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Resumen

Las células madre de cancer (CSC) son las responsables del inicio y progresién del tumor. En cancer
colorrectal (CCR), la prominina o CD133 se ha postulado como un posible marcador que permitiria
detectarlas. Presentamos un estudio complementario sobre la detecciéon inmunohistoquimica de este
marcador en una coleccion de muestras de 123 pacientes de cancer de colon tipo mucinoso y
adenocarcinomatoso. Nuestros resultados demuestran que la expresién de CD133 en CCR se produce
preferentemente en la superficie luminal del epitelio de las gldndulas tumorales y que la expresion
citoplasmatica es poco frecuente y no suele estar asociada a expresion epitelial. Por otra parte, no
existe una correlacion significativa entre la expresién de CD133 y el tipo histoldgico del tumor cuando
se consideran los tipos adenocarcinoma y mucinoso aunque esta fue mas alta en adenocarcinoma.
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Abstract

Cancer stem cells (CSCs) are responsible for tumor initiation and progression. In colorectal cancer
(CRC), prominin or CD133 has been postulated as a possible marker that would make it possible to
detect them. We present a complementary study on the immunohistochemical detection of this
marker in a collection of 123 samples from patients with mucinous and adenocarcinoma colon cancer.
Our results show that the expression of CD133 in CCR occurs preferentially on the luminal surface of
the epithelium of tumor glands and that cytoplasmic expression is rare and is not usually associated
with epithelial expression. On the other hand, there is no significant correlation between the
expression of CD133 and the histological type of the tumor when considering the adenocarcinoma and
mucinous types, although this was higher in adenocarcinoma.
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Introduccién y/o el recto. Los tumores malignos colorrectales

El céncer colorrectal (CCR) se produce pueden originarse en cada una de las tres capas:

debido a un crecimiento incontrolado de las células submucosa, muscular y serosa (1). La Organizacion

epiteliales que forman parte de la pared del colon Mundial de la Salud define el adenocarcinoma
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colonico invasivo como un tumor que invade a
través de la muscularis mucosa, llega a la
submucosa o alcanza capas madas internas del
epitelio intestinal. Los adenocarcinomas se
originan en las glandulas del tracto mucoso
colorrectal, y es el tipo histolégico de céncer de
colon y recto mas frecuente (90-95%), seguido del
adenocarcinoma coloide o mucinoso (10%) (2). El
CCR se encuentra entre los canceres mas comunes,
representando un 10-15% del total. Es el segundo
tipo de cancer mas comun en hombres, después de
cancer de pulmodn, y en tercer lugar en mujeres,
después del cancer de mama y los canceres
ginecoldgicos (3). La incidencia de CCR incrementa
con laedad (4), afectando a hombres y mujeres por
igual (1). Los carcinomas son raros antes de los 40
afios, excepto en individuos con predisposicion
genética o con riesgo de padecer enfermedades
inflamatorias crénicas del intestino. Por lo general,
es predominante en ancianos, siendo la edad
media de presentacidn 69 afios (2). Su etiologia es
desconocida, aunque existe una correlacién entre
el riesgo de padecer el CCR y la existencia de
factores de riesgo como son los dietéticos (5-7), las
enfermedades benignas (pdlipos o enfermedades
intestinales inflamatorias) y genéticos o familiares,
entre otros. La sintomatologia de CCR suele ser
vaga o inespecifica (cambios en el habito intestinal,
dolor abdominal, etc), hasta que no se alcanzan
estadios avanzados. El diagnostico se suele realizar
mediante un analisis de sangre oculta en heces y/o
una colonoscopia que se completa con el analisis
anatomopatoldgico. Una vez diagnosticado, en
tratamiento se basa en la cirugia, la quimioterapia

y/o anticuerpos monoclonales) y la radioterapia,

dependiendo del estadio de la enfermedad, entre
otros factores (8).

Las Cancer Stem Cell (CSCs) (9-12)
desempenian un papel fundamental en el CCR
(13,14). A lo largo de la progresién de la
carcinogénesis colorrectal, el nimero de CSC se
encuentra en torno al 1 % del ndmero total de
células, a pesar de que su frecuencia parece ser
muy variable (15,16). Al igual que las células madre
de tejido normal, las CSC residen en un
microambiente idéneo, el cual, debido al desarrollo
del tumor, adquiere caracteristicas nuevas (17). Los
componentes de este nuevo nicho tumorogénico
interaccionan con las células tumorales,
favoreciendo su transformacidn maligna, su
desdiferenciacién celular, el desarrollo de
carcinogénesis y la invasividad tumoral (18,19).
Estas CSC son las responsables de la propagacion
de los tumores y la formacion de metastasis
(20,21). Un paso crucial en este proceso es la
transicion epitelio-mesénquima (EMT), evento que
produce una mejora de la motilidad, la invasidn, la
resistencia de las células a la apoptosis y la
adquisicion de un fenotipo pluripotente similar al
de la célula madre (22-25). Ademas, las CSCs, al
contrario que las no-CSC, poseen una elevada
resistencia a los tratamientos terapéuticos
tradicionales empleados en cdncer, como la
quimioradioterapia (26—28). Estos tratamientos
son capaces de destruir la mayoria de las células
malignas del tumor e inducir su regresién, pero
fallan a la hora de la reaparicion de la enfermedad
y la metastasis, debido a que dejan intacta a la
poblacién de CSC. (29-34). Esta resistencia es

debida a que dichas células expresan mecanismos
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de proteccién tales como procesos de reparacion
del DNA, enzimas detoxificantes y proteinas de
membrana transportadoras de drogas, ademas de
por la alteraciéon del punto de control del ciclo
celular, el incremento de la produccién de IL-4, y el
mal funcionamiento de la apoptosis debido a la
activacion de genes anti-apoptoticos (24,27,35-
37).

CD133, también conocida como
prominina-1, es un polipéptido de 865 aay 120 kDa
(38) tipo glicoproteina transmembrana (38).
Interesantemente, CD133 es marcado de células
madre en diversos tejidos y de CSCs en diferentes
canceres humanos (39,40). En CCR, se demostré
gue sdlo las células CD133+ tenian la habilidad de
auto-renovarse, diferenciarse y de reconstituir el
fenotipo tumoral original en los ratones
inmunodeficientes. Ademas fueron capaces de
conservar la tumorogenicidad in vitro con cultivos
esferoides y mostraron resistencia a drogas
quimioterapéuticas, ambas caracteristicas de las
CSCs (13,14,35) . Sin embargo, en el estudié de
Shmelkov et al se descubriéd que CD133 no sélo se
expresaba en las células madre, y que también las
células CD133- eran capaces de iniciar el tumor
(41). La expresion de CD133 se correlacioné de
forma independiente con un potencial SC, peor
prondstico y supervivencia baja (42,43). Ademas,
en CCR, las células CD133+ son negativas para otros
marcadores epiteliales, como CK19 o para el
marcador de diferenciacion epitelial intestinal
citoqueratina 20 (CK20) (14,42,44), mientras que si
mantienen positividad para la molécula de
adhesion epitelial EpCAM (14), lo que sugiere que

estas células tienen un fenotipo inmaduro o

indiferenciado. Algunos estudios demuestran que
estas ICSCs poseen la capacidad de resistencia a los
tratamientos guimioradioterapéuticos

convencionales empleados en cancer (33,45).

Material y Métodos

Pacientes y muestras

Nuestro estudio es complementario al
realizado previamente Oliver et al.,, 2014 (46)
utlizandose la misma serie de muestras de CCR. Se
usaron tumores de 123 pacientes de los que se
obtuvo consentimiento informado con un
protocolo aprobado por el Comité Etico de
Investigacion Biomédica (Consejeria de Salud;
Servicio Andaluz de Salud). El tipo histoldgico del
tumor se determind por criterios histopatoldgicos

estandar.

Estudio inmunohistoquimico

Los andlisis inmunohistoquimicos de
CD133 se realizaron siguiendo nuestro propio
protocolo (46). Brevemente, cortes de biopsias de
CCR embebidos en parafina y fijados en formalina
fueron utilizados en la construcciéon de
TissueMicroArrays (TMA). Los bloques de TMA se
cortaron en secciones de 5 um (Instrumedics, Inc.,
Hackensack, NJ), se desparafinaron, rehidratarony
se recuperaron epitopos (kit DakoAutostainer
EnVision™ FLEX; Dako, Barcelona, Espafa). Se uso
el anticuerpo contra CD133 (1:50, Miltenyi Biotec,
Bergisch Gladbach, Alemania) siguiendo nuestro
propio protocolo (46) y usando 3,3'-
diaminobencidina (DAB) y contratincion de

hematoxilina. La tincion con CD133 se clasificd
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como 0%, <50%, o 250% y para el andlisis

estadistico bajo (<50%) y alto (250%).

Estadistica

Una vez determinada la expresion
inmunohistoquimica de CD133 se introdujeron los
datos junto a las variables clinicas en el software
estadistico SPSS 17.0. Se usaron para medias de las
variables, la prueba T de Student, la prueba de
Leveney la prueba de U de Mann-Whitney. Para la
asociacién, estadistico x2 o el estadistico exacto de
Fisheren. Para todas las pruebas y tests estadisticos
se considerd significativo un valor p<0,05 para la

aceptacion de la hipétesis alternativa.

Resultados y Discusion

Estudio de localizacion de CD133 en CCR

El estudio inmunohistoquimico permitio
observar expresion de CD133 en la superficie de las
células de las glandulas afectadas en el tumor que
estaban en contacto directo con el lumen (Fig. 1 A
y B). El detritus celular dentro del lumen glandular
también fue positivo (Fig. 1C y D). Ademas, la
mayor parte de las glandulas afectas por el tumor
con células de la superficie luminal positivas para
CD133 mostraron positividad para el detritus
celular intraglandular (Fig. 1D). También se detecté
expresion citoplasmatica de CD133 en un pequefio
porcentaje de casos (Fig. 1E y F). Por otro lado, en
la mayoria de muestras de las biopsias del tumor
donde se observa la estructura morfoldgica
glandular que reproduce un patrén cribiforme se
observo expresion positiva de CD133 (Fig. 1G y H).
Por tanto, la expresién de CD133 en CCR tiene un

patron de expresiéon caracteristico con una

localizacién en la superficie luminal de las glandulas
del colon afectadas por el tumor, ademas de en el
detritus intraglandular de células tumorales
arrojadas al lumen. Botchkina et al. ya vieron que
analizando colonosferas que fueron inducidas por
células con diferencias en la expresiéon de CD133,
positivas y negativas, el perfil de expresion génica
relacionado con CSC era totalmente diferente (47).
Esto apoya los hallazgos que indican una alta
expresion de CD133 en las células tumorales
circundantes (CTC) que pueden ser las
responsables de la progresién tumoral y la
metastasis (42), reforzando la importancia de las
células CD133 en el CCR como ya indicéd Shmelkov
et al. (41). Estos autores demostraron que la
mayoria de las células primarias de este tumor eran
CD133+. No obstante, los mismos autores refieren
que el 40 % de los tumores metastasicos fueron
negativos para CD133, lo que sugiere que las
células CD133+ no son las Unicas responsables del
crecimiento de esos tumores y que por tanto, la
expresion de CD133 no esta limitada a la iniciacidn
del tumor o a las células madre intestinales. De
hecho, sus resultados determinan que durante la
metastasis, las células tumorales CD133+ generan
células CD133- agresivas que también son capaces
de iniciar tumores en ratones inmunodeprimidos.
Por el contrario, no se observd expresion
de CD133 en la mucosa normal adyacente al tumor
en la mayoria de los pacientes analizados (Fig. 2A y
B). Sélo en tres casos se observd marcaje
citoplasmatico débil en glandulas de la mucosa
coldénica normal (Fig. 2C). No obstante, estos casos

no presentaron marcaje ni en la membrana de las
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células con superficie luminal ni en el detritus

celular.

Figura 1. Expresion de CD133 en CCR. Localizacién de
CD133 en la superficie celular en contacto con el
lumen de las glandulas afectadas por el tumor (Ay B).
Expresion en el detritus luminal (C y D). Expresion
citoplasmatica (E y F). Presentacion de un patrén
cribiforme con marcaje positivo para CD133 (G y H-
aumento del original). A, C, G (10X); B, E, F, H (20X) D
(40X).

Ademads, los pacientes con tumores
pobremente diferenciados, donde las glandulas
estaban parcial o totalmente destruidas e
inapreciables, o existia invasion a capas mas
profundas del colon, no mostraron un patrén claro
de marcaje de CD133 (Fig. 2D y E). Estos resultados
se corresponden con los obtenidos en anteriores
estudios como los de Ricci-Vitiani et al. en el que
muestran que solo aquellas poblaciones con
expresion de CD133 son capaces de desarrollar

tumores, mediante un estudio in vivo en ratones

inmunodeprimidos en el que tras varias
generaciones de trasplante tumoral vieron que el
patrén de expresién de CD133 se mantenia
mientras que células CD133 negativas no
desarrollaban ningln tipo de tumor (14). Horts et
al. detectan mediante ensayos
inmunohistoquimicos la deteccién de células
CD133 positivas en la superficie glandular-luminal
de las células pudiendo usarse como un marcador
prondstico independiente ya que se han visto
diferencias significativas en cuanto a supervivencia
de pacientes que presentan células CD133
positivas frente a negativas, siendo mayor en estos
ultimos (42). A esto se le suma el hecho de que la
expresiéon de CD133 junto con la expresidon de
CXCR4 es un factor que contribuye a la progresion
del céncer de colon a largo plazo (48). Ademas,
existen estudios que demuestran que las células
CD133 positivas estan directamente relacionadas
con la resistencia tumoral. Saigusa et al. realizan un
estudio in vitro en el que someten a radiacion
células de la linea tumoral de colon HT29 en dosis
crecientes (33). Tras la radiacion ponen de

manifiesto que se produce un incremento de

expresion de CD133 dosis dependiente.

Estudio de la expresion de CD133 en CCR
mucinoso y adenocarcinoma

La expresion de CD133 se valoré en forma
de % (ver material y métodos) obteniendo un
marcaje diferencial tal y como se muestra en la
Figura 3. De los pacientes en los que se pudo
determinar el tipo tumoral (104 pacientes), 91
fueron adenocarcinoma de colon (87,5% del total)

y 13 adenocarcinoma mucinoso (12,5%). El estudio
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de la expresién de CD 133 en pacientes con
adenocarcinoma mucinoso determiné que el
38,46% presentaron alta expresién de CD133
mientras que las proporciones con baja expresion

o sin expresion fueron iguales (30,76%).

Figura 2. Expresion de CD133 en mucosa del colon
normal adyacente al tumor. Destaca la no existencia
de expresién de CD133 en las muestras de mucosa
normal (A y B). En algunos casos aislados se detectd
expresion citoplasmatica débil (C). En los pacientes
con tumores pobremente diferenciados, se observd
un patron poco claro de marcaje debido a la ausencia
de estructura glandular (figura Dy E). A (4X); B, C, E
(10X); D (40X).

En el caso de los adenocarcinomas de colon
la proporcién con alta expresidn alcanzé el 54,94%
siendo mucho menores los porcentajes con baja o
nula  expresion  (34,06% y 10,99 %,
respectivamente). No se pudo demostrar una
correlacion significativa entre la expresidon de
CD133y el tipo tumoral de CCR. El papel de CD133
en tumores mucinosos no estd claro. Existen
estudios que afirman que CD133 es un factor

prondstico independiente en este tipo de tumores

los cuales presentan tincidn citoplasmatica fuerte y
difusa para CD133 con una clara
inmunonegatividad de los nucleos (49) y otros
estudios afirman que no es un factor
independiente pero que si puede ayudar a decidir
el tipo de tratamiento que debe someterse al

paciente pudiendo decantarse, en este caso, por la

terapia adyuvante (50).

tipo de CCR.

=
Figura 3. Imagen representativa de los diferentes
niveles de expresion de CD133 valorados en
pacientes CRC. Tumores sin expresién de CD133
(A), con menos del 50% de positividad (B) y con mas
del 50% de positividad para CD133 (Cy D). A,B,Cy
D (4X).

S 50% 38,46
54,94
<50% 30,76
34,06
i 30,76
No marcaje F
10,99

0 10 20 30 40 50 60
Porcentaje (%)

Marcaje

B ADENOCARCINOMA MUCINOSO B ADENOCARCINOMA

Figura 4. Expresién de CD133 (%) en relacion al tipo
de CCR.

Conclusién
Nuestro estudio refleja que los pacientes

de CCR analizados la determinacion de la expresién
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de CD133 mediante inmunohistoquimica sigue un5. Forte A, De Sanctis R, Leonetti G, Manfredelli S, Urbano

patrén preciso de marcaje preferentemente en la

superficie luminal del epitelio de las glandulas

V, Bezzi M. Dietary chemoprevention of colorectal

cancer. Ann Ital Chir. 2008;79(4):261-7.

tumorales con aparicidn de expresion en el lumen6. Marshall JR. Prevention of Colorectal Cancer: Diet,

y con expresidon citoplasmatica difusa y poco

frecuente, sélo observada en algunos casos. En

Chemoprevention and Lifestyle. Gastroenterol Clin

North Am. marzo de 2008;37(1):73-vi.

cuanto a la expresion en funcidn del tipo tumoral,7. van Duijnhoven FJB, Bueno-De-Mesquita HB, Ferrari P,

se pudo determinar que la expresion alta de CD133
fue mas frecuente en el adenocarcinoma que en el
mucinoso. En este Ultimo, la expresion alta y baja
de CD 133 presentd una proporcién similar. No

obstante, no se pudo demostrar una correlacidn

Jenab M, Boshuizen HC, Ros MM, et al. Fruit,
vegetables, and colorectal cancer risk: the
European Prospective Investigation into Cancer
and Nutrition. Am J Clin Nutr. mayo de

2009;89(5):1441-52.

significativa entre la expresién de CD133 y el tipo8. Shawki S, Ashburn J, Signs SA, Huang E. Colon Cancer:

tumoral de CCR.
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