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1. RESUMEN

Desde hace menos de una década, se viene postulando que las células
madre tumorales (CMT) o células iniciadoras de tumores (CITs) son las
responsables de la aparicion y expansion de la mayoria de los procesos
neoplasicos. Su erradicacion pasa por el estudio de su capacidad de
autorrenovacion, gracias a la cual, son capaces de autoperpetuarse a la vez
que dar lugar a una gran progenie de células que componen los tumores. En
numerosos tipos de tumores se ha descrito la existencia de células madre
tumorales. Uno de estos tipos de tumor es el adenocarcinoma colorrectal. La
carcinogénesis colorrectal (CC) es un proceso multifactorial influenciado por
factores ambientales, genéticos y epigenéticos.

En este estudio se intenta localizar y caracterizar la poblacion de células
madre tumorales (CMC) en pacientes con metastasis avanzadas de carcinoma
colorrectal. Para el estudio y caracterizacion de éstas, se realiza una
purificacion y cultivo de la poblacion de células madre tumorales circulantes en
sangre periférica, de pacientes con procesos neoplasicos avanzados de colon.
Posteriormente, se realiza un analisis de marcadores de células tumorales
circulantes en sangre: EpCam, BCRP1 y CD133. Estos marcadores han
demostrado presentar una correlacion entre su expresion elevada en una
pequefia poblacion en estos pacientes, la evolucion de los mismos y respuesta
ante el tratamiento. Dicha correlacion, aun no siendo la causa origen de la
existencia de células madre tumorales, puede ayudar en la prediccion de
futuras recaidas del paciente, y la prediccion del posible efecto del tratamiento,
lo que complementaria las terapias actualmente empleadas en clinica. A dia de
hoy, el Unico marcador, de este estudio, validado clinicamente es la proteina
Epcam, sin embargo, la sensibilidad de la técnica actual podria aumentar si se
complementase con otros marcadores, como por ejemplo la proteina CD133 y
BCRPL1.

Para mejorar la comprension del papel que desempefia cada uno de los
marcadores de estudio en la enfermedad neoplasica, hemos utilizado lineas
celulares de adenocarcinoma colorrectal, que ademas de presentar estos
marcadores, contienen poblaciones de ciclo celular lento. Tanto en los ensayos
in vitro, como en los estudios de localizacion en sangre de pacientes, esta
combinacion de marcadores ha demostrado una mayor sensibilidad,
especificidad, valor predictivo positivo y valor predictivo negativo que la técnica
actualmente en uso.
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Por otro lado, se pretende estudiar el efecto que ejerce la proteina PEDF
en la regulacion de la autorrenovacion de las células madre tumorales. Se
estudian, por tanto, los fendmenos de proliferaciéon, perpetuacion y la posible
inactivacién de estas células. Hemos comprobado que péptidos derivados del
extremo carboxilo de la proteina PEDF inducen un cambio en la expresion de
los marcadores de estudio en las lineas tumorales, cambios en la poblacion de
ciclo lento, en la resistencia a farmacos y en la tumorogenicidad de las lineas
celulares empleadas, por lo que podrian ser candidatos al estudio de ensayos
clinicos como nuevas moléculas terapéuticas.
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3.INTRODUCCION

3.1 COLON: ESTRUCTURA Y FUNCION

El colon es la penultima porcién del tubo digestivo. El intestino grueso esta
formado por el colon y el recto. El intestino delgado se une al intestino grueso
en el abdomen inferior derecho a través de la valvula ileocecal. El colon es un
tubo muscular de aproximadamente metro y medio de largo, tiene como
principal funcion la reabsorcion de iones y agua, posteriormente a la absorcion
de la mayor parte de los nutrientes en el intestino delgado. En este proceso, las
células del epitelio coldnico juegan un papel fundamental(Wheater P, 1987).

El intestino grueso procede embriologicamente de la parte del asa
intestinal primitiva que sufre menor nimero de flexuras. El intestino presenta un
giro positivo de 270° (contrario a las agujas del reloj), en torno al eje de la
arteria mesentérica superior. EI comienzo del intestino grueso se encuentra en
la fosa iliaca derecha. Teniendo en cuenta que existe un punto fijo (la cloaca
primitiva que posteriormente originara el ano), el recorrido que hace el intestino
primitivo dibuja perfectamente el futuro marco célico del adulto. El marco cdlico
encuadra las asas yeyunales e ileales, que tienen situacion inframesocolica.

El colon consta de cuatro secciones:

» Colon ascendente o derecho : es la primera seccion y comienza en el
area de union con el intestino delgado. La primera porcion del colon
ascendente se llama ciego y es donde el apéndice se une al colon. El
colon ascendente se extiende hacia arriba por el lado derecho del
abdomen (figura 1A).

» Colon transverso : es la segunda seccion y se extiende a través del
abdomen del lado derecho hacia el lado izquierdo. Sus dos extremos
forman dos angulos que se llaman: angulo hepatico del colon, localizado
en el lado derecho siendo la unién del colon ascendente con el colon
transverso, angulo esplénico del colon, localizado en el lado izquierdo,
siendo la union del colon transverso con el colon descendente (figura
1A).

» Colon descendente o izquierdo : es la tercera seccidn y continta hacia
abajo por el lado izquierdo (figura 1A).

» Colon sigmoide o sigma : es la cuarta seccion y se llama asi por la
forma de S. El colon sigmoide se une al recto, y este se une al ano
(figura 1A).
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La pared de cada una de estas secciones del colon y del recto tiene varias
capas de tejido. La pared del colon (figura 1B) estd compuesta por diferentes
capas: mucosa, submucosa, muscular, subserosa y serosa. El cancer
colorrectal se origina en la capa mas interna y puede crecer a través de alguna
o de todas las demas capas.

El epitelio de la mucosa del colon (figura 1C) es un epitelio columnar
simple que forma un gran nimero de profundas invaginaciones hacia el interior
de la lamina propia (formada por tejido conectivo laxo) denominadas criptas de
Lieberkihn. Este epitelio es renovado cada 3-4 dias aproximadamente, lo que
supone un proceso constante de regeneracion de las células que constituyen
las criptas.

Colon
transverso

Colon Colon

Recto

Figura 1. A: Estructura del colon. En el colon se pueden distinguir cuatro
secciones: colon ascendente, colon transverso, colon descendente y colon
sigmoideo. B: Histologia del colon: Representacion de las diferentes capas
presentes en la pared del colon (tincién hematoxilina-eosina): mucosa (M),
Iintegrada por el revestimiento epitelial superficial, y que contiene las
criptas de Lieberkiihn; submucosa (SM) caracterizada por la presencia de
vaso sanguineos vy linfaticos; la muscular, formada por una capa circular
interna (CM) y una capa longitudinal externa (LM) y por ultimo, la serosa
(S)t. C: Ampliacién de la mucosa del colon, donde destacan las criptas de
Lieberklihn. Entre la mucosa y la submucosa hay una fina capa de fibras
musculares denominada muscular de la mucosa (MM), que puede
clagzs;esvarse con claridad en esta ampliaciéon . (Adaptado de Wheather, P.
7).
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3.2 CANCER DE COLON

3.2.1.EL CANCER DE COLON EN CIFRAS
SITUACION GLOBAL

El cancer colorrectal es el tercer tipo de tumor mas comun en hombres
con 746000 nuevos casos en el afilo 2012 en todo el mundo, lo que supone un
10% del total, y el segundo cancer mas frecuente en mujeres, con 614000
nuevos casos durante el afio 2012, suponiendo un 9.2% del total. Cabe
destacar que la mayoria de los casos tienen lugar en paises desarrollados.
Existe una gran variacion geografica en cuanto a la incidencia de cancer
colorrectal con patrones muy similares en hombres y mujeres. Los valores de
incidencia pueden llegar a variar hasta diez veces de una region desarrollada a
otra subdesarrollada, por ejemplo, Australia y Nueva Zelanda presentan las
tasas de incidencia mas elevadas, 44.8 y 32.2 por cada 100000 en hombres y
mujeres respectivamente, mientras que en el oeste de Africa se encuentra la
tasa de incidencia mas baja, 4.5 y 3.8 por cada 100000.

En cuanto a mortalidad del cancer colorrectal, se observa una menor
mortalidad, 694000 muertes (8.5 % del total) con mas muertes en los paises
subdesarrollados (52 % del total). Esta gran diferencia refleja las peores
condiciones de supervivencia y la pobreza sanitaria presentes en paises
subdesarrollados. Por ello, la diferencia en las tasas de mortalidad no varia tan
notablemente con la variacion geogréafica, ésta varia hasta seis veces en
hombres y 4 veces en mujeres. Las mayores tasas de mortalidad para ambos
sexos se encuentran en el centro y este de Europa, con 20.3/100000 en
hombres y 11.7/100000 en mujeres. La tasa de mortalidad mas baja se
encuentra en el oeste de Africa, 35 y 3 en hombres y mujeres
respectivamente.

SITUACION EN ESPANA

Para el caso de nuestro pais, considerando ambos sexos
conjuntamente, la incidencia fue de 32240 nuevos casos de cancer colorrectal
diagnosticados en Esparfia en el afio 2012, suponiendo un 32% del total de
tumores, tratdndose del tumor mas frecuente en Espafia. Respecto al nimero
de muertes, el cancer colorrectal fue responsable de 14700 muertes en nuestro
pais, suponiendo un 14.3% del total de muertes producidas por tumores. La
prevalencia a cinco afios en Espafia calculada en el afio 2012 para el cancer
colorrectal fue de 89705, lo que supone un 15 % del total.

Si estudiamos los sexos por separados, vemos diferencias similares a lo
ocurrido en el estudio de la poblacion global. En hombres, el cancer colorrectal
se sitha en tercera posicion en incidencia en el afio 2012, con un total de 19261
nuevos casos (15%), mientras que en mujeres el cancer colorrectal ocupa la
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segunda posicion en incidencia, con 12979 (14.9%) nuevos casos en el afio
2012.

Tabla 1: Tumores mas frecuentes en Espafia en 2012.

AMBOS
INDICENCIA | HOMBRE MUJER SEXOS

Prostata Mama Colorrectal
20 Pulmon Colorrectal Prostata
30 Colorrectal Gtero Pulmén

Respecto a la mortalidad, en hombres, el cancer colorrectal fue
responsable de 8742 (13.7%) y, 5958 (15.2%) muertes en mujeres. Un estudio
sobre la mortalidad por cancer, realizado entre 1990 y 2011, ha mostrado la
variacion en las tasas de mortalidad en varios paises, y para el caso de Espafa
indica que se ha producido un descenso del 13%. Sin embargo, este descenso
es inferior al presentado por otros paises europeos o Estados Unidos.

Teniendo en cuenta la importancia de la dieta en la génesis de este
tumor, los datos de mortalidad en Espafia sugieren unos habitos dietéticos mas
saludables en las mujeres. Esta diferencia seria menos marcada en Espafa en
las generaciones mas jévenes. La frecuencia de estos tumores se ha
relacionado con el desarrollo economico, siendo mas alta en paises mas
desarrollados.

3.2.2. ¢QUE ES EL CANCER DE COLON?

Nuestro organismo esta constituido por érganos y éstos a su vez por un
conjunto de células, que se dividen de forma regular con el fin de reemplazar a
las células ya envejecidas o muertas, y mantener asi la integridad y el correcto
funcionamiento de los distintos 6rganos. Este proceso esta regulado por una
serie de mecanismos que indican a la célula cuando comenzar a dividirse y
cuando permanecer estable. Cuando estos mecanismos se alteran en una
célula, ésta y sus descendientes inician una divisién incontrolada que con el
tiempo dara lugar a un tumor o nédulo. Si estas células, ademas de crecer sin
control, adquieren la facultad de invadir tejidos y o6rganos de alrededor
(infiltraciébn) y de trasladarse y proliferar a otras partes del organismo
(metéastasis) se denomina tumor maligno, que es a lo que llamamos cancer.
Cuando las células tumorales, con capacidad de invadir los tejidos sanos de
alrededor y de alcanzar 6rganos alejados e implantarse en ellos, estan
ubicadas en el colon o recto, hablamos de cancer colorrectal.
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3.2.3. FACTORES DE RIESGO EN CANCER COLORRECTAL

En el desarrollo del cancer colorrectal intervienen diversos factores,
desde la predisposicion genética de cada individuo hasta factores ambientales.
Se han descrito diferentes enfermedades hereditarias asociadas a un mayor
riesgo de padecer cancer colorrectal, sin embargo el 90% de los tumores
colorrectales son de origen esporéadico.

Los principales factores de riesgo para la aparicion de tumores
colorrectales esporadicos aparecen reflejados en la tabla 2. Principalmente son
factores ambientales, estrechamente relacionados con el estilo de vida
desarrollado en los paises occidentales, entre los que se incluye la avanzada
edad. El estilo de vida occidental caracterizado por un ritmo de vida sedentaria
también ha sido reconocido como un factor de riesgo en este tipo de tumores.
Habitos téxicos, como el tabaco o el exceso de consumo de alcohol, han sido
descritos como factores de riesgo en la mayoria de los tumores. Aunque los
resultados no son muy consistentes, se ha informado del consumo de alcohol
como posible factor de riesgo y en concreto el consumo de cerveza(Sharpe et
al.,, 2002). Recientemente, varios estudios prospectivos han demostrado la
asociacion de consumo de carnes, especialmente rojas, grasas animales y la
obesidad, con un mayor riesgo de desarrollar un tumor colorrectal. También se
ha relacionado el mecanismo patogénico de las bacterias intestinales sobre los
acidos biliares y grasas produciendo sustancias carcindogenas. Enfermedades
del intestino grueso como el Crohn o la colitis ulcerosa también son factores de
riesgo en cancer colorrectal(Weitz et al., 2005).

Por otro lado, se han referido como factores protectores consumo de
dietas ricas en fibra, calcio, aspirina, vitamina D, acido folico vy
selenio(Meyerhardt et al., 2007;Winawer, 1990).

Tabla 2: Factores de riesgo en cancer colorrectal. Adaptado de Weitz, J. 2005.

FACTORES DE RIESGO EN CANCER COLORRECTAL

-Anastomosis ureterocolica -Colecistectomia

-Colitis Ulcerosa -Diabetes melitus

-Dieta baja en fibra, folato y calcio -Dieta rica en carnes y grasas
-Edad avanzada -Elevado consumo de alcohol
-Enfermedad de Crohn -Estilo de vida sedentario
-Irradiacion previa -Obesidad

-Sexo masculino -Tabaquismo

-F. hormonales: multipara, edad tardia del primer embarazo, menopausia
temprana.
-Trabajos peligrosos para la salud: exposicién a asbestos
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3.2.4. TIPOS DE CANCER COLORRECTAL

La forma de cancer colorrectal mas frecuente es el de tipo esporadico
(70-85%) existiendo casos con componentes hereditarios familiares (30-15%).
Dentro de los tumores colorrectales hereditarios destacan los tumores
asociados a sindromes hereditarios autosdomicos dominantes (6-5%), la
poliposis adenomatosa familiar (PAF) (1%) y el cancer colorrectal hereditario
no-polipésico (HNPCC) (5%)(Gatalica and Torlakovic, 2008).

PAF; 1 _Sindromes raros;
HNPCC; 5 0,1

Hereditario;

17,5 m Esporadico

m Hereditario
HNPCC
m PAF

m Sindromes raros

Figura 2: Distribucion de los subtipos de cancer colorrectal en la poblacion.

3.2.5. CARCINOGENESIS COLORRECTAL

Los tumores aparecen por cambios genéticos o epigenéticos, que pueden
dar lugar a la expresién de un oncogén o inactivaciéon de un gen supresor de
tumores(Bodmer et al., 1994). La mayoria de los tumores colorrectales
aparecen sobre un pdlipo existente en la mucosa del colon o recto, que por
diversas circunstancias evoluciona a tumor maligno. Este tumor maligno, puede
crecer de tres maneras(Fearon and Vogelstein, 1990):

» Crecimiento local : se produce principalmente al crecer en profundidad
invadiendo todas las capas que forman la pared del tubo digestivo, es
decir, crece desde la mucosa hasta la serosa pasando por la capas
submucosa y muscular. Una vez que el tumor traspasa toda la pared del
intestino puede invadir cualquier 6érgano contenido en el abdomen. Los
tumores rectales, pueden afectar la vejiga, la prostata o la vagina
(dependiendo del sexo), el hueso sacro y la grasa que le rodea.

» Diseminacion linfatica__: El colon posee una rica red de vasos linfaticos
gue permiten el drenaje de la linfa a multiples regiones ganglionares. La
diseminacion por esta via se realiza de forma ordenada, afectando
primero a los ganglios mas proximos y, posteriormente, a los mas
alejados.
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e Diseminacion _hematogena : Las células tumorales pasan al torrente
circulatorio y a través de la sangre se diseminan preferentemente hacia
el higado, pulmén, hueso y cerebro.

El adenoma es una neoplasia benigna que tiene lugar en las criptas
colonicas, caracterizada por una actividad mitética continua, donde las células
no se diferencian, de manera que el compartimiento proliferativo puede llegar a
ocupar la cripta completa. Por su parte, dentro de los tipos histolégicos de
CCR, los adenocarcinomas son los mas frecuentes, y se pueden clasificar en
tres grados: bien diferenciados, moderadamente diferenciados y pobremente
diferenciados. La secuencia adenoma-carcinoma se caracteriza por la
acumulacion de multiples mutaciones que afectan a tres tipos diferentes de
genes(Kinzler and Vogelstein, 1996) (figura 3). Estos genes pueden ser:

» Proto-oncogenes: cuya funcion es regular positivamente la proliferacion
celular y cuya activacion constitutiva promueve la transformacion
tumoral.

* Genes supresores tumorales: regulan negativamente la proliferacion
celular y cuya pérdida de funcién también promueve la carcinogénesis.

» Genes reparadores del DNA: responsables de corregir los errores
producidos durante la replicacion del DNA y reparar las alteraciones
inducidas en esta molécula por agentes mutagénicos externos
(radiaciones UV, agentes quimicos, etc...).

— —_— — —_
EPITELIO EPITELIO ADENOMA ADENOMA T
NORMAL HIPERPROLIFERATIVO INICIAL TARDIO DE
COLON
mutaci 6n APC mutaci 6 n k-RAS Perdida del a. 18q

Sobreexpresi6n
Ccox2 mutaciéon p53

Figura 3. Representacion de la carcinogénesis colorrectal, con la secuencia
de alteraciones que tienen lugar en la mucosa del colon y que conllevan a la
formacioén del tumor. Los CCR se desarrollan a través de etapas bien definidas a
nivel histolégico que van desde lesiones en la cripta del colon a través de la
formacion de pdlipos o adenomas hasta manifestar el cancer. Adaptado de
Kinzler, K. 1996.
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3.2.6. CLASIFICACION DE TUMORES COLORRECTALES

Para poder determinar el tratamiento mas adecuado y el prondstico de pacientes
en el cancer colorrectal, es importante clasificar el tumor, es decir, determinar en
qué fase se encuentra. Para ello se realiza una estadificacion del tumor en base a
el tamafio del tumor y su extension, saber si el tumor se ha diseminado. Los
sistemas de estadificacién para el cancer han evolucionado desde su origen, en
funcion de los nuevos conocimientos que se han ido adquiriendo(Quirke et al.,
2007).

Existen diversas clasificaciones aunque la mas utilizada es la clasificacion
original de Dukes, modificada posteriormente por Astler y Coller. Sin embargo, el
sistema de clasificacibn TNM (Tumor, Node, Metastasis Stage Grouping), método
de clasificacion de tumores establecido por la AJCC (American Joint Committee
on Cancer) en colaboracion con la UICC (Union Internacional Contra Cancer) es
mas correcto aunque, es bastante mas complejo. Tiene en cuenta el nimero de
ganglios afectos, factor prondstico de gran importancia(Nelson et al., 2001).

» Clasificacion de Dukes modificada __: en esta clasificacion se utilizan las

letras que van desde la A hasta la D.

o Estadio A: lesion limitada a la mucosa, sin afectacion ganglionar.

o Estadio B1: el tumor afecta a parte de la pared del colon o recto, sin
atravesarla ni afectar ganglios.

o Estadio B2: afecta a toda la pared sin invasién ganglionar.

o Estadio C: la enfermedad puede afectar a parte o a toda la pared, con
afectacion ganglionar.

o Estadio D: existe afectacion de otros 6érganos alejados.

» Clasificacion TNM : en esta clasificacion se utilizan numeros romanos del

Oallv.

o Estadio 0 o carcinoma in situ: es la fase mas temprana del cancer de
colon o recto. Las células tumorales se encuentran situadas en la parte
mas superficial de la mucosa y en ningun caso la traspasa. No afecta a
ganglios linfaticos (GL).

o Estadio I: el tumor afecta a la pared del colon o recto sin traspasar la
capa muscular. No existe afectacion de ganglios linfaticos.

o Estadio Il: el tumor ha infiltrado todas las capas de la pared del colon o
recto. Puede invadir los 6rganos de alrededor. No se aprecia
afectacion ganglionar.

o Estadio lll: el cancer ha invadido a los 6rganos mas proximos y afecta
los ganglios linfaticos.

o Estadio IV: el cancer se ha diseminado afectando a 6rganos alejados
del colon o recto como higado, pulmon o huesos.
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w7 Se disemina a otros 6rganos

Figura 4. Representacién de la casificacion de los estadios tumorales En los
estadios 0, | y Il el tumor esté localizado y no hay afectacién ganglionar ni metastasis.
En el estadio Ill no hay metéastasis pero si afectacion ganglionar. En el estadio IV la
enfermedad esta diseminada, presencia de metastasis.

Tabla 3: Prondstico en cancer colorrectal

ESTADIO | SUPERVIVENCIA A LOS 5 ANOS

0 95-100%
I 80-90%
Il 50-75%
[ 25-45%
v <5%

El modelo TNM de clasificacion de tumores colorrectales ha sido
criticado en diversas ocasiones, por lo que esta clasificacion se ha ido
modificando, con el objetivo de obtener un método de clasificacion de pacientes
reproducible y eficaz. Un ejemplo de las modificaciones es el analisis de un
minimo de 12 ganglios linfaticos de la zona afectada para realizar una
clasificacion més adecuada(Nelson et al., 2001). Las modificaciones han dado
lugar a un nuevo sistema de clasificacion de los tumores reflejado en la tabla 4.
La tabla 5 muestra la equivalencia entre la clasificacion de Dukes modificada y
la clasificacion TNM para el cancer colorrectal.
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Tabla 4: Clasificacion TNM de tumores colorrectales. (GL = ganglio linfatico)

! (|an|trac_|on Qel {imor N (invasion de GL) M (metéstasis a distancia)
primario)

Nx: no se puede valorar

-Tx: no se puede valorar
-TO: no hay tumor primario
-Tis: in situ (intraepitelial o
laminar)

-T1: capa submucosa

-T2: capa muscular propia
-T3: capa subserosa

-T4: otros 6rganos

- Mx: no se puede valorar

NO: no hay GL afectados

- MO: no hay metastasis a

N1: 1-3 GL afectados distancia
N2: més de 4 GL - ML1: hay metastasis a
afectados distancia

Tabla 5: Equivalencia entre clasificacion de Dukes modificada y TNM colorrectal

ESTADIO TNM

20

Estadio O Tis NO MO
T1 NO MO
T2 NO MO

Etadio |

T3 NO MO
Estadio Il

T4 NO MO

T2 N1-2 MO
Estadio Il T3-4 N1-2 MO

T4 N1-2 MO
Estadio IV M1

DUKES MODIFICADA

A
A
Bl

B2

B3

C1
Cc2
C3

Tumor limitado a la mucosa.
Tumor no atraviesa la pared. GL negativos.

Extension microscopica mas alla de la pared
intestinal. GL negativos.

Extensién macroscépica mas alla de la pared
intestinal. GL negativos.

El tumor no atraviesa la pared. GL positivos.
Estadio B2 + GL positivos.
Estadio B3 + GL positivos.

Metastasis a distancia.

3.2.7. TRATAMIENTOS EN CANCER COLORRECTAL

Los tratamientos mas frecuentemente empleados en el cancer
colorrectal son la cirugia, la radioterapia y la quimioterapia.

Cirugia: La cirugia suele ser el tratamiento mas importante y el primero en
llevarse a cabo en la mayoria de los tumores de colon y recto. El tipo de
cirugia que se puede aplicar en el cancer colorrectal, varia en funcion de
su localizacion y de la extension a ganglios y/u 6rganos vecinos. La
cirugia suele ser el principal tratamiento local para el cancer de colon. La
técnica consiste en la extirpacion del segmento del colon en el que se
asienta el tumor, asi como un tramo de tejido normal a cada lado de la
lesion y los ganglios linfaticos correspondientes. Posteriormente, se unen
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los extremos del colon para restablecer la continuidad del tubo digestivo y
mantener su funcion intacta.

Radioterapia: La radioterapia es el empleo de radiaciones ionizantes para
el tratamiento, local o locorregional, de determinados tumores que
emplea rayos X con altas dosis de irradiacion. Su objetivo es destruir las
células tumorales causando el menor dafio posible a los tejidos sanos que
rodean dicho tumor. La radioterapia puede utilizarse de manera
preoperatoria y en pacientes con enfermedad recurrente. Los potenciales
beneficios de la radiacion preoperatoria se aplican a la respuesta del
tumor y tejido normal:

o Reducir el tamafio tumoral puede facilitar la reseccion y aumentar la
probabilidad de una cirugia conservadora de esfinter anal.

o Ademas, radiar un tejido sin cirugia previa y por tanto, mejor
oxigenado, puede resultar en mayor sensibilidad a la radioterapia.

0 Se evita radiar intestino delgado que podria quedar adherido tras la
manipulacion quirdrgica a estructuras pélvicas.

Quimioterapia: La quimioterapia es una de las modalidades terapéuticas
mas empleada en el tratamiento del cancer. Su objetivo es destruir,
empleando una gran variedad de farmacos, las células que componen el
tumor con el fin de lograr la reduccion o desaparicion de la enfermedad. A
los farmacos empleados en este tipo de tratamiento se les denomina
farmacos antineoplasicos o quimioterapicos. Estos farmacos llegan a
practicamente todos los tejidos del organismo y ahi es donde ejercen su
accion tanto sobre las células malignas como sobre las sanas. Debido a la
accion de los medicamentos sobre éstas Ultimas, pueden aparecer una
serie de sintomas mas o menos intensos y generalmente transitorios
denominados efectos secundarios. En cuanto a los quimioterapeuticos
mas utilizados en céncer colorrectal podemos destacar oxaliplatino,
antimetabolitos como 5-fluorouracilo y capecitabina, agentes inhibidores
de la topoisomerasa y agentes de diana molecular.

o0 Oxaliplatino: Pertenece a una clase Unica e importante dentro de los
farmacos antitumorales, con un impacto significativo en el tratamiento
de una amplia variedad de tumores sélidos. Este farmaco tiene una
marcada eficacia en el cancer colorrectal. Se puede administrar en
combinacién con otros muchos agentes antineoplasicos, inhibidores de
la topoisomerasa I, inhibidores de timidilato sintetasa y taxanos(Carrato
et al.,, 2002). El mecanismo de accion de oxaliplatino ejerce sus
efectos mediante la formaciébn de aductos de ADN. Los datos
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preclinicos indican que los aductos de ADN-platino que origina
oxaliplatino podrian ser los uUnicos responsables de su actividad
citotoxica. Sin embargo, la estructura tridimensional de los aductos de
ADN vy las respuestas biolégicas son distintas a las obtenidas con otros
platinos. Las proteinas MMR no son capaces de reconocer los aductos
ADN-oxaliplatino, lo que podria ser la causa de que oxaliplatino sea el
Unico analogo de platino que ha demostrado actividad como agente
unico en el cancer colorrectal.

Antimetabolitos: son agentes quimioterapicos que compiten con los
nucleosidos fisiolégicos, interaccionando con varias dianas
intracelulares dando lugar a efectos citotoxicos. Es una familia con
varios grupos entre lo que destacan: analogos de purinas, analogos de
pirimidinas, fluoropirimidinas y nucleobases analogas de hipoxantina.
Tienen globalmente un triple mecanismo de accién a través de la
incorporacion vy alteracién de las macromoléculas de ADN y ARN, por
interferencia con las enzimas implicadas en la sintesis de acidos
nucleicos o por modificacion del metabolismo de los nucledsidos
fisioldgicos. Poseen asi mismo algunas caracteristicas comunes como
grupo, suelen ser moléculas que precisan transportadores especificos
de membrana para pasar al espacio intracelular y una vez en el
citoplasma se activan mediante una serie de reacciones que retienen
en la célula los residuos de los nucleédtidos transformandose en
derivados activos fosfato(Galmarini et al., 2002).

» 5-Fluorouracilo: Se ha demostrado util en cancer colorrectal,
tanto en el enfoque adyuvante como metastasico. Especifico
de la fase S del ciclo celular. Para ejercer su accién precisa la
activacion intracelular de la molécula mediante una cadena de
reacciones que conducen a la formacion de FAUMP, su
metabolito activo, en la que participan enzimas claves como la
TP y la timidina quinasa. En presencia de folatos reducidos se
une la PS formando un complejo estable mediante enlace
covalente, e inhibe la sintesis de dTMP o timidina, interfiriendo
en la sintesis y reparaciéon del ADN. El estrés genotoxico
derivado de la inhibicion de la TS puede también activar
mecanismos apoptoticos. Hay otros mecanismos de accion
complementarios al anterior y responsables del efecto
citotoxico del 5-FU: el 5-FUTP, metabolito del 5-FU que
mimetiza al UTP es reconocido por ARN polimerasas
incorporandose al ARN, conduciendo a alteraciones en su
procesamiento y traduccion; la incorporacion del metabolito
FAUTP al ADN da lugar a la inhibicion de su sintesis y funcion,
finalmente la incorporacion de azucares 5-FUDP a las
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membranas altera su estructura en las células tratadas con 5-
FU.

o Capecitabina: Ha mostrado su eficacia principalmente en cancer
colorrectal tanto en enfoque adyuvante como metastasico en
monoterapia o0 combinacién. Tras el 5-FU se han desarrollado nuevas
fluoropirimidinas orales que permiten una mayor facilidad de
administracion y un mejor perfil farmacocinético. Se trata de un
profarmaco del 5-FU en forma de fluoropirimidina carbamato, que
requiere un proceso bioquimico de activacién. Remedia la infusion
continua de 5-FU, generdndolo preferentemente a nivel tumoral dada
la alta concentracion de TP en tejido tumoral. Se metaboliza en el
higado por la carboxiesterasa a 5-DFCR y posteriormente a 5-DFUR
por las citidinas deaminasas. El paso final clave de la selectividad del
farmaco es el paso a 5-FU por la TP en células tumorales. A partir de
aqui su mecanismo de accion es superponible al del 5-FU, con la
diferencia en la concentracion de antimetabolito activo tras la
administracion oral. Capecitabina logra aumentar su actividad,
disminuyendo la concentracion en tejidos sanos y la toxicidad
sistémica asociada(Budman, 2000).

o0 Agentes inhibidores de la topoisomerasa: los inhibidores de la
topoisomerasa | son derivados hidrosolubles semisintéticos de la
camptotecina, un alcaloide citotoxico extraido de la planta
Camptotheca acuminata. La topoisomerasa | es una enzima implicada
directamente en la replicacion del ADN, que libera a las cadenas de la
tension torsional generada por el avance de la horquilla de replicacion
y permite la continuacion del proceso de replicacion.

= Irinotecan (CPT-11): Irinotecan y principalmente su metabolito
activo, el SN-38, actuan uniéndose al complejo topoisomerasa
[-ADN; esta unién induce lesiones en las cadenas simples de
ADN, produciendo el bloqueo de la replicacién del ADN vy la
muerte celular. Su actividad citotoxica esta en funcién del
tiempo, es especifica de la fase S y precisa de la expresion de
topoisomerasa | en las células tumorales.

0 Agentes de diana molecular: En los ultimos afios se han incorporado al
arsenal terapéutico antineoplasico nuevos farmacos, principalmente
agentes de diana molecular, cuyas indicaciones se van ampliando
periodicamente, asi como las de los algunos farmacos ya conocidos.
En cancer colorrectal destacan Bevacizumab, Cetuximab.
Trastuzumab, Panitumumab y Sunitinib.
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3.3 CELULAS TUMORALES CIRCULANTES

3.3.1. ENFERMEDAD RESIDUAL

La enfermedad minima residual es la presencia de minimas cantidades
de células tumorales en pacientes, no detectables con técnicas
convencionales, como puede ser la radiologia. De esta manera, pacientes que
han sido intervenidos y tratados de un tumor y que en principio, estan curados
en base a las pruebas radiologicas, pueden desarrollar una recaida o
metastasis debido a la enfermedad minima residual. El origen de Ila
enfermedad minima residual parece estar relacionado con la presencia de una
subpoblacién celular dentro del tumor, con propiedades de resistencia, que son
molecular y fenotipicamente distintitas. Estas células se conocen con el nombre
de células madre tumorales (CMCs)(Ricci-Vitiani et al., 2007). Los datos de
incidencia en cancer colorrectal son muy elevados, y lo sitian en la segunda
causa de muerte por cancer, siendo la recidiva la principal causa de muerte. La
recidiva es la aparicion de células tumorales procedentes del tumor primario en
cualquier parte del organismo tras completar los tratamientos radicales
adecuados. La explicacibn mas razonable de que esto ocurra estad en la
presencia de enfermedad minima residual microscopica. Por ello, es necesario
identificar a los pacientes en riesgo de recidiva. Los principales factores
relacionados con el desarrollo de una recidiva son la estadificacion
(penetracion en la pared y ganglios linfaticos afectados), tamafio y grado de
diferenciacion del tumor. Por lo tanto, la frecuencia de recidivas es
directamente proporcional al estadio de la lesion, siendo mas frecuente en
estadios avanzados y pobremente diferenciados(Church et al., 2003).

Aproximadamente, entre el 30% y el 50% de los enfermos de carcinoma
colorrectal recaeran tras afos de recibir el tratamiento adecuado y moriran
debido a la enfermedad. Asi, la diseminacion microscopica de la enfermedad
tiene lugar en muchos pacientes al diagndstico(Moertel et al., 1990;Saltz and
Minsky, 2002). Por este motivo, es muy importante poner en practica diferentes
pruebas capaces de detectar la enfermedad minima residual, como por ejemplo
la citometria de flujo, que nos permite detectar células tumorales circulantes en
sangre (CTCs).

3.3.2. DETECCION DE CELULAS TUMORALES CIRCULANTES

La deteccion de CTCs de pacientes es una potencial estrategia aunque,
es una tarea compleja debido al bajo nimero de CTCs circulantes en sangre.
La presencia de CTCs en sangre periférica de pacientes con CCR ha sido
destacada. En la actualidad existen dos métodos para identificar CTCs en
sangre periférica, por un lado se encuentran las técnicas moleculares (RT-
PCR) y por otro lado, las técnicas celulares de separacidon magnética y/o
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citometria. Las técnicas moleculares se basan en la identificacion de cDNA del
tumor asociado a citoqueratinas (CK 207) o el antigeno carcinoembrionario
(CEA)(Wharton et al., 1999). Aunque las técnicas moleculares permiten la
deteccion de una célula epitelial en 1mL de sangre, no permiten el aislamiento
y caracterizacion de la célula. Sin embargo, las técnicas de separaciéon
magnética pueden conseguir el aislamiento y caracterizacion de las CTCs
mejorando la sensibilidad y especificidad de la técnica. Mediante esta
tecnologia, las muestras de sangre periférica son incubadas con particulas
magneéticas unidas covalentemente a anticuerpos que nos permiten detectar la
proteina EpCAM. La proteina EpCAM permite detectar células epiteliales, por lo
gue no se expresa en sangre. Posteriormente estas células son separadas
magnéticamente. Las células separadas pueden ser numeradas y controladas
por citometria de flujo y microscopia de fluorescencia. Un nuevo sistema de
busqueda celular se ha disefiado para detectar las células tumorales en la
sangre periférica que expresan la proteina EpCAM vy citoqueratinas, este
sistema CellSearch de Veridex, es hasta ahora, el Unico método de deteccion
de CTCs aprobado por la FDA (Food and Drug Administration)(Allard et al.,
2004). Este sistema tiene como objetivo la estandarizacion de los resultados y
un aumento de la precisién de la técnica. La relacion de la deteccion de CTC
con el aumento de riesgo de recidiva y la disminucion de la supervivencia, es
decir, su utilidad como factor prondstico, esta siendo ampliamente estudiada.
Los resultados son prometedores pero su utilidad en la clinica sigue siendo
cuestionada. A pesar de estar aprobada por la FDA, la Asociacion Americana
de Oncologia Clinica (ASCO) no la recomienda como factor pronostico de
utilidad en casos de tumores poco avanzados mientras que, para tumores
metastaticos si lo recomienda como factor indicador de progresion de la
enfermedad. La utilidad clinica de la deteccion de CTCs fue mostrada por
primera vez en un estudio con pacientes de metastdsicas de cancer de
mama(Allard et al., 2004;Cristofanilli et al., 2004). Posteriormente, numerosos
estudios han demostrado su significacion en el pronéstico de la enfermedad en
cancer colorrectal(Cohen et al., 2006;Kuboki et al., 2013) , prostata(Shaffer et
al., 2007), pulmon(Tanaka et al., 2009) y gastrico. Cohen y colaboradores
demostraron en 2008 que el numero de CTCs antes y durante el tratamiento es
un factor prondstico independiente de supervivencia libre de enfermedad (SLE)
y supervivencia total (ST) en pacientes con carcinoma colorrectal
avanzado(Cohen et al.,, 2008). La deteccibn de mas de 3 CTCs antes y
después de iniciar un nuevo tratamiento fue asociada con una menor media de
SLE y ST. Por lo tanto, la deteccion de CTCs puede servir como un factor
prondstico y predictivo en pacientes con neoplasia colorrectal.
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3.3.3. LA PROTEINA EPCAM

EpCAM (Epithelial Cell Adhesion Molecule o CD326) pertenece a la
familia de las proteinas CAM. Las CAMs son glicoproteinas ubicadas en la
superficie celular que constituyen receptores celulares, aunque también se
encuentran en la matriz tisular, y mediante las cuales se efectian las
interacciones especificas célula-célula y célula-matriz. Estas glicoproteinas
tienen en un extremo un grupo carboxilo, el llamado carboxi-terminal, que se
encuentra fijo en el citoplasma y en el cito-esqueleto. Inmediatamente después
del carboxi-terminal se encuentra la region transmembrana, que atraviesa la
membrana celular. El resto de la glicoproteina se ubica extracelularmente y
termina en un grupo amino, el amino-terminal, que da la especificidad a la
molécula para unirse a otras CAMs. Dentro de esta familia se han identificado
cuatro subfamilias que incluyen la familia de las cadherinas, la familia de las
selectinas, la familia de las integrinas, la familia de las Ig-CAM (cadherinas
similares a inmunoglobulinas). Sin embargo, existen proteinas que no
comparten el mismo patrén estructural de ninguna de estas familias. El ejemplo
mas representativo de ello es la proteina EpCAM(Baeuerle and Gires, 2007).
La proteina EpCAM es una proteina de membrana tipo I, formada por 314
aminoacidos y de unos 30-40 KDa. La estructura de la proteina ha sido
revisada, ya que presenta dominios tiroglobulinas y tipo EFG, de aspecto
similar que fueron confundidos. La parte extracelular estd formada por la
secuencia sefal, dos dominios tipo EFG (Epidermal Growth Factor), un dominio
tiroglobulina y un dominio pobre en cisteinas. La parte intracelular de la
proteina esta formada por un dominio NPXY de internalizacion y varios sitios de
unién a actinina (figura 5).
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Figura 5: Modificacion de la
estructura de Epcam. El modelo
inicial (A) fue modificado (B)
debido a la confusién producida
entre el dominio tiroglobulina y
un dominio tipo EGF. Modificado
de Baeuerle, 2007.
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La proteina EpCAM fue descrita, hace unos 35 afios, como el primer
antigeno tumoral en tejido de carcinoma de colon, mediante la utilizacion de
anticuerpos monoclonales, en concreto por el anticuerpo 17-1A(Koprowski et
al., 1979). Inicialmente, se propuso que la proteina EpCAM era una proteina de
adhesion intercelular. Sin embargo, estudios posteriores revelaron que esta
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proteina estaba implicada en una multitud de funciones celulares, incluyendo
procesos tan diversos como la sefializacion, la migracion, la proliferacion y la
diferenciacion celular. La expresion celular de EpCAM, en realidad, evita la
adhesién entre células.

EpCAM comienza a expresarse en las primeras etapas del desarrollo,
mas concretamente en los oocitos fertilizados, asi como en el estadio de dos
células de la mérula. Durante el desarrollo embrionario, EpCAM se localiza
tanto en precursores epiteliales, como en células que todavia no se han
determinado. En etapas posteriores del desarrollo epitelial, EpCAM adquiere
una expresion estrictamente epitelial, aunque no se expresa en ceélulas que
estan diferenciadas terminalmente (Trzpis et al.,, 2007). En el adulto, cabe
destacar su expresion en células de colon, pancreas, pulmén, conductos
biliares, asi como en células del epitelio mamario. En tejido sano, EpCAM
parece estar acomplejado con otras proteinas, llamadas tetraspaninas, que lo
hacen dificilmente detectable (Schmidt et al., 2004).

EpCAM se suele sobrexpresar en tumores derivados de tejidos
epiteliales, y aparece ausente en aquellos tumores de origen mesodérmico y
ectodérmico, como lo tumores neurogénicos, los sarcomas, los melanomas y
los linfomas (Munz et al., 2004;0sta et al., 2004). Generalmente, la
sobreexpresion tumoral de EpCAM le libera de las uniones con las
tetraspaninas, exponiéndole en la superficie de las células tumorales. Esta
sobreexpresion de EpCAM se relaciona con una menor supervivencia de los
pacientes neoplasicos. Se ha postulado que EpCAM podria comportarse como
un oncogen que induciria la proliferacion celular, regulando positivamente la
expresion de las ciclinas A y E, asi como el oncogen c-myc. ElI dominio
intracelular es necesario y suficiente para generar una transduccién de senal,
que finalmente, activa a estas proteinas. Asi mismo, el silenciamiento de
EpCAM disminuye la proliferacion y el metabolismo tumoral, asi como la
migracion e invasividad de las células trasformadas(Dalerba et al., 2007;Lugli et
al., 2010).

EpCAM es el Unico marcador de este estudio validado en clinica. La
identificacion y cuantificacion de células tumorales en sangre periférica puede
ser de utlidad por constituir una evidencia inicial del proceso de
metastatizacion y constituir un marcador de riesgo de recidiva tumoral. Un
nuevo sistema de busqueda celular (Veridex) se ha disefiado para detectar las
células tumorales en la sangre periférica que expresan la proteina EpCAM y
otros marcadores tumorales como las citoqueratinas(Allard et al., 2004).
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3.4 CELULAS MADRE TUMORALES

3.4.1. PROPIEDADES DE LAS CELULAS MADRE TUMORALES

Las células madre tumorales presentan caracteristicas generales de las
células madre sanas muy importantes: la quiescencia, la autorrenovacion, la
division asimétrica, la regulacion por las vias de sefializacion Wnt, Notch y
Sonic Hedgehog (Shh), y la resistencia a farmacos y toxicos(Reya et al., 2001).

Quiescencia : La quiescencia es el estado indiferenciado de la célula que le
permite mantener la capacidad de division, aun estando fuera del ciclo celular,
en fase GO. Este estado se define como un detenimiento temporal del ciclo
celular con bajada del metabolismo sin pérdida de las capacidades de
replicacion (Reynolds and Weiss, 1992), por ello, se dice que las células madre
somaticas realizan ciclos lentos de division, permaneciendo quiescentes en los
diferentes 6rganos y tejidos durante gran parte de la vida del individuo(Cheng
et al., 2000).

Autorrenovacion:  es la capacidad que tiene una célula de dar origen al menos
a otra célula hija con caracteristicas idénticas a las suyas, es decir, es la
capacidad de pasar por multiples ciclos de division celular manteniendo su
estado indiferenciado. La autorrenovacion se consigue mediante division
asimétrica de la célula madre, de la que surgen una célula exactamente igual a
la original, y otra con determinantes especificos, que le confieren mayor
capacidad de division y que dara lugar a una gran progenie celular. Esta
caracteristica de autorrenovacion es crucial para el mantenimiento de la
poblacién de células madre y asi persistir durante toda la vida del organismo.
Todas las células madre deben autorrenovarse y llegar a un equilibrio entre la
autorrenovacion y la diferenciacion(Reya et al., 2001). Una caracteristica de la
autorrenovacion es el alargamiento de los telomeros después de la division
celular(Huntly and Gilliland, 2005).

En un estudio realizado por Till, J. E. y colaboradores, se realizd un
ensayo que se llevo a cabo in vivo en ratones irradiados letalmente, en los que
tras la inyeccidn intravenosa de células hematopoyéticas, tiene lugar la
aparicion de nddulos en el bazo, en namero proporcional al nimero de células
inyectadas(Till and McCulloch, 1961). El analisis de estas colonias mostré que
eran clonales, es decir, procedian de la multiplicacion de una sola célula con un
alto potencial proliferativo, que contenian células pertenecientes a todas las
lineas de diferenciacion hematopoyética, y que si eran reinyectadas en ratones
secundarios, algunas de estas células daban lugar a nuevas colonias en el
bazo de los receptores, confirmandose su capacidad de
autorrenovacion(SIMINOVITCH et al., 1963).
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Division _asimétrica_: Para asegurar la autorrenovacion, las células madre se
someten a dos tipos de division celular: divisiones simétricas, que crean dos
células hijas idénticas, ambas dotadas con las caracteristicas de la célula
madre, y por otro lado, las células madre realizan un tipo de division mitética
especial conocida como divisién asimétrica (Rebollo et al., 2007). En este tipo
de division mitoética la célula madre se divide dando lugar a otra célula madre
gue mantiene las caracteristicas idénticas a las de la célula de origen y, por lo
tanto, es capaz de repetir esta pauta de division asimétrica reiteradamente; y a
otra célula hija que dara lugar a toda la progenie o linaje de un tejido, es decir,
dara lugar a los progenitores de rapida amplificacion. Los progenitores pierden
la capacidad de dividirse asimétricamente con cada division, de
autorrenovarse, por lo que los progenitores se van diferenciando
progresivamente hasta ser células totalmente diferenciadas, probablemente
debido al descenso de la actividad de la telomerasa(Clarke, 2005). Estas
células madre, con capacidad de diferenciacion restringida, que solo pueden
diferenciarse en las diversas clases de células que componen un tejido (por
ejemplo, las células madre hematopoyéticas sélo pueden producir la variedad
de linajes que forman el sistema hematopoyético), se clasifican como células
madre multipotenciales. Este es el caso de la célula madre adulta.
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Mediante estudios en Drosophila melanogaster genéticamente
modificadas se ha podido observar que la mayoria de las células animales
tienen dos centrosomas antes de dividirse y su posicion dictamina la
orientacion de la division. En las células que se dividen simétricamente (dando
lugar a dos células equivalentes) los dos centrosomas de cada célula son
practicamente idénticos entre si. En el caso de la division asimétrica los dos
centrosomas de las células madre analizadas son radicalmente diferentes. Uno
de ellos permanece fijo en una posicién definida y es muy activo durante todo
el ciclo celular, mientras que el otro se desplaza a lo largo y ancho de la célula
y se detiene y activa sélo en un lugar determinado momentos antes de la
division. La asimetria intracelular de tener dos centrosomas funcionalmente
diferentes, contribuye decisivamente a controlar la division asimétrica de las
células madre y evitar su proliferacion(Gonzalez, 2008). Estudios diferentes
realizados con Drosophila melanogaster han mostrado que aberraciones en la
division celular asimétrica, causadas por mutaciones en los genes que
controlan la polaridad (aps, mira, numb, pros), incrementa la frecuencia de
autorrenovacion y es la responsable de la conversién de neuroblastos sanos a
su forma similar en neuroblastoma, por lo que los genes controladores de la
polaridad de la division celular juegan un importante papel en la
carcinogénesis(Guo et al., 2006).

Figura 7: Cuatro fases del ciclo de division de una célula
madre. (Foto: IRB Barcelona, Laboratorio de Division
Celulary).

La division asimétrica permite la generacién de un progenitor y de una
célula madre. Sin embargo, en los ultimos afios se ha postulado una hipoétesis,
todavia sin confirmar, que propone la division simétrica como alternativa a la
division asimétrica, en aquellos casos en que Se necesite una pronta
recuperacion de la poblacién de células madre (Boman et al.,, 2007;Morrison
and Kimble, 2006).
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Vias de seializacion : Como vias de sefializacion implicadas en la
autorrenovacion de las células madre se han descrito, entre otras, las vias de
Wnt, Sonic Hedgehog (Shh) y Notch. Estas vias estan relacionadas con la
embriogénesis, la oncogénesis y también con la regulacion de la
autorrenovacion de las células madre. Actian de manera coordinada
fusionando las sefales intrinsecas y extrinsecas para alcanzar un correcto
equilibrio entre la autorrenovacion y la diferenciacion de las células
madre(Reya et al.,, 2001). Se ha visto que la via Notch interviene en la
activacion de la autorrenovacion de las células madre hematopoyéticas y las
células madre neurales, o al menos en el mantenimiento de la
multipotencialidad(Andreu-Agullo et al., 2009;Shen et al., 2004). Ademas de
Notch, la via de Shh también estd implicada en la regulacion de la
autorrenovacion de CMHs(Karanu et al., 2000;Zhang and Kalderon, 2001). El
papel que juegan tanto la via Notch, como la via Shh, en la autorrenovacion de
las CMHSs, tiene un especial interés para el estudio de la implicacion de éstas
vias en la regulacion de la autorrenovacion de células madre procedentes de
otros tejidos diferentes. La via Wnt esta implicada en la regulacion de la
autorrenovacion y la oncogénesis en diferentes organos(Kikuchi, 2009).
Estudios realizados en progenitores epidérmicos e intestinales sugieren que la
via de sefializacion Wnt puede contribuir a la regulacion de la autorrenovacion
de células madre-progenitores en otros tejidos. Wnt aumenta la cantidad de
células capaces de repoblar el tejido sanguineo en experimentos de trasplante
con ratones irradiados y carentes de sistema hematopoyético(Reya et al.,
2003).

La desregulacion (por hiperactivacion, por ejemplo) de las vias de
sefalizacion, tales como Notch, Shh, Wnt/- catenina, factor Bmi-1, y la familia
de genes Hox, pueden transformar las células madre a CMTs, por lo que
juegan un importante papel en la carcinogénesis. Si la alteracion de estas vias
de sefalizacion lleva a la génesis de los tumores, entonces las propias células
madre podrian ser dianas de la transformacion maligna. Ademas de las células
madre, los progenitores de rapida amplificacion tienen activadas algunas de
estas vias, y la adquisicion de mutaciones podria llevarles mas rapidamente a
la transformacion maligna, debido a la adquisicion de mecanismos de auto-
renovacion unidos a la capacidad de rapida amplificacion. Algunos ejemplos de
la relacién entre el cancer y la desregulacidon de estas vias de sefializacion son:

» La proteina Bmi-1 también es muy importante en la regulacion en los

procesos de autorrenovacion de las CM y las CMTSs.
» La desregulacion de la via Wnt se ha relacionado con fases
tempranas de cancer de colon (Figura 8).

» Alteraciones en la ruta Shh se ha relacionado con cancer de piel, y
mas recientemente con carcinoma de pancreas, gastrico, prostata y
mama (Figura 8).
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» Alteraciones en la via de Notch han sido observadas en leucemia
linfoblastica aguda, y cancer de mama (Figura 8).
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Figura 8: Vias de seiializacion reguladoras de la autorrenovacién en células madre y
tumorogénesis. La Via de sefalizacion Wnt, Shh y Notch, estan implicadas en la
autorrenovacion de las células madre de diferentes tejidos. La desregularizacion de estas vias
juega un papel importante en la carcinogénesis(Reya et al, 2001)

Resistencia : Las células madre adultas somaticas presentan una mayor
resistencia a farmacos y toxinas ya que expresan varios transportadores de la
familia ABC Trasnporter, poseen activos mecanismos de reparacion del ADN y
presentan un sistema de resistencia a la apoptosis mas activo que el resto de
células maduras(Kucia and Ratajczak, 2006). Una subpoblacion de células con
caracteristicas de célula madre puede ser identificada mediante el fenotipo
Side Population (SP), basado en la expulsion del colorante Hoechst 33342.
Goodel y colaboradores fueron los primeros en mostrar esta SP, y atribuyeron
la responsabilidad de este fenotipo al transportador ATP-binding cassette
(ABC) MDR1, pero ha resultado ser mas abundante de lo esperado segun los
porcentajes que componen la poblacion SP. Posteriormente se identificd otro
transportador ABC, Breast Resistance Protein (BCRP1/ABCG2), principal
responsable de la SP, al menos en médula 6sea. La SP ha sido identificada en
numerosos tejidos, como la glandula mamaria, musculo esquelético, pancreas,
pulmédn, retina, higado, testiculos, corazén o epidermis. La funcion fisioldgica
de estos trasportadores de membrana parece estar relacionada con la
proteccion de las célula ante agentes citotdxicos externos o compuestos
endégenos(Jonker et al., 2005).
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Figura 9. Andlisis de la poblacién SP en células madre por citometria de flujo. En la
imagen de la izquierda aparece la poblacién SP de médula 6sea, representando un 0,1%
del total de células. En la imagen de la derecha aparece la poblacion SP de la glandula
mamaria, representando un 0,22% del total de células.

El metabolismo del oxigeno, aunque es basico para la vida, produce
especies reactivas de oxigeno (ROS), que han sido implicados en diversos
procesos como cancer, enfermedades cardiovasculares y envejecimiento.
Recientemente se ha demostrado que células madre del sistema nervioso
central y del sistema hematopoyético, asi como sus progenitores tempranos,
contienen niveles de ROS mas bajos que su progenie de progenitores
comprometidos. Al igual que las células madre del sistema nervioso central y
las CMH, las células madre tumorales (CMTs) también comparten esta
propiedad(Diehn et al., 2009). Este hecho se debe a que las células madre son
capaces de producir una cantidad significativa de proteinas antioxidantes que
les protegen del estrés oxidativo, por lo que su ADN permanece protegido
frente a los dafios oxidativos que deberian causarle las radiaciones y los
farmacos quimioterapéuticos. La “Side Population” también ha sido relacionada
con cierta resistencia a las condiciones de estrés oxidativo(Armstrong et al.,
2005). En este aspecto hay dos posibles hipotesis, una de ellas propone que la
resistencia se debe a la sobreexposicién de este tipo celular a radicales libres,
por lo que sus umbrales de susceptibilidad son superiores; La otra hipotesis
plantea que los sistemas de control de radicales libres en el citoplasma de la
SP estdn mas activados que en el resto de células por lo que serian mas
eficaces en el control del dafio celular.

Plasticidad : Las células madre adultas por lo general generan los mismos
tejidos del érgano en el cual residen. Sin embargo, estudios realizados en los
Ultimos afios han demostrado que a partir de células madre de un tejido se
puede dar lugar al desarrollo de células de tejidos totalmente diferentes, esta
capacidad se conoce como plasticidad. Este es el caso de las células madres
embrionarias, procedentes de la masa interna del embrion y, capaces de dar
origen a células de las tres capas germinales que forman el organismo
completo. Sin embrago, a diferencia de las células madre adultas
multipotenciales, las células madre pluripotenciales existen solo de forma
transitoria durante el desarrollo embrionario, desapareciendo después de las
fases tempranas del desarrollo. En los ultimos afios se han investigado las
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sefiales que llevan a la reprogramacién de células hacia un estado
pluripotencial similar al embrionario, demostrandose que la expresion ectépica
en células murinas o humanas somaticas de una combinacion de genes
caracteristicos de las células madre embrionarias (Oct3/4, Sox2, c-Myc y Klf4)
pueden reprogramar células adultas diferenciadas hacia la pluripotencialidad.
Estas células pluripotenciales recién generadas, producidas artificialmente a
partir de una célula no pluripotencial mediante la introduccion de ciertos genes,
se define como células madre multipotenciales inducidas (CMPi) (figura. Sin
embargo, aunque se cree que las CMPi son idénticas a las células madre
pluripotenciales naturales en varios aspectos, tales como la expresion de
determinados genes de células madre y proteinas o patrones de metilaciéon de
la cromatina, aun se estd estudiando su relacion con las células madre
pluripotenciales naturales(Okita et al.,, 2007;Takahashi and Yamanaka,
2006;Wernig et al., 2007).

*Oct 34

*Sox2

*C-Myc*
Células maduras .Kmyc CMPi
o comprometidas

Figura 10. Células madre pluripotenciales inducidas. En los ultimos afos, diferentes estudios
han demostrado que la introduccién de una combinacién de genes en células diferenciadas o
comprometidas, les confiere propiedades pluripotenciales caracteristicas de las células
madre embrionarias. Estas células pluripotenciales producidas artificialmente se definen
como células madre pluripotenciales inducidas (CMPi). * La introduccién de c-Myc no es
necesaria para producir CMPi.

3.4.2. HIPOTESIS DE LAS CEL ULAS MADRE TUMORALES

La aparicion de los tumores puede responder a una desregulacion de la
homeostasis tisular como consecuencia de la acumulacion de mutaciones
genéticas y epigenéticos. Las alteraciones pueden afectar a todas las células
de la jerarquia celular, ya se trate de células madre, progenitores de rapida
amplificacion y/o células terminalmente diferenciadas, que adquiririan la
capacidad de proliferar indefinidamente (figura 11). Existen diferentes hipotesis
acerca del origen de los tumores. Una de ellas se basa en que las CM
presentan ciclos de division largos y se encuentran en un estado de
guiescencia, por lo qgue pueden acumular mutaciones y cambios epigenéticos,
cruciales para la iniciacion y progresion tumoral. De esta manera, las CM se
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transformarian en CMTs (figura 11). Otra hipotesis diferente asume la
existencia de una pequefia poblacion de células, similares a las células madre
embrionarias, en sangre y otros tejidos; que podrian originar las CMTs (figura
11). Otra hipétesis defiende que mutaciones en células mas diferenciadas
puede ser importante en el desarrollo de las CMTs(Reya et al., 2003) (figura
11). Los tumores podrian poseer células con caracteristicas similares a las que
poseen las células madre adultas, conocidas como células madre tumorales
(CMTs). Del mismo modo, se pueden dar fendmenos de fusion celular entre
células madre y células tumorales, asi como trans-diferenciaciones que
resultarian en la generacion de células malignas con caracteristicas similares a
las células madres (figura 11). De acuerdo con la hipotesis de las células
madre tumorales, los tumores serian tejidos complejos, donde el crecimiento y
mantenimiento desorganizado del mismo se llevaria a cabo por un pequefio
grupo de células tumorales patolégicas, con caracteristicas de célula
madre(Clarke, 2005).

El papel fundamental de las células madre en la raiz del desarrollo y
mantenimiento de la autorrenovacion tisular se ha establecido claramente en
las dltimas cuatro décadas. Sin embargo, solo recientemente, los tumores
también han comenzado a considerarse por si mismos como tejidos
organizados. A la luz de esta nueva vision del tejido neoplasico, se ha
postulado la existencia de las células madre tumorales como las células
responsables del origen, mantenimiento y propagacion de los tumores. En la
actualidad, se ha demostrado la veracidad de esta teoria para muchos tipos de
cancer del tejido hematopoyético y tumores solidos en humanos. Sin embargo,
poco se sabe aun del origen de la célula madre tumoral, a pesar de que
recientemente se ha avanzado mucho en la compresion de la biologia de las
células madre normales y los mecanismos que controlan su destino y sus
atributos de diferenciacion celular. Cada vez son mas los datos solidos que
sugieren que las vias y propiedades asociadas con la biologia de las células
madre normales son importantes para el desarrollo del cancer. Aun debe
aclararse si las células madre tumorales provienen de células madre de tejido
normal, de células progenitoras o incluso de células diferenciadas (por
adquisicién de propiedades de células madre), pero lo que se estd haciendo
evidente es que los cambios epigenéticos y genéticos en la célula tumoral de
origen y/o su microentorno son cruciales para el inicio y la progresion del
crecimiento tumoral. La compresidon de esta compleja red intrinseca y
extrinseca es fundamental para identificar, tratar y eliminar definitivamente el
cancer.
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Figura 11. Hipétesis sobre el origen del cancer. Existen diferentes tipos de tumores en
cuanto a grado de diferenciacion en funcién del tipo celular en el que se produzca la
mutacion, y por lo tanto los tumores tendran diferentes grados de proliferaciéon y
regeneracion. De esta manera, los tumores producidos por una mutacién en una célula
madre (A) o los formados por la fusiéon de una célula madre tumoral y una célula madre
(E) estaran menos diferenciados que aquellos tumores originados por una mutacién en
una célula diferenciada (D) o los derivados de las mutaciones de los progenitores(ByC).

Al igual que las CM, las CMTs presentan una marcada resistencia a la
guimioterapia, radioterapia y a la apoptosis. Guzman y colaboradores han
mostrado que células madre tumorales de leucemia son mas resistentes a la
guimioterapia que el resto de células diferenciadas(Guzman et al., 2002). De
forma similar, Matsui y colaboradores, han observado que células madre de
mieloma son muy resistentes a diferentes terapias(Jones et al., 2004). Existen
diferentes mecanismos que pueden estar involucrados en la resistencia, uno de
ellos puede ser el hecho de que la mayor parte de las CMTs se encuentren en
un estado de latencia, en fase GO, por lo que disponen de tiempo para activar
los mecanismos de reparacion y replicacion del ADN(Wicha et al., 2006). Otro
mecanismo diferente de resistencia puede ser debido a un incremento de
proteinas antiapoptoticas, las proteinas de la familia BCL-2, ya que las células
resistentes a farmacos expresan esta proteina en su membrana, e inhibidores
de la apoptosis(Al-Hajj et al., 2003). El aumento de la expresién del oncogen
bcl-2 en CMH tiene un efecto antiapoptoético(Reya et al., 2001). Ademas, hay
otras proteinas relacionadas con la quimioresistencia, como los transportadores
de membrana MDR1 y ABC.

Los tratamientos oncoldgicos convencionales, utilizados a dia de hoy, no son
selectivos, es decir, afectan tanto a las células tumorales como a las células
sanas. Ademas, son inocuos o afectan menos a células que no estan en
division celular, como es el caso de las células madre tumorales quiescentes,
por ello es necesario que los nuevos tratamiento y terapias futuras vayan
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encaminados a la eliminacién de las CMTs y no afectar al resto de células, ya
gue la eliminacion de las CMTs supone la eliminacién del tumor, asi como de
las recidivas futuras(Reya et al., 2001) (figura 12).

Farmacos
que eliminan El tumor pierde su
alas CMT & .. capacidad de formar
T ¢ nuevas células
Farmacos que eliminan \ &1
a las tumorales (.

diferentes a las CMT

Desaparicion
del tumor

—

Recidiva

Figura 12. : Implicaciones terapéuticas antineoplasicas de las CMTs. Los tratamientos
actuales se encargan de eliminar la poblacién de células tumorales, pero no incluyen a las CMTs,
ya que éstas debido a sus propiedades escapan a los efectos de los tratamientos, y por ello
vuelven a formar un tumor. Futuras terapias deberan ir encaminadas a la eliminacién de las
CMTs, de esta manera el tumor desaparecera. Adaptado de Reya T, 2001.

3.4.3. DESCUBRIMIENTO DE LAS CELULAS MADRE TUMO RALES

La investigacion con células madre tumorales se remonta a mediados
del siglo XIX, en el afio 1855, cuando Rudolf Virchow y Julius Conheim
describieron una primera hipétesis de células madre tumorales con
caracteristicas similares a las células madre. VirChow enuncia su hipotesis de
los remanentes embrionarios latentes, basandose en las similitudes
encontradas entre el desarrollo de las células fetales y algunas células
tumorales(Kucia and Ratajczak, 2006). Coheim postuld que los remanentes
embrionarios latentes, de los cuales se formaban los tumores, se perdian
durante la organogénesis. Sin embargo, la identificacion de las CMTs en
diferentes tumores fue gracias al progreso de las técnicas de la biologia
molecular. Uno de los primeros experimentos que confirmo la existencia de las
CMTs fue realizado en el afio 1960. Este estudio se realiz6 con pacientes
neoplasicos, a los que se les trasplantaron una pequefia cantidad de sus
células malignas en otras partes de su cuerpo. Los resultados de este
experimento mostraron que un pequefio porcentaje de células trasplantadas
tienen la capacidad de producir tumor. Debido a las controversias éticas
suscitadas con este tipo de experimentos, se introdujo el modelo animal en
este tipo de experimentos(Huntly and Gilliland, 2005). En el afio 1967, Fialkow
y colaboradores mostraron que ciertas células leucémicas presentaban la
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proteina G-6-PD en su superficie, y se les relacion6 con células
malignas(Fialkow et al., 1967). Gracias a la introduccion de la citometria de
flujo, se pudo avanzar enormemente en estudios de células madre tumorales,
ya que el estudio de marcadores de superficie en este tipo de células ha sido
imprescindible para su identificacion y aislamiento. En 1994, Dick J y Lapidot T
identificaron la primera CMT en muestras de pacientes con leucemia mieloide
aguda(Lapidot et al., 1994). En el afilo 1997, Bonnet y Dick describieron una
subpoblacion de células inmaduras y caracteristicas por la expresion de los
marcadores CD34 (CD34") y la ausencia del marcador CD38 (CD38) en
pacientes con leucemia mieloide aguda. Posteriormente, estas células se
aislaron y fueron trasplantadas en ratones NOD/SCID. Algunos de estos
ratones desarrollaron tumores, por lo que estos autores afirmaron que una
pequefia subpoblacion de células CD34'/CD38 son capaces de iniciar el
desarrollo tumoral(Bhatia et al., 1997).

Al-Hajj, en el afio 2003, fue el primero que describié las CMTs en cancer
de mama, encontrando que las células tumorales de este tipo de neoplasia se
caracterizan por una expresion heterogénea de marcadores. La identificacién
de estos marcadores ayudoé en la identificacién del potencial carcinogénico, es
decir, permitié distinguir aquellas células iniciadoras de tumores. Unicamente la
poblacién de células CD44"/CD24/bajo eran capaces de iniciar procesos
tumorales en ratones inmunodeprimidos (figura 13)(Al-Hajj et al., 2003).
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Figura 13: Andlisis de células CD44+/CD24b3ac mediante citometria de flujo. Al-Hajj, 2003

Las CMTs han sido ya identificadas, en base a marcadores especificos,
en leucemia, cancer de mama, pulmoén, ovario, prostata, tumores gastricos,
pancreas, colorrectal y en tumores cerebrales(Gil et al., 2008).
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FIGURA 14: Cronologia y evolucion en la investigacion de CMTs

3.4.4. MARCADORES DE CELULA S MADRE TUMORALES

Para la identificacion y asilamiento de las CMTs, ha sido necesario el
analisis de marcadores presentes en sus membranas. La caracterizacion
molecular del cancer puede aplicarse a diferentes objetivos practicos, desde la
estratificacion de los pacientes hasta la vigilancia de la enfermedad. Las
distintas aplicaciones requieren distintos biomarcadores, de forma que un
biomarcador de la sensibilidad farmacolégica que sea util para la seleccién de
los pacientes candidatos a un tratamiento podria no ser igual que un
biomarcador que predice la supervivencia de los pacientes oncolégicos o las
probabilidades de sufrir cancer que tiene un paciente sano de un grupo de
riesgo alto. Es posible, y quizas e incluso probable, que cada tipo de aplicacion
clinica exija el desarrollo de su propio grupo de biomarcadores para cada
enfermedad. Por tanto, cada enfermedad no soélo se describirA por sus
manifestaciones clinicas y por su patologia molecular, sino también en funcién
de un grupo de biomarcadores para la deteccion, el diagnéstico, los distintos
tipos de tratamientos, la prediccion de la respuesta, los resultados, etc.

Cuando el cancer se detecta temprano, los pacientes viven mas tiempo,

precisan menos tratamiento y, en general, evolucionan mejor que los pacientes
con una enfermedad mas avanzada. La mejoria de los resultados clinicos
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destaca la necesidad de detectar el cancer temprano y de buscar
biomarcadores aplicables a la deteccion sistematica. Teniendo en cuenta que
una prueba de deteccion sistematica debe ser minimamente cruenta y exacta,
la eleccién de los medios para el analisis se limita a los liquidos bioldgicos
(saliva, sangre, orina y lagrimas) y a células accesibles, normalmente
epiteliales o sanguineas.

Las proteinas y los péptidos son los biomarcadores sanguineos en
desarrollo mas destacados actualmente. Esta empezando a imponerse la
tendencia de medir simultdneamente varios marcadores en lugar de proteinas
individuales.

Tabla 6: Importancia de los diferentes requisitos para el desarrollo de biomarcadores

REQUISITOS
OBIJETIVO OBIJETIVOS SUBOBIETIVOS
Facilidad de uso ~ Coste  Exactitud Velocidad Capacidad Dolor  Comodidad
Deteccién * % % % % %k k% % %k %k k % %k k% %%k %k * % % % Kk k%
Diagnéstico k%% *% k%% * % * % * % *
Pronéstico k%% * k%% * * * *
EVaanCién de k%% * k% k%% * % * % * % * %
riesgo
Estratificacion por "™ - ok " " " "
tratamiento
Vig”ancia k% * k%% * * * *%
Criterio Secundario k%% *% kkkk k%% k%% k%% kkk

de valoracion

Las estrategias celulares para el desarrollo de biomarcadores intentan
por lo general aislar las células tumorales circulantes del torrente circulatorio
para detectar cambios relacionados con el tumor; no es seguro que estas
células vayan a resultar Gtiles para la deteccién de un cancer en las etapas
iniciales, pero podrian ser importantes para el desarrollo de biomarcadores
para el control de la enfermedad una vez detectado y diagnosticado un tumor.
De acuerdo con la hipotesis de las células madre tumorales, éstas serian las
responsables de la resistencia a los diferentes tratamientos y de las recidivas,
mientras que el resto de las células tumorales degenerarian, por lo tanto, el
disefio de los nuevos biomarcadores tumorales deberia tener un enfoque mas
selectivo en la deteccién de las CMTs circulantes en sangre periférica. La baja
concentracion de células tumorales y CMTs circulantes en sangre,
probablemente sea la principal limitacion de este tipo de analisis, ya que puede
producir resultados falsos negativos; sin embargo, el desarrollo de nuevas
técnicas de obtencién de muestras y analisis podria mitigar algunos de estos
problemas.
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En la actualidad se han descrito numerosos marcadores de célula madre
tumoral en diferentes tumores solidos. En la tabla 7 aparecen los marcadores
de célula madre descritos en tumores cerebrales(Hemmati et al., 2003;Liu et
al., 2006), mama(Al-Hajj et al., 2003), colon(O'Brien et al., 2007;Ricci-Vitiani et
al., 2007), colorrectal(Dalerba et al., 2007), cabeza y cuello(Prince et al., 2007),
pancreas(Li et al., 2007), prostata(Collins et al., 2005), melanoma(Schatton et
al., 2008) y pulmén(Eramo et al., 2008).

Tabla 7: Marcadores de célula madre tumoral en tumores sélidos humanos

TIPO DE TUMOR MARCADOR DE CELULA MADRE

Cerebrales CD133, nestina, mushashil, CXCR4
Mama CDA44+/CD24baie
Colon CD133
Colorrectal EpCAM, CD44, CD166
Cabeza y cuello CD44, BMI1
Pancreas CD44, CD24, ESA, CXCR4
Prostata CD44, CD133, a2p1
Melanoma ABCB5
Pulmoén CD133

LA PROTEINA CD-133

La proteina CD133, también conocida como prominina 1, fue el primer
miembro identificado de la familia de las proteinas promininas. Las promininas
son proteinas de membrana todavia de funcion y ligando desconocido. En
1997, Yin y colaboradores generaron un anticuerpo contra esta proteina, que
reconocia un epitopo de la molécula dependiente de glicosilacion (AC133).
Este anticuerpo delimitaba una subpoblacion dentro de las células madre
hematopoyéticas (CD34°CD38), capaces de repoblar el sistema
hematopoyético de aquellos ratones que carecian de él(Yin et al., 1997). La
proteina CD133 se localiza especificamente en la zona apical de la membrana
plasmatica de las células madre hematopoyéticas(Corbeil et al., 2000).

Figura 15: Topologia de membrana propuesta
para la proteina CD133. La proteina cuenta
con cinco dominios transmembrana. El
extremo N-terminal se encuentra en la parte
extracelular, mientras que el extremo C-
terminal estd localizado en la parte
intracelular. Los posibles sitios de glicosilacion
se muestran en rojo.
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El gen que codifica CD133 se localiza en 4pl15, posee 27 exones que
dan lugar a un trascrito de 2875 pb. El trascrito contiene hasta nueve regiones
(UTR) no traducidas que resultan en al menos siete isoformas debidas al
procesado alternativo. Ademas, se han encontrado hasta cinco promotores que
se regulan mediante metilacion(Shmelkov et al., 2004).

CD133 codifica una glicoproteina de 865 residuos y 120 kDa, con cinco
dominios transmembrana. La estructura de la proteina cuenta con un dominio
N-terminal extracelular, dos lazos cortos intracelulares, dos lazos grandes
extracelulares y una cola C-terminal intracelular. La proteina contiene ocho
sitios de N-glicosilacion, todos ellos en los lazos extracelulares y una
cremallera de leucina en el primer dominio extracelular.

Se trata de un marcador, recientemente identificado, que determina el
potencial para generar poblaciones de CMTs en tumores solidos, como
cerebro(Hemmati et al., 2003;Liu et al., 2006), préstata(Collins et al., 2005),
pulmén(Eramo et al., 2008) y cancer colorrectal(O'Brien et al., 2007;Ricci-Vitiani
et al., 2007). Existen numerosas evidencias que relacionan el marcador CD133
con células iniciadoras de tumores y la progresion de la enfermedad.
Inicialmente, el grupo del Dr. Dirks describié una poblacion celular CD133" en
muestras de meduloblastoma y glioblastoma multiforme capaces de formar
tumores en ratones inmunocomprometidos(Singh et al., 2003). Este tipo celular,
por tanto, era capaz de auto-renovarse, proliferar y diferenciarse a multiples
lingjes in vitro(Collins et al., 2005). El marcador CD133 ha sido descrito como
un marcador de membrana de célula madre tumoral o célula iniciadora de
tumores en cancer colorrectal, pero con diferente expresion entre pacientes y
lineas celulares(Chu et al., 2009). En cancer colorrectal el marcador CD133 se
ha relacionado con un peor pronostico y metastasis hepaticas(Chen et al.,
2013;Horst et al., 2009), aunque la funcion de la proteina CD133 sigue siendo
desconocida.

La coexpresion de la proteina CD133 con AKT en tumores sdlidos se ha
asociado a una subpoblacion celular con una mayor resistencia a
quimioterapéuticos(Ma et al., 2008;Wang et al., 2010), sin embargo los detalles
de la interaccion entre las dos proteinas son desconocidos. Por otro lado, una
alta expresion de los biomarcadores CD133 y CD44 se ha utlizado para
identificar células madre tumorales en pacientes con cancer colorrectal,
asociandose a un peor pronosticos de la enfermedad(Galizia et al., 2012).
Ademas, una expresion CD133"/CD44" en poblaciones de células tumorales se
ha relacionado con mayor invasividad tumoral in vitro, y responsable de la
apariciéon de metéastasis in vivo en ratones(Chen et al., 2011;Haraguchi et al.,
2008;Wang et al., 2012). Estudios clinicos han mostrado la importancia del
marcador CD133 en la respuesta a radioterapia y quimioterapia(Butof et al.,
2013).
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Hay estudios que han demostrado que la proteina CD133 no es
restrictiva de una pequefa subpoblacion celular dentro de los tumores. Lugli y
colaboradores mostraron que ni la sobreexpresion ni la pérdida de la proteina
CD133 se asociaban significativamente con una progresion tumoral o
supervivencia(Lugli et al., 2010).

LA PROTEINA BCRP1

La proteina BCRP1 (Breast Cancer Resistant Protein 1) fue descrita por
primera vez en la sublinea MCF-7/AdrVp, co-cultivada con doxorrubicina y
verapamil(Doyle et al., 1998). La resistencia a farmacos de estas células se
debia principalmente a una proteina de 663 aminoacidos, cuya sobreexpresion
conferia resistencia a mitoxantrone y doxorrubicina. Ademas, reducia la
acumulacion de la daunorubicina y provocaba la expulsion de colorantes
lipofilicos del tipo Hoestch 33342. Posteriormente se pudo comprobar que esta
proteina era un miembro de la superfamilia de transportadores ABC (ATP-
binding cassette). La familia de los transportadores ABC son proteinas de
membranas dependientes de ATP, que se expresan principalmente en aquellos
tejidos que poseen una funcién secretora como el higado, el intestino, la
barrera hemato-encefalica, la placenta o el rifidn. En estos érganos ejercen una
funcidbn de excrecion y eliminacion de drogas y xenobidticos asi como
compuestos endogenos. La familia de los transportadores ABC en humanos
cuenta con 49 miembros divididos en siete subfamilias (ABC1, MDR/TAP,
MRP, ALD, OABP, GCN20, White)(Huls et al., 2009).

La proteina BCRP1 es un transportador de membrana de 72 KDa. La
estructura proteica cuenta con un dominio de union intracelular (NBD), seguido
por un dominio de membrana (MSD). El dominio de membrana MSD cuenta
con seis hélices alfa y tres posibles sitios de glicosilacion, que se encuentran
en la zona extracelular de este dominio(Mao and Unadkat, 2005).

El gen que codifica BCRP1 tiene una longitud de 66 Kb, estructurado en
16 exones y 15 intrones. Los exones son pequeios y cuentan entre 60 a 532
pares de bases (pb). El lugar de inicio de la traduccion se encuentra en el
segundo exon. El promotor del gen ABCG2 no posee caja TATA, pero contiene
una caja CAAT y varios sitios Spl aguas abajo de una isla de CpG. El promotor
de ABCG2 es muy similar a otros miembros de su familia, como los genes que
codifican para MDR1 (ABCB1), MRP1 (ABCC1l) y ABCG(Bailey-Dell et al.,
2001).

La funcién de la proteina BCRPL1 reside en la expulsion de sustancias
téxicas, farmacos y compuestos generados en el metabolismo celular, al
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exterior de la célula. En la glandula mamaria, esta proteina se encarga de la
excrecion de nutrientes a la leche, asi como la expulsion de toxicos y algunos
farmacos, como el topotecan, irinotecan y la cimetidina, que son excretados por
esta via(Huls et al.,, 2009;Nakatomi et al., 2001). Sin embargo, no se ha
observado resistencia frente a cisplatino y paquitaxel(Doyle et al., 1998;Yuan et
al., 2009).

Los ratones deficientes en la proteina BCRP1 (BCRP17") no tienen
comprometido su desarrollo normal, y Unicamente presentan problemas en el
metabolismo de los productos derivados de la clorofila(Jonker et al., 2002). A
pesar de que esta proteina no es necesaria en el desarrollo normal del raton,
no se puede excluir la posibilidad de que el transportador esté implicado en la
regeneracion de los tejidos bajo condiciones extremas(Israeli et al., 2005),
puesto que la proteina BCRP1 confiere mayor supervivencia bajo condiciones
de hipoxia(Sarkadi et al., 2004).

Por otro lado, estudios demuestran que la proteina BCRP1 es necesaria
para la aparicion de la poblacién SP(Zhou et al., 2002) (figura 16). La llamada
SP (Side Population) es una pequefia poblacion de células capaz de expulsar
colorantes fluorescentes lipofilicos(Spangrude and Johnson, 1990;Wolf et al.,
1993). Esta poblacion se ha relacionado principalmente con las células madre
de la médula Gsea, asi como de otros muchos tejidos. La poblacion SP se
reduce considerablemente en aquellos ratones que no expresan
BCRP1(Jonker et al., 2005).
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Figura 16: La proteina BCRP1 es
la responsable de la aparicién de
la SP. La poblacion SP (A)
disminuye en ratones que no
poseen expresiéon de Bcrpl
(B).(Jonker et al., 2005)
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La proteina BCRP1 ha sido identificada en el epitelio del intestino
delgado y colon, higado, conductos y I6bulos mamarios, en el endotelio venoso
y capilar, en la barrera hematoencefalica y en la barrera testicular, sugiriendo
una funciéon protectora y reguladora ante farmacos(Maliepaard et al.,
2001;Natarajan et al., 2012;Yuan et al., 2009).

En algunos tipos de tumores, una alta expresion de ABCG2 parece tener
un mayor valor prondstico, en leucemia y cancer de pulmén, y se ha
relacionado con una mayor resistencia al tratamiento(Kim et al., 2009;Natarajan
et al., 2012).
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LA PROTEINA CD44

La proteina CD44 es una glicoproteina de membrana celular
caracterizada por ser el principal receptor de acido hialurénico a nivel de
superficie celular.

La proteina es codificada en un Unico gen, que contiene 20 exones de
los cuales, los 10 exones centrales pueden sufrir splicing alternativo, mientras
que la isoforma CD44 estandar no presenta ninguno de estos 10 exones
variables. Tedricamente podrian existir numerosas isoformas de la proteina
CD44 aunque parece ser que no todas se expresan. La variabilidad estructural
de CD44 se ve aumentada debido a las modificaciones post-traduccionales.

La proteina CD44 puede dividirse en cuatro partes, el dominio N-
terminal, regidon extracelular proxima a la membrana plasmatica, la region
transmembrana y dominio C-terminal. El dominio N-terminal es la parte
extracelular por la que la proteina puede unirse al acido hialurdnico. La region
extracelular mas proxima a la membrana plasmatica es la zona de exones
variables. El dominio C-terminal es la regidon intracelular por la cual CD44
puede establecer interacciones con otras proteinas citoplasméticas(Ponta et
al., 2003).

Las funciones de CD44 son muy variadas debido a que la proteina
puede establecer diversas interacciones con diferentes moléculas: acido
hialurénico, colageno, fibronectina o fibrinégeno entre otras. Ademas, CD44 es
capaz de establecer interacciones con otras proteinas de membrana y del
citoesqueleto. Las principales funciones de CD44 son la participacion en las
interacciones célula-célula, crecimiento, adhesion, diferenciacion y motilidad
celular(Ponta et al., 2003). Otra de las funciones de CD44 es la participacién en
los procesos tumorales.

La involucracion de CD44 en los procesos tumorales ha sido descrita en
numerosas ocasiones(Marhaba and Zoller, 2004;Naor et al., 2002). La proteina
CD44 ha sido relacionada con la formacion de metastasis y un mayor
crecimiento tumoral. Un estudio demostré que en dos lineas celulares de
melanoma humano pertenecientes a un mismo paciente, la linea derivada de
un nédulo metastasico expresaba CD44, mientras que la linea derivada del
tumor primario no expresaba la proteina. Se observé que la linea celular CD44"
presentaba una mayor capacidad de crecimiento tumoral y de formacion de
metéstasis que la linea CD44(Guo et al., 1994).

CD44 también has descrito como marcador de célula madre tumoral en
tumores colorrectales debido a que una Unica célula de un carcinoma
colorrectal CD44" es capaz de formar una esfera en cultivo in vitro con
caracteristicas de célula madre, y ademas es capaz de generar un tumor
xenograft in vivo con las propiedades del tumor de origen(Dalerba et al.,
2007;Du et al., 2008). Ademas, CD44 también ha sido descrito como marcador
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de CMT en diferentes tumores como en tumores gastricos(Takaishi et al.,
2009).

3.4.5. EVIDENCIA DE CELULAS MADRE TUMORALES EN CANC ER
COLORRECTAL

La teoria tradicional de carcinogénesis colorrectal defiende que alguna
célula en la mucosa colonica puede acumular mutaciones genéticas y
eventualmente originan transformaciones malignas, esta teoria se conoce
como la teoria de mutacién somatica de cancer. Sin embargo recientemente se
esta cuestionando esta teoria.

El cancer de colon, al igual que en leucemia mieloide aguda, cancer de
mama Yy cerebro, esta organizado como una jerarquia en la que una pequefa
poblacién de células madre tumorales sustentan el tumor. Dos estudios
recientes(O'Brien et al., 2007;Ricci-Vitiani et al., 2007) han demostrado la
existencia de células iniciadoras de tumores de cancer de colon, o células
madre tumorales coldénicas. En cancer de colon, igualmente que en cancer de
cerebro y mama, las CMTs pueden ser identificadas y aisladas mediante la
utilizacion de marcadores celulares de superficie. La expresion de diferentes
marcadores de célula madre en tumores distintos refleja la heterogeneidad
genética de esta enfermedad. En un primer estudio se utilizé la proteina CD133
para la identificacion de células iniciadoras de tumores. En este estudio llevado
a cabo por O'Brien y colaboradores utilizaron la proteina CD133 para aislar
células de siete tumores primarios de colon y de diez metastasis. Las células
tumorogénicas se implantaron en la capsula renal de ratones NOD/SCID. Los
porcentajes de células CD133" fue de un 3,2-24,5% de la poblacion total de
células del tumor, mientras que en tejido sano los porcentajes de células
CD133" oscila entre un 0,4-2,1%(O'Brien et al., 2007). En un segundo estudio
mediante la utilizacion del marcador CD133 se identificaron y aislaron células
iniciadoras de tumores en cancer de colon. En este estudio las células se
cultivaron in vitro como colonias flotantes, o “tumoresferas”. Las esferas
CD133" generaron una poblacion heterogénea de células CD133" y CD133,,
de las cuales solo la poblacién CD133" presentaba capacidad tumorogénica.
Este estudio demostrdé la capacidad pluripotente de esta subpoblacion(Ricci-
Vitiani et al., 2007).
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Aunque actualmente se han estudiado mucho las CMTs colonicas, el
papel de estas células en la biologia de la carcinogénesis de colon no se ha
determinado, por lo que un mejor estudio de las células madre coldnicas sanas
puede ayudarnos y aportarnos mas informacion. La cripta colénica humana
sana contiene alrededor de 2000 células y se piensa que solo 19 son células
madre. El analisis de las mutaciones de ADN mitocondrial en estas células de
la cripta han revelado que las criptas col6nicas sanas humanas se expanden
mediante mecanismos de fision(Greaves et al., 2006). La fision de la cripta se
produce por la formacion de una fisura en el medio de la base de la cripta que
asciende longitudinalmente, dando lugar a dos criptas hijas idénticas. Otro
estudio que evidencié la existencia de las células madre colonicas, demostré
gue el epitelio del colon se renueva aproximadamente cada cinco dias, y que
las células hijas mas diferenciadas migran a la porcion superior de la
cripta(Boman et al., 2008).

La Teoria Unitaria plantea que todos los tipos celulares dentro de la
cripta derivan de una unica célula madre(McDonald et al., 2006). En la vida
adulta las criptas son monoclonales, es decir, una célula madre funcional por
cripta, mientras que en el desarrollo fetal las criptas son policlonales(Radtke
and Clevers, 2005).

Las células diferenciadas de la mucosa colonica tienen una vida media
corta de dias y se encuentran en las porciones superiores de la cripta, mientras
gue las células madre de la mucosa colénica tienen una vida media mucho mas
larga y por lo tanto mas oportunidades para acumular mutaciones, éstas se
encuentran en la base de la cripta, dando lugar al resto de células de la
cripta(McDonald et al., 2006).

e

Base de la cripta Porcion inferior ~ Porcion media  Porcién superior

Figura 17: Patron de division en las criptas colonicas. S, célula madre. P, progenitor. PRA,
progenitor de rapida amplificaciéon. D, célula diferenciada. Adaptado(Salama and Platell, 2009).
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La teoria de la mutacion somatica del cancer plantea que las mutaciones
se acumulan en una célula hasta la proliferacién celular descontrolada, dando
lugar a un tumor(Sonnenschein and Soto, 2008). Actualmente hay un gran
interés en la hipétesis de que células madre de un érgano especifico pueden
ser las responsables del origen del desarrollo de un tumor. Estas células madre
se caracterizan por su capacidad de quiescencia y autorrenovacion. Las células
madre colonicas generan la mucosa del colon, que tiene un increible ratio de
produccion y recambio celular. Por tanto, el cancer puede desarrollarse como el
resultado de la alteracion de este proceso a través de la acumulacion de
mutaciones y dafios dentro del control de las células madre(Salama and Platell,
2009). En el colon, la carcinogénesis ocurre a través de una serie de cambios
moleculares en las células colonicas.

En el colon las células madre adultas residen en la base de la cripta, en
un nicho compuesto de miofibroblastos subepiteliales intestinales, aqui las
células madre proliferan y dan lugar al conjunto de células que forman las
criptas coldnicas (figura 18)(Brittan and Wright, 2004;Spradling et al., 2001).
Hay una gran evidencia que sugiere que las interacciones celulares con su
ambiente es muy importante en el desarrollo del cancer, por lo tanto es
esencial conocer muy bien el nicho de la célula madre, el efecto del ambiente y
su papel en el origen de las enfermedades neoplasicas(Bissell and Labarge,
2005). El nicho de la célula madre es el microambiente que rodea a la célula
madre y controla su actividad de autorrenovacion y generacion de tejidos. Su
actividad esta fuertemente regulada por células adyacentes, la matriz
extracelular y factores solubles, de hecho si las células son separadas de su
ambiente caracteristico pierden su funcion y diferenciacion. El nicho de las
células madre es necesario para una correcta diferenciaciéon de las células
madre y para su propiedad de plasticidad. En el colén, como ya se ha explicado
anteriormente, las células madre residen en la base de la cripta. Cada cripta
esta encajada por miofibroblastos subepiteliales intestinales que forman un
sincitio dentro de la lamina propia que se extiende a lo largo del tracto intestinal
(figura 18)(McDonald et al., 2006). Existe una evidencia que sugiere que este
sincitio controla la proliferacion y diferenciacion de las células epiteliales,
ademas contribuyen por un lado en la absorcion de electrolitos y agua, y por
otro lado, en un estado patoldgico, contribuyen a la fibrosis y neoplasia(Powell
et al., 1999). De esta manera, la manipulacién del microambiente a través de
modificaciones genéticas puede dar lugar al desarrollo del cancer. El cancer
derivado de la inflamacion cronica demuestra el efecto de un ambiente
defectivo. Del mismo modo, un microambiente sano puede prevenir el
crecimiento tumoral incluso la presencia de células madre con mutaciones
oncogénicas(Bissell and Labarge, 2005).
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Figura 18: Modelo de célula madre en el colon. Cada cripta cuenta con una pequefia
cantidad de células madre localizadas en la base de la cripta, influenciadas por su nicho,
formado por células endoteliales, fibroblastos y células inmunes, monocitos y linfocitos.

Las similitudes entre la ontogénesis colorrectal y carcinogénesis han
llevado a algunos investigadores a creer que las CMT proceden de su célula
madre adulta o su remanente fetal. En primer lugar, ambos procesos presentan
una morfologia y estructura similares, como las glandulas. En segundo lugar,
los marcadores de la ontogénesis intestinal aparecen en la carcinogénesis,
pero no aparecen en el intestino sano (Citoqueratina 7, B-catenina nuclear). Y
en tercer y ultimo lugar, los reguladores de la ontogénesis intestinal se
encuentran sobreexpresados en cancer colorrectal (Sonic Hedgehog, Notch 1-3
y B-catenina nuclear). En resumen, la célula madre colonica sana parece ser el
origen del cancer, sin embargo, esto no ha sido demostrado(Douard et al.,
2006;Gostjeva et al., 2006;Neureiter et al., 2006).

CD133 se ha considerado marcador importante en la identificaciéon de
una poblacion de células enriguecidas con CMTs colorrectales. Otros
marcadores de superficie celular importantes para la identificacion de sus
poblaciones celulares que contienen una alta densidad de CMTs colorrectal
son CD166 y el fenotipo EpCAM HIGH/CD44". CD166 es también un marcador
de célula madre mesenquimal y se asocia con un peor prongstico en cancer
colorrectal(Dalerba et al., 2007). EpCAM y CD44 fueron identificados en primer
lugar como marcadores de células madre en cancer de mama. Es importante
saber que estos marcadores de superficie no identifican CMTs, sino que
identifican un grupo de células tumorales enriquecidas con células con
caracteristicas similares a las células madre.
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Tabla 8: Marcadores propuestos para caracterizar células madre intestinales y utilizados para
aislar células madre tumorales colénicas(Ricci-Vitiani et al., 2009).

Musashi-1 Proteina de unién ARN
Hes-1 Represor transcripcional

, . . Receptor EphB  Receptor superfice celular
Célula madre intestinal

Bmi-1 Proteina represora Polycom
Lgr5 Gen diana WNT
Aldh-1 Enzima
CD133 Desconocida
) . CD44 Receptor acido hialurénico
Célula madre tumoral colonica ) »
CD166 Molécula de adhesidon
Aldh-1 Enzima

Como ya ha sido explicado en el apartado 3.2.4 de este trabajo, el
cancer de colon hereditario constituye entre el 5 o 10% de todos los casos de
cancer de colon. Sin embargo, esta enfermedad ha contribuido en gran parte al
conocimiento de la patogénesis esporadica de cancer de colon. La Poliposis
Adenomatosa Familiar (PAF) es un sindrome autosomico dominante de cancer
colorectal causado por una mutacién en el gen supresor de tumores APC. El
fenotipo se caracteriza por la formacion de cientos de pdlipos en el colon, que
sin un tratamiento adecuado daran lugar a un cancer colorectal. En el proceso
de patogénesis de esta enfermedad una mutacion germinal en el gen APC
tiene como resultado una proteina defectuosa. Esta proteina es parte de un
complejo de union a B-catenina, en su ausencia o degradacion de [(-catenina
por el proteosoma, B-catenina se transloca al nucleo donde activa multiples
factores de transcripcion, responsables de la proliferacion, diferenciacion,
migracion y apoptosis celular (figura 19)(Fearon and Vogelstein, 1990).
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Figura 19: Via de sefializacion WNT en una cripta normal y en poliposis adenomatosa familiar (PAF). En
PAF el gen APC estd mutado por lo que B-catenina se transloca al nudcleo activando una multitud de
factores de transcripcion. Adaptado(Huang and Wicha, 2008).

Ademas la translocacion de B-catenina al nacleo disminuye la expresion
de E-cadherina, por lo tanto las uniones célula-célula disminuyen, permitiendo
asi la migracién celular de células del epitelio al mesénquima, este proceso es
conocido como la transmision epitelio mesénquima (TEM)(Brabletz et al.,
2005). En células epiteliales la perdida de la proteina E-cadherina provoca la
disminucion del contacto celular, permitiendo la motilidad y migracion celular.
En céncer colorrectal, la mayor concentracion de [-catenina nuclear se
encuentra en las células de los margenes libres de tumor que han perdido la
expresion de E-cadherina(Brabletz et al., 2005). La presencia de estas células
se ha asociado con metastasis y peor supervivencia(Ueno et al.,, 2002).
Menores niveles de [B-catenina se encuentran en adenomas y dentro del
tumor(Brabletz et al., 2005). Brabletz propuso que las CMTs colorrectales del
margen del tumor llegan a ser células moviles debido a su alta concentracion
de pB-catenina nuclear y su consecuente supresion de moléculas de
adhesion(Brabletz et al., 2005). El 50% de los tumores colorrectales estan
asociados con una mutacién en el gen APC, estas mutaciones se han
relacionado con los eventos iniciales en la patogénesis en cancer de
colon(Fearon and Vogelstein, 1990). Ademas, APC y B-catenina son miembros
centrales de la via de sefializacion WNT, la cual regula la autorrenovacion de la
célula madre. En la mucosa sana, la via de sefializacibon Wnt controla la
proliferacion dentro de la cripta coldnica, sin embargo esta via presenta errores
en el cancer colorrectal(Radtke and Clevers, 2005). En pacientes con PAF no
se ha visto un incremento de la fisiébn de las criptas colénicas. Debido a que la
fision de la cripta es un proceso que involucra la division de la célula madre de
la cripta, el aumento de la fisién implica un aumento en el nimero o actividad
de las células madre(Moser et al., 1990).
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La existencia de células tumorogénicas y no tumorogénicas en cancer
de colon implica que no todas las células de un tumor son capaces de iniciar y
sostener el crecimiento neopldsico. Este concepto tiene importantes
implicaciones terapéuticas y podria explicar la observacion de que pequefas
cantidades de células tumorales diseminadas pueden ser detectadas en el
torrente sanguineo y nunca desarrollaran una enfermedad metastasica(Reya et
al., 2001). El modelo de célula madre tumoral tiene importantes implicaciones
en la prevencion y terapia del cancer. Debido a que los tumores pueden
originarse en células madre de tejido sano, la eliminacion o reduccion de estas
células madre iniciadoras puede constituir una estrategia de prevencion(Al Hajj
et al., 2004;Dick, 2003). Puesto que las células madre son las células
iniciadoras de tumores y responsables de las recidivas, es necesario un cambio
de las terapias antineoplasicas, crear nuevos farmacos especificos de la célula
madre tumoral, para ello es imprescindible conocerlas perfectamente para
poder identificarlas y eliminarlas sin afectar al resto de células. Su erradicacion
pasa por el estudio de su capacidad de autorrenovacion, gracias a la cual son
capaces de autoperpetuarse a la vez que dar lugar a una gran progenie de
células que componen los tumores. El tratamiento de las células tumorales
circulantes en sangre o procedentes de ascitis, con inhibidores de la auto-
renovacion de la célula madre permitira desarrollar posibles protocolos capaces
de eliminar las células madre tumorales, evitando asi la aparicién de recidivas y
metastasis de los tumores. La caracterizacion de las células que modifican su
comportamiento tras estos tratamientos, permitira encontrar nuevos
marcadores para identificarlas eficientemente en sangre de pacientes.
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3.5 PROTEINAS REGULADORAS DE LA AUTORRENOVACION:
PEDF

Una proteina que ha sido relacionada con la regulacion de la
autorrenovacion de la célula madre es la proteina PEDF. El gen de PEDF
(Pigment epithelium-derived factor o factor derivado del epitelio pigmentado)
pertenece a la familia de las serpinas inhibidoras de serin-proteasas, sin
embargo no posee esa funcién(Steele et al.,, 1993). El gen mapea en el
cromosoma 17p13.1 y tiene una longitud de 16 kb y 9 exones que generan un
solo transcrito de 1200pb(Tombran-Tink et al., 1994). Este gen codifica una
glicoproteina de 418 aa de 50 kDa. La proteina contiene una sefial hidrofébica
caracteristica de las proteinas secretadas. La estructura cristalina de la
proteina revela una distribucion de cargas asimétrica. Probablemente, este tipo
de estructura podria tener un papel en la funcion proteica(Simonovic et al.,
2001). La proteina posee tres sitios susceptibles de fosforilacion en los
residuos Ser24, Serll4 y Ser227, un dominio de union a heparina y un dominio
de unidn a colageno (figura 20)(Ek et al., 2006).
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Figura 20: Estructura de la proteina PEDF. La proteina posee tres serinas susceptibles de ser fosforiladas (Ser24,
Ser 114, Ser227). Adaptado de Moser et al., 1990.

PEDF fue inicialmente aislada en el medio condicionado de células
epiteliales de la retina fetal humana(Tombran-Tink et al., 1994). La proteina se
expresa en una gran variedad de tejidos incluyendo el cerebro adulto, el
plasma, el higado, los huesos, los 0jos, el corazén y los pulmones(Ek et al.,
2006). Esta proteina se ha implicado en diferentes procesos celulares. Es la
Unica proteina secretada conocida que estimula la auto-renovacién de las
células madre, sin afectar a la proliferacién del sistema. Esta estimulacién se
puede inhibir de forma competitiva por el dominio C-terminal de la proteina
(figura 21), provocando una disminucion del numero de células madre
presentes en el cultivo(Ramirez-Castillejo et al., 2006).
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Figura 21: Figura 8 Proteina PEDF C-terminal. El

His-tail extremo C-terminal (aa 195-418) se fusioné con el
C-ter PEDF péptido sefial del factor o de Saccharomyces
155 4(')0 cerevisiae 'y con una cola de histidinas, que

facilitaba la purificacion de la proteina(Ramirez-
Castillejo et al.,2006).

Todavia no se conocen las vias de sefalizacion por las que se induce la
autorrenovacion de las células madre. Hasta el momento, se han descrito
modificaciones post-traduccionales que dan lugar a diferentes efectos de la
proteina. Estas modificaciones comprenden la fosforilacion de distintos
residuos de serina (S24, S114 y S227) por las proteinas CK2 (Casein Kinasa 2)
y PKA (Protein Kinasa A), que le confieren un papel neurotrofico o anti-
angiogénico, dependiendo de la combinacion de residuos que se
fosforilen(Maik-Rachline et al., 2005;Maik-Rachline and Seger, 2006).

PEDF presenta diferentes efectos en la progresiéon de los tumores,
inductores e inhibitorios. Los principales efectos antitumorales de la proteina
PEDF aparecen recogidas en la figura 22. Por un lado, la proteina PEDF
induce la diferenciacion celular y la apoptosis tumoral, mientras que por otro
lado, la proteina PEDF, inhibe la proliferacion tumoral, la vascularizacion, la
migracion celular, la invasién y la metastasis. La proteina PEDF ha sido
descrita en numerosos estudios como agente antineoplasico(Becerra and
Notario, 2013), en diferentes tipos de tumores como se muestra en la tabla 9.

PEDF

r———

INDUCE INHIBE

[ |
. PROLIFERACION
DIFERENCIACION | TUMORAL

APOPTOSIS

TUMORAL == | VASCULARIZACION

MIGRACION
CELULAR

INVASION

| METASTASIS

Figura 22: Efectos de PEDF en la progresion tumoral.
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Tabla 9: Tumores que responden a PEDF. Adaptado de Becerra et al., 2013.

TUMOR ACCION DE PEDF

Retinoblastoma

Neuroblastoma

Prostata

Melanoma

Nefroblastoma

Adenocarcinoma pancreatico

Hepatoblastoma

Osteosarcoma

Condrosarcoma

Diferenciacion neuronal
Antiangeogénesis

Disminucidon de microvasos tumorales
Disminucidn de la expresion de VEGF
Retraso en el crecimiento del tumor

Diferenciacidon a un fenotipo menos maligno
Antiangeogénesis

Antiangeogénesis

Diferenciacidn neurocrina

Inhibicidn de la proliferacién de células tumorales
Apoptosis de las células epiteliales tumorales
Antimetastdsico

Incremento de la densidad macrofaga

Antiangeogénesis
Disminucion de microvasos tumorales
Antimetastasico

Antiangeogénesis
Apoptosis de células tumorales

Antiangeogénesis

Apoptosis de células epiteliales tumorales
Antimetastasico (para metastasis de higado)
Asociado a pacientes de larga supervivencia
Menor adiposidad

Antiangeogénesis
Disminucidn de la expresion de VEGF

Antiangeogénesis
Antimetastdsico

Inhibicion de la invasividad de células tumorales

Inhibicion de la invasividad de células tumorales
Apoptosis de células tumorales
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TUMOR ACCION DE PEDF

Carcinoma cervical humano

Carcinoma gastrico

Carcinoma nasofaringeo

Carcinoma pulmonar de Lewis

Carcinoma
Colorrectal- peritoneal

Glioma

Melanoma intraocular

Xenograft de cancer mamario

Metastasis cerebrales de tumor
primario mamario

56

Disminucién de microvasos tumorales
Disminucién de la expresion de VEGF

Inhibicién de la proliferacion celular endotelial
Induccién de la apoptosis de células endoteliales

Antiangeogénesis
Baja regulacion de HIF1la y VEGF

Antiangeogénesis
Disminucién de la expresion de VEGF

Reduccién del crecimiento tumoral
Antimetastasico

Asociado a ratones de larga supervivencia
Disminucion de microvasos tumorales
Apoptosis de células tumorales

Inhibicién del crecimiento tumoral
Antiangeogénesis

Disminucion de microvasos tumorales
Apoptosis de células tumorales
Inhibicion de metdstasis

Disminucién del crecimiento tumoral

Muerte de células tumorales

Apoptosis de células tumorales

Inhibicion de la invasividad de células tumorales
Antiangeogénesis

Disminucidon del tamafio del tumor primario
Antimetastasico (para metastasis de higado)
Reduccién de la proliferaciéon, migracién e invasivién
Proapoptotico

Antiangeogénico
Antimigratorio

Muerte celular
Antimetastdsico (para metdstasis de cerebro)
Neurotréfico para neuronas
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4. HIPOTESIS Y OBJETIVOS

El cancer colorrectal es una de las neoplasias con mayor incidencia y
mayor tasa de mortalidad en los paises desarrollados. Los tratamientos
actuales para el cancer colorrectal son en muchas ocasiones incapaces de
eliminar la poblacion tumoral, debido a una subpoblacion celular resistente a
los tratamientos convencionales, la poblacién de CMTs. Esta subpoblacion no
es afectada por los tratamientos y es capaz de formar un tumor. A dia de hoy
no disponemos de un sistema de deteccion ni de combate de la poblacion de
CMTs. Por ello es prioritario y fundamental encontrar marcadores fiables para
localizar la poblacion de células madre tumorales y nuevos farmacos o
terapéuticos capaces de eliminar esta poblacion. La deteccion de pacientes con
CMTs nos permitira ademas realizar una mejor clasificacién de pronéstico y de
tratamiento de estos pacientes, ya que en la actualidad, estan Unica y
exclusivamente basados en criterios clinicos y anatomopatolégicos, que no son
capaces de reflejar toda la heterogeneidad de una enfermedad tan compleja.

La presente Tesis Doctoral tiene dos objetivos principales:

1. Busqueda de un nuevo método de deteccion de poblaciones de CMTs en
sangre periférica de pacientes con carcinoma colorrectal relacionado con
el pronéstico y evolucion de la enfermedad.

2. Analizar el efecto del extremo C-terminal de la proteina PEDF en
combinacion con quimioterapéuticos sobre la poblacion de CMT. Se
pretende aumentar la efectividad de los tratamientos inhibiendo la
autorrenovacion de las células madre.
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5. MATERIAL Y METODOS

5.1 LINEAS CELULARES, MUESTRAS DE PACIENTES Y
ANIMALES DE EXPERIMENTACION

Para la ejecucion de los objetivos del presente trabajo hemos empleado por
un lado cultivos de lineas celulares y cultivos primarios, y por otro lado, se han
utilizado animales de experimentacion.

5.1.1. LINEAS CELULARES

Las lineas celulares derivadas de cancer colorrectal han proporcionado una
herramienta muy util para el estudio de genes reguladores de la diferenciacion
intestinal y su implicacion en el cancer, en gran parte debido a la dificultad de
obtener cultivos primarios a partir de células epiteliales normales de intestino.
En particular, algunas lineas celulares colorrectales tienen conservadas partes
del programa de diferenciacion epitelial del intestino, expresando muchos de
los genes caracteristicos de las células del epitelio colénico diferenciado (por
ejemplo de células absortivas 0 mucosecretoras), y mantienendo la capacidad
de formar monocapas de células polarizadas una vez que han alcanzado la
confluencia en cultivos in vitro. Por otra parte, muchas de estas lineas celulares
presentan mutaciones genéticas, asi como inestabilidad cromosémica y de
microsatélites, similar a lo que ocurre en tumores colorrectales, lo cual es muy
interesante a la hora de estudiar la conservacion o pérdida de mecanismos de
diferenciacion celular durante la progresion tumoral. En consecuencia, estas
lineas celulares son muy utiles como modelos de diferenciacion celular, normal
y tumoral. Las lineas celulares de cancer colorrectal empleadas en este estudio
han sido:

e DLD-1: Se trata de una linea celular de adenocarcinoma de colon
humano de estadio C de dukes. Linea tumoral fue aislada de un
paciente de 50 afios de edad. Se caracteriza por la produccion de CEA
(Antigeno Carcinoembrionario) y gran capacidad tumorogénica.
Presenta una mutacién en p53, y ademas es positiva para la expresiéon
de los siguientes oncogenes: myc +; myb +; ras +; fos +; sis +; p53 +;
mientras que la expresion fue negativa para los oncogenes abl -, ros -y
src -.

e HT-29: La linea celular HT-29 fue establecida en 1975 y deriva de
células de adenocarcinoma de colon humano (Fogh J, 1975). A nivel
morfoldgico, los cultivos de esta linea celular son heterogéneos y
contienen subpoblaciones de células con diversa capacidad de
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diferenciacion. Asi pues, en condiciones estandar de cultivo, la poblaciéon
HT-29 contiene mas de un 95% de células morfologicamente
indiferenciadas. Durante el crecimiento hacia la postconfluencia, las
células se van apilando y no se polarizan, formando multicapas, y no
expresan marcadores de diferenciacion caracteristicos de células del
epitelio intestinal adultas. Sin embargo, el 5-10% restante de la
poblacion total desarrolla caracteristicas diferenciadas. Estas células
expresan enzimas como la aminopeptidasa N (APN), dipeptidilpeptidasa
IV (DPPIV), Antigeno Carcinoembrionario (CEA), la glicoproteina de
membrana MUC1, asi como otras mucinas. A nivel genético, las células
HT-29 presentan alteraciones tipicas de tumores colorrectales, como
son mutaciones en APC y Tp53 con la consiguiente pérdida de sus
funciones.

SW-480: Se trata de una linea celular de adenocarcinoma de colon
humano. En base a su morfologia, se trata de células epiteliales muy
utilizadas en cultivos in vitro como modelo de cancer colorrectal para el
estudio de marcadores tumorales, produccion de CEA (Antigeno
carcinoembrionario), bioquimica de tumorogenicidad, farmacodindmica,
sensibilidad hormonal y como un control positivos de proteina nuclear B—
catenina.

SW-620: Linea tumoral fue aislada de un paciente de 51 afios de edad,
de carcinoma de colon metastasico. Esta linea derivd del mismo tumor
primario que la linea celular SW-480. Se caracteriza por la produccion
de CEA (Antigeno Carcinoembrionario) y gran capacidad tumorogénica.
Presenta una mutacion en p53, y ademas es positiva para la expresion
de los siguientes oncogenes: K-ras, H-ras, N-ras, Myb, sis y fos.

Tabla 10. Caracteristicas de las lineas celulares incluidas en el estudio. Se muestra el
nombre de la linea, y datos del paciente de origen: tipo de tumor, grado de
diferenciacion del tumor Y, por ultimo género vy edad.

., DATOS DEL PACIENTE DE ORIGEN
LINEA CELULAR
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TIPO DE TUMOR  DIFERENCIACION GENERO EDAD

DLD-1 Primario Me_dlanarpente Hombre 50
diferenciado

HT-29 Primario Mgdlanamente Mujer 44
diferenciado

SW-480 Primario MECIEMEMETE | e 50
diferenciado

SW-620 Metastasis Ppbrem?nte Hombre 51
diferenciado
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5.1.2. MUESTAS DE PACIENTES

Obtuvimos muestras de pacientes con las que realizamos cultivos
primarios de sangre periférica. Las muestras de sangre periférica fueron
voluntariamente donadas por pacientes del Servicio de Oncologia y del Banco
de Sangre del Complejo Hospitalario Universitario de Albacete (CHUA). Los
donantes fueron previamente informados mediante consentimiento escrito e
informado (aprobado por el comité ético del Complejo Hospitalario Universitario
de Albacete).

Las muestras de sangre provienen de pacientes con neoplasia, formando el
grupo de muestras de estudio, asi como de donantes sanos sin evidencia de
neoplasia, formando el grupo de controles.

— CRITERIOS DE INCLUSION DE PACIENTES

o Pacientes mayores de 18 afios con cancer de colon o recto.

o Firma del consentimiento informado de acuerdo con el protocolo
del estudio autorizado por el Comité de Etica local.

o Disponibilidad para la recogida de muestras de sangre y
seguimiento.

o No presencia de cualquier otra neoplasia diferente.

En total obtuvimos 258 muestras de sangre periférica de 56 pacientes y
51muestras de controles. Las muestras controles pertenece a personas sanas
que no han sufrido ninguna neoplasia, se trata de personas donantes de
sangre.
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Tabla 11. Caracteristicas patologicas de los pacientes incluidos en el estudio. Se
muestra la localizacion y estadio de tumor, tipo de metéstasis al diagnéstico, tiempo de
la primera, segunda recaida y supervivencia, estado actual, resistencia a oxaliplatino y
por ultimo edad y género.

- P P RESISTENCIA A ”
a
METASTASIS AL DIAGNOSTICO 12 RECAI SUEPERVIVENCIA OXALIPLATINO ED. GENERO

ESTADIO AL
DIAGNOSTICO

PACIENTE LOCALIZACION

21 Recto-sigma v Suprarrenal 17 meses No 99 meses LE No 51 Mujer

56 Recto mn No No No 12 meses Exitus No 66 Hombre

58 Recto n No 43 meses No 68 meses LE No 59 Hombre

63 Recto v No 32 meses 15 meses 72meses Exitus No 48 Hombre

77 Colon v Hepéticas y ganglionares 8 meses 6 meses 21 meses Exitus Si 75 Hombre

81 Recto mn No No No 61 LE No 68 Hombre

83 Colon v Hepéticas y pulmonares 40 meses No 79meses EE No 77 Mujer

95 Colon-recto n No 19 meses 8 meses 49 meses Exitus Si 65 Hombre

110 Colon-recto mn No 24 meses 41 meses 90meses Exitus No 54 Hombre

120 Recto-sigma n No No No 61 meses LE No 66 Hombre

124 Colon transverso v Peritoneal 10 meses No 18 meses Exitus Si 42 Hombre

135 Recto mn No No No 64 meses LE No 45 Hombre

158 C. ascendente v Hepaticas 31 meses 8 meses 68 meses Progresion No 60 Hombre

162 C. ascendente mn No 7 meses 14 meses 18 meses Exitus Si 69 Hombre

165 Recto mn No No No 65 meses LE No 69 Hombre

171 Recto mn No 5 afios 43 meses 141 meses Exitus No 72 Hombre

177 Ciego mn No No No 61 meses LE No 73 Mujer

196 Reto v Hepéticas y suprarrenales 31 meses No 55meses EE No 55 Hombre

199 C. ascendente v Peritoneal 27 meses No 49 meses Exitus No 71 Hombre

217 Colon v Hepatica 11 meses No 16 meses Exitus No 58 Mujer

232 Sigma 1 No No No 49 meses LE No 60 Hombre

237 Sigma v Hepéticas 15 meses No 18 meses Exitus No 59 Hombre

244 Ciego v Pulmonares 13 meses 9 meses 44 meses CcP 79 Hombre

248 Recto n No No No 48 meses LE No 47 Mujer

266 C. descendente v Hepaticas y pulmonares No No 2 meses Exitus No 77 Mujer

281 Ciego v Hepéticas y peritoneales 10 meses 4 meses 35 meses cP Si 63 Hombre

284 Recto v Pulmonares 2 meses 6 meses 15 meses Exitus Si 45 Mujer

287 Angulo esplénico v Ovérica y peritoneal 12 meses 22 meses 43 meses CcP No 43 Mujer

o))
)}
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5.1.3. ANIMALES DE EXPERIMENTACION

Todos los animales utilizados en este estudio fueron mantenidos bajo
condiciones libres de patdégenos en el animalario de la Facultad de Medicina de
Albacete de la UCLM, bajo la normativa vigente. Para la realizacion de este
trabajo utilizamos ratones inmunodeprimidos, ratones atimicos FOX"1nu, de los
laboratorios Charles River International, Inc. Estos ratones presentan una
mutacion que origina un fenotipo inmunodeficiente, mutacion nude (nu), que
origina la ausencia de pelo y del timo. Estos ratones no presentan rechazo de
injerto, por lo que resultan de gran utilidad en los transplantes de tumores,
incluso para transplante de tumores humanos.

5.2 RECOGIDA DE DATOS, INSTRUMENTACION Y
METODOLOGIA

5.2.1. AISLAMIENTO DE LA FRACCION DE CELULAS NUCLEA DASEN
SANGRE PERIFERICA

La fraccion de células nucleadas de sangre periférica fue aislada mediante
gradiente de densidad con ficoll (Ficoll-Paque PLUS, GE Healthcare Life
Sciences). En la separacion se aprovecha la diferencia de densidad entre las
células nucleadas y los eritrocitos, que aumenta al mezclarse con el ficoll,
debido a la presién osmotica de éste. Ademas, el ficoll aumenta la agregacion
eritrocitaria, provocando una sedimentacion de los eritrocitos. Para ello, la
sangre periférica fue diluida en tampén fosfato salino (PBS, Phosphate Buffer
Saline, Lonza Walkersville, Inc) a pH 7.4 y molaridad 1M en dilucién 1:1. La
sangre diluida se vertidé sobre Ficoll, en volumen 1:1, y se centrifugé a 300 G
durante 25 minutos. La fraccion intermedia fue separada y lavada con tampoén
fosfato y se centrifugd a 300G durante 7 minutos. Posteriormente se realizaron
dos lavados hasta obtener la fase celular nucleada libre de plaquetas.
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5.2.2. CULTIVOS CELULARES

Para la realizacion de este estudio se han realizado por un lado cultivos
primarios y, por otro laco, cultivos de lineas celulares.

e Cultivos primarios:  Los cultivos primarios se cultivaron en medio de
Dubelco modificado (DMEM-F12, Lonza Waldersville, Inc ) con L-
glutamina 200nM (Lonza Waldersville, Inc) y antibioticos al 1% -
penicilina y estreptomicina- (Biowhittaker), suplementados con EGF al
0.5% y FGF al 0.04%, en atmosfera al 5% de CO2 y a 37°C.

* Cultivos de lineas celulares:  Los cultivos celulares se hicieron de las
lineas celulares de cancer de colon DLD-1, HT-29, SW-480 y la linea
SW-620. Las células se cultivaron en medio de Dubelco modificado
(DMEM-F12, Lonza Waldersville, Inc ) con 10% de suero bovino fetal
(FBS, Lonza Waldersville, Inc), L-glutamina 200nM (Lonza Waldersville,
Inc) y antibidticos al 1% —penicilina y estreptomicina- (Biowhittaker) en
una atmésfera al 5% CO, y a 37°C.

5.2.3. OBTENCION DE MEDIOS CONDICIONADOS CON EL EXTREMO
C-TERMINAL DE LA PROTEINA PEDF

Para la obtencion de medios condicionados con el dominio C-terminal de
la proteina PEDF se transfretaron células HEK-293t con fosfato calcico
(Solucion A: dH,0, CaCl, 2M; Solucion B: HN pH 7.1, PO,4) empleando 15ug de
ADN plasmidico. La transfeccién fue monitorizada mediante el seguimiento de
otra transfeccion paralela con un ADN plasmidico-GFP. Las células
transfectadas permanecieron en cultivo entre 3 y 5 dias a 30°C.

5.2.4. WESTERN BLOT

La presencia y cuantificacion de la proteina recombinante presente en el
medio de cultivo se realizd6 mediante western blot. Para ello las muestras de los
medios condicionados obtenidas fueron cargadas y migradas en geles al 10%
de SDS-PAGE. A continuacion, las muestras fueron transferidas a una
membrana de nitrocelulosa y bloqueadas con leche. Posteriormente, las
membranas fueron incubadas con el anticuerpo primario anti-c-myc (Mouse
monoclonal IgG1, Santa Cruz) a una dilucion 1:500 toda la noche a 4°C. La
mafana siguiente, las membranas fueron incubadas con el anticuerpo
secundario anti-ratdbn conjugado con HKP (Goat anti-mouse IgG-HKP, Santa
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Cruz). Las membranas fueron reveladas mediante el kit Inmobilon Western

(Millipore) y visualizadas mediante analisis digital en un equipo LAS 4000
(Fuijifilm).

Para la cuantificacion de las proteinas se utilizé una curva patrén con la
referencia comercial de la proteina PEDF a 100ng/ml (Bio Vendor R&D), con
distintos valores de proteina: 75, 150, 300 y 600ng de proteina. Los medios
condicionados fueron cargados para su cuantificacion (15 y 30ul), mediante
interpolacidbn matematica.

With FBS

—__WithoutFBS
= = = =
3 3 3 3
o L o L
& = i |—
s O =0 $) )

Figura 23: Resultado obtenido de un western blot donde se observa el extremo carboxilo (CTer) de la
proteina PEDF y la proteina mutante del extremo carboxilo de PEDF (CTE). Para ello se ha utilizado
como control un anticuerpo Anti-Myc, con el que se demuestra que la proteina esta presente. El tiempo de
exposicion de revelado del anticuepor Anti-Myc fue de 20 segundos con FBS y 60 segundos sin FBS. La
cantidad de muestra cargada en el wsetern fue de 30 pL.

5.2.5. TRATAMIENTOS CON PEPTIDOS DERIVADOS DE LA PROTEINA
PEDF

Las lineas celulares fueron tratadas con el extremo carboxilico de PEDF, C-
ter y la proteina mutante CTE, obtenidas de medios condicionados de
transfecciones en células 293T. La proteina inhibitorias, C-ter y CTE se
afiadieron hasta una concentracion final de 200ng/mL en el medio de cultivo.
Los tratamientos fueron de dos tipos:

* Agudos : Se realiz6 un Unico tratamiento.

« Cronico s: Se realizaron hasta un total de seis tratamientos consecutivos
con cada pase celular realizado.
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5.2.6. CITOMETRIA DE FLUJO Y SORTING

La inmunofenotipicacion celular se basa en la reaccién antigeno-
anticuerpo, donde el anticuerpo estda marcado con un fluoréforo que
posteriormente se excita y detecta mediante un equipo de citometria de flujo,
en nuestro caso utilizamos un equipo MacsQuant. La separacion celular
requiere un equipo de citometria-sorter (In-fluxTM, Citopeia) que, mediante la
aplicacién de un campo magnético, es capaz de separar una célula del resto.

Para la preparacion de las muestras, las células se centrifugaron y el
boton celular se diluyé en un tampén suplementado con 0,5% de suero de
albumina fetal (BSA, Sigma Aldrich Co) y acido etilendiaminotetracético (EDTA)
a 2mM, y cuyo pH final es 7.5. Este tampdén permite bloquear las uniones
inespecificas del anticuerpo y mantener las células disgregadas, para facilitar la
unién especifica de los anticuerpos. Las muestras se incubaron con
anticuerpos especificos para los receptores de las regiones constantes de las
inmunoglobulinas, evitando falsos positivos (FCR blocking Reagent human,
Milteny Biotec). Seguidamente, las células se incubaron con los anticuerpos de
estudio durante el tiempo recomendado por la casa comercial, en oscuridad y a
4°C. Tras esta incubacion, las muestras se lavaron con PBS para eliminar el
exceso de anticuerpo no unido a su antigeno, se resuspendieron en tampoén
fosfato suplementado con BSA-EDTA y se tifleron con el colorante nuclear
DAPI (4',6-diamidino-2-phenylindole) a una concentracion de 10 ug/ml. EI DAPI
detecta células cuya membrana celular esta dafiada. El analisis citométrico y
separacion de las muestras se realizd mediante citometria-sorter (In-flux,
Citopeia). El posterior andlisis informatico se realizO mediante el paquete
informatico MACSQuantify.

Tabla 12. Anticuerpos utilizados para el estudio de la inmonofenotipacion.

ANTICUERPO  CLON  copepciar  PLUCON  NCUBACION EMISION
Anti-BCRP1-FITC 5D3 Chemicon 1:10 10 min 409-591
Anti-BCRP1-PE 5D3 Chemicon 1:10 10 min 563-576
Anti-EpCAM-PE HEA-125 Miltenyic Biotec 1:10 10 min 563-576
Anti-CD133-PE 293C3 Miltenyic Biotec 1:10 10 min 563-576
Anti-CD133-APC 293C3 Miltenyic Biotec 1:10 10 min 650-660
Anti-AC133-PE AC133 Miltenyic Biotec 1:10 10 min 563-576
Anti-AC133-APC AC133 Miltenyic Biotec 1:10 10 min 650-660
Anti-CD44-APC G44-26 BD Biosciences 1:10 10 min 650-660
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5.2.7. INYECCIONES EN RATONES INMUNODEPRIMIDOS

Las inyecciones en ratones se realizaron con un volumen final de 200ul
de una dilucién 1:1 de matrigel (BD MAtrigel™ Basement Membrane Matrix,
BD) y células suspendidas en PBS. Para la realizacion de las inyecciones
utilizamos una jeringa de 1ml y una aguja 25G. Las inyecciones fueron todas
subcutdneas en ambos flancos del raton.

A los ratones inyectados les realizamos un seguimiento semanal en el
gue eran pesados y ademas se media el volumen de los tumores mediante un
calibre. El volumen de los tumores fue calculado mediante la formula:

V=2xL;xLyx0.52
Siendo L, la longitud mayor y L, la longitud menor, ambas en milimetros.

Las inyecciones en ratones las realizamos en dos ensayos diferentes:
» Efecto de los marcadores de estudio en la formacion de tumores. Para
ello se inyectaron células separadas mediante citometria-sorting.
» Efecto de los péptidos derivados del extremo carboxilo terminal de la
proteina PEDF en la formacién de tumores. Para ello se inyectaron
células tratadas con los péptidos.

5.2.8. ESTUDIO DE LA DIVISION CELULAR MEDIANTE CITO METRIA
DE FLUJO

Los ensayos de seguimiento de division celular mediante citometria de
flujo estan basados en la utilizacion de sondas fluorescentes. Estas sondas
guedan atrapadas en el interior celular emitiendo fluorescencia que se segrega
a la descendencia celular con las divisiones celulares. El uso de este tipo de
sondas es id6neo puesto que, a dia de hoy, no se han descrito proteinas de
membrana que se asocien con el ciclo lento y por tanto, no se puede localizar
esta poblacion por inmunotincion.

El trazador utilizado en este estudio es Cell Trace ®Far-Red DDAO-SE
(DDAO-SE). Se trata de una sonda fluorescente que atraviesa pasivamente la
membrana celular mediante difusion. Una vez en el interior celular, la sonda es
procesada de manera que emite fluorescencia y queda atrapada en el interior
celular. Este tipo de sondas fluorescentes permiten monitorizar la cinética de
divisiéon celular, asi como la progenie resultante, que también sera fluorescente.
La fluorescencia original se va perdiendo a medida que las células se dividen.
Las células que se dividen mas lentamente o que no se dividen poseen
fluorescencias mayores que aquellas células que se dividen muy rapidamente,
permitiendo distinguir diferentes poblaciones de acuerdo a la longitud de sus
ciclos de division celular. Las células madre, al ser células quiescentes que
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entran en division en menor grado que su progenie, retienen mayor colorante y
por tanto presentan una mayor fluorescencia.

Las células fueron tefiidas con el colorante DDAO-SE en dilucién 1:10 con
PBS suplementado con BSA-EDTA. Se incubaron a 37°C durante 10 minutos.
Posteriormente se lavaron con PBS y se centrifugaron a 180G durante 5
minutos. El pellet celular se resuspendio en PBS-BSA-EDTA-DAPI y se analiz6
la homogeneidad del marcaje mediante citometria de flujo, con un citbmetro
MAQSCuant (Miltenyic Biotec.). Las células marcadas fueron sembradas y se
analizé su fluorescencia los dias posteriores.

5.2.9. CURVA DOSIS-RESPUESTA

Las células se sembraron a una densidad de 5.000 células/pocillo en
placas multipocillo de 24 pocillos en un volumen de 250uL. Al dia siguiente se
realizo el tratamiento con quimioterapéuticos hasta conseguir un volumen final
de 500uL en cada pocillo. Los farmacos utilizados fueron oxaliplatino e
irinotecan.

Realizamos dos tipos de ensayos diferentes:

* Curvas dosis-respuesta con tratamiento quimioterapéutico en
combinacion aguda con los péptidos derivados del extremo carboxilo de
la proteina PEDF. En este caso el dia posterior a la siembre se afiadia el
farmaco y los péptidos CT o CTE a una concentraciéon de 200ng/ml.

e Curvas dosis-respuesta con tratamiento quimioterapéutico en células
tratadas de manera crénica con los péptidos CT o CTE a una
concentracion de 200ng/ml.

Los farmacos utilizados fueron Oxaliplatino e Irinotecan, ambos empleados
en la clinica para tratar tumores colorrectales.
La concentraciéon de los farmacos utilizada fue diferente para cada linea.

Tabla 13. Concentraciones de oxaliplatino e irinotecan empleadas en cada linea
celular.

Linea célular Oxaliplatino (ug/ml) Irinotecan (uM)
DLD-1 0;1,5;3;6;12;18y 24 0;6;12;18y 24
HT-29 0;0,4;0,8;1,6;3,2y6,4 0;2;4;8;16y 32

SW-480 0;0,1;0,2;0,4;,08y 1,6 0;3;6;12;18y 24
SW-620 0;0,2;0,4;0,8;16y3,2 0;6;12;18y 24
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En la determinacion de la viabilidad celular se utiliz6 el método Cristal
Violeta o violeta de genciana. Esta tincion esta basada en la afinidad del
colorante por los acidos nucleicos. Las células se fijaron con glutaraldehido
0,5% (Sigma) durante 10 minutos. A continuacion, se tifieron con cristal violeta
(Sigma) al 0,1% durante 20 minutos. Transcurrida la incubacion se sumergieron
en agua, agitando vigorosamente para eliminar el exceso de colorante. La
tincion se solubiliz6 con acido acético al 10%, y se midi6 mediante lectura
espectrofotométrica a una longitud de onda de 590 nm.

5.2.10. ANALISIS DE PRUEBAS DIAGNOSTICAS

Para el analisis de la validez de nuestra prueba diagndstica hemos realizado el
célculo de la sensibilidad y la especificidad de la técnica. Ademas, hemos
cuantificado su seguridad mediante el célculo de los valores predictivos
positivos y negativos.

e Cdalculo de la sensibilidad: Para el calculo de la sensibilidad
calculamos la proporcion de pacientes enfermos que obtuvieron un
resultado positivo en la prueba diagnéstica:

VP
VP + FN

Por lo tanto, podemos decir que la sensibilidad es la probabilidad de clasificar
correctamente a un paciente enfermo o dicho en otras palabras, es la
capacidad del test para detectar la enfermedad.

Sensibilichd =

e Cédlculo de la especificidad: Para el calculo de la especificidad
calculamos la proporcion de pacientes sanos que obtuvieron un
resultado negativo en la prueba diagnéstica:

VN
VN + FP
La especificidad es la probabilidad de clasificar correctamente a un individuo
sano, es decir, es la capacidad para detectar a los sanos.

Especificidad =

* Valor predictivo positivo: puede calcularse como la proporcion de
pacientes con un resultado positivo en la prueba, que finalmente
resultaron estar enfermos:

VP
T VP+FP
El valor predictivo positivo es la probabilidad de padecer la enfermedad
si se obtiene un resultado positivo en el test.
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Valor predictivo negativo:  puede calcularse como la proporcion de
pacientes con un resultado negativo en la prueba que finalmente
resultaron sanos:
VN
FN +VN
El valor predictivo negativo es la probabilidad de que un sujeto con un
resultado negativo en la prueba esté realmente sano.

VPN =

5.2.11. ANALISIS ESTADISTICO

El andlisis estadistico se realiz6 mediante la utilizacion de diferentes pruebas
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Regresion estadistica: Para el calculo del IC50 y del ICO fue necesario
realizar una regresion lineal. Para ello utilizamos el programa informatico
ED.50PIlus v1.0. En algunos casos fue necesaria una transformacion
logaritmica.

Prueba de U de Mann-Whitney: es una prueba no paramétrica aplicada
a dos muestras independientes. Es, de hecho, la version no paramétrica
de la habitual prueba t de Student. Fue propuesto inicialmente en 1945
por Frank Wilcoxon para muestras de igual tamafios y extendido a
muestras de tamafo arbitrario como en otros sentidos por Henry B.
Mann y D. R. Whitney en 1947. La prueba de Mann-Whitney se usa para
comprobar la heterogeneidad de dos muestras ordinales.

Prueba de Kolmogorov-Smirnov: se trata de una prueba no
paramétrica utilizada para determinar si una muestra sigue una
distribucion normal. Consiste en un procedimiento de bondad de
ajustes.

Prueba Chi cuadrado : Esta prueba puede utilizarse incluso con datos
medibles en una escala nominal. La hipétesis nula de la prueba Chi-
cuadrado postula una distribucion de probabilidad totalmente
especificada como el modelo matematico de la poblacion que ha
generado la muestra. Para realizar este contraste se disponen los datos
en una tabla de frecuencias. Para cada valor o intervalo de valores se
indica la frecuencia absoluta observada o empirica (Oi). A continuacion,
y suponiendo que la hipoétesis nula es cierta, se calculan para cada valor
o intervalo de valores la frecuencia absoluta que cabria esperar o
frecuencia esperada (Ei=n-pi , donde n es el tamafio de la muestra y pi
la probabilidad del i-ésimo valor o intervalo de valores segun la hipotesis
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nula). El estadistico de prueba se basa en las diferencias entre la Oi y Ei
y se define como:

(0i — Ey)*

x2 = 2?—_-1 E..
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6. RESULTADOS

6.1 CARACTERIZACION DE LAS CMTS EN LINEAS CELULARES
TUMORALES DE CANCER DE COLON Y EFECTO DEL EXTREMO
CARBOXILO DE LA PROTEINA PEDF SOBRE LA POBLACION
DE CMTS.

Debido a la dificultad de encontrar marcadores especificos de la
poblacién de las CITs nos plantemos la posibilidad de utilizar una bateria de
marcadores relacionados con las propiedades basicas atribuidas a las CITs,
como son la resistencia a toxicos, movilidad y autorrenovacion. Por ello
utilizamos las proteinas BCRP-1, EpCAM, CD133, y su epitopo AC133.
Ademas utilizamos el marcador CD44.

6.1.1. ESTUDIO DE LA EXPRESION DE MARCADORES DE CMTS EN
LINEAS CELULARES

Analizamos, mediante citometria de flujo, los porcentajes de células que
expresan los marcadores anteriormente citados en las lineas celulares de
estudio, DLD-1, HT-29, SW-480 y SW-620. Observamos que cada linea celular
presenta un patrén caracteristico de expresion de los marcadores, incluso en
las dos lineas que proceden del mismo paciente, SW-480 (tumor primario) y
SW-620 (tumor metastasico) como se observa en la figura 24. El marcador
BCRP-1 se detecta en tres de las lineas analizadas, pero en porcentajes que
no superan en ningun caso el 0.35%. El porcentaje de expresion de BCRP1 es
de 0.33% + 0.18 para la linea DLD-1, 0.34% + 0.11 en HT-29, 0.02% + 0.01 en
SW-480 y 0.13% + 0.04 en SW-620 (figura 24A). El marcador EpCAM es
detectado en las cuatro lineas celulares en la mayoria de la poblacion, los
porcentajes de células que expresan el marcador EpCAM son: 99.87% + 0.10,
99.92% + 0.04, 99.77% + 0.08 y 99.97% + 0.02 en las lineas DLD-1, HT-29,
SW-480 y SW-620 respectivamente (figura 24A). Los marcadores CD133 y
AC133 son mas heterogéneos. Por un lado, la linea DLD-1 y SW-480
presentan porcentajes muy bajos de expresion de la proteina CD133 y AC133.
La concentracion media de células que expresen estos marcadores son, 0.33%
+ 0.13 CD133" y 0.31% + 0.08 AC133" en la linea DLD-1 y 0.20% + 0.06
CD133" y 0.09% + 0.04 AC133" en la linea SW-480. Por otro lado, las lineas
HT-29 y SW-620 tienen un elevado porcentaje de células que si los expresan,
94.25% + 0.32 CD133" y 92.98% + 0.22 AC133" en la linea HT-29 y 93.65% +
1.21 CD133" y 92.25% + 1.37 AC133" en la linea SW-620, (figura 24A). El
marcador CD-44 es expresado en la mayoria de las células de las lineas SW-
480 (99.42% + 0.07), HT-29 (95.68% + 0.18) y DLD-1 (99.74% + 0.02),
mientras que en la linea SW-620 (tumor metastasico) la expresion del
marcador CD-44 es notoriamente inferior (6.76% + 0.28) (figura 24B). En la
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figura 24 se muestra un ejemplo de las citometrias realizadas de los
marcadores en las cuatro lineas de estudio y la cuantificacion obtenida de al
menos cuatro experimentos independientes (n>4).
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Destacar que la linea celular SW-620 presentd patrones diferentes de
expresion para las proteinas CD133 y AC133 no representados en la figura 24.
En tres de las ocho citometrias realizadas obtuvimos porcentajes muy bajos
para dichas proteinas, 0.10% para la proteina CD133 y 0.06% para la proteina
AC133.

La siguiente tabla recoge el porcentaje de expresion de los marcadores
de estudio en las lineas celulares DLD-1, HT-29, SW-480 y SW-620.

Tabla 14: Porcentaje de marcadores relacionados con CMTs en lineas celulares
tumorales de carcinoma de colon. Se muestra la media de células positivas para cada
marcador junto con el error estandar.

LINEA MARCADOR
CELULAR BCRP1 EPCAM CD133 AC133 CD44

DLD-1 0,33+0,18 99,87+0,10 0,33+0,13 0,31+0,08 99,74 + 0,02
HT-29 0,34+0,11 99,92+0,04 94,25+0,32 92,98+0,22 9568 +0,18
SW-480  0,02+0,01 99,77+0,08 0,20+0,06 0,09+0,04 99,42+ 0,07
SW-620  0,13+0,04 99,97 +0,02 93,65+1,21 9225+1,37 6,76+ 0,28

Estos marcadores podrian verse modificados por la exposicion de estas
células a la proteina PEDF, debido a su efecto sobre la autorrenovacion, como
se ha demostrado tanto en células madre sanas como en CMTs. Para
comprobar el efecto del extremo carboxilo de la proteina PEDF (Cter) sobre
estos marcadores en las lineas celulares de estudio, disefiamos dos tipos de
experimentos. Por un lado pretendemos estudiar el efecto agudo del péptido
sobre la expresion de los marcadores y por otro lado, estudiar el efecto crénico
del péptido sobre la expresion de los marcadores, ambos mediante citometria
de flujo.

6.1.2. EFECTO DEL EXTREMO CARBOXILO TERMINAL DE LA PROTEINA
PEDF SOBRE MARCADORES DE CMTS

Se ha estudiado el efecto del extremo carboxilo terminal de la proteina
PEDF de manera aguda y cronica sobre los niveles de la expresion de los
marcadores relacionados con las CMTs: BCRP1, EpCAM, CD133 y AC133 en
las lineas celulares DLD-1, HT-29, SW-480 y SW-620. En ambos experimentos
la concentracion de la proteina fue 200 ng/ml y fue afadida al medio de las
placas de cultivo el dia cero (0 DIV). En los experimentos realizados de manera
aguda, los niveles de expresion de los marcadores fueron analizados mediante
citometria de flujo tras 24 horas en cultivo (1 DIV). En el caso de los
experimentos crénicos, se suministraron 6 dosis o tratamientos de la proteina
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cada dos dias, coincidiendo el tratamiento con el pase celular. Los resultados
han sido obtenidos de al menos tres experimentos independientes (n>3).

Agudos : medicidn 24 horas después al tratamiento unidosis. En los
tratamientos agudos realizados a las diferentes lineas celulares no
observamos diferencias estadisticamente significativas en los niveles de
expresion de los marcadores BCRP1, EpCAM, CD133 y AC133 tras el
tratamiento agudo de los fragmentos CTE y CT.

Cronicos : medicion 13 DIV después de 6 dosis de tratamiento. Hemos
realizado un seguimiento de la modificacion de la expresion de los
marcadores tras una exposicion crénica de las lineas celulares de
estudio con dos péptidos derivados de la proteina PEDF, el fragmento
CTE y CT (explicado en el apartado de material y métodos). Los
tratamientos han consistido en la adiccion de 6 dosis de la proteina
purificada a los medios de cultivo de las distintas lineas a una
concentracion de 200ng/ml. Tras los tratamientos, los resultados
obtenidos han sido los siguientes: la linea HT-29 muestra un aumento
notable del marcador BCRP1 y una marcada disminucion de los
marcadores CD-133 y AC-133 tras los tratamientos con los péptidos
CTE (n=3) y CT (n=3) (figura 25) mostrando diferencias significativas
respecto el grupo control (n=4) (test de Mann Whitney). Observamos una
disminuciéon en el nimero de células CD133" desde el 94.2% + 0.3 en
las células controles hasta un 66.8% + 1.0 y 72.2% + 1.6 en los
tratamientos con CT y CTE respectivamente, con un p-valor de 0.013
para ambos casos. Para las células AC133" observamos un efecto
similar, hay una disminucién desde el 93.0% + 0.2 en la muestra control
hasta un 69.8% + 2.0 y un 68.7% + 0.9 en los tratamientos con CT y
CTE respectivamente, con un p-valor de 0.017 en ambos casos
(figura25A).

Respecto al marcador BCRP1, observamos un aumento, de diez veces, de
la poblacién BCRP1" tras los tratamientos con CT y CTE respecto la poblacion
control, desde un 0.3% + 0.1 de células BCRP1" en los controles hasta un
3.0% + 0.5 de células BCRP1" en las muestras tratadas de manera cronica con
los péptidos CT y CTE, con un p-valor de 0.013 en ambos casos (figura 25B).

82



»RESULTADOS

A
100 94,2 93,0 W CONTROL

® 9 BCT

= 72,2

® 66,8 69,8 68,7 CTE

= 80 *

8 * - * *

g 70 = B

£ o 3,0
8 50 = 30 3,
g 5 >0 * %
40 Lo :

~ s o 30 l
5 30 g ©

£ 20 92 10 03

5 10 o g ——

0 a -10 BCRP1
CD133 AC133
D
HT-29 Control CD133 HT-29 CT T6 CD133
256
i HT-29 Control BCRP1 HT-29 CT C6 BCRP1

192

R3

F1281

SSC-A-Width

64+

SSC-AWidth
]
2

4774 140

Counts
Py
a2
-

i

Counts
a o
5 8

0
T T
1 10! 102 108 10t N 100 10! 102 108 10¢

FIGURE 25: CSC marker in HT-29 cell line after CT and CTE PEDF cronic treatment. Histograms show the
changes in the percentage of CD133+, AC133+ (A) and BCRP1+ (B) cells analyzed by flow cytometry. U-Mn test has
been used for statistical analysis: * p<0,05. The number of analyzed samples was 4 for controls and 3 for each
treatment. C shows CD133 density plot and histogram of control and CT T6 HT-29 cells. D shows a BCRP1 dot plot of
control and CT t6 HT-29 cells.

En la linea DLD-1 observamos diferencias significativas tras el
tratamiento con el péptido CTE en el marcador AC-133, presentando una
disminucién, de seis veces, en la expresion del marcador respecto la linea
control desde un 0.31% + 0.08 de células AC133" en el control a 0.05% + 0.01
ce células AC133" tras el tratamiento cronico con la proteina CTE, con un p-
valor de 0.010. En el resto de marcadores no hay diferencias estadisticamente
significativas tras los tratamientos con las proteinas CT y CTE (figura 26).
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FIGURE 26: CSC marker in DLD-1 cell line after CT and CTE PEDF cronic treatment. Histograms

show the changes in the percentage of BCRP1+, CD133+, AC133+ cells analyzed by flow cytometry.
U-Mn test has been used for statistical analysis.

En la linea SW-480 no observamos diferencias significativas en los
niveles de la expresion de los marcadores de estudio tras los tratamientos crénicos
con los péptidos CT y CTE a la concentracion de 200 ng/ml utilizada. Las medias
obtenidas de los niveles de marcadores son para BCRP1 0.02% + 0.01 en el
control, 0.03% + 0.02 en células tratadas con CT y 0.06% + 0.03 en células
tratadas con CTE. Para CD133 los porcentajes obtenidos son 0.20% + 0.01 en las
células control, 0.18% + 0.01 en las células tratadas con CT y 0.24% + 0.07 en
células tratadas con CTE. Para el marcador AC133 los porcentajes obtenidos son
0.09% + 0.04 en las células control, 0.12% + 0.06 en las células tratadas con CT y
0.05% + 0.03 en células tratadas con CTE, (figura 27).
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FIGURE 27: CSC marker in SW-480 cell line after CT and CTE PEDF  cronic
treatment. Histograms show the changes in the percentage of BCRP1*, CD133*,
AC133* cells analyzed by flow cytometry. U-Mn test has been used for statistical
analysis.
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La linea celular SW-620 no presenta diferencias significativas para el
marcador BCRP1 tras los tratamientos crénicos con CT y CTE. Sin embargo, si
observamos un cambio en la expresion de las proteinas de estudio en la propia
linea control para los marcadores CD-133 y AC-133. Por un lado hemos obtenidos
marcajes muy altos vy, por otro lado, marcajes muy bajos en esta linea, para los
marcadores CD133 y AC133, como se ha explicado anteriormente. Hay que
destacar el hecho de que las células control presentan un mayor numero de
citometrias con marcajes altos, 5/8, mientras que las células tratadas presentan un
menor nimero de experimentos con marcajes altos, 2/6 para CTE y 2/6 para CT.
Debido a estas diferencias hemos analizado los resultados obtenidos de las
citometrias de flujo por separado. Por un lado, hemos analizado aquellas
citometrias en las que los marcadores CD133 y AC133 aparecen muy elevados.
En este primer caso, los experimentos realizados han sido 5 para las muestras
control, y 2 para las células tratadas con CT y CTE. No hemos encontrado
diferencias estadisticamente significativas en la expresion de los marcadores
obteniendo unos porcentajes medios de células CD133" de 93.6% + 1.2 para las
células control, 77.3% + 15 para las células tratadas con CT y 73.3% + 16 para las
tratadas con CTE. Los porcentajes medios de células AC133" son 92.3% + 1.4 en
las células control, 74.2% + 15.0 en las células tratadas con CT y un 70.1% + 18.2
en las células tratadas con CTE (figura 28A).

En el segundo caso, andlisis de la expresion de los marcadores CD133 y
AC133 cuando aparecen en porcentajes muy bajos (figura 28B), hemos
encontrado un aumento significativo de la expresién del marcador CD133 en las
células tratadas respecto las células sin tratar. Se trata de un aumento desde el
0.10% + 0.02 de células CD133" en el control a un 0.22% + 0.03 en las células
tratadas con CT y a un 0.33% + 0.07 en las células tratadas con CTE, con un p-
valor de 0.017 en ambos casos. Para el marcador AC133 no observamos
diferencias significativas en su expresion, siendo los porcentajes de células
AC133" de 0.06% + 0.03 en el control, 0.08% + 0.02 en las tratadas con la
proteina CT y 0.10% + 0.04 en las tratadas con CTE.
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FIGURE 28: CSC marker in SW-620 cell line after CT and CTE PEDF cronic treatment.
Histograms show the changes in the percentage of BCRP1*, CD133*, AC133* cells analyzed by
flow cytometry. U-Mn test has been used for statistical analysis: * p<0,05.

6.1.3. ESTUDIO DE LA POBLACION DE CICLO LENTO Y EFECTO DEL
EXTREMO CARBOXILO TERMINAL DE LA PROTEINA PEDF

Una caracteristica de las células iniciadoras de tumores es que
presentan ciclos de division lentos, por ello hemos analizado el efecto de las
proteinas CT y CTE en los ciclos de division de las lineas celulares. La técnica
utilizada para este analisis es el marcaje de nuestras células con la molécula
DDAO (Invitrogen). Se trata de una sonda vital que, entra al interior celular de
forma pasiva e inocua para las células, emitiendo fluorescencia. Esta
fluorescencia se va segregando a la poblacién hija con las distintas divisiones
celulares de manera que aquellas células que se dividen con mayor frecuencia
perderan mas rapidamente la fluorescencia que aquellas células que presenten
ciclos de divisién celular mas lentos. El seguimiento de la fluorescencia se
realiza mediante citometria de flujo, el dia del marcaje y durante los dias
sucesivos. Los tratamientos con las proteinas de interés los hemos realizado
de nuevo, de dos maneras: tratamientos agudos y cronicos. Los resultados
mostrados son la media de al menos tres experimentos independientes (n>3).

* Agudos : El tratamiento agudo consiste en sembrar las células marcadas
con DDAO con las proteinas CT y CTE a una concentraciéon de 200
ng/ml y observar la tasa de division de cada linea celular. En los
tratamientos agudos no hemos obtenido grandes diferencias aunque
hemos observado una disminucion estadisticamente significativa de
células DDAO" a los 4div en la linea SW-620 con la proteina CTE
respecto la linea SW-620 control (figura 29). En las lineas HT-29, DLD-1
y SW-480 no apreciamos diferencias estadisticamente significativas en
los tratamientos en fase aguda.
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FIGURE 29: Porcentage of SW-620 DDAO* cells after CT and CTE
PEDF acute treatment. Histogram shows the changes in the
percentage SW-620 DDAO* cells analyzed by flow cytometry. U-Mn test
has been used for statistical analysis: * p<0,05.

Cronicos : El tratamiento crénico consiste en marcar células que han
sido tratadas con las proteinas previamente (6 tratamientos a 200 ng/ml)
con la sonda DDAO y posteriormente estudiar la intensidad del marcaje
mediante citometria de flujo. En las células tratadas de manera crénica
hemos observado diferencias significativas en las cuatro lineas de
estudio. En la linea DLD-1 observamos un aumento estadisticamente
significativo, de mas de tres veces, en el porcentaje de células que
presentan ciclos de division lentos en las células tratadas cronicamente
con la proteina CTE, 1.98% + 0.40, respecto a las células control, 0.61%
+ 0.17, con un p-valor de 0.014 (figura 30A). Para la linea HT-29
también hemos observado un aumento en el porcentaje de células con
ciclos de division lentos en células tratadas con CT(89.57% + 0.57) y
CTE (90.28% + 0.93) respecto las células control (2.51% + 0.36) con un
p-valor de 0.025 en ambos casos. En este caso, un aumento en el
porcentaje de la poblacion celular, lo que supone que casi todas las
células se ralentizan. Sin embargo, en las lineas SW-480 y SW-620 el
efecto observado ha sido el contrario apreciando una disminucion
significativa de la poblacién DDAQO" tras los tratamientos cronicos con
las proteinas CT y CTE (figura 30 C y D). Las células SW-480 sin tratar
presentan un 1.47% + 0.48 de poblacién con ciclos de division lenta, las
células tratadas con CT un 0.62% + 0.11 y con CTE 0.72% + 0.16 con
un p-valor de 0.025 para los tratamientos con la proteina CT, y 0.024
para los tratamientos con la proteina CTE. Las células SW-620 sin tratar
presentan un 1.51% + 0.37 de poblacion con ciclos de division lenta, las
células tratadas con CT un 0.93% + 0.08 y con CTE 0.90% + 0.12 con
un p-valor de 0.025 para los tratamientos con la proteina CT, y 0.009
para los tratamientos con la proteina CTE.
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6.1.4. ESTUDIO DEL EFECTO AGUDO DEL EXTREMO CARBOXILO
TERMINAL DE LA PROTEINA PEDF SOBRE LA RESISTENCIA EN
LINEAS CELULARES

Para evaluar el efecto de PEDF sobre la resistencia a quimioterapéuticos
en las células tumorales realizamos curvas dosis-respuesta con las lineas
celulares DLD-1, HT-29, SW-480 y SW620 con dos farmacos diferentes,
oxaliplatino e irinotecan. Para cada una de las lineas celulares con ambos
farmacos, oxaliplatino e Irinotecan, realizamos tres curvas diferentes, curva
control, en la que tratamos las células con dosis crecientes de los farmacos,
curva CT, en la que tratamos las células con dosis crecientes de los farmacos y
una dosis constante,200 ng/ml, de la proteina CT-PEDF, y por ultimo, una
curva CTE, en la que tratamos las células con dosis crecientes de los farmacos
y una dosis constante,200 ng/ml, de la proteina CTE-PEDF. Ademas de
realizar las curvas dosis respuestas, evaluamos el IC50, concentracion
necesaria de farmaco para eliminar el 50% de la poblacion celular, el 1CO,
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concentracion necesaria de farmaco para eliminar el total de la poblacion
celular, y en ultimo lugar, el efecto de la dosis maxima utilizada, comparando
en los tres casos las curvas control con las curvas CT y CTE.

En la linea DLD-1 no observamos diferencias significativas en la curva
dosis-respuesta de oxaliplatino (figura 31A) entre las células control (n=3) y las
tratadas con CT (n=3) y CTE (n=3). Sin embargo, observamos diferencias
significativas en la curva de irinotecan, entre las células control (n=4) y las
células CT (n=3) y CTE (n=3) (figura 31B). En el calculo del IC50 no
observamos diferencias estadisticamente significativas en las células tratadas
con oxaliplatino (figura 31C) mientras que con el farmaco irinotecan
observamos diferencias estadisticamente significativas entre las células control
y las células tratadas con CT y CTE. Las células control presentan una mayor
resistencia, al tratamiento con irinotecan, respecto a las células tratadas con
CT y CTE. El valor del IC50 de los controles es de 10.9 + 0.5 uM, mientras que
para las células tratadas con CT encontramos un IC de 8.5 + 0.6, yde 7.8 + 0.5
uM para las tratadas con CTE, con un p-valor de 0.017 en ambos casos (figura
31D). En el célculo del ICO no observamos, de nuevo, diferencias
estadisticamente significativas en las células tratadas con oxaliplatino (figura
31E) mientras que con el farmaco irinotecan observamos diferencias
estadisticamente significativas entre las células control y las células tratadas
con CT y CTE. Las células control presentan una mayor resistencia al
tratamiento con irinotecan, respecto a las células tratadas con CT y CTE. El
valor del ICO de los controles es de 42,0 + 5.6 uM mientras que para las células
tratadas con CT es de casi la mitad, con valores de 24.6 + 2.4 yde 20.1 + 2.1
uM para las tratadas con CTE, con un p-valor de 0.017 en ambos casos (figura
31F). Por ultimo, para la dosis maxima utilizada en oxaliplatino (24 ug/ml) no
hemos encontrado diferencias estadisticamente significativas en la viabilidad
de la poblacién resistente entre las células control y las células tratadas con CT
y CTE (figura 31G), sin embargo, hemos encontrado diferencias
estadisticamente significativas en la viabilidad celular de la poblacion resistente
con la dosis maxima utilizada de irinotecan (24 uM) entre las células control y
las células tratadas con CT y CTE. La viabilidad a una dosis de 24 uM de
irinotecan es del 46% + 3.6 en las células control, 29.4% + 3.3 para las células
tratadas con CT y 34.4% + 1.3 para las tratadas con CTE, con un p-valor de
0.017 y 0.007 respectivamente (figura 31H). Esto significa un descenso del
16% y un 18% de la poblacién resistente.
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FIGURE 31: PEDF protein acute effect in DLD-1 cell line. Aand B
DLD-1 (diamonds) compared with carboxy-ter PEDF treatment (squares) CT and (triangles)
CTE. C and D: detected decrease in IC50 observed after treatments with oxaliplatin (C) and
irinotecan (D) in combination with PEDF proteins. E and F: detected decrease in ICO (drug
concentration to remove total cell population) observed after treatments with oxaliplatin (E)
and irinotecan (F) in combination with PEDF proteins. G and H: detected decreased in the
number of resistant cells to the treatments with oxaliplatin (G) and irinotecan (H) in
combination with PEDF proteins. U-Mn test has been used for statistical analysis: * p<0,05 ;
**p<0,01.
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En la linea HT-29 observamos diferencias tanto en los tratamientos con
oxaliplatino (figura 32A) como con irinotecan (figura 32B) entre las células
control (n=3) y las tratadas con CT (n=3) y CTE (n=3). En el calculo del IC50
observamos diferencias estadisticamente significativas en las células tratadas
con oxaliplatino (figura 32C) con un descenso del IC50, alrededor de un 40%
menos de droga necesaria. Las células control presentan un IC50 de 5.4 + 0.3
ug/ml y las células tratadas con CT y CTE tienen valores de IC50de 3.1 + 0.1y
3.4 + 0.2 ug/ml respectivamente, y un p-valor de 0.025 en ambos casos. Con el
farmaco irinotecan observamos diferencias estadisticamente significativas entre
las células control, con un IC50 de 13.7 + 0.5 uM y las células tratadas con
CTE conun IC50 de 11.9 + 0.2 uM y un p-valor de 0.025 (figura 32D).

En el céalculo del ICO observamos diferencias estadisticamente
significativas en las células tratadas con oxaliplatino (figura 32E) e irinotecan
(figura 32F) entre las células control y las tratadas con CTE. El ICO calculado
en los experimentos de oxaliplatino es de 75.5 + 9.7 ug/ml en las células
control y de 37.2 + 4.8 ug/ml en las células tratadas con CTE, con un p-valor de
0.025. EI ICO calculado en los experimentos de irinotecan es de 50.4 + 3.5 uM
en las células control y de 65.8 + 4.0 uM en las células tratadas con CTE, con
un p-valor de 0.025. Por dltimo, para la dosis maxima utilizada en oxaliplatino
(24 ug/ml) hemos encontrado diferencias estadisticamente significativas en la
viabilidad entre las células control y las células tratadas con CT y CTE. El
porcentaje de viabilidad de las células resistentes control es de 43.4% + 1.5,
para las células CT 33.4% + 0.6 y para las células CTE 36.5% + 0.6, con un p-
valor de 0.025 en ambos casos (figura 32G). Sin embargo, para la dosis
maxima utilizada del farmaco irinotecan (32 uM), no hemos encontrado
diferencias estadisticamente significativas en la viabilidad celular de las células
resistentes entre las células control y las células tratadas con CT y CTE (figura
32H).
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En la linea SW-480 observamos diferencias en la curva dosis-respuesta
de oxaliplatino (figura 33A) entre las células control (n=5) y las tratadas con CT
(n=4) y CTE (n=5), y en la curva de irinotecan, entre las células control (n=5) y
las células CT (n=3) y CTE (n=4) (figura 33B). En el calculo del IC50 en células
tratadas con oxaliplatino (figura 33C), al igual que con el farmaco irinotecan,
observamos diferencias estadisticamente significativas entre las células control
y las células tratadas con CT y CTE. Las células tratadas con oxaliplatino
presentan un valor para el IC50 de 1.4 + 0.1 ug/ml, mientras que las células
expuestas a CT presentan un valor de IC50 0.7 + 0.1 ug/ml y las células
expuestas a CTE un valor de IC50 1.1 + 0.1 ug/ml, con un p-valor de 0.007 y
0.014 respectivamente. Esta disminucion en el valor de la concentracion de
oxaliplatino necesaria para eliminar el 50% de la poblacion tumoral es de un
50% en la exposicion a CT y de un 21% en la exposicién a CTE. Las células
control (irinotecan) presentan una mayor resistencia respecto a las células
tratadas con CT y CTE, puesto que el valor del IC50 de los controles es de 14.4
+ 2.4 uM, mientras que para las células tratadas con CT es de 9.3 + 0.3 y de
9.7 + 0.5 uM para las tratadas con CTE, con un p-valor de 0.013 y 0.025
respectivamente (figura 33D). En el calculo del ICO observamos diferencias
estadisticamente significativas en las células tratadas con oxaliplatino (figura
33E) e irinotecan (figura XF) entre las células control y las células tratadas con
CT y CTE. Las células control (oxaliplatino) presentan un ICO de 10.1 + 1.9
ug/ml, mientras que las células CT presentan un ICO de 5.2 + 1.6 ug/ml y las
CTE un ICO de 6.1 + 0.8 ug/ml con un p-valor de 0.025 y 0.014
respectivamente. Las células control presentan una mayor resistencia, al
tratamiento con irinotecan, respecto a las células tratadas con CT y CTE,
puesto que el valor del ICO de los controles es de 78.2 + 21.7 uM mientras que
para las células tratadas con CT es de 33.8 + 0.6 y de 37.1 + 2.8 uM para las
tratadas con CTE, con un p-valor de 0.013 y 0.025 respectivamente (figura
33F). Por dltimo, para la dosis méaxima utilizada en oxaliplatino (1.6 ug/ml) y la
dosis maxima utilizada de irinotecan (24 uM) hemos encontrado diferencias
estadisticamente significativas en la cantidad de células resistentes entre las
células control y las células tratadas con CT y CTE (figura 33G y 33H), La
viabilidad a una concentracion 1.6ug/ml de oxaliplatino es del 42.6% + 1.6 en
las células control, 25.9% + 8.4 en las células CT y 31.0% + 6.1 en las células
CT, con un p-valor de 0.013 y 0.025 respectivamente. La viabilidad de las
células resistentes a una dosis de 24 uM de irinotecan es del 30.7% + 5.8 en
las células control, 14.3% + 1.8 para las células tratadas con CT y 15.0% + 1.7
para las tratadas con CTE, con un p-valor de 0.043 y 0.025 respectivamente.
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(triangles) CTE. C and D: detected decrease in IC50 observed after treatments with
oxaliplatin (C) and irinotecan (D) in combination with PEDF proteins. E and F: detected
decrease in ICO (drug concentration to remove total cell population) observed after
treatments with oxaliplatin (E) and irinotecan (F) in combination with PEDF proteins. G and
H: detected decreased in the number of resistant cells to the treatments with oxaliplatin (G)
and irinotecan (F) in combination with PEDF proteins. U-Mn test has been used for statistical
analysis: * p<0,05 ; **p<0,01.
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En la linea SW-620 observamos diferencias en la curva dosis-respuesta
de oxaliplatino (figura 34A) e irinotecan (figura 34B) entre las células control
(n=3) y las tratadas con CT (n=3) y CTE (n=5 oxaliplatino; n=3 irinotecan). En el
calculo del IC50 y del ICO no observamos diferencias estadisticamente
significativas en las células tratadas con oxaliplatino (figura 34C y 34E) ni
irinotecan (figura 34D y 34F) entre las células control y las células tratadas con
CT y CTE. Para la dosis maxima utilizada en oxaliplatino (3.2 ug/ml) hemos
encontrado diferencias estadisticamente significativas en la cantidad de
células resistentes entre las células control y las células tratadas con CT y
CTE, siendo el porcentaje de viabilidad de un 50.1% + 1.3 en células control,
31.0% + 4.9 en células tratadas con CT y 31.1% + 3.6 con CTE, con un p-valor
de 0.025 y 0.017 respectivamente (figura 34G). Al igual que lo ocurrido en los
experimentos realizados con oxaliplatino, hemos encontrado diferencias
estadisticamente significativas en la viabilidad de las células resistentes con la
dosis maxima utilizada de irinotecan (24 uM) entre las células control y las
células tratadas con CT y CTE, siendo el porcentaje de viabilidad de un 64.7%
+ 5.2 en células control, 40.9% + 4.6 en células tratadas con CT y 34.0% + 2.7
con CT, con un p-valor de 0.025 en ambos casos (figura 34H).
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FIGURE 34: PEDF protein acute effect in SW-620 cell line. Aan d B: control behavior of
line SW-620 (diamonds) compared with carboxy-ter PEDF treatment (squares) CT and
(triangles) CTE. C and D: we don’t find significative diferences in IC50 observed after
treatments with oxaliplatin (C) and a decrease with irinotecan (D) in combination with PEDF
proteins . E and F: we don’t find significative diferences in ICO (drug concentration to remove
total cell population) observed after treatments with oxaliplatin (E) and irinotecan (F) in
combination with PEDF proteins. G and H: detected decreased in the number of resistant
cells to the treatments with oxaliplatin (G) and irinotecan (F) in combination with PEDF
proteins. U-Mn test has been used for statistical analysis: * p<0,05.
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6.1.5. ESTUDIO DEL EFECTO CRONICO DEL EXTREMO CARBOXILO
TERMINAL DE LA PROTEINA PEDF SOBRE LA RESISTENCIA EN
LINEAS CELULARES

Para evaluar el efecto de PEDF sobre la resistencia a quimioterapéuticos
en las células tumorales realizamos curvas dosis-respuesta con las lineas
celulares DLD-1, HT-29, SW-480 y SW620 con dos farmacos diferentes,
oxaliplatino e irinotecan en células tratadas de forma cronica con PEDF-Cter
previamente. Para cada una de las lineas celulares, con ambos tratamientos,
realizamos tres curvas diferentes con dosis crecientes de los farmacos,
oxaliplatino e irinotecan, curva control, curva CT y curva CTE. En la curva
control se utilizaron células sin tratar, mientras que en las curvas CT y CTE se
utilizaron células que habian recibido seis tratamientos de las proteinas CT-
PEDF y CTE-PEDF a una concentracion de 200 ng/ml. Ademas de realizar las
curvas dosis respuestas, evaluamos de nuevo el IC50, concentracion necesaria
de farmaco para eliminar el 50% de la poblacién celular, el ICO, concentracion
necesaria de farmaco para eliminar el total de la poblacion celular, y el efecto
de la dosis maxima utilizada, comparando en los tres casos las curvas control
con las curvas CT y CTE.

En la linea DLD-1 no observamos diferencias en la curva dosis-
respuesta de oxaliplatino (figura 35A) entre las células control (n=3) y las
tratadas con CT (n=3) y CTE (n=3). No se han apreciado diferencias
estadisticamente significativas en el valor del IC50 (figura 35C), ni en el ICO
(figura 35E), ni en la poblacion resistente (figura 35G) con oxaliplatino.

Sin embargo, si observamos diferencias en la curva dosis respuesta de
irinotecan, entre las células control (n=4) y las células CT (n=3) y CTE (n=3)
(figura 35B). En el célculo del IC50 observamos diferencias estadisticamente
significativas en las células tratadas con el farmaco irinotecan entre las células
control y las células tratadas con CT y CTE. Las células control (irinotecan)
presentan una mayor resistencia respecto a las células tratadas con CT y CTE,
puesto que el valor del IC50 de los controles es de 11.2 + 0.5 uM, mientras que
para las células tratadas con CT es de 8.9 + 0.6, y de 9.9 + 0.4 uM para las
tratadas con CTE, con un p-valor de 0.017 y 0.039 respectivamente (figura
35D). Esta disminucién supone un 20% menos de dosis de irinotecan en
combinacion con CT y un 10% con CTE. En el célculo del ICO observamos
diferencias estadisticamente significativas en las células tratadas con el
farmaco irinotecan entre las células control y las células tratadas con CT. Las
células control (irinotecan) presentan una mayor resistencia a irinotecan
respecto a las células tratadas con CT, puesto que el valor del ICO de los
controles es de 41.4 + 4.5 uM mientras que para las células tratadas con CT es
de 27.8 + 3.2 uM, con un p-valor de 0.039 (figura 35F). Por ultimo, para la dosis
méxima utilizada de irinotecan (24 uM) hemos encontrado diferencias
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estadisticamente significativas en la cantidad de células resistentes entre las
células control y las células tratadas con CT y CTE. La viabilidad a una dosis
de 24 uM de irinotecan es del 45.1% + 1.4 en las células control, 31.3% + 1.9
para las células tratadas con CT y 34.4% + 1.5 para las tratadas con CTE, con
un p-valor de 0.017 en ambos casos respectivamente (figura 35H).
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FIGURE 35: PEDF protein chronic effect in DLD-1 cell line. Aa  nd B: control behavior of line DLD-1 (diamonds)
compared with carboxy-ter PEDF treatment (squares) CT and (triangles) CTE. C and D: IC50 observed after
treatments with oxaliplatin (C) and irinotecan (D) in combination with PEDF proteins. E and F: ICO (drug
concentration to remove total cell population) observed after treatments with oxaliplatin (E) and irinotecan (F) in
combination with PEDF proteins. G and H: detected number of resistant cells to the treatments with oxaliplatin (G)
and irinotecan (F) in combination with PEDF proteins. U-Mn test has been used for statistical analysis: * p<0,05.
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En la linea HT-29 observamos comportamientos diferentes entre las
curvas dosis-respuesta de oxaliplatino (figura 36A) e irinotecan (figura 36B)
entre las células control (n=3) y las tratadas con CT (n=3 oxaliplatino; n=4
irinotecan) y CTE (n=3 oxaliplatino; n=4 irinotecan). En el calculo del IC50
observamos diferencias estadisticamente significativas en las células tratadas
con oxaliplatino (figura 36C) entre las células control con un IC50 de 5.7 + 0.2
ug/ml, y las células tratadas con CTE con un valor para el IC50 de 5.1 + 0.1
ug/ml, y un p-valor de 0.025, suponiendo una disminucion del 10% de
oxaliplatino. Con el farmaco irinotecan observamos diferencias
estadisticamente significativas entre las células control, con un IC50 de 11.2
uM + 0.6 y las células tratadas con CTE con un IC50 de 9.4 + 0.3 uM y un p-
valor de 0.017, suponiendo una disminucion del 16% de irinotecan (figura 36D).
En el calculo del ICO, por un lado, no observamos diferencias estadisticamente
significativas en las células tratadas con oxaliplatino (figura 36E), y por otro
lado, observamos diferencias estadisticamente significativa irinotecan (figura
36F) entre las células control y las tratadas con CTE. El ICO calculado en los
experimentos de irinotecan es de 55.8 + 5.3 uM en las células control y de 47.6
+ 1.1 uM en las células tratadas con CTE, con un p-valor de 0.039. Por altimo,
para la dosis maxima utilizada en oxaliplatino (6.4 ug/ml) hemos encontrado
diferencias estadisticamente significativas en la viabilidad de las células
resistente entre las células control y las células tratadas con CT y CTE. El
porcentaje de viabilidad en las células control es de 44.0% + 1.1, para las
células CT 35.1% + 1.7 y para las células CTE 33.8% + 1.9, con un p-valor de
0.025 en ambos casos (figura 36G). Para la dosis maxima utilizada del farmaco
irinotecan (32 uM), hay diferencias estadisticamente significativas en la
viabilidad celular entre las células control y las células tratadas con CTE. El
porcentaje de viabilidad en las células control es de 21.6% + 3.4 y para las
células CTE 13.6% + 0.8, con un p-valor de 0.039 (figura 36H).
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FIGURE 36: PEDF protein chronic effect in HT-29 cell line. Aa nd B: control behavior of line HT-29 (diamonds)
compared with carboxy-ter PEDF treatment (squares) CT and (triangles) CTE. C and D: IC50 observed after
treatments with oxaliplatin (C) and irinotecan (D) in combination with PEDF proteins. E and F: 1CO (drug
concentration to remove total cell population) observed after treatments with oxaliplatin (E) and irinotecan (F) in
combination with PEDF proteins. G and H: detected number of resistant cells to the treatments with oxaliplatin (G)
and irinotecan (F) in combination with PEDF proteins. U-Mn test has been used for statistical analysis: * p<0,05.
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En la linea SW-480 observamos diferencias en la curva dosis-respuesta
de oxaliplatino (figura 37A) entre las células control (n=3) y las tratadas con CT
(n=4) y CTE (n=4), y en la curva de irinotecan, entre las células control (n=3) y
las células CT (n=3) y CTE (n=3) (figura 37B). En el calculo del IC50 en células
tratadas con oxaliplatino (figura 37C), al igual que con el farmaco irinotecan,
observamos diferencias estadisticamente significativas entre las células control
y las células tratadas con CT y CTE. Las células control tratadas con
oxaliplatino presentan un valor para el IC50 de 9.0 + 1.4 ug/ml, mientras que
las células tratadas con CT presentan un valor de 4.0 + 0.6 ug/ml, un 55%
menos del farmaco oxaliplatino, y las células tratadas con CTE un valor de 2.7
+ 0.8 ug/ml, un 70% menos de concentracion de la droga, con un p-valor de
0.039 en ambos casos. Las células control tratadas con irinotecan presentan
una mayor resistencia respecto a las células tratadas con CT y CTE, puesto
que el valor del IC50 de los controles es de 42.7 + 2.9 uM, mientras que para
las células tratadas con CT es de 25.3 + 7.3 y de 18.3 + 1.8 uM para las
tratadas con CTE, con un p-valor de 0.025 en ambos casos (figura 37D). Los
datos obtenidos en el valor del IC50 suponen una reduccion en la
concentracion de oxaliplatino del 41% en combinacion con CT, y del 57% con
CTE. En el célculo del ICO observamos diferencias estadisticamente
significativas en las células tratadas con oxaliplatino (figura 37E) e irinotecan
(figura 37F) entre las células control y las células expuestas a CT y CTE. Las
células control tratadas con oxaliplatino presentan un ICO de 388.4 + 129.0
ug/ml, mientras que las células CT presentan un ICO de 102.0 + 25.0 ug/ml y
las CTE un ICO de 53.9 + 30.0 ug/ml con un p-valor de 0.039 y 0.017
respectivamente. Las células control presentan una mayor resistencia a
irinotecan que las células tratadas con CT y CTE, puesto que el valor del ICO
de los controles es de 577.6 + 72.2 uM mientras que para las células tratadas
con CT es de 231.1 + 116.2 y de 112.4 + 20.9 uM para las tratadas con CTE,
con un p-valor de 0.025 en ambos casos (figura 37F). Por altimo, para la dosis
méxima utilizada en oxaliplatino (3.2 ug/ml) y la dosis maxima utilizada de
irinotecan (24 uM) hemos encontrado diferencias estadisticamente
significativas en la viabilidad de la poblacidn resistente entre las células control
y las células tratadas con CT y CTE (figura 37G y 37H), La viabilidad a una
concentracion 3.2 ug/ml de oxaliplatino es del 66.3% + 3.8 en las células
control, 51.4% + 1.8 en las células CT y 47.1% + 4.4 en las células CTE, con
un p-valor de 0.034 y 0.025 respectivamente. La viabilidad a una dosis de 24
uM de irinotecan es del 64.7% + 5.2 en las células control, 40.9% + 4.6 para las
células tratadas con CT y 34.4% + 2.7 para las tratadas con CTE, con un p-
valor de 0.025 en ambos casos.
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FIGURE 37: PEDF protein chronic effect in SW-480 cell line. A and B: control behavior of line SW-480
(diamonds) compared with carboxy-ter PEDF treatment (squares) CT and (triangles) CTE. C and D: IC50 observed
after treatments with oxaliplatin (C) and irinotecan (D) in combination with PEDF proteins. E and F: ICO (drug
concentration to remove total cell population) observed after treatments with oxaliplatin (E) and irinotecan (F) in
combination with PEDF proteins. G and H: detected number of resistant cells to the treatments with oxaliplatin (G)
and irinotecan (F) in combination with PEDF proteins. U-Mn test has been used for statistical analysis: * p<0,05.
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En la linea SW-620 (metastasis) observamos diferencias en la curva
dosis-respuesta de oxaliplatino (figura 38A) e irinotecan (figura 38B) entre las
células control (n=3) y las tratadas con CT (n=4 oxaliplatino; n=3 irinotecan) y
CTE (n=6 oxaliplatino; n=3 irinotecan). En el calculo del IC50 en células con
ambos tratamientos, oxaliplatino e irinotecan, observamos diferencias
estadisticamente significativas entre las células control y las células tratadas
con CT y CTE (figuras 38 C y D). Las células tratadas control (oxaliplatino)
presentan un valor para el IC50 de 6.3 + 1.0 ug/ml, mientras que las células
tratadas con CT presentan un valor de 2.9 + 0.8 ug/ml y las células tratadas
con CTE un valor de 1.5 + 0.3 ug/ml, con un p-valor de 0.039 y 0.010
respectivamente. Los datos obtenidos en los valores de IC50 indican una
disminucién en la concentracion de oxaliplatino del 50% en combinacién con
CT, y del 76% con CTE. Las células control presentan una mayor resistencia a
irinotecan que las células tratadas con CT y CTE, puesto que el valor del IC50
de los controles es de 29.8 + 2.8 uM, mientras que para las células tratadas
con CT esde 18.4 + 1.4y de 19.7 + 1.0 uM para las tratadas con CTE, con un
p-valor de 0.025 en ambos casos (figura 38D). Los datos obtenidos en los
valores de IC50 suponen una reduccion del farmaco irinotecan del 30% en
combinacion con CT, y del 38% con CTE. En el calculo del ICO observamos
diferencias estadisticamente significativas en las células tratadas con
oxaliplatino (figura 38E) e irinotecan (figura 38F) entre las células control y las
células tratadas con CT y CTE. Las células control (oxaliplatino) presentan un
ICO de 201.2 + 76.7 ug/ml, mientras que las células CT presentan un ICO de
59.3 + 30.1 ug/ml y las CTE- un ICO de 14.7 + 4.8 ug/ml con un p-valor de
0.039 y 0.010 respectivamente. Las células control presentan una mayor
resistencia a irinotecan que las células tratadas con CT y CTE, puesto que el
valor del ICO de los controles es de 67.7 + 4.2 uM mientras que para las células
tratadas con CT es de 52.9 + 3.2 y de 51.6 + 5.5 uM para las tratadas con
CTE, con un p-valor de 0.025 en ambos casos (figura 38F). Para la dosis
méxima utilizada en oxaliplatino (3.2 ug/ml) hemos encontrado diferencias
estadisticamente significativas en la concentracion de la poblacion resistente
entre las células control y las células tratadas con CT y CTE, siendo el
porcentaje de viabilidad de un 57.4% + 2.5 en células control, 41.2% + 4.4 en
células tratadas con CT y 32.7% + 5.5 con CTE, con un p-valor de 0.025 vy
0.017 respectivamente (figura 38G). Al igual que lo ocurrido en los
experimentos realizados con oxaliplatino, hemos encontrado diferencias
estadisticamente significativas en la viabilidad celular de la poblacion resistente
con la dosis maxima utilizada de irinotecan (24 uM) entre las células control y
las células tratadas con CT y CTE, siendo el porcentaje de viabilidad de un
63.5% + 2.2 en células control, 47.6% + 2.9 en células tratadas con CT y
disminuyendo a practicamente la mitad con un 34.4% + 5.9 de células viables
en combinaciéon con CTE, con un p-valor de 0.025 en ambos casos (figura
38H).
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FIGURE 38: PEDF protein chronic effect in SW-620 cell line. A and B: control behavior of line SW-620
(diamonds) compared with carboxy-ter PEDF treatment (squares) CT and (triangles) CTE. C and D: IC50 observed
after treatments with oxaliplatin (C) and irinotecan (D) in combination with PEDF proteins. E and F: ICO (drug
concentration to remove total cell population) observed after treatments with oxaliplatin (E) and irinotecan (F) in
combination with PEDF proteins. G and H: detected number of resistant cells to the treatments with oxaliplatin (G)
and irinotecan (F) in combination with PEDF proteins. U-Mn test has been used for statistical analysis: * p<0,05.
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6.1.6. ESTUDIO DEL EFECTO CRONICO DEL EXTREMO CARBOXILO
TERMINAL DE LA PROTEINA PEDF SOBRE LA TUMOROGENEI DAD
EN LINEAS CELULARES

Para evaluar el efecto del extremo carboxilo terminal de la proteina
PEDF sobre la capacidad de formacion de tumores, realizamos inyecciones de
las lineas celulares DLD-1, SW-480 y SW-620 en el flanco de ratones nude
inmunodeprimidos. Ademas, las células fueron tratadas previamente, de forma
cronica, con dosis constantes de las proteinas mutantes de PEDF, CT y CTE
(200 ng/ml) hasta un total de seis tratamientos. De esta manera, inyectamos
células que denominamos control (no han recibido tratamiento), células CT y
células CTE.

Utilizamos un total de diecisiete animales (tabla 15), y cada uno de ellos
recibié una inyeccion en ambos flancos. Se realizaron un total de treinta y
cuatro inyecciones, tal y como se muestra en la tabla 16. Las inyecciones
fueron de 5000 y 500 células para cada una de las lineas celulares utilizadas
(tabla 16). Una vez realizadas las inyecciones se realiz0 un seguimiento a los
ratones tanto de peso (tabla 15) como de volumen de tumor (tabla 16). En
cuanto al peso de los animales no se observaron cambios drasticos debido a
las inyecciones. Ademas, ningun animal perdié peso de forma alarmante por el
tumor inducido e incluso, algun ratén alcanzé un 10-15% de sobrepeso.

Obtuvimos un total de treinta y un tumores, once de ellos de la linea
DLD-1, otros once de la linea SW-480, y 9 de la linea SW-620. En la linea
DLD-1 no observamos diferencias en la formacion de tumores entre las
inyecciones de cinco mil células y las de quinientas células, entre las células
tratadas y las células control, aunque observamos que una de las inyecciones
control no formé tumor (tabla 17). Este hecho puede deberse a los problemas
encontrados a la hora de realizar dicha inyeccion, en la que se perdi6é parte de
la muestra de la inyeccion de un total de 500 células. En los tumores obtenidos
a partir de las inyecciones de la linea SW-480 no observamos diferencias entre
las inyecciones control y las CT, sin embargo vemos una disminucion del 25%
en la frecuencia de aparicion de tumor en las inyecciones de células CTE del
total de inyecciones realizadas (tabla 17).Respecto a las inyecciones de la linea
SW-620 observamos diferencias en las inyecciones de 500 células, una
disminucién del 50% en la frecuencia de formacién de tumor de las inyecciones
de las células SW-620 tratadas con CT. Ademas observamos también una
disminucién del 50% en las inyecciones de 5000 células SW-620 CT y CTE
(tabla 17). En resumen, observamos una disminucion del 25% en la frecuencia
de formacién de tumores en las inyecciones de células CTE en la linea celular
SW-480 y en su metastasis, la linea celular SW-620, una disminuciéon del 25%
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Peso de ratones inyectados (gr)

Raton Células [Tumor Numero de semanas
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16
4 SW620 T7,T8YT9 40.9 415 42.1 41 41.3 41 40.2 40.9
Control
5 ix‘t‘i? T10Y T11 41.3 42.0 42.6 429 42.8 42.8 42.8 43.2 43.7 43.5 43.2 43.0
6 SW480 T13 40.5 41.1 41.7 41.1 42 41.7 415 421 41.7 42 422 425
CTET6
SW480
7 CTET6 39.1 39.5 39.8 39 40.2 40.2 40.2 40 40.2 40 40.5 40.7
8 Swez20 T14Y T15 34.6 35 32.2 35
Control
9 Sw620 6 335 33.8 34.4 35.5
CTT6 ’ : : :
10 SWe20 TiTYT18 30.9 317 31.9 32.6 32.6 32.6 32.6
CTE T6 . . R X X : :
11 Sw4g0 T19YT20 325 33 32.2 35.2 34 33.9 33.9
control
12 SwW480 T21YT22 32 324 329 33 34 34.7 34.7 35 35.2 35.8 36.1
CTET6
13 SCV1\{‘EFBGO T23YT24 36.4 385 39.1 39.4 40.2 41.2 41.8 422 42.6 43.0 433 41.8 41.8 42 42.1 425 43
SW620 TUMOR 25
14 cTT6 | (5000 células) 31.8 323 32.8 33.2 335 33.8 34.0 341 34.5
DLD-1 TUMOR 27
15 CTET6 | (5000 células) 325 329 33.4 33.8 33.9 343 34.7 349 34.9
DLD-1 TUMOR 29
16 CT 6 (500 células) 27.1 27.2 27.2 27.4 27.6 27.9 27.9 28.0 28.2
SW620 TUMOR 31
17 CT 6 (500 células) 32.6 32.7 32.9 33.1 33.1 33 33 33 33.2
DLD-1 TUMOR 34
18 Control | (5000 células) 37 37.2 37.2 37.1 37 37.1 36.9 36.9 37.0
DLD-1 TUMOR 36
19 CTET6 | (500 células) 34.6 34.8 34.7 34.6 34.7 345 343 34.2 34.4
DLD-1 TUMOR 38
20 cTT6 | (5000 células) 34.4 34.2 34.0 33.9 33.9 33.8 335 331 33.1
21 DLD-1 TUMO,R 39 37.2 375 37.9 38.2 38.7 39.4 40.7 41.4 41.7
Control | (500 células)
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Tabla 16: Seguimiento del volumen de los tumores formados por semanas tras las
inyecciones. Se muestra el tipo de células inyectadas, tumores formados y el volumen
del tumor por semanas desde la inyeccion.

Volumen tumores (cm?)

Linea Tratamiento | Tumor Numero de semanas
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16
TUMOR 33
0.01 0.04 0.09 1.15 129 1.59 1.83 1.98
(5000 células)
TUMOR 34
Control (5000 células) 0 0 0.01 0.04 0.09 0.17 0.26 0.56
TUMOR 39
1 . X . 3
(500 células) 0 0 0 0.0 0.06 0.08 0.10 0.12
TUMOR 29
0 0 0 0 0.03 0.06 0.09 021
(500 células)
TUMQR 30 0 0 0.01 0.09 0.19 0.31 0.51 0.75
(500 células)
erre TUMOR 37
DLD-1
(5000 células) 0.01 0.05 0.12 0.19 0.25 0.30 2.12 2.81
TUMOR 38
[ 0 0.01 0.04 0.06 0.19 0.26 0.62
(5000 células)
TUMOR 27
(5000 células) 0 0.04 0.23 0.68 1.10 1.76 1.99 203
TUMOR 28
(5000 células) 0 0 0.01 0.08 0.15 0.20 0.26 0.56
cTET® TUMOR 35
(500 células) 0 0.01 0.04 0.15 0.79 091 1.04 250
TUMOR 36
(500 células) 0 0 0 0 0.01 0.03 0.04 0.07
TUMOR 10
0 0 0 026 051 021 034 0.54 073 1.09 137
(5000 células)
TUM‘?Rﬂ 0 0 0 017 0.26 0.31 0.37 0.44 0.44 0.49 0.5
(500 células)
Contrel TUMOR 19
(5000 células) 0 0 0 0.08 0.33 262
TUMOR 20
.04 17 .
(500 células) 0 0 0 00 01 0.56
TUMOR 2 [ 0 0 0 0 0.04 0.06 0.09 0.12 0.17 0.52 0.52 0.52 0.52 0.52 1.97
(5000 células)
SW-480 TUMQR 24 0 0 0 0 0 0 0 0.04 0.04 0.04 0.22 0.36 0.44 0.58 0.67 1.83
(500 células)
crme TUMOR 26
(5000 células) 0 0 0 0 0 0 0.01 0.25
TUMOR 32
0 0.01 0.01 0.01 0.09 0.12 0.18 0.52
(500 células)
TUMO,R ' 0 0 0 0 0.01 0.02 0.04 0.09 0.16 0.22 0.37
(500 células)
CTE T6 TUMO‘R 2t 0 0 0 0 0 0.01 0.04 0.09 017 0.26
(500 células)
TUMOR 22
[ 0 0 0.01 0.04 0.09 0.25 0.47 0.81 1.25
(5000 células)
TUMOR 7
(500 células) 0 0 0 0 0.02 0.09 0.2
TUMOCR 8
0 0 0 017 017 067 1.49
(5000 células)
Contrel TUMOR 14
(500 células) 0 0.04 017
TUMOR 15
)4 7
(5000 células) oo 0.36 073
TUMOR16
SW-620 0 0.26 125
(5000 células)
TUMOR 25
CTT6 (5000 células) 0.08 0.16 0.46 0.89 119 1.35 1.56 225
TUMO.R 3 0.02 0.08 0.25 075 1.21 253 3.18 337
(500 células)
TUMOR17
(5000 células) 0 0 0.06 021 0.62 177
CTET6
TUMOR18
(500 células) 0 0 0.02 0.16 0.33 216
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Tabla 17: Tabla de frecuencia de formacion de tumores en ratones inmunodeprimidos
a partir de células tratadas con el extremo C-terminal de PEDF. Se muestra el nimero
de células inoculadas y el nimero de tumores formados para cada linea celular y para
cada tratamiento.

INECTED | DD | sw480 | sw-620 |
CELLS CONTROL CTT6é CTET6 CONTROL CTT6 CTET6 CONTROL CTT6 CTET6
500 cells 2/2 2/2 2/2 22 22 1/2 2/2 22 1/2
5000 cells 11 2/2 2/2 2/2 2/2 2/2 2/2 1/2 1/2
Total 3/3 4/4 4/4 4/4 4/4 3/4 4/4 3/4 2/4
frez?lt:rllcy 1 1 1 1 1 0,75 1 0,75 0,5

De manera global, obtuvimos un total de 11/12 tumores controles y
tumores CT, y 9/12 tumores CTE. La frecuencia de formacion de tumor fue de
0.92 en los tumores controles y tumores CT, y de 0.75 en los tumores CTE.

Tabla 18: Tabla de frecuencia global de formaciébn de tumores en ratones
inmunodeprimidos a partir de células tratadas con el extremo C-terminal de PEDF. Se
muestra el tratamiento recibido, el nimero de tumores formados y la frecuencia.

CELLS NUMBERS OF TUMORS FRECUENCY

Control 11/11 1

CT 11/12 0,92
CTE 9/12 0,75
Tratadas 20/24 0,83

En la figura 39 aparece reflejado el tiempo de aparicion y formacién de
los diferentes tumores a partir de células tratadas de manera crénica con la
diferentes fragmentos c-terminales de la proteina reguladora de la
autorrenovacion PEDF (figura 39A, C y D). Ademas, muestra la evolucion del
tamafo medio de los tumores en el tiempo (figura 39B, D y F) hasta la semana
8 para los tumores DLD-1 y SW-620, y semana 9 para los tumores SW-480.
Por otro lado, para la linea DLD-1 hemos analizado el incremento del tamafio
de los tumores (figura 39G) tomando para este caso semana 1 como la primera
semana en la que detectamos los tumores. Con este nuevo analisis
observamos que, aunque el tamafio medio de los tumores DLD-1 control no
son los mayores, si observamos un mayor crecimiento medio de estos
comparado con su crecimiento inicial, lo que nos indica que los tumores DLD-1
controles aparecen con un menor tamafo que los tumores DLD-1 tratados.
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Los tumores obtenidos han sido estudiados al igual que las lineas
celulares utilizadas en este trabajo. Hemos estudiado la expresién de
marcadores relacionados con CMTs, la poblacién que presenta ciclos de
division lentos, la resistencia a quimioterapéuticos y la capacidad para formar
nuevos tumores en ratones inmunodeprimidos.
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6.2 CARACTERIZACION DE LAS CMTS EN TUMORES
XENOGRAFTS Y EFECTO DEL EXTREMO CARBOXILO
TERMINAL DE LA PROTEINA PEDF.

6.2.1. ESTUDIO DE LA EXPRESION DE MARCADORES DE CMTS EN
TUMORES XENOGRAFTS

Se ha comparado el patron de los marcadores BCRP1, EpCam, CD-133 y
AC-133 en los tumores formados a partir de células DLD-1, SW-480 y SW-620
mediante citometria de flujo. Los resultados de los marcadores obtenidos en los
tumores han sido comparados con la expresion de la linea celular de la que
proceden. Ademas se han comparado los tumores CT y CTE con los tumores
controles. Los resultados han sido obtenidos de al menos tres experimentos
independientes (n>3).

En los tumores formados a partir de células DLD-1 observamos un aumento
en la expresion del marcador BCRP1 estadisticamente significativo en los
tumores control (2.20% + 0.85) respecto la linea celular DLD-1 (0.33% + 0.18),
con un p-valor de 0.01 (figura 40A). No observamos diferencias
estadisticamente significativas en la expresion de la proteina BCRP-1 entre la
linea DLD-1 y los tumores CT y CTE (figura 40A). Por otro lado, observamos
diferencias estadisticamente significativas en la expresion de la proteina
BCRP1 entre los tumores controles y los tumores tratados, tumores CT y CTE.
El porcentaje de expresion de los tumores controles es de 2.20% + 0.85; 0.64%
+ 0.18 en los tumores CT y 0.70% + 0.05 en los tumores CTE, con un p-valor
de 0.02 y 0.03 respectivamente (figura 40A).

En la expresion del marcador EpCam observamos una disminucion
estadisticamente significativa entre la linea DLD-1 (99.87% + 0.10) vy los
tumores control (96.24% + 1.89) y CTE (97.87% + 0.91), con un p-valor de 0.02
en ambos casos (figura 40B).

En la expresion del marcador CD133 observamos un aumento
estadisticamente significativo entre la linea DLD-1 (0.33% + 0.13) vy los
tumores control (1.01% + 0.22), con un p-valor de 0.007 (figura 40C). Por otro
lado, observamos diferencias estadisticamente significativas en la expresion de
la proteina CD133 entre los tumores controles y los tumores tratados, tumores
CT y CTE. El porcentaje de expresion de los tumores controles es de 1.01% +
0.22; 0.46% + 0.14 en los tumores CT y 0.68% + 0.32 en los tumores CTE, con
un p-valor de 0.014 y 0.03 respectivamente (figura 40C).

En la expresion del marcador AC133 observamos un aumento
estadisticamente significativo entre la linea DLD-1 (0.31% + 0.09) y los tumores
control (0.52% + 0.15), con un p-valor de 0.03 (figura 40D). Por otro lado,
observamos diferencias estadisticamente significativas en la expresion de la
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proteina AC133 entre los tumores controles (0.52% + 0.15) y los tumores CTE
(0.22% + 0.18), con un p-valor de 0.008 (figura 40D).
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FIGURA 40: Percentage of cells expressing the putative C ~ SC surface markers selected in DLD-1 cell line and DLD- 1
tumours . The figure shows percentage of positive cells on DLD-1 xenografts compared with DLD-1 cell line. Expression of
BCRP-1 (A), Epcam (B), CD133 (c) and AC133 (D). U-Mn test has been used for statical analysis: * p<0.05; ** p<0.01.

En los tumores formados a partir de células SW-480 observamos un
aumento en la expresion del marcador BCRP1 estadisticamente significativo en
los tumores control (0.71% + 0.15) y en los tumores CTE (0.36 + 0.09) respecto
la linea celular SW-480 (0.02% + 0.01), con un p-valor de 0.02 y 0.007
respectivamente (figura 41A). Por otro lado, observamos diferencias
estadisticamente significativas en la expresion de la proteina BCRP1 entre los
tumores controles y los tumores CT. El porcentaje de expresion de los tumores
controles es de 0.71% + 0.15y 0.10% + 0.06 en los tumores CT, con un p-valor
de 0.04 (figura 41A).

En la expresion del marcador EpCam observamos una disminucion
estadisticamente significativa entre la linea DLD-1 (99.77% + 0.08) vy los
tumores control (94.94% + 2.77), tumores CT (77.88% + 3.64) y tumores CTE
(98.42% + 0.24), con un p-valor de 0.009, 0.0009 y 0.01 respectivamente
(figura 41B). Por otro lado, observamos una disminucion estadisticamente
significativa entre los tumores control (99.94% + 2.77) y los tumores CT
(77.88% + 3.64) en la expresion de la proteina EpCam, con un p-valor de 0.04.

En la expresion del marcador CD133 y AC133 no observamos
diferencias estadisticamente significativas (figura 41C y 41D).
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FIGURA 41: Percentage of cells expressing the putative CSC surface markers selected in SW-480 cell line and SW-480
tumours. The figure shows percentage of positive cells on SW-480 xenografts compared with SW-480 cell line. Expression of
BCRP-1 (A), Epcam (B), CD133 (c) and AC133 (D). U-Mn test has been used for statical analysis: * p<0.05; ** p<0.01; ***
p<0.001.

En los tumores formados a partir de células SW-620 observamos un
aumento en la expresion del marcador BCRP1 estadisticamente significativo en
los tumores CTE (0.44% + 0.17) respecto la linea celular SW-620 (0.13% +
0.04), con un p-valor de 0.04 (figura 42A). Por otro lado, observamos
diferencias estadisticamente significativas en la expresion de la proteina
BCRP1 entre los tumores controles y los tumores CT. El porcentaje de
expresion de los tumores controles es de 0.27% + 0.08 y 1.20% + 0.37 en los
tumores CT, con un p-valor de 0.049 (figura 42A).

En la expresion del marcador EpCam observamos una disminucion
estadisticamente significativa entre la linea SW-620 (99.97% + 0.02) vy los
tumores control (96.54% + 1.40), CT (95.96% + 3.36) y CTE (99.70% + 0.17),
con un p-valor de 0.003, 0.03 y 0.01 respectivamente (figura 42B).

Al igual que lo ocurrido con la linea SW-620, los tumores procedentes de
esta linea presentan una conversion de los marcadores CD133 y AC133, por lo
gue hemos realizado dos tipos de analisis para estos dos marcadores:
marcadores altos y marcadores bajos.

En la expresion del marcador CD133, expresion elevada, observamos
una disminucién estadisticamente significativa entre la linea SW-620 (93.65% +
1.21) y los tumores CTE (35.17% + 8.57), con un p-valor de 0.007 (figura 42C).
Por otro lado, observamos diferencias estadisticamente significativas en la
expresion de la proteina CD133, expresion elevada, entre los tumores controles
y los tumores CTE. El porcentaje de expresion de los tumores controles es de
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83.89% + 7.05y 35.17% + 8.57 en los tumores CTE, con un p-valor de 0.007
(figura 42C).

En la expresion del marcador AC133, expresion elevada, observamos
una disminucién estadisticamente significativa entre la linea SW-620 (92.25% +
1.37) y los tumores CTE (31.25% + 8.83), con un p-valor de 0.007 (figura 42D).
Por otro lado, observamos diferencias estadisticamente significativas en la
expresion de la proteina CD133 entre los tumores controles y los tumores CTE.
El porcentaje de expresion de los tumores controles es de 81.20% + 8.10 y de
31.25% + 8.83 en los tumores CTE, con un p-valor de 0.01 (figura 42D).

En la expresion del marcador CD133, baja expresién, observamos un
aumento estadisticamente significativo entre la linea SW-620 (0.10% + 0.02) y
los tumores control (6.76% + 1.76), CT (4.75% + 0.90) y CTE (0.62% + 0.03),
con un p-valor de 0.01, 0.02 y 0.04 respectivamente (figura 42E). Por otro lado,
observamos diferencias estadisticamente significativas en la expresion de la
proteina CD133, baja expresion, entre los tumores controles y los tumores
CTE. El porcentaje de expresion de los tumores controles es de 6.76% + 1.76 y
0.62% + 0.03 en los tumores CTE, con un p-valor de 0.01 (figura 42E).

En la expresion del marcador AC133, baja expresion, observamos un
aumento estadisticamente significativo entre la linea SW-620 (0.06% + 0.03) y
los tumores control (5.93% + 1.54), tumores CT (4.75% + 1.00) y tumores CTE
(0.62% + 0.09), con un p-valor de 0.007 (figura 42D).
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FIGURA 42: Percentage of cells expressing the putative CSC surface markers selected in SW-620 cell line and SW-
620 tumours. The figure shows percentage of positive cells on SW-480 xenografts compared with SW-480 cell line.
Expression of BCRP-1 (A), Epcam (B), higer CD133 (C), higer AC133 (D), lower CD133 (E) and lower AC133 (F). U-Mn test
has been used for statical analysis: * p<0.05; ** p<0.0.
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6.2.2. ESTUDIO DE LA POBLACION DE CICLO LENTO Y EFECTO DEL
EXTREMO CARBOXILO DE LA PROTEINA PEDF EN TUMORES
XENOGRAFTS

Para estudiar la poblacion de ciclo lento se ha utilizado la sonda vital
DDAO, que se segrega a la descendencia mediante las divisiones celulares. La
cuantificacion de células que presentan ciclos lentos de division se cuantificd
mediante citometria de flujo. El estudio se ha realizado comparando el
porcentaje de células DDAO" de los tumores controles respecto los tumores
obtenidos a partir de las lineas celulares tratadas y, ademas, se han
comparado los tumores con la linea original. Se han realizado al menos un
minimo de tres experimentos independientes (n>3).

Los tumores obtenidos a partir de la linea celular DLD-1 no presentan
diferencias estadisticamente significativas en el porcentaje de células DDAO",
respecto a la linea celular. Sin embargo, presentan diferencias
estadisticamente significativas los tumores control (0.8% + 0.03) y los tumores
CT (0.34% + 0.05) siendo el p-valor de 0.04 (figura 43A).

Los tumores obtenidos a partir de la linea SW-480 presentan menores
porcentajes de células DDAO" respecto a la linea SW-480, encontrando
diferencias estadisticamente significativas entre el porcentaje de células de
ciclo lento de la linea SW-480 (1.45% + 0.47) y los tumores control (0.21% +
0.03) con un p-valor de 0.03, los tumores CT (0.41% + 0.09 ) y CTE(0.21% +
0.04) con un p-valor de 0.01 en ambos casos (figura 43B). Ademas hemos
encontramos diferencias estadisticamente significativas entre los tumores
controles y los tumores CT con un p-valor de 0.04 (Figura 43B).

En el estudio de la poblacién de ciclo lento en los tumores obtenidos a
partir de la linea SW-620 hemos encontrado diferencias estadisticamente
significativas entre la linea SW-620 (1.51% + 0.25) y los tumores control
(0.34% + 0.06) y CT (0.51% + 0.26), con un p-valor de 0.003 y 0.02
respectivamente (figura 43C). Ademas hay diferencias estadisticamente
significativas entre los tumores control (0.34 + 0.06) y los tumores CTE (1.15%
+ 0.30), con un p-valor de 0.02 (figura 43C).

De manera global, las lineas celulares de estudio presentaron un mayor
nivel de células con ciclos de division lentos que los tumores xenografts.(figura
43D) Las diferencias fueron estadisticamente significativas entre las lineas
celulares (1.15%+0.4) y los tumores control (0.43+0.08) y tumores CT
(0.42+0.1) siendo el p-valor de 0.003 en ambos casos.
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Figure 43: Porcentage of DDAO+ cells in DLD-1 (A), SW-480 (B), SW-620 (C) and global colon cell lines (D)
and their xenografts. U-Mn test has been used for statistical analysis: * p<0,05; **p<0,01.

6.2.3. ESTUDIO DEL EFECTO AGUDO DEL EXTREMO CAR BOXILO DE
LA PROTEINA PEDF SOBRE LA RESISTENCIA EN TUMOR ES
XENOGRAFTS

Para estudiar la resistencia de los diferentes tipos de tumores obtenidos
hemos realizado curvas dosis-respuesta con dos quimioterapéuticos utilizados
a dia de hoy en el tratamiento de cancer colorrectal, irinotecan y oxaliplatino.
Ademas hemos calculado el IC50, el ICO y la poblacion residual de los
farmacos, para los distintos tumores. El estudio se ha realizado por separado
para los tumores obtenidos de cada linea, comparando los resultados de los
tumores con los de la linea celular original y los tumores tratados (CT y CTE)
con los tumores control.

En el estudio de los tumores DLD-1 observamos una mayor resistencia a
oxaliplatino en tumores control respecto a la linea (n=3) y los tumores tratados
(n=3) (figura 44A). Por otro lado, observamos una mayor resistencia a
irinotecan de la linea DLD-1 (n=4) y el tumor control (n=3) que los tumores
obtenidos a partir de células tratadas (n=3) (figura 44B). En el estudio del IC50
con el farmaco oxaliplatino observamos diferencias estadisticamente
significativas entre la linea DLD-1 (8.78 + 1.62 ug/ml) y los tumores
procedentes de células tratadas cronicamente con CT (6.32 + 0.23 ug/ml), con
un p-valor de 0.02. Comparando los tumores entre si, encontramos diferencias
estadisticamente significativas entre los tumores controles (11.87 + 1.09 ug/ml)
y los tumores obtenidos a partir del tratamiento crénico de células DLD-1 con
CT (6.32 + 0.23 ug/ml) y CTE (6.87 + 0.58 ug/ml), con un p-valor de 0.02 en
ambos casos (figura 44C). El calculo del valor del IC50 con el farmaco
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irinotecan muestra por un lado, diferencias estadisticamente significativas entre
la linea celular DLD-1 (10.86 + 0.45 uM) y los distintos tumores control (20.02 +
0.61 uM), CT (6.11 + 0.32 uM) y CTE (7.03 + 0.10 uM), con un p-valor de 0.02
en los tres casos. Por otro lado, observamos diferencias estadisticamente
significativas entre los tumores control y los tumores y los tumores CT y CTE,
con un p-valor de 0.02 en ambos casos (figura 44D). En el estudio del ICO con
el farmaco oxaliplatino observamos diferencias estadisticamente significativas
entre la linea DLD-1 (54.77 + 17.86 ug/ml) y los tumores procedentes de
células tratadas crénicamente con CT (12.58 + 0.30 ug/ml), con un p-valor de
0.02, y los tumores procedentes de células tratadas crénicamente con CTE
(13.97 + 1.45 ug/ml), con un p-valor de 0.02. Comparando los tumores entre si,
encontramos diferencias estadisticamente significativas entre los tumores
controles (107.37 + 22.00 ug/ml) y los tumores obtenidos a partir del
tratamiento cronico de células DLD-1 con CT y CTE, con un p-valor de 0.02 en
ambos casos (figura 44E). El célculo del valor del ICO con el farmaco irinotecan
muestra, por un lado, diferencias estadisticamente significativas entre la linea
celular DLD-1 (42.00 + 5.58 uM) y tumores CT (12.28 + 0.55 uM) y CTE (13.75
+ 0.12 uM), con un p-valor de 0.02 en ambos casos. Por otro lado, observamos
diferencias estadisticamente significativas entre los tumores control (40.64 +
2.05 uM) vy los tumores y los tumores CT y CTE, con un p-valor de 0.02 en
ambos casos (figura 44F). Por ultimo, para la dosis maxima utilizada en
oxaliplatino (24 ug/ml) no hemos encontrado diferencias estadisticamente
significativas en la viabilidad de las células resistentes entre la linea DLD-1 y
los tumores. Hemos observado una disminucién estadisticamente significativa
en el numero de células resistentes a oxaliplatino en los tumores CT (34.95 +
1.49 %) y CTE (33.65 + 3.94 %) respecto a los tumores control (45.27 + 2.97
%) con un p-valor de 0.025 en ambos casos (figura 44G). Para la dosis maxima
utilizada del farmaco irinotecan (24 uM), por un lado hay diferencias
estadisticamente significativas en la viabilidad celular entre la linea DLD-1
(45.98 + 3.55 %) y los tumores formados a partir de células tratadas con CT
(38.71 + 1.82 %) y CTE (37.41 + 0.58 %) con un p-valor de 0.04 (figura 44H).
Por otro lado observamos diferencias estadisticamente significativas entre los
tumores control (47.34 + 3.64 %) y los tumores CTE, con un p-valor de 0.02
(figura 44H).

117



»RESULTADOS

% Viability

118

—e—DLD-1
A —=— CONTROL TUMOUR B
100% & CT TUMOUR 120%
80% 1\ - _ 100%
CTE TUMOUR 2
60% s g 80%
””””””” X \x‘; _——x 60% -
40% =5 agu T - = e————
20% S 20% T
0% - T T T T 1 0% - T T T T
0 5 10 15 20 25 0 5 10 15 20
Oxaliplatin (ug/ml) Irinotecan (uM)
G
* 60 -
c * * — .
14 - 11,9 —* S 50 1 453
=
E E
j=2] (=2} —
2 2 S
= 5 E
< <
= = N
g g )
o) (¢ =
K
>
IC50 ICo S
RESISTAN POPULATION
H
* * *
D . E 60 - .
25 A * =5 46,0 47,3 "
= |
20 *x 20.0_« 3 38,7
—~ ] — [
% % ‘g‘ 40 4 374
= 151 109 = =
g , g Z 301
2 104 61 70 2 <
2 ; 2 € 20 4
£ 51 = 2
i) |
0 g 10
IC50 ICO <
0 |
RESISTAN POPULATION
7 DLD-1
FIGURE 44: PEDF protein chronic effect in DLD-1 cell line ont  umours formation. A and B:  control behavior
B CONTROL of line DLD-1 (diamonds) compared with control, carboxy-ter PEDF treatment (squares) CT and (triangles) CTE
TUMOUR tumours. C and D: IC50 observed on tumours after treatments with oxaliplatin (C) and irinotecan (D) in
B CT TUMOUR

O CTE TUMOUR

combination with PEDF proteins. E and F: 1CO (drug concentration to remove total cell population) observed on
tumours after treatments with oxaliplatin (E) and irinotecan (F) in combination with PEDF proteins. G and H:
detected number of resistant cells on tumours to the treatments with oxaliplatin (G) and irinotecan (F) in
combination with PEDF proteins. U-Mn test has been used for statistical analysis: * p<0,05.



»RESULTADOS

En el estudio de los tumores SW-480 podemos observar la evolucion de
los tumores tratados (n=3) y la linea SW-480 (n=5) con el farmaco oxaliplatino
(figura 45A) y con el farmaco irinotecan (figura 45B). Los resultados del IC50
con el farmaco oxaliplatino observamos diferencias estadisticamente
significativas entre la linea SW-480 (1.42 + 0.14 ug/ml) y los tumores
procedentes de células sin tratar, control, (84.81 + 21.92 ug/ml) con un p-valor
de 0.01 (figura 45C). Comparando los tumores entre si, encontramos
diferencias estadisticamente significativas entre los tumores controles y los
tumores obtenidos a partir del tratamiento cronico de células SW-480 con CT
(5.51 + 1.02 ug/ml) y CTE (4.70 + 1.08 ug/ml), con un p-valor de 0.02 en
ambos casos (figura 45C). El calculo del valor del IC50 con el farmaco
irinotecan no muestra diferencias estadisticamente significativas entre la linea
celular SW-480 y los distintos tumores control, CT y CTE (figura 45D). Por otro
lado, observamos diferencias estadisticamente significativas entre los tumores
control (17.05 + 0.76 uM) y los tumores CTE (8.21 + 1.81 uM), con un p-valor
de 0.02 (figura 45D). En el estudio del ICO con el farmaco oxaliplatino
observamos diferencias estadisticamente significativas entre la linea SW-480
(10.12 + 1.94 ug/ml) y los tumores procedentes de células no tratadas, tumores
control (9538.12 + 3817.19 ug/ml) con un p-valor de 0.01 (figura 45E).
Comparando los tumores entre si, encontramos diferencias estadisticamente
significativas entre los tumores controles y los tumores obtenidos a partir del
tratamiento crénico de células SW-480 con CT (36.83 + 15.35 ug/ml) y CTE
(25.23 + 11.69 ug/ml), con un p-valor de 0.02 en ambos casos (figura 45E). El
calculo del valor del ICO con el farmaco irinotecan muestra, por un lado,
diferencias estadisticamente significativas entre la linea celular SW-480 (78.18
+ 21.70 uM) y tumores control (36.42 + 1.26 uM) y tumores CTE (16.75 + 3.83
uM), con un p-valor de 0.02 y 0.01 respectivamente (figura 45F). Por otro lado,
observamos diferencias estadisticamente significativas entre los tumores
control y los tumores CT (39.52 + 0.20 uM) y CTE, con un p-valor de 0.02 en
ambos casos (figura 45F). Por ultimo, para la dosis maxima utilizada en
oxaliplatino (1.6 ug/ml) hemos encontrado diferencias estadisticamente
significativas en la viabilidad de las células resistente entre la linea SW-480
(42.62 + 1.60 %) y los tumores control (59.39 + 2.49 %) con un p-valor de 0.01
(figura 45G). Para la dosis maxima utilizada del farmaco irinotecan (24 uM),
hemos encontrado diferencias estadisticamente significativas entre la linea
celular SW-480 (30.7 + 5.8 uM) y los tumores CTE (8.39 + 3.27 uM), con un p-
valor de 0.03 por un lado vy, por otro lado, entre los tumores controles (34.26 +
3.80 uM) y los tumores CTE con un p-valor de 0.04 (figura 45H).
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En el estudio de los tumores SW-620 no observamos una mayor
resistencia del tumor control (n=5) respecto la linea (n=3) y los tumores
tratados CT(n=4) y CTE (n=5) con el farmaco oxaliplatino (figura 46A), por otro
lado, observamos una mayor resistencia a irinotecan de la linea SW-620 (n=3)
que los tumores control (n=3), los tumores obtenidos a partir de células
tratadas con CT (n=4) y CTE (n=3) (figura 46B). En el estudio del IC50 con el
farmaco oxaliplatino observamos diferencias estadisticamente significativas
entre la linea SW-620 (1.40 + 0.24 ug/ml) y los tumores procedentes de células
sin tratar, control, (3.06 + 0.36 ug/ml) con un p-valor de 0.005 (figura 46C).
Comparando los tumores entre si, encontramos diferencias estadisticamente
significativas entre los tumores controles y los tumores obtenidos a partir del
tratamiento crénico de células SW-620 con CT (1.59 + 0.21 ug/ml) y CTE (1.91
+ 0.23 ug/ml), con un p-valor de 0.005 y 0.02 respectivamente (figura 46C). El
calculo del valor del IC50 con el farmaco irinotecan no muestra diferencias
estadisticamente significativas entre la linea celular SW-480 y los distintos
tumores ni en la comparacion entre los tumores control con los tumores CT y
CTE (figura 46D). En el estudio del ICO con el farmaco oxaliplatino observamos
diferencias estadisticamente significativas entre la linea SW-620 (41.25 + 30.78
ug/ml) y los tumores procedentes de células no tratadas, tumores control (56.87
+ 13.91 ug/ml), con un p-valor de 0.003 (figura 46E). Comparando los tumores
entre si, encontramos diferencias estadisticamente significativas entre los
tumores controles y los tumores obtenidos a partir del tratamiento crénico de
células DLD-1 con CT (14.63 + 3.35 ug/ml) y CTE (23.10 + 5.46 ug/ml), con un
p-valor de 0.007 y 0.014 respectivamente (figura 46E). El calculo del valor del
ICO con el farmaco irinotecan muestra diferencias estadisticamente
significativas entre la linea SW-620 (158.43 + 15.51 uM) y los tumores control
(2180.76 + 467.98 uM)y los tumores CT (4258.78 + 3340.35 uM) con un p-valor
de 0.04 en ambos casos (figura 46F). Por dltimo, para la dosis maxima utilizada
en oxaliplatino (3.2 ug/ml) hemos encontrado, por un lado, diferencias
estadisticamente significativas en la viabilidad de las células resistente entre la
linea SW-620 (50.12 + 1.37 %) y los tumores CTE (36.88 + 1.87 %) con un p-
valor de 0.01 (figura 46G). Por otro lado, hemos encontrado diferencias
estadisticamente significativas entre los tumores control (45.61 + 1.85 %) y los
tumores CTE, con un p-valor de 0.01 (figura 46G). Para la dosis maxima
utilizada del farmaco irinotecan (24 uM), por una lado hemos encontrado
diferencias estadisticamente significativas entre la linea SW-620 (64.70 + 5.15
%) y los tumores procedentes de células sin tratar, tumores control, (29.25 +
1.52 %) con u p-valor de 0.0005 (figura 46H). Por otro lado, hemos encontrado
diferencias estadisticamente significativas entre los tumores control y los
tumores procedentes de células tratadas previamente con CTE (52.09 + 1.59
%), con un p-valor de 0.02 (figura 46H).
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6.2.4. ESTUDIO DE LA TUMOROGENICIDAD DE LOS TUMORES
XENOGRAFTS

Para estudiar la capacidad de formar tumores de los tumores obtenidos
a partir de las inyecciones de células no tratadas (tumores control) y las
inyecciones de células tratadas previamente de manera crénica con el extremo
carboxilo terminal de la proteina PEDF (tumores CT y tumores CTE) realizamos
nuevas inyecciones de células procedentes de estos tumores. En todos los
casos las inyecciones fueron de 5000 células en ratones inmunodeprimidos.
Los tumores formados se reflejan en la tabla 19. Obtuvimos un total de 13
tumores de un total de 19 inyecciones realizadas, 6 formados a partir de
tumores DLD-1, 2 formados a partir de tumores SW-480 y 5 de tumores SW-
620. De las 19 inyecciones realizadas, 7 fueron de tumores DLD-1, 3
inyecciones de tumores DLD-1 control, formando 3 tumores con una frecuencia
de 1; 2 inyecciones de tumores DLD-1 CT, formando 2 tumores con una
frecuencia de 1; y dos inyecciones de tumores DLD-1 CTE, formando 1 tumor
con una frecuencia de 0.5. Del total de inyecciones realizadas 5 fueron de
tumores SW-480, 2 inyecciones de tumores SW-480 control, formando 1 tumor
con una frecuencia de 0.5; 1 inyeccion de tumor SW-480 CT, formando 1 tumor
siendo la frecuencia de 1; y 2 inyecciones de tumores SW-480 CTE, no
formando ningun tumor con una frecuencia de 0. Del total de inyecciones
realizadas 7 fueron de tumores SW-620, 2 inyecciones de tumores SW-620
control, formando 2 tumores con una frecuencia de 1; 2 inyecciones de tumores
SW-620 CT, formando 2 tumores con una frecuencia de 1; y 3 inyecciones de
tumores SW-620 CTE, de las cuales se form6 un Unico tumor, siendo la
frecuencia de formacion de tumores de 0.33.

TABLA 19: Tabla de frecuencia de formacion de tumores en ratones
inmunodeprimidos a partir de tumores procedentes de la inoculacion de células
tratadas con el extremo C-terminal de PEDF y células sin tratar (control). Se muestra
el nimero de células inoculadas y el nimero de tumores formados para cada uno de
los tumores inyectados.

INJECTED DLD-1 TUMOR SW-480 TUMOR SW-620 TUMOR
TUMOR

Control CTE Control CT CTE Control CT
5000 cells 1/2 1/2 1/1 0/2 2/2 2/2 1/3
Total frecuency 1 1 0,5 0,5 1 0 1 1 0,3333

De manera global, obtuvimos un total de 6/7 tumores controles, 5/5
tumores CT, y 2/7 en tumores CTE (tabla 20). La frecuencia de formaciéon de
tumor fue de 0.86 en los tumores controles, 1 en tumores CT, y de 0.29 en los
tumores CTE (tabla 20).
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TABLA 20: Tabla de frecuencia global de formacién de tumores en ratones
inmunodeprimidos a partir de tumores procedentes de la inoculacién de células
tratadas con el extremo C-terminal de PEDF y células sin tratar. Se muestra el
tratamiento recibido, el nimero de tumores formados y la frecuencia.

TUMOR NUMBER OF TUMORS FRECUENCY

CONTROL 6/7 0,86
CT 5/5 1
CTE 27 0}/

Del total de inyecciones realizadas, el 37% fueron de tumores controles.
De éstos, el 32% formaron tumores (T), mientras que el 5% no formaron
tumores (NT) (figura 47 A). El 26% de las inyecciones realizadas fueron de
tumores CT, y todos ellos formaron tumores (T) (figura 47A). Por altimo, el 37%
de las inyecciones realizadas fueron de tumores CTE. De éstas, el 11%
formaron tumores (T), mientras que el 26% no formaron tumores (NT) (figura
47A).

Los tamafios de los tumores no mostraron diferencias estadisticamente
significativas, aunque de manera global, vemos menores volimenes medios
en los tumores formados a partir de tumores CT y CTE que aquellos tumores
formados de tumores control (figura 47B).
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Figure 47: Tumors” formation and volumen. The sector shows the injections produced by
each treatment and the formed and no formed tumors for each one (A). The histogram
shows the different tumors’volumen (mm3) (B).
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6.3 CARACTERIZACION DE LAS CMTS EN LOS TUMORES
FORMADOS A PARTIR DE INYECCIONES DE TUMORES
XENOGRATS Y EFECTO DEL EXTREMO CARBOXILO DE LA
PROTEINA PEDF SOBRE LA POBLACION DE CMTS.

6.3.1 ESTUDIO DE LA EXPRESION DE LOS MARCADORES DE ESTUDIO
EN RE-XENOGRAFTS

El dltimo paso que realizamos con los tumores obtenidos fue la
cuantificacion de los marcadores asociados a las propiedades de células madre
tumorales. Los resultados obtenidos fueron muy diferentes entre los distintos
tumores, incluso en aquellos que proceden de tumores obtenidos a partir de
similares inyecciones, poniendo de manifiesto la gran heterogeneidad celular
existente en los tumores (figura 48).
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6.4 ESTUDIO DEL EFECTO DE LOS BIOMARCADORES AC133
Y BCRP1 EN LA FORMACION DE TUMORES

Para evaluar el efecto de nuestros marcadores en el proceso de
formacion de tumores separamos la linea celular HT-29 en subpoblaciones
celulares AC133*, BCRP1" y AC133/BCRP1" utilizando para ello un citbmetro-
sorter. Las subpoblaciones separadas fueron inyectadas en ratones
inmunodeprimidos tal y como se muestra en la tabla 21. Ademas, se realizo
una inyeccion control en la que Unicamente se inocul6 matrigel, para verificar
gue éste no era responsable de la formacién de tumores en los ratones. La
frecuencia de la formacion de tumores observada fue de 1 en las
subpoblaciones AC133*, BCRP1" y AC133/BCRP1, no observando ninguna
diferencia entre las inyecciones de poblacion positiva y la doblemente negativa.

TABLA 21: Tabla de frecuencias de formacion de tumores en ratones
inmunodeprimidos a partir de subpoblaciones celulares de la linea HT-29. Se muestra
el nimero de tumores formados, las inyecciones realizadas y la frecuencia.

1500 INJECTED CELLS | TUMORS/INJECTIONS MICE FRECUENCY

HT-29 AC133* 2/2 1
HT-29 BCRP1 * 11 1
HT-29 AC133/BCRP1- 2/2 1

Los ratones inyectados fueron controlados semanalmente tras la
realizacion de las inyecciones en peso y también en la aparicion de tumor,
ademas los tumores eran medidos semanalmente hasta el sacrificio del animal
(tabla 22 y 23). Los ratones no presentaron diferencias en los pesos y tampoco
observamos diferencias en el tamafo de los tumores formados.
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TABLA 22: Tabla de evolucién semanal de los pesos de los ratones inyectados.
Muestra la subpoblacion inyectada, tumores formados y la medida de los pesos desde
la semana O hasta la semana 12.
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Volumen tumores (cm?3)
i i Numero de semanas
Ratén Células | Tumor
3 4 5 6 7 8 9 10 1 12
HT-29 1 0 0.26 0.2741 0.2916 0.624 0.832 1.664
1 AC1331 2 0.0416 0.0416 0.2496 0.364 0.728 0.9984 1.2162
BCRP1-
3 0 0.0416 0.0416 0.0416 0.0936 0.0972 0.4992
HT-29 4 0.0416 0.26 0.468 0.52 0.832 0.9984 1.1232
2 AC133*
5 0.2106 0.3328 0.5824 0.6656 0.832 0.832 1.248
HT-29
3 BCRP1* 6 0 0 0 0.0208 0.0832 0.1664 0.2912 0.5616
4 control 15 tumor 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
No células

"'CT euewss g| elsey (Q BUBWSS B| 8pS3P WD U Saiown)

SO| 8p USWN|OA [ A Opew.o) Jown) ap olawnu ‘epeldakul uge|godgns e| easanw as
e|ge] B] U "SaJowWn) SO| 8P SSUSWIN|OA SO| 9P [eUBWAS UOION|OAS ap e|gel : £Z v1av.Ll

SOAv.Linsid«



»RESULTADOS

Los ratones fueron sacrificados transcurridas 9 6 10 semanas tras la
realizacion de las inyecciones, a excepcion del raton control, en el que
Unicamente se inyect6 el matrigel, que fue sacrificado la semana 12. En el
raton 1 (HT-29 AC133/BCRP1’) se observaba la formacion de tres tumores,
dos de ellos muy juntos (tumor 1 y tumor 2) debido probablemente a la
inyeccion (figura 49). La ultima medida de los tumores se realizd con los
tumores extraidos de los ratones (figura 49).

T T2 3 T4 ™  T6

AC133- /BCRP1- AC133-/BCRP1-  AC133-/BCRP1- AC133+ AC133+ BCRP1+

Figure 49: Tumours formation from HT-29 cell line subpopulation injections. AC133-/BCRP1-
, AC133* and BCRP1* cells form tumours in Fox"1nu mice. The tumours were measured
last time after extraction (B)

Una vez extraidos los tumores, éstos fueron procesados para la
cuantificacion de marcadores asociados a las propiedades de las CMTs y
puestos en cultivo. Cabe destacar que las células del tumor 3 (tumor HT-29
BCRP1/AC133’) no fueron viables en cultivo.

6.4.1. CUANTIFICACION DE LOS MARCADORES DE ESTUDIO EN LOS
TUMORES FORMADOS A PARTIR DE SUBPOBLACIO NES
CELULARES DE LA LINEA HT-29

Los tumores obtenidos fueron analizados mediante citometria de flujo
para cuantificar los marcadores asociados a las caracteristicas de las células
madre tumorales el dia de la extraccion (0 DIV) (figura 50). Los resultados
obtenidos fueron muy heterogéneos, incluso para aquellos tumores que
proceden de subpoblaciones celulares idénticas. Por ejemplo, los tres tumores
doblemente negativos, presentaron expresiones de CD133 y AC133 muy
diferentes (figura 50)
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Figure 50: Expression of CSC marker in HT-29 AC133/BCRP1- tumours
(A, Band C), HT-29 AC133+ tumours (D and F), HT-29 BCRP1+ tumour
(G).
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Los resultados obtenidos de las citometrias realizadas a los xenografts a
ODIV se analizaron estadisticamente mediante el test t-student comparando las
citometrias realizadas a los tumores procedentes de inyecciones de células HT-
29 BCRP1/AC133’, tumores doble negativos, (n=7), tumores procedentes de
inyecciones de células HT-29 BCRP1' (n=4) y tumores procedentes de
inyecciones de células HT-29 AC133" (n=6). En cuanto al marcador Epcam no
encontramos diferencias estadisticamente significativas entre los tres grupos
de tumores (figura 51A), sin embargo si observamos diferencias
estadisticamente en el resto de marcadores. El marcador CD133 presenta
diferencias estadisticamente significativas entre los tumores doble negativos
(28.59% + 11.05) y los tumores BCRP1" (85.71% + 6.16), con un p-valor de
0.001 (figura 51A). ElI marcador AC133 también presenta diferencias
estadisticamente significativas entre los tumores doblemente negativos
(25.40% + 11.16) y los tumores positivos, BCRP1" (83.54% + 6.35) y AC133"
(63.11% + 14.41), con un p-valor de 0.001 y 0.03 respectivamente (figura 51A).
Por dltimo, el marcador BCRP1 muestra una expresion mas elevada
estadisticamente significativa en el tumor formado a partir de células HT-29
BCRP1" (0.88% + 0.04) respecto a los otros dos grupos de tumores, los
doblemente negativos (0.06% + 0.02) y los AC133" (0.09% + 0.04), con un p-
valor de 0.025 en ambos casos (figura 51B).
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Figure 51: The CSC marker in 0 DIV HT-29 xenografts. The histograms show the expression of
EPCAM, CD133, AC133 (A) and BCRP1 (B) of BCRP1-/AC133* tumors (n=7), BCRP1* tumors
(n=4) and AC133* tumors (n=6). U-Mn test has been used for statistical analysis: * p<0,05; **
p<0,005.

Hemos comprobado que la expresion de los diferentes marcadores
utilizados en este estudio cambia con los dias del cultivo de los tumores. La
siguiente figura (figura 52) muestra la variacion de expresion de los marcadores
observada entre el dia de la extraccion de los tumores (0 DIV) con el tercer y
sexto dia de cultivo, para cada uno de los tumores obtenidos, a excepcion del
tumor 3 que, como ya se ha explicado anteriormente, no fue viable en cultivo.
Respecto al marcador BCRP1 podemos destacar el aumento del marcador en
el tumor 6, tumor procedente de la inyeccion de células HT-29 BCRP1" (figura
52A). Para los marcadores CD133 y AC133 observamos un aumento de la
expresion con el paso de los dias, sin embargo los tumores 2 y 5 presentan un
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nivel maximo de expresion a los 3DIV (figura 52B y C). El estudio del marcador
Epcam no mostré cambios de expresion con el tiempo.
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Figure 52: The CSC marker expressions change in the time in tumours. The histograms
show the expression of BCRP1 (A), CD133 (B), AC133 (C) and AC133 (D) in xenografts and
their cultures at 3DIV and 6DIV.
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6.5 DETECCION DE CMT EN SANGRE PERIFERICA DE
PACIENTES CON ENFERMEDAD NEOPLASICA COLORRECTAL

EL cancer colorrectal presenta diferentes tasas de recaida en funcion del
estadio de la enfermedad. En la actualidad no se han encontrado factores
prondstico que nos ayuden a predecir con exactitud el riesgo individual de los
pacientes. Debido al elevado indice de recaida de los pacientes es necesario
encontrar, rapidamente, un factor prondstico, que nos ayude a detectar qué
pacientes estan en riesgo de recaida, para anticiparnos a la enfermedad y
poder controlarla lo antes posible.

En la actualidad existe un método de deteccion de células tumorales en
sangre, Veridex®, aprobado por la FDA, pero no implementado en la mayoria
de los centros sanitario debido a su alto coste y también a su baja
especificidad. Por ello, en el presente trabajo, hemos tratado de caracterizar
células iniciadoras de tumores, con marcadores de superficie que han sido
relacionados con las caracteristicas de la célula madre y/o la célula madre
tumoral. En este trabajo, las proteinas BCRP1, EpCAM y CD133 han sido
seleccionadas por sus implicaciones en resistencia a quimioterapéuticos,
transicion epitelio-mesénquima y autorrenovacion respectivamente. Estas
células han sido localizadas en sangre periférica de pacientes diagnosticados
de adenocarcinoma colorrectal. El porcentaje de células que expresan los
marcadores de estudio se determind mediante citometria de flujo. Para ello, se
aislo la fracciéon de células nucleadas a partir de 6 mL de sangre periférica. Las
células se incubaron con anticuerpos anti-BCRP1 (conjugado con fluoresceina
tioisocianato, FITC, o conjugado a ficoeritrina PE), anticuerpos anti-EpCAM
(conjugado con ficoeritrina PE), anticuerpos anti-CD133 (conjugado con
ficoeritrina PE) y anticuerpos anti-AC133 (conjugado con ficoeritrina PE).
Finalmente, la presencia de estos marcadores se analizé mediante citometria
de flujo.

6.5.1. CLASIFICACION DE LOS PACIENTES DE ESTUDIO

Se han analizado 258 muestras de un total de 56 pacientes con
neoplasia colorrectal. En la tabla 24 aparece un resumen de los pacientes que
donaron sus muestras de sangre para el estudio. Se muestra la edad, género y
supervivencia media de los pacientes, asi como datos de los tumores:
localizacion, estadio y metastasis.
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Tabla 24: Resumen de las caracteristicas de los pacientes (n=56). Se muestra la edad, género,
localizacién del tumor, estadio del tumor, tipo de metastasis y la supervivencia media.

INFORMACION FRECUENCIA INFORMACION o
CLINICA RESULTADO N (%) CLINICA RESULTADO FRECUENCIA N (%)
1] )

EDAD (n=56) Media (rango) 62 (42-85) 5 (9%
GENERO Hombre 36 (64%) E(s:f\SDGI)O 1] 24 (43%)
(n=56) Mujer 20 (36%) Iv 27 (48%)
Sigma 11 (19,6%) Sin metastasis 29 (52%)
Colon ascendente 3(5,4%) Hepadtica 6 (10,7%)
Colon transverso 2 (3,6%) Osea 1(1,8%)
Colon descendente 4(7,1%) 5 Suprarrenal 1(1,8%)
Ciego 3 (5,4%) METASTASIS Pulmonar 4(7,1%) 27
LOCALIZACION - — (n=56) i .
(n=56) Angulo esplénico 3 (5,4%) Peritoneal 3(53%) (48%)
Recto 20 (35,7%) Hepdtica + otro 8 (14,3%)
Colon (extendido) 4(7,1%) Peritoneo+otro 2 (3,5%)
Colon-recto 2 (3,6%) Multiorgénica 2 (3,5%)
Recto-sigma 4 (7,1%) Sl Media (rango) 61 (2-141)

(meses)

Los niveles de marcadores relacionados con CMTs de las muestras de
los pacientes oncologicos fueron comparados con un total de 51 muestras de
sujetos control. Los sujeto control son donantes de sangre, por lo que no han
padecido ninguna enfermedad neoplasica. El resto de muestras pertenece a
pacientes procedentes del servicio de oncologia del CHUA.

6.5.2. CLASIFICACION Y ANALISIS DE MUESTRAS DE PACI ENTES

Las diferentes muestras analizadas fueron clasificadas en tres grupos,
en funcién del estado del paciente de origen. Los grupos establecidos fueron
pacientes libre de enfermedad, enfermedad controlada y por ultimo, el grupo de
enfermedad activa.

El analisis de los biomarcadores Bcrpl, EpCam, CD133 y AC133 en los
diferentes grupos de muestras aparece en la figura 53, donde se observa que
el grupo de muestras control no presenta una expresion diferente de los
marcadores que el resto de grupos, al igual que lo ocurrido con el grupo de
muestras libres de enfermedad. El analisis obtenido no presenta diferencias
significativas entre los grupos, asi clasificaos, para los marcadores Bcrpl
(figura 53A), EpCam (figura 53B), CD133 (figura 53C) y AC133 (figura 53D). En
la figura 53 se observan similitudes entre la expresion de los marcadores
EpCam (figura 53 B) y AC133 (figura 53 D).

Tras el andlisis de los resultados observamos que nuestra técnica,

planteada de esta manera, no nos permitia diferenciar entre pacientes
enfermos de cancer y pacientes sanos mediante una analitica de sangre.
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Ademas, observamos dos efectos en los niveles de marcadores a tener en
cuenta en posteriores analisis. Por un lado, observamos que los pacientes
libres de enfermedad en tratamiento quimioterapéutico adyuvante mostraban
un aumento en el nivel de marcadores. Por otro lado, pacientes neoplasicos,
con enfermedad muy avanzada y tras varias lineas de quimioterapia,
mostraban niveles muy bajos en la expresion de marcadores.
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Figure 53: CSC marker expresions in different

:Eflir‘:::::sease samples groups. A shows BCRP1 expresion, B
DActive disease EpCam expresion, C CD133 expresion and D AC133
oControl expresion. There aren’t significative differences

between the groups.

6.5.3. PUNTO DE CORTE DE LOS MARCADORES Y CARACTERI STICAS
DE LA TECNICA

Tras las observaciones anteriores, decidimos realizar de nuevo un
analisis de los niveles de marcadores teniendo en cuenta los grupos candidatos
a ser evaluados mediante nuestra técnica, es decir, eliminando las muestras de
los pacientes controles, las muestras de pacientes libres de enfermedad en
adyuvancia y las muestras de los pacientes aplasicos.

De los grupos inicialmente establecidos comparamos las muestras de
pacientes libres de enfermedad con aquellas muestras pertenecientes a
pacientes con enfermedad controlada y con enfermedad activa. En primer lugar
realizamos una cura ROC, para establecer los valores limites de nuestros
marcadores conociendo su sensibilidad y su especificidad. Los resultados de la
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curva ROC mostraron mejores resultados al trabajar con la suma de los niveles
de todos los marcadores analizados, por lo que decidimos analizar nuestras
muestras en base a las diferencias encontradas en la suma de los niveles de
los marcadores de estudio. El valor de la curva ROC realizada seleccionado
como punto de corte de la suma de nuestros marcadores fue 0.2450, cuya
sensibilidad y especificidad son 84% y 71% respectivamente (tabla 25). Con
este punto de corte diferenciamos pacientes como marcadores altos, aquellos
gue presentaban un valor igual o mayor a 0.2450 en la suma de sus
marcadores, y pacientes con marcadores bajos aquellos que presentaban
valores menores de 0.2450 en la suma total de los valores de marcadores
obtenidos.

Tabla 25.Coordenadas obtenidas en la curva ROC. El valor seleccionado como punto
de corte para diferenciar muestras con niveles altos de marcadores y muestras con
niveles bajos de marcadores fue 0.2450. El valor seleccionado como punto de corte de
nuestro analisis presenta una sensibilidad de 83.7% y una especificidad de 71.4%.

Coordinates COR curve

Positive if greater

than or equal to Sensitivity Specificity
-1,0000 1,000 1,000
,0050 1,000 929
,0150 980 929
,0400 959 929
,0900 939 929
1250 939 857
1350 939 786
L1600 918 786
1850 ,898 786
,2050 857 786
,2300 857 714
(L2450 837 714
,2550 816 714
,2650 796 714
,2750 776 714
,2900 755 714
.3000 714 714

Con el punto de corte podemos clasificar a nuestros pacientes en funcion
del nivel de marcadores, por lo que realizamos una tabla cruzada para
cuantificar las muestras con marcadores altos y bajos dentro de cada grupo de
pacientes del estudio, pacientes libres de enfermedad, pacientes con
enfermedad controlada y pacientes con enfermedad activa.

En el momento de clasificar los pacientes observamos las muestras que
no se ajustaban a lo esperable de nuestro andlisis. Por un lado, de un total de
18 muestras de pacientes libres de enfermedad con un nivel en la suma de
marcadores de estudio alto (=0.2450), 13 pertenecian a muestras de pacientes
en adyuvancia (figura 54 A). Es decir, un 72% de las muestras analizadas a
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pacientes libres de enfermedad que presentan un nivel expresion de
marcadores alto, pertenecen a muestras de pacientes que reciben tratamiento
de prevencion en el momento del analisis. Por otro lado, de un total de 17
muestras de pacientes con enfermedad activa y que presentan un nivel alto en
la suma de marcadores de estudio (20.2450), 4 pertenecian a muestras de
pacientes aplasicos (figura 54 B). Es decir, un 24% de las muestras analizadas
a pacientes con enfermedad activa que presentan un nivel expresion de
marcadores bajo, pertenecen a muestras de pacientes aplasicos.

Free disease samples 14 Active disease samples

W Aplastic sample

Aplasctic free sample

ligh marker Low marker

Figure 54: Technical limitations. A histogram shows samples of disease-free patients with high
levels of markers . Histogram B shows samples . B histogram shows ths samples from patients
with active disease and low level of markers.

De un total de 236 muestras, 74 pertenecian a pacientes con enfermedad
activa, 151 muestras a pacientes con enfermedad controlada y 11 a pacientes
libres de enfermedad. De todas las muestras analizadas 76 presentaron el nivel
de marcadores bajo, 13 de las cuales pertenecian a pacientes con enfermedad
activa, 56 muestras a pacientes con enfermedad controlada y 7 muestras a
pacientes libres de enfermedad. Por otro lado, 160 muestras del total
presentaron niveles altos de marcadores, 61 de las cuales pertenecian a
pacientes con enfermedad activa, 95 a pacientes con enfermedad controlada y
4 a pacientes libres de enfermedad. Todos estos datos aparecen recogidos en
la tabla 26 y representando graficamente en la figura 55.
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Tabla 26. Tabla cruzada entre grupos de pacientes y niveles de marcadores.

Nivel suma Nivel suma
marcadores bajo marcadores alto Total
(<0,2450) (20,2450)

Recuento 13 61 74
Enfermedad Activa
% 17,6% 82,4% 100%
Enfermedad Recuento 56 95 151
controlada % 37,1% 62,9% 100%
Recuento 7 4 11
Libre de enfermedad
% 63,6% 36,4 100%
Recuento 76 160 236
Total
% 32,2% 67,8% 100%

En la figura 55 aparece un diagrama de barras con el recuento de
pacientes de cada uno de los grupos y su nivel de macadores (altos o bajos). El
porcentaje de muestras analizadas con marcadores altos (20.2450) es muy
superior (82.43%) al porcentaje de muestras con marcadores bajos (<0.2450)
(17.57%) en pacientes con enfermedad activa, esta marcada diferencia es algo
menor en pacientes con enfermedad controlada. En este grupo, el porcentaje
observado de muestras con nivel alto de marcadores fue de 62.91% y, 37.09%
muestras presentaron un nivel de marcadores bajo. Sin embargo, en pacientes
libres de enfermedad el porcentaje de muestras que presentaron los niveles de
marcadores bajo fue notablemente superior (66.64%) respecto al porcentaje
obtenido de muestras con niveles de marcadores bajo (36.36%). El estadistico
del chi-cuadrado obtenido entre la compracibn de muestras libres de
enfermedad con las muestras en enfermedad activa fue de 11.296 y la
significacion fue de 0.03.
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Figure 55: Level of de sum of markers in differents groups of patients. Low level <0,2450 and high level 2
0,2450. A shows the samples number in each group and B shows the samples porcentage.

Ademas, calculamos el valor predictivo positivo (VPP) y el valor predictivo
negativo (VPN) con ayuda de la tabla cruzada de los distintos grupos de
pacientes y el nivel de sus marcadores, alto o bajo. Para ello trabajamos con
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los grupos enfermedad activa y pacientes libres de enfermedad. En total 85
muestras, 74 de ellas pertenecientes a pacientes con enfermedad activay 11 a
pacientes libres de enfermedad. De las 85 muestras, 20 mostraron niveles
bajos de la suma de marcadores (<0.2450) y 65 muestras niveles altos. De las
muestras con niveles bajos de marcadores, 13 eran de pacientes con
enfermedad activa y 7 muestras procedian de pacientes libres de enfermedad.
Por otro lado, de las 65 muestras con niveles altos de la suma de marcadores,
61 pertenecian a pacientes con enfermedad activa, y 4 muestras fueron de
pacientes libres de enfermedad (tabla 26). De esta manera pudimos evaluar
nuestra técnica obteniendo los resultados reflejados en la tabla 27. Los valores
de especificidad y sensibilidad con un punto de corte de 0.2450 fueron
calculados con la curva ROC vy los valores de VPP y VPN con las formulas que
aparecen en el apartado de material y métodos.

Tabla 27: Caracteristicas de la técnica. La tabla muestra la sensibilidad,
especificidad, valor predictivo positivo (VPP) y el valor predictivo negativo (VPN).

TECNICA | ESPECIFICIDAD | SENSIBILIDAD | VPP | VPN |

Deteccion CMT 71% 84% 69% 78%

6.5.4. RELACION DE LOS BIOMARCADORES DE ESTUDIO CON LA
PREDICCION DE RECAIDA DE LA ENFERMEDAD Y LA
SUPERVIVENCIA

Para comprobar la relacion entre nuestros marcadores de estudio y las
recaidas de los pacientes, realizamos unas tablas cruzadas para los pacientes
con enfermedad controlada y enfermedad activa. Los resultados obtenidos se
muestran en la figura 56. En el grafico 56 A aparecen recogidos el nimero de
muestras obtenidos en cada caso, y en el grafico 56 B los mismos resultados
en porcentaje. En el grupo de enfermedad activa observamos que el 82% de
las muestras con marcadores altos (=0.2450) sufren una recaida. Sin embargo,
en el grupo de enfermedad controlada, el porcentaje de los pacientes que
presentan marcadores altos y sufren una recaida es algo menor, un 63%.
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Figure 56: Marker level in patients who relapse. In active disease patient group and controlled
disease patient group there are more samples with high marker level than low.

Para evaluar el efecto que presentaban estos marcadores sobre la
supervivencia a los 5 afios y la supervivencia libre de enfermedad, realizamos
una estimacion Kaplan-Meier. Para ello evaluamos, por un lado, la
supervivencia a los cinco afios desde el diagnostico de la enfermedad en
pacientes con marcadores altos (> 0.2450) y pacientes con marcadores bajos
(<0.2450) (figura 57 A). Observamos una diferencia estadisticamente
significativa en la supervivencia entre los dos grupos con una significancia de
0.036 (figura 57 B). Ademas, calculamos la supervivencia media a los cinco
afos para cada uno de los grupos establecidos, siendo de 50.307+1.624
meses en pacientes con marcadores bajos y de 44.569+1.419 meses en
pacientes con marcadores altos (figura 57 C), estos datos mostraron
diferencias estadisticamente significativas, siendo el p-valor 0.0016. Por ultimo,
comparamos los las medianas siendo 60.00+1.574 meses en pacientes con
marcadores bajos, y 50.00£1.295 meses en pacientes con marcadores altos
(figura 57 C), estos datos mostraron diferencias significativas, siendo el p-valor
0.0009.

Por otro lado, evaluamos la supervivencia libre de enfermedad en
pacientes con marcadores altos (> 02450) y en pacientes con marcadores
bajos (<0.2450) (figura 57 D). Observamos una diferencia estadisticamente
significativa en la supervivencia libre de enfermedad entre los dos grupos con
una significancia de 0.004 (figura 57 E). Ademas, calculamos, por un lado, la
supervivencia libre de enfermedad media para cada uno de los grupos
establecidos, siendo de 13.933+1.947 en pacientes con marcadores bajos y de
8.585+1.034 meses, siendo la significancia de 0.03. Por otro lado, comparamos
las medianas de supervivencia libre de enfermedad entre los dos grupos de
pacientes, y no se encontraron diferencias significativas.
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Figura 57: Survival analysis. Kaplan-Meier survival curve
(A), Kaplan-Meier disease free survival (D) and risk
function (E) between two marker level groups shows

statistically significant differences

(B and F). The

histograms show survival average (C) and free disease

survival average (G) between patients who have

low

level marker and high. * p<0,05; ** p<0,005.

141



»RESULTADOS

6.5.5. CLASIFICACIIN DE MUESTRAS POR PACIENTES

Hasta ahora todos los andlisis mostrados han sido del total de muestras
analizadas, en la figura siguiente (figura 58) aparece una clasificacién de todas
las muestras en funcion del tipo de paciente del que proceden.

El total de muestras libres de enfermedad (11) (figura 58 A), pertenecen
a 10 pacientes. De los pacientes que presentaron un nivel en la suma de
marcadores igual o superior a 0.2450, un 25% sufrid una recaida mientras que
el 75% siguio libre de enfermedad (figura 58 B). El estudio de este grupo, libre
de enfermedad con nivel de marcadores alto y que no sufre recaida, revel6 que
se trataba de pacientes en adyuvancia (figura 58 B). Por otro lado, los
pacientes libres de enfermedad con niveles en la suma de marcadores inferior
a 0.2450, no sufrieron recaida (figura 58 C).

El total de muestras en estado enfermedad controlada (151) (figura 58
A), pertenecen a 31 pacientes. De los pacientes que presentaron un nivel en la
suma de marcadores igual o superior a 0.2450, un 96% sufrid6 una recaida
mientras que el 4% no sufrié recaidas (figura 58 D). El estudio de este grupo,
enfermedad controlada con nivel de marcadores alto y que no sufre recaida,
revel6 que se trataba de pacientes que no habian sido operados en el
momento de recogida de la muestra para el andlisis de marcadores (figura 58
D). Por otro lado, de los pacientes con enfermedad controlada con niveles en la
suma de marcadores inferior a 0.2450, un 75% no sufrieron recaida mientras
que el 25% sufrieron recaida (figura 58 E). El estudio de este grupo,
enfermedad controlada con nivel de marcadores bajo y que sufre recaida,
revel6 que se trataba de pacientes aplasicos (figura 58 D).

El total de muestras en estado enfermedad activa (74) (figura 58 A),
pertenecen a 39 pacientes. De los pacientes que presentaron un nivel en la
suma de marcadores igual o superior a 0.2450, un 85% sufrid6 una recaida
mientras que el 15% no sufrié recaidas (figura 58 F). El estudio de este grupo,
enfermedad activa con nivel de marcadores alto y que no sufre recaida, reveld
que el 80% de estos pacientes no habian sido operados en el momento de
recogida de la muestra para el andlisis de marcadores (figura 58 F). Por otro
lado, de los pacientes con enfermedad activa con niveles en la suma de
marcadores inferior a 0.2450, un 20% no sufrieron recaida mientras que el 85%
sufrieron recaida (figura 58 G). El estudio de este grupo, enfermedad activa con
nivel de marcadores bajo y que sufre recaida, reveld6 que se trataba de
pacientes aplasicos (figura 58 G).
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Figure 58: Samples classification. The samples were classificated in
two groups: samples high level of markers and samples with low
level of markers markers and patients were classificated in three
groups: free disease (FD), controlled disease (CD) and active
disease (AD) (A). 100% of FD patients with high level marker are
patients with adyuvant chemotherapy, who 75% didn't have a
relapse and 25% have a relapse (B). 100% of FD patients with low
markers did not relapse (C). 96% of CD patients with high level
marker had a relapse, while 4% of this group did not relapse (D).
75% of CD with low level marker did not have a relapse, while 25%
have a relapse, being this group aplastic patients (E). 85% of AD
patients with high level marker had a relapse, while 15% of this
group did not relapse (F). 80% of AD patients with low marker had a
relapse, while 10% of this group did not relapse (G). This problem in
the identification of cancer stem cell population may be produced by
the patient status aplastic.
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CD: high marker

Patient who did not relapse, is patient whose
sample was collected before surgery.

CD: low marker

25% controlled disease patients with low
markers are aplastic patients.

4 patients who did not relapse (80%), are
patients whose sample was collected before
surgery.

AD: low marker

100% active disease patients with low level
marker and have a relapse, are aplastic
patients.
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6.5.6. COMPARACION DE LA DETECCION DE CMTS MEDIANTE
MARCADORES DE SUPERFICIE Y VERIDEX

Para comparar nuestra técnica de deteccion de CMTs circulantes en
sangre periférica, con la técnica Veridex, Unica técnica aprobada por la FDA,
analizamos 44 muestras por los dos métodos.

Tras los analisis de las distintas muestras de pacientes con los
marcadores BCRP1, EpCam y CD133, se han comparado con los resultados
obtenidos mediante la técnica de Veridex y la evolucion del paciente. En la
figura 59 se pueden ver los resultados obtenidos de los analisis en los distintos
pacientes. En practicamente la mitad de los pacientes analizados (47.7%),
coincide el resultado obtenido mediante la técnica de Veridex con la deteccion
de nuestros marcadores de estudio por citometria de flujo (figura 59 A). Dentro
de este grupo de muestras coincidentes para ambas técnicas, el porcentaje de
aciertos ha sido del 95.2% del total de muestras analizadas (20/21) y un 4.8%
de errores (1/21) (figura 59 A). El 52.3% de las muestras analizadas han
presentado resultados diferentes para las dos técnicas utilizadas (23/44) (figura
59 A). El analisis de estas muestras diferentes para ambos métodos ha
mostrado que la técnica Veridex presenté un menor porcentaje de aciertos que
la técnica de deteccion de CMTs en sangre periférica mediante marcadores de
superficie, siendo el numero de aciertos 7/23 y 16/23 respectivamente (figura
59 A) De manera global, la técnica Veridex ha presentado un 56.9% de aciertos
y un 43.10% de errores, mientras que la técnica basada en la deteccion de la
poblacién de CMTs por citometria de flujo ha presentado un 79.4% de aciertos
y un 20.6% de errores (figura 54 b).

El analisis de los resultados reveld que la técnica Veridex presentaba un
34.09% de verdadero positivos, 27.27% de verdaderos negativos, 2.27% de
falsos positivos y un 36.36% de falsos negativos. De la misma manera, la
deteccion de CMTs en sangre periférica mostr6 un 68.18% de verdaderos
positivos, 13.64% de verdaderos negativos, 15.91 falsos positivos y 2.27% de
falsos negativos (figura 59 B)

El andlisis de todos los resultados obtenidos nos ayudo a caracterizar las
dos técnicas. La tabla 28 recoge la especificidad, sensibilidad, valor predictivo
negativo y valor predictivo positivo para los técnicas a partir de las muestras
analizadas por las dos técnicas. Ademas también recoge las caracteristicas
obtenidas para la técnica de deteccion de CMTs circulante en sangre periférica
de todas las muestras analizadas en este estudio. Asi, podemos ver que la
especificidad es mayor para la técnica de Veridex mientras que la sensibilidad,
valor predictivo negativo y valor predictivo positivo fueron superiores en la
deteccion de CMTSs.
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Por ultimo, la figura 60, compara las dos técnicas utilizadas. Se observa
un mayor indice de errores cometidos con la técnica de Veridex que con la
deteccion de CMTs (figura 60 A, B, E y F). El nUmero de aciertos realizados
con la técnica Veridex fue inferior que con la técnica de deteccién de CMTs
(figura 60 D y H). De todas las muestras analizadas mediante las dos técnicas,
hubo 20 casos en los que las dos técnicas coincidian de manera correcta, 6
muestras fueron de pacientes con buen prondstico y 14 fueron de pacientes
con mal pronéstico (figura 60 I). De las que no coincidian, Veridex obtuvo un
total de 7 aciertos, 6 muestras fueron de pacientes con buen prondstico y 1 de
las muestras procedia de un pacientes de mal prondstico (figura 60 I). Por otro
lado, la técnica de deteccion de CMTs obtuvo un total de 16 aciertos de
muestras que provenian de pacientes de mal pronéstico (figura 60 1).

44 samples
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(47,7%)
20 success 1 failure
samples samples
(95,2%) (4,8%)
14 true 6 true 1 false
positive negative positive
samples samples sample
(70%) (30%) (100%)
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27 success
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(61,36%)
Veridex
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(38,64%)
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samples
(18,18%)

Veridex

7 success
samples
(15,91%)

6 true
negative
samples
(85,71%)

15 true positive
samples
(34,09%)

12 true negative
samples
(27,27%)

1 false positive
sample (2,27%)

16 false
negative
samples
(36,36%)

30 true positive
samples
(68,18%)

6 true negative
samples
(13,64%)

7 false positive
samples
(15,91%)

1 false negative
(2,27%)

23
mismatched
samples
(52,3%)
CscC
Detection

16 failure 16 success 7 failure
samples samples samples
(69,57%) (36,36%) (15,91%)
16 false 16 true 6 false 1 false
negative positive positive negative
samples samples samples samples
(100%) (100%) (85,71%) (14,71%)

Figure 59: Differences and similarities between
Veridex and CSC detection. Both techniques
have a 47,7% identical results while 52,3% of
the results were different (A). The success rate
in matching samples between both techniques
was a 95,2%, while the error rate was 4,8% (A).
The samples showed different results with the
two techniques used, showed more errors with
Veridex (A). The overall number of hits returned
with Veridex was 27 samples out of 44 (61,36%),
while the number of hits returned in CSC
detection by flow cytometry was 36 samples out
of 44 (81,82% ) (B). Veridex shows a higer level
of false negative sample while CSC detection
shows a higer level of false positive samples (B).
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Tabla 28: Comparacion de las caracteristicas de las técnicas. La tabla muestra la

sensibilidad, especificidad, valor predictivo positivo (VPP) y el valor predictivo negativo
(VPN).

TECNICA ESPECIFICIDAD | SENSIBILIDAD

Deteccion CMT (global) 71% 84% 69% 78%
D ion CMT
SteccionC . 86% 97% 97% 86%
(muestras comparadas con veridex)
Veridex 92% 48% 94% 43%
A E
VERIDEX CSC DETECTION
SAMPLES | COUNT | PERCENTAGE (%) SAMPLES | COUNT | PERCENTAGE (%)
SUCCESS 27 61,4 SUCCESS 36 81,8
FAILURE 17 38,6 FAILURE 8 18,2
Veridex CSC DETECTION
B F WFailure samples

WFailure samples
Success samples

Succes samples

C Failure samples G Failure samples
307 30-]
M Good prognosis BMGood prognosis:
WBad prognosis MBad prognosis
o« 207
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Figure 60: Comparison of techniques for predicting relapse : Veridex and CSC
detection.
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7.DISCUSION

7.1 CELULAS MADRE TUMORALES

7.1.1. HIPOTESIS DE LAS CELULAS MADRE TUMORALES

Los tumores son definidos como tejidos con poblaciones heterogéneas
de células que difieren en sus caracteristicas biolégicas y en su potencial de
autorrenovacion(Reya et al., 2001). De acuerdo con el modelo estocastico de la
evolucion de los tumores, el cancer se forma a partir de la acumulaciéon de
cambios genéticos en las células y la seleccion natural. La mayoria de las
terapias convencionales para la eliminacion de los tumores estan basadas en
esta teoria(Clarke and Becker, 2006).

Muchos han sido los progresos desde que en el afio 1961 fue declarada
la “guerra contra el cancer”, nuevas terapias, deteccion temprana de la
enfermedad, asi como avances en la prevencion. Sin embargo, en el caso de
los cuatro tumores mas comunes, pulmon, mama, préstata y colon, la
supervivencia de pacientes metastasicos no ha cambiado significativamente
desde entonces(Wicha et al., 2006). Los efectos limitados de estas terapias y el
peor prondéstico para pacientes en estado avanzado de la enfermedad,
principalmente en tumores sélidos, sugiere que el conjunto de células
tumorales incluye una poblacién de células responsable de la iniciacion del
tumor, crecimiento, metastasis y recurrencia. Debido a las similitudes
encontradas entre esta poblacion y la poblacidén de las células madre, han sido
nombradas como células iniciadoras del tumor (CIT) o células madre tumorales
(CMT). El modelo de las CMT postula que la heterogeneidad encontrada en
los tumores radica en la existencia de poblaciones celulares con caracteristicas
similares a las de las células madre somaticas (tabla 28), resistentes a las
terapias de quimio y radioterapia, y por lo tanto capaces de formar de nuevo el
tumor. Estas células presentan una mayor capacidad invasora y tumorogénica.
Ademas, se ha comprobado que esta poblacién de células madre tumorales
podria dar lugar a células diferenciadas y fenotipicamente no tumorales(Ricci-
Vitiani et al., 2010).

No necesariamente todos los tumores presentan poblacion de
CMT(Shackleton et al., 2009), existen tumores que pueden explicarse mediante
diferentes modelos propuestos de recurrencia, como los mecanismos
sobreprotectores en cerebro.

La hipotesis de las células madre tumorales asume que las CMTs
presentan las propiedades caracteristicas de las células madre, descritas
anteriormente, como la divisibn asimétrica, autorrenovacion, quiescencia,
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similitudes en las vias de sefalizacion y resistencia(Gil et al., 2008) (tabla 28).
Estas células mantendrian los tumores gracias a la capacidad de regenerarse
indefinidamente, mientras que la proliferacion de sus progenitores daria lugar al
resto de ceélulas que componen el tumor, y por ende, a la heterogeneidad
encontrada en la vasta mayoria de los tumores(Campbell and Polyak, 2007).
Es decir, los tumores podrian contener una jerarquia celular donde las células
con capacidad de autorrenovacion serian las responsables del mantenimiento,
mientras que el resto de células derivadas contribuirian a generar la masa del
tumor(Lobo et al.,, 2007). Dentro de las posible células con capacidad de
autorrenovacion, posiblemente también se encuentren algunas que se quedan
en la zona de origen (stationary cancer stem cell), y otras que migran a
colononizar nuevas zonas (migratin cancer stem cells) ocasionando las
metastasis a distancia, como se esquematiza en la figura 61(Doudard el
al.,2006).

A Figura 61: Esquema de la posible
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Segun este modelo las células madre tumorales son una pequefia
poblacién dentro de la masa tumoral, menor a un 5% del total de las células del
tumor(Ponti et al., 2005). Se ha demostrado la existencia de la conocida side
population (SP) en lineas tumorales establecidas, basandose en su capacidad
de expulsion del fluoréforo Hoechst medida por citometria de flujo(Kondo et al.,
2004). La SP era capaz de formar tumores heterogéneos en ratones
inmunodeprimidos.
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Tabla 28: Caracteristicas comunes entre células madre y células madre tumorales

CARACTERISTICAS COMUNES ENTRE CELULAS MADRE Y CELULAS MADRE TUMORALES

Capacidad de autorrenovacion que les permite autoperpetuarse

Poseen largos telémeros y gran actividad de la telomerasa

Elevada expresion de proteinas de transporte ABC responsable de la quimiotesistencia
Secreccién de factores de crecimiento, citoquinas y factores angiogénicos

Similares vias de senalizacion involucradas en su autorrenovacién: Wnt, Shh y Notch

Expresion de marcadores de superficie: CXCR4, CD133, a6 integrina, c-kit, c-met, LIF-R

Debido a que las CMTs son resistentes a los tratamientos
convencionales, bien por sus ciclos celulares lentos o por la presencia de
proteinas detoxificantes y reparadoras de ADN, el resultado es que estas
células no se ven afectadas por los tratamientos quimioterapicos. Ademas
estas células tienen la capacidad de iniciar nuevos tumores y parecen ser las
responsables de las recidivas tras los tratamientos en pacientes con
neoplasia(Gil et al., 2008). A pesar de aparecer en un pequefio porcentaje,
conocer la implicacion de las CMT en la formacién de los tumores permitira el
desarrollo de nuevos farmacos antineoplasicos y farmacos capaces de evitar
las recaidas de los pacientes inhibiendo la poblacion de CMT.

Uno de los principales problemas planteados en la hipotesis de las
células madre tumorales deriva de los métodos empleados para la purificacion
de estas poblaciones. Los dos criterios aceptados cientificamente para
establecer la definicion experimental de CMT son por un lado, la capacidad de
formar esferas en medios de cultivo no diferenciados y, por otro lado la
capacidad de formar tumores a partir de poblacion celulares muy
pequefias(Stingl and Caldas, 2007).

En el presente estudio, se han buscado inicialmente células con
caracteristicas de célula madre tumoral o célula iniciadora de tumores, en
lineas celulares, xenografts y muestras de sangre periférica de pacientes con
metastasis avanzada. Dado que la descripcion de marcadores de células
madre tumorales o célula iniciadora de tumores es controvertida, en este
estudio se han seleccionado algunos de los mas utilizados y validados
clinicamente (EpCAM), o bien, aquellos relacionados con algunas de las
caracteristicas de células madre tumorales, como la resistencia (BCRP1) y la
autorrenovacion (CD133 y AC133). Las CMT también presentan una cinética
de divisibn mucho mas lenta, por ello hemos utilizado como marcador, la sonda
DDAO. Las células identificadas como posibles CMTs retienen, en su
citoplasma, este marcador vital después de 4-5 DIV, cuya fluorescencia puede
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ser cuantificada, asi como el porcentaje de células que no han perdido esa
intensidad de fluorescencia.

Para la realizacion de este estudio hemos analizado la expresion de los
marcadores seleccionados en cuatro lineas celulares de cancer colorrectal
(DLD-1, HT-29, SW-480 y SW-620) y en xenografts. Destacar que la linea SW-
480 y SW-620 provienen del mismo paciente, la diferencia consiste en que SW-
480 es derivada del tumor primario y SW-620 derivada de la metastasis.
Ademas, en el presente trabajo, se ha estudiado la correlacion de las distintas
proteinas seleccionadas, con la evolucion de los pacientes, su respuesta al
tratamiento y su tendencia a la recaida. Los resultados obtenidos muestran una
mayor expresion de todos estos marcadores en pacientes con neoplasia activa,
mientras que pacientes libres de enfermedad o en respuesta al tratamiento
presentan disminuciones continuadas de la expresion de estos marcadores de
interés. Para analizar mas en detalle la validez de estos marcadores como
indicadores de la progresion de la enfermedad y la recidiva, los analizaremos
uno a uno en los siguientes apartados de la discusion.

7.1.2. MARCADORES DE CELULA S MADRE TUMORALES
CD133/AC133

El marcador CD133 fue uno de los primeros biomarcadores identificados
en cancer colorrectal, y otros tumores solidos como mama o cerebro. Este
marcador ha sido relacionado en numerosos estudios con el nivel de
agresividad de los tumores y con células iniciadoras de tumores en numerosos
tipos de tumores(Burkert et al., 2006). Recientemente se ha elaborado una
huella metabdlica de las células iniciadoras de tumores en colon, que incluye la
expresion de dicho marcador(Chen et al., 2014).

En cancer de colon se ha identificado una pequefia poblacién de células,
como células iniciadoras de tumores en ratones desnudos,
EpCAM(high)/CD44"(Powell et al., 1999). Sin embargo, las células CD133™ no
presentan esta capacidad. EI marcador CD133 pueden llegar a expresarse en
grandes porcentajes de la poblacién por lo que claramente, la mayoria de las
células CD133" no son células iniciadoras de tumores, al igual que se ha
descrito para la expresion de CD34 en células madre en leucemia mieloide
aguda, por lo que CD133 parece expresarse tanto en células madre tumorales
como en progenitores(O'Brien et al., 2007). Por otro lado, las caracteristicas de
células madre han sido descritas en células CD133". Sin embargo, cada vez
son mas las pruebas objetivas que apuntan a la vinculacion de este marcador
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CD133, con marcadores como ESA (epithelial-specific antigen), que los
localizan en sangre periférica, aunque no en la masa tumoral, postulandolos
como indicadores utiles para la prediccion de la recurrencia y como marcadores
prondstico en pacientes con cancer colorrectal(Tseng et al., 2015). Del mismo
modo, también la doble expresion de CD133"/CD44" ha sido relacionada con la
proliferacion celular y las propiedades metastasicas de células en sangre o en
metastasis hepaticas y no en el tumor original(Bellizzi et al., 2013).

También, recientemente se ha visto como las células CD133" difieren de
sus homadlogas negativas en la expresion de la proteina Oct-4, implicada en la
autorrenovacion de las células madre embrionarias. El silenciamiento mediante
RNA de interferencia de Oct-4 inhibe la capacidad de las células CD133" de
formar colonias unicelulares e invadir tejidos(Chen et al., 2008).

Por otro lado, algunos autores han negado que las células CD133"
delimiten una poblacion pura de células madre tumorales puesto que en
carcinoma de colon las células CD133" dan lugar a células CD133", que son
mucho mas agresivas, y que también son capaces de formar tumores en
ratones inmunocomprometidos(Shmelkov et al., 2008). El hecho de que las
células CD133" puedan formar tumores ha sido comprobada en este estudio
mediante la realizacibn de un ensayo en el que inyectamos a ratones
inmunodeprimidos células HT-29 AC133" por un lado y, AC1337/bcrpl™ por otro
lado, separadas mediante citometria sorter. Los resultados del ensayo ponen
de manifiesto que las células que no expresan AC133 son capaces de formar
tumores, aunque hay que destacar que de las dos inyecciones realizadas una
de ellas dio origen a un tumor que no fue capaz de crecer en cultivo.
Sorprendentemente, en este estudio hemos observado cémo a partir de la
inyeccion de células AC133" hemos obtenido xenografts, con altos porcentajes
de células AC133", hasta un 82% en el tumor 1, mientras que las inyecciones
de células AC133" formaron en todos los caso xenografts principalmente
AC133", siendo la poblacion AC133  en estos xenografts de un 3-5%
aproximadamente (figura 50). Por lo tanto, podemos decir que existe un
equilibrio entre las poblaciones con distinta expresion de la proteina CD133 que
podria explicar las discrepancias en la bibliografia.

A pesar de que las células CD133 positivas no sean una poblacion pura,
y no todas ellas sean capaces de producir tumores, podria relacionarse la
presencia de algunas de estas células CD133 positivas en sangre periférica,
con células iniciadoras de tumor con movilidad y capacidad de transicion
epitelio-mesénquima y con la evolucion de la enfermedad, como las que
describen Brabletz y colaboradores en su teoria complementaria de las células
madre tumorales migradora (Brabletz et al., 2005).

Existe una gran discrepancia en la utilidad de este marcador como factor
prondstico de la enfermedad. Por un lado, numerosos estudios han demostrado
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su valor y utilidad como marcador independiente de pronostico en cancer
colorrectal(Horst et al., 2008;Li et al., 2009;Vaz et al., 2014;Zhang et al., 2012),
y por otro lado, hay algun estudio donde no se observd ninguna relaciéon de la
expresion de CD133 como marcador prondéstico(Kojima et al., 2008). Sin
embargo, este Ultimo estudio se realiz6 analizando muestras de tumores
rectales y tumores de colon, incluyendo diferentes estadios del tumor (I-1V) al
igual que nuestro analisis. La discrepancia entre los diferentes estudios puede
estar derivada de una cantidad inadecuada de pacientes analizados y a los
diferentes estadios de los mismos. La mayoria de estudios han sido realizados
analizando muestras de tumores, donde las poblaciones que expresan CD133
son mayores que las que nosotros podemos encontrar en muestras de sangre
periférica. Como ya hemos sefalado, recientemente se ha propuesto de nuevo
la poblacion CD133/ESA"™ presente en sangre periférica, y no en la masa
tumoral, como indicador predictivo de recurrencia y factor prondstico en
pacientes con cancer colorrectal(Tseng et al., 2015).

Respecto a la presencia de esta proteina en las lineas tumorales de
cancer colorrectal utilizadas en este estudio, destacar que las lineas HT-29 y
SW-620 presentan niveles de expresion de la proteina CD133 y su epitopo
AC133 muy elevados (figura 24). La linea HT-29 presenta aproximadamente un
94% de células que expresan la proteina CD133 y un 6% de células CD133".
La expresion de AC133 es ligeramente menor, presentando aproximadamente
un 92% de células AC133" y un 8% AC133". La linea SW-620 también presenta
la mayoria de su poblacion CD133" (94%) y AC133" (92%). Los altos
porcentajes de estas dos lineas celulares para la proteina prominina, pone de
manifiesto que no se trata de un marcador exclusivo de CMT sino que también
incluye a progenitores de rapida amplificacion u otras células tumorales
derivadas. Sin embargo, es también destacable que estas dos lineas son
precisamente las de mayor agresividad en los ensayos tanto in vivo como in
vitro llevados a cabo, y tienen una serie de caracteristicas comunes. Entre las
caracteristicas comunes encontramos una alta expresion de la proteina KLF4,
doble que el resto de lineas analizadas, una expresion de la proteina snail
media-alta 0 poseer la proteina APC nativa. También en la bibliografia, se
refleja que estas dos lineas tumorales presentan IC50 a Erlonitinb superiores a
10nM, con porcentajes de inhibicion de su crecimiento muy bajos comparados
con las lineas del estudio, como se puede ver en la tabla 29.

Por otro lado las lineas DLD-1 y SW-480 presentan porcentajes
inferiores al 0.5% de células CD133" y AC133". Estas lineas celulares tienen
ademas en comun (tabla 29) una mutacién en la proteina APC, y baja
expresion de las proteinas KLF4 y snail, asi como una mayor sensibilidad a
Erlonitinb, alrededor de 2-3 nM para una inhibicion del 50% del crecimiento
celular. Llama la atencion la diferencia de expresion tan acusada entre la linea

154



»DISCUCION

SW-480 y la linea SW-620, ya que, como se explicé al principio, la linea SW-
620 proviene de la metastasis producida por el tumor del que deriva la linea
SW-480. Ademas de la diferencia de expresién de la proteina CD-133 entre las
lineas SW-480 y SW-620, observamos que SW-620 presenta una mayor
resistencia a oxaliplatino e irinotecan que la linea SW-480 (figura 33 y 34). Esta
resistencia se refleja en la tabla 30, en la que se muestra los valores medios
obtenidos de IC50, ICO y poblacion resistente en las dos lineas celulares. Con
el farmaco oxaliplatino observamos mayores valores de ICO y % poblacion
resistente en la linea metastasica SW-620, indicando una mayor resistencia.
Esta resistencia ofrecida por la linea SW-620 es mas notable con el tratamiento
irinotecan, donde el valor IC50 es 3 veces mayor, mientas que el ICO y el % de
poblacién resistente son el doble para la linea SW-620 comparada con la SW-
480
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Tabla 30: Valores de IC50, ICO y % poblacion resistente a oxaliplatino e
irinotecan en las lineas celulares SW-480 y SW-620.

TRATAMIENTO OXALIPLATINO (uG/ML) IRINOTECAN (Um)

LINEA CELULAR SW-480 SW-620 SW-480 SW-620
IC50 1,4 1,4 18,4 62,6
ICO 10,1 10,6 78,2 163
% poblacion resistente 42,6 50,1 30,7 65

La diferencia en la resistencia frente a toxicos pude deberse, en parte, a
la diferente expresion de CD133, entre otras proteinas como veremos a
continuacion. Algunos estudios han demostrado que las células
radioresistentes expresan en su membrana la proteina prominina, es decir,
células radioresistentes son células CD133*(Sahlberg et al., 2014). Estas
células CD133" pueden formar un nuevo tumor, el cual estara formado por una
poblacién celular heterogénea. Ademas, estudios complementarios han
demostrado que las células CD133" presentan una gran resistencia a la
quimioterapia, carboplatino, placitaxel y etopésido (VP16). Esta resistencia es
debida a la expresion combinada de la proteina BCRP1, y proteinas inhibidoras
de la apoptosis en estas células(Liu et al., 2006) que se analizaran en los
apartados siguientes.

En las muestras de nuestros pacientes, el analisis de la proteina
prominina, con los anticuerpos que reconocen CD133 y AC133, de manera
individual no es predictivo del estado, evolucion y prondéstico del paciente,
aunque si contribuye en el andlisis realizado en base a la expresion de los 4
marcadores de estudio: BCRP1, EpCAM, CD133 y AC133. Es necesaria una
combinaciéon de marcadores de membrana para la correcta identificacion de
células madre tumorales colorrectales, debido a la gran heterogeneidad de la
poblacién de CMT vy la variabilidad existente en los niveles de expresion, en
funcién del estado de la enfermedad en cada paciente.

EPCAM

Epcam es una proteina de membrana que se expresa en la mayoria de
los carcinomas. Las lineas analizadas en este trabajo presentan practicamente
un 100% de células EpCam®. La proteina EpCAM no se expresa en el tejido
sanguineo sano, pero si en el de pacientes con carcinomas metastasicos(Allard
et al., 2004), por lo tanto, la presencia de esta proteina en sangre se debe a la
aparicién de una poblacion de células tumorales circulantes en sangre (CTCs).
La presencia de la proteina EpCam en pacientes con carcinomas metastasicos
se asocia a una corta supervivencia. La identificacion y cuantificacion de
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células tumorales en sangre periférica puede ser de utilidad por constituir una
evidencia inicial del proceso de metastatizacién y constituir un marcador de
riesgo de recidiva tumoral. Un nuevo sistema de busqueda celular (Veridex) se
ha disefiado para detectar las células tumorales en la sangre periférica. El
sistema es capaz de cuantificar las células epiteliales (EpCam®) presentes en
sangre, que son separadas de la sangre con técnicas de bandas
inmunomagnéticas marcadas con anticuerpos especificos, e identificar las
células mediante anticuerpos marcados fluorescentemente anti-citoqueratinas y
tincion fluorescente del nucleo. Allard y colaboradores(Allard et al., 2004) han
evaluado la precision, reproductibilidad y linealidad de este nuevo sistema de
detecciébn y concluyeron que la técnica es reproductible en diferentes
laboratorios. Realizaron el aislamiento y cuantificacion de las CTC en sujetos
sanos y establecieron la detecciéon de > 2CTC en 7,5 ml de sangre como
anormal. En cancer colorrectal, Cohen y colaboradores(Cohen et al., 2006),
mediante la misma técnica, han observado que la cuantificacion de CTC >
2/7,5 ml sangre estaba presente en el 31% de los pacientes con cancer
colorrectal metastasico, constituyendo un factor prondstico de la enfermedad,
por lo que dicha tecnologia ha sido recientemente aprobada por la FDA en el
cancer colorrectal(Cohen et al., 2006). El Sistema CellSearch (Veridex LLC,
Raritan, NJ) ha sido aprobado por la FDA (Administracion de Alimentos y
Farmacos ) de EE.UU para la deteccion de células tumorales circulantes (CTC)
en sangre periférica de los pacientes con cancer de mama metastatico,
también ha sido validado por tres centros en los Estados Unidos vy
Europa(Riethdorf et al., 2007). Datos obtenidos en el hospital clinico San
Carlos de Madrid, con el que hemos colaborado en este trabajo, demuestran
que las CTC pueden aislarse de pacientes intervenidos de carcinoma de colon,
observandose en el 24% de los pacientes en estadio Il antes del inicio de la
quimioterapia adyuvante, lo cual podria constituir un subgrupo de mal
prondstico para la recidiva(Vidaurreta et al., 2007).

La tecnologia de Veridex se ha utilizado para identificar células
tumorales circulantes en sangre de pacientes metastasicos con cancer de
pulmén, prostata, pancreas, mama y carcinoma de colon(Nagrath et al., 2007).
Ensayos similares han confirmado que estas células derivan del propio
tumor(Fehm et al., 2002). Sin embargo, esta técnica tiene todavia un elevado
namero de falsos negativos, ademas de haber sido demostrada su ineficacia
para algunos tipos de tumores, como por ejemplo el estudio del grupo de
Foekens que demostré que el sistema de Veridex no es capaz de reconocer
células tumorales mamarias en los carcinomas mamarios normal-like, que
generalmente suelen ser mas los mas agresivos(Sieuwerts et al., 2009).
Debido a la necesidad de implementacion de la técnica para disminuir el
porcentaje de falsos negativos que se escapan al analisis(van Baren et al.,
2005), en este trabajo nos propusimos realizar un estudio comparativo con los
mismos pacientes entre la técnica de Veridex y la deteccion de células madre
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tumorales por citometria con los marcadores seleccionados en este estudio.
Ademas se establecié una colaboracién con el Hospital San Carlos, que trabaja
con esta técnica, en concreto con el Dr Diaz Rubio y la Dra Maestro de las
Casas. Los datos preliminares de este estudio aqui mostrados indican una
buena correlacién entre los resultados de ambos métodos, pero ademas
encontramos una mayor sensibilidad en la deteccion de las proteinas BCRP1 y
CD133, que la registrada para la proteina EpCAM, tanto en citometria de flujo
como en el andlisis de Veridex donde consideran positiva una muestra con dos
células por 7,5 ml de sangre periférica. El estudio con mas pacientes de esta
comparativa, podria permitir la implementacién de la deteccion de la
metodologia Veridex con nuevos marcadores, que ayudaria al descenso del
porcentaje de falsos negativos analizados. Ademas el empleo de un Unico
marcador con la técnica veridex, marcador EpCam, puede ser limitado, debido
a que en ocasiones la expresion de la proteina EpCam puede verse disminuida
por las propias condiciones del tumor, e incluso durante el proceso de
transicion epitelio mesénquima (EMT)(Ota et al., 2009), que se ha relacionado
con el incremento de la formacién de metastasis a distancia.

BCRP1

La poblacién de CIT debe ser una poblacién resistente a las terapias
antineoplasicas utilizadas en clinica, quimioterapia y radioterapia. Asi, estas
células podran formar de nuevo el tumor o metastasis a distancia una vez
terminados los tratamientos. La familia de los transportadores ABC constituye
uno de los mecanismos de resistencia descritos en CIT, concretamente
ABCGBL1 y ABCG2, relacionadas con la quiescencia y la capacidad de formar
tumores(Dean et al., 2005). ABCG2 codifica la proteina BCRP1,
sobreexpresada en ciertos tumores, delimitando la poblacion de
CIT(Hirschmann-Jax et al., 2004). Como previamente se dijo en el apartado de
introduccion, la porteina BCRP1 se ha relacionado con la poblacién SP. Esta
ha sido descrita en lineas tumorales estables, con las que se lleva trabajando
durante afios en los laboratorios, basandose en la capacidad para expulsar el
fluoréforo Hoechst, mediante citometria de flujo. La presencia de esta poblacion
en las lineas esta relacionada con la expresion de la proteina BCRP1(Kondo et
al., 2004). Asi mismo, se ha relacionado la SP con la formacioén de tumores
muy agresivos en ratones inmunodeficientes(Polyak and Hahn, 2006).

La insercién génica de BCRP1, en células que habitualmente no lo
expresan, les confiere una mayor resistencia a una amplia variedad de
farmacos(Mao and Unadkat, 2005). Ademas, los pacientes que expresan esta
proteina presentan un peor pronostico debido a la peor respuesta a los
tratamientos con resultado de un menor tiempo de vida libre de
enfermedad.(Yoh et al., 2004) De hecho, recientes estudios han demostrado la
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implicacion de las terapias antineoplasicas en la activacion de esta
proteina(Israeli et al., 2005). Asimismo, se ha podido constatar que la proteina,
aunque se ubica habitualmente en la membrana plasmatica, podria expresarse
también en compartimentos intracelulares tales como vesiculas de secrecion.
Se cree que la expresion en estos compartimentos podria actuar como
secuestrador de farmacos dentro de la propia célula, manteniendo los farmacos
lejos de su diana de accion(Aust et al., 2004). La sobre expresion de esta
proteina, combinada con otros marcadores de la superficie célular de las
células madre, han sido relacionadas colectivamente con el fallo en muchos
casos de las técnicas quimioterapéuticas, de la recurrencia del tumor, la
recidiva del paciente y la invasién a distancia en cancer colorrectal(Xie et al.,
2014). Con toda esta informacion, se decidié incorporar la deteccion de la
proteina BCRPL1 en el presente estudio.

Sin embargo, la mayor capacidad de formar tumores de estas células
ha sido cuestionable en ciertos estudios. En un estudio se demostro la
existencia de la SP en tejido sano de colon y lineas de cancer de colon, pero
esta poblacion no coincidio con la poblacion de células madre. En numerosos
estudios se ha relacionado la SP con transportadores de membrana tipo
ABCG2 y Mdr-, sin embargo, en este estudio estos transportadores parecen no
ser especificos de la SP, ya que aparece en la misma proporcion tanto en la SP
como en el resto de la poblacion. De la misma manera, marcadores de célula
madre (CD133, CD44, Hes-1, B-catenina, Mushashi-1, Oct-4 y CD117)
aparecen en toda la poblacién, no siendo especificos de la SP. Por lo tanto, el
concepto de SP como marcador de poblacion de célula madre no es
directamente aplicable en células gastrointestinales tumorales(Burkert et al.,
2008). Por otro lado, un estudio demostré que las células SP* de la linea
celular de cancer de mama MDA-MB-231, no presentaron una mayor
capacidad de formar tumores en ratones inmunodeprimidos que la poblacién
SP". Este hecho abre la puerta a la existencia de una subpoblacion celular
diferente implicada en la formacion de tumores.

En las lineas celulares utilizadas en este estudio hemos obtenidos
poblaciones muy reducidas de células BCRP1", los porcentajes son de 0.33%
en la linea DLD-1, 0.34% en la linea HT-29, 0.02% en la linea SW-480 y 0.13%
en la linea SW-620. Sin embargo, la mayor expresién, aunque moderada, de
BCRP1 en las lineas HT-29 y DLD-1 coincide con unas tasas de crecimiento
mayores en estas lineas, y la mayor capacidad para formar esferas en cultivo
(tabla 29). Ademas estas dos lineas comparten la expresion de la proteina
CIMP.

Debido a las pequeiias poblaciones encontradas no parecen haber
diferencias entre la linea SW-480 y SW-620, tumor primario y metéastasis
respectivamente, sin embargo en andlisis estadistico indica una mayor
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expresion estadisticamente significativa del marcador BCRP1 en la linea
metastasica (figura 62).

W SW-480
015 « SW-620

;. mmem

Figure 62: BCRP1 protein expression in sw-480 and sw-620 cell lines .
BCRP1 expression showed statistically significant differences
between the two cell lines , with the p- value of 0.010

Por lo tanto, la linea SW-620 presenta una mayor poblacion celular
resistente a farmacos. Este hecho puede ser el responsable de que la linea
celular SW-620 presente una mayor resistencia que la linea SW-480 a
oxaliplatino e irinotecan.

Respecto a la capacidad de formacion de tumores, los experimentos
realizados han sido insuficientes para tener datos estadisticamente
significativos y conclusiones fiables, pero los resultados obtenidos han
demostrado que inyecciones tanto de células BCRP1" como BCRP1 son
capaces de formar tumores en ratones inmunodeprimidos. Ademas, en contra
de lo esperable, el tumor originado de células BCRP1" tiene un desarrollo
posterior con respecto a los tumores originados de inyecciones BCRP1". Sin
embargo, a pesar de tener un desarrollo mas lento, el analisis de los
marcadores del tumor BCRP1" respecto a los tumores BCRP1/AC133" refleja
un aumento estadisticamente significativos de los marcadores BCRP1, CD133
y AC133 en los tumores BCRP1", lo que podria indicar que se trata de tumores
mMAs resistentes y agresivos.

Dentro de los limites que aporta la deteccidon de células madre tumorales
en sangre periférica, la expresion diferencial de esta proteina en pacientes con
enfermedad metastasica activa avanzada respecto a pacientes libres de
enfermedad ha sido la mas alta de todo el estudio. Ademas, el aumento de la
expresion de la proteina BCRP1 en las distintas muestras analizadas en este
estudio correlaciona con el desarrollo de las distintas resistencias a los
tratamientos y recaidas que los pacientes han ido sufriendo durante la
evolucion de la enfermedad en el 80.6% de los pacientes. En los pacientes de
reciente deteccion, no se ha podido comprobar todavia que la presencia de
niveles elevados o subidas progresivas de este marcador esté relacionado con
una recaida o resistencia al tratamiento que todavia no ha ocurrido, por lo que
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el seguimiento de estos pacientes y el trabajo en comun con los clinicos del
Hospital General Universitario de Albacete es una asignatura continuada que
se debe seguir empleando para validar los resultados de este estudio. Ademas
la colaboracién con el Hospital San Carlos de Madrid, donde la proteina
BCRP1 no se analiza, esta siendo de utilidad para confirmar los resultados alli
obtenidos e incluso su anticipacion ya que la deteccion de BCRP1 esta
resultando mas sensible que la del resto de marcadores utilizados. Sin
embargo, como se discutira mas adelante, no es el estudio de un unico
marcador el que nos permitira adelantarnos a las recidivas, sino la combinacién
de multiples marcadores, como por ejemplo los tres analizados en este estudio.

7.2 TRATAMIENTO CON PEPTIDOS DERIVADOS DE LA
PROTEINA PEDF

En el presente trabajo se han aplicado distintos tratamientos con
péptidos derivados de la proteina neurotrofica y anti-angiogénica
PEDF(Becerra, 2006;Bilak et al., 2002;Notari et al., 2006). Se han disefiados
dos tipos de estrategias de tratamiento en base a los conocimientos previos,
tanto de estabilidad de la proteina como de mecanismo de accién y posibles
receptores implicados. Si bien es cierto que, aunque hay descritos hasta tres
receptores para la proteina PEDF nativa, nada se sabe del posible mecanismo
de accién de los péptidos correspondientes a su extremo carboxilo terminal, a
excepcion de la inhibicibn competitiva que se produce al combinar el
tratamiento de PEDF exdgeno con dosis crecientes de su extremo carboxilo
terminal en células madre neuronales(Ramirez-Castillejo et al., 2006).

Todo ello nos llevo a disefiar dos tipos de tratamientos, como se
describe en el apartado de material y métodos. El primero, un tratamiento
agudo, en una sola dosis, temporalmente coincidente con el tratamiento con
quimioterapia, tanto con oxaliplatino como con irinotecan. Estos ensayos estan
disefiados para poder observar interacciones entre el modo de accién del
farmaco quimioterapéutico y el péptido derivado de PEDF. En estos casos
hemos visto un efecto parcial que no es extrapolable a todas las lineas ni a
todos los tratamientos de quimioterapia. Aunque en un 75% de los casos de
tratamientos agudos se vio efecto sobre la resistencia a quimioterapia
combinando el tratamiento con los péptidos, sin embargo, no se ve en ninguna
de las lineas un efecto sobre la expresion de los marcadores moleculares y
solamente un 12% de los tratamientos tuvo efecto sobre la poblacion celular de
ciclo lento. Esto puede ser debido a una falta de concentracion suficiente de los
péptidos, ya que hemos puesto en todos los ensayos una concentracion
constante en base a la bibliografia. Para poder averiguar este echo, habria que
hacer ensayos a distintas concentraciones de péptidos, para ver si
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aumentamos la eficacia del efecto en tratamiento agudo en todos los
paradmetros en los que hemos cuantificado el efecto. Aunque estos tratamientos
agudos han demostrado menor eficacia que los tratamientos crénicos, es
importante también su efecto sobre una futura y posible aplicacién, ya que un
tratamiento agudo tiene mas facil aplicacion y es menos tedioso para los
pacientes e incluso, menores problemas de coste econdémico, por lo que los
resultados positivos obtenidos, aunque no sean de efecto completo, deben
tenerse en cuenta para posibles aplicaciones futuras.

En cambio, en los tratamientos con CT y CTE disefiados de forma
cronica, con células de las distintas lineas celulares tumorales tratadas
previamente con dosis constantes de los péptidos CT y CTE de 200ng/ml
durante un total de seis tratamientos coincidentes con los dias de pase celular
de los cultivos, el efecto ha sido mas generalizado. En estos ensayos se
buscaba estudiar la posible implicacion de los péptidos derivados de PEDF en
la capacidad de las células de cambiar sus patrones celulares tanto de division
celular como de activacion de rutas de sefalizacion en respuesta al estrés de
toxicos, expresion de proteinas de membrana y proteinas implicadas en la
proteccion a la muerte celular. Tras los tratamientos cronicos aplicados, se ha
visto un resultado estadisticamente significativo en el 100% de los casos
tratados en cuanto a cambios en la poblacion de ciclo celular lento, y mas de
un 80% de los tratamientos cronicos realizados registran cambios en cuanto a
la bajada de resistencia de la poblacibn tumoral a ser tratada con
quimioterapéuticos. Observamos también que, cerca de la mitad de estos
tratamientos cronicos, un 42%, reflejan cambios estadisticamente significativos
en cuanto al descenso en la expresion de marcadores en las células tratadas,
asi como un 50% de los ensayos reflejan un descenso significativo en el
porcentaje de formacion de tumores tras estos tratamientos cronicos. Ademas,
en el 100% de los tumores formados tras el tratamiento, los marcadores de las
proteinas relacionadas con la malignidad experimentan un descenso
estadisticamente significativo.

Todos estos datos en conjunto, aportan nuevas pruebas sobre la posible
eficacia de los tratamientos realizados en este trabajo, y abren las puertas a
posibles ensayos pre-clinicos, y ensayos clinicos fase uno donde demostrar la
baja toxicidad del tratamiento ya experimentada en los animales de
experimentacion y su posible futura aplicacion en combinaciones terapéuticas.

7.2.1. EFECTO DEL EXTREMO CARBOXILO DE PEDF EN LA E XPRESION
DE MARCADORES DE SUPERFICIE

El tratamiento agudo disefiado en este estudio con los péptidos
derivados de PEDF no produce un efecto visible sobre la expresion de los
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marcadores de la superficie celular BCRP1, CD133 y AC133. La concentracion
de péptidos utilizadas o el tiempo de exposicion deben ser insuficientes para
observar estas modificaciones de expresion con la sensibilidad de la técnica de
citometria utilizada y los rangos de expresion en los qgue nos movemos.

Sin embargo, las diferencias de expresion de estos marcadores si son
visibles al aplicar tratamientos cronicos, a largo plazo, de exposicién a los
péptidos derivados de PEDF. La linea que presenta una mayor expresion de
BCRP1, HT-29, 0,3% de las células, experimenta un aumento de la expresion
de dicho marcador tras el co-cultivo de las células con los derivados de PEDF
en 6 tratamientos consecutivos. Dicha expresion asciende hasta valores 10
veces superiores a la linea control sin tratamientos, (3%) tanto con el péptido
CT como con el péptido modificado con carga negativa CTE. Esta tendencia a
la mayor expresion de la proteina BCRP1 la observamos también en la linea
celular SW-480 aunque sin llegar a resultados estadisticamente significativos.
La interpretacién de este aumento de expresion, coincidente con el aumento de
este marcador hasta casi tres veces en los pacientes con enfermedad activa
respecto a los pacientes libres de enfermedad, puede indicarnos sus
implicaciones en resistencia y tumorogenicidad, ya que es la linea en la que
menos efecto se observa con los tratamientos combinados de quimioterapia
(tanto oxaliplatino como irinotecan) y los péptidos derivados de PEDF. En el
presente trabajo la mayor expresion de BCRP1 se correlaciona con una mayor
agresividad tumoral y resistencia a farmacos, tanto en los ensayos in vitro,
donde el aumento de 10 veces de dicha expresion en la linea tumoral HT-29
tras el tratamiento con CT y CTE coincide con una pérdida de efectividad de
esos tratamientos en los ensayos de resistencia; como igualmente en los
pacientes con enfermedad activa se observa una media de expresion del
marcador tres veces superior a los pacientes libres de enfermedad.

La falta de efecto directo sobre la expresion de esta bomba de toxicos a
través de la superficie celular (BCRP1), podria estar relacionada con la
complejidad de proceso que puede estar liderando esta proteina en cuanto a su
presencia en pequefias poblaciones del tumor. Precisamente podrian ser estas
pequefias poblaciones las encargadas de la autorrenovacion y la generacion de
las células tumorales tras el efecto del tratamiento con quimioterapéuticos. A la
vez, la exposicion cronica a los péptidos CT y CTE puede estar produciendo
dos efectos, un cambio en el tipo de division celular que implique ciclos
celulares mas rapidos y menor autorrenovacion como ha sido descrito
previamente(Paola Castro-Garcia et al., 2013;Ramirez-Castillejo et al., 2006),
pero también se pueda estar generando una sobre-expresion de la proteina
que expulsa toxicos por la presencia de estos péptidos exdgenos. Estos
efectos complejos y de signo contrario pueden estar enmascarando un
resultado mas contundente, y solamente la combinacion de marcadores, el
estudio del efecto de los péptidos sobre la supervivencia global y la

164



»DISCUCION

supervivencia libre de enfermedad en una muestra mayor de pacientes pueden
ayudarnos en esta disyuntiva.

Otro efecto observado tras la aplicacion de los tratamientos cronicos con los
péptidos derivados de PEDF en las lineas celulares es el descenso, en la
mayoria de las lineas celulares, de la expresién de los marcadores CD133 y
AC133. Sin embargo, este descenso de expresion, que solamente es
estadisticamente significativa en el caso de la linea tumoral HT-29, no se
correlaciona in vivo con los datos de los pacientes, ni tiene una interpretacion
directa en los datos in vitro, pues hay lineas como la SW-620 donde hay
poblaciones muy diferentes en cuanto al nivel de expresién basal de estos
marcadores como se presenta en la figura 42 de resultados. Estos resultados
pueden deberse a la conversién entre células CD133" y CD133  descrita
anteriormente en un trabajo realizado por Jian-Ming Feng y colaboradores, en
el que observaron una conversion de células CD133" y CD133" en la linea SW-
620(Feng et al., 2012).

7.2.2. EFECTO DEL EXTREMO CARBOXILO DE PEDF EN LA C INETICA
DE DIVISION CELULAR

Es especialmente relevante el efecto de los derivados carboxilo de
PEDF sobre la cinética de division celular ya que esta descrito el efecto de la
proteina PEDF nativa sobre dicha cinética de division, aumentando el numero
de células que poseen ciclos mas lentos y procesos de autorrenovacion y han
sido relacionadas con las células madre(Andreu-Agullo et al., 2009;Ramirez-
Castillejo et al., 2006). De nuevo, el efecto de los tratamientos cronicos es mas
claro que los tratamientos agudos de aplicacion puntual, también sobre los
efectos de la cinética de division. Lo que se observa en los datos del presente
estudio, es que el tratamiento con los derivados de PEDF produce un aumento
de la poblacién de células lentas especialmente significativo (de un 2,51% a
mas de un 90%) en la linea celular HT-29, precisamente la linea en la que
dichos tratamientos no facilitaban el efecto de la quimioterapia in vitro. Sin
embargo, en la linea SW480, incluso en la derivada de su metastasis, mucho
mas agresiva, la linea SW620, el efecto de los tratamientos cronicos con los
derivados CT y CTE de PEDF produce un descenso estadisticamente
significativo de la poblacion de ciclo lento, lo que correlaciona con la mayor
sensibilidad de estas lineas a los tratamientos con oxaliplatino e irinotecan,
tanto la linea del tumor primario como la linea derivada de la metéstasis
posterior. Siendo estos claros efectos sobre el descenso de las dosis IC50, ICO
o la poblacion final resistente a concentracion fisiolégica maxima, visibles tanto
en tratamientos cronicos con los péptidos como en tratamientos puntuales
(tratamiento agudo). De los datos presentados en este trabajo se deduce que
CT y CTE disminuyen el porcentaje de células de ciclo lento en los cultivos,
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relacionadas con la autoperpetuacion de los tumores y su resistencia a
farmacos, en las lineas tumorales SW480 y su metastasis SW-620, a la vez
gue facilita la respuesta al tratamiento disminuyendo las dosis IC50, ICO y
poblacion resistente, tanto en tratamientos con oxaliplatino como con Irinotecan
in vitro. Por el contrario, en lineas celulares donde el tratamiento con los
péptidos derivados de PEDF producen un aumento la poblacién de ciclo lento,
especialmente la linea HT-29 donde practicamente toda la linea celular
relentiza su cinética de division, el efecto de los tratamientos combinados entre
quimioterapéuticos y CT/CTE no tiene un efecto constante y estadisticamente
significativo.

7.2.3. EFECTO DEL EXTREMO CARBOXILO DE PEDF EN LA
RESISTENCIA A LOS TRATAMIENTOS CON OXALIPLATINO E
IRINOTECAN

En los ensayos realizados in vitro en el presente trabajo con las distintas
lineas celulares, se observa una mayor sinergia entre los tratamientos con
Irinotecan y los péptidos derivados de PEDF en cuanto a la disminucion de la
resistencia, descenso del IC50, ICO y descenso de la poblacion resistente a
concentracion fisiolégica maxima, que con los tratamientos combinados con
oxaliplatino. Observando el mecanismo de accion de ambos farmacos, aunque
ambos citotoxicos afectan a la division celular, es facil entender la mayor
sinergia con irinotecan, ya que es un farmaco muy especifico de fase S y por
consiguiente los agentes que activan la cinética celular y fuerzan a entrar a las
células en fase S, pueden sinergizar con el efecto citotbxico de esta
camptotecina. En cambio el oxaliplatino se clasifica como un agente alquilante.
Los agentes alquilantes alcanzan su mayor nivel de actividad durante la fase de
reposo celular. Estos tipos de farmacos no son especificos del ciclo celular y el
efecto de los péptidos derivados de PEDF acelerando el ciclo celular puede
tener menores sinergias con este tipo de farmacos.

7.2.4. EFECTO DEL EXTREMO CARBOXILO DE PEDF EN LA
FORMACION DE TUMORES

Acorde a los resultados discutidos hasta el momento, ha sido en los
ensayos en los que se han utilizado las lineas tumorales SW480 y SW620, en
las que los péptidos CT y CTE tienen un mayor efecto, tanto sobre la expresion
de marcadores, como sobre la poblacion de ciclo lento y sobre la resistencia a
quimioterapéuticos, donde el efecto de estos péptidos sobre la formacion de
tumores in vivo ha sido visible. En la linea SW480 vemos un descenso de un
25% en la capacidad de la linea para formar tumores en un modelo de xenograf
en flanco tras el tratamiento con el péptido CTE. Este efecto es mucho mas
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visible en la linea SW620, derivada de la metastasis del mismo paciente. En
este caso, observamos un descenso de un 25% en la formacion de tumores en
el modelo de xenograft en flanco con los tratamientos con CT y hasta un
descenso de un 50% en los tratamientos con CTE. El mayor efecto observado
en la linea derivada de la metastasis puede ser debido a que al ser una linea
mas agresiva derivada de wuna metastasis avanzada e inhibir su
comportamiento con los péptidos, el efecto pueda ser mas claro que en
condiciones basales.

7.2.5. CONCENTRACIONES DEL EXTREMO CARBOXILO DE PED F
UTILIZADAS Y TIEMPOS DE EXPOSICION

Hay diversos puntos que podrian ser optimizados en un futuro para
continuar el estudio y que se concluyen de los ensayos aqui presentados. Las
concentraciones de droga y dosis utilizadas en el presente estudio fueron
seleccionadas en base a los rangos fisioldgicos en los que han sido testados
las distintas drogas asi como los péptidos derivados de PEDF en articulos
previamente publicados por nuestro grupo de investigacion y otros
grupos(Paola Castro-Garcia et al., 2013;Ramirez-Castillejo et al., 2006). Para
optimizar los ensayos de las curvas dosis-respuesta, y basandonos en los
resultados obtenidos, en futuros ensayos se podria aumentar el numero de
puntos de la curva en dosis correspondientes a la fase exponencial de cada
uno de los farmacos utilizados puesto que debido a la cantidad de
experimentos y la variedad de lineas derivadas de distintos tumores se han
estandarizado las dosis de ensayo cayendo varios puntos en la zona
tangencial, donde el efecto de la droga describe una funcién asintética debido a
la poblacion més resistente dentro de la heterogeneidad de la linea celular.

El efecto de distintas dosis de CT y CTE y tiempos de tratamiento
también debera ser optimizado en posteriores ensayos, de forma que se pueda
ver si antes de producir un efecto nocivo de los péptidos, podemos encontrar
concentraciones con mayor sinergia en cuanto a la reduccion de la poblacién
tumoral al combinarlos con los quimioterapicos.

Las diferencias del extremo carboxilo, CT, frente al mutante con una
serina intercambiada por un Glutamico,CTE, en el sitio de fosforilacion del
péptido pueden indicarnos si los requerimientos de actividad de los péptidos
estudiados son en cuanto a fosforilacion propiamente dicha, o simplemente en
cuanto a la presencia de una carga negativa. Cabe resefiar que cuando
ponemos el péptido CTE, la serina fosforilable ha sido mutada a glutamico, por
lo que la carga negativa es constante en todos los tratamientos, en cambio el
péptido CT puede encontrarse en forma fosforilada o no fosforilada en funcién
de las condiciones del medio con lo que el efecto puede ser mas variable si
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dependiese de dicha fosforilacion. En cuanto a las diferencias observadas al
aplicar el tratamiento con CT vs CTE, solamente hay diferencias
estadisticamente significativas en ensayos puntuales. En concreto, en el
estudio de la expresion de los marcadores BCRP1, EpCam, CD133 y AC133
en los tratamientos crénicos en la linea DLD1, hay una disminucion de la
expresion del marcador AC133 con la exposicion cronica a CTE que no se
observa con CT. En el resto de tratamientos y lineas, los efectos son paralelos
entre CTy CTE.

Por dltimo, al tratarse de medios condicionados en lugar de péptidos
purificados, también puede haber otro tipo de proteinas o moléculas que
interfieran a modo de contaminantes del medio condicionado, por lo que los
ensayos directos con los péptidos purificados también serian convenientes
para continuar estos estudios.

7.3 DETECCION DE CELULAS INICIADORAS DE TUMORES EN
SANGRE PERIFERICA

En la practica oncolégica actual cada vez se ha extendido mas el uso de
marcadores tumorales que son detectados en el suero, sangre y fluidos
bioldgicos de los pacientes, y permiten ser cuantificados debido a su capacidad
antigénica mediante técnicas de inmunohistoquimica con anticuerpos
monoclonales. El método que hemos desarrollado en nuestro laboratorio se
basa en la utilizacion de tres marcadores relacionados con las CIT o CMT para
la deteccidn de células tumorales circulantes en sangre periférica de pacientes
con cancer colorrectal. Con ello pretendemos conseguir un beneficio clinico
para los pacientes mediante un diagndstico precoz de posibles recidivas
tumorales, predecir la respuesta de la enfermedad a los diversos tratamientos
oncologicos o una informacion sobre el pronodstico de los pacientes. Sin
embargo, la validez de nuestros marcadores esta limitada en su aplicacion
clinica, tanto en la monitorizacion de la respuesta al tratamiento y sobre todo en
el seguimiento de los pacientes, debido a la aparicion de valores falsos
positivos (elevacion del marcador en ausencia de evento clinico que se
pretende evidenciar) o falsos negativos (ausencia de elevacién del marcador en
presencia del evento clinico) en pacientes libres de enfermedad y pacientes
aplasicos.

El disefio de nuestra metodologia esta enfocado principalmente para la
localizacion de pacientes con enfermedad controlada susceptibles a sufrir una
recaida de la enfermedad. Este grupo de pacientes, también es el mas
interesante desde el punto de vista clinico. Es justo en este grupo de pacientes
donde hemos observado una alta correlacion entre el nivel de los marcadores y
la evolucion de los pacientes. Sin embargo, en pacientes libres de enfermedad
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hemos observado un grupo de pacientes con una elevada expresion de
marcadores durante los primeros ciclos de quimioterapia adyuvante. Es posible
gue durante los primeros ciclos de adyuvancia, debido a la constante
regeneracion celular, estos marcadores se vean aumentados. Nuestra técnica
también ha demostrado no ser valida para un subgrupo de pacientes incluido
en el grupo de enfermedad avanzada. Se trata de los pacientes aplasicos, en
los que no detectamos altos niveles de marcadores, por lo que para los casos
particulares de pacientes con enfermedad activa que, han recibido diferentes
lineas de tratamiento y, en los que a pesar de darse una situacion de
progresion clinica de la enfermedad, observamos todos los marcadores a
niveles bajos, estos datos nos revelarian que se trata de un paciente con mal
prondstico. La metodologia CellSearch también ha sido cuestionada en el
analisis de pacientes metastasicos(Criscitiello et al., 2010).

Respecto a los datos brutos con los que se trabaja en este estudio, lo
primero que llama la atencién es la pequefa proporcion del numero de células
detectadas. Los datos con los que se trabaja cuando se localizan marcadores
relacionados con la poblacion de células madre o células madre tumorales,
estan muchas veces, en el limite de deteccion de los instrumentos de analisis,
como por ejemplo la citometria de flujo o la deteccidon inmunocitoquimica. Sin
embargo, este es un problema que se debe asumir cuando se trabaja con estas
poblaciones, pues son extremadamente minoritarias, y no por ello poco
importantes, pues a pesar del pequefio porcentaje que representan en el total
celular de los sistemas, son capaces de iniciar tumores y son justamente
nuestra diana de estudio.

Respecto a otras técnicas de deteccién de células madre tumorales o
células iniciadoras de tumores, en pacientes, destacar, como ya se ha
sefalado, la técnica de Veridex, que ya esta validada clinicamente y en uso
para diagnostico de recaidas en los pacientes, y los rangos de deteccion estan
en dos células positivas por cada 7,5 ml de sangre total del paciente, con una
especificidad del 100% y una sensibilidad del 50%.

Para validar los resultados, y puesto que en muchas ocasiones cuando
se trabaja con muestras de pacientes no se dispone de réplicas de las mismas,
el método utilizado es conseguir muestras del mismo paciente durante el
seguimiento de su enfermedad, que estén cercanas en el tiempo, de forma que
el efecto del tratamiento todavia sea minimo y el resultado previsible entre
muestras muy similares. De este modo se han conseguido validar gran parte de
los pacientes de este estudio. Sin embargo, es de resaltar la dificultad de la
obtencion de muestras sucesivas, ya que no depende del experimentador, sino
del personal sanitario habitualmente muy saturado de tareas clinicas y
asistenciales, esto supone un incremento de su carga de trabajo para colaborar
en la investigacion.
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La prueba méas fehaciente de que estas pequefias poblaciones
analizadas, en el limite de deteccion y error del equipamiento utilizado, son
capaces de iniciar tumores, es realizar inyecciones en ratones
inmunodeprimidos para el estudio directo de la formacion de un nuevo tumor,
inyectando la misma cantidad las células negativas para la proteina marcador
en cuestion.

La aplicabilidad de la técnica de deteccién de células tumorales como
indicio de enfermedad metastasica en sangre periférica, ha sido y es muy
controvertida, debido a la dificultad de realizacion y a la sensibilidad y
especificidad de la técnica que se consigue(Hoshino et al., 2011;Sato et al.,
2012). Sin embargo, la importancia de disponer de una herramienta de este
tipo, que pueda predecir la recaida de los pacientes antes de que la metastasis
esté avanzada, de forma que aumentemos las posibilidades de un nuevo
tratamiento efectivo, hace que los estudios al respecto contindien y centren gran
parte de la atencion de la investigacion oncolégica(Hoshino et al., 2011;Liu et
al., 2015;Shivapurkar et al., 2014;Yu et al., 2014).

Estos estudios han sido basados en su mayoria en mdultiples
marcadores, que estan demostrando una mayor eficacia y sensibilidad, aunque
por el momento el Unico aprobado por la FDA es el ensayo Veridex, basado en
un unico marcador, EpCam. En esta tesis, hemos utilizado tres nuevos
marcadores relacionados con las células iniciadoras de tumores, y como en
muchas pruebas, la medida de la expresion de estas proteinas produce
resultados continuos. ElI comportamiento de la prueba (mayor o menor
sensibilidad y especificidad) dependera de donde se fije el punto de corte en la
lista de datos continua que ofrece la variable, de modo que un problema en
estas pruebas es la seleccién del punto de corte 6ptimo. Para caracterizar su
comportamiento se usan las llamadas curvas ROC (Receiver Operating
Characteristic) desarrolladas por los operadores de radar e introducidas en la
investigacion clinica por los radidlogos Hanley y McNeil. Las curvas ROC son
curvas en las que se presenta la sensibilidad en funcion de los falsos positivos
(complementario de la especificidad: 1-especificidad) para distintos puntos de
corte. Sensibilidad y especificidad son dos caracteristicas complementarias, y
el punto oOptimo de corte serd aquél que nos permita tener la maxima
sensibilidad (pocos falsos negativos) de la técnica sin perder especificidad
(pocos falsos positivos) y viceversa. En este trabajo, se ha seleccionado el
punto de corte 0,245 para la suma de los tres marcadores de interés (BRCP1,
Epcam, CD133 y AC133) ya que es el que permite una mayor sensibilidad,
superior al 83%, sin comprometer la especificidad, superior al 71% (figura 55).
Un parametro para evaluar la bondad de la prueba es el area bajo la curva que
toma valores entre 1 (prueba perfecta) y 0,5 (prueba inutil). Esta area puede
interpretarse como la probabilidad de que ante un par de individuos, uno
enfermo y el otro sano, la prueba los clasifique correctamente.
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En la siguiente figura (figura 63), vemos un ejemplo de diversas posibles
curvas ROC y su bondad (figura 63 A), asi como nuestra curva, que adn no
siento perfecta se ajusta a una curva util (figura 63 B)(Hanley and McNeil,
1982;Hanley and McNeil, 1983).
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Figure 63: COR curve. COR curve types (A) can be good, regular and
bad. A COR curve example (B). Bi-normal model of probability
distributionbfor a ROC curve analysis (C).

En el presente trabajo, la curva ROC fue realizada con las muestras de
los individuos pertenecientes al grupo de enfermedad activa y las muestras de
individuos pertenecientes al grupo libres de enfermedad, clasificados de esta
manera en funcion de su estado clinico y evolucién de la enfermedad. Lo que
buscamos es el punto de corte 6ptimo que nos ayude a discernir entre
pacientes con mal o buen pronéstico. Se ha utilizado la suma del porcentaje de
expresion de las proteinas seleccionadas como el parametro a evaluar ya que
consideramos que la expresion de una uUnica proteina es menos informativa y
gue no todos los pacientes tienen elevado el mismo marcador cuando se
aproxima una recidiva.

El hecho de que no realicemos la curva ROC con las muestras de los
individuos controles es debido a que los controles, en la mayoria de los casos,
presentan niveles iguales o superiores de los marcadores. Esto, nos indica que
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los controles no son buenos referentes de nivel basal para los distintos
marcadores, lo que no supone un problema para la aplicacién y funcionalidad
de nuestra técnica ya que nosotros no intentamos desarrollar una técnica que
permita detectar pacientes sanos que van a sufrir una neoplasia, sino encontrar
a aquellos pacientes que sufren o han sufrido una neoplasia colorrectal y que
son candidatos a sufrir una recaida o progresion de la enfermedad. Por lo
tanto, nuestros niveles basales no pueden ser calculados con los pacientes
controles sanos, sino con aquellos pacientes libres de enfermedad neoplasica
colorrectal. Se trata pacientes curados pero que han superado un cancer
colorrectal y se han visto sometidos a tratamientos antitumorales.

7.3.1. DETECCION DE CELULAS INICIADORAS DE TUMORES EN SANGRE
PERIFERICA, SU VALOR PRONOSTICO Y SU RELACION CON LA
SUPERVIVENCIA

Una vez fijado el limite que discrimina, con la mejor sensibilidad y
especificidad posibles, y optimizada la técnica de seguimiento de los pacientes
y andlisis de las muestras, se establecié la relacion entre el porcentaje de
expresion de estas proteinas y la supervivencia a cinco afios y la supervivencia
libre de enfermedad de los pacientes, encontrando diferencias significativas
entre los pacientes con marcadores altos y bajos con el punto de corte
seleccionado para la discriminacion en el analisis ROC.

Uno de los datos significativos es la diferencia en meses de la mediana
de supervivencia global entre los pacientes con marcadores altos respecto a
los que presentan una suma de expresion de marcadores por debajo de
0,2450. Los datos presentados en el apartado de resultados son de 50 meses
los pacientes con marcadores altos, con un intervalo de confianza al 95% de
47,6 a 52,2 meses, respecto a una mediana de 60 meses en los pacientes con
marcadores por debajo de un 0,245% de expresion, con un intervalo de
confianza al 95% de 56,9 a 63 meses. La diferencia de medias entre ambos
grupos de pacientes es de cinco meses y la diferencia de medianas es de 10
meses. Estos datos estan en el rango de los datos publicados hasta el
momento(Berk et al., 2015;Hendlisz et al., 2015).

Al analizar las curvas de supervivencia vemos una diferencia significativa
de supervivencia a cinco afios con una significacion de 0,036. Observamos
diferencias en este analisis de Kaplan Meier (figura 57) tales como el 90% de la
poblacién con expresion alta de la suma de marcadores muere en los 15
primeros meses desde el diagndstico, mientras que el 90% de la poblacién con
una expresion menor de 0,245% de marcadores, tienen supervivencias
superiores a los 35 meses, casi dos afos de diferencia entre ambos grupos.
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En cuanto al tiempo libre de enfermedad, también hay diferencias
significativas entre ambos grupos de pacientes. Los pacientes con expresion de
marcadores altos tienen una media de recaida de 8,6 meses con un intervalo
de confianza al 95% de 6,6 a 10,6 meses, mientras que los pacientes con
expresion baja de marcadores tienen una media de 14 meses con un intervalo
de confianza al 95% de 10,1 a 17,7 meses hasta la aparicion de una nueva
recaida. lgualmente los datos de la mediana y media entre ambos grupos son
estadisticamente significativos.

En el analisis de la curva Kaplan-Meier de supervivencia libre de
enfermedad, también se observan diferencias significativas, con una
significacion de 0,04. Asi, como en el andlisis del riesgo de recidiva, donde
podemos observar que los pacientes con altos marcadores tienen un riesgo de
3,5 de recaida antes de los tres afios, mientras que en los pacientes del grupo
con suma de marcadores inferior a 0,245 el riesgo de 2 (figura 57 de
resultados).

7.3.2. LIMITACIONES DE LA TECNICA

Dos de las limitaciones mas importantes de este tipo de estudios suelen
ser el bajo numero de pacientes de los que se consigue hacer un seguimiento y
obtencion de muestras en paralelo a sus tratamientos y exploraciones
habituales, con consentimiento informado del paciente y con la colaboracién del
personal sanitario para la obtencion de muestras sanguineas en el momento
que el paciente tiene su proxima cita de seguimiento. El estudio esta disefiado
para la toma de muestras sucesivas a los pacientes durante el periodo de
estudio. Es complicado conseguir estas muestras, ya que no estan incluidas en
el protocolo habitual y en muchas ocasiones la muestra no es recogida, con lo
que se dificulta el seguimiento de la expresion de marcadores a lo largo del
tiempo y con la evolucion del paciente. La segunda limitacion comun a este tipo
de estudios es la heterogeneidad de las muestras, dentro del cancer
colorrectal, como podemos ver en la tabla 24. En este caso, tenemos hasta
diez localizaciones distintas pasando por colon, recto, ciego, sigma, etc. y un
rango de edades entre 42 y 85 afios. Respecto al estadio del tumor tenemos
mas de un 40% de tumores grado lll, casi un 50% grado IV y menos de un 10%
de tumores grado Il, de los cuales, la mitad presentan metastasis y la otra
mitad no han sido detectadas por el momento. El rango de supervivencias que
resulta de dicha heterogeneidad en las muestras va de 2 a 141 meses, lo que
complica el estudio y la extraccién de conclusiones generalizables.

Otro tipo de limitaciones detectadas al inicio del trabajo, y que han sido
evaluadas como casos separados son, por un lado, la presencia de un alto
porcentaje de individuos en tratamiento adyuvante tras haber sido valorados
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como libres de enfermedad y la mayoria de ellos presentan una expresion alta
de marcadores en contra de lo esperado. Mas del 70% (71,4%) de los
pacientes libres de enfermedad que expresan un porcentaje de marcadores
superior al valor seleccionado de referencia (0,245) son pacientes en
tratamiento adyuvante, lo que puede estar modificando la expresion de estas
proteinas, porque afecte a otros tipos celulares que también las expresen en
este tipo de condiciones de tratamiento y exposicion a agentes
quimioterapéuticos.

Por otro lado, en el grupo de los pacientes con enfermedad activa, hay
heterogeneidad intra-grupal debido a la presencia de pacientes que estan
respondiendo a los tratamientos a pesar de sus multiples recaidas, y pacientes
que se encuentran en una fase muy avanzada de la enfermedad donde la
aplasia celular es la tonica general en la mayoria de las muestras analizadas.
El limite de deteccion de la técnica, y los valores de expresion de estas
proteinas (BCRP1, CD133 y AC133) limitan la sensibilidad de forma que en
pacientes con aplasia hematopoyética no es posible la deteccion de las células
positivas debido a la baja celularidad. Este grupo de pacientes, la mayoria en
situacion terminal, también han sido excluidos y clasificados a parte para la
interpretacion de los resultados y posibles aplicaciones terapéuticas futuras.

Por ultimo, hay un grupo de pacientes, que mostrando unos niveles
elevados de expresion de marcadores, han sido sometidos a una intervencion
quirurgica justo después del momento de la toma de la muestra. La cirugia, que
evidentemente se prescribe para frenar el avance de la enfermedad, interfiere
en el tiempo de recaida y en el tiempo de supervivencia de los pacientes,
dificultando el prondstico basado en la presencia de una elevada expresién
proteica. Estos pacientes también han sido analizados por separado en las
curvas de supervivencia y evaluaciones predictivas realizadas.

Con todo ello, el numero de pacientes efectivos incluidos en el estudio
aun se hace mas pequefo, asi como el nimero de muestras y su continuidad
en el seguimiento de la enfermedad en cada uno de los pacientes.

7.3.3. SENSIBILIDAD Y ESPECIFICIDAD DE LA TECNICA

Puesto que el Unico ensayo validado por la oficina americana del
medicamento, la FDA, es el ensayo Veridex®, comparamos nuestra técnica
con los datos de sensibilidad, especificidad, valor predictivo positivo y negativo
de la técnica Veridex®. La técnica de Veridex, en nuestro estudio, tiene una
sensibilidad y especificidad del 48% y 92% respectivamente, con un valor
predictivo positivo de 94% vy valor predictivo negativo 43%. La metodologia
puesta a punto en el presente estudio mejora los datos de sensibilidad de
Veridex en hasta un 97%, manteniendo la especificidad en niveles admisibles
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de 86%. El aumento de sensibilidad permite que desciendan los falsos
negativos que tanto perjudicaban, junto con las dificultades técnicas y los
costes, a la generalizaciéon de la aplicabilidad de la técnica Veridex en la
mayoria de los hospitales espafioles. Los valores predictivos positivo y negativo
también incrementan la futura aplicabilidad de esta nueva metodologia.
Ademas, como se ha visto tanto en la aplicacién in vitro del tratamiento de las
células que expresan estos marcadores como en la aplicacién in vivo en el
modelo de xenograft, cabe la posibilidad de que tengamos una futura aplicacion
terapéutica a poner en marcha en ensayos pre-clinicos y ensayos clinicos fase
| para poder dar una alternativa a los pacientes con marcadores altos antes de
gue la recidiva sea un tumor detectable.

La eficacia de la metodologia aqui planteada, asi como su eficiencia, se
ponen por lo tanto de manifiesto tras comprobar que en casi el 50% (47,7%) de
los casos analizados de forma conjunta con el Hospital San Carlos de Madrid,
coincidimos en el prondstico, siendo méas del 95% de ellos casos de acierto. De
estos aciertos conjuntos de las dos técnicas, el 70% eran enfermos de mal
pronéstico con alta expresion de marcadores, y un 30% individuos libres de
enfermedad con baja expresion de marcadores. Ambas técnicas fallan en un
caso simultaneamente, que es un falso positivo, asumible como error de la
técnica por su baja frecuencia al ser un caso aislado. Este apartado de
muestras coincidentes valida nuestra metodologia en un 50 % de los casos
evaluados.

Sin embargo, las mayores aportaciones de la metodologia puesta a
punto en este trabajo se deducen de la otra mitad (52,3%) de los casos
evaluados, en los que la técnica de veridex y los nuevos marcadores
analizados no dan resultados coincidentes. De las 23 muestras analizadas en
esta cohorte, Veridex da un resultado correcto en 7 de los casos, (la mayoria,
85,7%, casos negativos y algun caso positivo) y erroneo en 16, todos ellos
falsos negativos. Esto es lo que hace que la técnica de Veridex tenga mas de
un 36% de falsos negativos con un VPN de 43%, lo que dificultad su
aplicabilidad, ya que no podemos estar seguros del prondstico de los pacientes
con bajo marcador tras el costoso analisis.

Sin embargo, de estas 23 muestras analizadas conjuntamente, mediante
la cuantificacion de la expresion de los marcadores BCRP1, EpCam, CD133 y
AC133 obtenemos casi un 70% de aciertos correspondientes a 16 muestras
resultaron coherentes con el estado y evolucion de los pacientes y 7 resultaron
erréneas. Los aciertos en este caso corresponden en su totalidad a pacientes
con enfermedad activa y mal pronostico que tienen elevada la expresion de
marcadores. En cuando a los siete fallos detectados, 6 de ellos son falsos
positivos, debido al umbral seleccionado como punto de corte al inicio del
estudio. Por ello solamente un 16% de las muestras analizadas son falsos
positivos con esta metodologia, y lo que supondria para el paciente solamente
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es un seguimiento mas exhaustivo ante la amenaza de recidiva. A la vez que
disminuimos el nimero de falsos negativos a tan solo un caso aislado. Asi, la
nueva metodologia planteada presenta un VPN de 86% y un VPP de 97%
mejorando lo disponible hasta el momento con aplicacion clinica.

7.4 UTILIDAD DEL MODELO DE XENOGRAFT Y CULTIVO IN
VITRO DE CELULAS DE PACIENTE

Pocas cosas nos ayudarian mas en el momento actual, tanto
econdmicamente como en rentabilidad de calidad de vida para los pacientes,
como conocer si los tratamientos que vamos a aplicarles van a ser
beneficiosos, inocuos o incluso perjudiciales para cada uno de los pacientes
oncoldgicos. Cada dia es menos ciencia ficcion que podamos disponer de
modelos in vitro, derivados de pacientes, tanto células en cultivo(Cayrefourcq et
al., 2015;Chik et al., 2014;Costabile et al., 2015;Ludwig et al., 2013) donde
probar los distintos tratamientos posibles de forma mas rapida y segura, que en
el propio paciente, por lineas terapéuticas consecutivas, como hacemos
actualmente, viendo cual es la de mayor eficacia y menor efecto secundario.
Como también incluso, de avatares a partir de modelos de xenograft, con
células derivadas del tumor del paciente inyectadas en el modelo de ratén,
donde ver el comportamiento de este especifico tumor in vivo, y su respuesta a
los posibles tratamientos(Garralda et al., 2014;Hasan et al., 2015;Klinghammer
et al., 2015;Russo et al., 2015;Zayed et al., 2015).

No todos los pacientes responden del mismo modo ante los
tratamientos, en parte por su tipo de tumor o su estado fisico, y en parte por la
carga génica que conlleva multiples respuestas en funcion de la expresion, por
ejemplo de variantes de proteinas detoxificantes como BCRP1 o
GSTT1(Rodriguez-Antona and Taron, 2015). La farmacogenética es la técnica
que estudia estas variaciones inter-individuales y de la que posiblemente
encontremos muchos apoyos en los proximos afios(Relling and Evans, 2015).

Tanto conocer la respuesta esperable del paciente en base a su carga
génica, como las técnicas de cultivo celular in vitro, como la de avatares in vivo,
permitirian por un lado, evitar la exposicion de los pacientes a tratamientos
ineficaces vy altas toxicidades y, por otro lado, ahorrar costes al sistema.
Ademas, estas técnicas son base fundamental para la puesta en marcha de
nuevos posibles tratamientos, con futuras aplicaciones terapéuticas antes de
administrarlos a los pacientes, como puede ser el caso de los péptidos
derivados del extremo carboxilo de PEDF, utilizados como se ha explicado en
el presente trabajo.
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En resumen, tanto 1) conocer nuevos marcadores eficaces en la
detecciébn precoz de la recaida del pacientes, como 2) tener nuevas
herramientas que modifiquen el comportamiento y cinética celular de las
células responsables del inicio de los tumores y las recidivas, para evitar que
puedan seguir propagando el tumor, han sido los dos objetivos en los que se
ha trabajado en el presente proyecto y cuyos resultados paso a resumir en las
conclusiones del mismo.
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8. CONCLUSIONES

1. La mayor expresion de BCRP1 se correlaciona con una mayor
agresividad tumoral y resistencia a farmacos, en los ensayos in vitro, donde el
aumento de 10 veces dicha expresion, en la linea tumoral HT-29 tras el
tratamiento con CT y CTE, coincide con una pérdida de efectividad de esos
tratamientos en los ensayos de resistencia.

2. Al igual que los ensayos in vitro, en los estudios con sangre de
pacientes, el marcador BRCP1 se correlaciona con tumorogenicidad. En los
pacientes con enfermedad activa se observa una media de expresion del
marcador tres veces superior a los pacientes libres de enfermedad.

3. Del mismo modo, en los ensayos in vivo en el modelo de xenograft en
flanco de los ratones, se observa un descenso de la expresion de BCRP1 con
los tratamientos con CT y CTE, a la vez que desciende el nimero de tumores
formados y su tamafio con dichos tratamientos.

4. Los péptidos CT y CTE, derivados de la proteina PEDF, disminuyen la
poblacién de ciclo lento, relacionada con la autoperpetuacion de los tumores y
su resistencia a farmacos, en las lineas tumorales SW480 y su metastasis SW-
620, a la vez que facilita la respuesta al tratamiento disminuyendo las dosis
IC50, ICO y poblacién resistente, tanto en tratamientos con oxaliplatino como
con Irinotecan in vitro.

5. En lineas celulares donde el tratamiento con los péptidos derivados de
PEDF producen un aumento la poblacion de ciclo lento, especialmente la linea
HT-29, el efecto de los tratamientos combinados entre quimioterapéuticos y
CT/CTE no tiene un efecto constante y estadisticamente significativo.

6. Los péptidos derivados del extremo carboxilo de la proteina PEDF,
CT, y especialmente la forma CTE, que simula la fosforilacion permanente,
producen un efecto sinérgico con la quimioterapia, disminuyendo el IC50 de los
farmacos oxaliplatino, y especialmente irinotecan, asi como los valores de ICO
y la poblacion resistente a concentraciones de droga maxima fisioldgica.

7. Los marcadores BCRP1, EpCam, CD133 y AC133 correlacionan con
la evolucion del paciente y la supervivencia libre de enfermedad, aunque no se
observan diferencias significativas en supervivencia global con los pacientes
analizados. Sin embargo, no son los marcadores por separado los que son
informativos, sino el estudio de la cinética de expresion de los cuatro
marcadores simultaneamente lo que ayuda a predecir la recidiva.
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8. El 80% de los pacientes con enfermedad activa presentan una
expresion de la combinacion de marcadores BCRP1/EpCam/CD133/AC133
superior al 0,24% de las células en sangre periférica. Mientras que solo el 36%
de los pacientes libre de enfermedad presentan este nivel de expresion.

9. La expresion de esta combinacion de marcadores, por encima del
0,2450% en pacientes libres de enfermedad (36%) coincide con pacientes en
tratamiento adyuvante de largo periodo, lo que dificulta la aplicacién de la
técnica en este tipo de pacientes.

10. La expresion de esta combinacion de marcadores por debajo del
0,2450% en pacientes con enfermedad activa (20%), coincide con pacientes
aplasicos, con muy poca celularidad hematopoyética, por lo que en estos casos
la técnica no es aplicable.

11. La deteccion de esta combinacion de marcadores con el valor de
referencia seleccionado, en el grupo de pacientes con enfermedad controlada,
donde el la sintomatologia no ayuda a predecir la aparicion de la recidiva,
confiere una sensibilidad de la técnica de 84%, una especificidad de 71%, un
valor predictivo positivo de 69% y un valor predictivo negativo de 78%.

12. Las curvas de supervivencia y supervivencia libre de enfermedad
presentan diferencias estadisticamente significativas entre pacientes que
presentan una suma de marcadores de estudio igual o superior a 0.2450 y
aguellos que presentan una suma total de los marcadores por debajo de
0.2450, siendo la supervivencia de 15 meses mas en el grupo de pacientes
con nivel bajo de marcadores al 80% de los casos.

13. Respecto a la técnica de veridex, hasta el momento la Unica
aprobada por la FDA, comparada con la técnica propuesta en este trabajo,
presenta niveles de sensibilidad, valor predictivo positivo y valor predictivo
negativo inferior a los obtenidos en nuestro laboratorio. Por lo tanto, la
complementacion de ambas técnicas mejorara los resultados de la posible
recaida de los pacientes.
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