales diferenciadas y sensibles a los medicamentos antineoplasicos, por
lo que las CMT permanecen indemnes/t1.77:81],

La FR en las CMT se debe a que estas células presentan multiples mecanismos
moleculares de defensa contra agentes que les resultan lesivos, estos son: la sobrexpresion
de transportadores de farmacos o bombas de eflujo, la activacibn de enzimas
desintoxicadoras en citosol, la reparacion mejorada del ADN, la quiescencia e inactivacion
de vias apoptéticas. Estos mecanismos en conjunto, activan de forma aberrante las vias de
sefializacion Wnt- B-catenina, HH y Notch, ademas de alterar el microambiente tumoral o
someterse a TEM [74.81.82],

La sobrexpresion de transportadores de farmacos es el mecanismo de FR mas
comun en las CMT, donde la familia de transportadores de unién a ATP (bombas de eflujo
ABC), son las principales representantes. Estas moléculas tienen la capacidad de transportar
los agentes quimioterapéuticos hacia el exterior de la célula tumoral, lo que dificulta que los
farmacos lleguen a una concentracion plasmatica eficaz. Se ha reportado que junto con la
eliminacion del farmaco también se exportan moléculas que favorecen la tumorigénesis. Se
han considerado como armas de doble filo; debido a que, por una parte, eliminan
xenobidticos y toxinas dafiinas para las células, pero, por otra parte, eliminan farmacos de
las células en condiciones patoldgicas. La via Wnt- B-catenina y HIF-71a regulan la expresion
de las bombas de eflujol8%:82],

Otro mecanismo de defensa de las CMT contra la quimioterapia es su capacidad para
desintoxicarse. Este mecanismo consiste en degradar a los farmacos, mediante la actividad
de la enzima aldehido deshidrogenasa (ALDH); la cual convierte aldehidos toxicos derivados
del metabolismo, en acidos carboxilicos. La expresion de ALDH esta regulada por medio de
vias Notch-HH[10:82],

La inhibicién de la apoptosis llevada a cabo por la sobrexpresion de miembros de la

familia Bcl-2 en conjunto con proteinas Bad y Bim (antiapoptéticas) y la represion de
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proteinas Bax y Bak (proapoptéticas) en respuesta a dafios en p53 es otro mecanismo de
FR de las CMT, junto con los mecanismos mejorados de reparacion de ADN por medio de
proteinas BCRA - Rad51 y la quiescencia, esta Ultima activando mTOR. La activacién de
vias de prosupervivencia por parte de las CMT, también induce la expresién de proteinas
antifagociticas y la autofagia, en esta Ultima interviene el gen BNIP3 que codifica para
proteinas que interaccionan con Bcl-2, logrando resistir condiciones adversas y evadir del

sistema inmunel’#81-83], | os mecanismos de FR, se resumen en la Figura 10.
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Figura 10; Mecanismos de farmacorresistencia de las células madre de tumor. En la imagen A se
muestra la sobreexpresion de las bombas de eflujo ABC. Estas son transportadoras transmembranales que
expulsan de las células a los farmacos antineoplasicos; y asi, evitando que éstos alcancen concentraciones
letales para las CMT. En la imagen B, se muestra la sobreexpresion de las enzimas destoxificadoras ALDH,
que degradan e inactivan a algunos agentes terapéuticos. La imagen C muestra el mecanismo de reparacion
mejorada del ADN, mediante la expresion de las proteinas BRCA y Rad51. La imagen D corresponde a la
activacion de vias de sefializacion celular alteradas, que finalmente activan la transcripcion de genes que
codifican para proteinas de multidrogorresistencia (MDR). La imagen E indica la supresion de apoptosis por
medio de la sobreexpresion de proteinas antiapoptéticas derivadas de Bcl-2. Imagen modificada de
Babashah [74],

2.13.3. Marcadores de CMT

Las CMT se aislaron por primera vez hace mas de una década en la leucemia
mieloide aguda. Los aislados de CMT de esta neoplasia mostraban una capacidad de
autorrenovacion ilimitada y fueron identificadas por ser portadoras de marcadores de
superficie denominados cluster of differentiation (CD’s)®4. Posteriormente se encontraron en
tumores sélidos. Se ha reportado que los marcadores tipicos de CMT de ACCR son: CD24,
CD26, CD44, CD133, CD166 (ALCAM), CD326 (EpCAM) y ALDH1. La expresion de los
marcadores antes mencionados se asocié con la formacién de tumores, diferenciacion a
distintos linajes celulares, autorrenovacion y FR. Sin embargo, estos marcadores también
estan presenten en CMN [7485-87] | g identificacion especifica de CMT es, en la actualidad,
un reto; debido a la heterogeneidad que estas células presentan. La busqueda de
biomarcadores especificos de CMT constituye un campo de investigacion activo, debido a
que, en un futuro con su identificacién especifica, se podrian implementar terapias dirigidas,

ser usados como marcadores prondsticos de sobrevida y de respuesta al tratamientol’4.8%, A
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continuacion, se ofrece una breve revision de los marcadores de CMT en CCR, aclarando

gue no son especificos de esta neoplasia.

2.13.3.1. CD24

CD24 es una proteina anclada por glicosil-fosfatidilinositol a la membrana celular,
esta compuesta de 27 aminoacidos. Se encuentra en la superficie de los linfocitos B,
granulocitos y células tubulares renales. Juega un papel importante en la interaccion célula-
célula y adhesion celularl®:8889, Se ha reportado su expresion en una amplia variedad de
neoplasias, asociandose a induccion de TEM, desarrollo de metastasis y peor prondstico
cuando se encuentra sobrexpresadal®-92, CD24 actGia como ligando para P-selectina, un
receptor de células endoteliales y plaquetas, que al estar en contacto inicia el rodamiento de
las células tumorales dentro del endotelio para formar metastasis. CD24 coexiste con CD44,

CD29 y CD31 en diferentes neoplasias!®:89.93],

2.13.3.2. CD26

CD26 conocida también como dipeptidil peptidasa-4 (DPP4), es una glicoproteina
estructural de la membrana celular expresada en células endoteliales, epiteliales y linfocitos
B, se asocia con la regulaciéon del sistema inmune y transduccién de sefales. CD26
desempefia un papel esencial en el metabolismo de la glucosa. Es considerado un marcador
de CMT de CCR debido a que promueve la formacién de tumores in vivo, de esferoides in
vitro y FR a cisplatino y 5-FU cuando se encuentra sobrexpresada junto con CD133 en las
lineas celulares de CCR SW620 y HCT116. Por otro lado, actia como una molécula de
adhesion y regula al alza la expresion de MMP, ademas de promover la TEM y la migracion
de células tumorales por vasos sanguineos. Su sobrexpresion ha sido documentada en
diferentes neoplasias, entre ellas el ACCR, considerandose como un marcador predictivo de

metéastasis®4-9,

2.13.3.3. CD44

CD44 es una proteina transmembranal expresada en células endoteliales, epiteliales,
fibroblastos y leucocitos. Esta involucrada en procesos de proliferacion, adhesién, migracién
celular, hematopoyesis y activacion de linfocitos. Molecularmente esta conformada por un
dominio extracelular (ectodominio), uno transmembranal y uno citoplasmatico. El
ectodominio se encuentra en interaccion con el microambiente y es un correceptor de
factores de crecimiento, citocinas y proteinas tirosina-cinasas, mientras que el dominio
citoplasmaético es el encargado de la transduccién de sefales, mediando la transcripcion de

genes. Su principal ligando es el hialuronato, este Ultimo inmerso en la MECI89.97.98],
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En el ACCR, la sobrexpresion de CD44 juega un papel importante en la progresion,
metastasis y prondstico desfavorable para los pacientes!®. La asociacion CD44-hialuronato
por medio del dominio citoplasmatico se asocia con la activacion de vias de sefializacion
relacionadas con la proliferacién celular (via Wnt, k-ras, MAPK, PIK3 y EGFR), supervivencia
celular (por medio de la proteina Bcl-2), FR (por expresion aumentada de MDR1 y ABCG2)
y angiogénesis. Por otro lado, esta asociacion promueve la TEM, aumentado la MMP-9 que
destruye la MEC. Esto favorece la interaccion con selectinas P, L y CD62 en células
endoteliales, permitiendo su integracion, rodamiento y la extravasacién de las células
tumoralesl8.98.100.101] | 5 expresién este marcador se encuentra asociada con la formacion
de tumores en ratones inmunodeficientes, FR, formacién de esferoides in vitro,

autorrenovacion y diferenciacion a diversos linajes, todas ellas, caracteristicas de CMTI88.89,

2.13.3.4.CD133

CD133, llamado también prominina-1, es una glicoproteina ubicada en las
protuberancias de la membrana celular. Se relaciona con la compartimentalizacion,
mantenimiento y expansion de las CMN. Es el marcador mas utilizado para aislar y
caracterizar CMT, debido a que células CD133*, muestran caracteristicas de CMT cuando
se cultivan in vitro y se implantan en modelos in vivo. Ademas, las CMT-CD133* son
resistentes a multiples agentes antineoplésicos, debido a que sobreexpresan ABCBS.
Estudios de inmunohistoquimica (IHQ) lo han relacionado con la progresion de ACCR,
pronostico desfavorable y recidivas tumorales cuando se sobreexpresa con otros
marcadores como CD44 y CD24. Los inductores de CD133 son la hipoxia y la disfuncion

mitocondriall102-105],

2.13.3.5. CD166/ALCAM y CD326/EpCAM

ALCAM y EpCAM son glicoproteinas transmembranales que actian como moléculas
de adhesién intercelular. EpCAM se expresa exclusivamente en epitelios y neoplasias
derivadas de ellos, se encarga de regular la polaridad de las células por medio de uniones
adherentes('%61971 ALCAM se expresa en una variedad de células y esta implicada en la
supervivencia celular, la motilidad de monocitos a través del endotelio, angiogénesis y el
mantenimiento del nicho de CMI1%8.1%9, | a sobrexpresion de ALCAM y EpCAM en el ACCR

se correlaciona con agresividad del cancer, metastasis y una corta sobrevidalt08.110.111],

2.13.3.6. Marcadores citoplasméaticos de CMT
Ademéas de los biomarcadores presentes en la membrana plasmatica, existen

biomarcadores citoplasmaticos que expresan las CMT en tumores sélidos y neoplasias
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hematoldgicas. Entre estos marcadores estdn ALDH1 y Musashi-1. La sobrexpresion de
ALDH1 en CCR y otras neoplasias, correlaciona con la progresion tumoral y FR[112-114],
Musashi-1, por otro lado, se expresa en el fondo de las CL y pertenece a la familia
de proteinas de union al ARN, regulando la estabilidad del ARN mensajero y la traduccion
de proteinas implicadas en la sefializacion oncogénica. En ACCR ha sido una oncoproteina
gue se sobrexpresa con células CD44* y se asocia con estadios tumorales avanzados,
pronéstico desfavorable y resistencia a 5-FU debido a la formacién de granulos de estrés

anti-apoptoticos!15:116],

2.13.4.Métodos de aislamiento y caracterizacion de CMT

Las CMT de ACCR pueden aislarse de tumores frescos o de lineas celulares. Las
CMT tienen la caracteristica de formar esferoides o colonosferas cuando son cultivados en
medio libre de suero, en condiciones no adherentes. Este método de cultivo es selectivo para
CMT (no diferenciadas). Las células diferenciadas mueren por falta de los nutrientes
contenidos en el suero. Los esferoides de CMT pueden ser caracterizados por medio de la
expresion de marcadores tipicos de CMT117:118],

Existen multiples métodos para caracterizar CMT. Cada uno de ellos ofrece ventajas
y limitaciones. Entre los métodos empleados para caracterizar CMT esté la citometria de
flujo, inmunohistoquimica (IHQ) e inmunofluorescencia (IF). Utilizando cualquiera de estos
métodos, es posible detectar la expresién de marcadores tipicos de CMT. Las técnicas de

caracterizacion se describen brevemente a continuacion.

2.13.4.1. Técnicas de caracterizacién basadas en citometria de flujo

La citometria de flujo es una técnica de separacion y clasificacion celular basada en
las propiedades fisico-quimicas que las células presentan. Ofrece informacion acerca de la
emision de fluorescencia cuando las células atraviesan, una por una, por un haz de luz. La
citometria flujo es utilizada ampliamente para la deteccion de CMT y existen varias
estrategias que promueven su uso como la clasificacion de células activadas por
fluorescencia (FACS), células activadas magnéticamente (MACS), la tincion de Hoechst
33342y el ensayo ALDEFLUORI17-119],

El ensayo FACS utiliza fluorocromos que emiten luz de diferente longitud de onda
cuando son estimulados por luz ultravioleta. Estos fluorocromos se conjugan con anticuerpos
monoclonales, dirigidos contra una proteina especifica, permitiendo, asi, clasificar y
seleccionar células positivas o negativas a uno o varios marcadores. El ensayo MACS utiliza
perlas magnéticas unidas a un anticuerpo monoclonal especifico, permitiendo, la seleccién

de células que expresan el antigeno deseado. A diferencia de FACS, el MACS sélo permite
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seleccionar células positivas a un solo marcador. El ALDEFLUOR identifica y selecciona las
células con alta actividad de la enzima ALDH —marcador tipico de CMT—. Hoechst 33342,
es un colorante fluorescente que identifica la actividad celular de las bombas de eflujo ABC
—que sobrexpresan las CMT—. En este ensayo, la ausencia de tincién indica la presencia
de células que estan sobreexpresando las bombas ABC, debido a que las CMT expulsan el
colorante mas rapidamente que las células normales; las cuales se tifien mas rapidamente y
por mas tiempol'?9l, Las ventajas y desventajas de las técnicas de citometria de flujo se

mencionan en la Tabla 5.

2.13.4.2. Caracterizaciéon por inmunofluorescencia e inmunohistoquimica

La inmunofluorescencia (IF) y la inmunohistoquimica (IHQ) son técnicas que
permiten detectar antigenos expresados en tejidos o células, mediante el uso de anticuerpos
especificos. En la IHQ se emplean enzimas para amplificar las sefiales de interés y en la IF
se utilizan fluorocromos acoplados a anticuerpos secundarios. Los fluorocromos emiten una
luz fluorescente cuando son estimulados por luz ultravioleta (UV). Tanto con IF como con
IHQ pueden visualizarse las células marcadas positivamente con la ayuda de un microscopio
de campo claro, en el caso de IHQ y de epifluorescencia en el caso de IF. Tanto la IHQ como
la IF son técnicas muy sensibles, especificas y utilizadas de rutina en los laboratorios de
patologia. Ademas, pueden visualizarse células expresando uno o mas marcadores en una
misma preparacionl'?>-122, Existen métodos directos e indirectos de IF e IHQ. La IHQ y la IF,

no estan exentas de limitaciones. Las ventajas y limitaciones se mencionan en la Tabla 5.

2.14. Determinacion ex vivo de FR de neoplasias

Se han publicado diferentes estrategias para conocer la sensibilidad de los tumores
a farmacos que ya estan en el mercado o en desarrollo. Estas estrategias son Utiles para
pronosticar la respuesta clinica de los pacientes, a un régimen quimioterapéutico dado. Uno
de los enfoques mas utilizados para estos fines, es la determinacion de quimiosensibilidad
de cultivos primarios de células tumorales o de lineas celulares a los agentes
antineoplasicos, mediante ensayos de viabilidad celular. Existen varios bioensayos para
evaluar la sensibilidad o resistencia de las células tumorales a los agentes antineoplasicos.
Algunos de ellos son el de azul alamar, el azul tripdn y el ATP-CRA (del inglés; adenosine
triphosphate-based chemotherapy response assay). EI método ATP-CRA, se basa en la
medicion de los niveles intracelulares de ATP, mediante luminiscencia del par luciferina-
luciferasal’®3l, Es un método de medicién de la viabilidad celular mas sensible que otros
bioensayos con usos similares, y requiere s6lo una minima cantidad de células (2,000 a

20,000) para realizarlo. Lo cual ofrece una enorme ventaja en bioensayos donde se utilizan
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biopsias humanas. El ATP-CRA ha mostrado una buena correlacién entre la respuesta de
susceptibilidad ex vivo de cultivos primarios y en pacientes con distintos tipos de

neoplasiasi®?4. Es por ello que nosotros utilizamos al ATP-CRA para evaluar todos los

medicamentos que nos interesa estudiar.

Tabla 5; Ventajas y desventajas de las técnicas de caracterizacion de CMT.

Técnica Ventajas Desventajas
FACS e Detecta la expresion de multiples o Alto costo y uso de equipos complejos.
proteinas. e No pueden usarse muestras solidas.
e Solo detecta la expresion de una
. L . roteina.
2 MACS ¢ Rapido y facil de realizar. P . .
2 e Alto costo y uso de equipos complejos.
) e No pueden usarse muestras solidas.
© P
b= o Especificidad.
© ALDH/ . L . .
€  Aldefluor  * Estabilidad de expresién del marcador. e Alto costo y uso de equipos complejos.
.*03 e No pueden usarse muestras solidas.
Tincién ¢ Baja especificidad (no identifica
de e Detecta células que sobrexpresan isoformas).
bombas de eflujo ABC. ¢ Reproducibilidad.
Hoechst L
o Toxicidad del colorante.
e Fluorescencia disminuye respecto al
¢ Multi-deteccion de antigenos. tiempo.
I e Aplicable a tejidos y suspensiones. e Tiempo para visualizacion/ captura
¢ Alta sensibilidad y especificidad. imagenes.
\g ¢ Protocolos cortos. * Usa microscopio de epifluorescencia.
o] e Interpretacion y resultados cualitativos.
(%]
g e Multi-deteccién de antigenos.
s o Alta sensibilidad y especificidad. e Protocolos largos.
IHO ¢ Uso de microscopio de luz. * Necesita buena preservacién de

¢ Aplicable en tejidos y suspensiones.
e Tincion estable respecto al tiempo.
e Barato y accesible.

muestras.
o Interpretacion y resultados cualitativos.

Abreviaturas: CMT; Células madre de tumor, FACS; Clasificacién de células activadas por fluorescencia,
MACS; Clasificacion de células activadas magnéticamente, ALDH; Aldehido deshidrogenasa, IF;
Inmunofluorescencia, IHQ; Inmunohistoquimica. Modificado de Moghbeli, et.al119
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CAPITULO 3. ANTECEDENTES DIRECTOS

3.1. Ubicacién del proyecto en lalinea de trabajo

El presente proyecto de tesis es parte de uno mayor titulado: “Adecuacion para uso
clinico y validacién de un bioensayo ex vivo para predecir la eficacia clinica de esquemas
guimioterapéuticos para tratar adenocarcinomas colorrectales”. Previamente en nuestro
grupo de trabajo, y bajo la direccion de los doctores Herminia Martinez Rodriguez y Salvador
Said y Fernandez, Martha Sofia Rodriguez-Gonzalez, en el afio 2012 como parte de su tesis
de maestria, implementé y valido el método de viabilidad celular ATP-CRA, en biopsias de
ACCR, logrando la caracterizaciéon de cultivos primarios de ACCR vy clasificarlos como
sensibles o resistentes a la combinacion de farmacos utilizados en FOLFOX-6, a la que se
le llamd 5FUOL (por contener 5-FU, oxaliplatino y leucovorina). La mayor parte de los casos
incluidos se encontraban en estadios avanzados de la enfermedad (etapa Il 6 IV) y todos
eran esporadicos. La concentracion de 5FUOL en los cultivos primarios de ACCR fue
equivalente a la dosis letal al 50% (DLso) de cada farmaco. Como estandar se utilizé la linea
celular de ACCR, COLO 320DM y como controles sanos se incluyeron en los estudios,
células madre mesenquimales derivadas de tejido adiposo humano[*?l. Los datos que se
obtuvieron de dicho trabajo, fueron utilizados para el desarrollo de este proyecto.

Por otro lado, Delgado-Gonzéalez P y Garza-Trevifio E.N., desde el afio 2012 hasta
la fecha, elaboraron una base de datos que incluye informacién sociodemografica y clinica
de 92 pacientes con diagnostico histopatolégico de ACCR y los resultados de
quimiosensibilidad a 5FUOL de 80 muestras de ACCR y de 39 muestras de
guimiosensibilidad a XELOX. Ademas, ellas reunieron un biobanco de muestras de tejido de
ACCR que contiene a la fecha mas de 40 muestras criopreservadas y 58 bloques de tejido
tumoral, embebidos en parafina. Estos Ultimos, utilizados para el desarrollo de este proyecto.
También en 2017, como parte del trabajo de tesis doctoral de Garza-Trevino E.N., se
obtuvieron resultados que fueron fundamentales para la realizacion del presente estudio, y

que se refieren enseguida.

3.2. Correlacion entre niumero de CMT y quimiorresistencia en tejidos de ACCRs
Mediante el ATP-CRA, se evalu6 la sensibilidad o resistencia a 5FUOL de 40 cultivos
primarios de ACCR. En dicho estudio, se observé una gran dispersién en cuanto al
porcentaje de muerte celular (PMC). Sin embargo, fue posible determinar que el 80% de los
tejidos de ACCR analizados eran resistentes a 5FUOL y el resto de las muestras (20%)

fueron medianamente resistentes o sensibles. Ademas, se observé una correlacion
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estadisticamente significativa entre el nimero de CMT en cortes histoldgicos de ACCR
(identificadas como células CD24*, CD44* y CD24*/CD44") y la sensibilidad a 5SFUOLM15],

3.3. Perfil de expresién génica de CMT resistentes a 5SFUOL

En 2017, Garza-Trevifio E.N., como parte de su tesis doctoral, identificd tres genes
sobreexpresados por la mayoria de las CMT de ACCR,; esto fueron los genes ABCB1, BNIP3
y KRT18 (Figura 11). Ademas, en el mismo estudio, se observd que la sensibilidad de los
ACCRs depende del porcentaje de CMT contenidas en los cortes histologicos*®.. Dichos
genes se usaron como marcadores de resistencia a 5FUOL en el presente proyecto.

Enseguida describimos sus principales caracteristicas.
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Figura 11; Mapa de calor de expresion génica diferencial de las CMT aisladas de ACCRs resistentes
a 5FUOL. En la imagen se puede observar la sobreexpresion (cuadros rojos) de los genes KRT18, ABCB1,
BNIP3, entre otros, relacionados a la resistencia a la mezcla 5FUOL, en CMT aisladas de la linea celular
Colo320 y de tejidos de ACCR, mediante secuenciacién masiva de dichas muestras. Las flechas rojas
sefialan los genes diferencialmente expresados en las CMT. Imagen modificada de Garza-Trevifio E.N.['3],

3.3.1. ABCB1

El gen ABCBL1 se encuentra localizado en el cromosoma 7p21.12 y codifica para una
proteina transmembranal del mismo nombre o también llamada p-glicoproteina-1
(Pgp-1)/MDR1. Esta ultima, es miembro de la superfamilia de transportadores ABC (ATP-
binding cassette), implicados en la multifarmacorresistencia y se encuentra altamente
conservada entre especies('?6127] |a proteina ABCB1 esta conformada por dos dominios
transmembranales hidréfobos, con 6 hélices-a cada uno y dos dominios de unién a
nucledtidos hidrofilicos, localizados en el citoplasma de las células. ABCB1 actia como una
bomba de eflujo para una variedad de compuestos xenobidticos tdéxicos y permite la salida
de productos quimioterapéuticos fuera de la célula, disminuyendo la concentracién
intracelular de estos y contribuyendo a la FR en los pacientes oncologicos, ademas se ha
reportado que también es responsable del eflujo de moléculas de sefalizacion que

promueven la tumorigénesis!126.128.129],
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3.3.2. KRT18

El gen KRT18 se encuentra en el cromosoma 12g13 y codifica para una proteina
estructural de los epitelios, llamada citoqueratina 18 (CK-18), forma parte de los filamentos
intermedios!3%131, Pertenece a la familia | - acida de las CK’s y para su funcién normal se
co-expresa con CK-8 neutro-basica. CK-18 tiene una funcion importante en la estabilidad
mecanica e integridad de las células epiteliales por su asociacién directa con desmosomas
y hemidesmosomas, participando en la polaridad apico-basal celular(32,

También participa en la regulacion de la apoptosis, progresion del ciclo celular y se
asocia con vias de sefializacion como PIK3/Akt, Wnt y ERK/MAPK, relacionadas con
proliferacion celular®30.131 | a sobrexpresion de CK-18 esta correlacionada con una pobre
diferenciacion celular y mal pronéstico en distintos tipos de cancer!'®3., Su papel como

marcador de CMT no se habia reportado hasta el momento.

3.3.3. BNIP3

El gen BNIP3 codifica para una proteina que se localiza en la membrana mitocondrial
externa de las células. La proteina BNIP3 contiene un dominio BH3 y actia como un factor
proapoptético, asi como inductor de la autofagia y mitofagia, teniendo un papel dual en la
biologia (muerte y supervivencia celular). Su expresion se encuentra regulada por la hipoxia.
BNIP3 interactla con otras proteinas antiapoptéticas, incluyendo a una proteina E1B de 19
kDa, beclina-1 y Bcl2. También, causa disfuncion mitocondrial, lo que genera especies
reactivas de oxigeno y la induccién de la autofagia por medio la asociacion con mTOR. Los
cambios en la expresion de BNIP3, junto con otros miembros de la familia Bcl-2 estan
implicados en transformacién maligna de diversos tejidos y se conocen como marcadores
claves de cancer y de resistencia a los mecanismos inductores de muerte celular. La
desregulacion de la expresion de BNIP3 se asocia entonces con el crecimiento tumoral y
enfermedad agresiva. BNIP3 se ha encontrado expresado en areas perinecroticas de varios

carcinomas de células epiteliales [134-137],
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CAPITULO 4. JUSTIFICACION

El CCR es una de las neoplasias mas frecuentes en nuestra poblacion. El tratamiento
consiste en la reseccién quirdrgica y quimioterapia. En nuestro medio uno de los esquemas
terapéuticos mas utilizados es FOLFOX-6, que incluye a 5-FU, oxaliplatino y leucovorina. Se
ha reportado que menos del 50% de los pacientes que lo reciben no responden a la
quimioterapia y el 50% restante lo hacen de manera heterogénea.

En nuestro grupo hemos observado que las CMT de ACCR son las principales
responsables de la FR y en la mayoria de las muestras las CMT sobreexpresan ABCB1,
KRT18 y BNIP3 y estan correlacionados con resistencia a 5FUOL.

Actualmente, los métodos para determinar la sensibilidad a estos farmacos se basan
en la respuesta clinica y la sensibilidad in vitro de las células tumorales a la exposicion de
estos tratamientos. Por ello, como una alternativa, en este trabajo se evalud, en cortes
histolégicos de ACCRs, la expresiéon de los marcadores tipicos de CMT (CD44, CD24 y
CD26) y los productos proteicos de los genes de resistencia a 5SFUOL (ABCB1, KRT18 y
BNIP3), con el fin de proponerlos como marcadores pronésticos de la respuesta al
tratamiento con FOLFOX-6.
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CAPITULO 5. HIPOTESIS

En cortes histoldgicos de ACCRs, el area ocupada por CMT ABCB1*, KRT18",
BNIP3*" o sus combinaciones correlaciona con la sensibilidad a 5FUOL, el PMC, el IK,

presencia de metéstasis tiempo de sobrevida, y pobre pronéstico para los pacientes.
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CAPITULO 6. OBJETIVOS

6.1. Objetivo general

Investigar si, en cortes histoldgicos de ACCRs, existe correlacion entre el area ocupada por
CMT ABCBL1*, KRT18*, BNIP3*, 0 sus combinaciones con las siguientes variables:
Sensibilidad in vitro a 5SFUOL, IK a dos afios del tratamiento inicial, presencia de metastasis

y porcentaje de pacientes sobrevivientes a dos afios del tratamiento inicial

6.2. Objetivos especificos

1. Aislar y caracterizar CMT a partir de ACCR y su posterior diferenciacion a células
epiteliales.

2. Determinar si existe correlacion entre el area ocupada por CMT CD26* CD24",
CD44* o sus combinaciones en los cortes histolégicos de ACCR con las variables
antes descritas de los pacientes.

3. Determinar si existe correlacion entre el area ocupada por células ABCB1*, KRT18*
BNIP3*, o sus combinaciones en los cortes histolégicos de ACCR con las variables

antes descritas de los pacientes.
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CAPITULO 7. DISENO EXPERIMENTAL

7.1. Estrategia general
El presente proyecto se dividié en cinco etapas para su desarrollo; las cuales se describen a
continuacion:
= Primera etapa: Aislar CMT de ACCRs y caracterizarlas, mediante IF de doble
marcaje, con anticuerpos monoclonales anti-CD44 y anti-CD24 y la expresién de los
productos proteicos de ABCB1 con CK-18 o BNIP-3.
= Segunda etapa: Evaluar la pluripotencia de las CMT aisladas de ACCRs. Para ello,
los aislados de CMT se indujeron a diferenciarse a linajes epiteliales, cuya estirpe se
confirmé, mediante IF con anticuerpos monoclonales anti-CK-17, -CK-20, -EGFR y
una mezcla de anti-CKs, todos estos, marcadores especificos de células epiteliales.
= Tercera etapa: Selecciéon de casos de ACCR en nuestra base de datos, analisis
histopatoldgico de las muestras correspondientes de ACCR embebidas en parafina
y recoleccidn de los datos clinico-patolégicos correspodientes.
= Cuarta etapa: Obtencion de cortes histologicos de las muestras de ACCR
seleccionadas y, mediante escaneo de lamillas, identificacion y conteo de CMT
CD26*/CD24* 6 CD44* y ABCB1/CK-18* 6 BNIP3*, asi como la identificacion y
conteo de CMT que expresan los marcadores arriba mencionados de forma aislada.
= Quinta etapa: Analisis morfologico de las preparaciones de IHQ, determinando las
areas de positividad a los marcadores descritos en la cuarta etapa y andlisis
estadistico de los datos con pruebas de correlacién y asociacién analizando las

variables antes mencionadas.
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CAPITULO 8. MATERIAL Y METODOS

8.1. Aislamiento de CMT de ACCR

Obtuvimos muestras frescas de seis ACCRs primarios extirpados quirdrgicamente de
pacientes atendidos en el Hospital Universitario de la UANL o en el Centro Médico Nacional
del Noreste, Unidad de Altas Especialidades Médicas No. 25 (UMAE 25), IMSS. El
diagnéstico de ACCR, se confirmd por patdlogos adscritos en ambas instituciones,
inmediatamente después del acto quirdrgico. Los patélogos examinadores nos donaron una
muestra de aproximadamente 2 x 3 cm, de cada tumor y de unos 5 cm? de colon sano. Los
tejidos tumorales y sanos se colocaron en tubos conicos estériles de polipropileno de 50 mL
(Wuxi NEST Biotechnology Corporation, Rahway, NJ, USA), y éstos, en hieleras con hielo y
se trasladaron de inmediato a nuestro laboratorio. Las muestras se lavaron una vez con
solucion salina fisioldgica estéril y dos veces con solucién amortiguadora de fosfatos (PBS).
Las muestras se descontaminaron, sumergiéndolas en etanol al 70% por 40 seg, agitando
los tubos suavemente, por inversion. Se desechd el sobrenadante y se lavaron las muestras
tres veces con PBS, adicionado con 2.5 pg de anfotericina B/mL 100 pg/mL de gentamicina
(Life Technologies Co. Grand Island, NY, USA). Las muestras se colocaron en cajas de Petri
de poliestireno (Corning Incorporated-Life Sciences, Oneonta, NY, USA) en condiciones
asépticas. Cada una de las muestras se cortd, por separado, en trozos de aproximadamente
0.5-1.0 mm?3 y se mezcl6 con 1 vol de 2.0 ug de colagenasa tipo | (Life Technologies Co.,
Carlsbad, CA)/mL de medio de cultivo del Roswell Park Memorial Institute (RPMI, Life
Technologies) adicionado con gentamicina y anfotericina B, a las concentraciones arriba
descritas (en adelante medio adicionado). Cada una de estas preparaciones se incubg, con
agitacion magnética, a 37°C por 2 h y se paso por una malla con poros de 100 um (Corning).
Las células se sedimentaron, centrifugando cada preparacion a 730 x g por 10 min. Se lavo
el paquete celular tres veces con PBS adicionado y las células se resuspendieron en 1 mL
de medio IMDM (Iscove’s Modified Dulbecco’s Medium, adicionado y enriquecido con 10%
de suero fetal bovino (SFB). En adelante, medio adicionado y enriquecido. El medio IMDM y
el SFB se adquirieron de Life Technologies. Se determind la viabilidad celular por el método
de azul de tripano, utilizando una cdmara de Neubauer. Se sembraron 1 x10° células viables
en una placa de Petri de poliestireno de 60 x 15 mm de diametro, conteniendo 5 mL de IMDM
adicionado y enriquecido y se incubaron a 37°C, en atmdsfera de CO; al 5% por 20 dias,
cambiando el medio cada tercer dia. En el dia 21, las células se cambiaron a placas de Petri
conteniendo 5 mL de medio de seleccion de CMT (DMEM [Dulbecco’s Modified Eagle’s
meédium; Life Technologies], adicionado con 10 nM de nicotinamida (Sigma Aldrich- Merck ,
St. Luis MO, USA), 20 ng de EGF [epidermal growth factor]/ mL y 10 ng de FGF-{ [fibroblast
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growth factor; PeproTech, Rocky Hill, NJ. USA])/mL, 2.5 pg de anfotericina B/mL y 100 pg de
gentamicina B/mL). Las células se incubaron a 37°C en atmosfera de CO; al 5% por 15 dias,

cambiando el medio de cultivo cada tercer dia.

8.2. Caracterizacion de las CMT de ACCR

En el dia 35 después de iniciado el aislamiento de las CMT se dividié cada uno de
los cultivos de CMT en tres alicuotas. Una alicuota se fijé6 con metanol/acetona. Las células
de la segunda alicuota se indujeron para diferenciarse a células epiteliales y las de la tercera

alicuota se preservaron en nitrogeno liquido o se mantuvieron en cultivo, segun se requirio.

8.2.1. Fijacién delas CMT

Para la fijacion de las CMT, se obtuvo el medio de cultivo de nuestras placas de Petri
y se centrifug6 a Se colectaron las células suspendidas en el medio de cultivo en tubo cénico
de 15 mL (Wuxi NEST Biotechnology Corporation, Rahway, NJ, USA) y se sedimentaron por
centrifugacion a 50 rpm, por 10 min. Se reservo el paquete celular y se lavaron las células,
dos veces, con PBS. Se suspendi6 el paquete celular en metanol-acetona (1:1 v/v) y se
almaceno la preparacion a 4°C hasta su uso. Con estas células se hizo un frotis en un

portaobjetos pretratado con poli-L lisina (Sigma Aldrich).

8.2.2. Doble marcaje de las CMT

En un frasco de Coplin de vidrio conteniendo TBST (Tris-buffered saline Tween 20)
se sumergieron los frotis de las CMT, tres veces por 3 min por vez. Cada frotis se cubrié con
50 pL de una solucion de blogueo de proteinas, incluida en el Kit Mouse & Rabbit Specific
HRP/DAB (ABC) Detection IHC (Abcam Inc, Cambridge, MA, USA). Los frotis se incubaron
en camara humeda a 37°C por 30 min y se les agregaron los anticuerpos monoclonales como
se describe a continuacion, todos los anticuerpos monoclonales se adquirieron de Abcam

Inc, Cambridge, MA, USA] en todos los casos se utiliz6 PBS como diluyente.

8.2.2.1. Combinacion de anti-CD24 y anti-CD44

Anti-CD24 conjugado con FITC (fluorescein isothiocyanate; verde; clona SN3,
dilucién 1:100) y anti-CD44 conjugado con PE/Cy7 (phycoerythrin (PE) / Cyanine7 (Cy7);
rojo; clona F10-44-2, dilucién 1:100). El anticuerpo anti-CD24 fue monoclonal de ratén y anti-
CD44 de conejo.
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8.2.2.2. Combinacion de anti-ABCB1 y anti-CK-18
Anti-ABCB1 (clona EPR10364-57, dilucién 1:200) y anti-CK-18 (clona C-04, dilucion

1:200). El anticuerpo anti-CK-18 fue monoclonal de ratén y anti-ABCB1 de conejo.

8.2.2.3. Combinacién anti-ABCB1 y anti-BNIP3
Anti-ABCBL1 (clona EPR10364-57, dilucién 1:200) y anti-BNIP3 (clona Ana40, dilucion
1:100). El anticuerpo anti-CBNIP3 fue monoclonal de ratén y anti-ABCB1 de conejo.

8.2.2.4. Procedimiento

Se mezclaron en un tubo de microcentrifuga de 2 mL (Costar®- Corning
Incorporated-Life Sciences, Oneonta, NY, USA) 50 uL de cada uno de los anticuerpos, para
obtener cada una de las combinaciones arriba mencionadas. Los frotis de CMT se cubrieron
con 50 pL de cada una de esas combinaciones y se incubaron en una camara humeda, en
oscuridad, a 4 °C por 12 h. Como control negativo de la técnica de IF de doble marcaje se
utilizaron frotis de aislados de CMT, a los cuales se les omitieron las combinaciones de
anticuerpos primarios antes descritos. Las preparaciones se lavaron tres veces con TBST,
cada una por 3 min. Cada preparacion se cubri6é con 50 L de anticuerpos secundarios Alexa
Fluor® 488 (verde) y 560 (rojo) (Invitrogen, Carlsbad, CA), diluidos 1:1000 con PBS, a
excepcion de la combinacién de anticuerpos anti-CD24/anti-CD44. Se incubaron las
preparaciones en una camara himeda a 37°C por 1 h y se lavaron por inmersion (cinco
veces) en TBST y se cubrieron con 10 pL de medio de montaje VECTASHIELD® mezclado
con 4‘,6-diamino-2-fenilindol (DAPI; Vector Laboratories, Inc. Burlingame, CA, USA) como
medio para la observacion de nucleos celulares. Se colocd, sobre las preparaciones un
cubreobjetos de 22 x 40 mm (Corning) y se sell6 con esmalte comercial para ufias y se
conservaron a 4°C hasta su observacién. Todo el procedimiento arriba descrito se realizé en
oscuridad. Se observaron las preparaciones con un microscopio de epifluorescencia Nikon
ECLIPSE 50i (Nikon Instruments Inc. Melville, NY, USA) y se fotografiaron cinco campos
seleccionados al azar, a una amplificacion de 400 didmetros, con la ayuda de la aplicacion
Qcapture Pro-7 (Qimaging, Inc./Media Cybernetics, Inc., Rockville, MD, USA). Como parte
del andlisis realizado se sobrepusieron las imagenes utilizando el programa Image J, del
Instituto Nacional de Salud de Estados Unidos (National Institute of Health, USA

https://imagej.nih.gov/ij/download.html).

8.3. Diferenciacién de CMT a células epiteliales
Un aislado de CMT de ACCR se sedimenté mediante centrifugacion, a 50 rpm por 10
min en tubos cdnicos de 15 mL, se resuspendieron en RPMI y se determiné su porcentaje

de viabilidad, con Azul de Tripan, se ajusté su concentraciéon a 1x10° CMT/mL con RPMI
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1640 adicionado con gentamicina, anfotericina B y 2% de seroalblmina bovina (SAB [Sigma-
Aldrich-Merck]), se inocularon 1x10% CMT en microcamaras de cultivo Nunc Lab-Tek Il
Chamber Slide® (Thermo Scientific) —estas microcamaras estan construidas en portaobjetos
y cada portaobjetos tiene cuatro camaras—. Las células se incubaron a 37°C en atmdsfera
de CO; al 5% por 25-30 dias, cambiando el medio de cultivo cada tercer o cuarto dia y
visualizando la morfologia de las células en un microscopio invertido VELAB®, modelo VE-
403- (Velab, Co., MX). Ademas, se incremento la concentracion de SBF en el medio de
cultivo el dia 3-4 a 5%, el dia 9-10 a 10% y al dia 15 a 15%. Las células diferenciadas se
fijaron con metanol-acetona (1:1 v/v [pag. 35]) y se conservaron a 4°C, hasta su analisis con
IF. El procedimiento de marcaje y andlisis se describe en la pagina 36, utilizando los
siguientes anticuerpos monoclonales primarios (1:200 [Abcam], diluidos con PBS): La
primera camara, contando de izquierda a derecha, se traté con anti-CK-17, la segunda
cadmara, con anti-CK-20, la tercera con una mezcla de anticuerpos monoclonales contra
diversas citoqueratinas (CK), y en la cuarta cadmara se incluy6 anti-EGFR, se incubaron las
microcamaras a 4°C por 12 h en una cdmara humeda y a cada cdmara se le afiadieron 200
uL de los anticuerpos secundarios (1:500 con PBS [Alexa Fluor (AF)® 488, verde y 560, rojo].
AF-488 se afiadio a las preparaciones con anti-CK-17, 20 y mezcla de anti-CK, y AF-560 se
agrego a las cdmaras con anti-EGFR. Se incubaron las preparaciones en oscuridad, a 37°C,
en camara humeda por 1 h y se lavaron, tres veces, por inmersiéon en TBST, 3 min por vez.
Se retiraron las divisiones de las microcAmaras y agregaron 10 uL de VECTASHIELD® —
con DAPI — a cada preparacion, la cual se cubrié con un cubreobjetos. Se conservaron las
laminillas a 4°C, en oscuridad, hasta su visualizacién en microscopio de epifluorescencia. De
tres campos seleccionados al azar, se tomaron fotografias a una amplificacion de 400

didmetros y se sobrepusieron las imagenes utilizando el programa Image J.
8.4. Seleccidn de casos de ACCR y coleccion de datos clinico-patolégicos

8.4.1. Base de datos matriz y obtencion de tejidos de ACCR

Se seleccionaron casos de ACCR de nuestra base de datos. De cada caso se
colectaron los siguientes datos de cada paciente (antes y pasados dos afios de la reseccion
de su tumor primario): Numero de folio, IK inicial y final, antecedentes personales patolégicos
y heredofamiliares, historia clinica de los casos, resultados del analisis histopatolégico
derivado de tejido de colonoscopias, estadio de la enfermedad (determinado por la
clasificacion TNM de la OMS), etapa clinica y notas clinicas de consultas médicas de

seguimiento de los casos.
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La determinacion de la sensibilidad a 5FUOL y el aislamiento de las CMT formo parte
de las tesis de maestria y doctorado de Rodriguez-Gonzéalez, M, Garza-Trevifio, EN y
Delgado Gonzélez, P., respectivamente. En este trabajo se analizé esa informacién como
parte de los objetivos de este proyecto. Brevemente: de cada uno de los casos de ACCR se
colectaron muestras de tumor, conservadas en nitrégeno liquido y tres bloques de tejido
intestinal sano de origen cadavérico. Todos los casos incluidos en el presente estudio fueron
diagnosticados como ACCRs y se descartd la presencia de neoplasia en los tejidos sanos
intestinales por patdlogos adscritos a los Hospitales del IMSS o de la UANL. Las muestras
se dividieron en dos porciones. La primera se fijo, en soluciéon de Carnoy (etanol absoluto,
cloroformo y &cido acético glacial (6:3:1 v/v) y se incluyeron en parafina, con la ayuda de un
procesador automatico de tejidos -Histokinette- (modelo KD-TS3D, Kedi Instrumental
Equipment CO) y un centro de inclusion de parafina (modelo KD-BM |, Kedi Instrumental
Equipment CO.). El procedimiento de inclusion de tejidos en parafina se muestra en la Tabla

6. Estos bloques se utilizaron en la cuarta etapa de este proyecto.

Tabla 6; Técnica para incluir tejidos en parafina

Equipo Paso Reactivo Tiempo

Fijacion Solucion de Carnoy 5 dias
Etanol al 60%
Etanol al 70%
Etanol al 80% 60 min
Etanol al 96% cada paso
Etanol al 100%*
Etanol al 100% y Xilol?

Deshidratacién

Histokinette /
Procesador de tejidos

Aclaramiento Xileno? 60 min
Preinclusion Parafina liquida® 60 min
S5
g i Inclusion definitiva Parafina liquida® 60 min
(8]
[}
O£

Abreviaturas: 'dos cambios del reactivo al tiempo indicado, 2; Proporcion 1:1 (v/v), 3; Requiere de unidades
o cassetes de inclusion.

Con el segundo fragmento de cada muestra de ACCR se evalué su sensibilidad a
5FUOL con el ATP-CRA y ademas se aislaron las CMT. Para ello, se realiz6 el protocolo de
aislamiento de células tumorales de ACCR de la seccion 8.1. Las células se sembraron en
microplacas de 96 pozos de baja adherencia, en presencia de 5SFUOL, se incubaron a 37°C
en atmosfera de CO. al 5%, por 48 h y se determiné el porcentaje de viabilidad con el kit Cell-

Titer-Glo®. Luminescent Cell Viability Assay (Promega Corporation, Madison, WI, USA).
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Luego, se convirtieron los resultados de luminiscencia en porcentaje de muerte celular

(PMC), utilizando la siguiente ecuacion:

Donde:
PMC es Porcentaje de muerte celular
I.CT LcT es Luminiscencia del sobrenadante de las células tratadas,
PMC - 1' — X 100 con 5-FUOL, equivalente & la concentracion de ATP
PLCST intracelular.

PLSCT es Promedio de luminiscencia del sobrenadante de los
controles -células- no tratados, equivalente al 100% de la
concentracion intracelular de ATP.

Los valores de PMC se utilizaron para clasificar los ACCRs como sensibles a 5SFUOL
(PMC = 20) o resistentes (PMC <20).

8.4.2. Criterios de inclusion y exclusion de casos de ACCR

Para llevar a cabo la seleccién de los casos de ACCR que participaron en este
proyecto, se consideraron los criterios de inclusion y exclusion que aparecen en la Tabla 7
(pag. 40).

De los 94 casos incluidos en la base datos matriz del grupo de trabajo, solamente
cumplieron con los citados criterios de inclusién, 20 casos de ACCR. Estos ultimos fueron
los seleccionados para participar en la cuarta y quinta etapa de nuestro estudio, de los cuales
10 casos fueron sensibles y 10 resistentes a 5FUOL. Una vez realizada la discriminacion de
los casos, se extrajo toda la informacién de la base de datos matriz de los casos
seleccionados y estos se incluyeron en una nueva base de datos, exclusiva para el desarrollo
de este proyecto, esta Ultima se realizé con el programa Microsoft Excel®, respetando el folio
asignado de los casos por los proyectos previos -Bl11-004 y BI14-009-. Para ello, se
realizaron cartas institucionales de transferencia de datos clinicos y de muestras biolégicas
ante los Comités de Etica en Investigacion de las instituciones participantes, con el fin de

hacer uso adecuado de estos.
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Tabla 7; Criterios de inclusion y exclusion del proyecto

Criterio Consideraciones

v/ Contar con el historial completo de datos sociodemograficos y clinicos, incluyendo el
diagnostico histopatoldgico de ACCR! y su estadio, en base a la clasificaciéon TNM?.

v Contar con los datos cuantitativos de sensibilidad a 5FUOL® y el PMC*.
v" Que el paciente hubiera iniciado su tratamiento al menos dos afios antes de la fecha de
inicio del presente estudio.

v/ Contar con el seguimiento clinico completo de los casos a los 2 afios del tratamiento inicial.

v' Que se contara con una muestra de ACCR, debidamente criopreservada o incluida en
bloques de parafina, con un tamafio suficiente para realizar el nimero de cortes
histolégicos necesarios (10 cortes histoldgicos por caso de ACCR).

v" Que el paciente no hubiera recibido quimioterapia/radioterapia, previo a la extirpaciéon de
su tumor primario.

Criterios
de inclusion

v" Que el paciente no tuviera antecedentes personales o heredofamiliares de CCR.

= Pacientes que retiraran su consentimiento informado.
*= Muestras dafiadas o con poco tejido para realizar cortes histolégicos.

No contar con historial clinico completo y/o el seguimiento de los casos.

Criterios de
exclusiéon
-

= No contar con los resultados de sensibilidad a 5FUOL.

= Tipos histolégicos distintos al ACCR.
Abreviaturas: 'ACCR; Adenocarcinoma colorrectal. 2TNM; Tumor, ganglios linfaticos y metastasis.
35FUOL; 5-Fluorouracilo, oxaliplatino y leucovorina. “PMC; Porcentaje de muerte celular.

8.5. Obtencidn de cortes histoldgicos

Se obtuvieron cortes histoldgicos de tejidos incluidos en parafina de los veinte casos
de ACCR y tres de tejido intestinal sano. Ademas, se obtuvo 1 bloque de tejido embebido en
parafina de cerebro humano, que sirvié como control negativo de la técnica de IHQ de doble
marcaje, empleada en este trabajo. Para ello, los bloques de parafina fueron colocados en
un micrétomo rotativo manual (modelo RM2125RTS, Leica Biosystems Nussloch, Nussloch,
DE) para realizar secciones seriadas de 4 um de espesor. Las tiras de tejido seccionado se
colocaron y extendieron en un bafio de flotacion digital para tejidos (modelo KD-P Wather
Bath, Kedi Instrumental Equipment CO.), que contenia agua destilada a 45°C. Enseguida,
fueron montadas en portaobjetos de 75 x 25 mm tratados previamente con (3-aminopropil)-
trietoxisilano (Sigma Aldrich), para mejorar la adherencia del tejido en las laminillas. Se
obtuvieron 14 laminillas de cada uno de los bloques de tejido tumoral o sano. Dos de estos
cortes se tifieron de hematoxilina y eosina [H&E]. En cuatro cortes se hizo un doble marcaje
con IHQ de doble marcaje y ocho cortes se reservaron como posible repuesto. En cuanto al
tejido cerebral se obtuvieron 6 cortes histologicos, que fueron empleados para la técnica de
IHQ de doble marcaje — descrita en secciones posteriores —. Las laminillas con los cortes
histologicos se colocaron en una canastilla de metal y en un horno a 50°C por 1 h y se

reservaron a temperatura ambiente hasta su uso.
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8.5.1. Tincion de Hematoxilinay Eosina (H & E)

Para la tincibn de H&E se realizaron cortes histologicos en todos los bloques de
tejidos tumorales y sanos con el fin de determinar la integridad del tejido y confirmar los
hallazgos histopatoldgicos de ACCR e histologia normal de intestino sano, respectivamente.
Para ello se sigui6 con el protocolo de tincion de H&E que se muestra en la Tabla 8. Las
muestras se montaron con resina para microscopia basada en xileno -Entellan® (Merck
KGaA, Darmstadt, DE)- y se conservaron a temperatura ambiente, hasta su foto-
documentacion mediante un escaner de laminillas —Aperio AT2 Digital Pathology Scanner®
(modelo AT2, Leica Biosystems Inc, Buffalo Grove, IL, USA)-. Este equipo nos permitio
realizar capturas de imagenes desde 40 hasta 400 diametros, de manera automatizada. Los
archivos fotogréficos escaneados fueron almacenados en los equipos de computo de nuestro

laboratorio y respaldados en discos duros portatiles para su posterior analisis.

Tabla 8; Protocolo de tincién de hematoxilina y eosina para cortes en parafina

Paso Inmersic_')p en Tiempo Paso Inmersig'),n en Tiempo
# solucién # solucion
1 Xileno 5 min 10  Agua amoniacal 2 inmersiones rapidas
2 Etanol-Xileno (1:1) 5 min 11  Agua corriente Enjuague lento
3 Etanol 100% 2 min 12  Agua destilada Enjuague lento
4 Etanol 96% 2 min 13 Eosina 6 inmersiones
5 Agua destilada Enjuague lento 14  Etanol 96% 1 min
6 Hematoxilina 2 min 15 Etanol 100% I 2 min
7 Agua corriente Enjuague lento 16 Etanol 100% Il 2 min
8  Alcohol acido 1 inmersién rapida 17  Etanol-Xileno (1:1) 3 min
9 Agua corriente Enjuague lento 18 Xileno 5 min

8.6. Inmunohistoquimica de doble marcaje

Se obtuvieron cortes histolégicos de ACCR, tejido intestinal sano y cerebral para
realizar inmunohistoquimica (IHQ) de doble marcaje con el fin de observar y cuantificar el
area de positividad a marcadores tipicos de CMT evaluando las combinaciones CD24/CD26
y CD44/CD26 y de los productos proteicos de los genes de resistencia a 5FUOL
determinando la expresién de las siguientes combinaciones proteicas: ABCB1/CK-18 y
ABCB1/BNIP3. Los tejidos de ACCR fueron considerados como nuestro grupo experimental,
los tejidos sanos fueron utilizados como control sano y el tejido cerebral como control
negativo de la técnica de IHQ de doble marcaje. Para lograr la observacion de dos
marcadores en una misma preparacion se llevé a cabo el protocolo de IHQ de doble marcaje

gue se menciona brevemente a continuacién: Los cortes histolégicos se desparafinaron e
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hidrataron realizando inmersiones sucesivas, a temperatura ambiente, en las soluciones que

se muestran en la Tabla 9.

Tabla 9; Procedimiento para desparafinar cortes histolégicos

Solucion Tiempo de inmersion (min)
Xileno | 15
Xileno 11 10
Etanol 100% | 6
Etanol 100% II 6
Etanol 95% 6
Etanol 85% 6
Agua destilada 6
Tris Buffer salino (TBS) + Tween 20 (TBS-T) 6

Después, se realizé la recuperacion de antigenos por calor, con la solucion —Target
Retrieval Solution® (TRS)- basada en citrato a pH 6.1 (Dako, Agilent Technologies, Inc,
Santa Clara, CA), precalentada a 96°C por 20 min, en un rack de plastico. Se sumergieron,
en éste, los portaobjetos con los cortes histolégicos por 25 min a 96°C en una olla de presion
con temperatura controlada. Después, se dejaron enfriar, dejandolos dentro de la misma
solucién por 20 min. Este procedimiento se realiz6 con el fin de exponer los antigenos del
tejido embebido en parafina y asi mejorar la intensidad de tincién con los anticuerpos
utilizados. Posteriormente, las laminillas se lavaron con TBS-T en 2 ocasiones, cada una por
6 min. Las preparaciones se cubrieron con 50 pL de los siguientes anticuerpos primarios de
conejo (uno por cada laminilla), diluidos como se indica a continuacién. Todas las diluciones
se hicieron con PBS y se obtuvieron de Abcam: Anti-CD26 (clona: policlonal, dilucion 1:200),
se us6 para observar la expresion de marcadores tipicos de CMT 6 anti-ABCB1 monoclonal
(clona EPR10364-57, dilucién 1:200) para detectar las proteinas de resistencia a 5FUOL.
Las preparaciones con los anticuerpos se incubaron con sus respectivas preparaciones por
12 h, en una cAmara humeda oscura a 4°C.

Las preparaciones se lavaron dos veces con TBS-T, 3 min por vez y cada
preparacién se cubrié con 50 pL del reactivo Rabbit AP Polymer, incluido en el Double Stain
IHC Kit: M&R on human tissue (HRP/Green & AP/Fast Red, Abcam)® y se dejé en reposo
por 1 h a temperatura ambiente. Se lavaron las preparaciones tres veces con TBS-T, 2 min
por vez. Cada laminilla se cubrié con 100 uL del reactivo Permanent Red mix, que contenia
1 mL de sustrato, 200 pL de activador Fast-Red (5X) y 10 uL de cromégeno rojo permanente
(Fast-Red-100X), todos estos reactivos estaban incluidos en el Double Stain IHC Kit. Las
preparaciones se dejaron a temperatura ambiente, en una superficie lisa, realizando 2

cambios del reactivo Permanent Red mix. Cada cambio se hizo con una duracién de 10 min,
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observando la tincion con un microscopio de luz (modelo DME, Leica Microsystems CMS
GmbH, Wetzlar, DE). Las preparaciones se lavaron por inmersion, una vez en agua destilada
por 20 seg y tres veces en TBS-T, 3 min por vez. Las preparaciones se cubrieron con 50 pL
de las siguientes diluciones de anticuerpos primarios monoclonales de ratén. Uno por cada
laminilla. Para las laminillas que contenian el anticuerpo anti-CD26, afiadimos los siguientes
anticuerpos con sus respectivas diluciones -todas con PBS, los anticuerpos fueron adquiridos
de Abcam-: anti-CD24 (clona ALB9, dilucién 1:100) 6 anti-CD44 (clona F10-44-2, dilucién
1:200). Para las laminillas que contenian el anticuerpo anti-ABCB1.: anti-CK-18 (clona C-04,
dilucion 1:200) 6 anti-BNIP3 (clona F10-44-2, dilucion 1:50). Todas las preparaciones se
incubaron por 12 h, en una camara himeda oscura a 4°C y se lavaron por inmersién en TBS-
T, 2 min por vez. Cada preparacion se cubrié con 50 pL del reactivo Mouse HRP Polymer,
incluido en el Double Stain IHC Kit: M&R on human tissue (HRP/Green & AP/Fast Red)® y
se incubd por 1 h a temperatura ambiente, en cAdmara hiumeda, mientras se seguia el
progreso de la tincion con un microscopio de campo claro. Después, las preparaciones se
lavaron dos veces con TBS-T, 2 min por vez. Se agregaron 100 pL de cromdgeno verde
esmeralda, incluido en el Double Stain IHC Kit y éstas se incubaron en una cadmara humeda
a temperatura ambiente por 30 min. Las laminillas se lavaron tres veces, mediante
inmersiones (5 seg) en agua destilada. Se eliminé el exceso de agua. Los cortes se
contratifieron, por inmersion (30 seg) en hematoxilina de Mayer, se lavaron tres veces por
inmersion en agua destilada, 5 seg por vez y se realizé el montaje de cada preparacion con
resina para microscopia basada en xileno Entellan®. Las muestras se dejaron reposar 30 min
a temperatura ambiente e inmediatamente después se escaned la totalidad de cada corte
con el equipo Aperio AT2 Digital Pathology Scanner®, que nos facilito el Servicio de Anatomia
Patoldgica y Citopatologia del Hospital Universitario, UANL. Los archivos fotograficos
escaneados fueron almacenados en los equipos de cémputo de nuestro laboratorio y

respaldados en discos duros portatiles para su posterior analisis.

8.6.1. Analisis e interpretacion de imagenes de IHQ de doble marcaje

Los archivos fotogréficos arriba mencionados se visualizaron con el programa Aperio
ImageScope - Pathology Slide Viewing Software® (version gratuita en linea, [Leica
Biosystems Imaging, Inc. URL: https://www.leicabiosystems.com/digital-
pathology/manage/aperio-imagescope/]). Se capturaron cinco campos, seleccionados al
azar, de cada preparacion, y cada combinacién de marcadores analizados. Es decir, cinco
capturas de cada uno de los 20 casos de ACCR, cinco para cada uno de los tres tejidos
sanos intestinales y cinco capturas del control negativo de cerebro. Todo ello para cada una
de las siguientes combinaciones de marcadores: CD24/CD26, CD44/CD26, ABCB1/CK-18y
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ABCB1/BNIP3. Las imagenes fueron capturadas con una amplificacién de 23.8 diametros.
Estos archivos digitales se resguardaron en los equipos de computo de nuestro laboratorio.
Luego, determinamos el &rea de positividad a los marcadores descritos anteriormente,
combinados y en forma aislada, utilizando el programa SketchAndCalc® Irregular Area
Calculator (version gratuita en linea [iCalc Inc, Palm Coast, FL, USA. URL:
https://www.sketchandcalc.com/]). Ingresamos las imagenes histolégicas capturadas a 23.8
aumentos a este programa y este Ultimo, ubic6é una plantilla cuadriculada de color blanco,
directamente en la captura de la imagen. La cuadricula, que abarcaba completamente la
imagen histoldgica, estaba conformada por 1746.5 cuadros, equivalentes a 0.16 mm?¢ 1.29
x 10° um?, mientras que cada cuadro que formaba esta cuadricula, media 7.41 x 10° mm?2¢6
7.41 x 10! um? (Figura 12, pag. 45). Se realiz6 el conteo manual de cada cuadro, en cada
una de las cinco imagenes histoldgicas por combinacién de marcadores, por dos
observadores independientes, determinando el area de positividad para los marcadores
descritos anteriormente, de la siguiente manera:

Para las imagenes con la combinacion CD24/CD26 y CD44/CD26 que evaluaba los

marcadores putativos de CMT, se considero:

= Positividad para CD44" 0 CD24": A todos aquellos cuadros que se tenian marcaje de
color verde, en cualquier parte de las células.

= Positivo para CD26": Todos los cuadros que se tenian marcaje de color rojo, en
cualquier parte de las células.

= Positivo para CD24*/CD26* o CD44*/CD26": Todos los cuadros que tenian marcaje
de color violeta intenso y/o aquellas que tenian un marcaje de color azul intenso, lo
gue indicaba la co-localizacion de las proteinas de interés.

= Negativo para CD24/CD26" o CD447/CD26 o cada uno de estos marcadores de
forma independiente: A todos aquellos cuadros que no presentaban tincién roja,
verde, azul o violeta intenso, es decir, donde solo se observaban los nucleos

celulares, tefiidos con hematoxilina de Mayer.

Para las imagenes con la combinacion ABCB1/CK-18 y ABCB1/BNIP3 que evaluaba los

marcadores de resistencia a 5SFUOL, se considero:

= Positividad para CK-18" 0 BNIP3*: A todos los cuadros que se tenian marcaje de
color verde, en cualquier parte de las células.
= Positividad para ABCB1": A todos los cuadros que se tenian marcaje de color rojo,

en cualquier parte de las células.
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= Positivos para ABCB1*/CK-18* o0 ABCB1*/BNIP3*: A todos los cuadros que tenian
marcaje de color violeta intenso y/o aquellas que tenian un marcaje de color azul
intenso, lo que indicaba la co-localizacion de las proteinas de interés.
= Negativo para ABCB1/CK-18 0 ABCB1/BNIP3 0 cada uno de estos marcadores de
forma independiente: A todos aquellos cuadros que no presentaban tincién roja,
verde, azul o violeta intenso, es decir, donde solo se observaron los nicleos celulares
contra-tefiidos con hematoxilina de Mayer.
En la figura 12 se ilustra el procedimiento antes descrito. El nUmero de cuadros
contados por cada observador fue registrado en bases de datos individuales, creadas
con el software Microsoft Excel® (Microsoft®), para después realizar el andlisis

estadistico.

Imagen de campo histologicoa 238 x
adros 1 cuadro=
£ ¥ el INE 7.41 x 10" mm?

0.16 mm?=1746.4 cu

"y ] i

Figura 12; Imagen representativa del programa Sketch&Calce. El programa Sketch&Calce esta
conformado por una planilla de cuadros en el cual como fondo podemos insertar la imagen que deseamos.
La cuadricula completa consta de 1746.4 cuadros (imagen A), equivalentes a 0.16 mm? 0 1.29 x 105 um?,
cada cuadro mide 7.41 x 10 um? (imagen B, cuadros blancos). Este programa permitié hacer el conteo
manual de cuadros de los distintos colores de nuestras preparaciones de IHQ de doble marcaje y con ello
establecer el area correspondiente a la tincion, de esta manera siendo un método cuantitativo. La imagen
de fondo corresponde a un tejido sano de intestino grueso capturado a 238x, al cual se le realizé IHQ de
doble marcaje para los marcadores ABCB1/BNIP3.
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8.7. Andlisis estadistico de los datos

Se llevo a cabo un andlisis de correlacion y/o asociacion del promedio de cuadros
positivos contados manualmente por cada observador para las diferentes combinaciones de
marcadores realizados, primeramente, analizando los tejidos tumorales de ACCR (n= 20).
Para ello, clasificamos los tejidos tumorales como sensibles y resistentes a 5SFUOL (n= 10
para cada uno). Una vez clasificados los datos, se compararon los casos sensibles contra
los resistentes en las siguientes variables: quimiosensibilidad in vitro a 5FUOL, contra el
PMC, el IK final determinado a los dos afios del seguimiento de los casos, la presencia de
metéastasis, muerte y sobrevida a dos afios del tratamiento inicial en los casos de ACCR.
Para realizar estas comparaciones utilizamos las pruebas estadisticas que aparecen en la
tabla 10.

Tabla 10; Pruebas estadisticas y variables utilizadas para el andlisis de los datos
Tejidos

Variables analizadas Prueba estadistica Valor dep
comparados
Sensibilidad a 5FUOL?  U- Mann-Whitney
Cuadros positivos para:
+ + PMC3 Rho de Spearman
oot oDz
Sensibles ’ IK Final* Kruskal-Wallis
Vs CD44+, CD24+, CD26+ VS p <0.05°
' ABCB1+/CK-18+, Sobrevida Rho de Spearman

RS ABCB1+/BNIP3+,

CK-18+, BNIP3+ y ABCB1+ Metastasis U- Mann-Whitney

Muerte U- Mann-Whitney

Abreviaturas:*ACCR; adenocarcinoma colorrectal. 25FUOL-; 5-fluorouracilo, oxaliplatino y leucovorina. 3PMC;
Porcentaje de Muerte Celular. 4IK; indice de Karnofsky determinado a 2 afios del tratamiento inicial. 5p<0.05; valor
considerado como estadisticamente significativo.

Por otro lado, comparamos la expresiéon de marcadores tipicos de CMT y de
resistencia a 5FUOL, determinados a partir del promedio de cuadros positivos para cada
combinacién y en forma aislada, comparando tejidos tumorales de ACCR vs. Tejidos
intestinales sanos con la prueba de U de Mann-Whitney (U-MW). Ademas, comparamos los
tejidos de la siguiente manera: tejidos tumorales resistentes vs. Tumorales sensibles, tejidos
sanos vs Tumorales resistentes y tejidos sanos vs Tumorales sensibles, para esto utilizamos
la prueba de Kolmogoérov-Smirnov (K-S).

En todos los analisis estadisticos consideramos un valor de p <0.05 como
estadisticamente significativo a las variables analizadas, lo que indicaba correlacion o
asociacion con estas. Los andlisis estadisticos se realizaron con ayuda del software IBM®
SPSS® Statistics -versién 20- (IBM Corporation, Chicago, IL, USA).
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CAPITULO 9. RESULTADOS

9.1. Aislamiento de CMT de ACCRs

La figura 13 muestra el aspecto tipico de dos de los seis aislados de ACCRs.
Utilizando el medio selectivo y el método de cultivo adaptado en nuestro laboratorio,
conseguimos aislar una gran cantidad de CMT en botellas de cultivo y cajas de Petri de baja
adherencia. En la figura puede observarse que la mayor parte de las CMT aisladas eran
refringentes y presentaron una morfologia esférica. Estas células presentaron un crecimiento
acelerado, ya que a los cuatro dias de cultivo en medio selectivo para CMT mostraron una
confluencia mayor al 80% y una viabilidad celular del 90%. En la figura 13 pueden observarse
también agregados de células y los esferoides que tipicamente forman las CMT en cultivo;

lo que apoya el hecho de que efectivamente aislamos CMT en nuestro laboratorio.

\ LS
400x
Morfologia Esferoide Morfologia Esferoide
esférica CMT esférica CMT

Figura 13; Morfologia de las CMT de ACCRs. Las imagenes Ay B corresponden a dos cultivos diferentes
de CMT, que representan los resultados de las imagenes de los seis aislados de CMT obtenidos para realizar
parte del presente estudio.; los cuales se aislaron de dos muestras diferentes de ACCR y se expandieron
en medio libre de suero, adicionado con factores de crecimiento. Ambas imagenes muestran forma esférica
birrefringente (circulos morados), cumulos de células (flechas rojas y azules) y esferoides (circulos azules).
tipicas de las CMT, cultivadas en medio selectivo (libre de suero y adicionado con factores de crecimiento)
y en condiciones de baja adherencia. Nuestro laboratorio es uno de los pocos en el mundo que han sido
capaces de aislar y caracterizar in vitro CMT.
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9.2. Co-expresion de CD24 y CD44 en aislados de CMT de ACCR

La figura 14 (pag. 49) es una muestra representativa de uno de los seis cultivos de
CMT que se aislaron durante el presente estudio. Las células de estos cultivos crecieron bajo
condiciones selectivas de CMT, mostraron su forma esférica y co-expresaron los marcadores
de superficie tipicos de CMT (CD44 y CD24), conservando sus nucleos en excelente estado.
En cambio, en los controles negativos, en los que se omitieron los anticuerpos monoclonales

sélo se observaron los nicleos celulares tefidos con DAPI.

9.3. Co-expresion de marcadores de FR en aislados de CMT de ACCR

La figura 15 (pag. 50) se muestra que todas las CMT de dos cultivos tenian nucleos
bien conservados y que coexpresaron los marcadores de resistencia a 5SFUOL: ABCB1y CK-
18 0 ABCB1 y BNIP3. Por otro lado, los frotis de aislados de CMT de ACCR, a los cuales se
les omiti6 las combinaciones de anticuerpos primarios y que fueron utilizados como controles
negativos, mostraron nicleos celulares, tefiidos con DAPI, bien conservados e integros, y

sin células con marcaje positivo.

9.4. Diferenciacion de las CMT de ACCR a células epiteliales

En lafigura 16 (pag. 51) se muestran campos representativos de uno de los 6 cultivos
de CMT inducidas a diferenciarse a células epiteliales. Puede observarse que la mayor parte
de las células presentd un nucleo bien conservado y expreso citoqueratina (CK)-17, CK-20,
una mezcla de citoqueratinas (Cocktail CK AE1/AE3) y el receptor del factor de crecimiento
epidérmico (EGFR, epidermal growth factor receptor). La morfologia de las células
diferenciadas fue discretamente alargada y la mayor parte fueron puntiformes y se agruparon
en pequefios cumulos. Las imégenes sobrepuestas de cada uno de los marcadores
epiteliales mencionados y de la contratincién con DAPI, mostré que la mayor parte de las
células diferenciadas expresaban en la periferia de los nucleos celulares los marcadores
epiteliales. Los cultivos de células diferenciadas crecieron hasta alcanzar una confluencia
superior al 80% y alrededor de 50% de viabilidad. Las células diferenciadas se adhirieron al
sustrato después del dia 15 de haberse iniciado su induccién.
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Figura 16; Diferenciacion de CMT de ACCR a células epiteliales. En las fotografias de esta imagen se
muestra un cultivo representativo de células epiteliales diferenciadas a partir de CMT de ACCR con medio
de cultivo suplementado con suero. Este fue tefiido con DAPI y marcado, mediante inmunofluorescencia
con anticuerpos monoclonales anti-CK-17, anti-CK-20, anti-CK-AE1/AE3 (Coktail-CK) y con anti-EGFR,
utilizando para todos estos marcadores Alexa Fluor 488 (verde) como anticuerpo secundario. Con DAPI se
observan, integros, todos los nicleos celulares (primera columna). Todas las células expresaron CK-17, 20,
AE1/AE3 y EGFR (segunda columna), lo cual se corroboré con la presencia de ndcleos celulares en estas
células (tercera columna), sin embargo, no se aprecia aun la morfologia tipica de las células epiteliales.
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9.5. Caracteristicas clinicas del grupo de estudio

Latabla 11 (pag. 53) muestra las caracteristicas clinicas de nuestro grupo de estudio.
En esta tabla puede observarse lo siguiente: se incluyeron 20 casos de ACCR. La mayor
parte de los pacientes (80%) se atendieron en el Centro Médico Nacional de Noreste -UMAE
No. 25 del IMSS y la quinta parte de ellos (20%) en el Hospital Universitario de la UANL. La
mayoria de los participantes eran hombres. La mediana de la edad para ambos sexos fue de
60 afos, con un rango entre 44 y 96 afos. La mediana de la edad para el género masculino
y femenino fue de 62 y 52 afos, respectivamente.

La localizacion tumoral en la mayoria de los casos fue en colon y el grado de
diferenciacién mas frecuente fue el moderadamente diferenciado (85%), seguido de los poco
diferenciados (10%) y por ultimo los bien diferenciados (5%). En cuanto al estadio tumoral,
segun la clasificacion TNM de la OMS: 15% de los casos fueron T2, 65% T3y 20% T4. Por
otro lado, segun la etapa clinica, 10% estaba en el estadio |, el 45% estaba en el estadio I,
el 40% en el estadio Il y el 5% en el estadio IV.

Por otro lado, 10 casos de ACCR (50%) se consideraron sensibles y 10 resistentes
(50%) cuando se examinaron los datos de la base matriz correspondientes al ensayo de
guimiosensibilidad a 5FUOL por el método de ATP-CRA, que tomé en cuenta el PMC a la
combinacién de farmacos descrita, considerando un punto de corte de 20% de PMC. En la
figura 17 (pag. 53) se muestra la distribucién del PMC de los cultivos primarios de ACCR
expuestos a 5FUOL, derivado de la base de datos matriz de nuestro grupo de trabajo.

Al realizar el seguimiento clinico de los 20 de los casos de ACCR, 12 de ellos (60%)
habian recibido quimioterapia adyuvante -quimioterapia después de la cirugia-, de los cuales,
7 casos fueron resistentes y 5 sensibles a 5FUOL. También, 8 casos (40%) no recibieron
ningdn tipo de esquema de tratamiento después del acto quirdrgico, de ellos 5 fueron
sensibles y 3 casos resistentes a 5FUOL. Ningun paciente recibidé quimioterapia
neoadyuvante -quimioterapia antes de la cirugia-, ya que fue considerado como criterio de
inclusion en este estudio.

Ademas, 13 casos de ACCR de los 20 incluidos (65%), no presentaron metastasis a
lo largo de los 2 afos del seguimiento clinico, de ellos 8 casos fueron sensibles y 5
resistentes. Los 7 casos restantes (35%), presentaron manifestaciones clinicas de
metastasis. De este subgrupo, 5 casos fueron resistentes (71%) y 2 fueron sensibles a
5FUOL (29%). La distribucién de 6rganos afectados por metastasis fue de la siguiente
manera: doble-metastasis en pulmén-higado (2 casos resistentes), higado-hueso (1 caso
resistente), hueso (1 caso resistente), higado (1 caso sensible y 1 resistente) y vejiga urinaria

(1 caso sensible)
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Tabla 11; Caracteristicas clinicas de los pacientes con ACCR.

Variable n= 20 (%) Variable n= 20 (%)
Género (%) Etapa clinica (%)
Masculino 13 (65%) | 2 (10%)
Femenino 7 (35%) A 9 (45%)
Edad en afios (rango) A 2 (10%)

General 60 (44-96) B 4 (20%)

Masculino 62 (45-73) I c 2 (10%)

Femenino 52 (44-96) IVB 1 (5%)

Adscripcion de los casos (%) Quimioterapia (%)

UMAE 25, IMSS 16 (80%) Neoadyuvante 0 (0%)

HU, UANL 4 (20%) Adyuvante 12 (60%)
Localizacion tumoral (%) Ninguno 8 (40%)

Colon 16 (80%) Diferenciacién histolégica (%)

Recto 4 (20%) Bien diferenciado 1 (5%)
Estadio tumoral - TNM (%) Moderadamente diferenciado 17 (85%)

T2 NO MO 2 (10%) Poco diferenciado 2 (10%)

T2 N1 MO 1 (5%) Quimiosensibilidad in vitro a 5SFUOL (%)

T3 NO MO 9 (45%) Sensible 10 (50%)

T3 N1 MO 3 (15%) Resistente 10 (50%)

T3 N2 M1 1 (5%) Sobrevida en meses

T4 NO MO 1 (5%) Sensibles a 5FUOL 23.7

T4 N1 MO 2 (10%) Resistentes a 5FUOL 20.5

T4 N2 MO 1 (5%)

Abreviaturas: ACCR; Adenocarcinoma colorrectal, UMAE 25, IMSS; Unidad Médica de Alta Especialidad No.25,
Instituto Mexicano del Seguro Social, HU, UANL; Hospital Universitario, Universidad Autbnoma de Nuevo Leon,
TNM; tamafio del tumor (T), diseminacion del cancer hasta los ganglios linfaticos (N) y metastasis (M). T1-T4,
tamafio y extensién del tumor principal. N1-N3, nimero y ubicacion de los ganglios linfaticos invadidos. MO, el
cancer aun no se ha diseminado a otras partes del cuerpo. M1, hay metastasis, SFUOL; 5-fluorouracilo,
oxaliplatino y leucovorina.
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Figura 17; Distribucion del porcentaje de muerte celular (PMC) a 5FUOL de los casos de ACCR incluidos.
En la imagen se presenta el PMC obtenido de la mezcla a 5SFUOL con el método ATP-CRA, al exponer a las
células tumorales de cultivos primarios (CP) de ACCR a las concentraciones plasmaticas maximas reportadas
para cada farmaco de la mezcla 5FUOL por 48 h: 5-FU (10.0 pg/mL), oxaliplatino (2.9 pg/uL) y leucovorina (0.5
Mg/uL), Se considerd un PMC 220% como un CP-ACCR sensible y <20% como resistente a 5SFUOL. En la imagen
se puede observar que 10 casos fueron sensibles (barra azul tenue) y 10 casos resistentes a 5FUOL (barra roja).
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La figura 18 muestra la supervivencia de los casos incluidos, en donde se
encontraban con vida hasta la fecha de corte de nuestro estudio (Julio de 2018) 13 casos
(65%), sobrepasando los 24 meses (m) de sobrevida, mientras que 7 casos (35%) fallecieron
dentro del periodo de observacion de 2 afios. En la figura 18 se muestra el numero de
decesos y casos vivos agrupandolos por su sensibilidad a 5FUOL. El promedio de sobrevida
fue de 23.7 m (rango de 23-24 m / mediana= 24 m) para los casos sensibles y 20.5 m (rango

de 0.1-24 m / mediana =24 m) en casos resistentes a 5SFUOL (ver tabla 11).

m Desesos Vivos

o 1 2 3 4 5 6 7 8 S 10

Quimiosensibilidad

Numero de casos de ACCR

Figura 18; Supervivencia a 2 afios de los casos de ACCR en funcién de su sensibilidad a 5FUOL.
Realizamos el seguimiento clinico a 24 meses de los 20 casos de ACCR de nuestra cohorte. De los 10
casos sensibles, 7 continuaban vivos y 3 fallecieron, mientras que en la poblacién resistente 5FUOL, 6 casos
continuaban vivos y 4 habian fallecido, todos por metastasis. Las barras verdes indican los pacientes que
habian fallecido y las barras amarillas, los que continuaban vivos a los 2 afios de seguimiento.

9.6. Determinacion del IK a dos afios de seguimiento clinico

La tabla 12 (pag. 55) muestra los IK registrados inmediatamente después de la
extirpacién de los tumores intestinales -IK inicial- y a los dos afios posquirargicos -IK final-
de los 20 casos de ACCR incluidos en este trabajo. El IK inicial del 70% de los casos era
bueno (presentando una valoracion de IK de 80 hasta 100), El IK inicial del resto de los casos
(30%) era regular con valores de 50 hasta 70.

En cuanto al IK final, 9 casos de ACCR (45%) se conservaron en valores de 100. De
estos 9 casos, cuatro fueron resistentes y cinco sensibles a 5SFUOL. Un paciente mostro un
IK final de 70 (5%) y otro de 50 (5%), los cuales fueron sensibles a 5FUOL, uno de ellos
presentaba metastasis hepaticas y el otro a vejiga urinaria. Ademas, se presentd un caso
con IK final de 30 (5%) y otro valorado en 10 (5%). Los cultivos primarios de ambos pacientes
eran resistentes a 5FUOL. El paciente con IK final de 30 presentaba metastasis simultaneas

a higado y hueso, y el paciente con IK final de 10 no presentaba metastasis.
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Siete casos de ACCR (35%) fallecieron en el intervalo de seguimiento (IK final = 0).
De estos siete casos, 4 fallecieron por metastasis y los cultivos primarios de todos ellos eran
resistentes a 5FUOL, mientras que los tres casos restantes fueron sensibles a 5FUOL y

fallecieron por otras causas.

Tabla 12; indice de Karnofsky inicial y final de los casos de ACCR

I.K. Inicial® I.K. Final?
Valor asignado n =20 (%) Valor asignado n =20 (%)
100 3 (15%) 100 9 (45%)
90 7 (35%) 70 1 (5%)
80 4 (20%) 50 1 (5%)
70 1 (5%) 30 1 (5%)
60 3 (15%) 10 1 (5%)
50 2 (10%) 0 7 (35%)

1K inicial; indice de Karnofsky inicial. Este correspondié a la valoracion clinica, realizada antes de la
cirugia. 2IK final; se obtuvo 2 afios después de iniciado el tratamiento (cirugia). IK=100 indica que el
paciente tiene una situacion clinica-funcional normal. Un IK= 0 indica que el paciente ha fallecio.

9.7. Estructura histolégica del colon sano y ACCRs tefiidos con H&E

En la figura 19 (pag. 56 y 57) se muestran imagenes representativas de los cortes
histol6gicos obtenidos de intestino sano y de ACCRs seleccionados para nuestro estudio,
mostrando tres ejemplos de diferenciacion tisular.

En la primera columna, fila A, se muestra una fotomicrografia de un corte de intestino
sano. puede observarse la presencia de epitelio cilindrico simple con invaginaciones
tubulares rectas, no ramificadas, hacia el interior de la mucosa y estructuras ovoides en forma
de rodetes llamadas criptas de Lieberkiihn o glandulas intestinales; las cuales estan
rodeadas de la lamina propia o tejido conjuntivo. Debajo de la mucosa, se muestra una
delgada capa de musculo liso, integro, la muscularis mucosae y debajo de esta, la
submucosa. En la segunda columna, fila A de la figura 19, se observan dentro de las CL,
células caliciformes, las cuales son células ovaladas péalido-blanquecinas que se proyectan
hacia la luz de las criptas. Entre las células caliciformes, se encuentran los enterocitos o
células absortivas con una morfologia cilindrica. Con una mayor amplificacion, se observa la
lamina propia en la periferia. Las células intestinales muestran su polaridad, con nucleos
celulares ordenados y orientados hacia la lamina propia, la presencia de figuras mitéticas
bipolares normales y la ausencia de pleomorfismo celular y nuclear.

En cuanto a los cortes de ACCR (Fila B-D de la figura 19) se distinguen ACCRs con
diferentes grados de diferenciacion. En los ACCRs moderados o pobremente diferenciados
se observan las siguientes caracteristicas: un patrén irregular de glandulas o de criptas, sin
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células caliciformes dentro de ellas; pérdida de la polaridad celular; presencia de nucleos
celulares dispersos y sin orientacion hacia la ldmina propia; un marcado pleomorfismo y
anisonucleosis; la presencia de figuras mitéticas anormales multipolares; células gigantes
multinucleadas, hipercromatismo; nucléolos prominentes y la infiltraciéon de células tumorales
en la lamina propia.

Por otro lado, en los tumores bien diferenciados, estos conservaron en su morfologia,
criptas bien definidas alternadas con criptas amorfas e irregulares, a comparacion de la
diferenciacion moderada, en donde mas del 50% del tejido tumoral presentd criptas
irregulares y en los ACCRs mal diferenciados, menos del 50% presentd estas estructuras

anormales, siendo un hallazgo importante la presencia de cordones de células tumorales.

Figura 19; Estructura histolégica de colon sano y de ACCRs en diferentes grados de diferenciacion. Teflimos
cortes finos histologicos de colon humano sano (primera fila) y de ACCRs (segunda a cuarta filas) con hematoxilina y
eosina (H&E). A una amplificacion de 200X. Se aprecia en los cortes de colon sano la arquitectura glandular tipica (circulos
azules), la lamina propia (flechas amarillas), muscularis mucosae (MM, flecha gris) y submucosa (SM, flecha morada). A
400x observamos la presencia de epitelio cilindrico simple (circulo rojo), caracteristico de las criptas de Lieberkiihn o
glandulas intestinales (CL o GlI), junto con células caliciformes (flechas verdes) y enterocitos (flechas rojas) en el interior
de las CL, estas ultimas rodeadas de lamina propia integra (flechas amarillas). Igualmente, es notable la organizacién
celular y la polaridad de las estructuras (rectangulo punteado negro) y la presencia de figuras mitéticas normales (circulo
negro). De la segunda a cuarta fila de imagenes se muestran cortes histolégicos de ACCR bien diferenciado (segunda
fila), moderadamente diferenciado (tercera fila) y pobremente diferenciado (cuarta fila). En los ACCR bien diferenciados
se conserva la estructura de las CL o GI, alternando con criptas aberrantes, a comparacion de los moderados y
pobremente diferenciados, donde la mayor parte de las CL o Gl tienen morfologia irregular y amorfa (circulos negros
punteados). Todos los ACCR aqui mostrados, presentaron pérdida de la polaridad celular (rectangulo punteado azul),
presencia de células gigantes multinucleadas (flechas naranjas), figuras mitéticas anormales (circulo morado), nucléolos
prominentes (flechas azules), pleomorfismo y anisonucleosis (circulo naranja) e hipercromatismo nuclear (circulos
verdes). Las células tumorales se sefialan con flechas en color café.
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9.8. Expresion de marcadores de CMT en ACCR y colon sano

La figura 20 muestra células coexpresando CD24/CD26 y CD44/CD26, asi como la
expresion aislada de CD26, en cortes de colon sano y de ACCR, visualizados con IHQ de
doble marcaje. Se aprecia una expresion diferencial entre ACCRs sensibles y resistentes de
ACCR. En cuanto al colon sano se observa una menor cantidad de células coexpresando los
marcadores mencionados que en los cortes de ACCR. No se observo la expresion de las

proteinas CD24 y CD44 por separado.

ACCR SENSIBLE

ACCR RESISTENTE

INTESTINO SANO

-~ o-'.m‘ " . £y
Figura 20; Expresién de marcadores de C
inmunohistoquimica de doble marcaje, cortes finos de ACCRs, previamente incluidos en parafina, utilizando
anticuerpos monoclonales anti-CD24, anti-CD44 y el policlonal anti-CD26. En las imagenes se muestra la
colocalizacion de CD24/CD26 (primera columna) y CD44/CD26 (segunda columna), sefialadas con flechas
amarillas. Se aprecia una expresion diferencial de ambas combinaciones de marcadores colocalizados en
tejido sensible, resistente a SFUOL e intestino sano (primera a tercera fila de imagenes, respectivamente).
También puede observarse la expresion, por separado, de CD26, igualmente mostrando diferencias en su
expresion en los tres grupos analizados (flechas blancas).
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La figura 21 (pag. 64), muestra tres gréaficos con los promedios + error estandar (EE)
de 10 cortes de ACCRs sensibles, 10 cortes de ACCRs resistentes a 5FUOL y 3 cortes de
colon humano sano. Estas cifras se obtuvieron contando el nimero de cuadros —
equivalentes al area cubierta por células expresando los marcadores de interés — en cinco
campos microscépicos al azar y por dos observadores independientes. Los resultados fueron
los siguientes:

Hubo una mayor coexpresion de CD24y CD26* en ACCRs sensibles a 5FUOL (36.16
* 5.7 cuadros) que por ACCRs resistentes (33.06 + 3.1 cuadros; p=0.006) y que por colon
sano (17.40 cuadros + 1.23; p=0.008). La coexpresion de CD24 y CD26 por ACCRs
resistentes a 5SFUOL fue mayor que en colon sano (p <0.001).

En los cortes de ACCR resistentes a 5FUOL encontramos un nimero mayor de
cuadros conteniendo células que coexpresaban CD44 y CD26 (39.74 + 4.0 cuadros), que en
los ACCRs sensibles a 5FUOL (24.28 + 3.289 cuadros; p=0.025) y que en colon sano (19.80
+ 2.98 cuadros; p=0.488).

Respecto a la expresion aislada de CD26 encontramos que la expresion de este
marcador fue mayor en ACCRs resistentes a 5FUOL (256.44 + 12.69 cuadros) que en los
ACCRs sensibles (226.53 + 15.68; p= 0.034) y que en colon sano (8.98 + 1.09; p= <0.001).
La expresion de aislada de CD26 por ACCRs sensibles a 5FUOL fue mayor que en colon

sano (p <0.001). No logramos encontrar la expresion aislada de CD24 ni de CD44.

9.8.1. Coexpresion de CD24y CD26

En la tabla 13 (pag. 61) se muestran los resultados del conteo de cuadros que
incluian CMT CD24*/CD26" en los cortes de ACCR y en colon sano, observandose una gran
variacion entre los ACCRs sensibles y resistentes a 5FUOL. Se obtuvo una diferencia
promedio de 5, 4 y 1 cuadros en el tejido resistente, sensible y sano, respectivamente, entre
dos observadores independientes.

Al realizar el analisis estadistico del nimero de cuadros analizados para esta
combinacién con la prueba Kruskal-Wallis para muestras independientes (K-W), observamos
diferencias significativas entre los cortes de colon sano vs. ACCRs sensibles (p= 0.008),
sanos vs. Tejidos tumorales resistentes (p<0.001) y tejidos sensibles vs. Resistentes (p=
0.006). Por otro lado, al comparar el nimero de cuadros conteniendo células CD24*/CD26*
en los ACCRs sensibles vs. ACCRs resistentes y las variables clinicas propuestas,
obtuvimos los siguientes resultados: la mayor cantidad de cuadros conteniendo células
CD24*/CD26", se asocié con ACCR resistentes a 5FUOL (p= 0.005). Sin embargo, no se
observaron diferencias significativas entre los ACCRs resistentes o sensibles a 5SFUOL con
sus correspondientes PMCs (p= 0.244), IKs finales (p= 0.124), sobrevida (p= 0.614),
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presencia de metéstasis (p=0.465), ni con los pacientes que fallecieron durante los dos afios

contados a partir del tratamiento inicial (p= 0.293).

9.8.2. Coexpresion de CD44 y CD26

El promedio + EE de cuadros conteniendo células CD44*/CD26* en ACCRs
resistentes a 5FUOL fue 39.74 + 4.0; y el de los cuadros con células de ACCRs sensibles a
5FUOL fue 24.28 + 3.28. El promedio de cuadros con células CD44*/CD26* de colon sano
fue 19.80 * 2.98 cuadros (Figura 21- grafico B). Se tuvo una diferencia promedio de 4,2y 3
cuadros en el tejido resistente, sensible y sano, respectivamente, entre los dos observadores
independientes.

En la tabla 13 (pag. 61), se muestran los resultados del conteo de cuadros
conteniendo células CD44*/CD26* en los ACCRs y colon sano, observandose una gran
variacion de cuadros entre los casos tumorales, sobre todo en el grupo sensible a 5FUOL.

Utilizando la prueba de K-W, observamos diferencias significativas entre el nimero
de cuadros conteniendo células CD44*/CD26" de ACCR sensibles vs. ACCR resistentes (p=
0.025). Sin embargo, no encontramos diferencias entre los cortes de colon sano vs. los
ACCRs sensibles a 5FUOL (p= 1.000) ni entre los ACCRs resistentes vs. Colon sano (p=
0.488). Esto ultimo, a pesar de que se encontrd una cantidad mayor de cuadros con células
CD44*/CD26* en los ACCRs resistentes a 5SFUOL.

La mayor cantidad de cuadros conteniendo células CD24*/CD26*, se asocié o0 se
correlacioné con los ACCRs resistentes a 5FUOL (p= 0.008), con la presencia de metastasis
(p=0.001), con los pacientes muertos a los dos afios de iniciado su tratamiento (p= <0.001),
casos de ACCR con IK final=0 vs. IK=10 (p=<0.001), IK final= 0 vs. IK= 50 (p= 0.005), IK=0
vs. IK=30 y vs. IK=100 (p= 0.022). Los cortes de ACCRs de pacientes con IK final= 0 tenian
un mayor nimero de cuadros CD44*/CD26". Interesantemente encontramos una correlacion
negativa del nimero de cuadros conteniendo células CD24*/CD26* con una menor sobrevida
(p= <0.001). es decir, un menor niumero de cuadros conteniendo células CD24*/CD26* se
correlacioné con una menor sobrevida. No encontramos diferencias significativas con el PMC
(p=0.110).
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9.8.3. Expresion de CD26

Observamos la expresiéon en forma aislada de la proteina CD26 en los ACCRs y
colon sano. En los cortes de ACCRs resistentes a 5FUOL registramos un promedio + EE
de 256.44 + 12.69 cuadros conteniendo células CD26%; en los de ACCRs sensibles a
5FUOL 226.53 + 15.68 cuadros conteniendo células CD26" y en el colon sano 8.98 +
1.09 cuadros (Figura 21- grafico C, pag. 64). Entre los dos observadores independientes
registramos diferencias promedio de 3, 28 y 1 cuadros en el conteo de ACCRs
resistentes, sensibles y colon sano, respectivamente.

En la tabla 14 (pag. 63) se muestran los resultados del conteo de cuadros
conteniendo células CD26" en los cortes de ACCRs sensibles y resistentes a 5FUOL y
de colon sano. En dicha tabla se observa que los cortes de ACCRs resistentes a 5SFUOL
presentaron un area ocupada por células CD26* significativamente mayor que en los
cortes de ACCRs sensibles a 5FUOL (p= 0.034), y que en los cortes de colon sano (p=
<0.001).

Ademds, encontramos una asociacion significativa entre el mayor niumero de
cuadros conteniendo células CD26* y una mayor sobrevida (p= 0.010) y entre una menor
area ocupada por células CD26* con el niUmero de pacientes que murieron en un periodo
igual o menor a dos afios de iniciado el tratamiento (p= <0.001). No encontramos
diferencia significativa entre el nimero de cuadros conteniendo células CD26" y las

variables de IK final, PMC, o la presencia de metastasis.

9.8.4. Expresion aislada de CD24 y CD44
No observamos CMT expresando CD24 o de CD44 por separado.
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Tabla 14; Expresion de CD26 en colon sano y en ACCRs.

Observador 1 Observador 2
Tejido  Sensibilidad Folio Prom. cuadros Area en um? Prom. cuadros Area en um?
analizado 5FUOL asignado? positivos? W positivos H
22 79.3 5.88 x 103 76.5 5.67 x 108
26 222.3 1.65 x 10% 223.3 1.65 x 104
35 93.8 6.95 x 103 89.2 6.61 x 108
37 205.3 1.52 x 10% 191.6 1.42 x 10*
51 130.1 9.64 x 103 124.6 9.23x 103
Sensible 59 209.7 1.55 x 104 202.9 1.50 x 104
65 678 5.02 x 10% 718.8 5.33 x 104
67 209.5 1.55 x 104 216.2 1.60 x 104
76 257.1 1.91 x 10% 250.8 1.86 x 10*
I 77 171.7 1.27 x 10 179.9 1.33 x 10
o
g g Prom + EE 225.68 +21.8 1.67 x 10* + 1.62 x 10° 227.38 £ 22.7 1.68 x 10* + 1.68 x 103
20
8 < 21 289.1 2.14 x 10 293 2.17 x 10*
2 27 127.5 9.45 x 103 118.8 8.80 x 108
28 208.6 1.55 x 10% 202.4 1.50 x 104
30 336.7 2.49 x 10* 328.7 2.44 x 104
57 267.1 1.98 x 10* 259.8 1.93 x 104
Resistente 66 479.5 3.55 x 104 495.9 3.67 x 104
68 335.8 2.49 x 10° 321.6 2.38 x 10*
69 119 8.82 x 103 117.7 8.72 x 108
72 211.6 1.57 x 10% 210.6 1.56 x 104
78 204.9 1.52 x 10% 200.5 1.49 x 10*
Prom = EE 257.98 + 18 1.91 x 10* + 1.33 x 10° 25490 + 18 1.89 x 10* + 1.33 x 10°
5 % S02 9.9 7.34 x 102 6.9 5.11 x 102
c
8 o . S06 10.8 8.00 x 102 9.2 6.82 x 102
o £ Sensible
% z S13 7.7 5.71 x 102 9.4 6.97 x 102
= E Prom + EE 9.47 +1.33 7.02 x 102 + 9.86 x 10* 8.50+1.75 6.30 x 102 + 1.30 x 102
.. O
2 % < CBR-H 01 0 0 0 0
= = =2
(.)8 Prom + EE 0+0 0 0+0 0

Abreviaturas: ACCR; Adenocarcinoma colorrectal. 5FUOL; 5-fluorouracilo, oxaliplatino y leucovorina. pm;
micrémetros. Prom; promedio. ES; Error estandar. Ctl (-); Control Negativo. N/A; No aplica. *Folio asignado a cada
caso por nuestro laboratorio. 2Promedio + EE del nimero de cuadros conteniendo células CD26". Estos promedios
se calcularon con los conteos de cinco campos seleccionados al azar, con una amplificaciéon de 238 diametros y dos
observadores que trabajaron en forma independiente.
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Figura 21; Coexpresion o expresion de marcadores de CMT en ACCRs sensibles o resistentes a 5SFUOL y colon
sano. Se determiné la cantidad de cuadros que mostraban células coexpresando CD24 y CD26 y CD44 con CD26, asi
como los cuadros que mostraban células expresando, por separado, CD26, CD24 o CD44 en cortes de ACCRs resistentes
(n=10, barras rojas) o sensibles (n=10; barras azules) a 5FUOL; asi como en cortes de colon sano (n=3, barras verdes).
Las barras representan el promedio + EE (error estandar) del nimero de cuadros observados en cinco campos elegidos
al azar, de cada corte histologico, que contenian células que expresaban los marcadores de interés. En el gréafico A se
muestran los promedios + EE del nimero de cuadros que contenian células coexpresando CD24 y CD26, encontrando
mayor coexpresion en ACCRs sensibles a 5FUOL, que en ACCRs resistentes (p= 0.006%) y que colon sano (p=0.008**).
La coexpresién de CD24 y CD26 por ACCRs resistentes a 5FUOL fue mayor que en colon sano (p <0.001***). En el
grafico B, se muestran los promedios + EE del nimero de cuadros que contenian células coexpresando CD44 y CD26,
donde los ACCRs resistentes mostraron mayor cantidad de cuadros que coexpresaron CD44/CD26 a comparacion de
ACCRs sensibles a 5FUOL (p= 0.025*) y colon sano. En el gréafico C, se muestra el promedio de cuadros + EE que
contenian células expresando solamente CD26. Los ACCRs resistentes mostraron mayor expresiéon de CD26 que los
ACCRs sensibles (p= 0.034**) y que colon sano (p <0.001***). Asimismo, los ACCRs sensibles mostraron mayor expresion
de CD26 que colon sano (p <0.001***),
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9.9. Expresiéon de marcadores de resistencia a 5SFUOL en ACCR y colon sano
Identificamos la coexpresidn de los marcadores de resistencia a 5FUOL ABCB1/CK-
18, ABCB1/BNIP3; asi como ABCB1 y CK-18 expresados independientemente en cortes
histolégicos de colon sano y ACCR sensibles o resistentes a 5FUOL, por medio de IHQ de
doble marcaje. Observamos una expresion diferencial entre los ACCRs sensibles y
resistentes; asi como en colon sano (Figura 22). No observamos expresién independiente
de BNIPS3.
K18

ABCB1/C
A TR e

ACCR SENSIBLE

ACCR RESISTENTE

INTESTINO SANO

Figura 22; Expresion de marcadores de resistencia a 5FUOL en cortes de ACCR y colon sano. Obtuvimos cortes finos de
ACCR sensibles y resistentes a 5FUOL y analizamos en ellos la expresion de marcadores de resistencia, mediante
inmunohistoquimica de doble marcaje, utilizando anticuerpos monoclonales anti-ABCB1, anti-CK-18 y anti-BNIP3. En las
imagenes se muestra colocalizacion de ABCB1/CK-18 (primera columna) y ABCB1/BNIP3 (segunda columna), sefialadas con
flechas amarillas. Se nota una expresion diferencial de ambos pares de marcadores entre los ACCRs sensibles y resistentes a
5FUOL y colon sano (primera a tercera fila de imagenes, respectivamente). También pueden observarse claras diferencias en la
expresion independiente de ABCBL1 (flechas blancas) y de CK-18 (flechas rojas), entre los tres grupos analizados.
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9.9.1. Coexpresion de ABCB1y CK-18

Al realizar el conteo manual de cuadros conteniendo células que expresaban
ABCB1*/CK-18*, se obtuvo un promedio = EE entre dos observadores de 236.98 + 21.01
cuadros en cortes de ACCRs resistentes a 5FUOL, de 135.87 + 13.58 en ACCRs sensibles
y de 81.3 £ 6.12 cuadros en colon sano (Figura 23, grafico A, pag. 71). Las diferencias de
conteo entre los dos observadores fueron de 5, 11 y 2 cuadros en ACCRs resistentes,
ACCRs sensibles y colon sano, respectivamente.

En la tabla 15 (pag. 69) se muestran los resultados del conteo de cuadros
conteniendo células ABCB1*/CK-18" en ACCRs y colon sano. Se observa una mayor
expresion de estas proteinas en los cortes histologicos de ACCRs resistentes que en los de
ACCRs sensibles y de colon sano.

Al realizar el andlisis estadistico del ndmero de cuadros conteniendo células
ABCB1*/CK-18* con la prueba de K-W, encontramos una coexpresion de estos marcadores
significativamente mayor en los cortes de ACCR resistentes a 5FUOL, que en los de colon
sano (p= 0.003) y que en los de ACCR sensibles (p= 0.002). No encontramos diferencias
significativas entre los ACCRs sensibles y los cortes de colon sano (p= 0.927).

Encontramos una correlacién significativa (p= 0.001) entre los cortes que
contenian el mayor nimero de cuadros con células coexpresando ABCB1*/CK-18* en
los cultivos primarios de ACCRs resistentes a 5FUOL, con el menor PMC, con la
presencia de metéstasis a los dos afios de observacion, asi como con un IK final (30 vs.
50 y vs 100 [p = 0.002 y 0.001, respectivamente] y 70 vs. 100 [p= <0.001]). En todas
esas comparaciones, los cortes histologicos de ACCRs con IKs finales <100,
presentaron un mayor nimero de cuadros conteniendo CMT ABCB1*/CK-18* que el de
los pacientes con IKs finales= 100. No encontramos diferencias significativas entre la
sobrevida de los pacientes con ACCR a los dos afios del tratamiento inicial (p= 0.056) y

un mayor numero de cuadros conteniendo CMT ABCB1/CK-18".

9.9.2. Coexpresion de ABCB1y BNIP3

Determinamos un promedio + EE de 82.55 + 7.72 cuadros conteniendo CMT de
ACCRs resistentes a 5FUOL que coexpresaban ABCB1/BNIP3; 24.30 + 3.25 cuadros
con células ABCB1*/BNIP3* en los cortes de ACCRs sensibles y 14.37 + 1.83 cuadros
con células coexpresando esos marcadores en colon sano (Figura 23, grafico B, pag.
71). El promedio de diferencias de conteo de cuadros en los cortes entre los dos
observadores fueron 3, 2 y 1 cuadros en los cortes de ACCRs resistentes, de ACCRs

sensibles y de colon sano, respectivamente.
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En la tabla 15 (pag. 69) se muestran los resultados del conteo de cuadros con
CMT ABCB1*/BNIP3* en los cortes de interés. Observamos una mayor expresion de
ABCB1*/BNIP3*en los cortes de ACCR resistentes a 5SFUOL que en los cortes de ACCR
sensibles y que en los de colon sano (p=<0.001, en ambos analisis). No hubo diferencias
significativas entre los cortes de ACCRs sensibles y colon sano (p= 1.000).

Encontramos una correlacién significativa entre los cortes que contenian el mayor
namero de cuadros con células coexpresando ABCB1*/BNIP3* en los cultivos primarios
de ACCRs resistentes a 5FUOL, con la disminucion en el PMC (p= <0.001, para ambos
andlisis), una sobrevida menor a dos afios (p= 0.031), entre una mayor area ocupada
por células ABCB1*/BNIP3* con el numero de pacientes que murieron en un periodo
igual o menor a dos afios de iniciado el tratamiento (p= 0.036). También correlaciono
con el IK Final (0 vs 70 y 50 [p = <0.001 y 0.001], 10 vs 30, 50 y 70 [p= 0.029 y <0.001
respectivamente], donde los valores de IK final menores de las comparaciones realizadas

mostraron mayor cantidad de cuadros que coexpresaron ABCB1*/BNIP3*.

9.9.3. Expresion de ABCB1

El promedio + EE del nimero de cuadros conteniendo células ABCB1* en cortes
histolégicos de ACCRs resistentes a 5FUOL fue 138.52 + 20.60; en los de ACCRs
sensibles, 54.54 + 6.77 y en los de colon sano 29.47 + 2.90 (Figura 23, gréafico C, pag.
71). Los promedios de las diferencias de conteo entre dos observadores fueron 2, 1y 4
cuadros en los cortes de ACCRs resistentes, ACCRs sensibles y de colon sano,
respectivamente.

En la tabla 16 (pag. 70) se muestran los resultados del conteo de cuadros
conteniendo células ABCB1* en cortes de ACCRs y de colon sano. Puede observarse
que hubo una mayor expresion (cantidad de cuadros) de ABCB1 en los ACCRs
resistentes a 5SFUOL que en los cortes de ACCRs sensibles y de colon sano (p= <0.001,
para ambos andlisis). No encontramos diferencia significativa entre la expresion de
ABCBL1 en ACCRs sensibles contra tejidos sanos (p= 0.095).

La mayor cantidad de cuadros con células ABCB1*" mostré una correlacién o una
asociacion positiva con ACCRs resistentes a 5FUOL, con un menor PMC in vitro, con
una sobrevida < 2 afos, la presencia de metastasis y con IK finales= 0 vs 50 y 30 (Los

valores de p en todas las comparaciones fueron < 0.001).
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9.9.4. Expresion de CK-18

Los promedios + EE de cuadros con células CK-18* fueron los siguientes: en los
cortes histoldgicos de ACCRs resistentes a 5SFUOL 41.5 + 5.44, 29.64 + 3.25 en los de
ACCRs sensibles y en los de colon sano 16.40 + 1.72 (figura 23, gréfico D, pag. 71). Los
promedios de diferencias de conteo entre los dos observadores fueron 4, 1 y 2 cuadros en
los cortes de ACCRs resistentes, ACCRs sensibles y colon sano, respectivamente.

En la tabla 16 (pag. 70) se muestra que el promedio de cuadros en los cortes
histolégicos con células CK-18* de ACCRs resistentes fue mayor que en los cortes de ACCRs
sensibles y en los de colon sano. Sin embargo, estas diferencias no fueron estadisticamente
significativas (p= 0.592), en ambos casos. Tampoco encontramos diferencias significativas
en el contenido de células CK-18* en los cortes de ACCRs y la sensibilidad a 5SFUOL (p=
0.529), metastasis (p=0.657), IK= 0 a los 2 afios de seguimiento (p= 0.125), con el PMC,
ni con la sobrevida de los pacientes (p= 0.527 y 0.218, respectivamente). Sin embargo,
si hubo diferencias significativas entre los cortes de tejido con células CK-18+ en cortes
de ACCRs con IKs finales menores contra IKs mayores [0 vs 30 (p= 0.008) y 50 vs. 70
(p=0.033)].

9.9.5. Expresiéon de BNIP3

No observamos células que expresaran Unicamente BNIP3.
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Figura 23; Coexpresion o expresion de marcadores de resistencia en ACCRs sensibles o resistentes
a 5FUOL y colon sano. Se determind la cantidad de cuadros que mostraban células coexpresando ABCB1
y CK-18 y ABCBL1 con BNIP3, asi como los cuadros que mostraban células expresando, por separado,
ABCB1, CK-18 o BNIP3 en cortes de ACCRs resistentes (n=10, barras rojas) o sensibles (n=10; barras
azules) a 5FUOL; asi como en cortes de colon sano (n=3, barras verdes). Las barras representan el
promedio = EE (error estandar) del nimero de cuadros observados en cinco campos elegidos al azar, de
cada corte histolégico, que contenian células que expresaban los marcadores de interés. En el grafico A
se muestran los promedios + EE del nimero de cuadros que contenian células coexpresando ABCB1 y CK-
18, encontrando mayor coexpresion de estas proteinas, en ACCRs resistentes a 5FUOL, que en ACCRs
sensibles (p= 0.002**) y que colon sano (p= 0.003*). En el grafico B, se muestran los promedios + EE del
namero de cuadros que contenian células coexpresando ABCB1 y BNIP3, donde los ACCRs resistentes
mostraron mayor cantidad de cuadros que coexpresaron estas proteinas a comparacion de ACCRs
sensibles a 5FUOL y colon sano (p= <0.001***). En el grafico C, se muestra el promedio de cuadros + EE
gue contenian células expresando solamente ABCB1. Los ACCRs resistentes mostraron mayor expresion
de ABCBL1 que los ACCRs sensibles y que colon sano (p <0.001***). En el grafico D, se muestra el promedio
de cuadros + EE que contenian células expresando solamente CK-18. Los ACCRs resistentes mostraron
mayor expresion de CK-18 que los ACCRs sensibles y que colon sano, sin embargo, no fue estadisticamente
significativo.
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CAPITULO 10. DISCUSION

El desarrollo de la FR contra agentes quimioterapéuticos convencionales y la
evidencia creciente de que las CMT son las principales responsables de este fenémeno
biolégico, ademas, de la iniciacion y recurrencia tumoral, ha puesto de manifiesto el interés
creciente en la genética y biologia de las CMTI™, Las CMT expresan marcadores tipicos
para su identificacién como las proteinas asociadas a la membrana celular CD24, CD44 y
CD133, siendo estos marcadores los que se han estudiado principalmente y que se han
utilizado para aislar estas células, mediante técnicas de citometria de flujo, IF e IHQ. El
problema es que estos marcadores tipicos no son especificos de CMT, ya que también las
expresan las células madre normales y células de otros tejidos, dificultando con ello la
identificacion correcta de las CMT y de las CMN; y por ende, el desarrollo de terapias
dirigidas especificamente hacia CMT. Entonces, se requiere de la identificacion especifica
de marcadores de CMT, que puedan ayudar al desarrollo de nuevos tratamientos dirigidos;
asi como el uso de estos biomarcadores para predecir la respuesta a tratamientos o
esquemas antineoplasicos como el denominado FOLFOX-6, usado comUnmente en el

tratamiento de etapas avanzadas de las neoplasias gastrointestinales!10.138],

La identificacién correcta de biomarcadores y terapias dirigidas contra las CMT,
posiblemente mejorara el prondstico, sobrevida y respuesta al tratamiento de los pacientes
oncoldgicosl™.. Al respecto, recientemente nuestro grupo de trabajo, en la tesis doctoral de
Garza Trevifio, E, se identificd la sobrexpresion de tres genes de resistencia a la mezcla
5FUOL en aislados de CMT de ACCR, estos fueron ABCB1, KRT18 y BNIP3I*l. La
sobrexpresion de ABCB1 y por ende de sus productos proteicos, es uno de los multiples
mecanismos de FR que tienen las CMT, lo que ofrece proteccién a estas células contra
entornos que les resultarian lesivos a células normales, como, por ejemplo, la exposicién a
farmacos antineoplasicos!®l. En cambio, la sobrexpresion de KRT18 y BNIP3 no se ha
reportado hasta el momento como un marcador prometedor de resistencia a 5SFUOL en CMT
de ACCR, lo que llevé al propésito de este estudio, que fue investigar la correlacién de las
CMT en base a la expresion de los marcadores tipicos que estas presentan (CD24, CD44 y
CD26), la expresion de los marcadores de resistencia a 5FUOL, a través de sus productos
proteicos (ABCB1, CK-18 y BNIP3) y su correlacién con las caracteristicas clinicas, el
seguimiento a 2 afios de los casos incluidos de ACCR sensibles y resistentes a SFUOL y los
datos experimentales de quimiosensibilidad in vitro a 5FUOL, este ultimo determinado por el
ATP-CRA, considerando un punto de corte 2 20% de PMC como casos sensibles y <20% a

aquellos casos resistentes a 5FUOL. Por otro lado, se aislaron y caracterizaron CMT de
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ACCR en gran proporcion y a partir de las estas células, se comprobé su capacidad de

pluripotencia a través de la diferenciacion hacia el linaje celular epitelial.

En este trabajo, logramos reproducir el método previamente desarrollado por Garza-
Treviio E.N., para aislar CMT de tejidos frescos de ACCR, en condiciones de baja
adherencia y utilizando un medio de cultivo libre de suero, adicionado con factores de
crecimiento. Estos Ultimos utilizados para acelerar el crecimiento de poblaciones de
esferoides. Nuestras CMT, tuvieron la caracteristica de formar clusters caracteristicos, con
morfologia esférica. Estos Ultimos han sido reportados previamente por De Angelis, et al.,
quienes a partir de muestras de ACCR, aislaron CMT en una alta proporcién, con un medio
de cultivo de seleccidn, libre de suero, tal como nosotros lo realizamos en el presente trabajo.
Estos autores utilizaron un medio de cultivo de seleccidn, libre de suero, tal como nosotros
lo realizamos en el presente trabajo. Las células de De Angelis, et al, formaron esferoides,
también llamados colonosferas. Estas células expresaron marcadores tipicos CD133, CD44
y Lgr5*. De Angelis, et al también verificaron las capacidad tumorigénica de las CMT
aisladas, utilizando modelos murinos inmunocomprometidos!*39l. Kondo, et.al., aislaron CMT
de biopsias de ACCR en el 90% de sus cultivos y lograron que estas células formaran
esferoides en el 55% de sus cultivos['4%l. Por otro lado, Arnadottir, et.al. y Jeppesen, et.al,
reportan la generacion de colonosferas, utilizando un medio libre de suero, en un tiempo de
incubacion de 8 y 10 dias, respectivamente, con una tasa de éxito de 83% cada unol41.142],
También, en el trabajo de Kaseb, et. al., en muestras de tejido de carcinoma de cabeza y
cuello, lograron el aislamiento de CMT de dicha neoplasia, con un medio de cultivo similar al
usado en este trabajo, logrando aislar con alta eficiencia CMT, a los 7-14 dias después de
aplicar el medio de cultivo enriquecido de CMT, observando la morfologia de los clusters de
CMT descrita en este trabajo™*3l. Nosotros, logramos la generacion de esferoides en el dia
15 de cultivo en el medio de seleccion de CMT. El rendimiento de las CMT en nuestros
cultivos fue adecuado, ya que logramos aislar en gran cantidad CMT de ACCR, en la mayor

parte de los cultivos de ACCR que empleamos.

Al igual que otros grupos de trabajo, validamos nuestras CMT mediante la expresién
de los marcadores tipicos de CMT (CD24 y CD44) por medio de IF de doble marcaje, ya que
es una técnica de microscopia sensible, especifica, mas econémica que la citometria de flujo
y que es capaz de detectar la expresion multiple de proteinas intracelulares, asi como de
proteinas asociadas a la superficie de las células, como en el caso de CD24 y CD44.
Recientemente, Olejniczak y cols., aislaron colonosferas a partir de lineas celulares de
ACCR, a los cuales se les determino la expresién de CD133, CD44, EpCAM, entre otros

marcadores tipicos de CMT, ellos encontraron que los esferoides mostraron una proporcion
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pequefia de células CD44*1144 lo que contrasta con los resultados de nuestro trabajo, esta
discrepancia pudo haber sido causada por el uso de lineas celulares cominmente usada en
experimentos y no haber sido caracterizadas directamente en el tejido tumoral fresco.
También, Al-Hajj, et.al. y Sun Choi, et.al. demostraron la expresion de los marcadores
CD44+/CD24- en mamosferas derivadas de tejidos y lineas celulares de carcinoma de
mama, respectivamentel!#>146l, Por el contrario, nuestras CMT, expresaron en su totalidad
ambos marcadores tipicos CD24*/CD44*, confirmando con ello la generaciéon de cultivos
puros de CMT en nuestro laboratorio, estos hallazgos se apoyan con el trabajo de
Vermuelen, et.al.l'4’l. Este hallazgo nos podra permitir en un futuro, el estudio de los
mecanismos de FR a esquemas convencionales de quimioterapia distintos a 5FUOL, la
valoracién su capacidad tumorigénica, potencial metastasico y el desarrollo de estrategias
para el bloqueo de proteinas funcionales importantes que tienen las CMT, asi como ensayos
de sensibilidad a farmacos que guien al clinico en las decisiones acerca del tratamiento de

los pacientes con ACCR, de esta manera contribuyendo a la medicina personalizada.

Observamos que, en la mayor parte de nuestros aislados, las CMT coexpresaron
los marcadores de resistencia a 5FUOL, ABCB1/CK-18 y ABCB1/BNIP3. Estos datos
confirman los resultados de Garza-Trevifio E.N., quien encontré que las CMT, aisladas
o formando parte de los ACCRs sobrexpresan ABCB1, CK-18 y BNIP3[5l, Jeppensen,
et.al. demostraron la presencia de esferoides de ACCR ABCB1*y ABCG2*, en una baja
proporcién, contrastando con los resultados de nuestro trabajo#2. Este fendmeno puede ser
explicado debido a que la mayor parte de las nuestras muestras recolectadas, se
encontraban en estadios tumorales avanzados, en cambio Butler, et.al. demostraron una
expresion significativa de ABCB1 en CMT derivadas de la linea celular SW-480 de ACCR, lo
cual apoya nuestros resultados'#él. ABCBL1 y la familia de transportadores ABC contribuyen
a la FR hacia los agentes convencionales de quimioterapia y son considerados como

marcadores de CMT en distintos tipos de neoplasias® 74,

Por otro lado, Rybak, et. al, reportaron la expresién de CK-18 y de los marcadores
tipicos CD44/CD24 en esferoides de CMT cultivados en medio libre de suero, derivados de
la linea celular DU145 de carcinoma de prostata, a los 10-12 dias de cultivo, estos ademas
mostraron las caracteristicas biologicas propias de las CMT como la autorrenovacion y el
potencial tumorigénicol'*%l. Ademas, Steffensen, et.al., demostraron la expresion de CK-18
en CMT de carcinoma de ovario CD44*, por medio de citometria de flujo y Western Blot!50,
En cuanto al ACCR, Girillet, et.al. reportaron la expresién diferencial de CK-18 en células

tumorales circulantes de pacientes con ACCR por medio de secuenciaciéon masiva, siendo
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el tnico reporte hasta el momento de CK-18y su relacion con CMT, por lo que estos huestros

hallazgos concuerdan con lo reportado en la literatural*5,

En cuanto a la expresién de BNIP3 en las CMT, nosotros encontramos una menor
proporcion de células que coexpresaron con ABCB1, a comparacion de CK-18. En la
actualidad no existe ningun reporte hasta nuestro conocimiento, que indique a BNIP3 como
un marcador de resistencia a esquemas de quimioterapia, ni como un marcador directo de
CMT de ACCR, igualmente no encontramos ningun trabajo que demostrara la coexpresion
de las proteinas ABCB1/CK-18 ni de ABCB1/BNIP3. Lo que significa un hallazgo relevante
en el presente estudio, ya que estas moléculas podrian ser empleadas para el disefio de
estrategias terapéuticas que afecten directamente a los mecanismos de FR y de
supervivencia que tienen las CMT de los pacientes con ACCR. Sin embargo, es necesario
ampliar el nimero de muestra de cultivos puros de CMT para confirmar nuestros hallazgos
y ademas valorar la capacidad tumorigénica e invasiva mediante ensayos con modelos

murinos inmunodeficientes y la exposicion a farmacos distintos a 5FUOL.

En otro orden de ideas, diferenciamos in vitro CMT de ACCR a células epiteliales
mediante el uso de medio de cultivo suplementado con concentraciones crecientes de suero,
este Ultimo, utilizado con el objetivo de que las células tuvieran adherencia a la superficie de
cultivo, la cual lograron a los 15- 20 dias, después de su incubacién con dicho medio de
cultivo. De estas células adheridas, logramos observar mediante IF, la expresion de los
marcadores especificos de células epiteliales CK-17, CK-20, Cocktail-CK AE1/AE3 (que
detecta CK 10, 14 a 16, por medio de la fraccion AE1 y CK 1 a 8, por medio de la fraccion de
AE3) y EGFR, con ello logramos valorar la capacidad de diferenciacién de nuestras CMT.
Nuestros resultados son apoyados por el trabajo de Vermeulen, et.al. quienes comprobaron
la capacidad de diferenciacién multilinaje de esferoides de ACCR, con un medio de cultivo
similar al utilizado en este trabajo. Los esferoides previamente fueron caracterizados y
expresaban los marcadores tipicos de CMT (CD133*, CD44* y CD24"), los cuales se
regularon a la baja cuando las células se encontraban diferenciadas, en este estado, ellos

observaron una mayor expresion de CK-2011471,

En cuanto a los datos sociodemogréaficos de la cohorte de casos de ACCR utilizada
en el presente estudio, el sexo masculino y la edad mayor a 60 afios fue la predominante,
coincidiendo con datos reportados en la literatural?42%1521, En cuanto a las caracteristicas del
ACCR de nuestras muestras, la mayor parte de ellas se clasificaron como moderadamente
diferenciadas, siendo la localizacién tumoral mas comun el colon, igualmente esta variedad,

tipo de diferenciacién histolégica y localizacién tumoral son las mas comunes entre todos los
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casos de CCRI*843], Por otro lado, la mayor parte de nuestras muestras, fueron colectadas
en estadios avanzados de la enfermedad y el 60% de los pacientes de donde se obtuvo dicha
muestra, recibié quimioterapia adyuvante en el seguimiento realizado a 2 afios. El
diagnostico de CCR en paises en subdesarrollados como México se realiza normalmente en
estadios avanzados siendo el tratamiento de estos casos la cirugia y su combinacién con
esquemas de quimioterapia basados en FOLFOX-6, después del acto quirtrgico®®3, a
comparacion de los paises desarrollados donde los cribados de prevencién, hacen posible
el diagnéstico y tratamiento oportuno en fases tempranas de esta neoplasia, donde la
solamente la cirugia con reseccion de ganglios linfaticos, es el tratamiento principal, segun

consensos internacionales*>4.

También en nuestro estudio observamos que el promedio de sobrevida de los casos
incluidos fue de 23.7 y 20.5 meses en los casos sensibles y resistentes a 5FUOL,
respectivamente, con un punto de corte de 24 meses de seguimiento clinico. Aunque
encontramos 3 meses de diferencia entre la sobrevida de ambos grupos, necesitamos
ampliar el tiempo de seguimiento clinico de los casos de ACCR de nuestra cohorte, hasta
los 5 afios para obtener conclusiones definitivas. Por otra parte, observamos que el 65% de
los casos, no tuvo metastasis a los 2 afios de seguimiento, siendo la mayor parte de ellos,
sensibles a 5FUOL, mientras que el 35% restante, presenté metéstasis, siendo la poblacién
clasificada como resistente a 5FUOL, la méas frecuentemente afectada, con diseminacion
tumoral a pulmén, higado y hueso, principalmente, lo que concuerda con los sitios de
metastasis mas cominmente afectados por el ACCRI. En cuanto al IK final de los
pacientes, encontramos que la mitad de nuestra poblacion estudiada, se ubicaba con valores
de superiores a 70 y la otra mitad, con un IK menor a 50, de estos Ultimos, 7 casos (35%)
murieron en el periodo de seguimiento de 2 afos, siendo resistentes a 5SFUOL, la mayor
parte de ellos (4 casos). Aunque Soveri, et.al. menciona que la sobrevida de los pacientes
con ACCR en estadios avanzados es de 20 meses, aproximadamente!®, en nuestra cohorte
la mayor parte de los casos sobrepasé este periodo de tiempo, con excepcion de 2 casos,

los cuales fueron resistentes a 5SFUOL y con manifestaciones de metéstasis.

También en este trabajo valoramos la expresion de los marcadores tipicos de CMT
CD24/CD26 y CD44/CD26, asi como los marcadores de resistencia a 5FUOL ABCB1/CK-18
y ABCB1/BNIP3, directamente en tejidos de pacientes con ACCR, por medio de IHQ de doble
marcaje. Esta técnica nos permitio valorar la expresion en forma combinada (colocalizacidn)
o individual de 2 proteinas en un mismo corte histologico, mediante la generacién de
reacciones, que en Ultima instancia generan colores detectables en microscopios épticos por

cada proteina de interés, esto resulta conveniente para los laboratorios de histopatologia, ya
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gue evita los problemas comunes del uso de la IF, como la disminuciéon de la sefial
fluorescente con respecto al tiempol*>®l. Para realizar la parte experimental, primeramente,
obtuvimos los datos clinicos de los casos de ACCR (mencionados en los parrafos anteriores)
y obtuvimos los tejidos de nuestro biobanco de tejidos de ACCR, estos ultimos los
clasificamos en base a su sensibilidad in vitro a la mezcla 5FUOL, como sensibles o
resistentes, considerando el PMC, con un valor de corte de 20% (ver seccion de material y
meétodos). Después se procedio a la obtencidén de cortes histoldgicos y la realizacion de IHQ
de doble marcaje. La expresién de las proteinas CD44/CD26, CD24/CD26, ABCB1/CK-18,
ABCB1/BNIP3, asi como la expresidn asilada de cada una de ellas, fue valorada, realizando
conteo de cuadros equivalentes a micrémetros cuadrados en softwares de medicién, con ello
pudimos obtener resultados cuantitativos de la expresidn de las proteinas analizadas, que
después correlacionamos y asociamos con las siguientes variables clinicas:
quimiosensibilidad a 5FUOL, PMC, |.K. Final, sobrevida, presencia de metastasis y muertes
a los 2 afios de seguimiento clinico de los casos incluidos, mediante analisis estadistico.
Cabe aclarar que la mayor parte de los estudios de IHQ tanto en el area diagnostica como
experimental, se realizan de manera cualitativa, siendo este trabajo uno de los primeros en
donde identificamos la expresién proteica basada en el conteo de cuadros positivos a tincion

por cada proteina.

Logramos observar la expresion diferencial, estadisticamente significativa de la
coexpresion de los marcadores tipicos de CMT CD24/CD26 entre tejidos resistentes y
sensibles a 5SFUOL vy tejido intestinal sano, en donde los tejidos sensibles mostraron mayor
coexpresion de CD24/CD26 cuando se compararon con los otros grupos, asi mismo los
tejidos sensibles presentaron mayor cantidad de cuadros CD24*/CD26* cuando los
comparamos contra los sanos. Sin embargo, observamos una notable variacién entre
pacientes referente a la expresion de CD24*/CD26*. Por otro lado, la coexpresion de
CD24*/CD26* se asoci6 con una menor sensibilidad a 5SFUOL, este hallazgo, coincide con lo
reportado en la literatura. Por otra parte, no se obtuvo correlacién con las otras variables
clinicas analizadas, esto podria ser explicado debido a que CD24 y CD26 no son
biomarcadores exclusivos de CMT, ya que también identifican a las CMN. Por otro lado,
igualmente observamos la expresion diferencial de CD44*/CD26*, siendo estadisticamente
significativa la comparacion entre tejidos tumorales resistentes y sensibles, los primeros
tuvieron una mayor expresion de CD44*/CD26*. Sin embargo, no se encontré diferencias
significativas entre los cortes de ACCRs y de colon sano. Por otra parte, si encontramos una
asociacion entre una mayor coexpresion de CD44*/CD26* con variables clinicas

desfavorables como una menor quimiosensibilidad a SFUOL, un menor IK final, presencia de
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metéstasis y nimero de decesos a los 2 afios del seguimiento clinico o antes. Lo que
concuerda con lo reportado por otros autores. No observamos expresion de CD24 ni de
CD44, en forma independiente. Estas proteinas se coexpresaron con CD26. Los cual es
interesante, porque posiblemente la expresiéon de CD24, CD44 y CD26 esta coordinada por
vias de sefalizacién comunes. Sin embargo, CD26 si se expresa independientemente de
CD24,y de CD44. La expresion de CD26 fue significativamente mayor en ACCRs resistentes
a 5FUOL, que en ACCRs sensibles, y en colon sano y esta mayor expresion de CD26 mostrd
una correlacion significativa con una menor sensibilidad a 5FUOL, mayores puntuaciones en
el IK final, mayor sobrevida y casos vivos a los 2 afos del seguimiento. Estos datos resultan
contrastantes con la literatura, sin embargo, nosotros atribuimos este fenémeno a que CD26,
es también considerado un biomarcador de CMN, por lo que CD26 identifica a las dos

poblaciones celulares.

Por otro lado, también observamos coexpresion de los biomarcadores de resistencia
a 5FUOL, ABCB1/CK-18 y ABCB1/BNIP3 y la expresién aislada de ABCB1, en donde se
observd una coexpresion, notablemente mayor y estadisticamente significativa de
ABCB1/CK-18, ABCB1/BNIP3 y una mayor expresion de ABCBL1 los cortes de ACCRs
resistentes a 5SFUOL que en los ACCRs sensibles o de colon sano y no se observé diferencia
entre los cortes de ACCR sensibles y de colon y sano. La coexpresién de ABCB1*/CK-18*
mostrd una correlacién con una menor sensibilidad a 5SFUOL de los cultivos primarios de
ACCR, menores IKs finales y la presencia de metastasis, concordando con lo reportado en
la literatura. Lo que sugiere que la coexpresion de ABCB1/CK-18 o de ABCB1/BNIP3 podria
ser Util para predecir la eficacia de FOLFOX-6. Sin embargo, no encontramos diferencias
significativas con la sobrevida de los pacientes, ni con el nUmero de muertes ocurridas
durante el periodo de seguimiento clinico, o que resulta contradictorio con lo reportado
previamente. Esta situacion puede explicarse porque la mayor parte de los estudios de
expresion de biomarcadores se realizan en un periodo mayor de seguimiento clinico de los
pacientes (5 afos), probablemente al aumentar el tiempo de seguimiento y el nimero de
casos, en nuestro estudio, obtendremos los mismos resultados. En cuanto a la colocalizacion
de ABCB1/BNIP3, encontramos una correlacién estadisticamente significativa con una
menor quimiosensibilidad a 5FUOL, menores lks finales, menor sobrevida y mayor
mortalidad a los 2 afios de seguimiento clinico o antes. Sin embargo, no encontramos
correlacion con la presencia de metéstasis. Por otro lado, la expresion de ABCB1, se asocid
de manera significativa con una menor sensibilidad a 5FUOL, lks bajas, menor sobrevida,
presencia de metastasis y mayor mortalidad antes de los dos afios de seguimiento clinico.

Estos datos también concuerdan con lo reportado en la literatura. Por Ultimo, no encontramos
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diferencias ni correlacion entre la expresion de CK-18, entre los ACCRs sensibles o
resistentes ni entre los cortes de colon sano. Tampoco entre la expresion de CK-18 o alguna
de las variables clinicas analizadas. Estos resultados contrastan con lo reportado en
literatura internacional. Sin embargo, cuando CK-18 se coexpresa con ABCB1 si parece
tener relevancia en la patogenia del CCR, como se menciond en parrafos anteriores. De
todos los marcadores analizados, no encontramos reportes de estudios hechos con doble
marcaje en ACCR, en donde se haya analizado la coexpresion de ABCB1/CK-18,
ABCB1/BNIP3, CD24/CD26 ni de CD44/CD26. Sin embargo, si existen reportes de la
expresion de estas proteinas en forma aislada, empleando IHQ para un solo marcador y
reportando sus resultados de manera cualitativa. También al momento, no encontramos

ningun reporte que correlacione la valoracion del IK con la expresion de biomarcadores.

La contribucién principal de este trabajo es que logramos cuantificar por medio del
conteo manual de cuadros a través de softwares de medicidn, la coexpresién de los
marcadores tipicos de CMT de ACCR y también de los marcadores de resistencia a 5SFUOL,
estos ultimos resultan relevantes ya que la colocalizacion de ABCB1/CK-18 y ABCB1/BNIP3
correlacioné con variables clinicas desfavorables y con la respuesta al tratamiento in vitro a
5FUOL, por lo que estos biomarcadores podrian ser considerados como herramientas
diagnosticas para determinar el prondstico y la respuesta al tratamiento a FOLFOX-6 en los
pacientes con ACCR. Aunque logramos observar diferencias significativas, se necesita
ampliar el nimero de muestras y el tiempo de seguimiento clinico de los casos incluidos,
para confirmar nuestros hallazgos, con ello lograremos en un futuro, la implementacion de la
bateria de biomarcadores pronésticos a FOLFOX-6, en los laboratorios de patologia,
contribuyendo de esta forma a la medicina personalizada, mejorando el prondstico de los

pacientes con ACCR.
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CAPITULO 11. CONCLUSIONES

e Logramos aislar y expandir CMT de ACCR mediante el empleo de medio de cultivo libre
de suero.

e Nuestras CMT coexpresaron los marcadores de superficie CD24 y CD44 y también los
marcadores de resistencia a SFUOL (ABCB1/CK-18 y ABCB1/BNIP3).

e Validamos la capacidad de nuestras CMT para diferenciarse a células epiteliales, las
cuales expresaron marcadores especificos de epitelio: CK-17, CK-20, Cocktail-CK y
EGFR.

e Implementamos la técnica de IHQ de doble marcaje y un método cuantitativo para
determinar la expresion de proteinas de interés por medio del uso de softwares de
medicidn de area, en lugar de aplicar analisis cualitativo de las tinciones.

e La expresion de los marcadores tipicos CD44/CD26 y la expresion aislada de CD26 fue
mayor en los tejidos resistentes a 5SFUOL, sin embargo, no correlacionaron con todas las
caracteristicas clinicas desfavorables de los casos de ACCR incluidos.

e La coexpresion de los marcadores de resistencia a 5FUOL ABCB1/CK-18 vy
ACB1B/BNIP3, asi como la expresién aislada de ABCB1, fue significativamente mayor
en los tejidos resistentes a 5SFUOL que en los ACCRs sensibles y colon sano Estos
marcadores correlacionaron con todas las caracteristicas desfavorables de los casos
incluidos de ACCR por lo que podrian ser Utiles para predecir la eficacia de FOLFOX-6.

e La estrategia que seguimos en este trabajo podria aplicarse en otros tipos de cancer
con buenos resultados.

e Labateria de biomarcadores de resistencia a 5FUOL, predice la respuesta al tratamiento,
la sobrevida, funcionalidad y pronostico de los pacientes por lo que pudiera ser
implementada en los laboratorios de patologia en un futuro.

e Los resultados aqui presentados confirman nuestra hipétesis y apoyan el estudio de la

tesis doctoral de Garza-Trevifio E.N.



o ADENOCARCINOMA COLORRECTAL: CORRELACION ENTRE LA EXPRESION DE CMT ABCB1*/KRT18*/BNIP3*, FARMACORRESISTENCIA Y RESPUESTA A FOLFOX-6 o

CAPITULO 12. PERSPECTIVAS

= Aumentar el nimero de muestra de los casos de ACCR.

= Realizar seguimiento clinico de los pacientes en un periodo de tiempo mayor,
considerando de 5 a 7 afios después de la cirugia de reseccién del tumor primario.

= Realizar inmunohistoquimica de doble marcaje confirmatoria de un marcador tipico de
CMT con un marcador de resistencia a 5SFUOL, para verificar la colocalizacion de ambas
proteinas en tejidos de ACCR.

= Realizar ensayos in vivo en modelo murino para evaluar la capacidad tumorigénica e
invasiva de nuestras CMT aisladas de tejido de ACCR.

= Valorar capacidad de pluripotencia de nuestras CMT de ACCR hacia la diferenciacion a
otros linajes celulares, distintos al epitelial.

= Valorar la capacidad de migracién e invasion de nuestras CMT de ACCR mediante
ensayos de migracion con membranas Transwell y Matrigel.

= Evaluar la capacidad de FR de las CMT, con la exposicion a combinaciones de farmacos
de quimioterapia convencionales, distintos a 5FUOL y también con anticuerpos
monoclonales, esto a través de ensayos de viabilidad celular, como el ATP-CRA.

= Construccién de un anticuerpo bidirigido que bloquee las acciones de las proteinas de
resistencia a 5FUOL, es decir ABCB1/CK-18 o ABCB1/BNIP3.
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CAPITULO 14. ANEXOS

14.1. Medios y soluciones para cultivo celular

+» Solucién salina amortiguada por fosfatos (PBS) 1X pH 7.4

En 500 mL de agua miliQ, disolver:

= Cloruro de Potasio (KCI) 0.106 g
= Fosfato de Potasio Monobasico (KH2POj) 0.102 g
= Cloruro de Sodio (NaCl) 4.090g
= Fosfato de Disddico (NazHPO4) 0.798 g

Se colocan las sales en un vaso de precipitados adecuado para el volumen de la
solucién a preparar, se afiade el 80% del agua miliQ y se mezcla con ayuda de un agitador
magnético hasta diluir las sales. Ajustar el pH a 7.4 con acido clorhidrico (HCI) 1 M e
Hidroxido de Sodio (NaOH) 10 M. Aforar la solucion al volumen final requerido y filtrar a
través de una unidad de filtracién de 45 um y/o esterilizar en autoclave. Bajo técnica aséptica

distribuir en alicuotas de 50 mL en tubos cénicos y almacenar a 4°C.

% Acido clorhidrico 1 M
= HCI concentrado 8.62 mL
= Agua destilada 91 mL

No agregar el agua destilada al 4cido. Mezclar en una plancha agitadora por 5 min.

Aforar a 100 mL con agua destilada.

% Hidréxido de sodio 10 M
=  NaOH 409
= Agua destilada 40 mL

Mezclar en una plancha agitadora con una barra magnética hasta disolver el NaOH
por completo. Aforar a 100 mL.

+ PBS 1x suplementado con antibiético y antimicdtico para uso de cultivo celular

Para preparar 50 mL:

= PBS 1xapH 7.4, estéril 50 mL
= Gentamicina -10 mg/mL- a concentracion final de 50 ug/mL 250 yL
= Anfotericina B -2.5 mg/mL- a concentracion final de 2.5 pg/mL 50 uL
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« Colagenasatipo | al 0.2%

= PBS 1x apH 7.4, estéril 20 mL
= Colagenasa tipo | -285 U/mg- 40 mg
= Anfotericina B -2.5 mg/mL- a concentracion final de 2.5 pg/mL 50 yL

Filtrar la solucidn y esterilizar mediante filtracion con un filtro de jeringa con poros de
45 um. Después agregar gentamicina y anfotericina B a las concentraciones descritas

anteriormente. Proteger de la luz y almacenar a 4°C.

% Medio de cultivo para disgregacion de tejido y tumores colorrectales

= Medio RPMI 1640 20 mL
= Gentamicina -10 mg/mL- a concentracion final de 50 pg/mL 100 L
= Anfotericina B -2.5 mg/mL- a concentracion final de 2.5 pg/mL 20 yL

No suplementar medio con suero fetal bovino (SFB).

< Medio de cultivo IMDM

Para preparer 50 mL, agregar:

* Medio IMDM 45 mL
= Gentamicina -10 mg/mL- a concentracion final de 50 ug/mL 250 yL
= Anfotericina B -2.5 mg/mL- a concentracion final de 2.5 pg/mL 50 uL
= Suero Fetal Bovino (SFB) al 10% 5mL

Realizar en campana de cultivo celular. Mezclar con agitacion manual por unos

segundos y almacenar a 4 °C hasta su uso.

% Medio de aislamiento y mantenimiento de CMT

Para preparer 50 mL, agregar:

* Medio DMEM 1x 50 mL
= Gentamicina -10 mg/mL- a concentracion final de 50 ug/mL 250 yL
= Anfotericina B -2.5 mg/mL- a concentracion final de 2.5 pg/mL 50 uL
= EGF 1L

* FGF- 10 pL
= Nicotinamida 0.061 g

Realizar en campana de cultivo celular. Primero agregar nicotinamida a los 50 mL del
medio DMEM 1x y esterilizar mediante filtracién con un filtro de jeringa con poros de 45 um.

Después agregar gentamicina y anfotericina B, EGF y FGF- B, a las concentraciones
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descritas anteriormente. Mezclar con agitacion manual por 10 seg. y almacenar a 4 °C hasta

Su uso.

+ Medio de diferenciacién de CMT a células epiteliales

Para preparer 50 mL, agregar:

= Medio RPMI 1640 45 mL
= Gentamicina -10 mg/mL a concentracién final de 50 ug/mL 250 yL
= Anfotericina B -2.5 mg/mL a concentracion final de 2.5 pyg/mL 50 yL

= Suero fetal bovino (SFB) dependiendo el porcentaje a usar

Realizar en campana de cultivo. Mezclar los componentes y almacenar a 4 °C

< Azul tripano al 0.2%
= Azul tripan al 0.4% 05¢g
= PBS 1x 1mL

-Modo de empleo: Se toman 16 yL de esta solucién y se mezclan con 4 L de la
suspension celular. Se depositan 10 yL de esta suspension en una camara de Neubauer y
se cuentan las células azules (muertas) e incoloras y refringentes (vivas) en los 4 cuadrantes
de la camara. Después, se determina el porcentaje de viabilidad celular y la concentracion

(nimero de células/mL aplicando la siguiente ecuacion:

Promedio de Factor de dilucién
células vivas de la suspensién 5 = ——x10% células/mL
de cuadrantes celular

14.2. Reactivos para preparacion de hematoxilinay eosina

< Hematoxilina de Gill

= Agua destilada 730 mL
= Etilenglicol 250 mL
= Hematoxilina anhidrida 29

= Yodato de potasio 0.2g
= Sulfato de aluminio 1769
= Acido acético glacial 2mL
= Agua destilada 6 min
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La solucién se prepara en el orden en que estan listado los reactivos y se mezclan
con ayuda de un agitador magnético a temperatura ambiente durante 1 h. Filtrar (papel filtro

Whatman® 20-30 pM) la primera vez antes de usar.

% Eosina
= Eosina amarillenta 1lg
= Agua destilada 20 mL
= Etanol 96% 80 mL

De esta solucion concentrada, tomar una parte y agregarla en tres partes de etanol
80%. Antes de usar, agregar 0.5 mL de acido acético glacial por cada 100 mL de colorante

preparado, agitar

< Solucién alcohol-acido
» Acido clorhidrico concentrado 1mL
= Etanol 70% 99 mL

« Agua amoniacal
=  NaHsOH 1mL
= Agua destilada 99 mL

14.3. Fijadores de células y tejidos

% Fijador metanol-acetona
Se prepara una mezcla 1:1 de metanol y acetona absolutos, se mezcla y

posteriormente se almacena en refrigeracion a -20 °C hasta su uso.

+ Solucién de Carnoy

Para preparar 100 mL, agregar:

= Etanol absoluto 60 mL
= Cloroformo 30 mL
» Acido acético 10 mL

Mezclar en un frasco de vidrio y conservar a 4°C hasta su uso.
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14.4. Soluciones y reactivos para inmunohistoquimica

« Tris buffer —salino + Tween 20 (TBST)

TBST 1x TBST 1x -opcién comercial-

» TBS 10x 100 mL = TBST 20x 50 mL
= Agua miliQ 900 mL =  Agua miliQ 950 mL
= Tween 20 500 yL

Para preparar TBS 10x: Aforar 1 L de agua miliQ y agregar 102.66 g de cloruro de
sodio (NaCl) y 14.45 g de Tris base, ajustar pH a 7.4 y conservar a 4°C hasta su uso.

« Hematoxilina de Mayer

= Agua destilada 1000 mL
»  Sulfato aluminico potésico o sulfato aluminico de amonio 50 mL
= Hematoxilina cristalizada 1lg

* Yodato de sodio 0.2g

= Acido citrico 1g

» Hidrato de cloral 50¢g

Afadir el sulfato aluminico hasta que esté completamente disuelto y posteriormente
afiadir la hematoxilina. Cuando la hematoxilina esté completamente disuelta se afiade el
acido citrico, el hidrato de cloral y yodato de sodio. Hervir durante 5 min, enfriar vy filtrar.

Puede ser usada de inmediato.

% Silanizado de laminillas
= Poly-L lysine 5mL
= Agua miliQ 45 mL

Mezclar los componentes y pasar a un frasco de Coplin de polipropileno -no utilizar
vidrio-, sumergir las laminillas a tratar por 10 min y después dejar secar a temperatura
ambiente.
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