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RESUMEN (en espaiiol)

INTRODUCCION

El cancer de colon es la tercera neoplasia en cuanto a incidencia a nivel mundial. Se ha visto
que el estroma peritumoral juega un papel importante en este tipo de cancer. En este estudio
centramos nuestra atencion en los fibroblastos peritumorales (CAFs), y el ColXla1, que es un
marcador especifico de estas células. El objetivo de esta tesis es analizar la influencia de los
CAFs en el cancer de colon y el desarrollo de un modelo de xenotrasplante de cancer de colon

humano en ratones inmunodeprimidos, asociado o no a fibroblastos.

MATERIAL Y METODOS

Se obtuvieron fibroblastos normales (NF) y peritumorales de muestras quirurgicas de cancer de
colon. Estas células se cultivaron in vitro, se analizé su capacidad de crecimiento local y se
tineron con a-SMA, vimentina y proColXla1. Utilizando ratones inmunodeprimidos SCID se
realizaron xenotrasplantes heterotépicos en la cabeza del pancreas de células de cancer de
colon humano HT-29 asociados o no a fibroblastos normales o peritumorales.

Por otro lado estudiamos muestras de 189 pacientes afectos de cancer de colon. La matriz
extracelular se tiid con tricrémico verde de Gomori y los CAFs con el anticuerpo monoclonal de
ratén anti-proColXla1. Se obtuvieron datos del area tefiida con proColXla1, del area Gomori y
del numero de células proColXla1 positivas. Las imagenes se analizaron con el programa
Image J-FIJI que calcula el ndmero de células y el area total de las zonas marcadas, y
cuantifica también el nimero y el area de células no marcadas. Se realizé analisis estadistico
por MedCalc vio y SpSS v15.

RESULTADOS

Los CAF y NF cultivados fueron proColXla1 + / VIM +, proColXla1+ / alphaSMA + y proColXla1
+ / CK19 + en diferentes proporciones sin diferencias entre ellos, pero la curva de crecimiento
de CAFs fue significativamente mayor que la del NF (p <0.05). Se desarrollaron tumores de

mayor tamafo en los animales que recibieron HT-29 asociado a CAFs.
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En el estudio de muestras anatomopatolégicas de cancer de colon tefiidas con Gomori y anti-
proColXla1, el numero total de células del estroma, CAFs y su area fue mayor en estadios
tumorales iniciales. El area de Gomori, en cambio, resulté ser menor en estadios iniciales y en

casos sin recidiva.

CONCLUSIONES

® Es posible aislar y cultivar fibroblastos normales y peritumorales a partir de muestras de
cancer de colon humano.

® En el modelo de xenotrasplante, la asociacién de fibroblastos peritumorales humanos
genera, de forma precoz, tumores mas grandes con metastasis hepaticas y pulmonares,
que si se trasplantan soélo células de cancer de colon.

® En el cancer de colon, la presencia de mayor volumen de estroma en el tumor se relaciona

con estadios avanzados.

RESUMEN (en Inglés)

INTRODUCTION

Colon cancer is the third neoplasm in terms of incidence worldwide. The peritumoral stroma has
been seen to play an important role in this type of cancer. In this study we focus our attention on
peritumoral fibroblasts (CAFs), and ColXla1, which is a specific marker for these cells. The
objective of this thesis is to analyze the influence of CAFs in colon cancer and the development
of a xenotransplantation model of human colon cancer in immunosuppressed mice, associated

or not with fibroblasts.

MATERIAL AND METHODS

Normal fibroblasts (NF) )and peritumoral fibroblasts were obtained from colon cancer surgical
specimens. These cells were cultured in vitro, their local growth capacity was analyzed and they
were stained with a-SMA, vimentin and proColXla1. Using immunosuppressed SCID mice,
heterotopic xenografts were performed in the head of the pancreas of HT-29 human colon
cancer cells, associated or not with normal or peritumoral fibroblasts.

On the other hand, we studied samples from 189 patients with colon cancer. The extracellular
matrix was stained with Gomori green trichrome and the CAFs with the anti-proColXla1 mouse
monoclonal antibody. Data were obtained on the proColXla1 stained area, the Gomori area and
the number of proColXla1 positive cells. The images were analyzed with Image J-FIJI which
measures the number of cells and the total area of the marked regions, and also quantifies the
number and the area of unlabeled cells. Statistical analysis was performed by MedCalc v1o and
SpSS v15.

RESULTS
The cultured CAFs and NF were proColXla1 + / VIM +, proColXla1 + / alphaSMA + and

proColXla1 + / CK19 + in different proportions without differences between them, but the growth
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curve of CAFs was significantly higher than that of NF (p <0.05).

Larger tumors were developed in animals that received HT-29 associated with CAFs. In the
studies of anatomopathological samples of colon cancer stained with Gomori and anti-
proColXla1, the total number of stromal cells, CAFs and their area was higher in initial tumor
stages. The Gomori area, on the other hand, turned out to be smaller in the initial stages and in

cases without recurrence.

CONCLUSIONS

® Normal and peritumoral fibroblasts can be isolated and cultured from human colon cancer
specimens.

® In the xenotransplantation model, the association of human peritumoral fibroblasts
generates, earlier, larger tumors with liver and lung metastases, than if only colon cancer
cells were transplanted.

® In colon cancer, the increased stroma volume in the tumor is associated with advanced

stages.

SR. PRESIDENTE DE LA COMISION ACADEMICA DEL PROGRAMA DE DOCTORADO
EN
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“La utopia esta en el horizonte. Camino dos pasos, ella se aleja dos pasos, y el horizonte
se corre diez pasos mas alla. Entonces, ;para qué sirve la utopia? Para eso, sirve para

caminar’”

Eduardo Galeano

A mis padres, que me han dado todo, y gracias a ellos soy quien soy.

11



12



AGRADECIMIENTOS

A mis directores, el doctor Luis Barneo Serra, el doctor Fernando Vazquez Villa 'y
la doctora Carmen Gonzalez del Rey Rodriguez que me han dado la oportunidad de

realizar esta tesis. Gracias por su guia y su inmensa ayuda en este camino.

A todo el equipo que ha colaborado en la realizacion del trabajo de campo,

andlisis y elaboracion de este trabajo.

A la Dra. Carmen Garcia Pravia, por la extracion de las muestras quirargicas y su

analisis anatomopatoldgico, junto con la Dra. Gonzalez del Rey.

A Maria Teresa Ferndndez Garcia, por el analisis de muestras de animales desde el

IUOPA y su ayuda en todo lo necesario.

A Eva Garcia Pérez, Laura Suarez Fernandez, José A. Galvan y Marcos Garcia

Ocafa por su trabajo en los cultivos celulares.

A Angel Martinez Nistal y Marta Alonso Guervos, por su ayuda y su paciencia en

los SCTs de la Universidad de Oviedo.

A mis compafieros Camilo Lopez Arévalo, Paul Ugalde Serrano y Jimy Jara

Quezada, por la ayuda en los xenotrasplantes.

A mis compafieras y amigas Raquel Rodriguez Uria y Sandra Sanz Navarro, por el

trabajo que han realizado y la ayuda y el apoyo en todo momento.
A Clara Barneo Caragol, por su gran ayuda en la elaboracion de la tesis.

A Belén Porrero Guerrero, mi compaiera y amiga, gracias a ella comencé en este

estudio, que en parte también ha sido gracias a su trabajo.

13



14



INDICE

1. INTRODUCCION.......ccvtuererrnneeerenneeeerenneeerenneessssneseesssnnesessnnnnens yeeeen23
1.1. EPIDEMIOLOGIA. ...ccuvuiiiiiieeeeeiieeeeeeteeeeeeteeeeeanneeeerennneessnen 25
1.2. PATOGENIA .......cevttneeerrenieeereenneeerruneeesssnneessssneessssnneeesssnnnees 28

1.2.1. FACTORES AMBIENTALES.......oouiiiiiiiieiiiiiie e, 28

1.2.2. FACTORES GENETICOS........oiiiiie i 30
1.2.2.1. Aberraciones CromoSOMICAS. ...........oeeenreeeenneeneannnn 31

1.2.2.2. MUtaciones EniCas. .......ouveurenrennin veeneannennanenennnn 32

1.2.2.3. Inestabilidad epigenética................ccevviviennininnn... 34

1.3. ESTADIFICACION — CLASIFICACION.......cccevvuueeeernnneeennnnncnnnes 36
1.4. TRATAMIENTO......ctvttneeerenneeeerenneeeersnneeessssneeesssnneeessssmmssnnnes 39
141 CIRUGIA . ... 39

1.4.2. QUIMIOTERAPIA . ......ooiiiie e 40

1.4.3. TERAPIAS CONTRA DIANAS ESPECIFICAS ...........ccco..... 40

144, ESTADIOIL. .....ouuiiiii e 41

1.4.5. METASTASIS HEPATICAS SINCRONICAS ....................... 41

1.4.6. CARCINOMATOSIS PERITONEAL..............oooieiiiieienn... 41

1.5. LINEAS DE INVESTIGACION ACTUALES.......cccevvuuereneeeennnnnnnns 42
1.5.1. INFLAMACION Y CANCER..........ooiuiiiiieiiiie e 42

1.5.2. FIBROBLASTOS Y ESTROMA ..ottt 43
1.5.3. COLAGENO XI0L....0ouniiieii e, 50

1.5.4. TRANSICION EPITELIO MESENQUIMA ............coccvvv, 53

1.5.5. SONIC HEDGEHOG............oiiiiiiieiiiiie e, 55

1.6. MODELOS DE CANCER DE COLON HUMANO.........cccvvvvuennnnnnn. 57
1.6.1. MODELOS DE CANCER ESPONTANEO EN ANIMALES......58

1.6.2. MODELOS EN RATONES CON MODIFICACIONES

15



GENETICAS ...iiiiiiis ettt 58
1.6.2.1. Mutacion APC........ooiiiiiiii 59
1.6.2.2. Mutaciones en los genes reparadores del DNA............. 59

1.6.2.3. Otros modelos........o.vvuiieiiiiiiiiiiee e, 60

1.6.3. PROMOTORES EXOGENOS........ooviiiiiiiiiiiiiiiiiiieeaaeenn, 61

1.6.3.1. Dieta occidental............cooiiiiiiiiiiiiiiie 61

1.6.3.2. Inductores qUIMICOS. .....vuvierieiiieiieiieeeieeaeeennnn 61

1.6.4. IMPLANTACION DE CELULAS TUMORALES................... 62

T B ' 1<) 1 1 62

1.6.4.2. MICTOINYECCION ...uvtntintieeteiteieeeeaeie et eeeaaeeeananns 63

1.6.4.3. Electrocoagulacion transanal................c.ocoeeiiiinn. 63

1.6.4.4. Técnica QUITUIZICA . .ovuviennteenie et eaee e eieeaaeannens 64

1.6.5. ORGANOIDES. ... .o 67

pJ0 1 1Y N 1 3 (00X 0) (0] 69
3. HIPOTESIS. ccciiiiiiiiiiiitteeieeeeiireteeee e s eeeeerete e e e e s e ennnraeeeeessesesnnnnnane 73
4. OBJETIVOS...uuiitiiiiiiiiiiniieiiiiiiaiiettestsntsssesssssasssssssssssssssssssssnssnssssne 77
5. MATERIAL Y METODOS......uuuttttiieetiniiieeeteeeeseeeeaiereeeeeeeseesennnnseeees 81
5.1. OBTENCION DE MUESTRAS QUIRURGICAS.......ccceuueeevrrnnnnnnnn. 83

5.2. CULTIVOS...uuiutitiiiiiiiiiiiiiiiiiiieiiiiiiitietietitentiacsecscntsssscnssncnnns 84

5.2.1. CULTIVO DE FIBROBLASTOS. ...ttt 84

5.2.2. CULTIVO DE CELULAS HT-29.........ccooviiiiiiiiieiiiiiieeeis 86

5.2.3. INMUNOFLUORESCENCIA DE CELULAS ESTROMALES
CULTIVADAS Y MICROSCOPIA CONFOCAL..........c.ooiiiiiiiiiiiiiiieeeeee 86

5.3. IDENTIFICACION  DE CAFs HUMANOS EN LOS

XENOTRASPLANTES. ..o ititiiiiiiiiiiiiiiiiiiieieiticieieeeeeeaeecnesasescnennes 87
5.4. XENOTRASPLANTE HETEROTOPICO DE CELULAS HT-29 EN LA
CABEZA DEL PANCREAS.......cciiitittttiiieeeeeertntneeeeeeesrtnneeeseesssssnneesssssn 88
SA L. RATONES. .o 88
SA42.BIOTERIO.....o e 90



S43. TRASPLANTES. ..o 91

5431 ANESEESIA. ..o iuitie et 91
5432 Trasplante........cooviiiiiiiii i 92
5.4.3.3. Butanasia. ....co.oiuiiniiitii e 92
5.4.3.4. Analisis anatomopatoldgico .............ooeiiiiiiiiiiiiiinni. 93
5.4.4. DISENO EXPERIMENTAL...........coooviiiiiiiiiiiieeiieieeen 94

COLON HUMANO . ...ccuuiiieeriitriieeeeerrernnneeeeeesssssneeeeesssssmneeeessssssnnseeesens 95
5.5.1. RECOGIDA DE DATOS........oummiiiiiiiiiie e, 95

5.5.2. MUESTRAS ANATOMOPATOLOGICAS............cccovven. 96

5.5.3. OBTENCION DE IMAGENES.............cooiiiiiiiiiiiiieeeii, 96

5.5.4. ANALISIS DE IMAGENES...........ooiiiiiiiiiiiiiiieeie e, 101

5.6. ANALISIS ESTADISTICO........ccevvtrnieeerenneeeerenneeerrenneeeesssnneeens 102

5.7. CONSIDERACIONES ETICAS.....ccccevvttrueeeeerrrennnieeeeererennnnnnnns 102

6. RESULTADOS......ccvtuueieritneeererneeeeresneeeerssneessissnseessssseesssseeesssnnnns 103
6.1. CULTIVOS CELULARES.......cuuuuiiirirrtiieeeeeerrrrnnieeeeeereessnneeeeens 105

6.1.1. MORFOLOGIA CELULAR..............cooiiiiiieiiiiee e, 105

6.1.2. CINETICA DE CRECIMIENTO...........ccooviiiiieeiaiiiin, 110

6.2. IDENTIFICACION DE CAFs HUMANOS EN LOS
XENOTRASPLANTES. . it ittiiiiiiiiiiiiiitiiiiitiieiittietietiesiacsasssscsassnscasnns 112

6.3. XENOTRASPLANTE HETEROTOPICO DE CELULAS HT-29 EN LA
CABEZA DEL PANCREAS. ... cuttttteteeeteeeesnesesnesessesassesnssesnssssnsssmensensans 113

6.4. CUANTIFICACION DE ColXIal EN MUESTRAS DE CANCER DE

COLON HUMANO . ...ccuuuieeierrernnieeeeerretrnneeeeeesssssnneeeessssssssnseesssmsssssssssns 122
7. DISCUSION......cevtuueeerenneeeeetnneeeerenneeeesssneeeesssnseesssnnsesssnsesssnnnnsesssnnsns 131
8. CONCLUSIONES......cuuueieeerrrtrnnieeeeererernneeeeeersessnneeeeesmsssessesssssssnnnesees 141
9. BIBLIOGRAFIA.....ccooovriiiriiieieeiiiiiiieeeeeereittieeeeeeressnnensersssnnneeesssssan 145
10 ANEXOS. .ouuueervtneeeereeneeerssneeeerssneeeesssseeeessssseessssneeessssnesessssnseesssnnsn 169

17



ANEXO 1: PROTOCOLOS DE OBTENCION DE MUESTRAS
QUIRUGICAS PARA INVESTIGACIONES Y REALIZACION DE

XENOTRASPLANTES...cuutitiiinneecneiteiiiieititiecieteiaetaciesaecscssssscasesceasssenl 71
ANEXO 2: PROTOCOLOS PARA CUANTIFICACION DE ColXIal EN
MUESTRAS DE CANCER DE COLON HUMANO ........cccvvvtueeeeeeerrnnnneneeeens 176
ANEXO 3: CONSENTIMIENTOS INFORMADOS.....cccoiitiiiiineinnnnnns 182
ANEXO 4: TABLAS SUPLEMENTARIAS......cccciiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiinnene 187

18



GLOSARIO DE ABREVIATURAS

ACM Azoximetano

AJCC Comité conjunto americano sobre el cancer (American Joint Committe on
Cancer)

APC Adenomatous polyposis coli (gen supresor de tumores)

CAFs Fibroblastos asociados a cancer (Cancer-associated fibroblast) o fibroblastos
peritumorales

CCHNP  Céncer colorrectal hereditario no poliposico (Hereditary nonpolyposis

colorectal cancer) o Sindrome de Lynch

CCL2 Proteina quimioatrayente de monocitos (monocyte chemoattractant)
CCR Cancer colorrectal

COXx2 Ciclooxigenasa 2

Dhh Desert hedgehog

DMEM Medio de Eagle modificado por Dulbecco (Dulbecco’s modified Eagle’s

medium)

DMH 1,2-dimetilhidrazina

DSS Sodio sulfato de dextrano (Dextran sulfate sodium)

EDTA Acido etilendiaminotetraacético

EGFR Receptor del factor de crecimiento epidérmico (epidermal growth factor
receptor)

EMT Transicion epitelio-mesénquima (Epithelial-mesenchymal transition)
FBS Suero bovino fetal (fetal bovine serum)

FOLFOX Oxaliplatino + acido folinico + fluorouracilo
5FU 5-Fluoruracilo
S5FU/LV 5 fluorouracilo + leucovorin

GEMM Modelos de ratones modificados genéticamente (Genetically engineered
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mouse models)

GSK-3 Glicogenasa sintetasa kinasa 3

HGF Factor de crecimiento de hepatocitos (Hepatocyte growth factor)

Hh Gen hedgehog

HIPEC Quimioterapia intraperitoneal hipertérmica (Hyperthemic intraperitoneal
chemotheraty)

ICQ Inmunocitoquimica

Thh Indian hedgehog

IUOPA Instituto Universitario de Oncologia del Principado de Asturias

KRAS Oncogén viral del sarcoma de rata Kirsten (Kirsten rat sarcoma viral

oncogene)

IncRNAs  Acidos ribonucleicos no codificantes largos (long non-coding ribonucleic

acids)

MET Transicion mesénquima-epitelial (Mesenchymal- epithelial transition)

MIN Neoplasia intestinal multiple (Multiple intestinal neoplasia)

MMPs Metaloproteinasas de matriz (Matrix metalloproteinases)

MMR Genes reparadores de apareamientos de ADN incorrectos (Mismatch repair
genes)

MYC Oncogenes vierales homologos de mielocitomatosis (Myelocytmatosis viral

oncogene homolog)
NF Fibroblastos normales (Normal fibroblast)

NF-kB Factor nuclear potenciador de las cadenas ligeras kappa de las células B

activadas (nuclear factor kappa light chain enhancer of activated B cells)

PAF Poliposis adenomatosa familiar

PBS Solucidn salina tamponada con fosfato (Phosphate-buffered saline)
PDX Xenoinjertos derivados del paciente (Patient derived xenograf)
PhIP 2-amino-1-metil-6-fenilimidazo [4,5-b] piridina

PTCH Proteina transmembrana Patched (Patched transmembrane protein)
QT Quimioterapia
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TGF-
TKI
TSR
VEGF

factor)

XELOX

Oncogén viral del sarcoma de rata (Rat sarcoma viral oncogene)

Sonic hedgehog

Proteina transmembrana Smoothened (Smoothened transmembrane protein)
Macroéfagos asociados a tumor (Tumor associated macrophages)

Factor de crecimiento transformante 3 (Transforming growth factor 83)
Inhibidores tirosina quinasa (Tyrosine kinase inhibitors )
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1. INTRODUCCION

El céncer colorrectal (CCR) sigue siendo un problema en la actualidad, causando
una mortalidad y morbilidad elevadas. A pesar de los avances en los tratamientos, un
porcentaje no desdefable de pacientes presenta metdstasis o recidiva y fallece por esta

causa.

1.1. EPIDEMIOLOGIA

El CCR es el tercero mas frecuente a nivel mundial, con 1,8 millones de casos
estimados en 2018 (Figura 1). En cuanto a mortalidad por céncer, se encuentra en

segundo lugar, por detras del pulmonar, con 880.792 fallecimientos en 2018 (1,2).

El cancer de colon es tres veces mas frecuente que el de recto (3) y el 97% de los
tumores de colon son adenocarcinomas (4). Hay una gran variabilidad geografica en

cuanto a incidencia a nivel mundial, siendo estas diferencias similares en ambos sexos

(1,5).

25



PULMON

OTROS
; MAMA
UTERD
RINON
PANCREAS
LINFOMA NO HODGKIN _ PROSTATA

VEJIGA .
_— ESTOMAGO
TIROIDES

CERVIX  oopago  HiGADO

Figura 1. Tumores mas frecuentemente diagnosticados en el mundo. Estimacion para el afio
2018. Tomado de Sociedad Espafiola de Oncologia Médica (SEOM). Las cifras del Cancer en
Espafia en 2020. [Internet]. SEOM. 2020 [actualizado 2019; citado 15 febrero 2020]. Disponible

en: https://seom.org/seomcms/images/stories/recursos/Cifras_del cancer 2020.pdf.) (5).

Las tasas mas elevadas corresponden a los paises industrializados (1,3). Se ha
visto que los inmigrantes presentan las tasas de CCR predominantes en los paises de
adopcion (6), por lo que estas variaciones se atribuyen a diferencias en la dieta y la
exposicion medioambiental, que se imponen sobre la susceptibilidad genética. El bajo
nivel socioecondmico, muchas veces ligado al estilo de vida, también se asocia a un
mayor riesgo de desarrollo de CCR y especialmente de cancer de recto segun un estudio
realizado en EE.UU. en 2012 (7). En cuanto a la mortalidad, es mayor en regiones menos

desarrolladas, aunque la variabilidad es menor (1,8).

En nuestro pais el CCR es el de mayor incidencia a nivel global, con una
estimacion de 44.231 casos diagnosticados en 2020, siendo el segundo en mujeres por
detrés del cancer de mama y el segundo en hombres por detrds del cancer de prostata. La
incidencia ha ido aumentando en los ultimos afios, probablemente debido a los cambios
en el estilo de vida y la alimentacion, asi como por el aumento en la esperanza de vida. En

cuanto a la prevalencia ocupd el tercer lugar en 2018, por detras del cancer de mama y el
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de prostata (5).

Entre los tumores responsables del mayor nimero de fallecimientos en Espaia, el
CCR esta en segundo lugar, con 11.265 muertes. Tanto en mujeres como en hombres se
encuentra en segundo lugar en cuanto a mortalidad (5). La mortalidad ha disminuido
progresivamente en los ultimos afios con el desarrollo de los tratamientos oncologicos y
la mejora en las técnicas quirurgicas, asi como por el diagnostico precoz con los

programas de screening (5) .

En nuestro pais, la supervivencia global a 5 afios se encuentra en torno al 56% (5).
La supervivencia de los tumores estadio C (presencia de afectacion ganglionar) ha
mejorado significativamente, consiguiendo aumentar la mediana a mas de dos afos. Asi
mismo, en algunos casos se consigue realizar un tratamiento quirurgico optimo del tumor

primario o de las metastasis tras quimioterapia neoadyuvante (9).

Sin embargo, cerca del 50% de los pacientes presentan recurrencia de la
enfermedad dentro de los primeros 5 afos tras el tratamiento del tumor primario, siendo
en la mayoria de los casos en forma de metastasis hepaticas (10,11). Las metastasis
marcan el pronoéstico del cancer de colon. La supervivencia a 5 afios de pacientes con
metastasis a distancia es menor del 10%, con metéstasis linfaticas del 50% y sin

metastasis del 80% (9,12) (Tabla 1).

Estadio Supervivencia a los S afios
Estadio A 90 a 92%

Estadio B 50a75%

Estadio C 25a55%

Estadio D Menos del 8%

Tabla 1. Supervivencia por estadios segln clasificacion de Dukes/Astler-Coller: Estadio A:
lesion invade hasta la muscular propia, sin afectacion ganglionar ni metéstasis a distancia;
Estadio B: sobrepasa la muscular propia, sin afectacion ganglionar ni metastasis a distancia;

Estadio C: afectacion ganglionar; Estadio D: metastasis a distancia (9).
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En Asturias el cancer colorrectal representa el 16% de los tumores diagnosticados,
siendo el segundo cancer mas frecuente entre los hombres, por detras del de prostata, y

entre las mujeres, tras el de mama, con algo mas de 1.100 casos detectados al afio (13).

1.2. PATOGENIA

El cancer de colon y recto puede presentarse de forma hereditaria, esporadica o
familiar. El1 70% de los casos son esporadicos, pero se ha visto que en una cuarta parte de
estos canceres influyen factores familiares o hereditarios. Los casos familiares suponen el
25% vy afectan a individuos con historia familiar de CCR. El riesgo se duplica en
pacientes con un familiar de primer grado afecto y se triplica si hay antecedentes en dos o
mas. Ademas en estos casos los tumores suelen aparecer en pacientes mas jovenes. Las
formas hereditarias representan el 5-10% y se caracterizan por su apariciéon en edades
tempranas, la existencia de antecedentes familiares y la asociacion con otros tipos de

tumores (3,14).

1.2.1. FACTORES AMBIENTALES

La edad es uno de los factores mas importantes. El riesgo de CCR aumenta
después de la cuarta década de la vida y la mayoria de los tumores aparecen después de

los 60 afios. Solo el 10% se diagnostican antes de los 40.

La dieta se ha aceptado como uno de los elementos principales en su desarrollo,
debido a su contenido en mutagenos y carcindgenos (4,15—17), aunque esta relacion es
dificil de demostrar por estudios experimentales debido a los multiples factores que
influyen en su patogenia (6). Se ha visto que hay una asociacién entre el aumento de
ingesta de carne roja y el desarrollo de tumores, debido a la produccion de nitrosaminas

(4). El exceso de grasas también parece incrementar el riesgo.

Se cree que la disminucion de antioxidantes y fibra podria favorecer la aparicion
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de esta enfermedad, aunque hay estudios que no encuentran reduccion de la incidencia
cuando se introducen suplementos de fibra en la dieta (18). También se ha asociado una
disminucion de los niveles de acido folico con aumento en la incidencia de estos tumores,
ya que su déficit provoca alteraciones en la sintesis de ADN. A su vez se ha relacionado el
cancer de colon y recto con el consumo de alcohol, tabaco, obesidad y radioterapia
previa. También con el efecto del contacto con la orina en casos de anastomosis urétero-
sigmoideas (6).

Algunos estudios sugieren que determinados alimentos podrian tener un efecto de
quimioprevencion del cancer de colon, como por ejemplo los probidticos (15,19,20). Las
bacterias residentes en el colon fermentan los probioticos, produciendo 4cidos grasos de
cadena corta, como acetato, propionato y butirato (21,22). Se ha descrito que el butirato
esta implicado en la prevencion del CCR a distintos niveles, incluyendo la funcion de
barrera intestinal, absorcion mineral, diferenciacion y crecimiento celular (22), e incluso
se le atribuye una actividad inmunomoduladora a través de la inhibicion del factor nuclear
kB (NF-kB) y su expresion en las células del tumor. Se observd una disminucion de
lesiones precancerosas en el colon de ratas que recibieron tratamiento con probiodticos

asociados a insulina, con una relacion dosis dependiente de los primeros (15).

También hay evidencia epidemioldgica que demuestra que un aumento del aporte
de calcio previene la apariciéon de CCR. Esto se atribuye a su papel como quelante de las

sales biliares (6).

Los pacientes con enfermedad inflamatoria intestinal presentan un alto riesgo de
desarrollar CCR, directamente relacionado con la duracion y extension de la enfermedad.
En la colitis ulcerosa el riesgo parece comenzar a los 8-10 afios del inicio de la
enfermedad y aumenta cada afio un 0.5-1%. Ademas tienen mas probabilidades de
desarrollar un tumor los pacientes con inicio temprano de la enfermedad, con pancolitis y

con colangitis esclerosante asociada (3,4).
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1.2.2. FACTORES GENETICOS

La transformacién de un tejido en cancer es un proceso muy complejo que incluye
mutaciones en el material genético, aberraciones en los cromosomas, alteraciones
epigenéticas, inestabilidad de los microsatélites y disfuncion de las mitocondrias, entre
las mas importantes. Ninguna de estas alteraciones por si solas tiene la exclusividad en la
transformacion maligna (23). Segun la teoria propuesta por Fearon-Vogelstein, los
carcinomas de colon invasivos derivan de poélipos adenomatosos, inicidandose con la
mutacion del gen supresor de tumores adenomatous polyposis coli (APC) (24,25) (Figura

2).

APC/Wnt APC

Intermediate Adenoma

sl

LOH 184, SMAD4, CDC4

CDC4
—

Figura 2. Modelo de alteraciones genéticas secuenciales que culminan en el cancer de colon
metastasico. Tomado de Malki A, EIRuz RA, Gupta I, Allouch A, Vranic S, Al Moustafa A-E.
Molecular Mechanisms of Colon Cancer Progression and Metastasis: Recent Insights and

Advancements. Int ] Mol Sci. 2020 Dec 24;22(1):130. doi: 10.3390/ijms22010130 (14).
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En la teoria mutacional abanderada por Weinberg (26), el cancer seria producido
por alteraciones permanentes en la secuencia de bases del ADN codificante, sin embargo,
tejidos normales también muestran una alta incidencia de mutaciones, y hay tumores sin
mutaciones. Ademas, la velocidad de mutacion fisioldgica es muy lenta para explicar el
origen del cancer. Respecto a la inestabilidad cromosdmica, produce alteraciones en la
estructura del genoma, dando lugar a ganancias en el nimero de cromosomas
(aneuploidia en el caso de un nimero impar de cromosomas) y a pérdidas totales o de
fragmentos de cromosomas (delecciones). Estas alteraciones serian las causantes de las
mutaciones en los protooncogenes y en los genes supresores (27) Pero no todas las células
tumorales presentan aberraciones cromosomicas. Las disfunciones mitocondriales (28)
son detectables en todos los tumores, sin embargo las mitocondropatias hereditarias no
presentan una mayor incidencia de céncer y se ha relacionado la mutacion de algunos

genes con el origen de la disfuncién mitocondrial.

Podemos dividir estos procesos de alteraciones moleculares de la siguiente forma:

1.2.2.1. Aberraciones cromosomicas

Las aberraciones cromosodmicas en el cancer de colon resultan de errores en la
replicacion del ADN vy division celular. Se producen ganancias y pérdidas de todo o de
fragmentos de los cromosomas, con un desequilibrio en el nimero de cromosomas
(aneuploidia), cambios en su estructura, mutaciones en los protooncogenes y genes
supresores de tumores, amplificaciones gendmicas y pérdida de la heterocigocidad. Estas
alteraciones pueden causar la activacion de oncogenes (como KRAS y BRAF),
inactivacion de genes supersores (como APC y p53) y pérdida de heterogenicidad (por
ejemplo del cromosoma 18). La pérdida de heterogenicidad es la ausencia de una de las
dos copias de alelos en un gen, con el alelo restante frecuentemente afectado por una
mutacion. La perdida de heterogenicidad en la region 18q es la que se observa con mas

frecuencia en el CCR, asociandose a peor prondstico (14).
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1.2.2.2. Mutaciones génicas

Genes supresores

Los genes supresores regulan la actividad mitdtica e inhiben el ciclo celular.
Cuando se produce una mutacion, esta regulacion se pierde. Para que se inicie el
desarrollo del tumor se precisa la alteracion de ambos alelos (24,29). El CCR comienza
con una pérdida de funcién de la via APC en las células del epitelio, por medio de la via

de senalizacion Wnt (30,31).

El gen APC estd situado en el cromosoma 5g21 y codifica una proteina que
interacciona en la via de sefializacion Wnt, que a su vez interviene en la regulacion de B3-
catenina, axina y conductina (estas dos ultimas son proteinas de sefializacion negativa de
Wnt). La B-catenina es una proteina multifuncional, componente estructural de las
uniones intercelulares de las células endoteliales y del citoesqueleto de la actina (24,29).
Cuando Wnt se une y activa el receptor Frizzler, APC forma un complejo en el citoplasma
que produce la fosforilacion de B-catenina por GSK-3 (glicogenasa sintetasa kinasa 3), lo

que produce su degradacion proteolitica (30,32).

Cuando se produce una mutacion en APC, aumenta la 3-catenina y se activa Wnt,
lo que provoca la activacion de la ciclina D1 y MYC (24,29). Estos cambios afectan a la
transicion de G1 a S en el ciclo celular, causando alteraciones en el crecimiento, lo que

favorece la formacion de polipos (30).

En una fase tardia de la secuencia adenoma-carcinoma se producen mutaciones en
p53. Este gen se situa en el brazo corto del cromosoma 17. En condiciones normales
induce la apoptosis en respuesta al dafio celular, facilitando los mecanismos reparadores
del ADN. El 75% de los pacientes con cancer de colon y recto presentan mutaciones en
este gen (24,29).

La poliposis adenomatosa familiar (PAF) es una enfermedad autosdémica
dominante que presenta una mutacion en el gen germinal APC. El 1% de los CCR son
debidos a esta alteracion (3,4). Dependiendo del lugar donde aparezcan las mutaciones, la
enfermedad presenta distintas expresiones clinicas (severa o atenuada) y se asocia o no a
manifestaciones extracolonicas. Se caracteriza por la presencia de multiples pdlipos en

todo el colon y recto, pudiendo aparecer tumores en otras localizaciones (tumores
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desmoides abdominales, adenomas/carcinomas duodenales, adenomas géstricos,
osteomas mandibulares...) (4). Practicamente el 100% de los pacientes con PAF desarrolla

CCR en la 4* 0 5* década de la vida si no se tratan (3).

Genes reparadores

Los genes mismatch repair (MMR) se encargan de corregir los errores en la
replicacion del ADN. Algunos de estos genes son MLHI, MSH2, MSH3, PMSI, PMS2 y
MSHG6. La mutacion de estos genes induce el sindrome de cancer hereditario de colon y
recto sin poliposis (CCHNP). Estas mutaciones producen inestabilidad de microsatélites
(24,29). Los microsatélites son secuencias de ADN en las que un fragmento se repite de
forma consecutiva. La inestabilidad de microsatélites consiste en errores en la replicacion
debido a deleciones o inserciones de nucledtidos, aparece en el 15% de los tumores
esporadicos y en el 95% de los CCHNP (4). Se ha visto que los casos con alta tasa de

inestabilidad de microsatélites tienen mejor prondstico (33).

El CCHNP o Sindrome de Lynch es una enfermedad autosomica dominante (4)
que causa el 5-6% de los canceres colorrectales (3). Estos pacientes tienen una incidencia
del 80% de CCR, que suele aparecer a una edad temprana (alrededor de los 45 afios), con
predominio de afectacion del colon derecho y de aparicion de tumores sincronicos y
metacronicos. Hay dos variantes, el sindrome de Lynch tipo I, donde s6lo aumenta la
incidencia de CCR; y el tipo II, que se asocia ademas a tumores en otras localizaciones
como ovario, utero, estdbmago, pancreas, intestino delgado, tracto urinario, higado y vias

biliares y cerebro (3,4).

Oncogenes

Los oncogenes se producen a través de la mutacion de genes encargados de
fomentar el crecimiento y proliferacion celular descontrolada, a través de un aumento de
los factores de crecimiento, receptores de factores de crecimiento (erb B2) y transductores

de sefial (RAS, SRC, ABL), facilitando asi la produccion de neoplasias.

La mutacion del protooncogen RAS (cromosoma 12) se produce de manera
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temprana en la secuencia adenoma-carcinoma. Esto ocurre en el 50% de los tumores de
colon, provocando una proliferacion celular continuada, incluso en ausencia de los

factores de crecimiento que precisa RAS para actuar en condiciones normales (24,29).

IncRNAs

Los ARNs no codificantes largos (IncRNAs) son aquellos transcriptos que
presentan al menos 200 nucleodtidos de longitud y que no codifican proteinas. En los
ultimos afios se ha dado importancia a estos ARNs ya que se ha visto que pueden
desempetiar diversas funciones en la expresion de genes. Existen diversos estudios que
afirman que los IncRNAs estan implicados en el desarrrolo y progresion de varios tipos
de cancer, entre ellos el CCR. Juegan un papel en la carcinogénesis modulando la
expresion genética al alterar la estructura espacial de la cromatina, interactuando entre
promotores ¢ intensificadores o modificando las histonas por metilacion. Se ha visto que
intervienen en la regulacion de la proliferacion celular, la apoptosis, la capacidad de
migraciéon e invasion tumoral, la transicion epitelio-mesénquima (EMT), las células

madre tumorales y la resistencia a quimioterapicos (34,35).

1.2.2.3. Inestabilidad epigenética

Las modificaciones epigenéticas son reordenamientos de la cromatina que
modulan la expresion de genes sin cambiar la secuencia de ADN. En la carcinogénesis se
producen cambios epigenéticos en el ADN, produciendo modificaciones en la expresion
de los genes. Hay alteraciones de los patrones de metilacion del ADN, modificacion de
las histonas y reubicacion de los nucleosomas. El proceso epigenético puede causar
mutaciones puntuales de los genes y desactivar los mecanismos de reparacion del ADN.
Las histonas, proteinas de embalaje de ADN, estdn sujetas a un gran nimero de
modificaciones como acetilaciones, metilaciones, fosforilaciones, etc. que desempefian un

papel en la expresion génica.
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Metilacion del ADN

La metilacion del ADN es la adicién de un grupo metilo a la citosina a través de
un enlace covalente dentro de un dinucledtido CG (14). Este proceso es mediado por las
enzimas denominadas ADN metiltransferasas que estan altamente expresadas en el
cancer. La metilacion del ADN en las islas CpG, que son regiones donde existe una gran
concentracion de pares de citosina y guanina enlazados por fosfatos, silencia la expresion
génica al interferir con maquinaria transcripcional. Esta metilacion en los sitios CG de las
regiones promotoras de los genes supresores de tumores, los silencia. Estas alteraciones
pueden interferir en la progresion del ciclo celular y la diferenciacion celular, ya que los
reguladores del ciclo celular, tales como pl6, p21, p27, y p53, son silenciados por la
metilacion en muchos canceres. La hipermetilacion dentro de la region promotora puede
conducir a la inactivacion de genes supresores de tumores, mientras que la hipometilacion
global se asocia con inestabilidad gendémica y aberraciones cromosdmicas. Las
alteraciones en el patron de metilacion pueden afectar practicamente a todas las vias de
sefalizacion, que incluyen TP53, TGF-B / SMAD, Wnt, NOTCH y receptor de tirosina
quinasas implicadas en la regulacion del ciclo celular, regulacion de la transcripcion,
estabilidad del ADN, apoptosis, adhesion célula-célula, angiogénesis, invasion celular y

metastasis (14).

En el cancer hay un niimero de genes con hipermetilacion aberrante que se
asocian con la recurrencia de la enfermedad. La hipermetilacién aberrante inactiva los
genes relacionados con el control del ciclo celular, apoptosis y la reparacion del ADN.
Por otro lado,la hipometilacion global también ha sido implicada en el desarrollo y
progresion del céncer a través de diferentes mecanismos. Tipicamente, hay

hipermetilacién de genes supresores de tumores e hipometilaciéon de oncogenes.
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1.3. ESTADIFICACION — CLASIFICACION

En este apartado s6lo haremos referencia al tratamiento en el cancer de colon ya

que el recto no es objeto de nuestro estudio.

En el tratamiento del cancer de colon, siempre que sea posible, la primera opcion

es la cirugia, que consiste en resecar el tumor y los ganglios linfaticos regionales. Su

analisis anatomopatologico, junto con los estudios preoperatorios, nos permite estadiar la

enfermedad segun el sistema TNM del AJCC (American Joint Committee on Cancer)

(9,36) (Tablas 2 y 3).

Tumor primario (T)

Tx No puede evaluarse el tumor primario
TO No hay evidencia de tumor primario

Tis Carcinoma in situ o invasion de la lamina propia sin

extension a la submucosa a través de la muscularis mucosae
T1 Tumor invade la submucosa
T2 Tumor invade la muscular propia

T3 Tumor invade la subserosa o los tejidos pericolicos no

peritonealizados o los tejidos perirrectales

T4 Tumor que invade directamente 6rganos o estructuras y/o

perfora el peritoneo visceral

Afectaciéon ganglionar (N)

Nx No se pueden evaluar los ganglios linfaticos regionales
NO No se demuestran metastasis ganglionares regionales
N1 Afectacion de 1 a 3 ganglios linfaticos regionales

N2 Afectacion de 4 o mas ganglios linfaticos regionales

Metastasis a distancia (M)

Mx No puede evaluarse la presencia de metastasis a distancia
MO No hay metastasis a distancia

M1 Presencia de metastasis a distancia

Tabla 2. Clasificacion TNM del AJCC del CCR.
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ESTADIO T N M DUKES ASTLER-COLLER MODIFICADA
0 Tis NO MO
I T1 NO MO A A
T2 NO MO A Bl
A T3 NO MO B B2
1B T4 NO MO B B3
1A T1-T2 N1 MO C Cl1
1B T3-T4 N1 MO C C2
[IC Cualquier T N2 MO C C3
v Cualquier T Cualquier N M1 D D

Tabla 3. Estadios segln la clasificacion TNM del AJCC para el CCR (24).

Otros factores del estudio anatomopatoldgico que se relacionan con el pronostico

son el grado de diferenciacion (Tabla 4) y la invasion linfovascular, que se asocian a

mayor probabilidad de metastasis a distancia (3).

Grado histolégico (G)

G1 Bien diferenciado

G3 Poco diferenciado

G4 Indiferenciado

GX No se puede evaluar el grado

G2 Moderadamente diferenciado

Tabla 4. Clasificacion del grado histologico del CCR.

Aparte del TNM, se han propuesto otros marcadores pronodsticos como la

morfologia celular, mutaciones genéticas y respuesta inmune, para intentar clasificar

mejor cada tumor (37). Los marcadores genéticos moleculares podrian contribuir a la
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identificacion de pacientes de alto o bajo riesgo para administrar un tratamiento mas
individualizado (3). Se ha propuesto recientemente una clasificacion del CCR basada en
datos gendmicos, a partir de un estudio multicéntrico de 4.000 pacientes (Consensus

Molecular Subtypes, CMS), estableciéndose 4 subtipos:

- CMSI1 (inestabilidad microsatélite inmune): 15% de los tumores. Es un subtipo que se
caracteriza por una potente activacion inmunoldgica. Los pacientes afectados por este

grupo son los que mas beneficio obtendrian con la inmunoterapia.

- CMS2 (epitelial canénico): 40% de los tumores. Es el grupo con mayor inestabilidad
cromosomica, el que sigue la carcinogénesis cldsica del CCR con activacion de las rutas

Wnt, MYC y EGFR.

CMS3 (epitelial metabdlico): 15% de los tumores. Se caracteriza por tener

desregulacion de las vias metabolicas asociadas a mutaciones del gen KRAS.

- CMS4 (mesenquimal): 30% de los tumores. Presenta un pronostico muy desfavorable
con el tratamiento estandar del CCR a causa de una activacion de las vias de TGF-p,

angiogénesis e invasion estromal.

En la actualidad, se continllan realizando ensayos clinicos para valorar la

aplicabilidad clinica de esta clasificaciéon molecular (38).
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1.4. TRATAMIENTO

El sistema TNM es el mas utilizado, valora la infiltracion tumoral, la afectacion
ganglionar y las metastasis a distancia, y proporciona informacion sobre el pronoéstico, lo

que nos permite seleccionar el tratamiento mas indicado (36,37) (Tabla 5 ).

ESTADIO TNM TRATAMIENTO
Estadio I Cirugia
Estadio II Cirugia
Estadio 111 Cirugia + QT adyuvante
Estadio IV Cirugia

QT neoadyuvante

QT adyuvante

QT

Tabla 5. Tratamiento recomendado segun el estadio del CCR (39)

1.4.1 CIRUGIA

El objetivo principal de la cirugia es la extirpacion del segmento colorrectal donde
se encuentra el tumor con margenes suficientes, asi como los pediculos vasculares y el
sistema linfatico de dicho segmento. Hay estudios que indican que la reseccion de 12
ganglios linfaticos o mas facilita la correcta estadificacion y mejora el prondstico. La
biopsia del ganglio centinela en tumores de colon ain no se ha establecido como una

préctica rutinaria, ya que los resultados obtenidos por el momento son discordantes.
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1.4.2. QUIMIOTERAPIA

Actualmente existen varios quimioterapicos que se utilizan frente al CCR, entre
los que destacan el 5-Fluoruracilo (5FU), las fluoropirimidinas orales (capecitabina,
UFT, Utefos), el oxaliplatino y el irinotecan. La quimioterapia adyuvante est4 indicada en
pacientes con tumores estadio III o IV. Se utilizan distintos esquemas segun la actividad
antitumoral, la tolerancia y las carécteristicas del paciente (voluntad, estado general,
comorbilidades...). El esquema FOLFOX (oxaliplatino + acido folinico + fluorouracilo) o
XELOX (oxaliplatino y capecitabina) durante 6 meses es el tratamiento estdndar. Los
esquemas SFU/LV (5 fluorouracilo + leucovorin) y capecitabina también han demostrado

beneficio, y se utilizan en pacientes donde no se puede administrar oxaliplatino (40).

1.4.3. TERAPIAS CONTRA DIANAS ESPECIFICAS

Los farmacos bioldgicos actiian sobre un factor de crecimiento o sus receptores.
En el CCR se utilizan el cetuximab y panitumumab, que son anticuerpos monoclonales
contra el factor de crecimiento epidérmico (EGFR); el bevacizumab, que es un anticuerpo
contra el factor de crecimiento del endotelio vascular (VEGF); y el aflibercept, una
proteina de fusion recombinante que actiia contra VEGF y el factor de crecimiento

placentario (41).

La asociacion de estos tratamientos en los casos indicados han demostrado un

aumento en la efectividad de la quimioterapia y la supervivencia (4).

También se utililizan inhibidores tirosina quinasa (TKI). De ellos, el regorafenib

es util para el CCR metastatico refractario a terapias estandares (41).
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1.4.4. ESTADIO I1

Hay controversia en cuanto al tratamiento de los tumores estadio 1. Alrededor del
10-25% de estos pacientes desarrollaran metastasis a distancia tras una reseccion curativa
dentro de los primeros 5 afios (42,43). Hay estudios que afirman que la recurrencia a 5
afios es del 5-25% y que los pacientes con estadio IIB tienen peor prondstico que los de
estadio IITA (37). La quimioterapia adyuvante en este estadio no es un tratamiento
recomendado, ya que el aumento de la supervivencia a los 5 afios es menor del 5%
(33,42,44,45). En los tumores de alto riesgo (T4, perforacion, obstruccion, alto grado
histoloégico, nimero de ganglios insuficiente), se podria recomendar la quimioterapia
adyuvante por la mayor frecuencia de recidiva de la enfermedad en estos casos
(40,42,43). Sin embargo, la decision de utilizarla en estos pacientes es complicada y en la
mayoria no se indica. Por tanto, seria necesario identificar claramente los tumores con

alto riesgo de diseminacion para optimizar el uso de las terapias adyuvantes (42).

1.4.5. METASTASIS HEPATICAS SINCRONICAS

El 20% de los pacientes con CCR presentan metastasis hepaticas al diagnostico.
No esta clara la necesidad de cirugia sobre el tumor primario cuando éste no produce

clinica y las metastasis son irresecables.

Cuando tanto el primario como las metastasis son resecables, hay varios esquemas
de tratamiento pero no esta claro cual supone mayor beneficio, por lo que cada caso debe

individualizarse (40).

1.4.6. CARCINOMATOSIS PERITONEAL

Aproximadamente el 13% de los casos de CCR presenta carcinomatosis

peritoneal. Esto implica una supervivencia muy baja, de 6-7 meses. Normalmente estos
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enfermos reciben quimioterapia sistémica, reservando la cirugia para las complicaciones.
Varios grupos han comenzado a realizar cirugia citorreductora asociada a quimioterapia
intraperitoneal hipertérmica (HIPEC). Este es un tratamiento muy agresivo, con alta tasa
de morbilidad y mortalidad, pero mejora significativamente la supervivencia en estos

pacientes (3).

1.5. LINEAS DE INVESTIGACION ACTUALES

1.5.1. INFLAMACION Y CANCER

La inflamacién es un proceso fisiologico que aparece como respuesta del
organismo ante agentes lesivos, bien sean infecciones, sustancias quimicas o traumas, que
alteran la homeostasis y producen dafio celular (46). Cuando el proceso se hace cronico,
se pueden generar cambios en el ADN celular, que podrian iniciar el proceso neoplasico
(47,48).

La relacion entre inflamacion y cancer ha despertado interés desde que Rudolf
Virchow observod que distintos tipos de cancer aparecian en tejidos con inflamacion
cronica (48,49). Este interés ha aumentado en los ultimos afios gracias a multiples
estudios que han demostrado que las enfermedades inflamatorias cronicas del intestino

aumentan el riesgo de cancer de colon (50-53).

Aun hay controversias en cuanto a la relacion entre inflamacion y neoplasia de
colon. Por un lado, las células inflamatorias tienen una funcion de proteccion antitumoral.
Hay estudios que indican que la reaccion linfocitica es un factor prondstico independiente
para una mayor supervivencia (12,54,55). Se ha relacionado la infiltracion tumoral por
células inflamatorias con un aumento de la supervivencia (56). Parece que la presencia de
infiltrado tumoral de linfocitos se asocia a un mejor pronostico y a una disminuciéon del
potencial metastasico (57). En recto, se ha relacionado un mayor estadio de Dukes con
menor infiltrado de linfocitos peritumorales (12,58). En un estudio de 2015, se observo
que la ausencia de infiltrado inflamatorio intratumoral de linfocitos se asociaba con la

existencia de metdstasis ganglionares y a distancia. Todo esto parece indicar que la
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inmunidad adquirida juega un papel fundamental en la prevencion de la progresion

tumoral (12).

Por otro lado, la respuesta inflamatoria puede promover la progresion tumoral por
medio de citoquinas proinflamatorias que activan vias de sefalizacion, aumentando el
crecimiento y la supervivencia de las células neoplasicas (12,59). La inflamacion
asociada al cancer puede influir en la proliferacién y supervivencia celular, angiogénesis,
migracion de células tumorales, invasion y metastasis (48,60). Hay estudios que indican
que las células inmunes presentes en mayor cantidad en el infiltrado peritumoral son los
macrofagos y los mastocitos. Estos macrofagos asociados a tumor (TAM) podrian
suprimir la respuesta inmune antitumoral por medio de la IL-10 y la PGE2 y facilitar el
crecimiento tumoral secretando factores angiogénicos como el VEGF, endotelina-2 y el
factor de activacion del plasmindgeno (48,61-65). Los mastocitos intervienen en la
angiogénesis y se localizan fundamentalmente alrededor de los vasos (48). Un ejemplo de
que la inflamacidn cronica contribuye al desarrollo tumoral es el cancer de colon asociado
a la colitis que ocurre en la enfermedad inflamatoria intestinal. En pacientes con colitis
ulcerosa de larga evolucion, con inflamacion extensa y severa, aumenta el riesgo de

cancer de colon (60,66).

1.5.2. FIBROBLASTOS Y ESTROMA

El tejido conectivo esta presente en todos los 6rganos y sistemas, se encarga de
dar soporte a los epitelios, es el nexo de union de los demaés tejidos del organismo, es un
medio para el intercambio de gases y nutrientes y es donde se producen las reacciones de
defensa (inflamatoria e inmunitaria). Casi todo el tejido conectivo procede del
mesodermo. Esta formado por la matriz extracelular, amorfa y fibrilar; y células, entre las

que predominan los fibroblastos (67) (Figura 3).
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Figura 3. Fibroblasto. Modificado de Carrascal E. Laminas de Histologia. Histologia General.

Salamanca: Libreria Cervantes; 1997.

Los fibroblastos se describieron en el siglo XIX y constituyen el principal
componente celular del tejido conectivo (66,68). Estas células proceden de las células
mesenquimales y se denominan fibrocitos cuando se encuentran en estado de “reposo”.
Son células fusiformes o estrelladas, con un nucleo alargado que contiene grupos de
heterocromatina debajo de la membrana nuclear. En su estado activo contienen uno o dos

nucléolos prominentes y un citoplasma rico en organelas (67).

Son responsables de la sintesis de matriz extracelular, regulan la diferenciacion
epitelial, la inflamacion y estan implicados en la cicatrizacion (66,68). Estas células
sintetizan la mayoria de los constituyentes del componente fibrilar de la matriz
extracelular, como colageno tipo I, III, V y fibronectina. También contribuyen a la
formacion de membranas basales con la sintesis de colageno tipo IV y laminina. Estan
implicados en la degradacion de proteasas como las metaloproteinasas, lo que ayuda al
mantenimiento de la matriz extracelular. Ademas secretan factores de crecimiento,

contribuyendo asi en la homeostasis del epitelio (68).

La sintesis de fibras colagenas consta de dos fases, una intracelular y otra

extracelular. Comienza por la formacion de procadenas alfa en el reticulo endoplasmatico
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rugoso. Una vez sintetizadas se alinean de 3 en 3 mediante puentes disulfuro (-S-S) y se
enrollan en una triple hélice constituyendo moléculas de procolageno. Estas moléculas
son empaquetadas en vesiculas en el aparato de Golgi y excretadas al exterior. Por medio
de peptidasas se liberan los terminales amino y carboxilo, dando lugar a moléculas de

tropocoldgeno. Estas moléculas forman enlaces entre si, formando fibrillas de coldgeno

(67) (Figura 4).

Sintesis de fibras colagenas
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Figura 4. Sintesis de colageno. Modificado de Carrascal E. Histologia General. Salamanca:

Libreria Cervantes; 1997.

En cuanto a la cicatrizacion de heridas, los fibroblastos llegan a las lesiones y se
activan, adquiriendo un fenotipo contractil con aumento de expresion de a-actina del
musculo liso (a-SMA), lo que conocemos como miofibroblastos (66,69). En su forma
activada, producen mas constituyentes de la matriz extracelular y presentan mayor
proliferacion que en tejidos sanos. La matriz extracelular sirve de soporte para otras
células, contribuyendo a la cicatrizacion de las heridas y a la fibrosis tisular, estas células
producen factores de crecimiento y citoquinas que regulan el proceso de cicatrizacion
(66,70). Cuando la herida esta reparada disminuye el nimero de fibroblastos activados,

predominando de nuevo los fibrocitos. Se desconoce si los fibroblastos sufren apoptosis o
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si vuelven a su estado inicial (68).

Los fibroblastos también tienen un papel importante en el desarrollo del céncer.
Virchow establecié por primera vez la relacion del estroma sobre el cancer, encontrando
niveles elevados de células inflamatorias e inmunoglobulinas en el tejido tumoral. A su
vez Paget desarrollo la teoria de seed and soil (“semilla y suelo”) basandose en un estudio
sobre autopsias de pacientes con distintos tumores. Observo que algunos tumores
metastatizaban con mas frecuencia en determinados 6rganos, lo que le llevo a la hipdtesis
de que tanto las células tumorales como el estroma tienen un papel en el desarrollo de

metastasis a distancia (71).

Estudios genéticos y de biologia celular apoyan la teoria de Paget de que el
crecimiento tumoral no esta determinado exclusivamente por las células tumorales, sino
también por el estroma. Se ha investigado el papel de los fibroblastos “en reposo” y
activados en el cancer, observandose que los fibroblastos normales obtenidos de distintos
tejidos humanos pueden inhibir la proliferacion in vitro de células de lineas de varios
tipos de cancer (66,72). Ademas, los fibroblastos intestinales ayudan en el mantenimiento
de la homeostasis del epitelio, por lo que podrian intervenir en la prevencion de la
carcinogénesis en el tubo digestivo (66,73). Por lo tanto, en condiciones normales parece
que estas células contribuyen a mantener la homeostasis del tejido epitelial y a prevenir el

desarrollo de tumores (66,74).

Se piensa que una subpoblacion de fibroblastos, los fibroblastos asociados a
cancer (CAFs), son promotores del crecimiento y progresion tumoral (68). Los CAFs son
distintos a los fibroblastos del tejido normal, tanto en su estructura molecular como en su
funcion sobre las células epiteliales vecinas. Al igual que en la cicatrizacion, los CAFs
tienen un fenotipo similar a los miofibroblastos con expresion de a-SMA (66,74). Pero a
diferencia de éstos, los fibroblastos adyacentes al tumor permanecen perpetuamente
activados (66,75). En un estudio en el que se compararon fibroblastos normales y CAFs
en CCR se encontraron diferencias en la expresion de 108 genes. Ya se habia observado
desregulacion de estos genes en otros tipos de tumores, como mama, pulmén y eséfago
(76,77).

El andlisis genético revela que los CAFs sobreexpresan genes asociados con el
desarrollo y sefiales intercelulares. Los productos de estos genes pueden modular las

funciones de las células tumorales para promover su invasion y metastasis (66,76). En
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modelos animales de cancer de prostata y mama, se ha visto que células epiteliales sanas
pueden malignizarse cuando se rodean de fibroblastos procedentes de un carcinoma
primario (66). En el cancer de prostata, las células epiteliales premalignas se pueden
transformar en células neoplésicas cuando se cultivan in vitro con CAFs derivados del
cancer de prostata humano (66,78). Las células epiteliales mamarias humanas
trasplantadas en raton inmunodeficiente junto con fibroblastos con sobreexpresion de
TGF-B y/o factor de crecimiento de hepatocitos (HGF) desarrollaron un tejido
proliferativo similar a los tumores ductales humanos. Con estas observaciones algunos
autores han interpretado que los CAFs pueden iniciar la transformacion maligna de las

células epiteliales secretando esos factores de crecimiento (66,79).

El estroma peritumoral crea un ambiente que mantiene las células madre
tumorales. Estas células presentan la via Wnt activada y una translocacion nuclear de la
oncoproteina -catenina. Se ha visto que las células localizadas en el frente de invasion
tumoral adquieren mas caracteristicas de células madre que las células de la parte central
del tumor, debido a los fibroblastos del estroma que activan la via Wnt (37). Los tumores
con mayor numero de células madre presentan peor pronostico (37). Las caracteristicas
similares a células madre adquiridas por las células tumorales pre metastasicas estan
ligadas a la induccion de EMT (transicion epitelio mesénquima). Se ha visto en varios
estudios que el estroma peritumoral, en especial los miofibroblastos, pueden inducir EMT

en cé¢lulas tumorales via contacto célula a célula (37).

Los CAFs en el cancer de colon secretan HGF, activando la transcripcion
dependiente de B-catenina por lo que inducen la formacién de clones de células madre
tumorales (66,80). Ademas, el HGF derivado de los CAFs restaura el fenotipo de células

madres tumorales en tejidos tumorales mas diferenciados, in vivo € in vitro (66,81).

Se ha visto que también expresan varias metaloproteinasas de matriz (MMPs) que
causan una destruccion proteolitica de la membrana basal y ayudan a las células

tumorales a invadir tejidos vecinos (66,82).

La inflamacion, especialmente la cronica, se ha relacionado estrechamente con el
origen de tumores en varios tipos de cancer (66,83). Los CAFs, como los componentes
celulares mas abundantes en la inflamacidon relacionada con el cancer, median esta
inflamacion a través de NF-kB (factor nuclear potenciador de las cadenas ligeras kappa de

las células B activadas) (66,84). Esto aumenta la expresion de varias quimiocinas como la
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proteina quimioatrayente de monocitos (CCL2) y genes proinflamatorios como
ciclooxigenasa 2 (COX2) en CAFs. Las quimiocinas CCL2 median la reclutacion de
monocitos desde el torrente sanguineo al tumor (92), favoreciendo la generacion de
macréfagos asociados a tumor con potente actividad tumorigénica. Simultdneamente,
COX2 genera prostaglandina E2, lo que puede promover la proliferacion de células

epiteliales colonicas en situacién normal o cancer (66,86).

Como respuesta al estrés mecanico producido en los tejidos, los CAFs aumentan
su contractilidad, lo que puede aumentar la producciéon de colageno. En esta situacion
estas células sintetizan proteinas de matriz extracelular (66,87) que forman una barrera
fisica que dificulta la penetracion de los agentes quimioterapicos en los tumores solidos
(66,88,89). Esto aumenta la presion intersticial y la hipoxia en el tumor, por lo que éste
responde aumentando los mecanismos de angiogénesis, migracion y metabolismo (37).
Ademas, las células tumorales adquieren quimiorresistencia a través de la activacion de
varias vias de sefalizacion que favorecen la supervivencia celular, después de tener
contacto con estas proteinas (66,88,89). También se ha visto que hay otros factores
solubles derivados de los CAFs que estan involucrados en la resistencia a drogas, como

CXCLI12 (66,90).

Comparando especimenes de CCR humano, se ha visto que en los tratados con
quimioterapia hay un aumento significativo de los CAFs, que producen aumento de
citoquinas como la IL17A, lo que aumenta la resistencia a este tratamiento y promueve la
regeneracion e invasion de las células tumorales (66,81). También pueden inducir la
formacion de neovascularizacion (66,82), que se produce sobre todo en el margen de
invasion (66,91), mediada por el factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF), un
potente factor angiogénico (66,92). En presencia de células de cancer de colon se
aumenta la produccion de interleuquinas por los CAFs, lo que a su vez incrementa la
produccion de VEGF (66,93). Se ha visto peor prondstico en tumores con alto contenido

de estroma tras tratamiento neoadyuvante (37).

Parece que los CAFs también estan involucrados en la supresion de la inmunidad
tumoral por mecanismos que no estan del todo claros (66,94). Uno de estos mecanismos
podria ser la expresion de TGF-B1, que puede suprimir las funciones de varias células

inmunes, particularmente de células T y células natural killer (66,95).

Por tanto, los CAFs pueden contribuir al desarrollo y progresion tumoral iniciando
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la transformacion maligna, aumentando la proliferacion de las células madre e induciendo
el fenotipo de célula madre tumoral. También parece que juegan un papel fundamental en

el desarrollo de resistencia a quimioterapicos (66).

Berdiel-Acer y cols. llevaron a cabo un perfil genético de fibroblastos normales de
colon, CAFs en tumor primario y CAFs en metastasis hepaticas. Identificaron 19 genes
que pueden predecir con gran exactitud fibroblastos con potencial migratorio en
pacientes con CCR. Estos 19 genes podrian identificar pacientes de bajo riesgo, lo que
seria particularmente importante en estadio II, especialmente T4NO, que podrian
beneficiarse de la omision de tratamiento quimioterapico. El mismo grupo desarrollé una
clasificacion de 5 genes para predecir aumento de riesgo de muerte en pacientes estadio

II/III (33).

Con estos datos se genera la hipdtesis de que interrumpiendo las interacciones
entre tumor y estroma se podria inhibir o disminuir la progresién tumoral y las metastasis.
Se han obtenido beneficios en cuanto a supervivencia al administrar acido acetil salicilico
en pacientes con cancer de colon y recto tras los tratamientos habituales (39,96,97). El
estudio VICTOR, partiendo de esta hipdtesis, estudié el tratamiento con rolecoxib
(inhibidor de la COX2) comparado con placebo, sin obtener diferencias significativas. El
estudio se suspendio antes de lo previsto por los efectos secundarios causados por este

farmaco (33).

Se han realizado otros estudios con tratamientos sobre el estroma, con distintos
resultados. Por ejemplo, sobre la via del TGF-p, con resultados contradictorios (37).
También se estd investigando el tratamiento con imatinib, que actia sobre la via PDGFR,
en pacientes con cancer de colon CMS 4 (37). Se ha probado sibrotuzumab, un anticuerpo
que inactiva FAP (marcador de CAFs), aunque no se ha demostrado su eficacia en cancer

de colon metastasico (37).
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1.5.3. COLAGENO Xlal

El desarrollo de algunos tumores, especialmente los carcinomas, se asocia a la
aparicion de una importante reaccion desmoplasica. Por este proceso se acumulan
miofibroblastos activos, que sobreexpresan y secretan una gran variedad de coladgenos
(98). De los colagenos asociados a tumor, los fibrilares son los mas importantes. Se
secretan en forma de procolageno, que estd formado por un dominio triple hélice central
que consta de 3 cadenas polipeptidicas (alfa 1,2 y 3) (99) formadas por repeticiones de
tripletes Gly-x-y (100). Tras ser secretados sufren una escision proteolitica y las
moléculas de colageno maduro se ensamblan en fragmentos extracelulares (98) (Figura

5).
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Figura 5. Estructura del colageno. Modificado de Carrascal E. Laminas de Histologia.

Histologia General. Salamanca: Libreria Cervantes; 1997.
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En los tejidos normales los colagenos I y II son los més abundantes, mientras que
los V y XI son los mas escasos. Estos tltimos son codificados por los genes COL5A! y
COL11A1, respectivamente. Son muy similares, compartiendo el 75% de su secuencia de

aminoacidos (Figura 6) (99).

© Collagen V/XI
@ Collagen /11

Figura 6: Estructura fibrilar del colageno. Tomado de Wenstrup RJ, Florer JB, Brunskill EW,
Bell SM, Chervoneva I, Birk DE. Type V collagen controls the initiation of collagen fibril
assembly. 2004 Dec 17;279(51):53331-7.

Sin embargo, se ha visto que los coldgenos V y XI estan sobreexpresados en el
estroma de algunos tumores humanos (98). Los ColXIal y ColVal se expresan en el
cancer colorrectal pero no en el tejido normal del colon ni en los adenomas. También
parece que podrian tener un papel en el desarrollo del intestino, pero no se expresan en el
tejido adulto, lo que demuestra que la carcinogénesis se asocia en algunos tumores con la

expresion de un patron embrioldgico en el estroma (100).

El gen COL11A1 codifica la cadena alfa 1 de procolageno y el colageno maduro
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tipo 11. Se ha visto que este coldgeno aumenta en algunos tumores, en lineas celulares
derivadas de tumores mesenquimales y en células madre mesenquimales y osteoblastos
(101).

Garcia-Ocana y cols. (98) generaron y caracterizaron un anticuerpo monoclonal
de raton especifico para el procoldgeno Xlal, que se denomin6 DMTXI1/1E8.33.
Utilizando este anticuerpo se ha demostrado la sobreexpresion de ColXlal en los
fibroblastos asociados a adenocarcinoma ductal del pancreas. Estas células expresaban
también a-SMA y/o vimentina y/o desmina en distintas proporciones (98). Se ha visto
que el procoll1Al aparece asi mismo en las células estromales de adenocarcinoma de
pancreas humano, observandose mayor nimero de células positivas y mayor area de

células tefiidas en estadios tumorales avanzados (101).

En otro estudio del grupo del Dr. Barneo realizado en 2014, se vio que el
procolageno Xlal se puede detectar por el anticuerpo monoclonal DMTX1/1E8.33 en
células mesenquimales de la médula d6sea y en células del estroma asociadas a
adenocarcinoma de colon, pero no en el epitelio ni el estroma de colon normal. A
diferencia de los hepatocarcinomas y los adenocarcinomas ductales de pancreas, en el
adenocarcinoma de colon no se observa una cantidad significativa de células estrelladas
desmina positiva. Se asocid la expresion de ColXIal con estadios de Dukes avanzados,

ganglios positivos y metastasis a distancia (101).

Se ha constatado que la expresion de ColXlal/ proColXIal esta casi ausente en
procesos inflamatorios benignos como pancreatitis cronica, diverticulitis y adenosis
mamaria, y es muy escasa en polipos adenomatosos en la poliposis familiar. Por lo tanto,
la sobrexpresion del gen de ColXlal se podria considerar como un biomarcador de
células estromales asociadas a cancer. En este estudio se ha observado una asociacion
entre el aumento de las regiones marcadas con inmunotincion de proColXIal y variables
clinicopatologicas de mal prondstico como presencia de metéstasis ganglionares y a
distancia y estadio de Dukes avanzado. Estos resultados concuerdan con el papel
atribuido al ColXlal de promover la agresividad y progresion tumoral (101). Sin
embargo, en otro trabajo en el que se estudid la expresion de ColXIal y Collllal, no se

encontrd relacion entre los niveles de estos colagenos y la recurrencia tumoral (76).
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1.5.4. TRANSICION EPITELIO MESENQUIMA

La EMT es un proceso por el que las células epiteliales se diferencian en células
mesenquimales moviles. Es fundamental en el desarrollo, la cicatrizacion de heridas y el
comportamiento de las células madre, y contribuye a la fibrosis y la progresion del cancer

(Figura 7). La transicion mesénquima epitelial (MET) es el proceso inverso (102,103).
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Figura 7. Esquema de la EMT y del proceso reverso (MET). Estos procesos son graduales,
presentando estados intermedios hasta que se adquiere el nuevo fenotipo celular Tomado de
Dongre, A. Weinberg, R. A. New insights into the mechanisms of epithelial-mesenchymal

transition and implications for cancer. Nat. Rev. Mol. Cell Biol. 2019;20:69-84.
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Se puede considerar que hay tres tipos de EMT:

1. Transicion de células epiteliales primitivas a células mesenquimales moéviles, como
parte de la gastrulacion y generacion de células migratorias de la cresta neural a partir de
células primitivas neuroepiteliales. Estas células se transforman nuevamente en células
epiteliales (MET).

2. Transicion de células epiteliales o endoteliales a fibroblastos. En tejidos maduros, estos

fibroblastos aparecen en respuesta a inflamacion persistente.
3. Capacidad de movilidad de las células de un carcinoma para producir metastasis (104).

Durante la EMT, las células epiteliales pierden las uniones celulares formadas por
proteinas como la E-cadherina, catenina y actina. Asi mismo, pierden la polaridad apico-
basal, reorganizan su citoesqueleto y se someten a un cambio en los programas de
sefializacion que definen la forma celular y reprograman la expresion génica. En muchos
casos adquieren también la habilidad de degradar las proteinas de la matriz extracelular y
resistencia al envejecimiento y la apoptosis. Esto aumenta la motilidad de las células

individuales y permite el desarrollo de un fenotipo invasivo.

Varias vias oncogénicas pueden inducir ETM mediante la activacion de factores
de transcripcion como SNAIL 1y 2, TWIST y ZEB 1 y 2, que son claves de la regulacion
de EMT (103).

Se ha visto que el gen sonic hedgehog, entre otros, estd implicado en este proceso.
En la sefializacion HH, al unirse el receptor al ligando de Patched, activa los factores de
transcripcion de la familia GLI. GLI1 puede inducir la expresiéon de SNAIL1 lo que
provoca una disminucion de los niveles de E-cadherina en el epitelio, facilitando la EMT
(102).

Los sistemas de clasificacion basados en la expresion de genes han identificado un
subtipo agresivo de cancer de colon con caracteristicas mesenquimales que podrian
reflejar EMT de las células tumorales. Las células tumorales de este tipo de tumor
expresan marcadores especificos de EMT, incluyendo ZEB 2, TWIST 2. Ademas, el
coldgeno tipo I predomina en la matriz extracelular imitando el medioambiente tumoral.
En un estudio se vio que el colageno tipo I puede inducir las células de CCR a expresar
genes especificos mesenquimales y a suprimir la expresion génica del factor nuclear del

hepatocito 4, que activa la diferenciacion epitelial. Por lo tanto, el colageno tipo I
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derivado de CAFs puede inducir ETM en las células tumorales promoviendo su invasion

(66).

1.5.5. SONIC HEDGEHOG

El gen hedgehog (Hh) de Drosophila melanogaster fue identificado en 1980 (105)

y clonado por primera vez en 1992.

Se denomind hedgehog por el fenotipo de la larva con el gen mutado, que aparece
cubierta por denticulos puntiagudos que recuerdan a un erizo. Los mamiferos presentan
tres genes de la familia Hedgehog que reciben el nombre de: Sonic hedgehog (Shh),
Indian hedgehog (Ihh) y Desert hedgehog (Dhh) (106). Dhh e Ihh tomaron su nombre de
especies de erizo y Shh fue nombrado asi en honor al personaje de videojuegos de Sega.
Este ultimo es el homdlogo de hedgehog mdas importante en vertebrados, participando

principalmente en el desarrollo embrionario.

El gen SHH humano estd localizado en el brazo largo del cromosoma 7, en
posicion 7q36 (107). Sintetiza una proteina en forma de precursor que precisa para
hacerse activo un proceso de hidrdlisis y la union covalente de una molécula de colesterol
y otra de acido palmitico. Las proteinas Hh son las tnicas que se modifican mediante
enlace covalente con colesterol. La mutacion de los enzimas que sintetizan el colesterol
puede causar sindromes con fenotipo de falta de funciéon de SHH. Asi mismo, los
farmacos que interfieren con la sintesis del colesterol tienen efecto teratdgeno por este

mismo mecanismo.

El receptor de la proteina Hh esta constituido por dos proteinas transmembrana,
Patched (PTCH) y Smoothened (SMO). PTCH tiene 12 dominios transmembrana y actia
como regulador negativo de SMO. Cuando Hh se une a PTCH, se produce un mecanismo
de endocitosis del complejo formado (106) y la liberacion de SMO, que propaga una
sefal intracelular activando la via. SMO tiene 7 hélices alfa transmembrana y no esta
acoplado a proteina G (29). Como consecuencia se produce la activacion de los factores
de transcripion GLI: los activadores Gli 1 y Gli2 y el supresor Gli 3. Gli activado se

acumula en el nticleo y controla la transcripcion de los genes diana de hedgehod.
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La activacion de la via Hh supone un incremento de la expresion de la proteina
SNAIL y una disminucion de la E-cadherina y las uniones estrechas intercelulares.
También provoca un aumento de los factores angiogénicos, ciclinas (ciclinas D1 y B1),

genes antiapoptdticos y una disminucion de los genes apoptoticos (108).

Las proteinas de la familia hedgehog son factores paracrinos con actividades
morfogénicas. En el embrion inducen la diferenciacion celular a través de un gradiente de
concentracion determinado. Shh también desempena funciones en el mantenimiento y

regulacion de las células madre en algunos 6rganos maduros (106).

Esta via se ha implicado también en el desarrollo y progresion de algunos
canceres humanos, como el carcinoma pulmonar de células pequenas, los carcinomas
basocelulares, los meduloblastomas y los tumores del tracto digestivo. La mutacion de
PTCH aumenta la actividad de la via, lo que ocurre en algunos sindromes humanos
causando alteraciones del desarrollo y generacion de tumores. Un defecto en la
sefalizacion de Hh se asocia con gran variedad de tumores digestivos. En la mayoria de

adenocarcinomas ductales de pancreas aparece una activacion de esta via (106,109).

Se ha visto que la union Hh-Gli es fundamental en la proliferacion de los
adenocarcinomas de colon, encontrandose mayores niveles en los estadios avanzados y
metastdsicos (11). El incremento de las metastasis, en células con aumento de actividad
Hh-Gli, se ha relacionado con la induccion de EMT (108). Esto apoyaria la teoria de que
una modulacion de la via Hh podria tener aplicaciones en medicina regenerativa y terapia

antitumoral (110).
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1.6. MODELOS DE CANCER DE COLON HUMANO

Un modelo es cualquier objeto de imitacidon, en este caso un ser vivo, que se
parece a otro. Generalmente el modelo animal hace referencia a modelos de patologias
humanas, y se basa en su analogia en el comportamiento fisioldgico y en el desarrollo
clinico de la enfermedad con el humano. Actualmente no hay sustitutos reales para los
modelos in vivo, ya que representan la maxima aproximacioén a la realidad del organismo

en el que aplican.

El significado y la validez de los resultados generados depende de la eleccion del
modelo apropiado. Esto puede resultar dificil ya que no hay unas reglas especificas para
este fin (111). Lo que si parece claro es que, para que los resultados sean reproducibles,
los animales deben tener homogeneidad somatica (igualdad en sexo, peso, edad...),

genética y sanitaria.

Ya en 1987 se describieron més de 4.500 modelos de animales de laboratorio
tipificados (112). En los ultimos afios esta cifra se ha incrementado considerablemente
debido a la aparicion de animales transgénicos e inmunodeprimidos (113). En el afio 2002
en la Union Europea se utilizaron wun total de 10,7 millones de animales para
experimentacion y otros fines cientificos. Los animales mas utilizados fueron los roedores
y conejos, que suponen cerca del 75% del total. Ha habido un aumento en el uso de peces
e invertebrados en los ultimos afios y reduccion de animales grandes (perro, gato, etc)
(113,114).

Los animales mas utilizados para desarrollar modelos de CCR han sido los
roedores, ya que comparten muchas caracteristicas con los humanos, ademas de presentar
otros atributos como su menor coste y su facil manipulaciéon. Han demostrado su
importancia en la comprension de muchas facetas moleculares del cancer de colon, asi
como en el desarrollo de nuevos farmacos (18,115). Por todo esto, el raton de laboratorio
(Mus musculus) se ha convertido en uno de los animales mas atractivos para el estudio del

cancer (116,117), incluido el CCR (30).

Se han desarrollado numerosos modelos de cancer de colon en animales en un
intento de simular la patogénesis de la enfermedad en humanos (118). A continuacién

resumimos los principales modelos utilizados con este fin.
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1.6.1. MODELOS DE CANCER ESPONTANEO EN ANIMALES

Los perros son similares a los humanos en muchos aspectos del desarrollo del
CCR (119). En estos animales aparecen mas tumores en colon que en intestino delgado,
con morfologia de adenoma pediculado en colon izquierdo y recto, mientras que en colon
derecho y transverso suelen ser sesiles (120). Los adenomas tienen una tendencia a la
malignizacion (118,121), presentando un acumulo de B-catenina en el citoplasma y el
nucleo, lo que indica que existe una alteracion en la via Wnt (122). Sin embargo, estos

cambios no se acompanan de mutaciones en p53 (122,123).

A pesar de las similitudes, el estudio del CCR en estos animales estd muy limitado

por la baja prevalencia de la enfermedad (menor del 1%) (118,120,124).

En felinos, los adenocarcinomas gastrointestinales tienen una incidencia también

menor del 1% y se desarrollan fundamentalmente en intestino delgado (125).

Los adenocarcinomas en ovejas comparten muchos aspectos histologicos y
comportamiento metastasico con los humanos; sin embargo, el 100% de los tumores se
desarrollan en intestino delgado, lo que sumado a su distinta fisiologia al tratarse de

rumiantes, dificulta su uso como modelo (18,126).

Entre los primates no humanos, el titi de cabeza blanca (Saguinus oedipus)
desarrolla adenocarcinomas colorrectales secundarios a colitis ulcerosa (127). Estos
tumores raramente se originan sobre un pdlipo adenomatoso y metastatizan pronto a los
ganglios linfaticos regionales. Se han relacionado mas con factores medioambientales que
hereditarios (18,128—130). La latencia larga en el proceso de carcinogénesis, los altos

costes y las implicaciones éticas impiden extender este modelo (18).

1.6.2. MODELOS EN RATONES CON MODIFICACIONES GENETICAS

Los animales modificados genéticamente, los GEMM, pueden arrojar luz sobre el
papel de diferentes genes en la aparicion de la enfermedad y el papel en las metastasis

(144).
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1.6.2.1. Mutacion APC

El primer modelo de mutacion APC en ratones lo desarrolld6 Morsen.
(30,132,133). Estos animales sufren una anemia severa, a veces fatal, atribuida a un gran
numero de adenomas que aparecen en intestino delgado y colon, lo que se denomina
neoplasia intestinal multiple (MIN). Muchos otros investigadores han generado ratones
con mutacion en el gen APC en la linea germinal. Esta mutacion esta presente en todas las
células del organismo. Esto lo convierte en un posible modelo para la PAF (18). Aunque
los adenomas son similares a los desarrollados en pacientes con PAF, los animales
desarrollan un gran nimero en intestino delgado y menos en el colon, a diferencia de la
enfermedad en humanos. Otra desventaja es que raramente progresan a adenocarcinoma

invasivo, puede que debido a su corta esperanza de vida (30,132,134).

En 2010 se desarroll6 un raton con mutacién APC con mayor esperanza de vida y
desarrollo de adenomas y tumores malignos principalmente en el colon, lo que lo asemeja
mas a la enfermedad humana y deberia ser til para estudiar las alteraciones genéticas

asociadas con la secuencia adenoma-carcinoma (30,135).

1.6.2.2. Mutaciones en los genes MMR o reparadores del ADN

Los ratones que son homocigotos para un gen nulo homologo 1 de MutL (Mlh1)
desarrollan defectos en los genes reparadores del ADN que producen inestabilidad de
microsatélites (18,136). La alteracion de los genes reparadores favorece el desarrollo de
linfomas y neoplasias intestinales (18,30,137,138). Los pacientes con CCHNP también
tienen aumento de incidencia de neoplasias hematologicas (30,139).

Los ratones Mlh”- desarrollan cancer en el tejido linfatico y en el intestino y
mueren por estos tumores a las 9 semanas (18). Aproximadamente el 70% de los
homologos nulos de MutS 2 (Msh2) desarrollan tumores intestinales después de las 6
semanas de edad, pero mueren a causa de los linfomas (18,140). Los tumores en intestino

delgado son mas frecuentes en ambos modelos (deleccion de Mlh1 y de Msh2) (18).

Se han probado modelos con otros genes reparadores que pueden mutar en
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CCHNP. Los ratones con alteraciones en PMS1 y PMS2 no desarrollan tumores
intestinales, mientras que la eliminacion de Msh3 produce adenomas y adenocarcinomas

en estdmago, intestino delgado, colon y recto (18,141).

Se ha creado un modelo en el que se anula la expresion de Msh 2 en tejidos con
vellosidades, fundamentalmente en intestino delgado y grueso, pero con actividad normal
en el resto del organismo, lo que hace que no se desarrollen linfomas, pero si adenomas y

adenocarcinomas intestinales (30,142).

1.6.2.3. Otros modelos

Se han desarrollado muchos otros modelos con alteracion de genes, como de B-
catenina o K-RAS. Todos tienen como finalidad reproducir alteraciones moleculares de
enfermedades humanas y seria deseable que cumpliesen las caracteristicas que se indican

a continuacion:

- Los investigadores deberian ser capaces de modular la expresion de genes que se

sabe o se quiere demostrar que afectan al CCR humano.

- También deberian poder controlar el momento en el que se induce el tumor. Al
igual que en los cénceres familiares humanos, los ratones transgénicos tradicionales
tienen modificaciones en la linea germinal, por lo que expresan la alteracion durante la
etapa embrionaria. Por el contrario, la mayoria de los canceres humanos se desarrollan en
el adulto. El control del inicio del tumor es una ventaja de los cénceres inducidos

quimicamente o mediante implante de células tumorales.

- Finalmente, la alteracion molecular deberia limitarse al colon o al recto. En estos
modelos la mutacion suele ser en un gen que afecta a todas las células del cuerpo. Aunque
se ha aprendido mucho con estos modelos, con frecuencia la existencia de lesiones

precancerosas o cancerosas en otros tejidos dificulta el estudio (16).
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1.6.3. PROMOTORES EXOGENOS

1.6.3.1. Dieta occidental

Los estudios epidemioldgicos evidencian que la dieta es un potente modulador del
riesgo de CCR en humanos (18,143). Se han realizado estudios en ratones para examinar
la influencia de la llamada dieta occidental en el desarrollo del cancer de colon
modificando distintos parametros como el aumento de la concentracion de grasa y
disminucién de los niveles de calcio y vitamina D (18). La alimentacion con esta dieta
durante 12 semanas induce hiperplasia de las criptas colonicas en ratas y ratones (144).
Esto puede prevenirse con un aumento de calcio (145). En otro estudio en ratones se vio
que al alimentarlos durante dos afios de esta forma se desarrolld atipia nuclear en el
epitelio del colon en el 70% de los casos y en el 40% aparecid displasia en las criptas. Se

vieron lesiones polipoideas sobre todo en el colon distal (18,146).

En otros experimentos similares con dieta con reduccion de fibra, folato y
metionina se desarrollaron tumores en el 25% de los animales, localizados
fundamentalmente en intestino delgado y colon proximal (147). El aumento de calcio y
vitamina D prevenian los tumores de colon, pero no se encontraron diferencias al

aumentar el aporte de fibra (148).

Aunque estos modelos pueden resultar interesantes para el estudio del CCR
humano, tienen sus inconvenientes. No se han descrito los mecanismos moleculares por
los que se genera el cancer. Por otro lado, el nivel de calcio usado es claramente

deficiente, lo que puede hacer que no refleje la etiologia del CCR humano (18).

1.6.3.2. Inductores quimicos

Se sabe que hay un gran niimero de sustancias quimicas que pueden inducir
cancer (18,30,149). Este proceso depende de la duraciéon y dosis del quimico. El estado

del organismo también juega un papel importante en el desarrollo tumoral (30).

Los compuestos 1,2-dimetilhidrazina (DMH) y su metabolito, azoximetano
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(ACM), son los cancerigenos mas usados para promover el CCR en ratones (18,150). Son
agentes alcalinos que se inyectan en el tejido subcutineo o peritoneo durante varias
semanas y que inducen tumores en el colon distal. La mayoria de estos tumores tiene
mutaciones en el gen B-catenina, al igual que ocurre en el CCHNP (151), lo que hace que
esta proteina sea resistente a la degradacion e incrementa la sefializacion de Wnt (18,152).
La incidencia de tumores en este modelo se modifica segun el fondo genético o la dieta
(150). Esto lo hace util para el estudio de interacciones gen-gen o gen-medioambiente.
Sin embargo, no hay evidencia de que la aparicion de la mayoria de tumores de colon se
deba a la exposicion a agentes alcalinos, lo que hace que los resultados no se puedan
trasladar a humanos (18).

Otro agente utilizado como carcindgeno es la 2-amino-1-metil-6-fenilimidazo
[4,5-b] piridina (PhIP). Es una amina que se produce al cocinar carne o pescado (18,153)
y un conocido mutageno en ratas (154). En ratones produce criptas aberrantes pero no
tumores de colon a menos que se asocie con otros carcindgenos o alteraciones genéticas
previas (155,156). Los tumores se suelen desarrollar en el colon medio o distal con

morfologia polipoide. La invasion y metastasis son poco frecuentes (18).

Se han utilizado otras sustancias como carcindgenos, pero un inconveniente de

estos modelos es el escaso desarrollo metéstasis (18).

1.6.4. IMPLANTACION DE CELULAS TUMORALES

Se han desarrollado muchos modelos para controlar la implantacién o inyeccion
de tumores. Los ratones Nude, con pérdida de funcion de células T, o los SCID, con

pérdida de funcion de células T y B, han sido muy utiles para el desarrollo de esta técnica

(30).

1.6.4.1. Enemas

Se han utilizado enemas para introducir en el colon células tumorales precedidas

de una sustancia irritante con el fin de inducir colitis. Takahashi (149) utiliz6 sodio sulfato
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de dextrano (DSS) como agente irritante para inducir colitis en un tramo corto de colon
en ratones Nude, tras lo cual instilaba células de cancer de colon humano LS174T por via
transanal. Se produjeron tumores en recto en el 95% de los animales, pero no se

observaron metastasis (118,157).

En otro estudio se utilizé una solucion de acido acético seguida de solucion salina
tamponada con fosfato (PBS) para romper la capa de células epiteliales de la mucosa
distal del recto. Después inoculaban por via transanal células de cancer colorrectal murino
CT-26 y de cancer colorrectal humano HCT-116, que expresaban proteina fluorescente
verde, con ayuda de un microscopio de fluorescencia. Se observd crecimiento tumoral en
el 100% de los casos y metastasis ganglionares y pulmonares en el 90%. La mayor
desventaja de esta técnica es que no se puede utilizar para estudiar tumores de colon, pues

el trasplante de células so6lo es en el recto (118,158).

1.6.4.2. Microinyeccion

Donigan (159) publicé un estudio en el que inyectaron células de cancer de colon
murino CT-26 en la pared del recto usando un microscopio dptico, pero los tumores que
aparecen con esta técnica no se originan en la mucosa. La incidencia de tumor fue del

65% y de metastasis del 3,3% (118,159).

Zimong (160) us6 una técnica similar que consistia en implantar células de cancer
de colon murino y humano mediante colonoscopio murino, desarrollando tumor el 95%
de los casos, sin aparicion de metastasis. Esta técnica solo se podia realizar en el recto

distal (118,160).

1.6.4.3. Electrocoagulacion transanal

En un estudio de 2010 publicado por Bhuller (153) se describe una técnica en la
que por via transanal realizaban electrocoagulacion en la mucosa del colon, tras lo que

instilaban células de CCR humano (LS-174T y HT-29) y murinas (CRL-2638 y CRL-
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2639). Se desarrollaron tumores en el 87,5%, con metastasis linfaticas y a distancia en el
66,6% de los casos. Con esta técnica la inoculacion se realiza en lecho no isquémico y se

puede realizar un seguimiento por colonoscopia (118,161).

1.6.4.4. Técnica quiruargica

Se han desarrollado muchos modelos para implantar células tumorales. Se han
realizado alotrasplantes y xenotrasplantes de células de cancer de colon humano,

comerciales u obtenidas de muestras quirurgicas .

A continuacion haremos referencia a algunas de estas técnicas quirtrgicas.

Trasplante heterotopico

Uno de los primeros modelos desarrollados fue el trasplante heterotdpico,
implantando células de cancer de colon humano en el tejido subcutaneo de ratones Nude
o SCID. En este modelo, el crecimiento se puede monitorizar facilmente, sin embargo, al
estar situado extraabdominalmente, no desarrolla metastasis (118). Algunos autores han
utilizado esta técnica como paso previo a realizar un trasplante ortotdpico, utilizando el
tumor subcutaneo para la obtencion de células tumorales que se implantan en el colon de
otros ratones (118,162,163). Pocard (156) inyectd células tumorales en tejido celular
subcutdneo de los flancos del ratén. Cuando el volumen tumoral era mayor de lcm3:
sacrificaban al animal y hacian secciones del tumor de 2x2x2mm que se implantaban en

la pared del ciego de otros animales (118,164).

La cépsula del bazo y rifion también se han usado como sitio de implantacién
(118).

Trasplante ortotopico

Hoy en dia el modelo ortotopico se considera el mas avanzado y el que mejor
simula el proceso de desarrollo del cancer de colon humano. Los investigadores han

descrito multiples técnicas quirdrgicas para la implantacion tumoral (118).
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PDX

Los PDX (patient derived xenograf) son muestras tumorales extraidas de los
pacientes (Figura 8). Tienen la ventaja de que el animal recibe el componente celular
tumoral e inflamatorio peritumoral. Sin embargo, tiene limitaciones, pues implica el uso
de animales que carecen de sistema inmune, el estroma que se forma es murino y no

humano y a veces no se desarrollan metastasis (165).

Figura 8. Implante de la muestra de tumor en ciego de raton en uno de nuestros ratones.

Esta técnica consiste en implantar secciones de tumor en el colon del raton. Las
piezas se obtienen de tumores en fresco y deben ser implantadas en las primeras 24 horas.
Fu (166) describe esta técnica en la que realizan un “flap” de serosa en la pared del ciego
e implantan la secciéon de tumor mediante un punto. Realizaron otros experimentos
implantando previamente o en la misma cirugia, una esponja hemostatica “gelfoam” para
incrementar la vascularizacién en el lugar de implantacion. Obtuvieron crecimiento

tumoral y metéstasis hepaticas en todos los modelos sin diferencias significativas entre
ellos (166).
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En otro estudio se describe el uso de secciones en fresco de una metastasis de
cancer de colon humano que se implantaron en la serosa del colon, en el higado y en el
tejido subcutaneo de ratones Nude. En 3-4 meses se obtuvo crecimiento tumoral en todos
los lugares de implantacion, pero sin metastasis. Tras 10 generaciones de retrasplante
colon-colon de secciones de este tumor en un periodo de 2 afios, aparecié un 100% de
metastasis masivas en higado,11% esplénicas y 43% en ganglios del hilio hepatico.
Cuantos mas retrasplantes se realizaban, aparecia mayor numero de metastasis y en mas

localizaciones. Los autores atribuyeron estos hallazgos a la “teoria de la remetastasis”

(10).

CELULAS

Esta técnica consiste en la implantacion de células de cancer de colon en la pared
del ciego de los animales. Se han descrito multiples modelos con utilizacion de distintas

lineas celulares. Describiremos algunas a continuacion (118).

Otaga (167) utiliz6 células de la linea KM12SM vy las inyectaron en la pared del
ciego de ratones Nude. Aparecio tumor en el 100% de los casos, metéstasis en ganglios

regionales en el 25% y en higado en el 50% (118,167).

En otro estudio se comparaban los modelos de trasplante subcutdneo, ortotopico e
intraesplénico. Trasplantaron células de cancer de colon humano de las lineas HT-29 y
HCTI116 infectadas con gonadotropina coridonica humana y luciferasa, en la pared del
ciego de ratones SCID bajo vision microscopica con un aumento de 4x. El desarrollo
tumoral producia B-HCG y proteina luminiscente luciferina. Obtuvieron tumor en el 87-
100% de los casos, metastasis ganglionares y hepéticas en el 50% y pulmonares en el
25%. En el modelo intraesplénico se producia una rdpida colonizacion de células
tumorales en higado y pulmones y los tumores alcanzaban gran tamafio en pocas
semanas. Un inconveniente de esta técnica es que precisa entrenamiento especial e
instrumentos apropiados (118,168).

Priolli (169) diseii6 una técnica en la que realizaban una derivacion del colon
mediante una fistula distal. Inyectaban las células tumorales en la fistula submucosa. Se
monitorizd el crecimiento tumoral mediante gammagrafia con 9mTc-MIBI. La fistula

distal facilit6 el seguimiento y la evaluacion del efecto de los tratamientos administrados.
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Obtuvieron crecimiento tumoral en el 42,8% de los casos, sin aparicion de metastasis

(118,169).

1.6.5. ORGANOIDES

En los ultimos afios se han desarrollado organoides, que son conjuntos de células
cultivadas “in vitro” formando una estructura tridimensional. Sus caracteristicas
anatodmicas y funcionales son mas parecidas a las del 6rgano original. Se han realizado a
partir de células madre sanas y tumorales, lo que permite estudiar el comportamiento y la

reaccion a farmacos en ambos casos (170).

En teoria, el uso de organoides en una muestra tumoral de un paciente, permitiria
conocer especificamente la expresion de genes implicados en el comportamiento del
tumor, lo cual permitiria aplicar un tratamiento especifico o personalizado. Sin embargo,
la heterogeneidad intratumoral (171) implica que las “caracteristicas moleculares” varian
dentro de un mismo tumor, por lo que el comportamiento del mismo no se puede inferir

exclusivamente a partir de unas muestras seleccionadas del tumor.
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2. JUSTIFICACION

El céncer de colon se encuentra entre los de mayor incidencia a nivel mundial. A
pesar de la mejoria en el screening, asi como en los tratamientos, tanto quirirgicos como
quimioterapicos, aun existe un numero importante de pacientes que desarrolla metastasis
y muere por esta causa. Se ha visto que el estroma y los fibroblastos peritumorales po-
drian influir en el desarrollo y progresion del cancer de colon. El estudio de esta relacion
nos puede permitir un mayor conocimiento de la evolucion del tumor y, en algunos casos,
administrar tratamientos individualizados. Para el estudio de estos posibles tratamientos

seria util disponer de un modelo animal de cancer de colon que tuviese en cuenta el papel

de los CAFs.
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3. HIPOTESIS

3.1. HIPOTESIS CONCEPTUAL

Los fibroblastos de la matriz peritumoral facilitan el crecimiento e invasion del tumor.

3.2. HIPOTESIS DE TRABAJO

1. Los fibroblastos peritumorales, CAFs, tienen caracteristicas diferentes de los no

tumorales que explicarian su papel en el crecimiento tumoral.

2. El xenotrasplante de células tumorales humanas con fibroblastos a ratones

inmunodeprimidos produce un mayor crecimiento y capacidad metastasica.

3. El mayor contenido de estroma y fibroblastos peritumorales en el adenocarcinoma

de colon se relaciona con el pronostico.
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4. OBJETIVOS

1. Obtencion, cultivo y curvas de crecimiento de fibroblastos normales y
peritumorales de muestras quirurgicas de adenocarcinoma de colon humano.

2. Desarrollo de un modelo de xenotrasplante de cancer de colon humano en ratones
inmunodeprimidos, asociando o no fibroblastos peritumorales.

3. Analisis retrospectivo de pacientes intervenidos de cancer de colon, analizando las
muestras anatomopatoldgicas de dichos tumores con distintas tinciones para valorar la

relacion entre matriz peritumoral y prondstico.
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5. MATERIAL Y METODOS

5.1. OBTENCION DE MUESTRAS QUIRURGICAS

Para la realizacion de este estudio se recogieron muestras quirdrgicas de tumores
de colon intervenidos en el Hospital Universitario Central de Asturias. No incluimos el
cancer de recto. Se obtuvo previamente el consentimiento informado del paciente (Anexo

3) y la autorizacién del Comité de Etica.

Una vez realizada la colectomia, la pieza se introdujo en una cubeta con hielo de
forma aséptica y se traslado al Servicio de Anatomia Patoldgica en menos de 10 minutos
postextraccion. En condiciones de ‘“semiasepsia” (pafio estéril, instrumental), el
anatomopat6logo abrio la pieza por el borde antimesentérico, realizd un lavado de la
misma con agua durante 10 minutos y posteriormente con 500 ml de suero fisiologico

para evitar contaminacion en los futuros cultivos.

El anatomopatdlogo obtuvo muestras de aproximadamente 0,5cm, por triplicado,
de tejido normal, peritumoral y tumoral (en cada zona con un bisturi distinto para evitar
contaminacion), introduciendo dos de ellas en criotubos y éstos a su vez en nitrogeno
liquido, y la tercera en tubos con liquido de conservacion RPMI-1640 Medium (Gibco,
Invitrogen) suplementado con amikacina y vancomicina (Laboratorios Normon, Madrid,
ambas a 40ug/ml). Las muestras en nitrogeno liquido se utilizaron posteriormente para
estudio de genes y las otras para cultivo de células. Se intentd obtener mas cultivos pero

estos se contaminaban muy facilmente.
Las muestras para trasplante se obtuvieron del siguiente paciente:

— Trasplante HT-29 + fibroblastos en cabeza de pancreas: varon de 80 afos con

adenocarcinoma de sigma moderadamente diferenciado, pT3 pNO.
Los CAFs para cultivo se obtuvieron de tres casos:

— Varon de 80 anos con adenocarcinoma mucosecretor bien diferenciado, de colon

derecho, pT2pNO.

— Mujer de 72 afios con adenocarcinoma de sigma moderadamente diferenciado, pT3
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pNO.

— Varén de 56 anos con una recidiva de adenocarcinoma de sigma moderadamente

diferenciado, pT3pNO.

5.2. CULTIVOS

5.2.1. CULTIVO DE FIBROBLASTOS

Pocos minutos tras la intervencion quirdrgica, se obtuvieron muestras del tumor
de colon (destinadas a distintos fines: cultivo, estudio inmunocitoquimico, expresion de
genes), del area peritumoral (para CAFs) y del drea normal (para "fibroblastos normales",
NF) utilizando diferentes hojas de bisturi para evitar la contaminacion. La ausencia de
células tumorales en las muestras obtenidas de las areas peritumoral y normal se verifico
por microscopia. Las muestras se cortaron en fragmentos mas pequefos. El

procedimiento de cultivos celulares ha sido publicado previamente (Figura 9) (99).

Fragmentacién ! !
mecanica

=+ EE
Digestién Digestion Cultivo de
Muestra colagenasa Tripsina/EDTA fibroblastos

Figura 9. Esquema del cultivo de fibroblastos. (Garcia Pérez E. Cultivo de células peritumorales

(CAFs). Estudios preliminares. Comunicacion presentada en el Congreso de la SEIQ 2012).

Los fragmentos se digirieron enzimaticamente con colagenasa tipo I (2mg/ml)

entre 1 y 2 horas. Después de la digestion, la solucion se centrifugd a 400g durante 10
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minutos. El sedimento se suspendié en un medio de cultivo de fibroblastos (Dulbecco’s
modified Eagle’s medium (DMEM) (Gibco, Invitrogen)) suplementado con 10% de suero
bovino fetal (FBS) y antibioticos (amikacina y vancomicina (40pg/ml)). Los fragmentos
de tejido que no habian sido digeridos con colagenasa se sometieron a una segunda
digestion con 0,05% de tripsina y 0,02% de EDTA (T/E, Gibso, Invitrogen), entre 30 y 60
minutos. La solucion de T/E se recogio en un tubo y se inactivd con la misma cantidad de
medio de cultivo. Se centrifugé a 400g durante 10 minutos y el pellet se resuspendid en

medio de cultivo.

Las células obtenidas tanto de digestion de colagenasa como de tripsina, se
sembraron en placas de seis pocillos utilizando medio de cultivo de fibroblastos y se

mantuvieron a 37 °© C en una incubadora con CO2 al 5%. El medio se cambid cada 3 dias.

Cuando los cultivos primarios fueron confluentes, las células se lavaron dos veces
con PBS y se trataron con T/E hasta que se despegaron completamente de la superficie de
la placa. La T/E conteniendo las células se neutralizé con medio de cultivo y se centrifugd
a 400g durante 10 minutos. EIl pellet resultante se resuspendié en medio de cultivo y las

células se sembraron doblando la superficie inicial.

Todas las células del estroma se usaron en pases tempranos (pases 3-6). La pureza
celular de las células del estroma se evalu6 por morfologia e inmunotinciéon con

vimentina.

Ambos tipos de células (NF y CAFs), se sembraron en placas de seis pocillos a
una velocidad de 1 x 10* células viables por pocillo, utilizando el medio de cultivo
descrito previamente. Cada 2 dias, uno de los platos se tripsiniz6 y las células se contaron
en una camara Neubauer. Los pocillos no se llenaron en ninglin caso, por lo que no hubo

inhibicién de contacto.

Después de contar en la camara de Neubauer, se evalud la morfologia de la pureza
celular de las células del estroma y la inmunotincion con vimentina como marcador de
fibroblastos, y con mAb anti-proColXIal (DMTXI1, Oncomatryx) como marcador
especifico para CAFs humanos (112,113,185). Las células restantes se congelaron,
usando DMEM + FCS al 10% y DMSO al 10% como crioprotector, en crioviales. Estos
se mantuvieron en un congelador a -80°C durante 24 horas y luego se transfirieron a un

recipiente de nitrogeno liquido para su almacenamiento a largo plazo.
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5.2.2. CULTIVO DE CELULAS HT-29

La linea comercial HI-29 (ATCC® HTB-38™) procede de un adenocarcinoma
colorrectal humano de una mujer caucasica de 44 afios del grupo sanguineo A, Rh+. Las
células se aislaron del tumor primario en 1964 por J.Fogh. Estas células son epiteliales
con capacidad de adherencia y de producir mucina. Expresan los genes del antigeno
carcinoembrionario (CEA) y del componente secretor de la IgA, asi como oncogenes
MYC, RAS, MYB, FOS, SIS y P53. (186). Las células HT-29 (ATCC® HTB-38) se cultivaron
en medio estindar DMEM con 10% FBS (suero bovino fetal). Todos los cultivos se
llevaron a cabo en una atmosfera humidificada de 5% de CO2 en aire a 37 © C. Los pases
de cultivo y la recoleccion de células se realizaron con tripsina / EDTA 0.05% / 0.02%

(Biochrom).

5.2.3. INMUNOFLUORESCENCIA DE CELULAS ESTROMALES CULTIVADAS
Y MICROSCOPIA CONFOCAL

Las células cultivadas obtenidas de muestras quirargicas, se fijaron en acetona a
-20°C durante 10 minutos, se secaron a temperatura ambiente y luego se lavaron en Dako
buffer durante 30 minutos. La metodologia utilizada se ha descrito anteriormente (99).
Las muestras se incubaron con anti-proColXIal (DMTX1, Oncomatryx), citoqueratina 19
(CK19), alfa-actina de musculo liso (aSMA) y vimentina (VIM), a temperatura ambiente,
en las condiciones especificadas en la Tabla 6. El anti-proColXlal es un marcador
especifico de los CAFs, la aSMA y la vimentina tifien los CAFs asi como los fibroblastos

activados, y la CK19 marca las células tumorales epiteliales.

Los anticuerpos secundarios utilizados fueron green anti-rabbit Alexa-488 y red
anti-rabbit Alexa-546, durante 1 hora a temperatura ambiente. Las secciones se montaron
con medio de montaje que contenia diclorhidrato de 4,6-diamidino-2-fenilindol (DAPI,
Vector Labs). La colocalizacion se visualiz6 y fotografié utilizando un microscopio
confocal Leica TCS SP2 a 63X y 100X, con las siguientes fuentes de excitacion de cada

fluorocromo: Argon/Kryton laser (488nm), Helium/Neon laser (546nm) y azul-violeta
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Diodo (405nm).

Anticuerpo Clon Referencia Dilucion Tiempo de
primario (especies) comercial incubacion
(min)
anti- 1E8.33RCK108 DMTX1/ 1:400 30
procollagenXlal Oncomatrix, Espafia
(mADb)
CK 19 (mAb) RCK108 Dako, Dinamarca 1:50 15
a-SMA (mAb) 1A4 Dako, Dinamarca Prediluido 20
Vimentina (pAb) C-20 Santa Cruz Biotech, 1:400 10
Alemania

Tabla 6. Inmunocitoquimica (ICQ). mAb: anticuerpo monoclonal; pAb: anticuerpo

policlonal

53. IDENTIFICACION DE CAFs HUMANOS EN LOS
XENOTRASPLANTES

Los CAF se marcaron con colorante celular de fluorescencia roja PKH26 (Sigma-
Aldrich PKH26 Red Fluorescent Cell Linker Kits for General Cell Membrane Labeling).
El vehiculo del marcador provisto en los kits (Diluyente C) fue disefiado para mantener la
viabilidad celular, mientras maximiza la solubilidad del colorante y la eficiencia de
tincion durante la etapa de marcaje. Debido a ello, las células presentan fluorescencia
extremadamente estable y PKH26 es el colorante de enlace celular de eleccion para
estudios de rastreo de células in vivo. PKH26 consiste en una molécula alifatica que se
incorpora a la membrana celular, unida a un tinte fluorescente similar a la rodamina. La
longitud de onda de excitacion optima es 551 nm y la longitud de onda de emision es 567

nm. Los CAFs se inyectaron en el pancreas de ratones. Después de 7 dias, los ratones se
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sacrificaron y las muestras de tumor se incluyeron en Tissue-Teck OCT (Thermo) y se
congelaron en nitrégeno liquido. Secciones de cinco micrometros de espesor se
almacenaron a -80 ° C. Las secciones se fijaron en acetona (-20°C, 10 minutos) y se
incubaron con mAb anti-proColXIal (Oncomatryx, 1: 400, 30 minutos)-secundaria Alexa
488 (1: 500, Invitrogen). Los nucleos se contratifieron con hidrato de diclorhidrato de 4,6-
diamidino-2-fenilindol (DAPI, Vector Labs). Para documentar la presencia y el origen
humano de los CAFs en secciones tumorales de ratones, se analizaron varias secciones
por raton mediante microscopia confocal. Las células positivas para PKH26 presentaron

fluorescencia roja y las células positivas pro-ColXIal presentaron fluorescencia verde.

5.4. XENOTRASPLANTE HETEROTOPICO DE CELULAS HT-29
EN LA CABEZA DEL PANCREAS

5.4.1. RATONES

El raton comun (mus musculus) es uno de los animales mas utilizados para
experimentacion (Tabla 7). Comenzaron a utilizarse en biomedicina a finales de siglo
XIX por su pequefio tamafio, su facil manejo, su variabilidad genética y su alta tasa
reproductiva. Actualmente existen mas de 1.000 cepas congénitas genéticamente

definidas (174).

Orden Suborden Familia Género/especie
Rodentia Myomorpha Muridae Mus musculus (raton
comun)

Tabla 7. Taxonomia del raton comun.

Estos animales son roedores, tienen incisivos que crecen de forma continua por lo
que presentan la necesidad de roer. Se alimentan principalmente de vegetales,

especialmente semillas, aunque pueden comer practicamente de todo, desde insectos hasta
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raices. El estdbmago, al igual que el de la rata, estd constituido por una porcion glandular y
otra muscular (o no glandular). Tienen un tubo digestivo relativamente largo y un ciego
grande con una flora bacteriana que asegura la digestion (lisis) de la celulosa y la sintesis
de vitaminas hidrosolubles. Los ratones caseros pueden adaptarse facilmente a la escasez
de agua consumiendo vegetales y concentrando la orina (175)

Los trasplantes se realizaron en ratones inmunodeprimidos tipo SCID
BALB/cJHanHsd-Prdkescid (Envigo, Spain). Todos los ratones eran machos de 4 a 10
semanas de edad. Tras su llegada a nuestras instalaciones se esperd durante una semana

para que se aclimataran a su nuevo entorno.

Ratones SCID

Los ratones SCID (Severe Combined Inmune Deficiency) (Figura 10) son
homocigotos para el gen recesivo scid, localizado en el cromosoma 16, lo que causa una

deficiencia funcional en los linfocitos Ty B (176).

Figura 10. Ratones SCID.
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La mutacion SCID (severe combined immunodeficiency) es autosomica recesiva.
Aparecid espontaneamente en el afio 1980 en el Fox Chase Cancer Center de Filadelfia
(Estados Unidos) en una linea congénita de BALB/c. El locus scid fue mapeado en 1989
en el cromosoma 16. El responsable es el gen Prkdc (protein kinase, DNA activated,
catalytic polypeptide), un gen de reparacion del ADN cuya alteracion causa la falta de
recombinacion somatica en los genes V(D)J de las inmunoglobulinas y los receptores

TCR de los linfocitos T, lo que bloquea la diferenciacién temprana de los linfocitos B y T.

Los ratones homocigotos scid/scid (ratones SCID) tienen una apariencia externa
normal. Sin embargo, los ganglios linfaticos, el bazo y el timo son anormalmente
pequeiios, presentando este ultimo una médula rudimentaria y ausencia de corteza.
Carecen ademas de linfocitos y células plasmaticas y tienen niveles muy bajos o ausencia
de inmunoglobulinas en suero. El déficit de células T y B maduras hace que estos
animales sean incapaces de generar una respuesta inmune, tanto humoral como celular. La
mutacion no altera las lineas mieloide ni eritroide, presentando estos animales unos

niveles de actividad NK normales (175)

5.4.2. BIOTERIO

Los animales permanecieron en la Unidad de Bioterio de la Universidad de
Oviedo. Este es un centro de investigacion cientifica que cuenta con instalaciones
homologadas para la cria y mantenimiento de animales de experimentacion, que
permanecen controlados en condiciones ambientales constantes. También disponen de
laboratorios para manipulacién y toma de muestras. Esta registrado con el n.® 33443591
en la Consejeria de Medio Rural y Pesca del Principado de Asturias como centro de cria y

usuario de animales de experimentacion, en cumplimiento del R.D.53/2013 (177).

Los bioterios, animalarios, estabularios, barreras y/o Servicios o Centros de
Produccion y/o Experimentacion Animal son centros que se dedican a la obtencion de
animales de laboratorio. Estos centros tienen como funciones principales la produccion y
mantenimiento de reactivos bioldgicos. En ellos se controla la entrada de animales y

personas y se vigila la alimentacion, bienestar y estado de salud de los animales. Muchos
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de estos centros forman parte de los servicios técnicos de apoyo a la investigacion o
centros de instrumentacion cientifica de universidades, hospitales, centros de

investigacion o laboratorios (126).

Los animales permanecieron alojados en una sala especial para
inmunodeprimidos, en rack ventilado y con aire filtrado y se utilizé una campana de flujo

laminar para su manipulacion.

5.4.3. TRASPLANTES

Los trasplantes se realizaron en la sala de inmunodeprimidos, bajo la campana de
flujo laminar y en condiciones de asepsia adecuadas. Antes de entrar a esta sala es preciso
vestirse con un traje especial, gorro, guantes y mascarilla. Se extrajeron las jaulas una a
una y se colocaron bajo la campana de flujo laminar, donde se realizd todo el

procedimiento.

5.4.3.1. Anestesia

Previamente al procedimiento de anestesia, se registro el peso de los animales y
quince minutos antes de comenzar la intervencion se administré buprenorfina 0,05mg/kg
por via intraperitoneal. Utilizamos anestesia inhalatoria para dormirlos segun el siguiente
protocolo: para la induccidon anestésica se coloco el raton en la camara de induccidén
regulando el vaporizador al 5% de isoflurano y flujo de oxigeno a 0.5-1.0 1/min. Cuando
el animal perdi6 la consciencia se sacod de la camara y se situ6 en la tabla de operaciones
colocandole la mascarilla. Para el mantenimiento anestésico se reguld el vaporizador al
2%. Al finalizar la intervencion se desconectd el vaporizador de isoflurano y después el
oxigeno (0,5 1/min), se dejo al animal ventilando con oxigeno al 100%, en funcién de su
recuperacion. Por ultimo, administramos meloxicam 1,5-2 mg/kg, via intraperitoneal. Se

repitieron las dosis de buprenorfina y meloxicam cada 24h durante 2 dias.
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5.4.3.2. Trasplante

Una vez dormido se puso un clip de identificaciéon en la oreja del animal y se
coloco en la tabla operatoria. Se afeit6 la zona abdominal sin producir heridas y se limpid

térax y abdomen con povidona yodada.

Se realizd una laparotomia de 1-2 cm con tijeras finas. Exploramos la cavidad
identificando el estdbmago y cabeza pancredtica y extrayéndolo fuera de la cavidad sobre
gasas estériles. Se inyectd lentamente, en unos 30 segundos, a través de una aguja de 30
G, la solucion de células (HT-29, CAFs, NF, segun el modelo que se describira mas
adelante) en la cabeza del pancreas a nivel del piloro. Al extraer la aguja, presionamos

inmediatamente la zona con suavidad con una gasa, durante un minuto.

Recolocamos las visceras en el abdomen y procedimos al cierre de la laparotomia,
que se realizo en dos planos, peritoneo-musculo en sutura continua y piel con puntos

sueltos, ambas con material reabsorbible multifilamento de 4-5/0.

Se observd a los animales cada dia, pesandolos cada 7 dias y administrando
analgesia las primeras 48 horas seguin el protocolo de anestesia descrito previamente. Asi
mismo, se superviso a los animales proporcionandoles los cuidados necesarios para evitar
dolor o sufrimiento. Se mantuvo un ambiente adecuado para asegurar su bienestar y

reducir los niveles de estrés y ansiedad mediante enriquecimiento ambiental.

5.4.3.3. Eutanasia

Tras el periodo establecido después del trasplante, procedimos al sacrificio de los
animales. Para este proceso utilizamos una campana de CO2. Una vez muerto se afeito el
abdomen del ratén y se colocd en la tabla operatoria. Realizamos una laparotomia con
tijeras finas por ambos flancos abdominales ampliando hasta el térax. Se exploraron todos
los 6rganos de abdomen y térax, registrando donde se encontré tumor macroscopico y su
tamafo. Extrajimos todos los organos y los introducimos en un tubo con formol,

separando previamente el 6rgano donde se encontraba el tumor primario del resto.

En algunos casos donde aparecieron tumores de mayor tamafio, se recogieron
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muestras del tumor primario y/o de metastasis hepaticas en criotubos en nitrogeno

liquido.

5.4.3.4. Analisis anatomopatolégico

Las muestras fueron analizadas por personal del Departamento de Histopatologia
Molecular en Modelos de Cancer Animal del TUOPA (Instituto Universitario de
Oncologia del Principado de Asturias). Las muestras se fijaron durante 24 h en
paraformaldehido al 4% a temperatura ambiente, se embebieron en parafina, realizandose
secciones de 5 um de espesor que se tifieron con hematoxilina-eosina y mAb anti-
proColXIal (DMTXI1, Oncomatryx). El volumen del tumor que se desarrolld en el
pancreas se calculé en mm’® con la formula eje mayor x (eje menor)’ x 0,52. Para evaluar
el tamafio de las metastasis hepaticas, se realizo la seriacion completa de cada higado,
seleccionando para el estudio secciones del tejido a intervalos de 200 pm. Se contabilizd
el nimero de metastasis hepaticas en las secciones histologicas y se clasificaron por su
tamafio en pequeio, mediano y grande, dandoles un valor de 1, 2 6 3, respectivamente,
como medida de la “carga” del tumor hepatico. Se consider6 un tamafio de metastasis
pequeio cuando ésta se identificd en una sola seccion (< 400 um), medio cuando se
identificod en dos secciones consecutivas (> 400um y <600 um) y grande cuando se
identifico en tres o mas secciones (> 600 um). Por lo tanto, un animal con un higado que
contiene una metastasis pequefia, una metastasis mediana y una grande, se clasificd con
una carga tumoral de 6 (Ix1 + 1x2 + 1x3 = 6). Para los tumores identificados en el
pancreas, establecimos un score histopatoloégico de 3 a 9 puntos, para comparar la
gravedad o la agresividad del tumor, basado en tres caracteristicas histopatologicas:
volumen tumoral, desmoplasia y nimero de 6rganos con metéstasis. La valoracion se

realiz6 seglin se describe en la tabla 8.
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Puntuacioén 1 Puntuacion 2 Puntuacion 3
Volumen tumor Pequetio Mediano (50-150mm?) Grande
(<50mm’?) (>150mm°)
Desmoplasia Leve Leve/moderada, Moderada/severa
moderada
N° de 6rganos 1-2 3-4 >4
con metastasis

Tabla 8. Sistema de puntuacion histopatologico de la agresividad del tumor.

5.4.4. DISENO EXPERIMENTAL

Basandonos en la hipdtesis de que los fibroblastos peritumorales incrementan la
agresividad tumoral, realizamos distintos experimentos con el objetivo de generar un
modelo de céncer de colon humano en ratones siguiendo los protocolos expuestos

previamente.

Xenotrasplante heterotépico de células HT-29 en la cabeza del pancreas

La mayoria de modelos de cancer de colon por medios quirtrgicos se han
realizado en el ciego. Los trasplantes en la pared del ciego presentan una dificultad
anadida por el escaso espesor de la pared y la facilidad con la que se extravasa el
preparado celular, por lo que muchos trasplantes pueden resultar fallidos. Debido a esto y
a nuestra experiencia en trasplantes de células en péncreas, decidimos desarrollar este
modelo de cancer de colon. En estudios previos realizados por el grupo del Dr. Barneo se
comprobo que en el caso de xenotrasplante de cancer de pancreas, los ratones SCID

desarrollaron tumores agresivos (178).

Para este modelo se utilizaron fibroblastos peritumorales (CAFs) y normales (NF)
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obtenidos de muestras frescas de cancer de colon humano y células de la linea HT-29,

realizando cuatro grupos experimentales

L. Se trasplantaron 150.000 CAFs en 12 ratones.

II. Se administraron a 7 ratones 1,5 millones de células HT-29.

1. En 5 ratones trasplantamos 1,5 millones de células HT-29 + 150.000 NF.
IV. En 10 ratones se inyectaron 1,5 millones de células HT-29 + 150.000 CAFs.

Se utilizaron ratones SCID machos de 6 semanas. Los preparados celulares se
inyectaron en la cabeza pancredtica de los animales, que fueron sacrificados un mes

después.

5.5. CUANTIFICACION DE ColXIal EN MUESTRAS DE CANCER
DE COLON HUMANO

Con el fin de estudiar la relacion entre el ColXIal presente en el tumor de colon y
el prondstico de la enfermedad, realizamos un estudio retrospectivo en 189 pacientes

intervenidos de cancer de colon en nuestro centro.

5.5.1. RECOGIDA DE DATOS

Se seleccionaron los casos de cancer de colon que fueron intervenidos en los afios
2004 a 2006 en el Hospital Universitario Central de Asturias, excluyéndose los pacientes
con cancer de recto y los tumores no resecados. Se recogieron datos sobre el paciente y la

evolucion de su enfermedad (Anexo 2).
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5.5.2. MUESTRAS ANATOMOPATOLOGICAS

Se analizaron 189 casos de cancer de colon intervenidos quirdrgicamente en el
Hospital Universitario Central de Asturias, seleccionando las biopsias del archivo del
Servicio de Anatomia Patoldgica, entre 2004 y 2006. Todas las muestras representativas
de cada tumor habian sido fijadas con formaldehido al 10%, incluidas en parafina y

tefiidas con Hematoxilina-Eosina para el examen histologico.

El bloque de parafina mas representativo del tumor de cada caso, con mayor
infiltracion de la pared, fue seleccionado por un patodlogo, realizandose posteriormente
dos secciones consecutivas de 3 micras de grosor de dicho bloque de parafina. En una de
las secciones se realizd tincidon histoquimica para coldgeno con tricromico verde de
Gomori (Kit comercial, ArtisanLink, Angilent/DAKO, Ref. AR 166). En la otra seccion,
se realizo tincion inmunohistoquimica automatizada (OMNIS, Angilent/DAKO) con el
anticuerpo monoclonal de ratoén anti-proColXIal (DMTX/1ES8.33.0Oncomatrix, Espafia).
La recuperacion antigénica se realizoé por calentamiento con tampoén a pH alto durante 30
minutos. Las muestras fueron incubadas a 37° C con el anticuerpo DMTX (dilucién 1:400
en Envision Flex Antibody Diluent) durante 20 minutos con EnVision HRP Flexsystem y
tefiidas con DAB (3-3”- Diaminobenzidine) durante 5 minutos. Finalmente, las secciones

fueron contrastadas con Hematoxilina durante 7 minutos.

La tincion histoquimica de Gomori y la inmunohistoquimica con DMTX de cada
caso seleccionado, fueron estudiadas por un patdlogo, que marcod en ambos portaobjetos
una misma zona que incluia el area tumoral mas infiltrante. Posteriormente, estas zonas
marcadas fueron evaluadas con un programa de andlisis de imagen en las intalaciones de

los Servicios Cientifico-Técnicos de la Universidad de Oviedo.

5.5.3. OBTENCION DE IMAGENES

El objetivo de este experimento fue medir el porcentaje de marcaje de proColXIal
en células peritumorales (CAFs), asi como el porcentaje de tejido tefiido con Gomori

(matriz colagena) en la zona tumoral marcada de cada caso.
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Para obtener las iméagenes utilizamos un microscopio de fluorescencia Olympus
BX61 en el equipo de estereologia CAST2. Es un microscopio Optico automatizado para
estudios de transmisién y fluorescencia con platina motorizada Prior. Optica: UPlanSApo
4x/0.16; UPlanApo 10x/0.40; UPlanSApo 20x/0.75; PlanApo 40x/0.95 vy
UplanSapo100x/1.40 Oil. Bloque de filtros para fluorescencia: UV (BP 360-370), Azul
(BP470-490), Verde (BP530-550). Cémara digital en color Olympus DP-70 con
resolucion de 4080 x 3072 pixels, (12 Mpixels) (Figura 11).

Figura 11. Microscopio de fluorescencia Olympus BX61 en el equipo de estereologia CAST2.

Trabajamos con dos tipos de imagenes, por un lado las correspondientes a las
células marcadas con anti-proColXIal, que se toman con un objetivo de 20x y un tamafio
de imagen de 1360 x 1024 pixeles, de las que se analizan un nimero determinado de

campos al azar (entre 20 y 30) (Figura 12 y 13).
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Figura 12. Imagen de muestra marcada con anti-proColXIal. Imagen tomada con un objetivo de

20x y un tamafio de imagen de 1360x1024 pixeles.

Figura 13. Imagen donde se observa la tincion con anti-proColXIal. 400x.
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Por otro lado, de la imagen tefiida con Gomori se toma un mosaico de imagenes
con un objetivo de 4x y un tamafio de imagen de 680 x 512 pixeles para cada fragmento

del mosaico (Figura 14 y 15).

Figura 14. Mosaico de imagenes de una muestra tefiida con Gomori. Mosaico formado por

imagenes tomadas a 4x con un tamafio de imagen de 680x512 pixeles.

99



Figura 15. Imagen donde se observa la tincion verde de Gomori. 20x.

En ambos casos se trabaja sobre la zona de referencia previamente marcada sobre

el portaobjetos, que corresponde a la zona de tejido tumoral.

Como software de tratamiento de imdagenes utilizamos CAST2, que es un

programa para estereologia automatizada.
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5.5.4. ANALISIS DE IMAGENES

Una vez obtenidas las imagenes, €stas se analizaron con el programa Image J-FI1JI,
un software de libre distribucion, junto con la macro Med Colageno2.ijjm. Para la
deteccion de anti-proColXlal se utilizo el plugin “Colour Deconvolution” realizado por
Gabriel Landini (179) basado en el método descrito por Ruifrok, A.C. & Johnston, D.A.
(180).

El programa mide el niimero de células y el area total de las zonas marcadas.
También se cuantifica el namero y el area de células no marcadas. Utilizando el mismo
plugin de Color Deconvolution, ajustado para el marcaje del Gomori en verde, detecta el

area de matriz colagena.
Obtuvimos los siguientes valores:

Nombre de la muestra: Nombre o clave del caso de estudio.

Ncampos: N° de imagenes por muestra analizadas para la medida del anti-proColXIal.

AreaTejido: Area de la muestra analizada para la medida del anti-proColXIal (suma de

las areas de todas las imagenes analizadas).
Ncel-tot: N° de células totales en la muestra analizada (marcadas y no marcadas).
Areacel-tot: Area ocupada por las células (marcadas y no marcadas) en la muestra.

AreaCel-Colag: Area ocupada por las células con anti-proColXIal.

%Ncel-Colag: Porcentaje de nimero de células marcadas frente al n° total de células.

%Areacel-Colag: Porcentaje de area de células con anti-proColXIal frente al 4rea total de

células.

%Areatejido-Colag: Porcentaje de area de células con anti-proColXlal frente al area total

de muestra analizada.

Area-refGomori: Area de tejido analizado para la medida de Gomori.

Area-Gomori: Area de tejido marcada con Gomori.
%Gomori: Porcentaje de tejido marcado con Gomori.

%Colag/Gomori: Relacién entre el area de anti-proColXlal y el area de Gomori

(multiplicado por 100).

Todos los valores estan expresados en micras (179,180).
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5.6. ANALISIS ESTADISTICO

Las variables cuantitativas se expresaron como medianas. Los grupos se
compararon utilizando la prueba U de Mann-Whitney. La asociacion entre variables
cuantitativas se evalud utilizando el coeficiente de regresion y la prediccién de una
variable a partir de otra a través de la ecuacién de regresion. El crecimiento de los
cultivos celulares se analizo utilizando ANOVA con correccion de Bonferroni. Todos los
andlisis se realizaron utilizando los programas SPSS 15.0 (SPSS, Inc., Chicago IL) para

Windows y MedCalvs12.

5.7. CONSIDERACIONES ETICAS

Todos los experimentos se realizaron seglin los estandares de la Union Europea
(2010/63 / UE) y Espaiia (RD 53/2013; ECC / 556/2015), y cumplieron con las pautas del
Comité para el manejo y cuidado de animales de la Universidad de Oviedo, que
proporciond la aprobacion total para esta investigacion (PROAE 01/2016). Los pacientes
firmaron formularios de consentimiento indicando su voluntad de participar en el estudio
(Anexo 3). La extraccion de muestras quirargicas fue aprobada por el Comité Etico del

Hospital Universitario Central de Asturias (Proyecto n © 42/12).
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6. RESULTADOS

6.1. CULTIVOS CELULARES

6.1. 1. MORFOLOGIA CELULAR

Como se describié en material y métodos, se cultivaron NF y CAFs obtenidos de
muestras quirurgicas de resecciones de cancer de colon.

Los fibroblastos se cultivaron y se sometieron a las tinciones descritas en material
y métodos para seleccionarlos entre las células tumorales (Figura 16). Este tipo de

cultivos normalmente se contamina y la eficiencia de cultivo es relativamente baja.

Figura 16. Primer pase de cultivo donde observamos los fibroblastos mezclados con otros tipos

celulares. a. NF; b. CAFs.
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Lo primero que se estudi6 fue la morfologia de las células obtenidas tanto en la
zona normal como en la peritumoral, observando en ambos casos una morfologia de
fibroblastos, sin diferencias entre las dos zonas (Figura 17, a y b). Para confirmar que se
trataba de fibroblastos, se realiz6 una tincién con vimentina, siendo positiva en ambos

casos (Figura 17, c y d).

d. CAFs VIM +

Figura 17. a. Fibroblastos obtenidos de zona normal; b. Fibroblastos obtenidos de zona
peritumoral; c. Fibroblastos de zona normal tefiidos con vimentina; d. Fibroblastos de zona

peritumoral tefiidos con vimentina.
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Inmunofluorescencia de células estromales cultivadas y microscopia confocal

En pases mas avanzados se realizaron las cotinciones explicadas en material y
métodos. El anti-proColXIal es un marcador especifico de los CAFs, la aSMA y la VIM
tifien los CAFs asi como los fibroblastos activados, y la CK19 es un marcador epitelial.

Los CAFs y NF cultivados presentaron una tincion proColXlal +/ VIM +, como

podemos ver en la Figura 18.

Figura 18. Microscopia confocal de CAFs cultivados. Tincion de doble fluorescencia. Células
proColXlIal + / VIM + . Rojo: proColXlal; verde: VIM; azul: nucleos celulares. Escala 20 um
(630x).
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Asi mismo se observo marcaje proColXIal + / alphaSMA + en estas células

(Figura 19).

100 pm

Figura 19. Microscopia confocal de CAFs cultivados. Tincion de doble fluorescencia. Células
proColXlIal + / alphaSMA +. Rojo: proColXlal; verde: aSMA; azul: nucleos celulares. Escala
100 um (630x).
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Un pequefio porcentaje presentaron proColXlIal +/ CK19 + , que corresponde a

un fenotipo epitelial. Podemos ver un ejemplo en la Figura 20.

Figura 20. Microscopia confocal de CAFs cultivados. Tincion de doble fluorescencia. Células
proColXIal +/ CK19 + . Rojo: proColXlal; verde: CK19; azul: nicleos celulares. Escala 20 um
(630x).

Los CAFs y NF cultivados fueron proColXlal + / VIM +, proColXIal+ /
alphaSMA + y proColXlal + / CK19 + en diferentes proporciones, existiendo varias
poblaciones donde se da el doble marcaje, mientras que hay células que solo presentan

uno. No se observaron diferencias significativas entre CAFs y NF.
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6.1.2. CINETICA DE CRECIMIENTO

Cultivo de fibroblastos

En los cultivos de fibroblastos se observo que las células normales tenian un

crecimiento mas lento que las peritumorales (Figura 21).

4 #

a. NF b. CAFs

Figura 21. Imagen de los fibroblastos a los 4 dias de cultivo. a. NF; b. CAFs.

Con el objetivo de comprobar si el crecimiento de ambos tipos celulares era
uniforme, se realizd un estudio de cinética de crecimiento. Se realizaron determinaciones
duplicadas de cada paciente, se sembr6 el mismo nimero de células, en este caso 10.000,
en cada pocillo, y se contaron las células cada 2 dias. Analizamos los datos de
crecimiento de 12 dias. Se compard la proliferacion de NF y CAFs. Se observo que los
fibroblastos obtenidos de la zona peritumoral experimentaban una mayor proliferacion,
siendo la curva de crecimiento de los CAFs significativamente mayor que la de los NF (p

<0.05) (Figura 22).
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Figura 22. Curvas de crecimiento de fibroblastos. Azul, fibroblastos normales; verde, CAFs.

Cultivos obtenidos de tres pacientes con adenocarcinoma de colon. Media de tres pacientes con

determinaciones duplicadas.

Como se puede ver la grafica la proliferacion de los CAFs es estadisticamente

mayor que la de los NF.
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6.2. IDENTIFICACION DE CAFs HUMANOS EN LOS
XENOTRASPLASNTES

Como se explicé anteriormente, se marcaron CAFs con colorante celular de
fluorescencia roja PKH26 y se inyectaron en el pancreas de ratones. Tras 7 dias se
sacrificaron y las muestras de tumor se congelaron en nitrogeno liquido. Se realizaron
secciones que se incubaron con mAb anti-proColXIa. Los ntcleos celulares se tifieron
con DAPI. Para documentar la presencia y el origen humano de los CAFs, se analizaron
varias secciones por raton mediante microscopia confocal. Las células positivas para
PKH26 presentaron fluorescencia roja y las células positivas para pro-ColXlal

presentaron fluorescencia verde.

La coexpresion de PKH-26 y proColXIal humano en el area peritumoral de los

carcinomas desarrollados en xenotrasplantes heterotopicos de raton (Figura 23) demuestra

que los CAFs trasplantados se mantienen cuando crecen los injertos.

Figura 23. Coexpresion de a. PKH-26 (rojo) y b. pro-ColXIal humano (verde) en CAFs, area
peritumoral de carcinoma en xenoinjertos heterotopicos de ratdén. Nucleos celulares tumorales

contratefiidos de azul con DAPI. Escala 20 pm (630x).
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Con esto se demuestra que las células trasplantadas permanecen tras la realizacion
del trasplante. Con el paso de los dias van perdiendo fluorescencia porque al dividirse
pierden parte del marcaje de la membrana. Las células de ratébn no son positivas para

proColXlal.

6.3. XENOTRASPLANTE HETEROTOPICO DE CELULAS HT-29
EN LA CABEZA DEL PANCREAS

Para este modelo se utilizaron células de la linea HT-29, CAFs y NF obtenidos de
muestras frescas de cancer de colon humano, realizando cuatro grupos experimentales. El
volumen tumoral se calculd en mm’® con la formula eje mayor x (eje menor)’ x 0,52. Se
utilizaron ratones SCID machos de 6 semanas. Los preparados celulares se inyectaron en

la cabeza pancredtica de los animales, que fueron sacrificados un mes después.

Se hicieron los siguientes grupos experimentales con los resultados que se detallan

a continuacion:
L. 150.000 CAFs en 12 ratones: no se desarrolld tumor en ningun animal.

II. 1,5 millones de células HT-29 en 7 ratones, como control. De estos fueron éxitus 5
en los primeros dias tras el experimento. Se analiz6 el crecimiento tumoral en 2 ratones.
La alta mortalidad podria ser atribuida a que estos trasplantes se realizaron cuando
teniamos menos experiencia en esta técnica. Los dos ratones supervivientes presentaron
carcinomas pobremente diferenciados en el pancreas, infiltrando el estdomago por
proximidad y con metastasis hepaticas. También se desarrollaron metastasis pulmonares

en uno de los ratones en el que también se encontré un foco tumoral en el intestino

delgado (Figura 24, Tabla S2 en Anexo 4).
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Figura 24. Xenotrasplasplantes HT-29. a. Tumor de colon desarrollado en pancreas (H-E

1,25x). Circulo rojo: tamafio maximo del tumor. b. Imagen histologica de adenocarcinoma poco
diferenciado, (H-E 10x). c¢. Metastasis hepatica rodeada con un circulo rojo (H-E 4x). d.
Metastasis pulmonar rodeada con un circulo rojo (H-E 4x). Barra de escala: figura a: 500 pm;

figuras b y d: 50 pm; figura c: 200 um.
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I1I. 1,5 millones de células HT-29 + 150.000 NF en 5 ratones. De estos uno murid; los
cuatro restantes desarrollaron un tumor con metéstasis hepaticas y uno tenia multiples
metastasis pulmonares, esplénicas, renales e implantes en intestino grueso (Figura 25 y
26, Tabla S3 en Anexo 4). Todos mostraron focos tumorales ocasionales en el intestino

delgado.

Figura 25. Xenotrasplasplantes HT-29 + NF. Imagen de la necropsia de un raton. Gran tumor
en pancreas que condiciona distension de la vesicula biliar (signo de Courvoisier-Terrier) e

infiltracion gastrica.
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Figura 26. Xenotrasplasplantes HT-29 + NF. a. Tumor de colon desarrollado en tejido

pancreatico. Circulo rojo: tamafio maximo del tumor (H-E 1,25x). b. Metastasis hepatica (H-E,
4x). c. Metastasis pulmonar (H-E, 4x). Barra de escala: figura a: 500um; figura b: 200pm; figura
c: S0pm.
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IV. 1,5 millones de células HT-29 + 150.000 CAFs en 10 ratones. Fueron éxitus 2
ratones y llegaron al final del experimento 8 ratones. Todos los casos con tumor en el
pancreas desarrollaron metastasis hepaticas y en mas de la mitad se identificaron
metastasis pulmonares. Un animal presentd metastasis en el bazo, tres en el intestino

delgado y dos en el peritoneo con multiples focos de invasion linfovascular (Figura 27, 28

y 29; Tabla S4 en Anexo 4).

Figura 27. Xenotrasplasplantes HT-29 + CAFs. Imagen de la necropsia de un raton. Gran
tumor en pancreas que condiciona infiltracion y distension gastrica secundaria e infiltracion

hepatica.
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Figura 28. Xenotrasplasplantes HT-29 + CAFs. a. Tumor de colon desarrollado en tejido
pancreatico (H-E 1,25x). Circulo rojo: tamaio maximo del tumor. b. Imagen histologica de
adenocarcinoma de colon poco diferenciado (H-E 10x). Barra de escala: figura a: 500 um; figura

b: 50 pm.

Figura 29. Xenotrasplasplantes HT-29 + CAFs. Nidos de células epiteliales metastasicas

situadas en: a. Piel; b. Bazo; c¢. Higado; d. Pulmoén. (H-E, 4x). Barra de escala: figura a, b, ¢:

200um,; figure d: 50pum.
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En la siguiente tabla se resumen los resultados de los xenotrasplantes (Tabla 9).

I. CAFs II. HT-29 III. HT-29 + NF | IV. HT-29 + CAFs

Incidencia 0 100 100 87,5

tumoral (%) (0/12 (22) (4/4) (7/8)
Volumen tumoral 0 47,64 85,27 176,17

medio (mm’) (3,67-91,61) (8-239,57) (0-563,16)

Metastasis 0 100 100 87,5
hepaticas (%)

Metastasis 0 50 25 50

pulmonares (%)

Tabla 9. Resumen de los resultados de los xenotrasplantes.

La pérdida de animales del grupo HT-29 imposibilitd compararlos directamente

con los animales que recibieron NF y CAFs, si bien en otros experimentos se comprobo

que el desarrollo de tumor y metastasis era inferior que cuando se asociaba a CAFs (181—

183). Observamos que los volumenes tumorales de los grupos que recibieron HT-29 y los

HT-29 + NF eran similares, por lo que decidimos establecer un grupo unico con los

animales HT-29 y HT-29 + NF, asumiendo que los NF no influirian tanto en el

crecimiento tumoral como los CAFs (Tabla 10).

El volumen del tumor en el pancreas fue significativamente mayor en el grupo

HT-29 + CAFs que en el grupo combinado que recibio HT-29 con / sin NF. Las metastasis

hepéticas también presentaron una mayor carga tumoral en el grupo en el que se asocid

CAFs, pero sin alcanzar significacion estadistica.
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I. CAFs 1. HT-29, HT- III. HT-29CAFs PlIvsII
29NF*
N° animales 12 12 (7+5%) 10
Exitus 0 6 (5+1%) 2
Incidencia tumoral (%) 0 100 87,5 NS
(6/6) (7/8)
Volumen tumoral (mms) - 3,7; 91,6 76,9; 93,7; 143,9;
8; 28,2; 65,3; 239,6%| 154.8; 169.,9; 207,
563,6
Volumen tumoral medio(mm3) - 46,7 154.8 0,04
(3,7-239,6) (76,9-56,2)
Metastasis hepaticas (%) - 100 (6/6) 100 (7/7)
N° nédulos hepéticos 1;6 6;9;9;10; 14; 14
2; 3;4; 5%
Media de nodulos hepaticos 3,5 6 0,12
(minimo — maximo) (1-6) (2-11)
Carga tumoral media 6,5 10 0,08
(minimo — maximo) (1-12) (6-15)
Metastasis pulmonares (%) - 33 (2/6) 57 (4/7) NS
Puntuacion de agresividad 5(3-8) 7 (5-8) 0,06
(minimo — maximo)

Tabla 10. Resumen de los resultados de los xenotrasplantes considerando los xenotrasplantes de

HT-29 y los de HT-29 + NF*.

En todos los casos en los que se identifico tumor, histologicamente fue una lesion
epitelial maligna (carcinoma), en su mayoria pobremente diferenciada. Citologicamente,
todos estos tumores mostraron pleomorfismo celular y nuclear, con un aumento en la
relacion nucleo-citoplasma, membranas nucleares irregulares y varios nucleolos. Algunos

presentaban invasion vascular e infiltracion del estdmago por proximidad.

La media del nimero de noédulos hepaticos, la carga tumoral, las metastasis

pulmonares y la puntuacion de agresividad tumoral fueron mayores en el grupo III (HT-
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CARGA TUMORAL HEPATICA

29 + CAFs) frente al grupo II (HT-29 y HT-29 + NF), aunque sin ser significativos,

excepto en el caso del volumen tumoral, que fue significativamente mayor en el grupo III

(154.8 (76.9-563.2) mm®) vs grupo II (46.7 (3.7-239.6) mm”*), P = 0.04. Se observo una

relacion entre el tamafio del tumor desarrollado en el pancreas y la carga tumoral

metastésica en el higado (y = 0.321 + 4.483 log (x), r = 0.69, P = 0.001) y la puntuacion
en la escala de gravedad (y = 2.231 + 2.008 log (x), r = 0.79, P <0.001) (Figura 30)

(184).
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Figura 30. Relacion entre el tumor desarrollado en el pancreas y la carga tumoral hepatica o la

escala de severidad. Ecuaciones de regresion. a. Tamafio del tumor en pancreas — carga tumoral

hepatica; b. Tamano del tumor en pancreas — escala de severidad.
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6.4. CUANTIFICACION DE ColXIal EN MUESTRAS DE CANCER
DE COLON HUMANO

Se analizaron los casos de 189 pacientes intervenidos de cancer de colon, con una
edad media de 72 afios. El 46,3% de los pacientes fueron mujeres y el 53,7% hombres

(Figura 31).
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Figura 31. a. Distribucion por edad (afos); b. Distribucion por sexo: 0 mujeres, 1 hombres.

En cuanto a la distribucién por estadios, el 13% de los casos correspondi6 al

estadio I, el 40% al estadio II, el 29% al estadio Il y el 18% al estadio IV (Figura 32).
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Figura 32. Distribucion por estadios del cancer colon.
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Se realiz6 una media de seguimiento de 64 meses, encontrando recidiva en un
32% de los casos, que por estadios fue de 0 en el estadio I, 21 en el estadio II, 44 en el

estadio IIl y 86 en el estadio IV (P<0,0001) (Figura 33).
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Figura 33. Supervivencia por estadios (Ss) (Logrank test).
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La supervivencia en pacientes sin metastasis en ganglios (N-) fue del 94%, y en

pacientes con metastasis ganglionares (N+) del 64% (P<0.001).
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Figura 34. Supervivencia N- vs N+ (Ss) (Logrank test).
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Analizamos aproximadamente 5300 iméagenes, con un volumen de 45 gigabytes.
En cuanto a las imégenes tefiidas con anti-proColXlal, que marca los CAFs, se

obtuvieron al azar por medio de un microscopio Olympus BX61, una media de 27

campos por muestra (Figura 35).

Figura 35. Ejemplos de imagenes de muestras marcadas con anti-proColXIal. a. Imagen con

marcaje abundante, 20x; b. Imagen sin marcaje, 20x.

Hemos visto que el nimero total de células de la matriz estromal es mayor en

estadios iniciales (P<0.05) (Figura 36).
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Figura 36. Numero total de células de la matriz estromal por estadio.
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También el nimero de CAFs es mayor en estadios iniciales (P<0.05) (Figura 37).

250

200 -
180 |
100} ‘
50

MNecel-Colag Mcel-Colag
ESTADIONUM=3 ESTADIONUM=3

N® CAFs

Figura 37. Numero de CAFs por estadio.

El area tefiidda con anti-proColXlal, que corresponde al area que ocupan los

CAFs, también es mayor en estadios iniciales (P<0.05) (Figura 38).
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Figura 38. Area CAFs por estadio IIT vs IIL
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El otro tipo de imdgenes que hemos analizado son las obtenidas de las muestras
marcadas con Gomori, que tifie la matriz extracelular (Figura 39). En este caso se realizo

un mosaico de imagenes, como hemos explicado anteriormente.

Figura 39. Ejemplos de imagenes de muestras tefiidas con Gomori. a: imagen con tincion

abundante; b: imagen con tincion escasa.

El analisis del area de la matriz extracelular tefitda con Gomori, por estadios,

mostrd un valor menor en estadios iniciales (P<0.01) (Figura 40).
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Figura 40. Area Gomori por estadio.

Comparamos el area de Gomori en casos sin y con metastasis ganglionares (N- y
N+), encontrando que el area de la matriz extracelular fue menor en los casos sin

metastasis en ganglios (P<0.05) (Figura 41).
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Figura 41. Area Gomori N- vs N+.
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Asi mismo, encontramos que el area de la matriz extracelular fue menor en los
casos sin metéstasis a distancia (M0) en comparacion con los casos con metéstasis a

distancia (M1) (P<0.05) (Figura 42).
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Figura 42 Area Gomori M- vs M+.

El niimero total de células del estroma, asi como el de CAFs y su area, estudiados

mediante la tincion con proColXIal, fueron mayores en estadios iniciales. Sin embargo, el area

de la matriz extracelular (tincion de Gomori) resultd mayor en estadios avanzados.
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7. DISCUSION

El objetivo principal de nuestro trabajo ha sido analizar el papel del estroma
peritumoral en el cancer de colon, especialmente los fibroblastos peritumorales. Los
CAFs constituyen un grupo heterogéneo de fibroblastos peritumorales que tienen
propiedades similares a las células madre mesenquimales (185-187). Es bien conocido
que los fibroblastos segregan factores de crecimiento, favorecen la angiogénesis,
transfieren substratos a células vecinas y disminuyen la actividad de las células NK al
modular la respuesta inmune. Por todo esto, se especula que facilitan el crecimiento
tumoral y favorecen un ambiente de inmunosupresion que evita la eliminacion de las

células tumorales, favoreciendo el secuestro de farmacos y la radioproteccion (188).

El equipo del Dr. Barneo ha enfocado sus investigaciones en los CAFs
(99,172,189,190) y en una proteina de la familia del coldgeno, el colagenoXlal,
universalmente sobreexpresada en el estroma de los tumores epiteliales (191),
concretamente en el citoplasma de los CAFs y no en las células epiteliales. El anticuerpo
anti-procollagenXlIal tifie especificamente los CAFs (189), a diferencia de otros
marcadores mesenquimales como la vimentina y la aSMA que tifien una amplia variedad
de fibroblastos, como los fibroblastos normales, asociados a inflamacion o al proceso de

reparacion de heridas, etc.

Partiendo de la hipdtesis de que los CAFs contribuyen a la progresion tumoral y al
desarrollo de metastasis, realizamos distintos estudios. Por un lado, aislamos fibroblastos
normales y peritumorales procedentes de tumores de colon y los cultivamos, con el
objetivo de generar un modelo animal de cancer de colon en ratones inmunodeprimidos.
Por otro lado, analizamos tumores de pacientes con cancer de colon para estudiar el
estroma y los CAFs como posibles factores pronosticos, contribuyendo asi a una mejor
estadificacion tumoral.

Aunque es habitual que los cultivos de NF y CAFs a partir de tumores de colon
humano tenga baja rentabilidad porque se contaminan con frecuencia, el hecho de que en
los trasplantes que realizamos solo con CAFs ningtin animal desarrollase tumor, confirma

que en nuestro estudio las células no fueron contaminadas con células tumorales. En otros
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modelos de xenotrasplantes tampoco se desarrolld tumor con la administracion de CAFs
(181,182).

Los fibroblastos de tejido normal no se tifieron con o-SMA ni con
procollagenXIal; sin embargo, en los cultivos, algunos fibroblastos obtenidos de areas no
tumorales adquirieron positividad para esos marcadores debido a las condiciones
artificiales a las que habian sido sometidos. Las células cultivadas provenientes de tejido
peritumoral resultaron ser fibroblastos tanto por su morfologia como por la expresion
inmunicitoquimica de marcadores mesenquimales inespecificos (vimentina, a-SMA),
pero también mostraron tincion especifica de CAFs ( procollagenXIal). El porcentaje de
células mesenquimales marcadas exclusivamente con CK19 fue escaso, si bien se
observaron células con doble tincién procollagenXIal+/CK19+. Este doble fenotipo
mesenquimal/epitelial es caracteristico de las c€lulas en transicion epitelio-mesénquima,

lo que apoyaria la teoria de que este podrian ser el origen de los CAFs (99).

Esta teoria, que defiende la transicion epitelio-mesénquima (EMT) como origen
de los CAFs, indica que bajo condiciones de inflamacion cronica las células epiteliales
sufren una transicion EMT para adquirir un fenotipo similar al miofibroblasto y participan
en la sintesis de la matriz fibrotica (66,192). Sin embargo, otros autores rechazan esta
hipétesis (66,193,194). Nuestros datos apoyan esta teoria, al encontrar en algunos

fibroblastos macadores mesenquimales y epiteliales.

En la literatura hay controversia en cuanto al origen de los CAFs, debido a la
ausencia de un marcador especifico en la mayoria de los estudios (187). Estas células
expresan 0-SMA, vimentina y proteina activadora de fibroblastos (FAP-a); sin embargo,
estas proteinas también son marcadores de fibroblastos activados o miofibroblastos
(66,76,195). Parece que el origen mas probable de los CAFs son los fibroblastos normales
de los tejidos adyacentes (66,76,196—198), ya que se ha visto que el co-cultivo de
fibroblastos normales con células tumorales hace que los fibroblastos adquieran un perfil
similar al de los CAFs (76). Kojima y col. demostraron, en un modelo de xenotrasplante
de cancer de mama, que los fibroblastos normales de mama progresivamente se
convertian en células similares a los CAFs, con aumento en la expresion de a-SMA y
capacidad protumoral durante el curso de la progresion tumoral (66,199). Esta teoria
defiende que las células tumorales puedan reprogramar a los fibroblastos normales

convirtiéndolos en CAFs, con actividad protumoral. Este proceso estaria mediado por
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factores derivados de células tumorales como TGF-B, CXCL 12 (66,199). Sin embargo,
varios estudios indican que el fenotipo CAF puede persistir en ausencia de exposicion
continuada a dichos factores (66,91). Se ha observado que estas células adquieren la
capacidad de expresar citoquinas que actian para iniciar y mantener su diferenciacion,
por lo que podrian autorregularse (66,199). También serian capaces de adquirir cambios
genéticos y epigenéticos irreversibles, al igual que las células tumorales epiteliales
(66,200).

Otros autores han propuesto que los CAFs podrian derivar de las células madres
mesenquimales derivadas de la médula 6sea (MSCs), ya que tienen un inmunofenotipo
similar y poseen potencial para diferenciarse en varios tipos de lineas celulares (66,201).
Se ha visto que las MSCs cultivadas in vitro con células de adenocarcinoma y TGF-p 1
pueden promover el crecimiento celular y presentan un fenotipo que se asemeja al de los

miofibroblastos de cancer de colon procolageno XIal (101).

Se ha visto que hay heterogenicidad entre los CAFs en varios tipos de céncer,
incluyendo el colorrectal, lo que ha dado origen a varias teorias. Por un lado, esto podria
deberse a que provengan de distinto origen (66,202). Como alternativa, los CAFs podrian
generarse por la interaccion entre las células tumorales y las que constituyen el
micromedioambiente tumoral (66,75,187), por lo tanto, la heterogenicidad del

medioambiente tumoral podria inducir una gran variedad en los CAFs (66,203).

Continuando con nuestros datos, en cuanto a la cinética de crecimiento, se vio que
los CAFs presentaban una mayor proliferacion frente a los fibroblastos no tumorales. Esto
concuerda con otros estudios realizados por el grupo del Dr. Barneo, en un modelo de
cancer de pancreas, cultivando los fibroblastos con células CAPAN-1, se observo una
mayor proliferacion de éstas en presencia de fibroblastos peritumorales frente a los

fibroblastos no tumorales o sin la presencia de fibroblastos (178).

Hemos comprobado que los fibroblastos humanos trasplantados en animales se
pueden visualizar por medio del anti-procollagenXlal y distinguirlos de los propios de
los animales al ser un anticuerpo especifico humano y no presentar reaccion cruzada con
otras especies (204), lo que serviria para hacer un seguimiento temporal de los mismos en

el animal.

Uno de los objetivos de nuestro trabajo fue encontrar un modelo animal adecuado

para el estudio del cancer de colon metastasico. El modelo animal ideal tiene que cumplir
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los criterios de facilidad técnica, alto grado de implantacion en corto tiempo, reproducible
y con historia natural similar a la enfermedad humana. Para lograr estos requisitos y
facilitar el desarrollo del cancer, juegan un papel relevante la matriz peritumoral y los
fibroblastos inmersos en ella, los CAFs (66,205). En un estudio previo del equipo del Dr.
Barneo, se desarroll6 un modelo de xenotrasplante ortotépico de adenocarcinoma ductal
de pancreas humano en ratones SCID, donde la implantacién conjunta de las células
cancerosas con CAFs daba lugar a un tumor muy agresivo con gran crecimiento local y
con metastasis hepaticas a las 3-4 semanas del trasplante en la cabeza del pancreas del

animal (178).

En un intento de simular la enfermedad humana en los animales para poder aplicar
nuevos tratamientos, se han creado diferentes modelos animales de cancer (115,206). Los
animales modificados genéticamente con este fin, los GEMM, pueden ayudar a aclarar el
papel de diferentes genes en la aparicion de la enfermedad. La principal desventaja de
estos modelos es que las alteraciones afectan a la linea germinal, por lo que pueden
presentar trastornos desde la etapa embrionaria. Ademds desarrollan lesiones
precancerosas o cancerosas a otros niveles (206). El control del inicio del tumor es una
ventaja de los canceres inducidos quimicamente o mediante implantacion de células
tumorales (30,206). En cuanto a la administracion de sustancias carcindgenas, el proceso
depende de la duracion y dosis, y del estado del organismo (30). Un inconveniente en

general en estos experimentos es el escaso desarrollo metastasis (206).

El modelo maés utilizado por los investigadores para ensayar nuevos tratamientos
es el xenotrasplante de células cancerosas humanas en animales inmunodeprimidos,
usualmente ratones SCID y variantes; bien sea en el 6rgano donde se da el tumor
(xenotrasplante ortotopico), ya sea en otra region anatdmica, como en el tejido
subcutaneo (xenotrasplante heterotopico). En los xenotrasplantes se utilizan células de
lineas tumorales comerciales o pequefias secciones de muestras tumorales extraidas de los
pacientes, los PDX (patient derived xenograf). Las secciones se obtienen de tumores en
fresco y deben ser implantadas lo mas pronto posible, dentro de las primeras 24 horas
(166,207). Los PDX tienen la ventaja de que el animal recibe todo el “ambiente” tumoral
del paciente: tumor y reaccion inflamatoria peritumoral (165). Ademas serian apropiados
para ensayar tratamientos personalizados (208,209). Sin embargo tiene la desventaja del

uso de animales inmunodeprimidos, el estroma que se forma es murino (no humano) y a
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veces no se desarrollan metastasis (165). Ademas, su utilizacion clinica no esta exenta de
dificultades: crecimiento lento del tumor, necesidad de retrasplante a otros animales para

tener un niumero suficiente para los tratamientos, controles, costes, etc.

Uno de los primeros modelos quirargicos desarrollados fue el trasplante
heterotopico de células de cancer de colon humano en tejido subcutaneo de ratones
inmunodeprimidos. En este modelo, el crecimiento se puede monitorizar fiacilmente, pero
al estar situado extraabdominalmente, no desarrolla metastasis (118). Algunos autores,
que consideran el trasplante ortotopico como el modelo que mejor simula el proceso de
desarrollo del cancer de colon humano, han utilizado el trasplante heterotopico en tejido
subcutdneo para la obtencion de muestras que se implantan posteriormente el el colon de

otros ratones (118,162,163).

En los ultimos afios se han desarrollado organoides, que son conjuntos de células
cultivadas in vitro formando una estructura tridimensional. Sus caracteristicas anatomicas
y funcionales son mas parecidas a las del o6rgano original. Se han realizado a partir de
células madre sanas y tumorales, lo que ha permitido estudiar el comportamiento y la

reaccion a farmacos en ambos casos (170).

Para evitar los inconvenientes de la baja incidencia de aparicion del tumor, lento
desarrollo, ausencia de metdstasis y coste econdmico, que presentan los modelos
anteriormente mencionados, decidimos ensayar un modelo de xenotrasplante que
consistio6 en implantar CAFs obtenidos de muestras frescas de cancer de colon

conjuntamente con células tumorales HT-29 en ratones SCID.

En este estudio decidimos aplicar el modelo de céncer de colon heterotopico
porque el grupo del Dr. Barneo ya estaba entrenado en la técnica del xenotrasplante, ya
que habia desarrollado con anterioridad un modelo de cancer de pancreas (178). Se eligid
el pancreas como lugar de implante porque en este drgano se desarrollan tumores muy
agresivos con gran capacidad de metastasis y alta mortalidad. Esto es debido a varios
mecanismos, entre ellos la influencia de factores tréficos segregados por los islotes
(210). Teniendo en cuenta la hipotesis de que la matrix extracelular, en especial los
fibroblastos, fomenta la progresion tumoral, en este nuevo modelo de trasplante

asociamos CAFs cultivados a partir de muestras quirargicas con células HT-29.

Realizamos un grupo control con trasplante de CAFs sin células tumorales, para

comprobar que estas células por si solas no eran capaces de desarrollar tumor. En los
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otros grupos experimentales se trasplantaron células de la linea tumoral de cancer de
colon, solas y asociadas a NF o CAFs. En ambos grupos se desarrollaron tumores y
multiples metastasis, siendo mayor el tamafio tumoral con la asociacion de CAFs. Nuestro
equipo tiene la experiencia de que la asociacién de NF genera tumores mas grandes que si
se trasplantan solo células de cancer de colon; y si se asocian CAFs, el tamafo tumoral es
mayor (178). Esto demuestra la importancia de la matriz extracelular, en especial de los
CAFs, en el desarrollo del cancer de colon. Ademas en este modelo se desarrollaron

metastasis hepaticas y pulmonares, a diferencia de modelos heterototopicos clasicos

Por ultimo, estudiamos muestras de cancer de colon de pacientes intervenidos en
nuestro centro hospitalario para analizar la relacion entre el estroma y algunos factores
pronésticos. El estroma y los CAFs podrian ser marcadores utiles para predecir la
recurrencia de distintos tipos de tumores, incluido el CCR (66,75). Algunos autores
defienden que cuantos mas fibroblastos hay en el tumor, peor es el pronostico
(33,76,211). Otros estudios afirman que un porcentaje alto de estroma intratumoral en
cancer de colon predice un peor pronoéstico (33,66,212-215). Esto se ha evaluado también
en cancer de mama y esofago, actuando como factor prondstico independiente
(33,211,216). Ademas, se ha descrito que el contenido de estroma y el nivel de activacion
de los CAFs presente en el tumor tienen valor prondstico en el cancer colorrectal (37). En
varios estudios en los que se ha cuantificado el TSR (ratio tumor-stroma) se ha observado
que una mayor cantidad de estroma se relaciona con peor prondstico. Aunque esto ocurre
en todos los estadios, podria ser especialmente util en el estadio II, donde la identificacion
de pacientes con mayor riesgo de recidiva o metastasis ayudaria a decidir el tratamiento
complementario. Asi, Huijbers y cols. clasificaron como de alto riesgo el 14% de los
pacientes con estadio II mediante la cuantificacion del TSR (33,37). También se ha
observado que el TSR se relaciona con la invasion local del tumor (mayor porcentaje de
estroma del tumor en las zonas de mayor invasion T) y que es un factor prondstico

independiente del estadio ganglionar (37).

La via TGF-B juega un papel importante en el desarrollo tumoral, actuando al
principio como supresor, promoviendo la apoptosis en células normales y en estadios
iniciales, y mas adelante promoviendo la progresion tumoral. Parece que los altos niveles
de TGF-B 1 se relacionan con peor pronodstico. Los CAFs activados por TGF-3 secretan

factores de crecimiento que propician el crecimiento tumoral e inducen fenotipo

138



mesenquimal en las células tumorales (37).

Los CAFs expresan a-SMA, FAP-a y SDF-1/CXL12 (33,66). Se ha constatado
que los tumores con abundantes CAFs a-SMA positivos se asocian también a menor
supervivencia libre de enfermedad en estadios I y III de CCR tras cirugia curativa (66).
También parece que los pacientes con alta expresion de FAP-a en el estroma intratumoral
de cancer de colon tienen una enfermedad més agresiva con progresion a metastasis o

recurrencia (66,217).

La relacion entre el estroma tumoral, los fibroblastos y el prondstico podria
utilizarse para identificar a los pacientes con alto riesgo de recurrencia tumoral, sobre

todo en el estadio II, pudiendo administrar asi un tratamiento mas individualizado.

En nuestro estudio, al igual que lo publicado en la literatura hasta ahora,
observamos que el mayor contenido de estroma en el tumor se relaciond con estadios
avanzados. Sin embargo, fueron los pacientes con estadios iniciales los que presentaron
mayor nimero de CAFs y su drea. Para explicar este hecho proponemos la teoria de que
en estadios iniciales los CAFs se comportarian como células de la transicion epitelio-
mesénquima e irian a invadir precozmente local y a distancia. En estadios avanzados, el
tamafio tumoral es mayor, por lo que proporcionalmente habria menos CAFs en cada
muestra estudiada, pero serian mas en términos absolutos. En estadios iniciales, la matriz
es menor pero rica en CAFs; en estadios tardios, la matriz es mayor, por lo que los CAFs

se encuentran mas diluidos.
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8. CONCLUSIONES

1) Respecto al Objetivo 1 (Obtencion, cultivo y curvas de crecimiento de fibroblastos
normales y peritumorales de muestras quirurgicas de adenocarcinoma de colon humano),

se concluye que:
. La obtencion de fibroblastos normales y peritumorales es factible.

. Las curvas de crecimiento de los fibroblastos obtenidos de areas no tumorales
difieren de los peritumorales de cancer de colon, mostrando éstos un crecimiento mayor

estadisticamente significativo.

. La inmunocitoquimica reveld que las células obtenidas y cultivadas eran
fibroblastos con caracteristicas tintoriales anti-proCOI11A1+ y a-SMA+, es decir del tipo
CAFs.

2) Respecto al Objetivo 2 (Desarrollo de un modelo de xenotrasplante de cancer de colon
humano en ratones inmunodeprimidos, asociando o no fibroblastos peritumorales) se

concluye que:

. Los fibroblastos peritumorales por si solos no determinan el desarrollo del tumor.
. Es un modelo que permite generar tumores de forma precoz.
. Los diferentes modelos de xenotrasplante permiten generar tumores con

metastasis en un alto porcentaje de casos (mayor del 87%).

. La asociacion de fibroblastos peritumorales humanos a células HT-29 genera
tumores de mayor tamafio con metastasis hepaticas y pulmonares, que si se trasplantan

asociados a fibroblastos normales, o s6lo con células HT-29.

. Se demostrdé la existencia de los CAFs humanos en las muestras de los

xenotraplantes.

3) Finalmente, respecto al Objetivo 3 (Andlisis retrospectivo de pacientes intervenidos de
cancer de colon, analizando las muestras anatomopatologicas de dichos tumores con

distintas tinciones para valorar la relacion entre matriz peritumoral y pronostico) se
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concluye que:

. La cantidad de estroma peritumoral es mayor en estadios avanzados del cancer de
colon.
. A diferencia de otros autores, no encontramos ninguna relacion entre las distintas

variables estudiadas del estroma peritumoral y el pronostico.
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10. ANEXOS

ANEXO 1: PROTOCOLOS DE OBTENCION DE MUESTRAS
QUIRUGICAS PARA INVESTIGACIONES Y REALIZACION DE
XENOTRASPLANTES

PROTOCOLO I: HOJA DE RECOGIDA DE DATOS

Identificacion del paciente

Fecha de la intervencion

Localizacion del tumor

Estadio (cTNM)

Muestras almacenadas en nitrogeno liquido:
-Controles normales (n° de crioviales):
-Peritumoral (n° de crioviales):
-Tumor (n° de crioviales):

Muestras para cultivo:
-Controles normales
-Peritumoral
-Tumor

Diagnostico AP

Estadio pTNM (adjuntar copia informe AP)

Confirmacion de los cultivos (crecid/contaminacion):
-Controles normales
-Peritumoral
-Tumor

Los cultivos se emplearon para:
-Inmunohistoquimica
-Xenotrasplantes
-Expresion genes
-Western-blot

PROTOCOLO II: TRASLADO DE LA PIEZA QUIRURGICA A ANATOMIA
PATOLOGICA

1. Decidir las intervenciones para obtener muestras (colon/pancreas) con antelacion.

2. En el dia de la intervencion comunicar a los implicados si la pieza es extirpable o
no. En caso afirmativo avisar para que esté preparado el contenedor con nitrogeno
liquido.
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El dia de la intervencion tener preparada una cubeta metalica para la pieza
quirargica en el congelador, con seis bolsas de 250 ml de suero salino.

Obtener suero del paciente en quirdfano: dos tubos con tapon rojo.

Lo mas rapidamente posible, poner la pieza quirirgica en la cubeta, rodeada de las
bolsas de solucion salina y trasladarla a Anatomia Patolédgica.

Llamar al responsable de la obtencion de muestras para que se persone en
Anatomia Patologica.

PROTOCOLO III: OBTENCION DE MUESTRAS PARA CULTIVO Y
CONSERVACION EN N2 LiQUIDO

1.

whw

De forma aséptica, con la pieza dentro de la cubeta rodeada de hielo, con bisturi
fino se obtendra muestra primero del tejido normal, luego del peritumoral y
finalmente del tumoral.

Primero, se realizardn secciones de 2-3 mm para su conservacion en N2:
-Crioviales 1-3: tejido normal

-Crioviales 4-6: peritumoral

-Crioviales 7-9: tumor

Los crioviales se introduciran rapidamente en el contenedor con nitrégeno liquido.
Se llevara también los dos tubos de suero del paciente.

Después se tomaran las muestras para cultivo (igual que para nitrégeno liquido),
pero en tres tubos (normal, peritumoral, tumor) con el liquido de conservacion.

Si se ha decidido realizar xenotrasplantes: otras tres secciones de tumor en el
liquido conservante.

Todos los envios con una hoja de identificacion del paciente y fecha.

PROTOCOLO IV: ANESTESIA INHALATORIA

1.

2.

Administrar Buprenorfina 0,05mg/kg 15 minutos antes de la 1Q

Comprobar el nivel de isoflurano en el vaporizador y llenarlo en caso necesario.
Abrir la valvula general de la botella de oxigeno.

Induccion: Colocar el animal en la cdmara de induccidn anestésica regulando el
vaporizador al 5% de isoflurano y flujo de oxigeno a (0.5- 1.0 I/min). Cuando el
animal pierda la consciencia, cerrar la llave de entrada a la misma, sacarlo de la
camara, abrir la llave de la mascarilla y colocarle la mascarilla.

Mantenimiento: regular el vaporizador de anestésico al 2%.

Recuperacion: Desconectar el vaporizador de isoflurano y después el oxigeno
(0,5 I/min). Durante la fase de recuperacion, se puede dejar al animal ventilando

con oxigeno al 100%, en funcion de su recuperacion.

Al finalizar el procedimiento administrar Meloxicam 1,5-2 mg/kg.
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7.

Repetir dosis de Buprenorfina y Meloxicam cada 24h durante 2 dias.

PROTOCOLO V: XENOTRASPLANTES EN RATONES INMUNODEPRIMIDOS

Dejar que los animales se aclimaten a su nuevo entorno (una semana).

1.

el e il

12.
13.

14.
15.
16.

17.
18.

Poner en marcha la campana de flujo laminar.

Extraer el animal de la jaula bajo la campana de flujo laminar.
Anestesia segin protocolo.

Clip de identificacion en la oreja del animal.

Pesar el animal.

Colocacion en la tabla operatoria.

Limpieza de torax y abdomen con Hibitane/Betadine.

Afeitar el abdomen sin producir heridas.

Colocacion de gasas estériles en los flancos del animal.

. Laparotomia con tijeras finas hasta el xifoides.
. Presionando por los flancos, sacar el paquete intestinal, vertiéndolo hacia la

izquierda del animal, cubierto con las gasas estériles.

Identificacion del bazo, estdmago, duodeno y pancreas.

Inyectar lentamente, en unos 30 segundos, a través de una aguja de 30 G, la
solucion de células en el 6rgano elegido.

Al extraer la aguja, inmediatamente presionar la zona con suavidad con un
bastoncillo de algodén, durante un minuto.

Comprobar el aspecto de la zona, y puntuar el procedimiento como: 0, mal
ejecutado; 1, dudoso; 2, bien.

Recolocar las visceras en el abdomen.

Cierre de la laparotomia con material fino (seda 4-5/0).

Observacion diaria del animal, y pesarlo cada 7 dias.
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HOJA DE RECOGIDA DE DATOS DE XENOTRASPLANTES

PROTOCOLO:
TRATAMIENTO ANTINEOPLASICO:

TRASPLANTE N°

FECHA TRASPLANTE:

TIPO DE CELULAS INYECTADAS Y PROCEDENCIA:
CANTIDAD:

VOLUMEN:

COMENTARIOS DEL TRASPLANTE (mal, dudoso, bien):

X

DIA

PESO

TRATAMIENTO

DIA

PESO

TRATAMIENTO

OBSERVACIONES EVOLUCION DEL ANIMAL

AUTOPSIA

Fecha:

Hallazgos: -Tamafio tumor en mm (I x a)
-Higado
-Pulmones

-Peritoneo (ascitis/implantes)
Fijacion en paraformaldehido
Foto

174




TABLA DE VALORACION POR ANIMAL

Raton N°: Tipo de experimento

Fecha experimento: / / Fecha eutanasia:  /
Proyecto

Sustancia toxica testada: Marcaje en la oreja:
Linea tumoral: Tipo de fibroblasto:

Tipo de tratamiento tumor
Persona realiza procedimiento:

Fecha:

Dia: 1 2 3 4
Hora:

A distancia

No activo

Aislado

Encorvado

Abdomen punzante

Pelo erizado

Respiracion agitada

No acicalamiento

Deshidratacion piel

Debilidad o paralisis extremidades
En el manejo

No come

No bebe

Peso corporal (g) - - -
% de cambio desde principio
Costra roja en 0jos

Orificios sucios (heces u orina)
No heces

Diarrea

Deshidratacion-cola rigida
Vocalizacion

Hipotermia

Extremidades azules

Fiebre

Caquexia

Ascitis

De procedimiento: toxicidad

Compuesto toxico testado
Fecha inyeccion
Malestar después de inyeccion

De procedimiento: estudio tumoral

Compuesto para tratamiento del tumor:
Dia de tratamiento:

Tamafio tumoral largo

Tamafio tumoral ancho
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ANEXO 2: PROTOCOLOS PARA CUANTIFICACION DE ColXIal
EN MUESTRAS DE CANCER DE COLON HUMANO

RECOGIDA DE DATOS PARA LA CUANTIFICACION DE ColXIal EN
MUESTRAS DE CANCER DE COLON HUMANO

10.

11

12.

13.

14.

15.

. Numero de historia clinica

Sexo

Edad

Antecedentes oncologicos personales y familiares
Clinica principal

Localizacion del tumor

Fecha y tipo de intervencion quirurgica

Numero de registro del estudio anatomopatoldgico y bloque o bloques de parafina

mas representativos del tumor
Diferenciacion del tumor (bien, moderadamente o poco diferenciado)

Clasificacion TNM

. Nimero de ganglios positivos y nimero total de ganglios

Localizacion de las metastasis
Estadio de Dukes

Recidiva o metastasis metacronicas; y si se resecaron, fecha de la intervencion y

nimero de registro del estudio anatomopatologico.

Fecha de fallecimiento o de Gltima consulta
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Procedimiento de analisis de imagenes para medida del

marcaje de colageno en células peritumorales

1. Introduccion.

Cuantificaremos el porcentaje de células peritumorales marcadas con DMTX y el
porcentaje de matriz extracelular (Gomori) de dichas zonas. Trabajaremos con dos tipos
de imagenes, por un lado las correspondientes a las células marcadas que se tomaran con
un objetivo de 20x y un tamafio de imagen de 1360 x 1024 pixeles, de las que se
analizardn un numero determinado (entre 20 y 30) de campos al azar. De la imagen del
Gomori se tomara un mosaico de imagenes con un objetivo de 4x y un tamafio de imagen
de 680 x 512 pixeles para cada fragmento del mosaico. En ambos casos se trabajara sobre
una zona de referencia previamente marcada sobre el portaobjetos con la seccion
histolégica.

2. Adquisicion de imagenes.
Para la adquisicion de las iméagenes se utilizara el microscopio Olympus BX61 junto con
el programa CAST.

Arrancaremos el programa CAST pulsando en el botdn correspondiente, seleccionaremos
el perfil “angel-settings” y esperaremos a que se realicen todos los test de control del
microscopio. A continuacion seleccionaremos el objetivo de 20X y nos posicionaremos
sobre una zona que contenga tejido y parte del blanco de fondo. Para ajustar el valor del
blanco seleccionaremos la herramienta de balance de blanco y marcaremos una pequena
zona sin tejido sobre la imagen. La deteccion del blanco de fondo es muy importante para
que el programa de tratamiento de imagenes detecte bien el marcaje.

Una vez ajustado el blanco volveremos a seleccionar el objetivo de 4X e iremos a
realizar un mosaico de la zona de tejido sobre la que vamos a medir el marcaje de las
células. Para ello abriremos la ventana de “slide navigator”, marcaremos un punto
correspondiente al extremo superior izquierdo de la zona de interés y otro punto
correspondiente al extremo inferior derecho, entre ambos definiremos un cuadrado y
pulsaremos para realizar el mosaico. Una vez que tengamos el mosaico creado iremos a
dibujar la region de interés que contendrd los campos a medir, para ello, en el menu
principal, seleccionamos “Region/add” y marcamos con el raton los limites de la region
de interés. Si fuese necesario podemos definir més de una region de interés.

A continuacién cambiamos al objetivo de 20x y definimos un tamafio de imagen de 1360x
1024 pixeles, para ello iremos a “System/Camera settings/Camera Resolution”. Para
definir los campos de muestreo iremos a “Sampling/Meander Sampling”, en el mena que
nos aparece teclearemos el nimero de campos que deseamos medir y seleccionamos la
opcion “random” para que estén distribuidos al azar. El % que representan los campos a
medir dentro del total de area de muestra nos lo da el programa y deberemos apuntarlo.
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NOTA. Si queremos evitar los campos que no quedan completos dentro de la
region de interés debemos dar un numero de campos mayor, por ejemplo 40 si
queremos medir 30. De este modo podemos despreciar 10 campos a lo largo
de toda la muestra.

Una vez cerrado el menu, apareceran a lo largo del mosaico una serie de puntos que nos
marcan la posicion de las distintas imagenes que vamos a analizar y se posicionara sobre
el primer campo. Si la imagen del primer campo estd completa la guardaremos pulsando
en “File/Save image as”. Le daremos como nombre el cdédigo de la muestra mas el
namero 01, por ejemplo si el cédigo de la muestra es DMTX1, la imagen sera DMTX101.
Pulsando en la barra espaciadora nos colocaremos sobre el segundo campo, si esta
correcto lo grabaremos con el mismo nombre que el anterior y el nimero 02 (DMTX102)
y asi sucesivamente hasta completar el nimero de campos. Si quedan campos por medir
seguiremos pulsando la barra espaciadora hasta llegar al ultimo, aunque no los
guardaremos. Al final nos aparece un mensaje de “Restart” al que diremos que no. A
continuacion iremos a la opcion “Region” y borraremos todas las regiones marcadas.
También borraremos el mosaico de imagenes.

Una vez finalizada la grabacion de las imagenes de las células grabaremos la imagen del
Gomori, para ello seleccionaremos el objetivo de 4X y cambiaremos el tamafio de imagen
a 680 x 512 pixeles. Colocaremos el porta con el marcaje del Gomori en el microscopio.
En la ventana del “Slide Navigator” definiremos un recuadro que englobe el area de
muestra de interés y realizaremos el mosaico de ese area. La imagen del mosaico
resultante la guardaremos para la posterior medida del Gomori. Le daremos el nombre de
la muestra con una G al final.

Por cada muestra debemos de crear un subdirectorio que nombraremos con la clave de la
muestra, por ejemplo : 04b286G. En esta carpeta almacenaremos las imagenes anteriores
para su posterior analisis. Comprimiremos la carpeta en un zip y la enviaremos al Sistema
de Almacenamiento de Ficheros (SAF) desde donde la podemos descargar en cualquier
ordenador para analizarla.

3. Analisis de imagenes.

Para el andlisis de las imégenes utilizaremos el programa FIJI junto con la macro
Med Colageno2.ijm. Una vez arrancado el programa FIJI iremos a Plugins / Med
Colageno?2 y comenzari la ejecucion de la macro.

NOTA. Para calibrar la imagen en unidades reales la macro asume que las
imdgenes de medida del Colageno estan tomadas con el microscopio Olympus
BX61 con un objetivo de 20x y un tamario de imagen de 1360x1024 pixeles, y que
el mosaico de imdagenes de la matriz (Gomori) esta formado por imagenes
tomadas a 4x con un tamario de imagen de 680 x 512 pixeles. Si esto no se
cumpliese los valores en micras obtenidos no serian reales.
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Nos aparece un mensaje que pide que abramos la primera imagen de las células marcadas,
pulsaremos OK , iremos al directorio donde tenemos las imagenes y seleccionaremos la
primera de ellas y pulsamos “abrir”. A continuacién nos pregunta por el numero de
imagenes de la serie. Teclearemos el nimero de campos que hemos tomado para medir el
valor de células marcadas con Colageno. El programa empezara a analizar cada una de las
imagenes tomadas para medir el area marcada. Para la deteccion de Colageno se utiliza el
plugin “Colour Deconvolution” realizado por Gabriel Landini (1) basado en el método
descrito por Ruifrok, A.C. & Johnston, D.A. (2 ). El resultado de la deteccion se puede
ver en la siguiente imagen.
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De las areas marcadas se mide el nimero de células y el area total del marcaje.
El programa mide también el nimero y el area de células no marcadas.

Al finalizar cada medida el programa pregunta si estamos de acuerdo con la deteccion
realizada. Si la deteccion no es correcta podemos borrar los datos medidos en esta
imagen, para ello vamos a la ventana “Summary”, seleccionamos las dos tltimas lineas y
pulsamos Edit/Clear. De este modo los datos de la imagen no se tendran en cuenta en el
calculo total.
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[ Sinary W
File Edit Font
Slice [Count [Total Area [average Size [%Area | =
04b28601Hf 2 1042 5.21 0.01
04b28602fitot 1160 2467385 21.27 17.17
04b286024HF 21 21943 1045 0.15
04b28603 fittot 1021 2582527 2529 17.98
04b28603Hf 4 59.73 14.93 0.04
04h28604 fittot 1060 2191874 2068 15.26
04b28604 Hf O 0.00 Man 0.00
04b28605 tittot [1246 (24964 56 |20.04
O4b23605 tif 27 271,74 10.06
4 [

Una vez terminadas de medir las imégenes con coldgeno el programa pide que abramos la
imagen de la matriz. Utilizando el mismo plugin de Color Deconvolution, ajustado para el
marcaje del Gomori en verde, nos detecta el area de matriz. A continuacion el programa
detecta el area de tejido en la imagen y nos pregunta si la deteccion es correcta. En caso
de que no lo fuese podemos utilizar el raton para bordear las zonas que no pertenecen al
tejido y eliminarlas. Finalmente el programa mide el area de matriz y el area total de
tejido.

Al finalizar nos pregunta si queremos medir una nueva muestra o finalizar. Los
resultados de todo el proceso se muestran en la ventana de resultados.

[ — T A — e — ~s 3

File Edit Font

Norrbre de 2 muestra_|Ncampos |AreaTelido  |Mceltot |[Noel-Colag |Areaceltot |Areacel-Colag |%MNcel-Colag |%Areacel-Colag |%Areatejido-Colag |ArearefGomorl |Area-Gomarl |%Gomarl | =

040286 29 416645612 27712 975 546647.14  10464.3 35183 1.9143 0.2512 131696254 322270196 244707 —
I

Los valores corresponden a lo siguiente:

Nombre de la muestra: Nombre o clave del caso de estudio.

Ncampos: N° de imdgenes por muestra analizadas para la medida del Colageno.
AreaTejido: Area de la muestra analizada para la medida del Colageno (suma de las 4reas
de todas las imagenes analizadas).

Ncel-tot: N° de células totales en la muestra analizada (marcadas y no marcadas)
Ncel-Colag: N° de células marcadas con Colageno en la muestra analizada._

Areacel-tot: Area ocupada por las células (marcadas y no marcadas) en la muestra.
AreaCel-Colag: Area ocupada por las células con Colageno.

%Ncel-Colag: Porcentaje de nimero de células marcadas frente al n° total de células.
%Areacel-Colag: Porcentaje de area de células con Colageno frente al area total de
células.

%Areatejido-Colag: Porcentaje de area de células con Colageno frente al area total de
muestra analizada.

Area-refGomori: Area de tejido analizado para la medida de Gomori.

Area-Gomori: Area de tejido marcada con Gomori.

%Gomori: Porcentaje de tejido marcado con Gomori
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%Colag/Gomori: Relacion entre el 4rea de coldgeno y el area de Gomori (multiplicado
por 100)

Todos valores estan en micras.

Referencias.

(1)Gabriel Landini . Colour Deconvolution . http://www.mecourse.com/landinig/software/
cdeconv/cdeconv.html

(2) Ruifrok, A.C. & Johnston, D.A. (2001), "Quantification of histochemical staining by
color deconvolution", Anal. Quant. Cytol. Histol.23: 291-299, PMID 11531144
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ANEXO 3: CONSENTIMIENTOS INFORMADOS

CIRUGIA GENERAL
CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA RESECCION SEGMENTARIA DE COLON

Nombre del pacierte:

Nimnero de Histaria:

Nombre del médico que le informa:
Fecha:

En_qui¢ consiste

Mediarite este procedimierio se pretende ectirpar la parte del irtesting gue esta enfermo, evitando

las complicaciones derivadas del mismo (semgrado, perforacion, obstruccion, fistula.) que
Drecisqrian intervencion urgente.

Se va a extirpar la parte del infestino grueso que esta erfermo, para postericrmernte sutivario y
restawrar la continuidad del tubo digestive. En ocasiones puede ser necesario ampliar la extirpacion

a ofros drgmios ¥, a veces, por cuestiones técwicas hay que realizar i1 oo artificial que, en la
mavoria de los casos, es provistonal.

El procedimiento reguiere la adninisiracion de anestesia v es posible que dirante o después dela
intervencion seq necesaria la utilizacion de sangre v/o hemoderivados, de ciyos riesgos irformardmn

los servicios de anestesia y de hematologia

Larealizacion del procedimiento puede ser_filmada con fines ciertificos o didacticos, salvo que usted
mepiifieste lo contrario.

También cabe la posibilidad gque duravte la civugia hoa gque realizar modificaciones del
procedimianta por los hallecgos intraoperatorios para proporcionar el tratamiento mds adectiado.

Riesgos tipicos

A pesar de la adecuadn eleccicn de la técnica v de su correcta redlizacidn pueden presentarse
afectos indeseables, tarto los comimes derivados de toda irtervencion v que pueden gfectar a todos

los drganos y sistemas, como ofros especificos del procedimiento; poco graves V frecuerntes:
infeccién o sangrade de la herida, retencion aguda de orina, flebitis, aimento del mimero de
deposiciones, dolor prolonigado en la cona de la operacion, o poco frecuentes v graves: dehiscencia

de la laporotomia (apertura de la herida). Fistula de la emastomosis por dlteracicén en Ia
cicatrizacidn que en la mayoria de los casos se resuelve con tratamiento médico (medicamertas,
sueros, efc.), pero que a veces precisa intervencion con la realizacion de un ano avtificial. Sangrado

o infeccion intraabdominal. Obstruccion intestinal. Reproduccion de la enfermedad

Estas complicaciones habitualmerte se resuelven comn tratamiento médico (medicamerios, sueros,
afc.), pero pueden llecar a requeriv una remravencion, generalmente de wrgencia, mclivendo
riesgo minimo de mortalidad.

Para la realizacion de ésta técrica puede ser necesaria ima preparacion previa, en ocasiones con
PecUliaridailes COMEE oo i imiien: omreii v o e e eee e (CHIFEFTIE  pUEdE  SEr
posible su realizacidn sin una preparacién complata).

Es necesario que advierta al eguipo médico de la existencia de posi bles alergi as medicament osas,
alteraciones de la coagulacicn, enfermedades cordiopulmonares, existencia de prtesis, marcapasos,
medicaciones actuales o cudlguier otra circimstancia.

Riesgas personalizadoes




Alfernativas posibles

En su caso no existe una alternativa eficaz de tratamiento.

Declare quie he sido informado por &l médico de los riesgos del procedimierto, gue me han explicado
las posibles alternativas v que 5é que, en cualgider momento, puedo revocar mi consertimiento.

Estoy satisfecho/a con la iformacion recibida, he podide formular toda clase de preguntas que he
creido converiertte y me han aclarado todas las dudas plarteadas.

En comsecuencia, doy mi consertimierto para la reali—acion del procedimiento.

Firma del paciente Firma del médico

Nom bre del represertante legal en caso de incapacidad del paciente, con indicacion del cardcter con
el que irterviene (padre, madre, titor, etc.).

Nombre del represeritante legal

Firma
DNI
REVOCACION DEL CONSENTIMIENTO INFORMADO
Con fecha oo Tevoco @l comsertimiento prestado para la realizacidn del
procedimiento.
Firma del paciente Firma del médico

Nom bre del represeritante legal en caso de incapacidad de la paciente, con indicacion del cardcter
con el que interviene {esposo, padre, madre, Higor, efc)

Nom bre del representante legal

Firma del represertonte legal
DNI



BioBanco del Principado de Asturias
Hospital Universitario Central de Asturias

SERVICIO DE SALUD Celestine Villamil s/'n

DEL PRINCIPADC DE ASTURIAS 33006 Oviedo

Asturias

Teléfono 985109817

Ext. 39817

e-mail: pabloim@fict.es

CONSENTIMIENT O INFORMADO PARA BIOBANCO

Consentimiento de Donacion Voluntaria d e tejido sobrante de intervencién quirirgica o
prueba diagnostica yfo sangre periférica para ser recogidos por el Biobanco del
Principado de Asturias.

Mombre de ella paciente:
M® de Histornia Clinica
Mombre del médico gue le informa:

Fecha:

En gqué consiste:

El Biobanco del Principado de Asturias tiene la finalidad de recoger y conservar muestras
bioldgicas humanas en condiciones adecuadas de segurnidad vy trazabilidad. que seran
utilizadas para proyectos de investigacion gque hayan sido aprobados por el Comité Etico v el
Comité Cientifico.

Durante la intervencidn guirdrgica o prueba diagndstica a la gue va a ser sometido se tomaran
muestras de sus tejidos. El procedimiento que se le propone consiste en donar voluntariamente
el tejido SOBRAMNTE, sin que ello suponga ningdn riesgo afiadido para su salud ni comprometa
el correcto diagndstico v tratamiento de su enfermedad.

Si lo autoriza, también se le tomara un peqguefio volumen de sangre (aprox. 10 mL) para su
almacenamiento en el Biobanco y su posible uso en investigacidn.

Privacidad de la informacion y proteccion de los interes es del paciente:

Las muestras donadas se almacenaran en el Biobanco del Principado de Asturias, que cumple
con los requerimientos establecidos por la normativa vigente (Ley Organica 1571999, de 13 de
Diciembre de Proteccidn de Datos de Caracter Personal y Ley de Investigacidn Biomédica LIB
142007 ).

Los datos personales seran disociados de las muestras mediante un sistema de codificacion.
Asimismo, usted podra ejecutar los derechos de acceso, rectificacion y oposicion al tratamiento
de datos de caracter personal, y de revocacidn del consentimiento. Para ello debera ponerse
en contacto con el personal responsable de la Base de Datos del Biobanco.

Usted tiene derecho a disponer de la informacion sobre el uso concreto que se ha dado a las
muestras, en qué proyectos de investigacidn se han usado y guién es el investigador principal.

La decisidn de permitir utilizar las muestras para fines de investigacidn es totalmente voluntaria
por su parte. Su decisidn, sea cual fuere, no comportara penalizacidn alguna, ni afectara en
ninguin modo a los cuidados médicos v a la asistencia que usted pueda necesitar en el futuro.

Beneficios es perados -
Mo perciira ninguna compensacidon econdmica o de otro tipo por las muestras donadas. Las
muestras no seran vendidas o distribuidas a terceros con fines comerciales.

Riesgos tipicos:

Toma de muestra: el procedimiento que se le propone no supone ninguan riesgoe afadido,
puesto gque se trata de material sobrante de la intervencidn. La donacidn de sangre apenas
tiene efectos secundarios: lo mas frecuente es la aparicidn de pequefios hematomas en la zona

de puncidn, gue desapareceran trascurridos 1 o 2 dias.

Riesgos personalizados -

Biobanco del Principado de Asturias. Hospital Universitario Central de Asturias, C/Celestine
Villamil s/n, 33006 Oviedo, Principado de Asturias. Telf: 9853100817, ext. 39817, e-mail:

pabloim@ficyt.es Pagina 1



DECLARACIONES Y FIRMA S

1. Declaracion del donante

Declaro que he sido informado

»  Sobre las ventajas e inconvenientes de este procedimiento.

» Sobre el lugar de obtencidn, almacenamiento y el proceso que sufriran los datos
personales ylas muestras.

o (lue mis muestras y datos personales seran proporcionados de forma codificada a los
investigadores.

» Que en cualguier momento puedo revocar el consentimiento y solicitar la eliminacion de
todos mis datos personales y las muestras que permanezcan almacenadas en el Biobanco.
Esta eliminacidn no se extendera a los datos resultantes de las investigaciones que ya se
hubieran llevado a cabo.

¢ Que he comprendido la informacidn recibida y he podido formular todas las preguntas que
he creido oportunas.

Consiento:
» Endonarvoluntariamente: (marcar con una X lo gque proceda)

I Mis tejidos excedentes
C Una muestra adicional de sangre

» (ue el Biobanco del Principado de Asturias u otros centros de investigacidn, plblicos o
privados, utiicen mis datos v las muestras para investigaciones biosanitarias, manteniendo
siempre |a confidencialidad de mis datos.

« Yo, mirepresentante Legal o Tutor, accedo (marcar si o no) a que el personal del Biobanco
del Principado de Asturias me contacte en el futuro en caso de que se estime oportuno
afiadir nuevos datos a los recogidos o tomar nuevas muestras.

I Si
T Mo

« Yo, mirepresentante Legal o Tutor, deseo (marcar si o no) ser informado de los posibles
hallazgos genéticos de relevancia clinica para mi wo mi familia.

b Si

T Mo
IDENTIFICACION DEL DONANTE
D /Diia... i S i e i i e A« i TS ]
[.‘rHI DDI‘I‘IICI|ID
BBIEEIENS: .. oo e s e S i e Prmrlncm
CP: Telefnnnemall
Firma

IDENTIFICACION DEL REPRESENTANTE (en caso de minoria legal o discapacidad del
donante)

DN o s i e B i v e B S BVl v S et i v o sl By s sl - e el il
DNI.. PR TEERE PRI [ T | [ 14 i e e e
Pnblacmn " Prcwlnc:la ................................................
B I Telefnnn Emall
Firma

2. Declaracion del profesional de salud:
He informado debidamente al donante,

FdocBrlas s omsrnimirnanumsannsanasens Colegadofan®ssaiszes

Biobanco del Principado de Asturias, Hospital Universitario Central de Asturias, C/Celestino
Villamil s/n, 33006 Oviedo, Principado de Asturias, Telf: 985100817, ext, 39817, e-mail:

pabloim@ficyt.es Pagina 2



REVOCACION DEL CONSENTIMIENTO INFORMADO

Coom Peclia, .. e e e e e ENOCD . el COnSentimiento prestada,
por lo gue las muestras almacenadas deben ser destruidas.

Donante

BfBaa s e i s e i e s s i e s e e end a e
yioor BNE o sisnsnnaias

Firma

Representante legal o Tutor (en caso de minoria legal o discapacidad del donante)

D D A e e e e e e e 805 de edad,
en calidad de Representante Legalo Tutoryecon DML ... ... ...

Firma

Profesional de la salud:
s Dot B - B e e e B e e R e et B (T s [ ) e e R S

Biobanco del Principado de Asturias, Hospital Universitario Central de Asturias, C/Celestino
Villamil s/n, 33006 Qviedo, Principado de Asturias. Telf: 985100817, ext. 39817, e-mail:

pabloim@ficyt.es Pagina 3




ANEXO 4: TABLAS SUPLEMENTARIAS

TABLA S1. CRECIMIENTO DE CULTIVO DE FIBROBLASTOS

GRUPO CASO TIEMPO N.° CELULAS IDENTIFICACION
(dias) (Media de dos determinaciones)) ~ DEL PACIENTE
1 NF 1 0 10000 34
2 NF 1 2 27500 34
3 NF 1 4 41250 34
4 NF 1 6 96000 34
5 NF 1 8 120000 34
6 NF 1 10 135000 34
7 NF 1 12 117500 34
8 NF 2 0 10000 40
9 NF 2 2 22500 40
10 NF 2 4 42500 40
11 NF 2 6 48750 40
12 NF 2 8 60000 40
13 NF 2 10 58750 40
14 NF 2 12 63750 40
15 NF 3 0 10000 49
16 NF 3 2 17500 49
17 NF 3 4 21250 49
18 NF 3 6 31250 49
19 NF 3 8 46250 49
20 NF 3 10 51250 49

187



21 NF 3 12 55000 49
22 CAF 4 0 10000 34
23 CAF 4 2 41000 34
24 CAF 4 4 121000 34
25 CAF 4 6 325000 34
26 CAF 4 8 400000 34
27 CAF 4 10 525000 34
28 CAF 4 12 340000 34
29 CAF 5 0 10000 40
30 CAF 5 2 110000 40
31 CAF 5 4 98750 40
32 CAF 5 6 126250 40
33 CAF 5 8 220000 40
34 CAF 5 10 255000 40
35 CAF 5 12 271500 40
36 CAF 6 0 10000 49
37 CAF 6 2 31125 49
38 CAF 6 4 41250 49
39 CAF 6 6 50250 49
40 CAF 6 8 106500 49
41 CAF 6 10 122500 49
42 CAF 6 12 157500 49

Tabla Suplementaria 1. Crecimiento de cultivos de fibroblastos. Datos de crecimiento de doce
dias de fibroblastos humanos normales (NF) y fibroblastos peritumorales (CAFs), obtenidos de

tres pacientes con adenocarcinoma de colon.

188



TABLA S2. RESULTADO DE LOS XENOTRASPLANTES HT-29

CELULAS

Ne PESO | VOLUMEN | METASTASIS ORGANO DIAGNOSTICO
RATON | (mm)
RH1 1,5 millones 19,5 91,61 6mtx hepaticas TUMOR Tipo tumoral: carcinoma
HT-29 1foco ID Grado de diferenciacion: poco diferenciado
mtx Tamafio maximo: 8.700 X 4.500 um
pulmonares Desmoplasia: muy leve
PANCREAS 4 focos de carcinoma poco diferenciado, con necrosis focal
Infiltracion de capa submucosa de estomago
CORAZON Sin evidencia de infiltracion tumoral
BAZO Sin evidencia de infiltracién tumoral
1. DELGADO 1 foco de infiltracion de capa muscular por carcinoma bien
diferenciado
HIGADO 3 metastasis pequefias
1 metastasis grande en relacion a zona diafragmatica
1 metastasis grande en zona adyacente a vesicula biliar
1 metastasis grande en zona de hilio
PULMONES 2 metastasis pequenas
3 micrometastasis
RINONES Sin evidencia de infiltracién tumoral
RH2 1,5 millones 23,68 3,67 1mtx hepatica TUMOR Tipo tumoral: carcinoma
HT-29 Grado de diferenciacion: poco diferenciado
Tamafo maximo: 2421,70X 1711,43 pm
Desmoplasia: muy leve
PANCREAS 3 focos de carcinoma poco diferenciado
Infiltracion de capa muscular externa de estomago
CORAZON Sin evidencia de infiltracion tumoral
BAZO Sin evidencia de infiltracion tumoral
I.LDELGADO Sin evidencia de infiltracion tumoral
HIGADO 1 metastasis pequefla
PULMONES Sin evidencia de infiltracién tumoral
RINONES Sin evidencia de infiltracion tumoral

Tabla Suplementaria 2. Resumen de los resultados anatomopatologicos de los trasplantes HT-

29.

189




TABLA S3. RESULTADO DE LOS XENOTRASPLANTES HT-29 + NF

Ne CELULAS | pggo | VOLUMEN | METASTASI ORGANO DIAGNOSTICO
RATON | (mm’) S
RHFN 1,5 25,13 65,34 Smtx hepaticas TUMOR Tipo tumoral: carcinoma
1 millones 1foco en ID Grado de diferenciacion: de moderado a poco diferenciado
HT-29 + Tamafio maximo: 6533,28 X 4393,70 um
NF Desmoplasia: leve-moderada
PANCREAS 3 focos de adenocarcinoma de moderado a pobremente
diferenciado
ESTOMAGO 1 foco pobremente diferenciado infiltrando hasta muscular
interna
1 foco pobremente diferenciado infiltrando hasta mucosa
DUODENO Sin evidencia de infiltracion tumoral
L.DELGADO 1 foco pobremente diferenciado infiltrando hasta mucosa
I.GRUESO Sin evidencia de infiltracion tumoral
HIGADO 1 metastasis grande
3 metastasis medianas
1 metastasis pequefa
BAZO Sin evidencia de infiltracion tumoral
PULMONES Sin evidencia de infiltracion tumoral
CORAZON Sin evidencia de infiltracion tumoral
RINONES Sin evidencia de infiltracion tumoral
RHFN 1,5 258 239,57 2mtx hepaticas TUMOR Tipo tumoral: carcinoma
2 millones multiples mtx Grado de diferenciacion: de moderado a poco diferenciado
HT-29 + pulmonares Tamafio maximo: 11045,64 X 6463,14 um
150.000 mtx bazo, ID, Desmoplasia: moderada
NF Igrueso, rifion | PANCREAS 1 foco de adenocarcinoma de moderado a pobremente
diferenciado
ESTOMAGO 1 foco pobremente diferenciado infiltrando hasta muscular
externa
DUODENO No se reconoce tejido histologicamente compatible con
duodeno
L.LDELGADO 1 foco pobremente diferenciado infiltrando hasta muscular
externa
1 foco pobremente diferenciado infiltrando hasta submucosa
I.GRUESO 3 focos pobremente diferenciado infiltrando hasta muscular
externa
HIGADO 2 metastasis grandes
BAZO Multiples focos pobremente diferenciados infiltrando capsula
esplénica
PULMONES Multiples focos pobremente diferenciados
CORAZON Sin evidencia de infiltracion tumoral
RINONES 1 foco pobremente diferenciado infiltrando capsula renal
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RHFN 1,5 22,43 28,2 4mtx hepaticas TUMOR Tipo tumoral: carcinoma
3 millones 1foco ID Grado de diferenciacion: poco diferenciado
HT-29 + Tamafio maximo: 6545,90 X 2882,11 um
150.000 Desmoplasia: moderada
NF PANCREAS 1 foco de adenocarcinoma pobremente diferenciado
ESTOMAGO 1 foco pobremente diferenciado infiltrando hasta mucosa
DUODENO Sin evidencia de infiltracién tumoral
L.DELGADO 1 foco pobremente diferenciado infiltrando hasta muscular
externa
I.GRUESO Sin evidencia de infiltracion tumoral
HIGADO 1 metastasis grande
1 metastasis mediana
2 metastasis pequeiias
BAZO Sin evidencia de infiltracion tumoral
PULMONES Sin evidencia de infiltracion tumoral
RINONES Sin evidencia de infiltracién tumoral
RHFN 1,5 26,09 8 3mtx hepaticas TUMOR Tipo tumoral: carcinoma
4 millones 1foco en ID Grado de diferenciacion: poco diferenciado
HT-29 + Tamafio maximo: 3494,54 X 2101,55 uym
150.000 Desmoplasia: moderada
NF PANCREAS 1 foco de adenocarcinoma pobremente diferenciado
ESTOMAGO | 3 focos pobremente diferenciados infiltrando hasta muscular
externa
DUODENO Sin evidencia de infiltracion tumoral
1.DELGADO 1 foco pobremente diferenciado infiltrando hasta muscular
externa
L.GRUESO Sin evidencia de infiltracién tumoral
HIGADO 1 metastasis mediana
2 metastasis pequeias
BAZO Sin evidencia de infiltracion tumoral
PULMONES Sin evidencia de infiltracion tumoral
CORAZON Sin evidencia de infiltracion tumoral
RINONES Sin evidencia de infiltracion tumoral

Tabla Suplementaria 3. Resumen de los resultados anatomopatologicos de los trasplantes HT-

29 + NF.
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TABLA S4. RESULTADO DE LOS XENOTRASPLANTES HT-29 + CAFs

Ne CELULAS | pggo | VOLUMEN | METASTASI ORGANO DIAGNOSTICO
RATON | (mm) s
RHF1 1,5 millones 25,5 76,86 9mtx hepéaticas TUMOR Tipo tumoral: carcinoma
HT-29 + mtx pulmonars Grado de diferenciacion: poco diferenciado
150.000 CAFs Tamafio maximo: 7.300 X 4.500 um

Desmoplasia: leve

PANCREAS 1 foco de carcinoma poco diferenciado con necrosis

Infiltracion de capa submucosa de estomago

CORAZON Sin evidencia de infiltraciéon tumoral

BAZO Sin evidencia de infiltracion tumoral

I.LDELGADO Sin evidencia de infiltraciéon tumoral
HIGADO 4 metastasis pequenas

4 metastasis medianas

1 metastasis grande

PULMONES 1 metastasis pequefia
1 metastasis mediana
RINONES Sin evidencia de infiltracion tumoral
RHF2 1,5 millones 26,2 - - TUMOR No
HT-29 + PANCREAS Sin evidencia de infiltracion tumoral
150.000 CAFs ESTOMAGO -
BAZO Sin evidencia de infiltracion tumoral
L.DELGADO -
I.GRUESO -
HIGADO Sin evidencia de infiltracion tumoral
PULMONES -
RINONES -
RHF3 1,5 millones 26,6 563,16 7mtx hepaticas TUMOR Tipo tumoral: carcinoma
HT-29 + mtx pulmonar Grado de diferenciacion: poco diferenciado
150.000 CAFs Tamafio maximo: 12.000 X 9.500 um
Desmoplasia: leve-moderada
PANCREAS 1 foco de carcinoma poco diferenciado
CORAZON Sin evidencia de infiltracion tumoral
BAZO Sin evidencia de infiltracion tumoral
L.LDELGADO Pequeiios nidos de infiltracién en capa serosa
HIGADO 3 metastasis pequefias

1 metastasis mediana

3 metastasis grande

PULMONES 1 metastasis pequefia
RINONES Sin evidencia de infiltracion tumoral
RHF4 1,5 millones 24,75 154,8 2mtx hepaticas TUMOR Tipo tumoral: carcinoma
HT-29 + Focos en ID Grado de diferenciacion: poco diferenciado
infiltrac pared Tamafio maximo: 9.700,00 X 5.542,30 um
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150.000 CAFs Desmoplasia: leve
PANCREAS 1 foco de carcinoma poco diferenciado con focos de
necrosis
Infiltracion de capa submucosa de estomago
CORAZON -
BAZO Sin evidencia de infiltraciéon tumoral
L.LDELGADO Infiltracion de capa mucosa por carcinoma poco
diferenciado
HIGADO 2 metastasis grandes
PULMONES -
RINONES -
METASTASIS Infiltracion cutanea de dermis, grasa subcutanea y capa
muscular por carcinoma poco diferenciado, con multiples
focos de invasion vascular de tipo linfatico.
RHF5 1,5 millones 27 93,73 11mtx TUMOR Tipo tumoral: carcinoma
HT-29 + hepaticas Grado de diferenciacion: poco diferenciado
150.000 CAFs mtx Tamafio maximo: 6.778,11 X5.166,35 pm
pulmonares Desmoplasia: leve-moderada
PANCREAS 1 foco de carcinoma poco diferenciado con necrosis
Infiltracion de capa mucosa de estdbmago por nidos de
carcinoma poco diferenciado
CORAZON Sin evidencia de infiltracion tumoral
BAZO Sin evidencia de infiltracion tumoral
I.DELGADO Sin evidencia de infiltracion tumoral
HIGADO 9 metastasis pequefias
1 metastasis medianas
1 metastasis grandes
PULMONES 3 metastasis pequefias
1 micrometastasis
RINONES Sin evidencia de infiltracion tumoral
RHF6 1,5 millones 25,8 169,88 Smtx hepaticas TUMOR Tipo tumoral: carcinoma
HT-29 + mtx esplénicas Grado de diferenciacion: poco diferenciado
150.000 CAFs foc en ID Tamafio maximo: 10.800 X 5.500 um
infiltrac pared Desmoplasia: leve-moderada
PANCREAS 2 focos de carcinoma poco diferenciado con necrosis
Infiltracion de capa submucosa de estomago por carcinoma
poco diferenciado
CORAZON -
BAZO 4 focos de infiltracion por carcinoma poco diferenciado
L.LDELGADO Infiltracion de capa submucosa por carcinoma poco
diferenciado
HIGADO 2 metastasis pequenas
1 metastasis mediana
2 metastasis grandes
PULMONES -
RINONES -
METASTASIS Infiltracion cutanea de dermis, grasa subcutanea y capa
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muscular por carcinoma poco diferenciado, con multiples
focos de invasion vascular de tipo linfatico.
RHF7 1,5 millones 23,06 207,03 3mtx hepaticas TUMOR Tipo tumoral: carcinoma
HT-29 + Grado de diferenciacion: de moderado a poco diferenciado
150.000 CAFs Tamafio maximo: 6825,90 X 8560,89 um
Desmoplasia: moderada
PANCREAS 2 focos de adenocarcinoma de moderado a pobremente
diferenciado
ESTOMAGO 3 focos pobremente diferenciados infiltrando hasta
muscular externa
2 focos pobremente diferenciados infiltrando hasta
submucosa
DUODENO Sin evidencia de infiltracion tumoral
L.LDELGADO Sin evidencia de infiltracion tumoral
I.GRUESO Sin evidencia de infiltracion tumoral
HIGADO 3 metastasis grandes
BAZO Sin evidencia de infiltraciéon tumoral
PULMONES Sin evidencia de infiltracion tumoral
CORAZON Sin evidencia de infiltracion tumoral
RINONES Sin evidencia de infiltracion tumoral
RHF8 1,5 millones 25,01 143,92 6mtx hepaticas TUMOR Tipo tumoral: carcinoma
HT-29 + Tmtx Grado de diferenciacion: poco diferenciado
150.000 CAFs pulmonares Tamafio maximo: 9674,22 X 5358,74 um
focos en ID Desmoplasia: leve-moderada
PANCREAS 1 foco de adenocarcinoma pobremente diferenciado
ESTOMAGO 1 foco pobremente diferenciado infiltrando hasta
submucosa
DUODENO Sin evidencia de infiltraciéon tumoral
1.DELGADO 1 foco pobremente diferenciado infiltrando hasta mucosa
1 foco pobremente diferenciado infiltrando hasta muscular
externa
I.GRUESO Sin evidencia de infiltracion tumoral
HIGADO 1 metastasis grande
1 metastasis mediana
4 metastasis pequeias
BAZO Sin evidencia de infiltracion tumoral
PULMONES 7 pequeiios focos de carcinoma pobremente diferenciado
CORAZON Sin evidencia de infiltracion tumoral
RINONES Sin evidencia de infiltracion tumoral

Tabla Suplementaria 4. Resumen de los resultados anatomopatologicos de los trasplantes HT-

29 + CAFs.
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