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INTRODUCCION

El cancer de colon es de las principales neoplasias en incidencia y mortalidad en
Latinoamérica, a pesar de la frecuencia de esta patologia y los avances médicos
hasta un 50% de los pacientes presentan recidiva y la principal causa de
morbimortalidad en estos pacientes es la aparicion de metastasis hepaticas. Para
la clasificacion de estadio y toma de decisiones terapéuticas lo mas aceptado es la
clasificacion TNM sin embargo esta dista de predecir adecuadamente la respuesta
terapéutica de cada paciente. Nuevos estudios de biologia molecular han tratado de
proveer marcadores que identifiquen esta patologia en estadios tempranos asi
como marcadores para determinar sensibilidad a las terapias convencionales ya
que no habia explicacién de la variacién de resultados aun en pacientes con

variables similares.

A partir de esto se han realizado multiples estudios de biologia molecular para
determinar marcadores para esta patologia, en los ultimos afios ha adquirido
relevancia la hipétesis de las células progenitoras de cancer detectadas inicialmente
en neoplasias hematolégicas y su descubrimiento ademas en tumores sélidos
dentro de estos el cancer de colon; esta hipotesis plantea la existencia de células
progenitoras tumorales que le dan capacidad a los tumores de autorenovacion y la
habilidad de diferenciarse en mdltiples tipos de células, se atribuye también a esta

poblacién de células la aparicién de metastasis asi como las recidivas.

Con este estudio se plantea realizar estudio molecular por PCR para la deteccién

de los siguientes marcadores moleculares ALCAM/CD166, ALDH1A1, CD44,



DPPIV/ICD26, EpCAM/TROP1, GLI-1, los cuales se utilizan para la deteccion de

células progenitoras de cancer en cancer de colon.



CAPITULO |

1.1 ANTECEDENTES

El cancer de colon es la sexta neoplasia en incidencia y mortalidad en Latinoamérica
(1), y a nivel mundial es la tercera neoplasia en incidencia y cuarta causa de muerte
por neoplasia (2). Esto aun a pesar de los avances de investigacion en diagnostico
y tratamiento para esta patologia. La primer descripcion de las células progenitoras
de cancer se atribuye a Bonnet y Dick (4) quienes descubren una subpoblacion de
células leucémicas que expresan un marcador superficial especifico CD34, pero
carecen del marcador CD38, ademas de demostrar que esta subpoblacion de
células era capaz de iniciar tumores en ratones NOD/SCID que son
histolégicamente similares al donante. En cuanto a cancer de colon se han
detectado dichas células a través del uso de multiples marcadores moleculares.
Identificandose inicialmente el marcador CD133 al cual se le atribuia la deteccion
de las células progenitoras de cancer sin embargo esto fue refutado al demostrarse
gque este marcador no esta relacionado a este tipo de células sino a mutaciones de
los oncogenes K-RAS y B-RAF (5).

1.2 DESCRIPCION DE LAS CELULAS PROGENITORAS DE CANCER

La hipotesis de las células progenitoras de cancer o células iniciadoras de cancer
ha sido ampliamente aceptada, esta linea celular posee caracteristicas similares a
las células progenitoras normales, y su diferencia contra el resto de células
tumorales es que estas poseen la capacidad de auto renovacion, diferenciacion y
proliferacion. Esta linea celular se divide relativamente despacio respecto al resto
de células tumorales y basicamente son quimioresistentes, lo que lleva al fracaso
con la quimioterapia convencional (18). Sin embargo esta linea celular no se
expresa en la totalidad de los tumores siendo esto atribuido a la gran
heterogeneidad genética se realiz6 una clasificacion para cancer de colon en 6
subtipos moleculares los cuales muestran efectivamente diferencia en sobrevida,

recidiva y aparicion de metéstasis caracteristicas atribuibles a las células



progenitoras de cancer. Dentro de estos 6 subtipos moleculares (C1, C2, C3, C4,
C5 Y C6) dos presentan peor prondstico C4 (células progenitoras de cancer) y C6
(inestabilidad cromosomica) (3).

1.2.1 Marcadores para células progenitoras de cancer.

El estandar de oro para la deteccion de esta linea celular se define como la
capacidad de iniciar tumores a través de xenoinjertos en ratones
inmunocomprometidos sin embargo el tiempo y el costo lo vuelve impractico (20)
debido a esto para la deteccion de esta linea celular se proponen mdultiples
marcadores moleculares de superficie celular. En cuanto a la especificidad, estos
marcadores se pueden expresar en tejido sano especificamente células
progenitoras embrionarias, mas no se expresarian en las células progenitoras

somaticas encontradas en nifios y adultos (19).

1.3 Marcadores moleculares para células progenitoras de cancer de colon

Para la linea de células progenitoras de cancer en cancer de colon inicialmente se
describio el marcador CD133 al cual se le atribuia la deteccion de esta linea celular
esto fue refutado posteriormente al demostrarse que este marcador no esta
relacionado a este tipo de células sino a mutaciones de los oncogenes K-RAS y B-
RAF (5), actualmente los mas utilizados son: ALCAM/CD166, ALDH1A1, CD44,
GLI-1, DPPIV/CD26, EpCAM/TROP1.

1.3.1 CD44

La cual es una glicoproteina de la superficie celular implicada en las interacciones

célula-célula, la adhesion celular y la migracion, este se ha demostrado como



marcador para células progenitoras de cancer en multiples tumores solidos como el

de mama, préstata, pancreas y de colon (6).

1.3.2 EpCAM/TROP1

Al igual que CD44 es una glicoproteina de la superficie celular implicada en la
adhesion celular, que se propone como un marcador tumoral para la identificacién

de células progenitoras de cancer en tumores solidos entre estos el cancer de colon

(7).

1.3.3 ALCAM/CD166

La molécula de adhesion de célula leucocitaria activada forma parte de la familia de
las inmunoglobulinas, se relaciona a la invasividad del melanoma, y su sobre
expresion se manifiesta en cancer de colon se usa en especifico como marcador

para células progenitoras de cancer (8).

1.3.4 DPPIV/CD26

La dipeptidil peptidasa IV es una proteina de superficie celular multifuncional
relacionada a tumorogénesis y metastasis se expresa de manera aberrante en

cancer de colon asociado a células progenitoras de cancer (9).

1.3.5GLi-1

Esta proteina forma parte de la via hedgehog la cual regula varios genes esenciales
para la transcripcion en la progresion tumoral se ha identificado esto en cancer de

mama en el cual la presencia de este oncogén se asocia a mayor numero de



nodulos linfaticos axilares positivos y en relacion al tamafio de la tumoracion (10),
en cancer de colon se asocia a mayor agresividad clinica asi como a metastasis a
ndédulos linfaticos (11) (12).

1.3.6 ALDH1A1

El aldehido deshidrogenasa es una enzima encargada de la oxidacion intracelular
de los aldehidos la cual se ha utilizado como factor pronostico en diferentes tipos

de cancer entre ellos en cancer de colon (13).

1.4 Relevancia de los marcadores moleculares para deteccion de células
progenitoras de cancer.

Si bien la presencia de estos marcadores de manera individual prometen la
deteccidn de células progenitoras de cancer de colon la realidad es que de manera
individual no se expresan en la totalidad de los pacientes esto debido a la
heterogeneidad genética de la patologia se plantea entonces la busqueda en
conjunto de estos marcadores haciendo énfasis en la expresion de mas de 2 de
estos marcadores para que sea factible determinar la presencia de células
progenitoras de cancer. Se plantean mdultiples combinaciones entre estos
marcadores, las reportadas con mayor frecuencia son CD44+/EpCAM asi como
EpCAM/CD166 ambas combinaciones relacionadas a estas células aunado a la
expresion de ALDH1A1, CD26 y GLi-1 (14). Dentro de la hipdtesis de las células
progenitoras de cancer se propone la identificacion de estas células para realizar
pruebas de diagndstico temprano, identificar pacientes con riesgo alto de recidiva
posterior a manejo quirdrgico y terapia adyuvante, y/o resistencia a quimioterapia

asi como a la aparicion temprana de metéastasis, se plantea ademas que si en efecto

este tipo de células es la causa de cancer significaria que el uso de terapia



especifica en contra de estas células proveerian una mejor sobrevida y en el mejor
de los casos curacién, sin embargo de momento se plantea el uso de estos
marcadores para determinar que pacientes estan en riesgo de recidiva y/o apariciéon
de metéastasis de manera temprana, y asi llevar un control mas estricto en estos

pacientes. (15)(16)(17).



CAPITULO Il. MATERIALES Y METODOS

2.1 Planteamiento del problema

¢Existe expresion de marcadores moleculares para deteccion de células

progenitoras de cancer en poblacion sana de sonora?

2.2 Hipotesis

No existira expresion de marcadores moleculares para la deteccion de células

progenitoras de cancer en individuos sanos de Hermosillo, Sonora, México.

2.3 Objetivo

General: Detectar la expresion de marcadores moleculares para células
progenitoras de cancer (CD44, CD166, CD26, EpCAM, GLi-1, ALDH1A1) mediante
la técnica de PCR en 10 muestras de suero sanguineo de individuos de Hermosillo,

Sonora, México.

2.4 Justificacion

Se considera necesaria la busqueda de nuevos métodos para diagndstico temprano
en cancer de colon, el uso de nuevos marcadores moleculares para la deteccion de
células progenitoras de cancer ha ganado importancia en los ultimos afios sin
embargo aun no se ha establecido su uso como herramienta diagnostica a pesar de
que se le atribuye a esta linea celular el inicio de las patologias neoplasicas, las
pruebas para deteccion de esta linea celular no se utiliza como herramienta
diagnostica, de momento su utilidad es para determinar pronostico en pacientes con

diagnéstico de cancer de colon.



2.5 Disefio

Prospectivo, transversal, descriptivo.

2.6 Grupo de estudio

10 pacientes referidos como sanos.

2.7 Tamanfo de la muestra

Este estudio se realizé en Julio 2013 en la recoleccién de informacion y muestras,

se integraron 10 individuos, esta muestra se tomé a juicio del investigador.

2.8 Criterios de inclusion

Se incluyeron 10 individuos mayores de 50 afios sin antecedentes patologicos.

2.9 Criterios de exclusion

Se excluyeron aquellos individuos diagnosticados con cancer en cualquier 6rgano

0 en estudio por probable patologia neoplasica.

2.10 Criterios de eliminacion

Se excluyeron aquellos individuos que no se presentaron a la cita para toma de

muestra.

2.11 Cedula de recoleccion de datos

Se registraron las variables demograficas: Sexo y edad.



2.12 Descripcion general del estudio

Se seleccionaron 10 individuos referidos como sanos mayores de 50 afios sin

antecedente de haber padecido cancer.

Se utiliz6 sangre obtenida por puncién venosa obteniendo una cantidad 3 mLcon
una jeringa. La sangre extraida se depositara en tubos Tempus™ Blood RNA Tubes
y se agitara de manera manual o con vortex por 10 segundos y se almacenara en

condiciones de 0°C a -20°C hasta que se procese la muestra.

Se descongelo la sangre a temperatura ambiente (£ 15 min) y se colectaran 500 pL
con una pipeta a un tubo de 1.5 mL y se realizara la extraccién de RNA utilizando el
kit Stabilized Blood—to- CT™ Nucleic Acid Preparation Kit for gqPCR siguiendo el
protocolo de fabrica. Posterior a la extraccion el producto se almacenara a -20°C

hasta la conversién de RNA a cDNA.

Se descongelo el producto de la extraccion de RNA a temperatura ambiente (+ 15
min) y se utilizara el kit High Capacity RNA-to-cDNA™ segun protocolo de fabrica y

se almacenara producto a -20°C hasta el analisis con cebadores especificos.

Se amplificaron la presencia de los siguientes genes: ALCAM/CD166, ALDH1A1,
CD44, DPPIVICD 26, EpCAM/TROP1, GLI-1; mediante el kit Colon Cancer Stem
Cell Multiplex (Cat # MG-0012) de Signosis Inc. (Sunnyvale, CA) utilizando el

protocolo de fabrica.

Las condiciones de termociclador seran: 94°C por 30 seg, 35 ciclos de 94°C por 30
seq, 58°C por 30 seg y 72°C por 30 seg, 72°C por 5 min.

Almacenar productos a -20°C.

Se cargaron 10 pL de producto de PCR y 1 uL de Buffer de Carga 1X (azul de
bromofenol) en gel de agarosa (BIORAD) 1.5%. Se realizara electroforesis a 80W
por 30 min y se tefiir4 gel con GelRedTM Nucleic Acid Gel Stain (incubacion en lugar
oscuro por 30 min). Los productos se visualizaron con un transiluminador a 302 nm.
Tamafio de productos esperados: CD166 - 300 kb, ALDH1A1 - 200 kb, CD44 - 400
kb, CD26 - 100 kb, EPCAM/Tropl - 600 kb y GLI-1 - 160 kb (kb=kilobases).



2.13 Andlisis de datos

Se realizé la relaciéon de edad, sexo y frecuencia de expresién de marcadores
moleculares entre la poblacion estudiada con el programa Microsoft Office Excel®.

1. RESULTADOS DESCRIPTIVOS

Se lograron amplificar los productos esperados en 4 muestras (40%) del total (fig.1).
El marcador ALDH1A1l se presentd en cuatro muestras, siendo este el que se
presenta con mayor frecuencia, el CD26 en tres muestras, el CD166 en una muestra
asi como CD44 (Tabla 1).

ALDH1A1

CD26

Figura 1. Electroforesis en gel de agarosa 1.7% a 80V por 30 min tefido con
GelRed™ Nucleic Acid Stain. (E) Escalera Norgen PCRSizer 100 bp DNA Ladder
Norgen Biotek Corp., (-) control negativo, (1, 2, 3, 4, 5, 6 y 7) muestras, (+) control
positivo.



Tabla 1. Marcadores moleculares expresados en
las muestras
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Los individuos seleccionados en este estudio fueron en su mayoria del sexo
masculino (7/10) (Tabla 2). La mayoria de los individuos tenian una edad en el rango
de 60-69 afos (40 %) (Tabla 3).

Tabla 2. Género de individuos de las muestras
estudiadas

Masculino Femenino




Tabla 3. Rangos de edad en individuos de
muestras estudiadas

4.5
3.5
2.5
1.5

0.5

60-69 afios 70-79 afios <80 afos

m 60-69 aflos m 70-79 afios m <80 afios

2.14 Recursos

Humanos: 5 pacientes diagnosticados con cancer de colon, 5 pacientes sanos,
medico cirujano asesor, meédico residente de cuarto afio de cirugia general, servicio
de enfermeria, asesor metodoldgico, laboratorio North Genetics para el proceso de

la muestra.
Financieros: Sera autofinanciada.

Materiales: Tubos Tempus™ Blood RNA Tubes, kit Stabilized Blood—to- CT™
Nucleic Acid Preparation Kit for gPCR, kit High Capacity RNA-to-cDNA™, kit Colon
Cancer Stem Cell Multiplex (Cat # MG-0012) de Signosis Inc. (Sunnyvale, CA), azul
de bromofenol, gel de agarosa 1.5%, GelRedTM Nucleic Acid Gel Stain,

termociclador y transiluminador.



2.15 Aspectos éticos

Se solicité a los individuos seleccionados su firma de consentimiento informado, se
les explicara a los individuos el procedimiento, toma de muestra a través de puncion
venosa.



CAPITULO Il DISCUSION, CONCLUSIONES y RECOMENDACIONES

3.1 DISCUSION

La teoria de las células progenitoras de cancer es ampliamente aceptada rompiendo
el paradigma y suplantando el modelo estocastico el cual proponia que cualquier
célula tumoral tiene la capacidad para iniciar nuevos tumores. El modelo actual de
las células progenitoras de cancer propone a esta linea celular con 3 caracteristicas
principales autorenovacion, diferenciacion e inmortalidad, sin embargo ademas
presentan una resistencia inherente a la quimioterapia. Esto demostrado en
multiples estudios en los que han logrado aislar esta linea celular e iniciar tumores
en ratones inmunocomprometidos a través de xenoinjertos convirtiéndose este
método como el estandar de oro para la deteccion de estas células, observando
ademas que efectivamente la quimioterapia convencional no logra erradicar esta
linea celular. La implicacion terapéutica es prometedora de encontrar una terapia
gue efectivamente elimine esta linea celular se podria entonces hablar de curacién
tomando en cuenta que esta linea celular tiene la capacidad de iniciar tumores su
eliminacioén significaria sobrevida libre de enfermedad, ya que con la terapia actual
la sobrevida a 5 afios es del 64%, algunos autores incluso van mas alla y proponen
una reversion de la masa tumoral al eliminar esta linea celular, la implicaciones
terapéuticas aun no han sido confirmadas sin embargo en la actualidad la deteccion

de esta linea celular se ha asociado a un mal prondstico.

Si bien se reportan multiples estudios sobre esta linea celular no hay un consenso
sobre el uso de marcadores moleculares para su deteccion, en cancer de colon se
propuso el CD133 como el primer marcador sin embargo se descubrié que su
expresion va en relacion a mutaciones en los oncogenes K-RAS y B-RAF, no se ha
encontrado hasta el momento un solo marcador que posea la cualidad de detectar
por si solo esta linea celular y en su mayoria son marcadores de superficie celular
algunos incluso se expresan en tejido sano debido a la transicion epitelio-
mesénquima, en la que células epiteliales se transforman en células migratorias lo
cual se observa en principalmente en tumores pero también en procesos como

fibrosis y cicatrizacion momentos en los cuales existe sefializacion similar a etapas



embrionarias pudiendo generar falsos positivos, entonces se plantea el uso de
multiples marcadores y determinar la presencia de esta linea celular en la
coexpresion de estos. La mayoria de estos marcadores no son especificos a cada
tumoracion pudiendo expresarse en diferentes neoplasias sin embargo en cancer
de colon los mas utilizados son: CD44, CD166, CD26, EpCAM, GLIi-1, ALDH1A1,
ALDH1B1, LGR5 y CD24 (En este estudio se utilizaron los primeros 6 como parte
de un multiplex) y en los reportes sobre esta linea celular en cancer de colon se

reporta mayor especificidad en la coexpresion de CD44 y ALDH1AL1.

Actualmente aun hay muchas dudas sobre esta linea celular, y aun no se
comprueban las implicaciones terapéuticas de su existencia sin embargo en la
actualidad si se ha demostrado que su identificacion conlleva a un pobre pronéstico

en los pacientes.

En cuanto a su utilidad como prueba para diagnéstico temprano en cancer de colon
como se reporta en este estudio hay expresién incluso en individuos referidos como
sanos, lo cual puede significar la existencia de enfermedad neoplésica o que en el
momento de la toma de muestra haya existido sefializacion similar a las encontradas
en etapas embrionarias. Ademas su pobre especificidad en cuanto a deteccion de
neoplasias especificas hacen estas pruebas inadecuadas para deteccién oportuna,
ya que si bien su expresion puede significar presencia de enfermedad neoplasica,
Su expresion haria necesario la busqueda del sitio de lesion generando un costo

econdémico igual o mayor a los métodos de deteccion disponibles actualmente.

3.2 CONCLUSION

Existe expresiéon de marcadores moleculares para deteccidn de células progenitoras

de cancer en individuos referidos como sanos.

Se necesita realizar mas estudios para determinar si en aquellos individuos en los
gue hubo expresion de estos marcadores presentan enfermedad neoplasica o si la

expresion de estos marcadores represento falso positivo.



3.3 RECOMENDACION

No se recomienda el uso de estos marcadores como prueba diagnostica Unica ya
que es necesario realizar pruebas adicionales confirmatorias para procesos
neoplasicos.



ANEXOS

Consentimiento informado.
CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA EL USO DE MUESTRA DE SANGRE

CON FINES DE INVESTIGACION BIOMEDICA

Este documento tiene como objeto solicitar su autorizacion escrita para la donacion gratuita de la
muestra de sangre, con el fin de utilizarla en investigacién biomédica relacionada con nuevos marcadores
para cancer de colon, que entienda su contenido y el objeto de la misma y que, en su caso, haga todas

las preguntas que crea preciso acerca de la misma.

Usted como paciente puede donar su muestra para que pueda ser utilizada en investigacién sobre
nuevos marcadores para cancer de colon, la finalidad de la donacién es dotar a los investigadores de
sangre para investigar la prevalencia de nuevos marcadores para cancer de colon y para disponer en un

futuro de mejores herramientas predictivas y terapéuticas.
Finalidad y descripcidn del proceso de obtencién de muestras bioldgicas

El tipo de muestra serd sangre periférica: su obtencion es en principio un procedimiento exento de

riesgo, y sus posibles complicaciones son las mismas que las de cualquier extraccidon de sangre habitual.

La donacidn de esta muestra es voluntaria por lo que, si Ud. da el consentimiento para su uso, en
cualguier momento puede revocarlo. En caso de producirse esta revocacién ello no supondra ningun
cambio en la relacién con su médico ni perjuicio alguno en su diagndstico /tratamiento y/o seguimiento.
En caso de revocacidn su muestra dejard de formar parte de la investigacidon aunque los datos obtenidos

hasta ese momento si formaran parte de la misma.

La donacidn tiene por disposicion legal cardcter altruista, por lo que Ud. no obtendra ni ahora ni en el
futuro ningun beneficio econdmico por la misma. No estd previsto compensarle por los productos
desarrollados a partir de esta investigacidn. En todo caso, Ud. renuncia a cualquier beneficio econdmico
que pudiera corresponderle en el futuro y que sea, l6gicamente, renunciable. Tampoco obtendra ningun
otro beneficio directo como resultado de su participacion en este estudio. Sin embargo, los
conocimientos obtenidos gracias a los estudios llevados a cabo a partir de su muestra y de muchas otras

pueden ayudar al avance médico y, por ello, a otras personas.



Los datos personales que se recojan sobre Ud., seran confidenciales por lo que cualquier relacion entre
la muestra y su identidad personal tienen cardcter estrictamente confidencial. Asimismo, se informa que
los resultados obtenidos de los diferentes estudios llevados a cabo con las muestras, pueden ser
publicados en revistas cientificas, sin embargo, nunca serd facilitada su identidad o datos que le

identifiqguen o puedan llegar a identificarle.

Yo, En calidad de

donante, declaro bajo mi responsabilidad que:

(1) He recibido y leido la Hoja de Informacién para el donante relativo al procedimiento para la obtencién

de la muestra de sangre.

(2) He recibido y entendido suficiente la informacién sobre el proceso de obtencidn, procesamiento y

posterior eventual aplicacién de la muestra objeto del presente consentimiento.

(3) He podido hacer preguntas sobre el destino, pruebas y tratamiento al que sera sometida la muestra,

y he obtenido respuestas satisfactorias y completas.

Fecha

Firma

Testigo

Firma de testigo




Tabla 1. Clasificacion TNM en cancer colorrectal

(AJCC)

Tumor primario (T)

Tx Tumer pnmano no evaluable

TO Sin evidencia de tumor primario

Tis Carcinoma in situ

Tl Tumeor mvade la submucosa

T2 Tumor invade la muscular propia

T3 Tumer invade la grasa perirrectal

T4a  Tumor penetra la superficte del peritoneo visceral

T4b  Tumor invade o se adhiere a organoes o estrochuras
adyacentes

Linfonodos regionales (N)

Nx No se puede deternmnar

NO Sin honfonodos comprometidos

N1 Compromiso de 1-3 linfonedos

Nla Compromuse de 1 linfonodo

N1b  Compromise de 2-3 linfonodos

Nlc  Depositos tumorales en subserosa, mesenterio
tejidos pericolico o perirrectal no cublertos por
peritoneo

N2 Compronuso de 4 o mas hinfonodos

N2a  Compromiso de 4 - 6 linfonodos

N2b Compromuse de 7 o mas infonodos

Metastasis a distancia (M)

MO S metastasis a distancia

M1 Con metastasis a distancia

Mla  Metastasis confinada a un drgano o sitio

MIlb  Metastasis en mas de un organo o sitio
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