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1 RESUMEN

Dentro del estudio de la biologia del cancer, desde la década de los noventa, las
llamadas células troncales del cancer tomaron relevancia como objeto de estudio
en este campo ya que se demostrd en leucemia y en cancer de mama la presencia
de una pequefia poblacién de células capaces de autorrenovarse y de producir
progenie tumorigénica. Estas caracteristicas son similares a las de células troncales
normales. También se ha sugerido la existencia de una estrecha relacion de las
células troncales normales con otro tipo de célula: las células mesenquimales,
tienen aspecto fibroblastico con propiedades adherentes, tienen la capacidad de
autorrenovarse y son multipotentes ya que pueden diferenciarse en osteoblastos,
condrocitos y adipocitos entre otros linajes. Entre algunas de sus funciones mas
estudiadas se encuentra el mantenimiento de los tejidos conjuntivos y su papel
intermediario y regulador de la angiogénesis. Estos nichos o microambientes
celulares son elementos clave para el desarrollo y comunicacion celular. La
interaccion entre las células troncales de cancer y las células mesenquimales forma
parte de un nicho de células troncales. Recientemente se ha sugerido que la
presencia de células troncales del cancer y células mesenquimales, ademas de
impulsar el desarrollo de tumor, pueden estar relacionadas con la agresividad de las
neoplasias malignas.

Este trabajo buscé identificar y localizar células mesenquimales dentro del
retinoblastoma que es un tumor intraocular maligno de la infancia temprana,
mediante tinciones de inmunohistoquimica de cuatro proteinas clave: Nestina,
NGFR que han sido empleadas para la identificacion de células mesenquimales,
SOX2 utilizado como marcador de células troncales y Ki-67 que permite identificar
células en proliferacion. A través del analisis histolégico se determind la presencia
de células Nestina+ con morfologia arborescente rodeando vasos sanguineos del
tumor, sugerentes de células mesenquimales. También se encontraron células
SOX2+ en la misma localizacién, sin en embargo la tincion con el marcador NGFR
resultdé negativa en esa localizacion, tampoco se identificaron diferencias entre el

grupo de alto riesgo a metastasis y el grupo de bajo riesgo a metastasis.



2 INTRODUCCION

El cancer es un conjunto de enfermedades heterogéneas, esto quiere decir
gue un tumor no es Unicamente una masa de células tumorales idénticas en
proliferacion, pues se trata de un ecosistema complejo que contiene tanto a las
células tumorales como a varios tipos de células endoteliales, hematopoyéticas y
estromales que pueden influir en el desarrollo del tumor (1). Los tumores estan
compuestos de poblaciones heterogéneas de células con diferentes niveles de
inestabilidad genética; actualmente se considera que el desarrollo del tumor es
impulsado por un subconjunto de células centrales que se caracteriza por
propiedades autorrenovables, multipotentes e iniciadoras de tumores, estas células
malignas se llaman células troncales del cancer (CSC del inglés Cancer Stem
Cells)(2). Ademas, se ha encontrado una relacién estrecha entre las CSC con un

tipo de células mesenquimales.

2.1Células mesenquimales

Las CM fueron descritas por Friedenstein y sus colaboradores en 1968 a
partir del estudio y andlisis de una muestra de médula 6sea, y definidas como
células formadoras de colonias que tienen la capacidad de autorrenovarse,
multipotentes, y que se pueden diferenciar tipicamente en osteoblastos, condrocitos
y adipocitos (3); sin embargo, afios después se demostré6 que también pueden
originar mioblastos, endotelios, pericitos, fibroblastos y hasta células neuronales (4).
Fenotipicamente, son células con aspecto fibroblastico, presentan prolongaciones
celulares en diferentes planos y propiedades adherentes. Se encuentran en la
médula 6sea, de donde generalmente son aisladas, pero pueden estar presentes
en otros tejidos del cuerpo (5) como en el tejido adiposo, tendones, sangre periférica
y sangre del cordén umbilical (6).

Debido a que presentan muchas caracteristicas en comudn con los
fibroblastos, la Sociedad Internacional de Terapia Celular dicté tres criterios
minimos para describir a una célula como CM: debe ser adherente a la placa plastica
de cultivo, debe expresar CD105, CD733 y CD90; y deben diferenciarse en



osteoblastos, adipocitos y condrocitos en condiciones in vitro; sin embargo este

tema aun esta en debate (7).

Origen de las células mesenquimales

Inicialmente las CM fueron identificadas como una subpoblacion de células
de médula désea que tenia potencial osteogénico (3). Sin embargo, las
caracteristicas descritas se les han asignado Unicamente a partir de cultivos in vitro.
Ha surgido la teoria de que un nicho de células troncales mesenquimales (MSC por
sus siglas en inglés) in vivo esta localizado en zonas perivasculares. Ya que las CM
y los pericitos tienen caracteristicas similares y funcionan como fuentes de
reparacion y mantenimiento de los tejidos, por lo tanto, son células que tienen
capacidades de diferenciacion y autorenovacion (8,9). Los pericitos estan definidos
por su ubicacién perivascular y morfologia. Los cultivos derivados de los pericitos
tienen caracteristicas similares, como lo es la morfologia y la expresion antigénica
de la superficie celular, a las células obtenidas de cultivos derivados del estroma
mesenquimatoso, ademas de que ambos cultivos pueden inducirse a la
diferenciacion en osteoblastos, condrocitos, adipocitos (10,11) lo que apoya la idea
de que los pericitos dan lugar a CM; sin embargo se ha encontrado que no es el
anico linaje que las puede producir (12) por lo que el tema sobre término “troncal’
asociado a estas células aun es controversial.

Las CM de la médula ésea se aislan y purifican gracias a su capacidad de
adherirse a la placa plastica donde se realizan los cultivos celulares (6). Se han
desarrollado otros métodos a partir de la separacién celular por gradiente de
densidad (13). Cuando son aisladas, en la mayoria de los casos, son heterogéneas
en cuanto a su capacidad de diferenciacién y proliferacion; tienen tres propiedades
biolégicas importantes, un amplio potencial de diferenciacion, propiedades
inmunoreguladoras y secretan factores que promueven la remodelacion de los
tejidos (14).

Funciones de las células mesenquimales
Las CM estan involucradas en diversos procesos fisiolégicos normales y

patolégicos, como lo es la supresidon del sistema inmunol6gico. En condiciones
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normales, participan en el mantenimiento de la estructura y el funcionamiento de
tejidos conjuntivos. Actian como mediadores durante la reparacion tisular a partir
de la sintesis de biomoléculas que ayudan a la regeneracion del tejido posterior a
una lesion (15).

2.21dentificacién de células mesenquimales

A través de estudios con el método de citometria de flujo se ha intentado
hacer la inmunofenotipificacién de las células mesenquimales en los que se ha
encontrado una serie de combinaciones de marcadores se superficie para
caracterizarlas (16) como lo son CD29, CD44, CD49, CD73, CD90, CD105, CD106,
CD140b, CD166 Y STRO-1 en su superficie celular, sin embargo, se ha demostrado
que no funcionan como marcadores especificos (4). Ademas no presentan CD45,
CD19, CD79, CD11b Y HLA-DR, en contraste con las células hematopoyéticas
(5,17).

Una de las moléculas que se ha explorado como marcador de CM es el
receptor del factor de crecimiento nervioso de baja afinidad (NGFR por sus siglas
en inglés Nerve Growth Factor Receptor), también conocido como CD271, ya que
las células positivas para esta proteina pueden diferenciarse en diferentes linajes
mesenquimales(18). El NGFR representa uno de los marcadores mas especificos
para las CM (19), que consta de un dominio extracelular de cuatro repeticiones de
cuarenta aminoacidos con seis residuos de cisteina en posiciones conservadas
seguida de una regién rica en serina/treonina, un dominio transmembrana y otro
dominio citoplasmaético de ciento cincuenta y cinco aminoacidos; el dominio de unién
al factor de crecimiento nervioso esta localizado en la region rica en cisteina. Se ha
publicado que el anticuerpo que identifica esta proteina es especifica para una
poblacién de células presentes en médula 6sea con capacidades multipotentes por
lo que sugirio el uso de este marcador como una opcién para la seleccién de CM
(20,21). Posteriormente a estos hallazgos se realizaron mas estudios en los que se
ha demostrado que con la expresion de NGFR, es posible asociar la localizacién in
situ de las CM (4,22).



Por otro lado, también se ha observado que las CM de médula 6sea pueden
ser identificadas por Nestina ya que CM cultivadas in vitro son positivas para esta
proteina antes de su diferenciacion; y se descubrié que en la médula 6sea las CM
marcadas con Nestina presentaban actividad progenitora y tienen cierto potencial
de autorrenovacion y diferenciacion (23,24). Nestina es una proteina de filamento
intermedio de clase VI expresada principalmente en células de rapida division y
encargadas de regeneracion tisular (25), los filamentos intermedios son un
componente importante del citoesqueleto celular en conjunto con los microtdbulos
y microfilamentos (26). En mamiferos esta proteina tiene filamentos de 1618
aminoéacidos y peso molecular de 176 kDa. Se caracteriza por tener un extremo N-
terminal corto y un C-terminal largo lo que permite uniones complejas con proteinas

estructurales.

2.3Células mesenquimales y cancer

Estudios han demostrado que las CM humanas tienen un papel importante
durante la tumorigénesis; contribuyen al crecimiento de tumores y/o a la progresion
de la metastasis mediante la promocion de la angiogénesis facilitando su formacion
y maduracién. Dichos procesos también son regulados por las CM mediante la
sintesis de quimiocinas, citocinas y factores de crecimiento que tienen accion
paracrina sobre las células tumorales a partir de sus propios receptores (15). Se ha
observado en estudios de cancer de mama que la densidad de CM en los tumores
y su liberacion de citocinas dentro del microambiente que se genera en ellos, tiene
una relacion con un mayor numero de CSC (27).

El crecimiento de tumores invasivos provoca lesiones en los tejidos donde se
reclutan CM para participar en los mecanismos de reparacion que involucra la
comunicacion celular entre células adyacentes en donde las MC pueden alterar la
capacidad proliferativa y la funcionalidad de las células formadoras de tumores

contribuyendo también a la heterogeneidad que presentan diversos tumores (28).



2.4 Células mesenquimales en leucemia

Las células mesenquimales (CM) han tomado relevancia dado que se ha
demostrado que no solo tienen un papel importante en la hematopoyesis, sino que

también pueden participar activamente en el desarrollo de patologias como el

Figura 1. Inmunofluorescencia en la que se observa que las CM (verde) con morfologia arborescente
se encuentran en contacto con las HSC (rojo) en muestras de a) SMD benigno, b) SMD de bajo agrado, ¢) SMD
de alto grado y d) leucemia mieloide aguda sugiriendo una relacién MC-CSC y asociando una mayor cantidad
de estas células con la agresividad de la enfermedad (4).

sindrome mielodisplasico (SMD) y leucemias agudas. Se ha evaluado la cantidad,
distribucion y localizacion de las células mesenquimales, en diversas leucemias,
estas observaciones han revelado una asociacion entre la densidad de CM con
leucemia linfoide aguda, leucemia mieloide aguda y SMD; siendo los pacientes con
leucemia mieloide aguda los que presentan una mayor cantidad de CM, lo que
sugiere una asociacion proporcional de la cantidad de las CM con la agresividad de
las enfermedades. Ademas, se propone que las CM se localizan en zonas
perivasculares en la mayoria de los casos (29). Estos datos estan apoyados por otro
estudio donde ademas de determinar la localizacion perivascular, especificamente
rodeando los capilares y las arteriolas, mediante el empleo de marcadores
fluorescentes se logr6 caracterizar una poblacion de CM con morfologia
arborescente que parece presentar una estrecha relacion con las células troncales
hematopoyéticas (HSC del inglés Hematopoietic Stem Cells) en presencia de
patologias como el SMD y la leucemia mieloide aguda (Figura 1) (30).

2.5Células mesenquimales en cancer de mama

En 2011 se demostro un papel importante para las CM, en la regulacion de
las CSC de mama; en donde Liu y sus colaboradores llevaron a cabo un estudio
gue demostrd que la interaccion entre las CM y las CSC esta mediada por un ciclo
de retroalimentacién positiva de citocinas en el que la IL-6 y CXCL7 desempefian

papeles fundamentales. Este ciclo requiere la presencia simultanea de ambos tipos
5



de células. Ademas, se mostro que las células mesenquimales, como las células
cancerosas, estan organizadas en una jerarquia en la que los células
mesenquimales primitivas que expresan ALDENOFLUOR (ALDH+) poseen
capacidades de autorrenovacion, diferenciacion multilinaje e interactian con las
células cancerosas regulando la renovacion de las CSC (Figura 2) (27). También,
se ha observado que la presencia de CM aumenta la proliferacién y el potencial
metastasico de las células tumorales debido a factores solubles secretados por las
CM como CXCL 1, 6 y 5, asi como la IL-8 (31).

CXCL7

Células
tumorales

CXCR

Figura 2. Modelo de redes de citocinas que median la interaccion entre CM (ALDH+), células tumorales
y CSC en cancer de mama. Funciona como un ciclo de retroalimentacion positiva en el que la IL-6 es producida
por las células tumorales para atraer a las CM, las CM en respuesta a IL-6 producen CXCL7, citocina clave que
induce la produccion de mas células tumorales, a su vez, IL-6 en conjunto con otras citocinas de la familia de
ligando con motivo CXC contribuyen a la expansion de la poblacién de las CSC (5).

2.6 Asociacion células mesenquimales con células troncales del tumor

Para poder entender qué es y cémo funciona una célula troncal del cancer,
primero es necesario conocer a las células troncales animales en condiciones
normales. Las células troncales son definidas generalmente como células con la
capacidad de autorreplicarse y de generar una variedad de células diferenciadas;
sin embargo, dicha definicion es utilizada para referirse tanto a células troncales
embrionarias (ESC, del inglés Embryonic Stem Cells), como a células troncales

adultas (ASC, del inglés Adult Stem Cells), debido a que existen durante el
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desarrollo embrionario o durante la vida adulta en el proceso del mantenimiento de

los tejidos.

Células troncales normales y células troncales del cdncer

Para alcanzar una definicion mas acertada de las células troncales en el
contexto del cancer, es importante tomar en cuenta tres criterios principales: la
capacidad de replicacion, la clonalidad y la potencialidad.

En cuanto a la autorreplicacion, todas las células, incluyendo a las troncales,
presentan un numero finito de duplicaciones antes de que ocurran los arrestos
replicativos o la senescencia. La clonalidad, es la capacidad necesaria de células
troncales individuales para dar lugar a mas células troncales con el mismo grado de
potencialidad (32). Finalmente, la potencialidad se refiere a la capacidad de producir
variedades de células diferenciadas, ésta se reduce conforme avanza el desarrollo
del organismo de manera que, el cigoto es una célula troncal totipotencial, con la
capacidad de generar tanto los tejidos embrionarios como extraembrionarios en
organismos vertebrados. Posteriormente, durante la etapa de blastocisto, las
células de la masa celular interna son pluripotentes (ESC), es decir, cuentan con la
capacidad de formar cualquier tejido embrionario, de estas se derivan las células
troncales de la linea germinal y las células troncales adultas (ASC). Dependiendo
de la capacidad que tenga una célula ASC para generar uno o varios tipos celulares,
sera multi 0 monopotente pero jamas totipotente (33).

Las ESC muestran totipotencia, tienen la capacidad de diferenciarse en
células que componen tanto a las capas embrionarias: ectodermo, mesodermo y
endodermo, asi como a las membranas extraembrionarias: amnios, corion,
alantoides y saco vitelino. En condiciones in vitro son “inmortales” y pueden
mantenerse en estado indiferenciado (34). Algunas de las células que derivan de
forma directa del interior de la masa celular del blastocisto quistico comienzan a
tener potencialidad restringida.

Las células ASC tienen capacidad de autorreplicacion y diferenciacion
restringida en mayor grado (32), estas células se encuentran en los tejidos del
organismo después del nacimiento (35), se mantienen en tejidos del organismo

adulto donde son responsables principalmente de la homeostasis tisular y la
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regeneracion de los mismos (36). Se han identificado ASC en diferentes érganos y
tejidos como médula 6sea, cerebro, sangre periférica, vasos sanguineos, piel,
epitelio ovarico, testiculos y otros. Se cree que éstas residen en los llamados nichos
de células troncales donde, generalmente hay un nimero reducido de ASC (37); sin
embargo no se han identificado en todos los tejidos del organismo humano.

Un ejemplo de ASC son las células troncales hematopoyéticas (HSC del
inglés Hematopoietic Stem Cells), encargadas de mantener y producir todos los
linajes de células sanguineas durante la vida de los organismos. En mamiferos, es
posible encontrar a las HSC en un nicho ubicado en la médula 6sea, tejido en el
cual fueron descubiertas y caracterizadas, que proporciona factores indispensables
para su autorrenovacion y diferenciacion (38,39). La médula ésea es un tejido
complejo que se puede dividir en parénquima y estroma medular. El parénquima es
el conjunto de células hematopoyéticas en sus diferentes estados de maduracion y
el estroma medular esta conformado por tejido adiposo, hueso trabecular y células
reticulares, todas con origen en una célula troncal mesenquimal (40).

La idea de la existencia de las CSC surgié en 1997 cuando Bonnet y Dick
encontraron una pequefia poblacion de células en médula 6sea de un paciente con
leucemia mieloide aguda que presentaba caracteristicas de células troncales tales
como la autorrenovacion y diferenciacion. Al inocularse en ratones
inmunosuprimidos observaron que iniciaban leucemia mieloide aguda y daban
origen a otros tipos celulares que ya habian sido descritos en esta enfermedad (41).

Las CSC se consideran como células que se someten a un proceso de
organogeénesis aberrante y mal regulado, analogo al trabajo realizado por las células
troncales normales pero aberrante (42). A pesar de que las CSC son heterogéneas,
tienen propiedades y firmas transcripcionales especificas a causa de diversas
mutaciones genéticas y modificaciones epigenéticas, relacionadas principalmente
con las vias de desarrollo; poseen variacion en el crecimiento, la apoptosis y el
metabolismo, por ejemplo. Ademas, como las células troncales normales, tienen
capacidad de autorrenovacion y poseen multipotencia, pero estos procesos suele
estar desregulados a causa de mutaciones acumuladas (1,42,43) y pueden adquirir

la capacidad de generar metastasis (42).
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Debido a que muchos tumores son de origen clonal, la variedad de células
tumorales que generan puede tener potencial proliferativo indefinido, limitado o nulo.
Tienden a presentar caracteristicas fenotipicas y funcionales de las células
normales de las que se derivan, pueden adaptarse a microambientes y permanecer
inactivas a lo largo de los afios o proliferar hasta llegar a provocar metastasis a partir
de la pérdida de la adhesion celular y la adquisicion de un fenotipo migratorio
(42,44).

Sin embargo, el desarrollo de las CSC aun no esta definido por lo que se han

desarrollado dos modelos para tratar de explicar su origen.

El modelo estocastico: Esta basado en que el cancer esta dado por la
hiperproliferacion y acumulacion de mutaciones en genes implicados en el ciclo
celular (45). A partir de células epiteliales, posterior a una mutacién oncogénica,
desarrollando mas mutaciones oncogénicas (Figura 3A). En este modelo, cada una
de las células tienen la misma probabilidad de ser la que origina y facilita la iniciacion
y progresion del tumor las cuales no son afectadas Unicamente por el ambiente
donde se encuentran sino también por factores intrinsecos que varian
estocasticamente (46).

El modelo jerarquico: Est4 basado en la idea de que las CSC representan
una poblacion de células con caracteristicas bioldgicas distintas a las del resto de
las que componen un tumor. La carcinogénesis ocurre cuando una célula troncal
normal pierde su regulacion originando asi a una CSC y, dando lugar a células con
diferentes capacidades proliferativas (Figura 3B). Una CSC o diferentes poblaciones
de CSC pueden dar lugar a diferentes tumores o clonas tumorales dependiendo del
tejido y 6rganos en el que se encuentre, donde destaca la importancia del
microambiente de los tumores, ya que esto puede explicar la heterogeneidad de los
tumores (1,47).
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A. Modelo estocastico B. Modelo jerarquico
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Figura 3 Modelos de carcinogénesis: estocastico y jerarquico. A) Modelo estocéstico: hiperproliferacion
de células y acumulacién de multiples mutaciones originan células tumorales. B) Modelo jerarquico: Una célula
troncal normal sufre eventos mutacionales perdiendo su regulacion originando asi una CSC (21).

Una de las caracteristicas de estas células es la plasticidad que forma un
puente entre el modelo jerarquico y el modelo estocastico debido a que aquellas
poblaciones organizadas jerarquicamente ocurren en poco tiempo entre un estadio
y otro; y los eventos estocasticos pueden generar nuevas poblaciones con
organizaciones jerarquicas (48).

Si bien se ha reportado la presencia de una pequefia poblacion de células
que se encargan de mantener la homedstasis en diferentes tejidos y de originar
diferentes tumores malignos, no se ha comprobado su presencia en todos los tejidos
ni en todos los tumores, por lo que este tema aun se encuentra en debate.

En tumores cerebrales, se ha reportado la presencia de una pequefa
poblacién de células CD133 positivas, un marcador de células madre neurales, que
cuentan con caracteristicas de CSC, es decir, con capacidad proliferativa,
autorrenovacion y diferenciacion (49). SOX2 representa otro marcador utilizado
para la identificacién de células con caracteristicas de CSC en glioma, una de las
neoplasias mas agresivas, en donde se reportd que la expresion de SOX2 es
necesaria para la proliferacion y mantenimiento del tumor (50). Se sabe que SOX2
es un factor de transcripcion de la familia de genes SOX HGM-box relacionada con
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los genes determinantes del sexo SRY (51). SOX2 y Oct3 son responsables del
mantenimiento de la pluripotencialidad de las ESC debido a su participacion en el

ciclo celular (52).

Las ideas arrojadas por estas primeras exploraciones en la biologia de las
células troncales conducen a la probabilidad de la existencia de las CSC en los
tumores, por lo que la confirmacion y estudio de estas células podria dirigir y
conducir al desarrollo de mejores terapias contra el cancer al identificar e idear
estrategias para aniquilar, a esa poblacion de células.

Ademas, si las CSC impulsan el desarrollo de los tumores y la metastasis,
esto permite explicar que muchos de los tratamientos administrados a personas con
cancer fracasen ya que es posible la adquisicion de resistencia a los farmacos por
parte de estas células a través de un proceso de evolucion acelerado (42).

Asi como es el caso de las células troncales normales, las CSC por lo menos
en el sistema hematopoyético se alojan en nichos que, en general, son
microambientes especializados que se encargan de regular la diferenciacion de las
células al proporcionar muy reguladamente el intercambio de sefiales extracelulares
mediante factores secretados (53).

Ademas, se sabe que las células troncales normales estan reguladas por la
interaccién entre factores extrinsecos y vias reguladoras intrinsecas de las células.
Durante el desarrollo normal y la homeostasis del tejido, los factores extrinsecos
son proporcionados por elementos celulares y extracelulares que definen el nicho o
microambiente de las células troncales. Cada vez hay mas pruebas de que muchos
tumores, incluido el céncer de mama, pueden ser impulsados por un
subcomponente celular que muestra propiedades de células troncales. Aunque esta
claro que el microambiente tumoral influye en el crecimiento tumoral y la metastasis,

no esta claro si estos efectos estan mediados exclusivamente por las CSC.

Microambiente celular y tumores

Como se ha mencionado, las células troncales normales se encuentran en

microambientes especializados o nichos que les brinda proteccién y mantenimiento
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de sus propiedades mediante redes complejas de interacciones con diversos tipos
celulares. ElI microambiente tiene diferentes funciones, ademas de proporcionar
soporte estructural, también brinda soporte tréfico, informacion topografica y las
sefiales fisiologicas apropiadas para regular la funcion de las células; son capaces
de proporcionar sefiales a las células troncales, principalmente por moléculas
secretadas y de superficie, para controlar estrictamente la tasa de proliferacion,
determinar el destino de las células hijas y proteger las células troncales del
agotamiento o la muerte (54).

A partir de estudios de la linea germinal y las células troncales del bulbo
folicular epitelial se han determinado, de forma hipotética, algunos componentes
principales de los microambientes que sostienen a las células troncales, ademas de
la propia célula troncal, se pueden encontrar células de soporte del estroma que
interactdan directamente con ella y entre si a través de los receptores de superficie,
uniones y factores solubles; proteinas tipicas de la matriz extracelular que
proporcionan estructura, organizacion y sefiales mecanicas al nicho; vasos

sanguineos y conecciones con el sistema nervioso (Figura 4).
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Figura 4 Principales componentes celulares de los microambientes donde se encuentran las células
troncales. Todos los elementos contribuyen al correcto funcionamiento de las células al suministrar nutrientes,
realizar el intercambio de sefiales o incluso ser elemento de soporte (29).

De manera similar en el cancer los componentes celulares y no celulares de
un tumor proporcionan regulacién de las sefiales proliferativas y de autorrenovacion,

ayudando asi a las CSC a mantener su estado indiferenciado (55). Las células
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estromales, las células inflamatorias y la vasculatura se han propuesto como
componentes clave del nicho que respaldan y sostienen las CSC (56).

Los tumores en desarrollo tienen ademas la capacidad de movilizar una
variedad de tipos celulares distintos en nichos locales o distantes, a partir de la
secrecion de factores quimicos sintetizados por las células tumorales; las células
movilizadas o reclutadas provocan alteraciones de la composicion del tumor
provocando la coevolucién de las células malignas y el estroma (15).

Los diferentes elementos de células no tumorales asociados con tumores
hacen referencia al microambiente del tumor (TME del inglés Tumor Micro
Enviroment) que, en condiciones normales, se encarga de la regulacién del
mantenimiento de las células troncales a partir del equilibrio entre la autorrenovacion
y diferenciacion de las mismas (54); para suministrar oxigeno y nutrientes a través
de los vasos sanguineos es necesario que estos nichos de células troncales se
encuentren cercanos a la vasculatura del organismo, o en dado caso, que se
presente una neovascularizacion (57); a su vez la matriz extracelular brinda un
soporte estructural.

En el cancer, el TME influye directamente la funcién de las células tumorales
siendo indispensable para su desarrollo debido a que es el proveedor de nutrientes
y el principal regulador de pH del neoplasma entre otras actividades (1). Ademas de
proporcionar las sefales necesarias para el crecimiento, se ha reportado que el
microambiente participa en la resistencia terapéutica al brindar proteccién a las
células tumorales a partir de proteinas extracelulares especificas (58). Es posible
que la heterogeneidad del TME de los tumores sea la causante de la diferenciacién
andémala de las células tumorales (42).

La interaccion entre las células tumorales y el microambiente es un elemento
clave para la progresion del tumor, en dicho evento las células mesenquimales,
representan uno de los componentes criticos (15), ya que son reclutadas durante la
tumorigénesis hacia el sitio de inflamacion y se incorporan al tumor (59,60).

Toda la informacién recabada de esos reportes es de gran relevancia debido
a que el principal interés de este trabajo es evaluar a las CM en el nicho tumoral del
retinoblastoma, ya que no se ha presentado informacion relevante sobre las CM en

este tumor.
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2.7 Retinoblastoma

El retinoblastoma (RB) es un tumor intraocular maligno comun de la infancia
con una baja tasa de incidencia que varia entre paises que puede ser letal si no se
trata a tiempo y adecuadamente. En México se estima que hay un caso de
retinoblastoma por cada 20 000 nacidos vivo. Esta neoplasia surge en la retina en
desarrollo y surge de células troncales retinianas primitivas o células precursoras
de las diferentes capas de la retina, la mayoria de los casos se diagnostica entre los
2y 5 afnos (61).

El RB representa un problema de salud que afecta de forma Unica, pues a
pesar de los avances en el diagnostico y tratamiento, estos no suelen llegar a todos
los nifios afectados, principalmente afecta la poblacién pediatrica de paises con
bajos y medianos ingresos (62), en estos paises la deteccion del tumor suele ser en
pacientes con mayor edad al momento del diagndstico y con mayor riego a generar

metastasis (63).

Formas clinicas

En términos generales el retinoblastoma se puede presentar en dos formas
clinicas con caracteristicas especiales:

1) Forma bilateral, que es heredable constituye el 25% de los casos. Esta
caracterizado por la presencia de mutaciones en la linea germinal del gen RB1, se
puede heredar a partir de un progenitor afectado o ser el resultado de una nueva
mutacion.

2) Forma unilateral, afectando un solo ojo, constituye el 75% de todos los
casos Yy no es heredada ni heredable en el 90% de los casos.

Ambas manifestaciones del retinoblastoma pueden surgir a partir de la
mutacion de los dos alelos del gen RB1 que se encuentra localizado en el
cromosoma 13ql4. Esto es importante debido a que su producto, la proteina pRDb,
es un regulador negativo clave para la fase G1 del ciclo celular. La falta de dicha
proteina o su inactivacion elimina la restriccion de pRb en el control del ciclo celular,
dando como resultado la proliferacion celular desregulada(64), por lo que las células
cancerigenas del RB pueden identificarse con el marcador Ki-67, proteina nuclear
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gue se encuentra activa en las fases del ciclo celular (G1, S, Gi1, y M) pero ausente
en las célula en reposo (Go)(65). Sin embargo, ademas de esta mutacion se
requieren otros eventos para que el tumor tenga progresion (64). Adicionalmente,
se sabe que la inactivacion del gen RB1 conduce a la inestabilidad cromosémica y
a mutaciones secundarias y terciarias que constituyen vias clave para el desarrollo
del cancer (61). Esto es importante debido a que se ha determinado que debido a
la mutacién en uno de los reguladores mas importantes del ciclo celular como lo es
el gen RBL1 los sobrevivientes de RB pueden desarrollar otros tipos de cancer como
sarcomas en tejidos blandos, osteosarcomas, tumores cerebrales, cancer de mama

y cancer de pulmén (66)

Origen del retinoblastoma

Se deriva de células de origen neuroectodérmico de la capa interna de la
copa optica. Se trata de un tumor endofitico o exofitico segun crece por abajo o por
encima de la retina respectivamente. Clinicamente es de color blanquecino que,
entre mas desarrollado, ocupa mayor espacio de la cavidad vitrea del globo ocular.
Se ha caracterizado microscopicamente como una proliferacion de células redondas
pequefias con nucleos basdfilos y escaso citoplasma, necrosis tumoral, apoptosis y
actividad mitética prominente. La invasion de las células neoplasicas al nervio optico
y/lo a la coroides se considera como uno de los factores de riesgo que indica
probabilidad de metastasis (67).

El ojo es un tejido que continla desarrollandose después del nacimiento (68)
y respecto a las células troncales del ojo, se ha reportado evidencia de la presencia
de ASC que se encuentran albergadas en el epitelio ciliar del ojo adulto que
proliferan in vitro y presentan la capacidad para originar neuronas retinianas (69);
otro estudio demuestra la presencia en la retina de mamiferos de células con
caracteristicas de células troncales cuya actividad y densidad disminuye conforme
avanza el desarrollo del organismo, situandose en el borde periférico de la retina
(70).

Pocos estudios describen la arquitectura del TME en retinoblastoma. Sin

embargo, algunos estudios han confirmado la presencia de diferentes tipos de
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células del estroma en RB con TME similares a los observados en otros tipos de
cancer. Se ha demostrado por ejemplo la presencia de tipos de células del estroma
como células endoteliales, fibroblastos, fibroblastos asociados a cancer, células del
sistema inmune como macréfagos y pericitos a partir de la positividad a distintos
marcadores mediante inmunohistoquimica (71). También se encontré una poblacion
de células SOX2 positivas cuyo aumento, en conjunto con una mayor vasculatura,
podria relacionarse con la agresividad del tumor (72). Sin embargo, no se ha
reportado la presencia de CM asociadas a las CSC, y por lo anteriormente expuesto,
su identificacion podria dar indicios de la localizacion de las células que dan origen
al tumor (CSC) debido a la interaccion de estos dos tipos de células que se ha

observado en otros tipos de cancer.

3 PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Se ha observado en diferentes tipos de cancer como leucemia (41) y cancer
de mama (73) la presencia de una pequefia poblacion de células relacionadas con
el origen de los tumores (CSC), ademas entre ellas se han encontrado células
mesenquimales intimamente asociadas y que pueden dar origen a diversos tipos
celulares cuando se aislan.

En el caso particular de retinoblastoma no se ha reportado la presencia de
estas células por lo que este trabajo es una aproximacion inicial para identificar y
localizar a las células mesenquimales que potencialmente pueden acompafar a las

células iniciadoras del retinoblastoma (27,30).
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Busqueda de células mesenquimales por
inmunohistoquimica en retinoblastoma de pacientes
atendidos en el Hospital Infantil de México Federico

GoOmez

4 HIPOTESIS

Si en retinoblastoma hay células mesenquimales se pueden identificar por
inmunohistoquimica con anticuerpos anti Nestina, anti NGFR, anti SOX2 y anti Ki-
67.

5 OBJETIVOS
5.1 Objetivo general

Identificar y distinguir células mesenquimales de células tumorales en
retinoblastoma mediante inmunohistoquimica con los marcadores Nestina, NGFR,

SOX-2 y Ki-67 para analizar y establecer su localizacion dentro del tumor.

5.2 Objetivos particulares

e Demostrar la presencia de células mesenquimales en retinoblastoma.

e Describir si existe una relacion topografica de estas células en el
retinoblastoma con la vasculatura tumoral.

e Explorar si existe relacion entre estas células y el riesgo de desarrollo

metastasico.

6 MATERIAL Y METODOS

Se realiz6 un estudio retrospectivo observacional, empleando tejidos
tumorales fijados en formol e incluidos en parafina que forman parte del acervo del
Servicio de Patologia y que provienen de pacientes atendidos y tratados por

retinoblastoma en el “Hospital Infantil de México Federico Gomez”. De acuerdo con
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sus caracteristicas histopatologicas se identificaron 5 casos de bajo riesgo y 7 casos

de alto riesgo metastasico.

6.1 Determinacion de grupos

Para determinar los grupos de bajo y alto riesgo histolégico es importante
tomar en cuenta que en la mayoria de los casos el tratamiento de retinoblastoma
consiste en la extirpacion quirdrgica del globo ocular, e incluye su analisis
histoldgico que permite identificar factores de riesgo de metastasis. Estos factores
metastasicos, son hallazgos microscopicos que demuestran la invasion del tumor a
diversas estructuras oculares (Figura 5) y su identificacion ayudan a determinar si
se trata de un tumor de alto o bajo riego a generar metastasis y esta informacion
ayuda a determinar los tratamientos posteriores a la cirugia, asi como su intensidad.
Estos criterios histolégicos principalmente han sido establecidos por el Grupo de
Trabajo Internacional de Estadificacion del Retinoblastoma (IRSWG por sus siglas
en inglés). En el afilo 2009 se llegé a un consenso en el que se definieron los
principales criterios de riesgo: que la invasion coroidea masiva del foco tumoral
tenga un didmetro igual o mayor a 3mm, que estos focos invasivos alcancen a la
esclera y la invasion tumoral al nervio optico (regiones pre laminar, laminar y post
laminar) (Figura 6) (74). Tomando en cuenta lo anterior a en la Tabla 1 se enuncian
detalladamente estos criterios morfolégicos que se tomaron en cuenta para la

definicion de los grupos.
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Tabla 1. Criterios de clasificacion para la determinacion del grupos de bajo riesgo y alto riesgo

metastasico

Criterios de clasificacion

Bajo riesgo

metastasico

Alto riesgo

metastasico

1 Invasion a coroides

Ausente 0 menor a

Mayor a 3 mm

3mm

2 Invasion a iris Ausente Presente

3 Invasién a cuerpo ciliar Ausente Presente

4 Invasion a region pre laminar del Ausente Presente
nervio optico

5 Invasién aregion laminar del nervio Ausente Presente
optico

6 Invasion a region post laminar del Ausente Presente
nervio optico

7 Invasion a borde quirargico del Ausente Presente

nervio optico

2.Iris

3.Cuerpo
ciliar

Nervio éptico

1.Coroides

Figura 5. Representacion de la anatomia del ojo humano donde se muestran y enumeran los criterios
de inclusion para los grupos de bajo riesgo y alto riesgo metastasico.
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Figura 6. Representacion de las regiones pre laminar, laminar y post laminar del nervio 6ptico.

Para realizar los estudios histopatoldgicos del globo ocular enucleado, las
piezas quirargicas se fijan en formol amortiguado al 10% durante 24 horas,
posteriormente se realiza un procesamiento histolégico de rutina en donde el tejido
es deshidratado y parafinado en un incluidor. Finalmente, los tejidos se incluyen en
bloques de parafina y con un microtomo semiautomatizado se realizaron cortes

seriados de 4 uym de grosor, los cuales se colocaron en laminillas electrocargadas

para su estudio.

6.2 Tinciones de Inmunohistoquimica

Una vez que se obtuvieron los cortes histolégicos de cada caso, se les
realizaron inmunotinciones, sin distincion entre cada caso, empleando anticuerpos
contra las proteinas de membrana Nestina y NGFR que son caracteristicas de
células mesenguimales identificadas en médula 6sea. También identificando Ki-67
proteina que se encuentra en el ndcleo de células en proliferacién, para contrastar
las células tumorales y SOX2 proteina que es un factor de transcripcion, esencial
en una red genética responsable de mantener pluripotencia y se encuentra en el

nucleo celular de células troncales.
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Para la realizacion las inmunotinciones, las laminillas se desparafinaron en
una horno a 80°C por 10 minutos y 5 minutos mas sumergidas en Xilol (JT Baker)
al 100%. Se hidrataron utilizando alcoholes de mayor a menor concentracion: Xilol
al (100%), etanol/xilol (50%), etanol (JT Baker) al (100%, 90% y 70%) y agua. Se
realizd recuperacion de antigenos empleando amortiguador de citrato pH 6
“VECTOR Antigen Solution Citrated Base” (H-3300, VECTOR) en una olla de
presion a 135°C por 20 minutos, posteriormente se trataron dos veces con peréxido
de hidrégeno (JT Baker) al 3% durante 15 minutos en agitacién para desactivar las
peroxidasas enddgenas. Posterior a los lavados, las secciones se incubaron en
camara humeda con Suero Normal de Caballo al 2.5% incluido en el kit “lmmPRESS
Universal Polymer Kit Peroxidase Horse Anti-Mouse/Rabbit IgG” (MP-7500, Vector
Laboratories Inc.) para bloquear la union inespecifica por 2 horas a temperatura
ambiente, seguido del bloqueo se realizd la incubacion con los anticuerpos.

Previamente se realizaron estandarizaciones para determinar la
concentracion 6ptima de cada anticuerpo a utilizar para las inmunotinciones, se
probaron las diluciones 1:200, 1:300 y 1:500, y a partir de estos resultados se
eligieron las siguientes diluciones para los cortes histologicos de cada caso:

Para la identificacion de la proteina Nestina, las secciones se incubaron por
20 horas a temperatura ambiente con el anticuerpo monoclonal anti-Nestina clona
10C2 de raton (MAB5326, MERK) a una dilucioén 1:500 con diluyente de anticuerpos
Da Vinci Green Diluent (PD900, BioCare Medical, SKU).

Para la identificacion de la proteina NGFR, la secciones se incubaron por 20
horas a temperatura ambiente con el anticuerpo monoclonal anti — NGFR (p75)
clona 8211 de raton (MAB5264, MERK) a una dilucion 1:200 con diluyente de
anticuerpos Da Vinci Green Diluent.

Para la identificacidon de la proteina SOX2, las secciones se incubaron por 20
horas a temperatura ambiente con el anticuerpo monoclonal anti-SOX2 [EPR3131]
de conejo (an215970, abcam) a una dilucién 1:300 con diluyente de anticuerpos Da
Vinci Green Diluent.

Para la identificacion de Ki-67, las secciones se incubaron por 20 horas a

temperatura ambiente con el anticuerpo monoclonal Ki-67 de conejo (9901-325-
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092820, BIOCARE) a una dilucion 1:200 con diluyente de anticuerpos Da Vinci
Green Diluent.

La deteccién de la union especifica de estos anticuerpos con su antigeno se
llevé a cabo utilizando el kit “lmmPRESS Universal Polymer Kit Peroxidase Horse
Anti-Mouse/Rabbit IgG” (MP-7500, Vector Laboratories Inc.) que emplea un sistema
de amplificacién enzimatica a partir de anticuerpos secundarios conjugados con la
enzima peroxidasa que produce un color marrén en el sitio del reconocimiento del
antigeno detectable por microscopia de luz.

Finalmente, las tinciones fueron reveladas con el kit “ImmPACT DAB
Substrate, Peroxidase (HRP) (SK-4105, Vector Laboratories Inc.)”, la
diaminobencidina en conjunto con el peroxido de hidrégeno (H202) son el sustrato
de la peroxidasa que, al activar la enzima, se generan precipitados insolubles color
marrén-ocre en el sitio de reconocimiento antigeno-anticuerpo. Los cortes
histoldgicos fueron contratefiidos con hematoxilina (Thermo Fisher) y montadas con

resina sintética (Entelan, Merk) para su conservacion y andlisis histolégico.

6.3 Plan de andlisis histolégico

Se obtuvo una imagen digital de alta resolucion de cada corte histoldgico
inmunotefido utilizando el escaner para laminillas de patologia digital marca Aperio
CS2, Leica. Debido a la magnitud del tumor, y con el fin de obtener observaciones
de las diferentes regiones que conforman el tumor se utilizaron cortes completos de
la porcién central del globo ocular que incluyen desde la cornea hasta el nervio
optico post laminar referidos como pupila-nervio 6ptico, en cada imagen digital se
realiz6 una seleccién de 4 zonas de interés por triplicado ilustradas en la Figura 7,

de acuerdo con los siguientes criterios:

1. Tumor adyacente a la retina no neoplasica.

2. Tumor central, identificandose al contener los vasos sanguineos mas
grandes que irrigan el tumor.

3. Tumor periférico, es decir, zonas que se encuentran alejadas del centro del
tumor.

4. Nervio optico (regiones pre laminar, laminar y post laminar).
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Nota: La informacion del estado del borde quirdrgico del nervio 6ptico se revisé en

las laminillas histologicas e informe del estudio histopatolégico original.

Figura 7. Esquema representativo de un globo ocular con retinoblastoma y el plan de analisis
histologico en cuatro zonas de interés: 1. Tumor adyacente a la retina no neoplasica, 2. Tumor central, 3
Tumor periférico y 4. Nervio éptico (region pre laminar, laminar y post laminar).
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7 RESULTADOS

7.1Casos incluidos
Se incluyeron 12 casos de retinoblastoma de los cuales se muestra la

informacion clinico-demografica en la Tabla 2.

Tabla 2. Lista de casos e informacion clinico-demografica de cada uno.

Numero Edad Género Lateralidad

de caso (meses)
1 24 F Uni
2 18 F Bil
3 26 M Uni
4 48 M Bil
5 6 M Uni
6 36 F Uni
7 13 M Bil
8 17 M Uni
9 38 M Uni
10 14 M Uni
11 22 F Bil
12 25 F Uni

Abreviaturas: F= femenino, M= masculino, Uni= unilaterial, Bil= bilateral.

Los 12 casos se dividieron en dos grupos, bajo riesgo y alto riesgo, tras el

analisis de factores de alto riesgo realizado por un patélogo (Tabla 3).

Tabla 3. Lista de casos evaluados en el estudio.

Caso Coroides PLONI Borde Qx del nervio 6ptico Tipo de tumor
infiltrado
1 <3 mm NO Negativo Bajo riesgo
2 <3 mm NO Negativo Bajo riesgo
3 NO NO Negativo Bajo riesgo
4 >3mm NO Negativo Alto riesgo*
5 <3 mm NO Negativo Bajo riesgo
6 NO NO Negativo Bajo riesgo
7 <3mm Sl Negativo Alto riesgo
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8 >3mm Sl Negativo Alto riesgo

9 <3mm Sl Negativo Alto riesgo
10 >3mm Sl Negativo Alto riesgo
11 <3mm Sl Negativo Alto riesgo
12 >3mm Sl Negativo Alto riesgo

PLONI= Infiltracién Post Laminar al Nervio Optico; Qx= quirtrgico; *Al realizar el anélisis histologico

se determind que corresponde a un caso de alto riesgo.

7.2 Andlisis histoldgico de las inmunotinciones

Se analizaron las tinciones obtenidas de cada anticuerpo (resumen de la
informacion de los anticuerpos Anexo 1) para cada caso en estructuras neoplasicas,
asi como estructuras no neoplasicas. En total se obtuvieron 48 imagenes
digitalizadas, a continuacion, se describen e ilustran de manera general los
hallazgos panoramicos mas sobresalientes en estructuras no neoplasicas de cada
tincion y posteriormente, se describe detalladamente el proceso de analisis
realizado en las estructura tumorales.

Expresion de Nestina

La proteina de filamento intermedio Nestina se expresa en cuerpos y
prolongaciones de neuronas y otras células de la retina no neoplasica, en el
endotelio vascular, asi como en toda la region post laminar del nervio 6ptico (Figura
8).
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Figura 8. Expresion de Nestina (coloracion ocre-marrén) en células de estructuras no neoplasicas: a) Retina no
neoplésica, se observan abundantes prolongaciones celulares y las puntas de flecha sefialan dos cuerpos
celulares tenidos y b) Region post laminar del nervio éptico. Caso 5, amplificacién 20x.

En cuanto a la expresion de Nestina en las células del tejido tumoral, también
se observan prolongaciones celulares revelando estructuras arborescentes y
algunos cuerpos celulares en el endotelio vascular (Figura 9) y particularmente en
células alrededor de los vasos sanguineos tanto arteriolas como en arterias y
capilares (Figura 10).

28



Figura 9. Expresion de Nestina (colocacion marrén) en células del endotelio vascular del tumor. Caso
12, amplificacion 20x.

Figura 10. Expresién de Nestina (coloracion marrén) en células del tumor. a) Tumor central con cuerpos
celulares tefiidos (punta de flecha) y prolongaciones arborescentes (amplificacion 10x) y b-c) Expresién de
Nestina en células alrededor de vasos sanguineos del tumor (amplificaciéon 20x). Caso 10.
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Expresion de SOX2
El factor de transcripcion SOX2 se expresa en el nucleo de células con
capacidades de autorrenovacion, esta inmunotincion se observa en células de
estructuras oculares no neoplasicas tales como la retina, el nervio optico en la region
pre laminar, laminar y post laminar; y en el epitelio subcapsular del cristalino (Figura
11).

Figura 11. Expresion de SOX2 (coloracion marrén) en el nicleo de células de estructuras no neoplésicas: a)
retina, b) nervio 6ptico post laminar y c) epitelio subcapsular del cristalino. Caso 4, amplificacién 20x.

La expresion de SOX2 también se observa en el nacleo de las células

en el centro del tumor (Figura 12), particularmente rodeando vasos sanguineos.

Figura 12. Expresion de SOX2 a) en el nucleo de algunas células del centro
células perivasculares (rodeando arteriolas). Caso 5, amplificacion 20x.

Expresion de Ki-67
El factor de transcripcion Ki-67, a diferencia de Nestina y SOX2, no se
expresa en ninguna célula de las estructuras oculares no neoplasicas (Figura 13).
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Figura 13. El factor de transcripcién Ki-67 no se expresa en a) retina ni en b) nervio 6ptico. Caso 5
aumento 20x.

La inmunotincion de Ki-67 anicamente se observa en el nacleo de las
células tumorales en estado proliferativo, presente en el centro del tumor, asi como
en areas periféricas del tumor (Figura 14) y en células que infiltran el nervio éptico
(PLONI) (Figura 15).
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Figura 14. Expresion de Ki-67 (coloracion marrén) en el nucleo de células del a) centro del tumor y b) area
periférica. Caso 11, amplificacion 20x.
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Figura 15. Expresion de Ki-67 (coloracién marrén) a) en células tumorales que invaden el nervio éptico 5x y b)
amplificacion del recuadro marcado a 20x. Caso 11.

Expresion de NGFR
El Receptor del Factor de Crecimiento Nervioso (NGFR) se expresa
principalmente en prolongaciones celulares de las neuronas (axones y neuritas) de

la retina no neoplasica, asi como en los axones del nervio 6ptico (Figura 16).
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Figura 16. Expresion de NGFR (coloracion marrén) en células de a) la retina no neoplasica y b) el nervio
Optico region post laminar. Caso 5 aumento 20x.

Dentro del tumor viable, asi como en las areas perinecréticas no se observa
expresion de la proteina NGFR en células neoplasicas ni en células no neoplasicas.
En escasas areas excepcionales que se encuentran cercanas a la retina no
neoplasica, se observan algunas prolongaciones celulares inmunotefidas (Figura
17).

Figura 17. a) No se observa expresion de NGFR dentro del tumor viable; b) solo en areas excepcionales
cercanas a la retina no neoplasica hay prolongaciones celulares positivas (coloracion marrén, punta de flecha).
Caso 2, amplificacion 20x

33



7.3 Analisis histopatolégico
Este andlisis se basé primeramente en la busqueda de células Nestina+,

SOX2+, Ki-67+, NGFR+ tomando como punto de referencia su relacién con la
vasculatura intratumoral en las zonas de interés 1. Tumor adyacente a la retina, 2.
Tumor central y 3. Tumor periférico (Figura 18) descritas en materiales y métodos,

considerando los hallazgos reportados sobre la ubicacion de las CM en médula 6sea

y otros tipos de cancer.

Tumor adyacente a la

Tumor central Tumor periférico
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Figura 18. Identificacion de vasculatura tumoral (punta de flecha) en ejemplos de zonas de interés.
Caso 4, inmunotincién con anticuerpo anti Nestina, aumento 20x.

Al determinar las cuatro zonas de interés por triplicado en las cuatro

inmunotinciones de cada caso (Figura 19 y Anexo 2), su obtuvieron alrededor de

2304 observaciones.
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Figura 19. Fotografia panoramica del globo ocular para la seleccion de las zonas de interés. Aumentos
representativos: 1.1 Tumor adyacente la retina no neoplasica; 2.2 y 2.3 Centro de tumor viable; 3.1y 3.3 Areas
perinecroticas. Caso 9 inmunotincion de Nestina, barra=5mm, amplificacion 20x.

Al realizar un analisis comparativo entre las mismas zonas con los cuatro
diferentes marcadores, se observa un posible patrén de presencia de células
Nestina+ perivasculares que revelan estructuras filamentosas y arborescentes
correspondientes a una malla de extensiones celulares y de células SOX2+, cuya
tincidn es nuclear que también se encuentran en las células alrededor de los vasos
sanguineos. En la Figura 20 se muestran ejemplos de dicha relacion en una misma
zona del centro del tumor en distinto plano. Este patron no se repite en todos los

vasos sanguineos del tumor, principalmente en areas perinecréticas (Figura 21).
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Nestina

Figura 20. Expresion de Nestina en prolongaciones celulares alrededor de vasos sanguineos y
expresion de SOX2 en nucleos celulares en la misma region 20x.
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Figura 21. Vasos sanguineos de areas periféricas del tumor en los que no se observan células
Nestina+ ni células SOX2+ alrededor de los vasos sanguineos. Amplificacion 20x.

Ademas, se observa que en las zonas perivasculares tefiidas por Nestina y
SOX2, no se expresa el marcador de proliferacion celular Ki-67 en todas las células

gque se encuentran alrededor del vaso (Figura 22).
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Figura 22. Contraste entre las expresion de células SOX2+, Nestina+ y Ki-67-, region adyacente a la retina no
neoplasica

Se capturé una fotografia de cada una las zonas seleccionadas y la
informacién observada acerca de los posibles patrones de expresion se recopilé
caso por caso para cada una de las inmunotincinciones en formatos como el que se

ilustra en la Tabla 4 para su andlisis e interpretacion.

Tabla 4. Formato para el registro de datos de las observaciones utilizado para cada uno de los anticuerpos.

Caso Marcador
Células perivasculares Células no perivasculares
Region ID de region Tipo de vaso
Tumorales |Notumorales| Tumorales [No tumorales
Tumor 1.1
adyacente a 1.2
retina 1.3
Tumor 21
central 2.2
2.3
3.1
Tumor
ifari 3.2
eriférico
P 33
4.1
Nervio
dptico 4.2
i
P 43
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Los formatos se llenaron con 1 (presencia) y 0 (ausencia), puntuaciones que
fueron determinadas por la patdloga Maria de Lourdes Cabrera Mufioz, en cuatro
campos principales:

Células tumorales perivasculares
Células no tumorales perivasculares

Células tumorales no perivasculares

A

Células no tumorales no perivasculares

Ademas de sefialar de que tipo de vaso sanguineo se encuentra en la region a
analizar.

En la Tabla 5 se presenta un ejemplo de los datos obtenidos de las
observaciones de las inmunotinciones, para el Caso 1 inmunotinciéon con anti
Nestina, para la zona 1. Tumor adyacente a la retina no neoplasica hay células
perivasculares tumorales Nestina+ en 3/3 areas seleccionadas, Unicamente en 1/3
areas hay células perivasculares no tumorales Nestina+, también en 3/3 areas hay
células no perivasculares tumorales y no tumorales Nestina+. En la zona 1 se
encuentran arterias y capilares. De esta forma se pueden interpretar cada uno de

los campos de las tablas para cada anticuerpo utilizado.

Tabla 5. Ejemplo de puntuacion asignada al Caso 1, inmunotincion con anti Nestina

Caso 1 Nestina
Células perivasculares Células no perivasculares
Region ID de region Tipo de vaso
Tumorales |No tumorales| Tumorales |No tumorales
Tumor 1.1 1 0 1 1 Arteriola
adyacente a 1.2 1 1 1 1 Capilar
retina 1.3 1 0 1 1 Capilar
2.1 0 1 0 1 Arteriola
Tumor N
2.2 0 1 1 1 Capilar
central -
2.3 0 1 0 0 Capilar
3.1 1 0 0 0 Capilar
Tumor 3
. 3.2 1 0 0 1 Capilar
periférico -
3.3 1 0 0 1 Arteriola
. 4.1 0 1 0 1 Capilar
Nervio -
L. 4.2 0 1 0 1 Capilar
optico -
4.3 0 1 0 1 Capilar
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Debido a diferentes circunstancias como la fijacion del tejido y las diferentes

Tabla 6. Ejemplo de Caso con zonas de tejido no valorables. Caso 4. NV: Areas no valorables.

mas del 70% de todas las muestras fueron valorables.

Caso 4 Nestina
Células perivasculares Células no perivasculares
Region ID de region Tipo de vaso
Tumorales |Notumorales| Tumorales |No tumorales
Tumor 1.1 0 1 0 1 Capilar
adyacente a 1.2 1 1 1 1 Capilar
retina 1.3 0 1 1 1 Capilar
Tumor 2.1 0 1 0 1 Capilar
2.2 0 1 0 1 Capilar
central -
2.3 0 1 0 0 Capilar
Tumor 3.1 0 1 0 0 Capilar
. 3.2 0 1 0 1 Capilar
periférico -
3.3 0 1 0 1 Capilar
Nemvio 4.1 NV NV NV NV NV
Sptico 4.2 NV NV NV NV NV
P 4.3 0 1 0 1 Arteriay capilar
90 | ‘
80 ‘
__ 70
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@ 60
©
= 50
o m NV
2 40
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30
20
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Caso

profundidades de cada corte histolégico, en algunos casos no todas las zonas de
interés fueron encontradas, en los formatos de recopilacién de datos la o las areas
faltantes fueron llenadas con NV (No Valorable) (Tabla 6), por lo que se realiz6 un

analisis de calidad de las muestras (Figura 23) y se determiné que para este analisis

Figura 23. Calidad de muestras por caso. NV: porcentaje de areas de interés no valorables y V: porcentaje de
areas de interés valorables.
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Una vez que se determiné el puntaje de cada region, se observo que hay células
positivas para Nestina, SOX2 en regiones perivasculares, asi como en regiones no
perivasculares, es decir, hay expresién de estas proteinas en células que no se
encuentran rodeando los vasos sanguineos, sin embargo, la cantidad de las células
SOX2+ que no estan perivascularmente es menor que las que si se encuentran

rodeando a los vasos sanguineos.

Para la evaluacibn de la identificacion y localizacion de las células
mesenquimales, se tomaron en cuenta los siguientes criterios basados en la
literatura:

1. Células con localizacion perivascular
Células no tumorales positivas para Nestina
Células no tumorales positivas para NGFR

Células no tumorales positivas para SOX2

o b~ 0N

Células no tumorales negativas para Ki-67

Para lograr un acercamiento cuantitativo a la evaluacion de las inmunotinciones,
se sumo el puntaje obtenido del tumor adyacente a la retina no neoplasica (zona 1),
tumor central (zona 2), tumor periférico (zona 3) y region pre laminar del nervio
optico (zona 4.1) de las regiones perivasculares, y se obtuvo el promedio respecto
a las zonas valorables obteniendo la siguiente tabla del porcentaje de zonas con

células perivasculares no tumorales positivas para Nestina, SOX2 y Ki-67 (Tablas 7
y 8).
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Tabla 7. Ejemplo de porcentaje de areas positivas para Nestina respecto a las areas valorables. Caso

1.
Caso 1l Mestina
Células perivasculares
Region ID de region
Tumorales |No tumorales
Tumor 1.1 1 0
adyacente a 1.2 1 1
retina 1.3 1 0
2.1 0 1
Tumor
2.2 0 1
central
2.3 0 1
3.1 1 0
Tumor
e 3.2 1 0
periférico
3.3 1 0
Mervio
. 4.1 0 1
optico
Suma de
] 6 5
puntaje
Areas
10 10
valorables
Porcentaje 60 50

Tabla 8. Ejemplo de porcentaje de areas positivas para Nestina respecto a las areas valorables. Caso

4.
Caso 1 Mestina
Células perivasculares
Region ID de region
Tumorales |Mo tumorales
Tumor 1.1 0 1
adyacente a 1.2 1 1
retina 1.3 0 1
Tumor 2.1 0 1
2.2 0 1
central
2.3 0 1
Tumor 3.1 0 1
e . 3.2 0 1
periférico
3.3 0 1
Mervio
f .- 4.1 MY N
optico
Suma de
. 1 |
puntaje
Areas 5 5
valorables
Porcentaje 11 100
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Finalmente, el porcentaje de todos los casos se recopilo en la Tabla 9 que

tiene una escala de color de verde (100%) a rojo (0%).

Tabla 9. Porcentaje de zonas perivasculares positivas para Nestina, NGFR y Ki-67 en escala de color.
Verde: valor mas alto (100%) a rojo: valor mas bajo (0%).

Mestina % positivos SOX2 % positivos Ki67 % positivos

Tumaoral Mo tumoral |Tumoral Mo tumoral |Tumoral Mo tumoral

60.0 50.0 90.0 90.0 90.0

Nota: La inmunotincion de NGFR no fue tomada en cuenta para este analisis debido a que la tincién
fue negativa en el tumor.

En la Tabla 9 se observa en la escala de color de verde a rojo que la
expresion de Nestina y SOX2 en células no tumorales tiende a ser en la mayoria de
los casos en las regiones perivasculares y que Ki-67 no se expresa en células no
tumorales perivasculares.

En la Tabla 10 se determina el porcentaje de células positivas perivasculares
en el nervio Optico en las tres regiones (pre laminar, laminar y post laminar) de todos
los casos en una escala de color, donde se observa que en el nervio Optico también

hay células Nestina y SOX2 positivas, pero no son células con proliferacién activa.
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Tabla 10. Porcentaje de zonas perivasculares del nervio 6ptico positivas para Nestina, NGFR y Ki-67 en escala
de color. Verde: valor mas alto (100%) a rojo: valor mas bajo (0%).

Mestina % positivos | SOX2 % positivos | Ki67 % positivos

Tumoral | Notumoral] Twumoral | Notumoral] Tumoral | Notumoral

33.3
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8 DISCUSION

Para tratar de identificar a las células mesenquimales y con esto
probablemente el nicho de las células troncales dentro del retinoblastoma, se
utilizaron dos marcadores celulares que se han empleado en otros estudios: Nestina
y NGFR (CD271). Ademas, se incluy6 el marcador SOX2 porque es un factor de
transcripcion asociado a células troncales.

Los resultados cualitativos indican que la inmunotincion de la proteina
Nestina se expresa en células de la retina no neoplasica como ya se ha descrito con
anterioridad (75) y en distintas areas del tumor, principalmente en el tumor central
y en el tumor adyacente a la retina no neoplasica. De forma particular, la
inmunotincion revela estructuras celulares filamentosas y arborescentes, y en
algunos casos se pueden observar cuerpos celulares, que se encuentran rodeando
a la vasculatura del tumor, la expresién de Nestina ya se ha reportado en tumores
cerebrales de nifios (76), osteosarcoma (77), melanoma (78), entre otros.

Dentro de la retina no neoplasica también se observa la presencia de células
SOX2 positivas, principalmente en la capa nuclear interna que corresponde
tipicamente a los nucleos de las células de Muller (glia especializada) y tres tipos
de neuronas: bipolares, horizontales y amacrinas (79). La expresion del factor de
transcripcion SOX2 recientemente ha sido reportada como marcador de CSC ya
que se ha observado una poblacion de células SOX2 positivas propagan el
desarrollo del meduloblastoma (80). La inmunotincién de SOX2 en retinoblastoma
permite observar de forma clara los nucleos de las células que se encuentran en el
tumor adyacente a la retina no neoplasica, tumor central y en algunas de las areas
periféricas del tumor, con arreglos particulares alrededor de los vasos sanguineos
al igual que las CM (72).

El analisis cualitativo de la expresion de Nestina y SOX2 indica una posible
asociacion entre las células Nestina+ y las células SOX2+ que se encuentran
rodeando la vasculatura en retinoblastoma. Este fendmeno se identifica
principalmente en el tumor adyacente a la retina no neoplasica y el centro del tumor
viable de las regiones analizadas de los 12 casos. En el tumor periférico este patron

Nno es consistente.
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El analisis cuantitativo también muestra la tendencia de que la mayoria de
las regiones perivasculares son células no tumorales positivas para Nestina y Sox2,
y negativas para Ki-67.

La expresion del factor de transcripcion Ki-67 muestra la capacidad
proliferativa del mayor porcentaje de las células tumorales, sin embargo, no se
expresa en todas las células cercanas alrededor de la vasculatura (Figura 14), lo
que apoya a la teoria de la presencia de células con caracteristicas troncales, ya
gue estas tienen tasas proliferativas bajas (81).

En el analisis cuantitativo sobre la expresion de los marcadores en el nervio
Optico muestra la presencia de células que expresan Nestina y Sox2 sin embargo,
la mayoria de las regiones son negativas para Ki-67, es decir, no son células propias
del tumor, a excepcion de los casos del grupo de alto riesgo de metastasis con
infiltracion de células tumorales en los diferentes segmentos del nervio optico, por
lo que es posible que el nervio Optico albergue estas células de forma normal y
correspondan a ceélulas gliales.

Finalmente, la inmunotincion de NGFR UuUnicamente se observa en
prolongaciones celulares de las neuronas ganglionares principalmente de la retina
no neoplasica y alrededor de escasos vasos sanguineos que se encuentran
especialmente cercanos a la retina no neoplasica por lo que podrian considerarse
como parte de ella, ya que se ha observado que NGFR se expresa en células gliales
y fibras neurales de la retina (82). La inmunotincion de NGFR no se expresa en
estructuras celulares del tumor similares a las que se tifien con Nestina.

La intencién de incluir casos de alto y bajo riesgo metastasico fue determinar
si existe 0 no una relacion entre la presencia de las células mesenquimales y la
agresividad del tumor, sin embargo, no se observé algun patron de diferencia entre
de los dos grupos (ver Anexo 3) pero la asociacion células Nestina+ y Sox2+ en
regiones perivasculares si es consistente en regiones vitales del tumor.

Los resultados presentados sugieren la localizacion del nicho de células
troncales, la relevancia de este trabajo es que contribuye a la determinacion del
nicho de origen del retinoblastoma y este conocimiento puede contribuir al
mejoramiento de terapias dirigidas, ya que como se ha mencionado, la presencia

de células troncales dentro de otros tumores malignos se relaciona a un mayor
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riesgo de metastasis, resistencia a las terapias y recaidas debido a que las terapias
tipicas van dirigidas principalmente a células tumorales y no precisamente a células

troncales.

Limitantes
Una de las principales limitantes de este estudio fue la dificultad de obtencién

de cortes histolégicos secuenciales debido a la pérdida durante el proceso de
inmunotincion y el agotamiento de los blogues de los casos lo que dificultd la
localizacion de las mismas regiones en cada una de las inmunotinciones. La
estrategia que se propone para resolver este problema es la realizacion de dos o
mas inmunotinciones en el mismo corte histolégico (inmunotinciones de
colocalizacion). Las inmunotinciones de colocalizacion consisten en utilizar dos
enzimas reportadoras distintas asociadas al anticuerpo secundario, entre las mas
comunes se encuentra la peroxidasa que reacciona con diaminobenzidina y
perdxido de hidrogeno dando un precipitado color marrén; y la fosfatasa alcalina
gue al ser activada se generan fenoles que reaccionan con sales de Diazonio que
pueden dar coloraciones azules o rojizas (83) obteniendo asi dos colores distintos
correspondientes a dos marcadores de interés. También se pueden utilizar otras

técnicas como inmunofluorescencia.
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9 CONCLUSION

El hallazgo més importante para reportar de este estudio es la presencia de
células Nestina positivas con morfologia arborescente dentro del retinoblastoma con
un arreglo especial rodeando vasos sanguineos.

La localizacion de las células que expresan Nestina puede estar asociada a
la localizacion de las células que expresan el marcador de células troncales del
cancer SOX2 y al encontrarse estos marcadores alrededor de la vasculatura se
sugiere una aproximacion de la ubicacion al nicho de origen del tumor.

En este estudio considerando 12 casos, no se observo una diferencia de
expresion de células Nestina+ con el riesgo histologico de metastasis en
retinoblastoma.

El Receptor del Factor de Crecimiento Nervioso es una marcador que no se
expresa en las células tumorales y no tumorales en nuestra serie, por lo tanto, no

fue de utilidad para identificar células mesenquimales en retinoblastoma.

10 PERSPECTIVAS

Continuar con la busqueda y determinacion de las células mesenquimales
dentro del retinoblastoma utilizando otros marcadores reportados para la
identificacion de células mesenquimales.

Utilizar otras técnicas para detectar la expresién de los marcadores como
tinciones dobles para colocalizaciéon por Inmunohistoquimica y/o emplear técnicas

de inmunofluorescencia.
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Anexo 1. Resumen de los anticuerpos utilizados

Anticuerpo

Anti-Nestina

Anti-Receptor del
Factor de
Crecimiento
Nervioso

Anti-SOX2

Anti-Ki-67

Tipo

Monoclonal

Monoclonal

Monoclonal

Monoclonal

Localizacion

Citoesqueleto

Membrana

Nucleo

Nucleo

Informacion

Nestina es una proteina de filamento
intermedio utilizada como marcador neuronal, se ha
reportado como identificador de  Células
Mesenquimales.

El Receptor del Factor de Crecimiento
Nervioso es una glicoproteina que atraviesa la
membrana de células ampliamente utilizada como
marcador de Células Mesenquimales.

La proteina SOX2 es un factor de
transcripcion importante en el mantenimiento de la
pluripotencialidad de las células troncales, es
utilizado como marcador de células troncales del
cancer.

Ki-67 es una proteina nuclear presente en
todas las etapas del ciclo celular, es utilizada como
marcador de células en estado proliferativo o
células tumorales.
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Anexo 2. Selecciéon de zonas de interés de 12 casos de retinoblastoma evaluados.

Caso 1
Nestina NGFR
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NGFR

Nestina
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Caso 3

Nestina
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Caso 4
Nestina
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Caso 11
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Caso 12
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Anexo 3. Tablas de datos

Caso 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
Tipo de - I - : - - ) : . ) . )
tumor Bajo riesgo |Bajo riesgo |Bajoriesgo [Altoriesgo |Bajoriesgo |Bajo riesgo |Altoriesgo |Altoriesgo [Altoriesgo |Altoriesgo |Altoriesgo |Alto riesgo
NV=No Valorable
Caso 1 Nestina NGFR SOX2 Ki-67
Células perivasculares Células no perivasculares Células perivasculares Células no perivasculares Células perivasculares Células no perivasculares Células perivasculares Células no perivasculares
Regién ID de regién Tipo de vaso Tipo de vaso Tipo de vaso Tipo de vaso
Tumorales |No tumorales| Tumorales [Notumorales Tumorales |No tumorales| Tumorales [Notumorales Tumorales |Notumorales| Tumorales [Notumorales Tumorales [Not I I No I
Tumor 11 1 0 1 1 Arteriola 0 0 0 0 Arteriola 1 1 1 0 Arteriola 1 0 1 0 Arteriola
adyacente a 12 1 1 1 1 Capilar 0 0 0 0 Capilar 1 1 1 1 teriolay capi 1 0 1 0 Capilar
retina 13 1 0 1 1 Capilar 0 0 0 0 Capilar 1 1 1 1 teriolay capi 1 0 1 0 Capilar
Tumor 2.1 0 1 0 1 Arteriola 0 0 0 0 Arteriola 1 1 1 1 Arteriola 1 0 1 0 Arteriola
central 22 0 1 1 1 Capilar 0 0 0 0 Capilar 1 1 1 1 Capilar 1 0 1 0 Capilar
2.3 0 1 0 0 Capilar 0 0 0 0 Capilar 1 1 1 1 Capilar 1 0 1 0 Capilar
Tumor 3.1 1 0 0 0 Capilar 0 0 0 0 Capilar 0 0 1 0 Capilar 1 0 1 0 Capilar
periférico 3.2 1 0 0 1 Capilar 0 0 0 0 eriolay capil 1 1 1 1 Capilar 1 0 1 0 eriolay capil
3.3 1 0 0 1 Arteriola 0 0 0 0 Capilar 1 1 1 1 Capilar 1 0 1 0 eriolay Capi
Nervio 4.1 0 1 0 1 Capilar 0 0 0 1 NO 1 1 1 1 Arteriola 0 1 0 1 Capilar
6ptico 4.2 0 1 0 1 Capilar 0 0 0 1 Capilar 1 1 1 1 Arteriola 0 0 0 1 Capilar
4.3 0 1 0 1 Capilar 0 0 0 1 Capilar 0 1 0 1 Capilar 0 0 0 1 Capilar
Caso 2 Nestina NGFR SOX2 Ki-67
Células perivasculares Células no perivasculares Células perivasculares Células no perivasculares Células perivasculares Células no perivasculares Células perivasculares Células no perivasculares
Regién ID de regi6n Tipo de vaso Tipo de vaso Tipo de vaso Tipo de vaso
Tumorales [No tumorales| Tumorales [No tumorales Tumorales [No tumorales| Tumorales |No tumorales Tumorales [No tumorales| Tumorales |No tumorales Tumorales |Not I Not
Tumor 1.1 0 1 0 1 eriolay Capl| 0 0 0 0 Capilar 0 0 0 1 NO 1 0 1 0 Capilar
adyacente a 1.2 0 1 1 1 Capilar 0 0 0 0 Capilar 0 0 0 1 NO 1 0 1 0 Capilar
retina 1.3 0 0 0 1 NO 0 0 0 1 Capilar 0 1 0 1 Capilar 1 0 1 0 Capilar
Tumor 2.1 0 0 1 1 Capilar 0 0 0 0 Capilar 0 0 1 1 NO NV NV NV NV NV
central 2.2 0 1 1 1 Capilar 0 0 0 1 Capilar 0 1 1 1 Capilar NV NV NV NV NV
23 0 1 0 1 Arteriola 0 1 0 1 Capilar 0 1 1 1 Capilar 1 0 1 0 Capilar
Tumor 3.1 0 1 0 0 Capilar 0 0 0 0 Capilar 0 0 0 0 NO 1 0 1 0 Capilar
periférico 3.2 0 0 0 0 Capilar 0 1 0 0 Capilar 0 0 0 0 Capilar 1 0 1 0 Capilar
3.3 0 1 1 0 Capilar 0 0 0 0 Capilar 0 0 0 0 Capilar 1 0 1 0 Capilar
Nervio 4.1 NV NV NV NV NV NV NV NV NV NV NV NV NV NV NV NV NV NV NV NV
éptico 4.2 NV NV NV NV NV NV NV NV NV NV NV NV NV NV NV NV NV NV NV NV
4.3 0 1 0 1 rteriay capil 0 0 0 1 rteria y capil 0 1 0 1 rteria y capil 0 0 0 0 Capilar
Caso 3 Nestina NGFR SOX2 Ki-67
Células perivasculares Células no perivasculares Células perivasculares Células no perivasculares Células perivasculares Células no perivasculares Células perivasculares Células no perivasculares
Region ID de region Tipo de vaso Tipo de vaso Tipo de vaso Tipo de vaso
Tumorales |No tumorales| Tumorales [No tumorales Tumorales |No tumorales| Tumorales |No tumorales| Tumorales |Notumorales| Tumorales |No tumorales| Tumorales |No tumorales| Tumorales |No tumorales
Tumor 1.1 0 1 1 1 Capilar NV NV NV NV NV 0 1 1 1 rteria y capil 1 0 1 0 Capilar
adyacente a 1.2 0 1 0 1 Capilar NV NV NV NV NV 0 1 1 1 Capilar 1 0 1 0 Capilar
retina 1.3 0 1 1 1 Capilar 0 0 0 0 Capilar 0 0 1 1 Capilar NV NV NV NV NV
Tumor 2.1 0 1 0 1 Capilar 0 0 0 0 Capilar 1 1 0 1 Arteriola 1 0 1 0 eriolay capil
central 2.2 0 1 1 1 rteria y capil 0 0 0 0 Capilar 1 1 1 1 Arteriola 1 0 1 0 Arteriola |
2.3 0 1 0 1 Capilar 0 1 0 0 Capilar 1 1 1 1 teriolay capi 1 0 1 0 Capilar |
Tumor 3.1 0 1 0 1 Arteria 0 0 0 0 Arteria 0 0 1 1 Capilar 1 1 1 1 rteriola Capil:
periférico 3.2 0 1 0 1 rteria y capil 0 0 0 0 Capilar 1 1 1 1 Capilar 1 1 1 0 eriolay capil
3.3 0 1 0 1 Arteria 0 0 0 1pc Arteria 1 1 1 1 Capilar 1 1 1 1 Capilar
Nervio 4.1 1 1 1 1 Capilar NV NV NV NV NV 1 1 1 1 Capilar 1 1 1 1 Capilar
6ptico 4.2 0 1 0 1 Capilar NV NV NV NV NV 0 1 0 1 Capilar 0 0 0 1 Capilar
4.3 0 1 0 1 Irteria y capil 0 0 0 1 rteria y capil 0 1 0 1 rteria y capil 0 0 0 1 rteria y capil:
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Caso 4 Nestina NGFR SOX2 Ki-67
Células perivasculares Células no perivasculares Células perivasculares Células no perivasculares Células perivasculares Células no perivasculares Células perivasculares Células no perivasculares
Region ID de region Tipo de vaso Tipo de vaso Tipo de vaso Tipo de vaso
Tumorales |No tumorales| Tumorales [No tumorales Tumorales |No tumorales| Tumorales |No tumorales| Tumorales |Notumorales| Tumorales |No tumorales| Tumorales |Noti I No I
Tumor 1.1 0 1 0 1 Capilar 0 1 0 0 Capilar 1 0 0 1 Capilar 1 0 1 0 Capilar
adyacente a 1.2 1 1 1 1 Capilar 0 0 0 0 Capilar 1 0 1 1 Capilar 1 0 1 0 Capilar
retina 13 0 1 1 1 Capilar 0 1 0 0 Capilar 1 0 1 1 Capilar 1 0 1 0 Capilar
Tumor 2.1 0 1 0 1 Capilar 0 0 0 0 Capilar 0 0 0 0 Capilar 1 0 1 0 Capilar
central 2.2 0 1 0 1 Capilar 0 0 0 0 Capilar 0 0 0 0 Capilar 1 0 1 0 Capilar
2.3 0 1 0 0 Capilar 0 0 0 0 Capilar 0 0 0 0 Capilar 1 0 1 0 Capilar
Tumor 3.1 0 1 0 0 Capilar 0 0 0 0 Capilar 0 0 0 0 Capilar 1 0 1 0 Capilar
periférico 3.2 0 1 0 1 Capilar 0 0 0 0 Capilar 0 0 0 0 Capilar 1 0 1 0 Capilar
3.3 0 1 0 1 Capilar 0 0 0 0 Capilar 0 0 0 0 Capilar 1 0 1 0 Capilar
Nervio 4.1 NV NV NV NV NV NV NV NV NV NV NV NV NV NV NV NV NV NV NV NV
6ptico 4.2 NV NV NV NV NV NV NV NV NV NV NV NV NV NV NV NV NV NV NV NV
4.3 0 1 0 1 rteria y capil 0 0 0 1 rteria y capil 0 1 0 1 Capilar NV NV NV NV NV
Caso 5 Nestina NGFR SOX2 Ki-67
Células perivasculares Células no perivasculares Células perivasculares Células no perivasculares Células perivasculares Células no perivasculares Células perivasculares Células no perivasculares
Regién ID de regi6n Tipo de vaso Tipo de vaso Tipo de vaso Tipo de vaso
Tumorales [No tumorales| Tumorales [No tumorales Tumorales [Notumorales| Tumorales |[No tumorales Tumorales [Notumorales| Tumorales |No tumorales Tumorales |Not I Not I
Tumor 1.1 1 1 0 1 Capilar 0 0 0 0 Capilar 0 1 1 1 Capilar 1 0 1 0 Capilar
adyacente a 1.2 0 1 0 1 Capilar 0 0 0 0 Capilar 1 1 1 1 Capilar 1 0 1 0 Capilar
retina 13 1 1 1 1 Capilar 0 0 0 0 Capilar 1 1 0 1 Capilar 1 1 1 0 Capilar
rumor 2.1 1 1 1 1 Capilar 0 0 0 0 Capilar 0 1 1 1 Capilar 1 0 1 0 Capilar
central 2.2 0 1 0 1 Capilar 0 0 0 0 Capilar 1 1 1 1 Capilar 1 0 1 0 Capilar
2.3 0 1 0 1 Capilar 0 0 0 0 Capilar 1 1K 1 1K Capilar 0 0 1 0 Capilar
Tumor 3.1 1 0 0 1 Capilar 0 0 0 0 Capilar 1 1 1 1 Capilar 1 0 1 0 Capilar
periférico 3.2 0 1 0 1 Capilar 0 0 0 0 Capilar 0 0 1 1 Capilar 1 0 1 0 Capilar
3.3 0 1 1 1 Capilar 0 0 0 0 Capilar 1 1 0 0 Capilar 1 0 1 0 Capilar
Nervio 4.1 0 1 0 1 Capilar 0 0 0 1 Capilar 0 1 0 1 Capilar 0 0 0 0 Capilar
6ptico 4.2 0 1 0 1 Capilar NV NV NV NV NV 0 1 0 1 Capilar NV NV NV NV NV
4.3 0 1 0 1 Capilar 0 0 0 1 Capilar NV NV NV NV NV 0 0 0 0 Capilar
Caso 6 Nestina NGFR SOX2 Ki-67
Células perivasculares Células no perivasculares Células perivasculares Células no perivasculares Células perivasculares Células no perivasculares Células perivasculares Células no perivasculares
Regién ID de regién Tipo de vaso Tipo de vaso Tipo de vaso Tipo de vaso
Tumorales [No tumorales| Tumorales |No tumorales Tumorales |No tumorales| Tumorales |No tumorales| Tumorales |Notumorales| Tumorales |No tumorales| Tumorales |Noti I No I
Tumor 11 1 1 1 1 Capilar 0 0 0 1 Capilar 1 1 1 1 Capilar 1 0 1 0 Capilar
adyacente a 1.2 NV NV 1 1 No 0 0 0 0 Capilar 1 0 1 0 Capilar 1 0 1 0 Capilar
retina 13 NV NV 0 1 No 0 0 0 0 Capilar 1 0 1 0 Capilar 1 0 1 0 Capilar
Tumor 2.1 0 1 0 1 rteria y capil 0 1 0 0 Capilar 1 0 0 0 Arteriola 1 0 1 0 Arteriola
| 2.2 0 1 1 1 rteriay capil 0 0 0 0 Capilar 1 1 1 1 Arteriola 1 0 1 0 Arteriola
centra 23 0 1 1 1 |eriay capil 0 0 0 0 Capilar 0 1 1 1 Capilar 0 1 1 1 Capilar
Tumor 3.1 0 1 0 0 rteria y capil 0 0 0 0 teriolay capi 0 1 0 0 Arteriola 1 0 1 0 Arteriola
periférico 3.2 0 0 0 1 Arteriola 0 0 0 0 Arteriola 1 0 1 0 Arteriola 1 0 1 0 Arteriola
3.3 0 1 0 1 Capilar 0 0 0 0 Capilar 1 1 1 1 Arteriola 1 0 1 1 Arteriola
Nervio 4.1 0 1 0 1 Capilar 0 0 0 1 Capilar NV NV NV NV NV 0 0 0 1 Capilar
- 4.2 0 1 0 1 Capilar 0 0 0 1 Capilar NV NV NV NV NV 0 1 0 0 Capilar
optico 43 0 1 0 1 Capilar 0 0 0 1 Capilar NV NV NV NV NV 0 0 0 0 Capilar
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Caso7 Nestina NGFR SOX2 Ki-67
Células perivasculares Células no perivasculares Células perivasculares Células no perivasculares Células perivasculares Células no perivasculares Células perivasculares Células no perivasculares
Region ID de region Tipo de vaso Tipo de vaso Tipo de vaso Tipo de vaso
Tumorales |No tumorales| Tumorales [No tumorales Tumorales |No tumorales| Tumorales |No tumorales| Tumorales |Notumorales| Tumorales |No tumorales| Tumorales |Noti I No I
Tumor 11 NV NV NV NV NV NV NV NV NV NV NV NV NV NV NV NV NV NV NV NV
adyacente a 12 NV NV NV NV NV NV NV NV NV NV NV NV NV NV NV NV NV NV NV NV
retina 13 NV NV NV NV NV NV NV NV NV NV NV NV NV NV NV NV NV NV NV NV
Tumor 2.1 1 1 1 1 eriolay capi 0 0 0 0 Capilar 1 1 1 1 Capilar 0 0 1 0 Capilar
central 2.2 1 1 1 1 Capilar 0 0 0 0 Capilar 0 1 1 1 Capilar 0 0 1 0 Capilar
2.3 1 1 1 1 Capilar 0 0 0 0 Capilar 0 1 1 1 Capilar 0 0 1 0 NO
Tumor 3.1 1 1 1 1 Capilar 0 0 0 0 Capilar 0 1 1 1 Capilar 0 0 1 0 NO
periférico 3.2 0 1 1 1 Capilar 0 0 0 0 Capilar 0 0 1 1 Capilar 1 0 1 0 Capilar
3.3 0 1 1 1 Capilar 0 0 0 0 Capilar 1 1 1 1 Capilar 1 0 1 0 Capilar
Nervio 4.1 0 1 1 1 Capilar 0 0 0 1 Capilar 1 1 1 1 Capilar 1 0 1 0 Capilar
6ptico 4.2 1 1 1 1 Capilar 0 0 0 0 Capilar 1 1 1 1 Capilar 0 1 1 1 Capilar
4.3 0 1 1 1 Capilar 0 0 0 1 Capilar 1 1 1 1 Capilar 0 0 1 1 Capilar
Caso 8 Q092285 Nestina NGFR SOX2 Ki-67
Células perivasculares Células no perivasculares Células perivasculares Células no perivasculares Células perivasculares Células no perivasculares Células perivasculares Células no perivasculares
Regién ID de regién Tipo de vaso Tipo de vaso Tipo de vaso Tipo de vaso
Tumorales [No tumorales| Tumorales |No tumorales Tumorales |No tumorales| Tumorales |No tumorales| Tumorales |Notumorales| Tumorales |No tumorales| Tumorales |No ti I Not I
Tumor 1.1 0 1 1 1 Capilar 0 0 0 0 Capilar 0 1 1 1 Capilar 0 0 0 0 Capilar
adyacente a 1.2 0 0 1 1 NO 0 0 0 0 Capilar 0 1 1 1 Capilar 0 0 0 0 Capilar
retina 13 NV NV NV NV NV NV NV NV NV NV NV NV NV NV NV NV NV NV NV Capilar
Tumor 2.1 0 1 1 1 Arteriola 0 0 0 0 Capilar 1 1 1 1 Capilar 1 0 1 0 Arteriola
central 2.2 1 1 1 1 Capilar 0 0 0 0 Capilar 1 1 1 1 Capilar 0 0 0 0 Capilar
2.3 0 1 1 1 Capilar 0 0 0 0 Arteriola 0 1 1 1 Arteriola 1 0 1 0 Arteriola
rumor 3.1 0 1 1 1 Capilar 0 0 0 0 Capilar 0 1 1 1 Arteriola 0 0 0 0 Capilar
periférico 3.2 0 1 0 1 Capilar 0 0 0 0 Capilar 0 0 1 1 Capilar 0 0 0 0 Capilar
3.3 0 1 0 1 Capilar 0 0 0 0 Capilar 0 0 1 1 Capilar 0 0 0 0 Capilar
Nervio 4.1 0 1 0 1 Capilar 0 0 0 0 Capilar 1 1 1 1 Capilar 0 0 0 0 Capilar
6ptico 4.2 0 1 0 1 Capilar 0 0 0 0 Capilar 1 1 1 1 Capilar 0 0 0 0 Capilar
4.3 0 1 0 1 Capilar 0 0 0 1 Capilar 0 1 0 1 Capilar 0 0 0 0 Capilar
Caso 9 Nestina NGFR SOX2 Ki-67
Células perivasculares Células no perivasculares Células perivasculares Células no perivasculares Células perivasculares Células no perivasculares Células perivasculares Células no perivasculares
Regién ID de regién Tipo de vaso Tipo de vaso Tipo de vaso Tipo de vaso
Tumorales [No tumorales| Tumorales [No tumorales Tumorales [Notumorales| Tumorales |No tumorales Tumorales [No tumorales| Tumorales |Notumorales Tumorales |Not Not
Tumor 11 0 1 0 1 Arteriola 0 0 0 1 Capilar 0 1 1 1 Arteriola 1 0 1 0 Capilar
adyacente a 1.2 NV NV NV NV NV NV NV NV NV NV NV NV NV NV NV NV NV NV NV NV
retina 1.3 NV NV NV NV NV NV NV NV NV NV NV NV NV NV NV NV NV NV NV NV
Tumor 2.1 0 0 0 1 Arteriola 0 0 0 0 Arteriola 0 1 1 1 Arteriola 1 0 1 0 Arteriola
central 2.2 0 0 1 1 Arteriola 0 0 0 0 Arteriola 0 1 1 1 Arteriola 1 0 1 0 Arteriola
2.3 0 0 0 1 Capilar 0 0 0 0 Arteriola 1 0 1 1 Capilar 1 0 1 0 Capilar
Tumor 3.1 0 1 1 1 Capilar 0 0 0 0 Capilar 0 1 1 1 Capilar 1 0 1 0 Arteriola
periférico 3.2 0 0 0 1 Capilar 0 0 0 0 Capilar 0 0 1 1 Capilar 1 0 1 0 Capilar
3.3 0 0 1 1 Capilar 0 0 0 0 Capilar 0 0 0 0 Capilar 1 0 1 0 Capilar
Nervio 4.1 0 0 0 1 Capilar 0 0 0 0 Capilar 1 1 1 1 Capilar 1 0 1 0 Capilar
6ptico 4.2 0 0 0 1 Capilar 0 0 0 0 Capilar 0 1 1 1 Capilar 0 0 1 1 Capilar
4.3 0 1 0 1 Irteria y capil 0 0 0 1 rteria y capil 0 1 0 1 rteria y capil 0 0 0 1 Capilar
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Caso 10 Nestina NGFR SOX2 Ki-67
Células perivasculares Células no perivasculares Células perivasculares Células no perivasculares Células perivasculares Células no perivasculares Células perivasculares Células no perivasculares
Region ID de region Tipo de vaso Tipo de vaso Tipo de vaso Tipo de vaso
Tumorales |No tumorales| Tumorales [No tumorales Tumorales |No tumorales| Tumorales |No tumorales| Tumorales |Notumorales| Tumorales |No tumorales| Tumorales |Noti I I No I
Tumor 1.1 1 1 0 1 Capilar 0 0 0 0 Capilar 1 1 1 1 Capilar 1 0 1 0 Capilar
adyacente a 1.2 1 1 0 1 Capilar 0 0 0 0 Capilar 0 1 0 0 Capilar 1 1 1 0 Capilar
retina 13 NV NV NV NV NV NV NV NV NV NV NV NV NV NV NV NV NV NV NV NV
Tumor 2.1 0 1 1 1 Capilar 0 0 0 0 Capilar 1 1 1 1 Capilar 1 0 1 0 Capilar
central 2.2 0 1 1 1 Capilar 0 0 0 0 Capilar 1 1 1 1K Capilar 1 0 1 0 Capilar
2.3 1 1 0 1 Arteriola 0 0 0 0 Arteriola 1 1 1 1K Arteriola 1 0 1 0 Arteriola
Tumor 3.1 1 0 0 1 Capilar 0 0 0 0 Capilar 0 1 1 1 Capilar 1 0 1 0 Capilar
periférico 3.2 1 1 0 1 Capilar 0 0 0 0 Capilar 0 0 0 1 Capilar 1 0 1 0 Capilar
3.3 1 1 1 1 Capilar 0 0 0 0 Capilar 1 1 1 1 Capilar 1 0 1 0 Capilar
Nervio 4.1 0 0 1 1 NO 0 0 0 0 NO 1 1 1 1 Capilar 0 0 1 0 Capilar
6ptico 4.2 0 1 0 1 Capilar 0 0 0 1 Capilar 0 0 1 1 Capilar 0 0 1 1 Capilar
4.3 0 1 0 1 Capilar 0 0 0 1 Capilar 0 1 0 1 Capilar 0 0 0 0 Capilar
Caso 11 Nestina NGFR SOX2 Ki-67
Células perivasculares Células no perivasculares Células perivasculares Células no perivasculares Células perivasculares Células no perivasculares Células perivasculares Células no perivasculares
Regién ID de region Tipo de vaso Tipo de vaso Tipo de vaso Tipo de vaso
Tumorales [No tumorales| Tumorales [No tumorales Tumorales [No tumorales| Tumorales |[No tumorales Tumorales [No tumorales| Tumorales |Notumorales Tumorales |No tumorales| Tumorales |No tumorales
Tumor 1.1 1 1 1 1 Capilar 0 0 0 0 Capilar 1 1 1 1 Capilar 1 0 1 0 Capilar
adyacente a 12 NV NV NV NV NV NV NV NV NV NV NV NV NV NV NV NV NV NV NV NV
retina 1.3 NV NV NV NV NV NV NV NV NV NV NV NV NV NV NV NV NV NV NV NV
2.1 0 1 0 1 Arteriola 0 0 0 0 Capilar 1 1 1 1 Capilar 1 0 1 0 Arteriola
Tumor 2.2 1 1 1 1 Arteriola 0 0 0 0 Capilar 1 1 1 1 Capilar 1 0 1 0 Capilar
central 23 1 1 1 1 Arten.ulay 0 0 0 0 Arterlvolay 1 1 1 1 Arterllolay 1 0 1 o eriolay capil
capilar capilar capilar
Tumor 3.1 0 1 0 1 Capilar 0 0 0 0 Capilar 0 0 0 0 Capilar 1 0 1 0 Arteriola
periférico 3.2 1 1 1 1 Capilar 0 0 0 0 Capilar 0 1 1 1 Capilar 1 0 1 0 Capilar
33 0 0 0 1 Capilar 0 0 0 0 Capilar 0 0 1 0 Capilar 1 0 1 0 Capilar
. 4.1 1 1 1 1 Capilar 0 0 0 0 Capilar 1 1 1 1 Capilar 1 0 1 1 Capilar
2‘;’1’: 4.2 0 1 0 1 Capilar 0 0 0 1 Capilar 1 1 1 1 Capilar 1 1 1 1 Capilar
43 0 1 1 1 Capilar 0 0 0 1 Capilar 1 1 1 1 Capilar 1 1 1 1 Capilar
Caso 12 Nestina NGFR SOX2 Ki-67
Células perivasculares Células no perivasculares Células perivasculares Células no perivasculares Células perivasculares Células no perivasculares Células perivasculares Células no perivasculares
Region ID de region Tipo de vaso Tipo de vaso Tipo de vaso Tipo de vaso
Tumorales |No tumorales| Tumorales [No tumorales Tumorales |No tumorales| Tumorales |No tumorales| Tumorales |Notumorales| Tumorales |No tumorales| Tumorales |No tumorales| Tumorales |No tumorales
Tumor 11 NV NV NV NV NV NV NV NV NV NV NV NV NV NV NV NV NV NV NV NV
adyacente a 12 NV NV NV NV NV NV NV NV NV NV NV NV NV NV NV NV NV NV NV NV
retina 1.3 NV NV NV NV NV NV NV NV NV NV NV NV NV NV NV NV NV NV NV NV
Tumor 21 1 1 1 1 Arteriola 0 0 0 0 Arteriola 1 1 1 1 Arteriola 1 0 1 0 Arteriola
central 22 1 1 1 1 Capilar 0 0 0 0 Capilar 1 1 1 1 Capilar 1 0 1 0 Capilar
23 0 1 0 1 Capilar 0 0 0 0 Capilar 1 1 1 1 Capilar 1 0 1 0 Capilar
Tumor 3.1 0 1 0 1 Capilar 0 0 0 0 Capilar 1 1 1 1 Capilar 1 0 1 0 Capilar
periférico 3.2 0 0 0 0 Capilar 0 0 0 0 Capilar 1 1 0 0 Capilar 1 0 1 0 Capilar
3.3 0 1 0 1 Capilar 0 0 0 0 Capilar 0 1 1 1 Capilar 1 0 1 0 Capilar
Nervio 4.1 1 1 1 1 Capilar 0 0 0 0 Capilar 1 1 1 1 Capilar 1 0 1 0 Capilar
6ptico 4.2 NV 0 0 1 Capilar NV 0 0 0 Capilar NV 1 1 1 Capilar NV 0 1 1 Capilar
4.3 0 1 0 1 Capilar 0 0 0 0 Capilar 1 1 1 1 Capilar 1 0 1 1 Capilar
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Analisis de calidad

Porcentaje

Caso \' NV
1 100 0
2 79.17 20.83
3 89.58 10.42
4 81.25 18.75
5 93.75 6.25
6 91.67 8.33
7 75 25
8 91.67 8.33
9 83.34 16.66
10 94.44 5.56
11 83.33 16.67
12 72.92 27.08
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NV
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Resumen de las zonas 1. Tumor adyacente a la retina, 2. Tumor central, 3. Tumor periférico y 4. Nervio 6ptico en la region preliminar

Nestina + SOX2 + Ki67 + Nestina Valorables SOX2 Valorables Ki67 Valorables Nestina % positivos SOX2 % positivos Ki67 % positivos
Caso Tumoral | Notumoral| Tumoral |Notumoral| Tumoral | Notumoral| Tumoral | Notumoral| Tumoral [Notumoral| Tumoral [Notumoral| Tumoral |Notumoral| Tumoral |Notumoral| Tumoral | No tumoral
1 6 5 9 9 9 1 10 10 10 10 10 10 60.0 50.0 90.0 90.0 90.0 10.0
2 0 6 0 3 7 0 9 9 9 9 7 7 0.0 66.7 0.0 333 100.0 0.0
3 1 10 6 8 9 3 10 10 10 10 9 9 10.0 100.0 60.0 80.0 100.0 33.3
4 1 9 3 0 9 0 9 9 9 9 9 9 11.1 100.0 333 0.0 100.0 0.0
5 4 9 6 9 8 1 10 10 10 10 10 10 40.0 90.0 60.0 90.0 80.0 10.0
6 1 7 7 5 8 1 8 8 9 9 10 10 12.5 87.5 77.8 55.6 80.0 10.0
7 0 7 3 6 3 0 7 7 7 7 7 7 0.0 100.0 42.9 85.7 42.9 0.0
8 1 8 3 7 2 0 9 9 9 9 9 9 11.1 88.9 333 77.8 22.2 0.0
9 0 2 2 5 8 0 8 8 8 8 8 8 0.0 25.0 25.0 62.5 100.0 0.0
10 6 7 6 8 8 1 9 9 9 9 9 9 66.7 77.8 66.7 88.9 88.9 11.1
11 5 7 5 6 8 0 8 8 8 8 8 8 62.5 87.5 62.5 75.0 100.0 0.0
12 3 6 6 7 7 0 7 7 7 7 7 7 42.9 85.7 85.7 100.0 100.0 0.0

Porcentaje de zonas con células positivas para Nestina, SOX2 y Ki-67 con escala de color. Rojo (0%) y verde (100%).

Caso Nestina % positivos SOX2 % positivos Ki67 % positivos |
Tumoral |Notumnra| Tumoral INo tumoral |Tumoral No tumoral
1 60.0 50.0 90.0 90.0 9.0
2 66.7 333
3 60.0 80.0 333
4 333
5 40.0 90.0 60.0 80.0 80.0
6 87.5 77.8 55.6 80.0
7 42.9 85.7 4.9
8 88.9 333 718 2.2
S 25.0 250 62.5
10 66.7 77.8 66.7 88.9 88.9
11 62.5 87.5 62.5 75.0
12 429 85.7 85.7
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Resumen de la zona 4. Nervio 6ptico (Regién pre laminar, laminar y post laminar)

Puntaje del Nestina + SOX2 + Ki67 + Nestina Valorables SOX2 Valorables Ki67 Valorables Nestina % positivos SOX2 % positivos Ki67 % positivos

tumor Tumoral | Notumoral| Tumoral |Notumoral| Tumoral | Notumoral| Tumoral | Notumoral| Tumoral [Notumoral| Tumoral [Notumoral| Tumoral |Notumoral| Tumoral |Notumoral| Tumoral | No tumoral
1 1 3 2 3 0 1 3 3 3 3 3 3 33.3 100.0 66.7 100.0 0.0 33.3
2 0 1 0 1 0 0 1 1 1 1 1 1 0.0 100.0 0.0 100.0 0.0 0.0
3 1 3 1 2 1 3 3 3 3 3 3 3 33.3 100.0 33.3 66.7 33.3 100.0
4 0 1 0 1 0 0 1 1 1 1 0 0 0.0 100.0 0.0 100.0 NV NV
5 0 3 0 2 0 0 3 3 2 2 2 2 0.0 100.0 0.0 100.0 0.0 0.0
6 0 3 NV NV 0 1 3 3 NV NV 3 3 0.0 100.0 NV NV 0.0 33.3
7 1 3 3 3 1 1 3 3 3 3 3 3 33.3 100.0 100.0 100.0 33.3 33.3
8 0 3 2 3 0 0 3 3 3 3 3 3 0.0 100.0 66.7 100.0 0.0 0.0
9 0 1 1 3 1 0 3 3 3 3 3 3 0.0 33.3 33.3 100.0 33.3 0.0
10 0 2 1 2 0 0 3 3 3 3 3 3 0.0 66.7 33.3 66.7 0.0 0.0
11 1 3 3 3 3 2 3 3 3 3 3 3 33.3 100.0 100.0 100.0 100.0 66.7
12 1 2 2 3 2 0 2 3 2 3 2 3 50.0 66.7 100.0 100.0 100.0 0.0

Porcentaje de zonas con células positivas para Nestina, SOX2 y Ki-67 con escala de color. Rojo (0%) y verde (100%).

Nestina % positivos | SOX2 % positivos | Ki67 % positivos
Tumoral | No tumoral| Tumoral | Notumoral No tumoral
ZEE

NV

33
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