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TNM: tumor-adenopatia-metastasis (ing. tumor, node, metastasis)
UEA-I: lectina Ulex europaeus-I

UEA-II: lectina Ulex europaeus-11

WGA: lectina Triticum vulgares
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I. Introduccion
I.1. Cancer de colon en el hombre
I. 1. 1. Epidemiologia

El cancer colorrectal es, segun estimaciones recientes, la tercera neoplasia en orden de
frecuencia en la poblacion mundial y supone casi el 15% de todos los nuevos canceres (1). La
incidencia es mas elevada en los paises occidentales y, en Europa, es la tercera neoplasia mas
frecuente, después del cancer de pulmon y préstata en los hombres y la segunda después del
de mama en mujeres (2).

En Espafa la incidencia global es de 10 por 100.000 personas (3). En cuanto a la
mortalidad, en nuestro medio representa la segunda o tercera causa de muerte por cancer
segun los diferentes registros. En Catalufia se observa un aumento de la mortalidad por
cancer de colon en la ultima década, permaneciendo estable la de recto (4).

Una persona a los 50 afios presenta un riesgo de un 5% de padecer un cancer de colon
antes de los 80 afios y un riesgo de 2,5% de morir de él (5). Esto implica que sea actualmente
uno de los problemas de salud publica mas importante en cancerologia.

1. 1. 1. Patologia geografica

La comparacidn internacional de las tasas de incidencia muestra variaciones
importantes en el riesgo de padecer cancer segun las diferentes zonas geogréaficas. Las tasas
de incidencia mas elevadas corresponden a las areas economicamente mas desarrolladas del
mundo occidental. Para el cancer de colon, las zonas con incidencia mas elevada son América
del Norte, Canada, Australia, Nueva Zelanda y el noroeste de Europa (6). Las diferencias mas
notables son la baja tasa observada en Japon (7) y en poblaciones negras subsaharianas
africanas. Los emigrantes japoneses en Estados Unidos adquieren dentro de la misma
generacion tasas mucho mas elevadas que las de su pais de origen. Ademas los hijos de
emigrantes de paises europeos de bajo riesgo tienen tasas igual de elevadas que otros blancos
estadounidenses. Estos datos sustentan que las causas de diferencias internacionales son
ambientales y no genéticas (8).

1. 1. 2. Relacion entre el colon y el recto

Al parecer existe un acusado paralelismo entre las incidencias del cancer de colon y
de recto en las diferentes poblaciones. En la década de los 70 quedé claro que la incidencia de
los canceres de colon y de recto se fue desviando desde un predominio del cancer de recto a
un predominio del cancer de colon. La causa de este cambio de incidencia es desconocida.
Alrededor del 10% de los casos y el 80% de los fallecimientos por cancer de intestino grueso
son debidos al cancer de colon, el resto se localizan el recto. Estudios recientes han
demostrado un desplazamiento proximal altamente significativo en la localizacion del cancer
colorrectal en las dos Ultimas décadas (9).

No ha habido cambios destacados en la incidencia o mortalidad del cancer colorrectal
en los dltimos 50 afios (8).

1. 1. 3. diferencias de riesgo entre las poblaciones urbanas y rurales

Una de las caracteristicas mas importantes de la epidemiologia del cancer colorrectal
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es el elevado riesgo que presentan las poblaciones urbanas. En las zonas de riesgo elevado las
diferencias no son tan evidentes como en las zonas de bajo riesgo, por el incremento mas
rapido de la incidencia en las zonas rurales (10).

1. 1. 4. Distribucion por edad y sexo

En el cancer colorrectal la incidencia aumenta exponencialmente con la edad. En las
areas de riesgo elevado, se observa un predominio del cancer de colon en el sexo femenino
antes de los 60 afios. En la mayoria de los registros de céncer, el cancer de recto es méas
frecuente en el sexo masculino en todas las edades. Ajustado por edades y localizaciones la
proporcion de carcinomas es similiar en ambos sexos (11). En Espafia, la incidencia por sexos
es similar, con afectacion maxima a partir de los 65 afios (3).

I. 1. 2. Factores de riesgo del cancer colorrectal

1. 2. 1. Razas
Hasta el afio 1950 las incidencias sobre personas de color fueron sensiblemente mas
bajas que sobre blancos, pero posteriormente los primeros han ido aumentando mientras que
los segundos han permanecido constantes
de modo que actualmente la incidencia es aproximadamente la misma en ambas razas (8). El
aumento de la incidencia del cancer de colon entre los negros constituye un argumento en
contra del posible papel de la raza en la génesis del cancer colorrectal (10).

1. 2. 2. Nivel socioeconémico

Se ha mencionado que las clases sociales altas tienen un riesgo mas elevado de
padecer cancer de colon en relacién con las clases sociales bajas, especialmente en el sexo
masculino. Sin embargo, los estudios en que se ha encontrado esta relacion provienen
fundamentalmente de poblaciones de bajo riesgo. Se ha comprobado también que en las
poblaciones de riesgo elevado del mundo occidental existen pocas diferencias entre los
diversos grupos socioecondmicos. Monnet et al. (12) han descrito que los pacientes que viven
en casas no confortables tienen un riesgo 2 veces mas alto de morir durante el periodo de
seguimiento que aquellos pacientes que viven en casas confortables siendo el riesgo relativo
de 1,5 para la categoria de confort medio. Este efecto fue mas remarcable en pacientes con
estadios precoces que en pacientes con estadios avanzados.

1. 2. 3. Religion

Otro indicador del papel de los factores ambientales en la etiologia del cancer
colorrectal proviene de las publicaciones sobre diferentes estudios religiosos, basados en sus
costumbres alimenticias y consumo de tabaco y alcohol (13), (14).

1. 2. 4. Factores ambientales
a. Grasa dietética
Varios estudios epidemioldgicos han demostrado que dietas ricas en grasa total y
animal estan generalmente asociadas con riesgo incrementado para cancer de colon en el
hombre (15), (6) , aunque un reciente estudio prospectivo no confirma el papel de la grasa
dietética total en la etiologia del cancer de colon (16).
Las dietas ricas en grasas contienen cantidades mayores de aminas heterociclicas (a
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partir de las proteinas de la carne) y de facilitadores como consecuencia de la coccién a una
temperatura mas elevada (el hecho de cocinar con grasa produce una temperatura mas
elevada que cuando se cocina con agua) (17).

Especificamente, la grasa incrementa la produccion de acido biliar, y en ultimo
término aumenta la exposicion de la mucosa del intestino a los efectos toxicos, tréficos y
facilitadores de los &cidos biliares (especialmente, secundarios) (18).

Las dietas con aceites de pescado parecen tener efecto protector sobre el cancer de

colon (19).

b. Fibra dietética

El papel de la fibra dietética en la carcinogénesis del colon fue propuesto por primera
vez por Burkitt (20) en 1969. La idea surgio de su observacion clinica de que el cancer de
colon (y otras alteraciones) era raro en los africanos, cuyas dietas eran ricas en alimentos no
procesados.

Posteriormente, diversos estudios epidemioldgicos analiticos han demostrado la
asociacion de la fibra con un menor riesgo de padecer cancer colorrectal (21) -(22). En
estudios recientes se ha descrito que la mas consistente e impresionante disminucion del
riesgo se ha asociado con el consumo de verduras (23) -(24), para algunos autores, superior al
de fibra, cereales o fruta; siendo un hallazgo no limitado a verduras especificas o a grupos de
verduras (17). Ademas, independientemente del efecto de la fibra, las verduras contienen un
gran numero de sustancias, tanto micronutrientes
como carotenoides y ascorbato, como no nutrientes, caso de los fenoles, los flavonoides, los
isocianatos y los indoles, con una diversidad de potentes propiedades anticarcindgenas.

La fibra se une a los &cidos biliares, disminuye el tiempo de transito, aumenta el
volumen de las heces y fermenta los acidos grasos volatiles que pueden ser directamente
anticarcinogenos (25) y que, disminuyendo el pH, pueden reducir la conversion de los acidos
biliares primarios en secundarios (26) -(28).

c. pH fecal

Thornton (29) propuso que un pH coldnico alto promueve la formacion de
cocarcindgenos a partir de acidos biliares degradados por bacterias o colesterol, un proceso
inhibido a pH fecal inferior a 6,5.

De los estudios de Walker et al.(30) se desprende que las personas que son
familiarmente proclives y son pH fecal alto deberian ser aconsejadas a comer mas fibra
vegetal para disminuir el valor de su pH fecal.

d. Consumo de alcohol

Desde finales de los afios 60, son muchos los trabajos que describen una relacién
entre el carcinoma rectal y el consumo de alcohol(31), sobre todo cerveza; sin embargo, el
colon en si parece afectarse en menor medida. Un consumo de alcohol relativamente bajo, de
un litro de cerveza al dia, duplica o triplica el riesgo de desarrollar un carcinoma colorrectal.

Estudios de experimentacién animal parecen demostrar que aunque el alcohol no es
un carcindégeno en si mismo, posee un efecto favorecedor del desarrollo de cancer, es decir
co-carcinogénico(32). El alcohol actuaria desplazando los inhibidores de la dieta(33).

e. Calcio

Se ha propuesto que el calcio disminuye el riesgo de cancer de colon a través de su
union a los acidos biliares y &cidos grasos, reduciendo asi la exposicién a estas sustancias
potencialmente toxicas y carcindgenas (34) -(35). Ademas el calcio puede disminuir
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directamente la proliferacion celular(17), (36) -(38). Estudios realizados por Newmark et
al.(39), sugieren un efecto protector con dosis de 1500 a 1800 mg/dia.

f. Metales trazadores

En los altimos afios el papel de los metales trazadores se ha hecho méas importante, en
estudios de laboratorio y clinicos en oncologia. Estudios clinicos sostienen que la deficiencia
de selenio puede jugar un papel en la oncogénesis(40) y que la abundancia geografica del Se
esta relacionada indirectamente con tasas mas bajas de mortalidad de cancer(41) -(43).

g. Vitaminas

Se ha descrito una asociacion negativa entre consumo de vitamina C y riesgo de
cancer de colon(33),(44) ,(45). El consumo de vitamina A y sus precursores dietéticos se
asocia con una reduccion del cancer de colon(46). La vitamina A actuaria bloqueando la
formacion de radicales libres(47). Shibata et al.(48) en un estudio prospectivo encuentran que
el riesgo disminuido de padecer cancer de colon con suplementos de vitaminas Ay C solo es
significativamente estadistico en mujeres.

También los suplementos de vitaminas A, C y E se ha descrito que son efectivos para
reducir las alteraciones de la cinética celular que indican una condicion preneoplasica(49).

h. Grado de actividad fisica

Diversos estudios indican que el riesgo relativo de padecer cancer de colon aumenta
en relacion con la disminucion del grado de actividad fisica desarrollado durante el
trabajo(10),(50). La actividad ocupacional vigorosa muestra una reduccion del riesgo de
cancer de colon en hombres(51).

1. 2. 5. Factores geneéticos

Diversos estudios sugieren que los factores genéticos juegan un papel importante en la
etiologia del cancer colorrectal(52).

En la poblacion general, la mayoria de los casos de cancer colorrectal se presenta de
forma esporadica. Sin embargo, se calcula que aproximadamente un 5-6% de los casos
aparecen en familias con predisposicion genética a padecer este tipo de neoplasia. El
prototipo de estos canceres seria la poliposis adenomatosa colénica familiar (APC, del inglés,
adenomatous polyposis coli), una enfermedad de herencia autosdmica dominante que se
caracteriza por el desarrollo de numerosos pdlipos colorrectales benignos, de los cuales,
algunos acaban malignizandose casi inevitablemente. Aunque gran parte de las caracteristicas
esenciales de esta enfermedad se conocen desde hace méas de 100 afios, su base patogenética
es un descubrimiento reciente que fue posible solo gracias a las técnicas de biologia
molecular. En efecto en 1987, se localizé el gen responsable de la poliposis adenomatosa
colonica familiar en el brazo largo del cromosoma 5, a nivel de 5921 6 5922(53) -(58).
Aunque la poliposis adenomatosa coldnica familiar es responsable de menos del 1% de todos
los canceres colorrectales, hoy en dia se sabe que su gen tiene trascendencia clinica mucho
mayor, ya que participa también en las fases iniciales del cancer colorrectal esporadico (no
familiar), aunque en algunas familias con poliposis no ha podido detectarse la presencia de
este gen defectivo (59).

También se han descrito mutaciones germinales del gen APC en pacientes que tenian
el sindrome de Gardner, una variante de la poliposis familiar en la que, ademas de los
adenomas colorrectales, se desarrollan tumores desmoides, osteomas y otras neoplasias.

Pueden definirse 3 tipos de cancer colorrectal, en base a historia familiar de cancer e
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informacion fenotipica. El tipo esporadico se produce en ausencia de historia familiar de
cancer de colon en familiares de primer grado. El tipo familiar se produce si existen
familiares de primer grado con neoplasia. Aungue estas categorias requieren la exclusién de
cancer colorrectal hereditario. En este caso, se define como historia familiar de cancer
colorrectal en un patrén con herencia autosémica dominante, que también implica ciertos
signos fenotipicos, como por ejemplo, adenomatosis colonica florida, lesiones benignas y
malignas extracoldnicas, neoplasias primarias multiples; particularmente, cancer colorrectal
sincronico y metacrénico(60).

El sindrome de Lynch tipo | presenta una predisposicion hereditaria al cancer de
colon y edad de comienzo temprana (alrededor de los 44 afios), con una propension (70%) a
la afectacion del colon proximal, y un exceso de cancer de colon sincrénicos y metacronicos.
Mientras que el sindrome de Lynch tipo I, presenta un fenotipo de colon similar junto con
alto riesgo de carcinoma de endometrio. También se presentan en algunas familias el
carcinoma de células transicionales del uréter y pelvis renal, y carcinoma de estobmago, ovario
y pancreas. Las estimaciones actuales indican que el cancer colorrectal polipésico no
hereditario (CCHNP) puede suponer hasta un 6% del total de los canceres colorrectales. No
existe ningun signo fenotipico premonitorio conocido o biomarcadores de la propension al
carcinoma en los sindromes de Lynch(61). Sin embargo, recientemente se han descubierto
dos genes responsables del CCHNP, que son genes reparadores de ADN. ElI gen hMSH2,
situado en el cromosoma 2, es responsable del 60% de los tumores de este tipo. El otro gen,
el hMLH1, esta localizado en el cromosoma 3 y es responsable del 20-30% de los casos(62).

Figura 1-1,(67)

Se conocen ademas cuatro tipos de alteraciones genéticas relacionadas con el cancer
colorrectal:
1. Cambio en el contenido en ADN Yy errores en la replicacion del mismo en secuencias
nucleotidas repetidas(63).
2. Pérdida completa del cromosoma 18(64), reordenacién estructural del 17, conduciendo a
menudo a la pérdida de un brazo corto, y pérdida del brazo largo del cromosoma 5.
3. Activacion por mutacién puntual de los oncogenes celulares ras. Esta activacion se
produce mas frecuentemente para el c-Ki-ras y méas raramente para el N-ras. Se han descrito
mutaciones puntuales en los codones 12y 13y 61(65) -(68).
4. Sobreexpresiones de determinados oncogenes como c-myc, c-myb o c-erbB2/neu o
proteina p53(7).

1. 2. 6. Antecedentes patoldgicos y grupos de riesgo
En la tabla siguiente se indican los grupos de riesgo mas elevado para el cancer

colorrectal. Algunos aspectos han sido comentados previamente en los factores genéticos o
ambientales, por lo que no se insistira en ellos.
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Riesgo medio
Edad
50 afios 0 mas, asintomatico
Alto riesgo
Enfermedad inflamatoria intestinal
Colitis ulcerosa
Colitis granulomatosa
Poliposis adenomatosa familiar

Poliposis familiar

Sindrome de Gardner
Sindrome de Turcot
Sindrome de Oldfield
Poliposis juvenil
Céncer colorrectal hereditario no polipoide
Sindrome del c&ncer familiar
Céncer colorrectal no hereditario sitio-especifico
Historia familiar
Adenoma colorrectal

Cancer colorrectal

Historia previa
Adenomas colorrectales

Cancer colorrectal

Cancer de mama, ovario y Utero

Tabla 1-1
Factores de riesgo para cancer colorrectal

a. Antecedentes de po6lipos

La secuencia adenoma-carcinoma ha sido generalmente aceptada, y es una de las
bases fundamentales de los recientes estudios genéticos moleculares asi como de screening y
prevencion.

El riesgo de presentar cancer de colon dependen del tipo histolégico, tamafio y
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nimero de adenomas. Los adenomas con componente velloso o de tamafio superior a 1 cm.
tienen un riesgo aumentado de 3,6 veces, y los que presentan adenomas multiples grandes
tienen un riesgo de 6,6 veces mas. En contraste un adenoma tubular o pequefios adenomas
multiples sin displasia severa no aumentan el riesgo de cancer de colon(1).

En un estudio multicéntrico llevado a cabo por Eddy et al.(68) se puso de manifiesto
que el 93% de los canceres colorrectales aparecian sobre pdlipos adenomatosos. También
describieron que los canceres sobre pélipos adenomatosos tenian un tiempo de crecimiento
desde 1 cm. a cancer invasivo de 7 afios, con un rango de 0-14 afios y que cerca del 5% de los
adenomas que alcanzan 5 mm. desarrollardn un céncer invasivo. También que un céncer
invasivo alcanza el estadio Dukes A en dos afios, el B en 1 afio y el C en otro afio.

La distribucion anatomica de los adenomas apoya ademas la idea de su potencial
maligno. Los adenomas del colon descendente distal y del sigma tienen una frecuencia mas
elevada de malignizacion que los que aparecen en otros puntos del colon; esto se correlaciona
muy bien con la distribucion del cancer de intestino grueso(10).

Los familiares en primer grado de pacientes con poliposis colénica familiar presentan
una incidencia considerablemente aumentada de cancer colorrectal, iniciandose alrededor de
los 20 afios(70).

b. Enfermedad inflamatoria intestinal

La enfermedad inflamatoria intestinal, colitis ulcerosa y enfermedad de Crohn se
asocian a riesgo elevado de padecer neoplasia de intestino grueso. De 980 pacientes con
enfermedad de Crohn de afectacion colonica, 13,5% desarrollaron estenosis. La frecuencia de
cancer en pacientes con estenosis es de 6,8%(71).

Los pacientes con colitis ulcerosa tipo pancolitis tienen un riesgo aumentado de
desarrollar cancer de colon. Este riesgo empieza a subir después de 10 afios de enfermedad y
aumenta un 2% por afio(7),(72).

c. Patologia biliar previa

La actividad carcinogénica de algunos componentes de la bilis se ha descrito
previamente al estudiar los factores ambientales.

Se ha supuesto, por lo tanto, que las personas colecistectomizadas podian tener un
riesgo mas elevado de desarrollar cancer de intestino grueso, debido al flujo continuo de bilis
en el tracto digestivo. De hecho una revision detallada del tema no ha demostrado una
relacion evidente entre colecistectomia y riesgo de padecer cancer de intestino grueso
considerado globalmente, si bien hay indicios a favor de un aumento de riesgo para el cancer
de colon derecho en las mujeres(73).

I. 1. 3. Diagnostico
1. 3. 1. Manifestaciones clinicas

El cancer colorrectal habitualmente es silente durante un largo periodo de tiempo que
incluye las fase iniciales de su desarrollo en la pared intestinal(74).

La existencia de un carcinoma colorrectal debe sospecharse en base a datos de una
historia clinica cuidadosa. Los sintomas de alarma son basicamente los cambios inexplicables
en el habito intestinal, sangre en heces, tenesmo, descarga de moco, sindrome anémico
cronico con microcitosis y ferropenia, y afectacidn del estado general con pérdida de peso. La
progresion local de la enfermedad puede producir obstruccion, especialmente en el sigma,
hemorragias y perforaciones, que empeoran notablemente el prondstico. En el caso de
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oclusiones o perforacién intestinal, se presenta el cuadro de forma aguda y el diagndstico de
la neoplasia suele hacerse durante el acto quirdrgico.

Los sintomas variaran, obviamente, segun la localizacion del tumor. Los tumores de
colon derecho, que presentan una menor expresion clinica, raramente producen obstruccion
ya que existe un calibre mayor de la luz coldnica y las heces son mas liquidas, habitualmente
se manifestaran por anemia microcitica ferropéenica, pérdida de peso y tumoracion palpable
en fosa iliaca y vacios derechos, aungque en no pocas ocasiones se manifiestan con dolor no
siempre localizado en el lado derecho, que puede ser agravado o aliviado con las comidas, y
que puede ser confundido con el dolor de la Ulcera péptica o de una colelitiasis. Los tumores
sigmoides debutan clinicamente con un cuadro de obstruccion en casi el 30% de los
pacientes. Si existe dolor, es tipicamente colico, suele aliviarse con las deposiciones y se
localiza preferentemente en la parte baja del abdomen. EIl carcinoma rectal produce
rectorragias en el 60% de los casos y tenesmo en el 75%, y ocasionan dolor con poca
frecuencia, pero cuando la tumoracion rectal engloba los nervios pélvicos puede manifestarse
con dolor sacro o ciatalgia, y acompafiarse de incontinencia(3).

1. 3. 2. Diagnéstico en el paciente asintomatico

Diversos métodos han sido propuestos para ser aplicados en el cribaje del cancer
colorrectal en las poblaciones de medio o alto riesgo de padecerlo tales como el tacto rectal,
el estudio de la presencia de sangre oculta en heces y diferentes métodos endoscépicos o
radiologicos.

De estos métodos el mas simple es el tacto rectal al cual son asequibles los tumores
localizados a menos de 8 cm. del esfinter anal, lo que significa aproximadamente el 10-13%
de los canceres colorrectales(75). No existe evidencia de que esta técnica reduzca la
mortalidad, pero por su simplicidad es obligada en toda exploracién médica.

Los test de hemorragias ocultas en heces se han empleado como método de screening
de poblacion en algunos paises. Las ventajas que presenta el estudio de sangre oculta se
centran en que es un método simple, de bajo coste y que permite diagnosticar tumores en
estadios menos avanzados(76) pero aun disponemos de pocos trabajos que demuestren que la
aplicacion de éste método de deteccion descienda la mortalidad por cancer colorrectal(77).
Sus principales inconvenientes son su relativamente baja sensibilidad y especificidad que
obligan a veces a poner en marcha toda una serie de estudios complementarios para descartar
la existencia de un cancer(78).

Los estudios endoscopicos tienen una alta sensibilidad (85-95%), el porcentaje de
falsos positivos es despreciable y ademas aportan la ventaja de que las lesiones observadas
pueden ser biopsiadas confirmando el diagnostico y en ocasiones pueden ser técnicas
terapéuticas (polipectomias)(79). Sus principales inconvenientes son las molestias para el
paciente y el alto coste que supone cualquier campafia de diagndstico precoz que asumiera
esta técnica para un amplio grupo de poblacion. Ademas, existe en el caso de la colonoscopia
el riesgo de perforacion de un 0,2%, requiriendo cirugia y con una mortalidad de un
7,5%(74). Las técnicas de screening mediante sigmoidoscopia se ha visto que reducen la
mortalidad por cancer de recto y colon distal(80).

Dentro de las técnicas radioldgicas, el enema con doble contraste es el que ofrece una
mayor sensibilidad (85%) con s6lo un 3-4% de falsos positivos. Pero tiene el inconveniente
de las molestias para el paciente, alto coste y la desventaja frente a las técnicas endoscépicas
de que no permite un diagnostico histoldgico y sus hallazgos deberan ser casi siempre
confirmados con endoscopia-biopsia(81).

La American Cancer Society (ACS) recomienda practicar un screening en los
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pacientes asintomaticos que presentan riesgo aumentado de padecer cancer colorrectal
consistente en un tacto rectal anual, un test de sangre oculta en heces anual y una
sigmoidoscopia cada 5 afios(82). Recientes estudios, describen la utilidad de una Unica
sigmoidoscopia flexible realizada entre los 55 y los 60 afios de edad en la prevencion del
cancer colorrectal, con un seguimiento colonoscopico adecuado en el 3-5% de casos que
presentan adenomas de alto riesgo (> 1 cm. o histologia vellosa). La sigmoidoscopia como
screening deberia identificar a la mayoria de personas con adenomas distales que tienen
probabilidades de desarrollar un cancer(82). El screening de personas asintomaticas sin
factores de riesgo conocidos no esté justificado en la actualidad(5).

1. 3. 3. Diagndstico en el paciente sintomatico

Una vez el paciente ya presenta algunos de los sintomas previamente descritos,
partimos de un diagndéstico clinico de sospecha y ponemos en marcha una serie de pruebas
complementarias para confirmar el diagndstico.

La mayoria de autores coinciden en que la secuencia mas habitual de maniobras
diagnosticas en el paciente sintomatico es el tacto rectal, la proctosigmoidoscopia rigida o
flexible, la colonoscopia y el enema de bario simple o de doble contraste. Estas Gltimas
técnicas radioldgicas son muy utiles en tumores inaccesibles, por diferentes motivos con la
colonoscopia y para valorar la existencia de otras lesiones metacronicas(81),(71) ,(84).

La ecografia y la TC sola o asociada a técnicas de angiorradiolgia como la portografia
se usan como pruebas complementarias en el diagnostico de extension(85).

Desde el punto de vista analitico, el antigeno carcinoembrionario (CEA) esta
generalmente elevado en el céancer colorrectal. No se ha demostrado su utilidad en el
diagnostico precoz, pero es muy util para la prediccion de recidivas antes de que exista
evidencia clinica de éstas, facilitando la eficacia de las intervenciones secundarias(86).

I. 1. 4. Anatomia patoldgica
1. 4. 1. Caracteristicas macroscopicas

Desde el punto de vista macroscopico, los carcinomas colorrectales adoptan
predominantemente dos formas: ulcerada y polipoidea. La forma mas frecuente es la de
tumor ulcerado, que suele infiltrar por lo menos hasta la submucosa, es de bordes
sobreelevados y puede perforarse y formar fistulas.

Los tumores polipoides, de crecimiento exofitico, son menos frecuentes y suelen
corresponder a tipos histologicos de bajo grado y menos infiltrantes. Probablemente por estas
Gltimas razones los tumores polipoideos se asocian a un mejor pronostico que las formas
ulcerativas. Estos tumores se encuentran preferentemente en el colon derecho(87).

En raras ocasiones los tumores colorrectales adoptan una forma de crecimiento con
engrosamiento difuso y rigido de la pared intestinal, con escasa manifestacion en la superficie
luminal, similar a la linitis plasica del estbmago.

Los carcinomas colorrectales pueden ser multiples en el 3-6% de los casos, aunque en
algunas series estas cifra se eleva al 18%(88) -(90). Ademas el 20% de los pacientes con
cancer colorrectal presentan adenomas sincrénicos(91). Esta cifra aumenta al 66% cuando
existe mas de una neoplasia maligna(90).

1. 4. 2. Tipos histoldgicos
1.4.2.1. Adenocarcinoma
El tumor mas frecuente en el intestino grueso es el adenocarcinoma. Su incidencia
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global oscila entre el 75y el 85% segun las series(88),(92).

Histologicamente, se caracteriza por la formacion de glandulas con mayor o menor
grado de diferenciacion.

Los adenocarcinomas se dividen segun el grado de diferenciacion en
adenocarcinomas bien diferenciados, moderadamente diferenciados y poco diferenciados.

El grado de diferenciacion de los adenocarcinomas se establece fundamentalmente en
base a la arquitectura o la configuracion tubular o el grado de polaridad nuclear. Los
adenocarcinomas bien diferenciados presentan tabulos simples o complejos con aspecto
pseudocribiforme, las células suelen mantener cierta polaridad con los ndcleos basales y son
de tamafio uniforme(93). Los adenocarcinomas moderadamente diferenciados muestran
tibulos simples, complejos o ligeramente irregulares, cuya polaridad nuclear se pierde o es
dificilmente identificable. Los adenocarcinomas poco diferenciados se caracterizan por la
presencia de glandulas irregulares o ausencia de su formacién, con pérdida de polaridad
nuclear. Basadndose en estos criterios, el 15-20% de los adenocarcinomas son bien
diferenciados, el 60-70% moderadamente diferenciados y el 15-20% poco diferenciados(94).

1. 4. 2. 2. Carcinoma mucinoso

La produccion de material mucoide por los adenocarcinomas intestinales es un hecho
frecuente.

Deben distinguirse dos formas de carcinomas mucosecretores: a) el carcinoma coloide
0 mucinoso, caracterizado por grandes cantidades de moco situado preferentemente fuera de
las células, y b) una variante mas rara, constituida por células con moco intracitoplasmatico y
nucleos localizados periféricamente, dispuestos individualmente o en forma de grupos sueltos
y difusamente extendidos a lo largo de toda la pared, del tipo céelulas en anillo de sello(95).
Histologicamente, la caracteristica de este tumor es la presencia de una gran reaccién
desmoplasica que engloba a las células tumorales, las cuales muestran la imagen tipica en
anillo de sello. También pueden observarse glandulas abortivas o células pequefias
indiferenciadas.

El carcinoma mucinoso constituye aproximadamente el 15-16% de los tumores
colorrectales(96).

1. 4. 2. 3. Carcinoma de células pequefias

El carcinoma de células pequefias colorrectal es un tumor muy infrecuente que
histolégicamente se parece al carcinoma de celulas pequefias de pulmdn(97). Algunos de
estos casos pueden presentar focos de diferenciacion glandular o mucina. También pueden
encontrarse en relacion con adenomas (45%). Estudios inmunohistoquimicos y
ultraestructurales han permitido establecer la naturaleza neuroendocrina de estos tumores, ya
que son positivos para marcadores neuroendocrinos como la enolasa neuronal especifica y la
cromogranina, entre otros. En la mayoria de los casos se localizan en el colon ascendente(98).

1. 4. 2. 4. Otros tipos histologicos

El carcinoma escamoso puro de intestino grueso es un tipo histolégico
extremadamente raro. La incidencia de este tumor es poco conocida, pero puede oscilar entre
el 0,25y el 0,50%(99).

El carcinoma adenoscamoso es un tipo histolégico que esta constituido por elementos
glandulares y escamosos entremezclados. Su frecuencia es también baja(93).

Se han descrito algunos casos de adenocarcinomas colorrectales con diferenciacion a
coriocarcinoma(100). Estos tumores presentan areas de adenocarcinoma que coexisten con
areas de diferenciacion trofoblastica con presencia de células gigantes multinucleadas de tipo
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sincitiotrofoblastico y en las que se puede demostrar la produccion de gonadotrofina
coridnica.

Se han descrito casos aislados de otros tipos histoldgicos raros, como el carcinoma de
células claras o de tipo nefrogénico(88), el carcinoma phisialifero que se caracteriza por una
estructura papilar con presencia de células semejantes al cordoma(101). En estos ultimos
afios se han publicado casos de tumores intestinales con una diferenciacion histolégica
multidireccional. Asi, se han descrito casos de adenocarcinoma con abundantes células
endocrinas que contenian serotonina, somatostatina, gastrina y otros péptidos, y casos de
carcinoma adenoscamoso con diferenciacion carcinoide(102).

En el apéndice, el tumor mas frecuente es el carcinoide. ElI adenocarcinoma de
apéndice puede desarrollarse como mucocele y, en casos excepcionales, producir implantes
peritoneales en forma de pseudomixoma(3).

1. 4. 3. Mucosa transicional

La mucosa transicional o mucosa adyacente al tumor coldnico se ha observado que
muestra alteraciones ultraestructurales e histoquimicas respecto a la mucosa normal alejada
del tumor. Histoldgicamente, las glandulas de la mucosa transicional (MT) estan alargadas y
ramificadas(103). Se observa aumento de las sialomucinas y alteracién en las proporciones
relativas de los distintos tipos celulares a lo largo de la cripta con persistencia de celulas
inmaduras en niveles altos de las criptas. Las células caliciformes estdn aumentadas en
nimero y tamafio(104).

El significado biologico de la mucosa transicional no esta claro(105). Inicialmente se
pensé que podria ser un respuesta preneoplasica a un estimulo carcinogénico a partir del cual
se desarrollaria la neoplasia, pero algunos estudios inmunohistoquimicos describen un origen
no neoplasico de la mucosa transicional(106).

I. 1. 5. Localizacion
La localizacion por orden de frecuencia es, en primer lugar, en el recto (50%),
seguido de sigma (20%), colon derecho y ciego (12%), ascendente (5%), transverso (6%), y
descendente (7%)(3) (Figura 1-2).

l. 1. 6. Diseminacién tumoral

Los tumores colorrectales presentan cuatro vias clasicas de crecimiento: la extension
local, la diseminacion por via linfatica, la diseminacion hematogena y la implantacion. En la
extension local, el carcinoma crece hacia la luz o bien extramuralmente. Otra forma de
crecimiento local, es la invasion perineural que explica el dolor que refieren algunos
pacientes.

La diseminacidn a través de la via linfatica se produce de forma escalonada y depende
de la localizacion de la tumoracion. Los tumores rectales dan metéstasis primariamente a
nivel de los ganglios perirrectales y posteriormente a los hemorroidales. La via normal de
diseminacion de los tumores de colon se realiza de forma escalonada a través de los ganglios
pericolicos, intermedios, y finalmente, de los ganglios principales situados en la raiz de los
vasos mesentéricos, pasando luego a los ganglios periaorticos.

Las metastasis por via hematdgena afectan practicamente siempre al higado, siendo la
localizacion pulmonar la segunda en orden de frecuencia. El recto presenta un drenaje venoso
especial: las venas hemorroidales superiores que drenan al sistema porta y por tanto hacia el
higado y las venas hemorroidales inferiores que drenan hacia la cava y por tanto la sangre que
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proceda de las mismas alcanza los pulmones sin pasar por el filtro hepético.

Existe una tercera via de drenaje a nivel rectal que se realiza a través de un plexo
venoso Vertebral y las metastasis por esta via se localizan en sacro-coxis, pelvis y columna
vertebral.

La implantacion es un sistema de metéastasis en el cual existe una liberacion de células
tumorales viables que se depositan en otra superficie. Puede ser intraluminal al desprenderse
celulas de la superficie externa del tumor al interior de la luz y anidar en otro punto de la
superficie intestinal. Si el desprendimiento de células se produce desde la superficie serosa
del tumor la implantacion se haré a nivel de la cavidad peritoneal (carcinomatosis peritoneal).
Finalmente pueden desprenderse células tumorales durante la manipulacion quirdrgica del
tumor y pueden producirse implantes a nivel de la herida quirargica, en los margenes
mucocutaneos de una colostomia y en cualquier punto de campo operatorio(74).

I. 1. 7. Clasificacion

El carcinoma de colon es el tumor digestivo que tiene la relacién situacion
anatomopatologica/prondstico mejor establecida.

En 1927, Lockhart-Mummery, al observar una relacion entre el prondstico y la
extension de los tumores rectales, sugirio una clasificacion clinica que posteriormente fue
modificada para incluir en ella datos patologicos(107).

Mas tarde, Dukes modifico los criterios y desarrollé un sistema para la clasificacion
anatomopatologica del carcinoma rectal. En el sistema de clasificacion original propuesto por
Gordon-Watson y Dukes la profundidad de penetracion en la pared intestinal era valorada
segun el grado de invasién de las capas normales de la pared intestinal. Simpson y Mayo
usaron una modificacion de la clasificacion de Dukes de 1929-1930 para ayudar a analizar los
factores que influyen en la supervivencia en el carcinoma del colon por encima del recto-
sigma.

No obstante Dukes comprendi6 que estos sistemas de clasificacion eran
excesivamente complicados para los canceres rectales avanzados que solian verse en el St.
Marks Hospital. En 1932 propuso el sistema de clasificacidn actualmente vigente:

- Grado A de Dukes: "Los casos A son aquellos en los cuales el carcinoma esta

limitado a la pared del recto sin haberse extendido al tejido extrarrectal y sin haber

metéstasis en ganglios linfaticos™.

- Grado B: "Los casos B son aquellos en los cuales el carcinoma se ha extendido por

continuidad a los tejidos extrarrectales, pero todavia no ha invadido los ganglios

regionales".

- Grado C: "Los casos C son aquellos en los cuales las metastasis estan presentes en

los ganglios linfaticos regionales™”.

En 1935 Gabriel, Dukes y Bussey propusieron su Unica modificacion al sistema de
clasificacion anteriormente descrito. Los casos en los cuales estaban invadidos unicamente
los ganglios linfaticos regionales o en los que como minimo la propagacion no habia
alcanzado los ganglios en el punto de ligadura de los vasos sanguineos se clasificaron como
C:. Los casos en los que la propagacion ganglionar habia alcanzado el punto de ligadura de
los vasos sanguineos se clasificaron como C..

En 1949 Kirklin, Dockerty y Waugh(108) introdujeron una modificacion en la
clasificacion de Dukes: las lesiones A estaban limitadas a la mucosa; las lesiones B; se
extendian a la muscularis propia, pero no la atravesaban; las lesiones B, penetraban a través
de la muscularis propia, y las lesiones C eran las del tipo B; 6 B, con invasion ganglionar
linfatica.

En 1954 Astler y Coller propusieron una modificacion al sistema anterior, las lesiones
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C eran aquellas que contenian metastasis ganglionares linfaticas, pero fueron subdivididas en
categorias C; y C,. Las lesiones C; estaban limitadas a la pared intestinal con ganglios
positivos.

En 1967 Turbull et al. afadieron un cuarto estadio a la clasificacion original de
Dukes(109), el estadio D que define metéstasis tumorales en higado, pulmdn, hueso, siembra
de tumor, tumor inextirpable por invasion parietal o invasion a érganos adyacentes. A esta
clasificacion puede afadirse dos nuevos tipos: D; y D,. Dy incluiria tumores que podrian
tener posibilidades quirargicas de curacion (invasion de Organos adyacentes, metastasis
hepéatica o pulmonar solitaria) y D, incluiria las lesiones irresecables (metastasis hepéticas
multiples o hepaticas méas pulmonares, metastasis en médula dsea, etc.)(8).

La ultima clasificacion TNM, es un sistema clinicopatolégico, propuesto
conjuntamente por la Union Internacional contra el Cancer (UICC) y el American Joint
Committe on Cancer (AJCC), tiene en cuenta la invasién de estructuras vecinas, ademas del
numero de ganglios positivos: Ty, invasion de la submucosa; T, invasion de la muscularis
propia; T3, invasion de la subserosa o tejido perirrectal no peritonizado; T4, perforacion del
peritoneo visceral o invasion directa de otros 6rganos o estructuras vecinas; No, sin metastasis
en los ganglios linfaticos regionales; N;, metastasis en 1-3 ganglios regionales; N,, metastasis
en 4 6 mas ganglios regionales; N3, metastasis en cualquier ganglio central; My, sin
metastasis a distancia; y Mj, metastasis a distancia. Posteriormente, la clasificacion original
fue modificada puesto que la extension del carcinoma de colon no podia valorarse por
completo clinicamente en el momento de la intervencion quirdrgica y se afiadieron una serie
de prefijos a la clasificacion TNM para relacionarla con la extension de la enfermedad en
localizaciones y momentos dados. Se relacionan a continuacion: cTNM, estadio diagnéstico
clinico; sSTNM, estadio de evaluacion quirargica; pTNM, estadio patolégico postquirurgico;
rTNM, estadio en retratamiento; y aTNM, estadio en autopsia.(107),(110). Esta clasificacion
TNM norteamericana ha sido considerada por muchos demasiado compleja para su uso
habitual.

I. 1. 8. Factores pronosticos del cancer colorrectal

El estudio de los factores prondsticos mejora nuestro conocimiento de la historia
natural de la enfermedad, ayuda a comprender mejor sus mecanismos y a evaluar nuevas
formas de tratamiento(111).

Definiremos dos grandes grupos de factores pronosticos: uno, formado por los
factores pronosticos clinicos, que pueden ser obtenidos a través de la historia clinica o
mediante la exploracién del paciente, y una segunda categoria de variables prondsticas
anatomopatologicas, que se establecen a partir del estudio de la biopsia o de la pieza de
reseccion quirdrgica.

1. 8. 1. Factores pronosticos clinicos
a. Sexo

La mujeres tienen una supervivencia mas alta que los varones en la mayoria de los
tumores malignos. Las mujeres tienen una mayor esperanza de vida y por tanto una menor
mortalidad por todas las causas.

En relacién al cancer colorrectal, hay algunos estudios que demuestran una mejor
supervivencia de las mujeres(112), mientras otros autores no encuentran diferencias
significativas(113),(114). En analisis multivariantes, el sexo se demuestra como una factor
pronostico independiente, hallandose siempre el sexo femenino asociado a una mayor
supervivencia(115). Algunos autores han observado que el efecto beneficioso para la
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condicion femenina solo se observa en las mujeres que han estado embarazadas(116).

b. Raza

Diversos estudios realizados en Estados Unidos, encuentran un peor pronostico en los
pacientes de raza negra, diagnosticados de cancer, en comparacion con los de raza
blanca(117). Este efecto de la raza sobre la supervivencia se ha observado en practicamente
todas las neoplasias, y por tanto, también en el cancer colorrectal. Los blancos afectados de
un cancer colorrectal, tienen un riesgo de mortalidad mas bajo que los de raza negra a lo largo
de toda la evolucion de la enfermedad, y que las diferencias se mantienen dentro de las
distintas categorias del estadio tumoral, sexo, edad y nivel socioecondémico, Unicamente la
primera permanece como variable prondstica significativa(118).

c. Edad

La edad inferior a 30-35 afios en el momento del diagndstico se relaciona con un
prondstico desfavorable segun los autores(119). Este hecho ha sido atribuido a que en estas
edades el 60-80% de los casos son diagnosticados en estadios Dukes C y con metastasis. Las
formas histoldgicas de mal prondstico tales como los adenocarcinomas mucinosos Yy
adenocarcinomas con células en anillo de sello son més frecuentes en los pacientes jovenes
(hasta un 80%)(94) mientras que en los adultos son raras (5-15%). En un 40-50% de
enfermos jovenes los tumores son mal diferenciados, y el 50% esté localizado en el colon
derecho, lo que comporta un diagndstico mas tardio al presentar sintomas vagos como anemia
0 dolor abdominal(120), vémitos, distension abdominal y aproximadamente un 70% se
diagnostican por obstruccion(121).

Tambien se ha atribuido el mal prondstico de los jovenes al predominio del sexo
masculino en este grupo.

Parece ser sin embargo, que si los tumores colorrectales se diagnostican en un estadio
precoz, el prondstico no es peor que el de los pacientes de mayor edad(110).

La edad avanzada es también un factor que ensombrece el prondstico del cancer
colorrectal y de todos los tumores malignos en general, aunque es necesario ajustar la
mortalidad observada por la mortalidad esperada en un grupo de personas de la misma edad y
Sexo.

En los pacientes de edad avanzada, el cancer colorrectal no es mas agresivo que en
otras edades, sin embargo, la edad avanzada puede conllevar ciertas limitaciones terapéuticas
puesto que los efectos secundarios de los tratamientos son mas frecuentes, produciendo una
disminucion de la supervivencia(122). De todos modos estudios recientes han sugerido que la
edad en si no debe ser un factor determinante al considerar la conveniencia de una
intervencion en pacientes con cancer colorrectal.

d. Sintomas

La sintomatologia con que se presenta la enfermedad, a menudo esta relacionada con
el estadio. La hemorragia o el cambio de ritmo intestinal suelen ser sintomas asociados con
estadios mas iniciales y por tanto, con mejor pronostico, mientras que la anemia, la palpacion
de una masa abdominal o una perforacion u oclusion intestinal, son sintomas que ocurren en
estadios mas avanzados.

Cuando el paciente esta totalmente asintomatico, como sucede en personas gque son
diagnosticadas en un programa de screening, el prondstico es mucho mejor que en los
pacientes con sintomas, la supervivencia es de un 75% a 80%, mientras que para los
pacientes sintomaticos es del 50% a los cinco afios(80).
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Hemorragia
La hemorragia es un factor de buen pronoéstico en la mayoria de trabajos que han
analizado esta variable, si bien no es un factor pronostico independiente de estadio(123).

Obstruccion intestinal

La obstruccion intestinal como primera manifestacion de un cancer de colon o recto
es relativamente frecuente, y supone un factor de mal pronostico.

Las causas que explican este mal pronostico son, entre otras, el estadio avanzado del
tumor, la gran actividad peristaltica del intestino ocluido que facilita la diseminacion tumoral,
y una mortalidad operatoria superior al 15%. La mortalidad operatoria es menor en el colon
izquierdo, pero llega a alcanzar cifras del 29% en el colon derecho(124),(125).

Si el tumor oclusivo esta situado en el colon derecho, el prondstico es peor que en el
colon izquierdo. Por otra parte los tumores obstructivos de colon derecho tienen una
supervivencia tres veces menor que los tumores no obstructivos de la misma
localizacion(126).

La perforacion intestinal, que con frecuencia se asocia a la oclusion, también es una
circunstancia que comporta un prondstico muy desfavorable incluso independiente del
estadio(127).

e. Intervalo entre el primer sintoma y el diagnostico

El retraso diagnostico es un factor que puede condicionar el pronéstico. Se ha
comprobado que los pacientes con un retraso largo (de aproximadamente 5-6 meses), tienen
un mejor pronostico que los enfermos con menor retraso(128). Este hecho, paraddjico a
primera vista, se cree que es debido a que los tumores con sintomatologia de menos de 6
meses de evolucidn tienen una mayor mortalidad operatoria, una tasa de cirugia radical mas
baja, y ademas se asocian con sintomas de mal pronostico como la obstruccion y perforacion
intestinal.

f. Localizacion del tumor

Los tumores localizados en el colon tienen mejor pronostico que los tumores rectales.
Dentro de las localizaciones coldnicas, algunos estudios muestran un prondstico mas
favorable para el colon derecho en relacion al izquierdo(129), sin embargo, otros autores
demuestran lo contrario, con un prondstico especialmente grave en los tumores de ciego. En
los tumores de colon derecho hay una menor proporcion de estadios Dukes A y un mayor
numero de estadios avanzados que en las otras localizaciones del colon(130), lo que
explicaria su menor supervivencia a los 5 afios.

Estos resultados discordantes podrian explicarse por la historia natural méas larga de
los tumores de colon izquierdo y sigma, en los que se han descrito recidivas y muertes mas
alla de los 5 afios del diagnostico, circunstancia que es mas rara en los tumores de colon
derecho y transverso.

g. Variables clinicas preoperatorias

En un estudio del Medical Research Council de Gran Bretafia(131), la movilidad del
tumor al tacto digital o a la exploracién endoscopica, fue la variable preoperatoria mas
importante en los tumores de recto, seguida del nimero de cuadrantes afectados y que la
distancia entre el tumor se localizara a menos de 8 cm. del esfinter.

h. Tamafo del tumor
En la mayoria de tumores malignos el tamafio tumoral estd relacionado con el
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prondstico y también ocurre asi en el cancer colorrectal, y especialmente en los tumores de
colon existiendo una correlacion entre el tamarfio y el nivel de penetracion tumoral en la pared
del intestino; que como es sabido, tiene un importancia prondstica considerable(132).
Steinberg et al.(123) en su estudio sefialan que existe un incremento del riesgo de mortalidad
del 7% por centimetro de longitud tumoral.

i. Morfologia tumoral
Los tumores exofiticos tienen un mejor prondstico que los tumores anulares,
ulcerados o desmoplasicos(133).

1. 8. 2. Factores pronosticos anatomopatolégicos

a. Nivel de penetracion del tumor en la pared del intestino
Los pacientes con tumores en grado A de Dukes sobreviven mas del 80% (80-95%) a
los 5 afos. Los del nivel B, solamente de un 40 a 60%, y el nivel C menos del 40%(134).

b. Numero de ganglios positivos
La supervivencia se reduce progresivamente segin el mayor nimero de ganglios
afectados y en algunos estudios es un factor significativo para la supervivencia(135).

c. Invasién de érganos vecinos

La clasificacion TNM, citada anteriormente, ha mostrado su utilidad pronostica, en
los diferentes subgrupos, con supervivencia a los 5 afios del 91% para el estadio T;, 84% para
el T,, 63% para los T3-T4, 56% para el N3, 38% para el Ny, y 34% para el N3 (136),(137).

Nathanson et al.(138) en un articulo de revision llegan a la conclusién de que la
clasificacion de Dukes contintia siendo valida, si bien para mejorar su sensibilida pronostica,
deberian incluir el porcentaje de ganglios positivos, la presencia o ausencia de ulceracion del
tumor primario y la invasion de las estructuras vecinas. Deans et al.(107) en su estudio de
factores prondsticos en el cancer colorrectal concluyen que la clasificacion de Dukes sigue
siendo el mejor predictor de la supervivencia después de transcurrido més de 60 afios.

d. Histologia

El adenocarcinoma mucinoso o coloide tiene una tasa de recidivas superiores al
adenocarcinoma puro y se diagnostica con mayor frecuencia en estadios Dukes C y con
metastasis. La supervivencia de la variante mucinosa es menor que la del adenocarcinoma no
mucinoso(139),(140) , aunque existen discrepancias al respecto. Los estudios de Halvorsen et
al(96), sugieren que la presencia de componentes mucinosos probablemente no implican un
peor pronostico excepto cuando se trata de un carcinoma con células en anillo de sello.

e. Grado de diferenciacion
Diversos estudios han puesto de manifiesto la importancia del grado histolégico como
variable pronoéstica independiente en el cancer colorrectal(107).

f. Invasion vascular

La invasion vascular reduce de forma significativa la supervivencia de los pacientes
con cancer colorrectal independientemente del estadio y el grado de diferenciacion(141). Se
ha observado una correlacién entre la invasion vascular y la existencia de metastasis
hepéaticas y también con la invasion perineural. Algunos estudios muestran un peor
prondstico de la invasion intramural de los capilares por el tumor y otros, sin embargo,
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recogen que la invasion de las venas proximas al tumor tiene un efecto mas ominoso(142).
1. 8. 3. Otras variables pronosticas

a. Contenido de ADN y ploidia del tumor
Esta variable se estudia ampliamente en el apartado 6. 7. de la introduccién.

b. Antigeno carcinoembrionario

Un nivel sérico alto de antigeno carcinoembrionario (CEA) en los pacientes que no
han sido operados tiene un significado pronostico desfavorable, ya que las cifras de CEA
reflejan, de alguna manera el volumen y la extension del tumor. Los pacientes con valores de
CEA inferiores a 200 ng/ml tienen una supervivencia estimada del 50% a los 5
anos(143),(144).

Tomando la cifra de 5 ng/ml como el valor a partir del cual consideramos positivo el
CEA, se ha comprobado que sélo un 26% de pacientes con CEA positivo puede ser
intervenido de forma radical, mientras que si el CEA es negativo el porcentaje de cirugia
radical se eleva al 72%(13).

Tambien se ha demostrado que los pacientes con un CEA positivo tienen tumores en
fases mas avanzadas (53% son estadios C cuando el CEA es positivo y 21% cuando es

negativo)(145).

c. Determinantes genéticos:

La pérdida de heterocigosidad (LOH) de los cromosomas 17p, 189 y 22q es detectada
con mas frecuencia en carcinomas avanzados que en carcinomas intramucosales, y LOH de
17p esta significativamente correlacionado con la invasion vascular y LOH 18q esta
correlacionado con la invasion linfatica y metastasica(146). La pérdida de un alelo del
cromosoma 18q parece predecir un pobre prondstico en pacientes con cancer de colon en
estadio Il. La tasa de superviviencia a los 5 afios de los pacientes con enfermedad en estadio
I1'y 18q intacto es del 93%, y en los que presentan pérdida es comparable a los enfermos con
estadio 111(147).

Las delecciones alélicas de Nm23-H1, un gen asociado con bajo potencial metastasico
localizado en el brazo largo del cromosoma 17 (17921.3-22), estan significativamente
asociadas con comportamiento mas agresivo de los carcinomas colorrectales(148).

Las acumulaciones citoplasmaticas de la proteina p53 en los carcinomas colorrectales
es un indicador prondstico independiente de superviviencia global, pero con un analisis
adicional con ploidia de ADN, el indicador p53 es significativo solo respecto a la
supervivencia libre de enfermedad(149). Otro estudio confirma estos resultados en cuanto a
la supervivencia a corto plazo(150).

Los errores en la replicacién del ADN se asocian a crecimiento exofitico, mayor
tamafio, pobre diferenciaciéon, producion extracelular de mucina, reaccion linfoide tipo
Crohn, y mayor expresion del gen p53 por inmunohistoquimica(63).

I. 2. Carcinogénesis coldnica experimental
I. 2. 1. Razones para el uso de modelos experimentales carcinégenos animales
Es evidente, como en otros campos, que la unica respuesta satisfactoria al problema
de la neoplasia maligna es su prevencion. Esto necesariamente implica y demanda un cabal
conocimiento de los aspectos basicos de la carcinogénesis.
Se cree que los tumores inducidos quimicamente (autdctonos) en los roedores son los
mejores modelos que tenemos a nuestro alcance para obtener resultados transferibles a la
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situacion clinica.

Una de la razones para su utilizacion es la gran dificultad en realizar estudios
prospectivos de variaciones ambientales en humanos, puesto que la tasa de crecimiento es
extremadamente lenta y la edad avanzada de aparicion de la neoplasia necesitarian de un
periodo muy largo de seguimiento de una poblacion expuesta para establecer cualquier
evidencia epidemioldgica de causalidad(18).

También debemos sefialar que, aunque los tumores en muchos Grganos aparecen de
forma natural o pueden ser producidos facilmente, las neoplasias de intestino de origen
natural en animales, son extremadamente raras(151). La escasa frecuencia de los tumores de
intestino, fue indicada ya en 1938 por Wells et al.(152), con la demostracion de 19 ejemplos
de carcinoma intestinal en 142.000 autopsias de raton. Tampoco existen cepas de ratas o
hamsters seleccionadas por su susceptibilidad para carcinoma intestinal espontaneo, del
mismo modo que las hay para leucemia o tumores mamarios. Se encuentra una excepcién con
el Sanguinus oedipus, un primate nativo de Sudameérica que presenta una enfermedad del
colon genéticamente relacionada; consistente en tumores no polipoides que crecen de novo en
el epitelio mucosal, semejando cancer colorrectal no polipoide hereditario o cancer originado
en pacientes no portadores de polipos con colitis ulcerosa. Los tumores estan localizados en
el colon derecho en un 60%. Esta raza en particular esta protegida y no esta disponible para
investigacion de cancer(153).

De este modo, para un satisfactorio trabajo en el laboratorio son claramente necesarias
las lesiones producidas experimentalmente(154). Estos modelos reproducibles aportan la
oportunidad de estudiar la enfermedad y permiten al investigador manipular ciertas variables
tales como dieta, anatomia del colon, factores microbioldgicos y parametros inmunoldgicos
que pueden demostrarse como importantes en la etiologia del cancer de colon(155).

Por consiguiente, los modelos animales nos permiten estudiar las influencias que
pueden modificar el inicio y desarrollo del cancer de colon bajo condiciones estrictamente
controladas y disefiar las analogias apropiadas para aproximarnos al entendimiento de la
etiologia y también para conseguir los fines de prevencion, diagnostico y mejor manejo del
cancer de colon en el hombre.

I. 2. 2. Principales carcindgenos conocidos
Los tumores de intestino han sido inducidos por distintos carcindgenos(156), que se
han desarrollado principalmente en estos ultimos 40 afos.
En la Tabla 1-2 se recogen los principales carcindégenos quimicos asi como el/los
investigadores que desarrollaron su uso y conocimiento, los animales susceptibles a los
mismos Yy el 6érgano diana de la accion carcinogenética.
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Isétopo Itrio 91 Rata or Tubo digestivo Lisco, Brues, Finkel, Hansen, 1947
Irradiacion por Rx Rata general Mucosa intestinal |Brecher, Cronkite Peers, 1953
Irradiacion por neutrones rapidos  [Rata general Mucosa intestinal [Nowell, Cole, y Ellis, 1956
1,2-Dibezantreno Rata or Intestino Lorenz y Stewart, 1941
20-Metilcolantreno Rata or Intestino Stewars, 1953
Aceite lubricante Rata or Intestino Lushsbaugh y Hackett, 1948
20-Metilcolantreno Rata ir l. G. Rack, Kaufman, Simeone, 1955
Alcohol Rata ir .G Krebs, 1928
20-Metilcolantreno Rata sC l.G. Millers, Pybus, 1955
Cox, 1937. Bielschowsky 1944. Dunny
Kessel 1945. Simeonides, 1954.
2- Acetamidofluoreno Rata Intestino Morris, 1955
Oido, higado,
Bencidina (4,4-Diaminofenil) Rata intestino Spitz, Magninan, Dobriner, 1950
N-N-Dimetil-aminodifenil Rata Intestino Miller, Miller, Sandin y Brown, 1947
3,2-Dimetil-4-aninodifenil Rata sc, or I.D.el.G. Walpole y Williams, 1958
Cicasina Rata or l.G. Laqueur, 1963
Rata, ratén,|or, sc, ip,
1,2-Dimetilhidracina hamster ir I.D.el.G. Druckrey, 1967
Azoximetano Rata, raton |or, sc,ir |I.D.el. 1. G. Druckrey, 1970
or, sc, ip,
Metilazoximetano Rata ir I.D.el. l.G. Druckrey, 1970
Rata, ratén,
N-metil-N’-nitro-N- congjo  de
nitrosoguanidina indias ir I. G. distal Narisawa, 1971
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Rata, ratén,

conejo  de
3- Metil- N-nitrosourea indias ir I. G. distal Narisawa, 1971
3-Metil-2-aminonaftaleno Rata or, sc I.D.el.G.
3-Metilcolantreno Hamster or 1.G.

or= oral sc=subcutaneo ip=intraperitoneal ir=intrarrectal I. D.=intestino delgado 1.G.=intestino grueso

Tabla 1-2
Principales carcindgenos conocidos.

Los tumores animales producidos por carcindgenos deben seguir unos criterios para
su utilizacién como modelos para estudios epidemioldgicos y quimioterapéuticos(157).
1. Aparicion unilocular del tumor.
2. Periodo de incubacion tumoral relativamente corto, bien definido y con pequefia
desviacion tumoral.
3. Tumor diagnosticable en el tiempo.
4. Biologia tumoral paralela a su equivalente humano.
5. Quimiosensibilidad paralela a su equivalente humano(164) -(166).
Los carcindgenos quimicos coldnicos pueden ser clasificados en 7 grupos en base a su
estructura quimica, tal como se muestra en la tabla siguiente:

FAMILIA QUIMICA CARCINOGENO

Hidracinas 1, 1 - Dimetilhidracina (1,1-DMH)

1,2 - Dimetilhidracina dihidrocloruro (1,2-DMH)
Metilhidracina (MH)

Acido formico 2-4-(5-nitro-2-furil)-2-tiazolilhidracida
(FAH)

I-Metil-2-butilhidracina dihidrocloruro (MBH)

Trimetilhidracina hidrocloruro (TMH)

Compuestos azoxi Azoximetano (AM)
ONN-Metilazoxibutano (MAB)
Metilazoximetanol (MAM)

Metilazoximetanol glucésido, cicasina (MAMG)

Compuestos N-Nitroso N-Metil-N’-nitro-N-nitrosoguanidina (MNNG)
N-Metilnitrosourea (NMU)
N-Nitrosobis (2-hidroxipropil) amina (BHP)

N-Nitrosobis (2-oxopropil) amina (BOP)

Dextrano sulfato y polisacaridos Asbestos

relacionados

Aflatoxina

Aminas ariles y heterociclicas 3,2'-Dimetil-4-aminobifenil (DMAB)
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2-Amino-3-Metilimidazolquinolina

Hidrocarburos aromaticos policiclicos | 3-Metilcolantreno

Tabla 1-3
Familias quimicas de carcindgenos (modificado de Green et al. 1987).

2. 2. 1. Compuestos relacionados con la cicasina

A continuacion se comentan brevemente el grupo de carcindgenos relacionados con la
cicasina, comenzando con este compuesto natural y sus homdlogos quimicos a excepcién de
la 1,2-Dimetilhidracina que merece un apartado propio al ser el carcindgeno utilizado en este
estudio.

2.2.1. 1. CICASINA

Procede de las nueces cycad, obtenidas de Cycas Circinalis, proveniente de la isla
Guam. Laqueur et al.(160) observaron en 1963; de forma casual, cuando buscaban una
posible causa dietética de la incidencia inusualmente alta de esclerosis lateral amiotréfica en
Guam, que las nueces de cycad desarrollaban tumores benignos y malignos, principalmente
en higado y rifiones y también en menor cantidad en pulmon e intestino en roedores.
Observaron las semejanzas entre los cambios patoldgicos existentes en ratas alimentadas con
comida de nuez cycad tdxica y las alteraciones publicadas en la literatura, que son producidas
por el compuesto carcindgeno dimetilnitrosamina en animales, sugiriendo la posibilidad de
que un glucosido aislado en las cycads, llamado cicasina diese lugar en su rotura metabolica a
un compuesto carcinogénico para ratas semejante al que se sugiere que da la
dimetilnitrosamina. Este supuesto, es hoy en dia ampliamente aceptado. La cicasina es el
glucésido soluble en agua del metilazoximetanol.

Se abandono su uso posteriormente, sin embargo, ya que las nueces de cycad no eran
facilmente accesibles y la cicasina era quimicamente inestable(167).
Laqueur et al. mostraron que la cicasina produjo cancer de colon en ratas tras administracion
oral y no parenteral.

La carcinogenicidad de la harina de cycad para el hombre es desconocida.

2.2.1.2. 1,1-DIMETILHIDRACINA (CHj3),-N-NH;

La 1,1-dimetilhidracina, es un compuesto de sintesis que administrado en el agua de
bebida, produce tumores en ciego, rifidon, pulmén, higado y vasos sanguineos
(angiosarcomas)(168).

Ha sido hallada en el tabaco, a razon de 147 ng/g de planta, asi como en el
humo(169). En consecuencia, un gran segmento de la poblacién esta expuesto a ella, ademas
de a otros carcindgenos humanos. De todas formas, no se ha encontrado correlacion clara
entre el habito de fumar y la neoplasia colonica.

La 1,1-dimetilhidracina esta presente también en el combustible de cohete(170).

2.2.1.3. METILHIDRACINA (MH) CH3-NH-NH,

Un champifion salvaje comestible Gyromita Esculenta contiene cantidades
importantes de acetaldehido de formilhidrazona y N-metil-N-forlhilhidrazina. Este ultimo
compuesto produce MH bajo ciertas condiciones que mimetizan el medio del estémago
humano. Se ha estimado que anualmente, aproximadamente 1 millén de personas en todo el
mundo comen este hongo.

La MH también se usa como propelente de cohetes.
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Produce polipos adenomatosos y adenocarcinomas administrado en el agua de bebida
de hamsters(171).

2.2.1. 4. AZOXIMETANO (AM)
El azoximetano en inyeccion subcutanea o infusion rectal produce alta incidencia de
adenomas y adenocarcinomas en intestino grueso y delgado(169).

2.2.1.5. AZOXIMETANOL (AOM)

El azoximetanol es esencialmente igual a la 1,2-DMH en términos de especificidad
para el colon, pero requiere menos reacciones de activacion y estd mas proximo al
carcinogeno final.

Fiala(172) en sus estudios considera al AOM mas adecuado que la DMH como
posible carcindgeno quimico implicado en el cancer de colon humano. La formacion
enddgena de AOM a partir de precursores accesibles, como la metilamina por la flora
bacteriana intestinal y por otros 6rganos tales como el higado o el intestino parece bastante
fiable.

El azoximetano a una dosis de 8-15 mg/kg produce carcinoma intestinal en el 100%
de ratas por via subcutdnea o intramuscular(172). Ratas inyectadas con una dosis
relativamente alta de AOM desarrollan mas tumores en el colon distal y en duodeno, y
aquellas inyectadas con dosis bajas tienen mas tumores en colon proximal y ciego(154). En
ratones son mas frecuentes las lesiones rectales. EI AOM produce una toxicidad hepatica de
hasta un 20% y los animales fallecen durante el periodo de induccion debido a necrosis

hepatica(173).

2.2.1.6. METILAZOXIMETANOL (MAM)

Es una aglicona de la cicasina. Fue descrita por Laqueur et al.(174) en 1966. Induce
neoplasias en higado, rifiones y tracto intestinal.

El MAM administrado por via oral, subcutanea o intraperitoneal desarrolla adenomas
y carcinomas de colon(168).

2. 2. 2. Otros carcin6genos quimicos

2.2.2.1 COLANTRENOS

Lorenz y Stewart(157) publicaron el primer articulo de induccion quimica de tumores
intestinales en ratas en 1941. Alimentaron con dibenzantraceno y metilcolantreno a dos cepas
de ratones y documentaron carcinomas intestinales altos al igual que tumores de pulmén.
También producen un modelo de cancer mamario en roedores(175).

No se vieron tumores coldnicos en estos experimentos(166).

Posteriormente, se publicd que la alimentacién con 3-metilcolantreno produjo cancer
de colon en machos pero no en hembras de varias cepas de hdmsters(176).

2.2.2.2N- METILNITROSOUREA (MNU)

La MNU induce tumores por alquilacion. Su metabolismo da lugar al compuesto
Azometano.

El MNU es una sustancia inestable con vida media bioldgica muy corta.

En rata, hAmster, raton y conejillo de indias, la infusion intrarrectal de MNU induce
carcinoma invasivo y bien diferenciado, con una incidencia del 100%(163),(177).

Tras su aplicacion endovenosa, los tumores se localizan en distintos 6rganos, tales
como hueso, estdbmago, intestino delgado, colon, pancreas, rifion, mama y SNC.
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Histopatoldgicamente son adenocarcinomas con alto grado de invasion y baja
diseminacion(178).
Su desventaja es el largo periodo de dosificacién preciso para la induccién tumoral.

2.2.2.3. N-METIL-N-NITRO-N-NITROSOGUANIDINA (MNNG)

En 1971, Narisawa et al.(163) mostraron que la N-Metil-N-Nitro-N-Nitrosoguanidina
instilada directamente via rectal tiene un efecto carcinogenético directo(179),(180) , siendo
utilizada para estudios in vitro(167). Actla directamente en el ADN y ARN de las células
diana, modificando la sintesis proteica(153) y precisa del efecto promotor del contenido
intestinal(181), en concreto de la accion de las bacterias intestinales.

Se degrada en medio alcalino al carcinégeno diazometano, sin necesidad de accion
enzimatica. Esta degradacion rapida es la responsable del cancer.

Su administracion intrarrectal tiene como resultado la induccion de pdlipos adenomatosos y
canceres colonicos en ratas(167),(182). Su desventaja son sus largos periodos de induccion y
de latencia (40 a 60 semanas)(153).

Por via oral, produce una alta incidencia de adenocarcinomas gastricos y de intestino
delgado.

Cuando se inyecta subcutdneamente, produce sarcomas en el punto de la

inyeccién(176).

2.2.2.4.N - NITROSO-ACETOXIMETIL-METILAMINA

Como otras nitrosaminas, no es per se un carcindgeno, pero se degrada al carcindgeno
Diazohidroxido.

Se administra intrarrectalmente. El tiempo de latencia es de aproximadamente 252
dias y puede producir metastasis(153).

2.2.2.5.BENCIDINA

La bencidina es carcinogénica para las ratas, produce hepatomas y adenocarcinomas
de recto en una pequefia proporcién de animales, sobre todo machos.
Es més potente administrada subcutaneamente(183).

2.2.2.6 AFLATOXINA

En los afios 60 Newberne et al(184) describieron que la aflatoxina B1, un metabolito
del moho Aspergillus flavus, causa tumores de colon en ratas vitamino A deficientes cuando
se aflade al agua de bebida, aunque la carcinogénesis coldnica por aflatoxina no ha sido
estudiada y es desconocida(185),(186). La aflatoxina se usa principalmente como
carcindgeno hepatico(187).

2.2.2.7.2'3 DIMETIL-4-AMINOBIFENIL (DMAB)

El primer producto que se conocié que inducia cancer colénico fue el 2'3dimetil-4-
aminobifenil. Por administracién oral o subcutanea en la rata el DMAB induce carcinoma de
colon y una mayoria de pélipos en 4 a 12 meses(153) con igual morfologia, tipo histolégico y
localizacion que el cancer humano(159),(182).

El DMAB es secretado activamente en la bilis y transportado a las células diana via
corriente fecal(176),(188). De este modo, la diversién de la corriente fecal mediante
colostomias previene el desarrollo de neoplasias coldnicas(189), aunque aparecen neoplasias
extraintestinales.

I. 2. 3. 1,2 -Dimetilhidracina dihidroclorato (1,2 - DMH)
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La 1,2 -DMH es el carcindgeno intestinal mas usado.

En 1967, Druckrey et al.(161) pusieron de manifiesto que la DMH era
estructuralmente semejante al compuesto natural cicasina, describiendo que posee una
especifica y real capacidad de producir tumores de colon en diversas especies de
roedores(190). La DMH es la mitad activa de la comida de nuez de cycad(167).

Es un compuesto de sintesis. Hoy en dia, no se sabe que este compuesto aparezca en
la naturaleza. Es sintetizado para uso de laboratorio en cantidades limitadas.

La potencia y organoespecificidad de procarcindgenos quimicos vienen en gran
medida determinados por la reactividad quimica y por la capacidad de que haya suficiente
cantidad de sus formas carcinogenéticas Ultimas en los tejidos diana. La cantidad del
carcinogeno final esta en funcion de la actividad de las vias metabolicas que conducen a su
formacion, de la actividad de las vias de detoxificacion y también de las vidas medias
bioldgicas de todas las especies biolégicas implicadas(171).

Druckrey postulé que la DMH sufre una serie de transformaciones quimicas in vitro.
La activacion metabdlica de la DMH se muestra en la Figura 1-3,(161). En un primer paso
implica la oxidacion a azometano, un gas a temperatura corporal, que aparece en el aire
espirado de las ratas tratadas con DMH. Una oxidacion convierte al azometano en
azoximetano que entonces, mediante un proceso de N-hidroxilacion, se convierte en
metilazoximetanol. EI metilazoximetanol es quimicamente inestable a temperatura corporal e
in vitro se descompone espontaneamente en formaldehido, agua y nitrégeno. Durante esta
descomposicion se forma el agente alquilante metildiazonio, llamado carcindgeno final. Este
altimo es una sustancia altamente reactiva que forma iones metil-carbono, que se cree que
son responsables de las metilaciones de macromoléculas tanto in vivo como in vitro. La
alteracion de las propiedades de las macromoléculas criticas como ADN, ARN vy otras
proteinas, por alquilacion y otras reacciones, es un paso esencial en la carcinogénesis
quimica.

Fiala et al.(191) corroboraron que el supuesto de la figura anterior se producia in vivo,
midiendo la excrecion de metabolitos mediante cromatografia de gas y liquidos a alta presion.

Los grupos metilo de la DMH son importantes para determinar su especificidad de
accion. Reemplazando el grupo metil por un grupo etil da como resultado la produccion de
tumores de cerebro, bazo, timo, glandula mamaria e higado en lugar de colon(167). El
marcado de la DMH por deuterio ocasiona un cambio en los drganos diana. Los resultados
indican que la rotura del enlace C-H es cinéticamente importante en la activacion del DMH
hasta su forma carcinogénica en 6rganos diana, y que la deuteracion del sustrato permite un
mecanismo de diversion que hace que un efecto is6topo pequefio se haga relativamente mas
extenso(192).

La 1,2-dimetilhidracina es un carcindgeno efectivo y selectivo de colon, debido a su
actividad alquilante en los acidos nucleicos del epitelio intestinal y sus propiedades
mutagénicas(193). Actla modificando el genoma de la célula, ocasionando eventualmente
alteraciones del fenotipo celular, tales como pérdida de diferenciacion, invasividad o
conducta proliferativa anormal. La N-metilguanina y la O-6-metilguanina han sido aisladas
del ADN de la mucosa coldnica de ratas inyectadas con(14) C-DMH y en colon de rata
cultivado tras incubacion con DMH marcado. Los niveles iniciales de O-6-metilguanina son
mas altos en algunos drganos no diana que en el colon, pero ya que la tasa de reparacién del
colon es mas lenta, el lapso de descodificacion se prolonga por mas tiempo.

La potencia y organoespecificidad de procarcindgenos quimicos estan en gran medida
determinadas por la reactividad quimica y por la capacidad de que haya suficiente cantidad de
sus formas carcinogenéticas Ultimas en los tejidos diana. La cantidad del carcindgeno final
estd en funcion de la actividad de las vias metabolicas que conducen a su formacién, de la
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actividad de las vias de detoxificacion y también de las vidas medias bioldgicas de las
especies implicadas(171).

2. 3. 1. Organotropismo, vias de administracion y dosificacion

La via de administracion afecta al organotropismo del carcindgeno, mostrando la
importancia de los diferentes tejidos en la activacion y detoxificacion de la DMH. Las
instilaciones intracolénicas simples o multiples de DMH en ratones producen adenomas y
adenocarcinomas de los pulmones, angiomas y angiosarcomas de vasos sanguineos(194) y
fibrosarcomas subcutaneos.

También se ha observado, que dosis bajas diarias de DMH en el agua de bebida
producen hemangioendoteliomas de higado y no tumores colénicos. Sin embargo, la misma
dosis total administrada una vez por semana produce cancer de colon en la mayoria de las
ratas(153).

Usualmente, la DMH se administra por via subcutanea, y en unas dosis que van de 7 a
21 mg/kg de 12 a 20 semanas, 0 40 a 200 mg/kg en una Unica inyeccion.

También puede administrase por via oral, en el pienso, a razon de 21 mg/kg/semana
durante 12 semanas(153) o en el agua de bebida.

El érgano de manifestacion y la distribucion tumoral depende de la dosis del
carcindgeno. Se considera que la dosificacion optima para la induccion selectiva de tumores
de colon es de 10 mg/kg durante 25 semanas (dosis total de 250 mg). Este tiempo de
induccién idoneo de 180-240 dias proporciona una tasa tumoral del 90%, incluso algunos
autores hablan de un 100%(166),(195) , en todas la localizaciones. El periodo de latencia,
definido como el intervalo de tiempo entre la primera inyeccion de carcindgeno y la aparicion
de tumores, es aproximadamente de 6 meses a dosis de 10-20 mg/kg/semana. Con una
dosificacion més alta de DMH, la incidencia de tumores extracolonicos aumenta. Al
disminuir la dosis, aumenta el periodo de latencia y los animales desarrollan menos tumores
colonicos y extracolonicos(166) asi como metastasis(196).

Incluso una dosis simple de DMH producira tumores, con un periodo de latencia
estimado de 15-20 meses(166), aungue estudios mas recientes describen un alta incidencia
tumoral con un periodo de latencia de 9 meses(197).

Los componentes de la corriente fecal no son capaces de activar la DMH administrada
intrarrectalmente, ya que no aparecen tumores localmente por esta via.

Sin embargo, experimentos de transposicion de colon a yeyuno y viceversa han
demostrado susceptibilidad especifica de colon, en comparacién con mucosa de intestino
delgado, en la que no aparecen tumores; a la carcinogenicidad de la DMH(198). Rubio et
al.(199) describieron que se producen tumores en los segmentos desfuncionalizados de colon,
aungue en menor proporcion que en los segmentos funcionantes, sugiriendo que factores
enddgenos del contenido intestinal facilitan la carcinogénesis quimicamente inducida(200).
Se ha demostrado que el trauma quirargico aumenta la carcinogénesis de colon en la rata. Las
reacciones locales vasculares e inflamatorias probablemente desempefian un papel en este
fenémeno. También se ha descrito la importancia de la técnica de sutura y material
usado(201) en la anastomosis como promotoras de carcinogénesis. Las suturas
seromusculares, que no atraviesan la mucosa del colon, inducen menor proporcion de
neoplasias perianastomoticas que las transmurales(202). Se ha descrito que tras el dafio
quirdrgico se produce proliferacion de las células de las criptas del colon y entran més células
en ciclo mitético, etapa en las que parecen ser mas receptivas a las influencias
carcinogenéticas(203),(204). También la produccion quimica de colitis puede predisponer a
las células coldnicas epiteliales de la rata al efecto carcinogenético de la DMH(205).
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2. 3. 2. Acciones de la DMH

La DMH induce proliferacion celular en la cripta colonica, previo al desarrollo de
atipias focales.

La mayoria de tumores inducidos estan localizados en el intestino grueso.

Como ya hemos dicho la especificidad colonica esta ligada a la dosis y el momento de
observacion.

Los tumores son generalmente multiples, con semejanza proxima a los tumores
humanos(206). Se acompafian de anorexia, pérdida de peso, heces sanguinolentas,
obstruccion intestinal y, ocasionalmente, invaginacion(207).

En la rata hay pocos polipos adenomatosos benignos y una mayoria de
adenocarcinomas aparecen de novo sobre mucosa plana(208),(209) , aunque estudios tiempo-
dependientes demuestran que no de forma excluyente(210). Estos adenocarcinomas méas o
menos diferenciados se localizan en la mitad distal del colon izquierdo y generalmente, no
son muco-secretores(211). Los carcinomas mucinosos y de células en anillo de sello
prevalecen en el colon proximal y ciego; siendo a menudo mas metastasicos que los del colon
izquierdo. Las metéastasis son locales, peritoneales, en los ganglios linfaticos regionales o a
distancia(153). Las metastasis hepaticas son excepcionales, en contraste con lo que ocurre en
los tumores colonicos humanos, en los que supone una causa muy importante de
muerte(166),(212); sin embargo, lineas celulares obtenidas a partir de adenocarcinomas de
colon de rata transplantable que fue inducido por administracion subcutanea de DMH,
desarrollan metastasis de higado y pulmoén(213).

En los ratones se encuentran pocos adenocarcinomas y prevalece una mayoria de
polipos.

Se ha descrito que 4 semanas es el intervalo necesario para que la mucosa del colon
vuelva a su estado normal tras los efectos toxicos agudos de una inyeccién de DMH.

El modelo de DMH nos lleva a una diseminacion tumoral (en el 93% de los casos) en
contraste con otros modelos.

Su desventaja es la alta incidencia de tumores primarios en otros 6rganos. Por ruta
subcutanea, inyecciones de DMH simples o repetidas inducen tumores de intestino, rifiones,
higado, glandulas de Zymbal de la oreja en la rata(214); e intestino grueso, ano, pulmones
(predominantemente de crecimiento alveolar)(215), higado, rifiones y vasos sanguineos en
ratones(216). Tambien produce megalocitosis hepatica y aparicion de Ulceras gastricas(217).

Otra desventaja es la localizacion tumoral en todo el colon que dificulta el control del
tamafo y crecimiento tumoral.

La DMH induce cambios en los lipidos plasmaticos, aumenta el colesterol libre y
diminuye los niveles de fosfolipidos en los animales tratados(217).

La DMH es diurética a dosis de 21 mg/kg de peso(169).

2. 3. 3. teorias carcinogeénicas del cancer de colon inducido por DMH. Mecanismo de accién

La carcinogénesis como un largo proceso multietapas fue descrito por primera vez por
Blerenblum(218) en 1941 para explicar cémo hidrocarburos policiclicos inducian cancer
epidérmico en ratones. Este autor encontrd que la aplicacion de benzopreno en la piel de los
animales no causé cancer, excepto cuando se aplicd repetidamente aceite de crotona. El
aceite de crotona solo o aplicado antes del carcindgeno no produjo neoplasias. De tales
experimentos dedujo que el cancer se produce lentamente en dos etapas separadas: una
primera etapa de iniciacion y una segunda de promocion. Esta teoria se extendid
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posteriormente al cancer de todos los 6rganos, incluyendo las neoplasias de colon.

La aceptacion de la carcinogénesis como un modelo multietapas era unanime, hasta
que en 1981 A. Maskens(193), publicé un revolucionario trabajo en el que utilizando la
I6gica matematica, la estadistica y el calculo de probabilidades demostré fehacientemente que
la carcinogénesis es un fendmeno en dos etapas, que ademas no se corresponderian con los
experimentos clasicos de iniciacién-promocion.

La carcinogénesis por DMH en el colon de la rata es un proceso en 2 etapas y el
producto de las tasas a las que cada paso aparece es de alrededor de 2x10®/célula en
riesgo/dosis de DMH/afio.

El tratamiento con DMH es capaz de inducir directamente un cambio estable y
transmisible en un nimero de células epiteliales que por consiguiente estarian en riesgo
respecto a un segundo suceso capaz de iniciar el crecimiento tumoral.

Este cambio es transmisible dentro de la mucosa, que se renueva por periodos
prolongados. Las células afectadas no tienen expresion fenotipica en términos de ventaja
proliferativa.

El segundo cambio no requiere exposicion al carcindgeno (aunque la presencia
continuada del carcindgeno puede probablemente contribuir a ello) y afecta aleatoriamente a
las células expuestas al carcin6geno a una tasa que es constante, al menos dentro del tejido
considerado(219).

La suposicion mas razonable es que el primer paso representa una mutacion somatica.
Las propiedades quimicas y bioldgicas de la DMH, sus propiedades mutagénicas asi como la
naturaleza transmisible y estable de sus efectos en el epitelio intestinal apoyan este
mecanismo. Cada inyeccién de DMH entra en interacciones inespecificas diseminadas con el
ADN Yy otros constituyentes macromoleculares celulares y es probablemente capaz de inducir,
sobre una base aleatoria, una primera mutacion especifica en una proporcion dada de células
del colon.

Esta células estarian en riesgo para el segundo cambio, que permitiria la expresion del
fenotipo cancer. En tal sistema, el umbral tedrico de la dosis de carcinogeno seria la dosis
mas pequefia capaz de inducir la primera mutacion especifica en al menos una célula. En este
momento, existe un mecanismo en el epitelio del colon que puede aparecer
independientemente de la exposicion al carcindgeno y es capaz ya de producir un efecto
mutacional especifico en las células.

El cancer en este ejemplo es el resultado de una mutacidén somatica recesiva inducida
por DMH, seguida de una conversion del mutante recesivo a un estado homocigotico, siendo
la tasa de conversion una propiedad intrinseca del tejido colico. Durante una exposicién
prolongada la DMH puede, en consecuencia, incrementar también la incidencia de cancer
afectando al segundo gen homologo en las células heterocigoticas.

La organoespecificidad de la DMH depende de reacciones de oxidacion catalizadas
por reacciones enzimaticas no identificables en los tejidos diana. Estudios autorradiograficos
utilizando DMH marcada con(14) C muestran que este agente es captado por el higado
aproximadamente 1 hora después de la inyeccion y en las células epiteliales del colon 3 horas
después de la misma. La DMH es excretada primariamente por el pulmon y rifiones que
eliminan del animal aproximadamente un 50% de la dosis inyectada. Los principales
metabolitos en aire espirado son CO, y azometano(220); la orina contiene, DMH inalterada,
azoximetano, azometano y metilazoximetanol. Se presume que el higado es el lugar primario
de oxidacién de DMH a metilazoximetanol (MAM), que es entonces transportado via sangre
y /o corriente fecal al colon y otros drganos, aunque otros estudios indican que el colon en si
mismo contiene tipos celulares epiteliales o enzimas capaces de convertir la DMH en
productos mutagénicos sin implicar necesariamente metabolismo intermediario por
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hepatocitos(221),(222) , de hecho la mucosa colorrectal implantada en el estdémago es
sensible a la tumorigénesis causada por DMH(223). Tambien se ha observado que el transito
intestinal enlentecido induce un nimero aumentado de neoplasias colonicas en relacién con el
contacto prolongado con la mucosa del carcinégeno o debido a una mayor concentracion en
la luz colonica(224). Los estudios de Stralka et al.(225) usando anticuerpos policlonales anti
Psso, 11B1 y 11A; postulan un sistema de metabolizacion de la droga P4so-dependiente en el
colon capaz de activar y metabolizar el modelo de carcin6geno colon-especifico 1,2-DMH.
Algunos inhibidores metabdlicos pueden interrumpir la activacion del DMH y prevenir la
induccién tumoral. Algunos antioxidantes como el disulfiram y otros compuestos
relacionados como el carbon disulfuro o el bis (etilxantégeno) son capaces de inhibir la
carcinogenesis inducida por DMH y azometano (AOM) inhibiendo la N-oxidacion en vivo de
azometano a azoximetano y la C-oxidacion del AOM in vivo(226) -(229).

Los estudios de Davies et al.(230) demuestran que aparecen alteraciones en la bomba
de Na'-K* en la mucosa premaligna de animales tratados con DMH meses antes de que se
desarrollen tumores visibles y estos cambios pueden explicar parcialmente los niveles
alterados de Na* y K* en el citoplasma y membrana basal de colonocitos premalignos y
malignos(231),(232). La despolarizacion epitelial se produce tras la inyeccion del
carcindgeno(233).

2. 3. 4. Factores constitucionales y regulacion

Especies, raza, sexo y edad influyen en la induccion de carcinoma intestinal.

Las especies y las razas dentro de las especies muestran grandes diferencias en
susceptibilidad al carcindgeno. Los conejillos de indias son resistentes a la carcinogenesis
inducida por DMH. Los hamsters son extremadamente susceptibles a DMH y son necesarias
dosis muy bajas para evitar toxicidad hepatica(153).

Las ratas y los ratones responden bien a carcinogénos pero con grandes variaciones
entre las diferentes razas(212),(234) , mostrando incluso distinta susceptibilidad para los
diferentes segmentos anatomicos del colon(235). Las razas mas sensibles a la DMH son
Fisher, Sprague-Dawley y BD-1X.

Las susceptibilidades genéticas encontradas en diferentes razas de ratén podrian
explicar las diferencias en la capacidad de metabolizar el carcinégeno a su forma activa, pero
no se encontré ningdn sistema enzimatico principal deficiente que sustente esta hipotesis.
Estudios genéticos mas recientes mostraron una falta de herencia dominante y la accion o
presencia de genes supresores. Dos factores genéticos, al menos, podrian influir en la
resistencia a DMH, uno gobernado por el metabolismo del carcindgeno y el otro controlado
por el género.

Los roedores hembras son ligeramente menos susceptibles que los machos a la accion
carcinogenética de la DMH(192). La administracion de andrégenos a ratas macho BD-IX
castradas incrementa la incidencia de cancer de colon(236).

La edad es importante en la organoespecificidad del carcindgeno. El tratamiento
prenatal de monos con DMH induce nefroma embrioldgico, similar al tumor de Wilms(237).

Experimentos con una inyeccion de DMH a ratas de 1, 10 6 30 dias mostré que el
carcinoma de colon aparecid solo en las ratas tratadas de 30 dias. Los machos neonatalmente
androgenizados y tratados con DMH desarrollan una mayor proporcion de tumores colénicos
que sus controles(238).

Otros factores autocrinos potenciales, como factor de crecimiento insulinico,
transferrina y gastrina podrian tener gran valor en la regulaciéon de los tumores coldnicos.
Ademas de la secrecion de factores estimuladores del crecimiento, las células colonicas
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tumorales secretan y responden a factores inhibidores del crecimiento(153).

Se ha observado que la esplenectomia aumenta la incidencia de tumores malignos sin
alterar la presencia de tumoraciones benignas. Se cree que la capacidad del bazo de proteger
los animales de la induccion de tumores colonicos es probablemente debida a la preservacion
de la vigilancia inmunoldgica en el huesped(239).

2. 3. 5. Influencia de factores ambientales

Dieta, acidos biliares y bacterias, tienen influencias por si mismas y por su accion

sobre el metabolismo de la DMH.
Estudios experimentales en animales sostienen la hipétesis de que la composicion cualitativa
de los &cidos grasos es uno de los factores determinantes en la carcinogénesis coldnica. El
tipo y cantidad de grasa dietética afecta al metabolismo microsomal de los carcindgenos,
reforzando la iniciacion tumoral(240) -(247), modificando la respuesta del tejido coldnico al
desafio genotdxico(248), incluso alterando el sistema inmune(249). Se ha observado que
restricciones caloricas severas en la dieta pueden inhibir el crecimiento de los tumores de
colon inducidos por DMH(250),(251). Otros autores demuestran que ni una reduccion
moderada en la toma de grasas ni un aumento en los carbohidratos en la dieta ni una dieta
vegetariana es probable que den como resultado una reduccion sustancial en la incidencia de
cancer de colon(252).

El papel de las proteinas es controvertido, sin efecto en algunos experimentos o con
un efecto de refuerzo en la aparicion tumoral en animales alimentados con un alto contenido
en proteinas comparado con animales que reciben un bajo contenido, independientemente del
tipo de proteinas(190). Igualmente se ha descrito el papel de las proteinas de la leche en el
desarrollo de tumores inducidos quimicamente y en el tiempo de supervivencia de las
ratas(253).

Ratas con pH acido en las heces producido por consumo de lactulosa, sulfato sddico o
ambos tienen significativamente menos tumores coldnicos tras inyecciones con DMH que las
ratas tratadas con DMH solo(254).

La fibra dietética es un buen candidato para el papel protector en cancer de colon y
estad sostenida por datos epidemioldgicos, pero los modelos experimentales animales aportan
resultados aparentemente contradictorios de acuerdo con la naturaleza de las fibras
estudiadas. El efecto protector de la fibra dietética consistiria en un aumento en la masa fecal
y dilucién de acidos biliares y otros carcindgenos fecales. Los suplementos de celulosa en la
dieta (5-15%) producen una supresion de la actividad mitética reforzada por la DMH en las
criptas del colon descendente durante el estadio de iniciacién de la carcinogénesis(255). Este
hallazgo se correlaciona con una reduccion del nimero de animales que presentan tumores
colénicos y una incidencia significativamente mas baja de adenocarcinomas en ratas
mantenidas con suplemento de celulosa a lo largo de las etapas de iniciacion y de
promocion(256),(257). En ratas a las que se alimentd con dietas ricas en frutas y vegetales se
observo una baja incidencia de adenomas; si ademas tomaban una dieta con fritos y asados de
tipo humano, frutas y verduras no mostraron proteccion total, pero si disminuyeron la
incidencia de carcinomas(258). Una dieta alta en proteina animal y grasa, correlacionada con
alto riesgo de cancer de colon, se asocia con un aumento en enzimas bacterianas capaces de
generar carcindgenos en el intestino. Hay una correlacion entre actividad enzimatica
bacteriana aumentada y conversion creciente de procarcinégenos a carcindgenos proximales
en la corriente fecal. La DMH se ha visto que induce alteracion en la actividad de las enzimas
bacterianas coldnicas(259). Animales libres de gérmenes tratados con DMH tienen menor
incidencia de tumores de colon en comparacion con las ratas convencionales. La microflora
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intestinal interfiere con el metabolismo de los acidos biliares y con la grasa dietética, factores
todos que ejercen gran importancia en la activacion de la carcinogénesis por DMH(260) -
(262). Los écidos biliares secundarios, deoxicolico y litocdlico son estructuralmente
semejantes a compuestos que se sabe que son carcindgenos(263), como los colantrenos.
Morvay et al.(264) mostraron un aumento de la incidencia de tumores coldnicos en ratas con
niveles diarios totales de acidos biliares y concentracion de acido biliar en el lado izquierdo
del colon aumentados(265). Otros autores, consideran que los &cidos biliares no desempefian
un papel en los tumores colonicos inducidos por DMH(266).

La carcinogénesis quimica en animales de experimentacion ha sido inhibida por gran
nimero de compuestos con diversas estructuras quimicas. Un posible efecto protector del
selenio ha sido encontrado en carcinomas inducidos por DMH(267). La inhibicion de la
carcinogénesis coldnica por antioxidantes como el selenio es multifacética. Los niveles de
fosfolipidos poliinsaturados (componentes de las membranas biol6gicas) son muy sensibles a
la peroxidacion. Los radicales libres generados pueden romper la estructura y la integridad
funcional de las membranas, alterar las propiedades de transporte, y causa dafio potencial en
el ADN, ARN vy proteinas diana. La enzima superoxido dismutasa proporciona una defensa
fisioldgica normal al potencial dafio de estos radicales(268).

Otro oligoelemento como el germanio organico previene el cancer intestinal en este
modelo(269). Los resultados mas prometedores conciernen al efecto protector del calcio
dietético en la carcinogénesis colonica(270),(271). Los estudios de Sitrin et al.(272)
mostraron que el calcio disminuye significativamente el ndmero de ratas con tumores
multiples y el tamafio tumoral, y que estos efectos estaban abolidos por el déficit de vitamina
D; postulando, por lo tanto, que la DMH aumenta los niveles de poliamina en la mucosa
colonica premaligna en ratas, efecto que se anula con calcio dietético alto. El calcio
suplementario se ha mostrado que inhibe el aumento de proliferacion inducida por sales
biliares y é&cidos grasos en animales de experimentacion(273),(274), probablemente
enlazandose a los mismos e inhibiendo su accion téxica(275) y disminuyendo sus niveles
totales en heces(276). Otros estudios han demostrado que los suplementos de calcio dietético
son capaces de inhibir las mutaciones K-ras observadas en los tumores inducidos por
DMH(277). Diversos estudios han confirmado el papel de los -carotenos en la prevencion de
cancer de colon inducido por DMH en ratas y ratones(278),(279) , entre un 60-100%(280).

Tambien se ha descrito que la vitamina A podria tener efecto antiproliferativo y
anticarcinogenético directo y que ratas deficientes en vitamina A y expuestas a DMH
presentan una incidencia aumentada de carcinoma de colon(185),(281) , sobre todo en
animales a los que se administré alto contenido de grasa en la dieta(282). Igualmente, algunos
investigadores han descrito que suplementos de vitamina E reducen la incidencia tumoral en
ratones(283), si bien experimentos de otros autores refieren resultados contrarios, en los que
la deficiencia de vitamina E no promovid la incidencia tumoral(284),(285). La administracion
subcutanea de 1,25-dihidroxivitamina Ds previo a la agresion carcinogénica reduce
significativamente la incidencia de tumores coldnicos, presumiblemente actuando como
antiproliferativo(286). Se ha descrito que la vitamina C presenta un efecto protector sobre la
carcinogénesis inducida por DMH, probablemente por su capacidad de reaccionar
directamente con el carcindgeno(268). A pesar de todo, otros autores sugieren que niveles no
toxicos de vitaminas es improbable que inhiban especificamente el proceso de
carcinogénesis(252).

Los suplementos de potasio en el agua de bebida muestran de forma significativa
prevencion parcial de la induccion de tumores en intestino delgado de ratas Sprague-Dawley
tratadas con DMH, y también se observo disminucidn en la incidencia de tumores colénicos y
de glandulas de Zymbal, aunque no con significacion estadistica(287).
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Wargovich y Newmark(288), evaluaron la capacidad de los flavonoides para proteger
frente al dafio en el ADN coldnico inducido por DMH. No producen abolicion de nucleos
aberrantes lo que sugiere que son inactivos en las fases de iniciacion de la carcinogénesis.

Los estudios de Caderni et al.(289) sugieren que el almidon tiene un efecto protector
contra la carcinogenesis coldnica en ratas tratadas con DMH y alimentadas con dietas ricas en
grasa, baja en calcio y celulosa.

Estudios epidemioldgicos describen que altos niveles de legumbres dietarios han sido
asociados con bajas tasas de cancer en general, y se correlacionan inversamente con las
incidencias de cancer de mama, colon y prostata. Las legumbres se sabe que contienen altas
concentraciones de inhibidores de proteasa, al igual que otros agentes como lectinas que
pueden modificar la carcinogénesis. Los inhibidores de la proteasa se ha visto tienen
actividad anticarcinogenética tanto in vivo como in vitro. Billings et al.(290) publicaron que
un derivado de la alubia de soja que contiene el inhibidor de Bowman-Birk, suprime la
carcinogénesis de higado y colon en ratones inducida por DMH cuando esté presente en la
dieta.

Otros agentes, como los antiinflamatorios y en concreto el &cido acetilsalicilico
reducen al 60% la cantidad de tumores inducidos por DMH(291). El sulindac también se ha
descrito que inhibe las tasas de desarrollo y de crecimiento de los tumores coldnicos de la
rata(292), en las etapas de displasia y microadenoma(293). La salazopirina, farmaco
empleado en el tratamiento de la colitis ulcerosa, cuando se administra a ratas tratadas con el
carcindgeno, no altera la incidencia tumoral, pero si las caracteristicas tumorales, son mas
pequerios, sesiles y microinvasivos(294).

Los estudios de Daniel et al.(295) sugieren que el cloroformo inhibe de forma dosis
dependiente la induccién de dafio nuclear y/o ADN por DMH en células epiteliales colonicas
del raton.

La ruta de administracion de la dieta tiene una significativa influencia en la
proliferacion epitelial del epitelio coldnico en ratas tratadas con DMH. Ratas alimentadas con
nutricion parenteral no presentaron aumento en la proliferacion celular epitelial(296),
mostrando disminucion importante de las figuras de metafase por cripta y altura de la
cripta(297).

La actividad fisica aumentada en las ratas reduce la incidencia tumoral, posiblemente
por una bajada del pH fecal, disminuyendo el flujo sanguineo al colon y aumentando las
enzimas antioxidantes, como la superoxido dismutasa, catalasa y la glutation
peroxidasa(298). Los estudios de Andrianopoulos et al.(299) describen la accion del stress
sobre la carcinogénesis coldnica por DMH. Cuando ambos aparecen simultaneamente existe
una reduccién del nimero de tumores comparado con los controles y cuando el stress sigue al
tratamiento, este efecto es similar pero en menor grado.

Asimismo, se ha descrito un sinergismo entre la radiacién en el abdomen y el
carcindgeno(300).

2. 3. 6. Expresion de oncogenes

Yander et al. han mostrado amplificacion del oncogen myc al igual que expresion
elevada del RNAmM myc en los tumores de colon de ratén. Tulchin et al., usaron azoximetano,
un metabolito de la DMH, para inducir cancer de colon en ratas en un estudio llevado a cabo
para investigar la distribucion de la proteina c-myc respecto a los cambios histopatoldgicos.
Estos investigadores demostraron una expresion aumentada de c-myc en las células tumorales
de rata en comparacion con las normales(166).

Llor et al. describen mutaciones K-ras de G a A en aproximadamente 1/3 de los
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carcinomas inducidos por DMH y, en lineas celulares de tumores de colon de rata derivados
de tumores inducidos por la misma DMH(166), mientras que no observaron mutaciones H-
ras(277),(301). Estas mutaciones se produjeron en el segundo nucle6tido de los codones 12 6
13 o en el primer nucleotido del codon 59 del gen K-ras.

Las mutaciones k-ras fueron observadas en mucosa col6nica premaligna a las 15
semanas de la inyeccion de DMH, en zonas sin displasia, adenoma o carcinomas, sugiriendo
que la mutacion ras es un evento precoz en la carcinogénesis colonica(301).

En tumores coldnicos de ratones tratados con DMH se observa una ausencia de
pérdida alélica en el locus p53, lo que sugiere que las pérdidas alélicas del locus p53 no
intervienen en la carcinogénesis inducida por DMH o que la alteracion de los productos del
gen podria tener un efecto de abolicion de la funcién normal del p53(302).

I. 3. Mucosa coldnica de rata normal y tumoral
I. 3. 1. Morfologia de la mucosa col6nica de rata
3. 1. 1. Descripcion macroscopica

El intestino grueso de la rata estd dividido con propoésitos descriptivos en las
siguientes partes: ciego, colon ascendente, colon transverso, colon descendente y recto(303)
Figura 1-4.

Aunque diversos autores consideran solamente tres segmentos: ciego, colon
ascendente o proximal y colon descendente-recto o distal(304),(305).

Macroscopicamente, el ciego, el colon ascendente y el colon distal pueden
distinguirse con facilidad. El ciego es un o6rgano ancho en forma de coma, de paredes
delgadas y distendidas; mdvil y sin apeéndice. Los pliegues de la mucosa cecal estan
dispuestos aleatoriamente(304).

El colon proximal o ascendente, de aspecto més tubular, presenta unos pliegues
ordenados oblicuamente, en forma de V. Uno o dos de estos pliegues muestra un area de
engrosamiento nodular representando placas linfoides. Su porcion méas proximal es similar al
ciego y distalmente incrementa su espesor por aumento de la submucosa y de la muscular
externa(305). El colon ascendente describe una larga curva hasta la flexura esplénica.

El colon descendente de la rata presenta una mucosa mas lisa y esta plegado en 4 a 6
elevaciones paralelas longitudinales; estos pliegues se interrumpen por areas aplanadas en
numero y tamarfio variables(305). Se extiende desde la flexura esplénica, pasa hacia abajo y
medialmente para cruzar el eje pélvico donde se hace retroperitoneal para formar el recto, sin
un colon sigmoide interpuesto y termina en el ano justo en la raiz de la cola. La pared del
recto es similar a la de la porcion terminal del colon(304).

Cuando el colon se distiende por las masas fecales la superficie mucosal se hace lisa.
La ausencia de taenia coli y haustras es una peculiaridad anatomica del colon de la rata.

El ciego mide de 6 a 9 cm. y el resto del colon mide de 16 a 20(303).

3. 1. 2. Descripcion microscopica

En el epitelio del intestino grueso de la rata se han podido identificar varios tipos
celulares:

3.1. 2. 1. Células caliciformes:
Las células caliciformes son el tipo celular méas frecuente del intestino grueso de la
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rata.

Las células caliciformes presentan generalmente, un ndcleo redondeado, con un
nucleolo pequefio y regular. El nucleo se dispone en la base celular, al quedar rechazado por
las vacuolas de moco que ocupan el citoplasma(306).

La morfologia de estas células varia en relacion al segmento estudiado(307) -(309).
En el ciego y colon proximal, las células caliciformes localizadas en la base y en el tercio
inferior de la cripta se muestran bien formadas, numerosas y llenas de moco; contrariamente,
en la porcidn superior de las criptas, estas celulas se muestran mas bien escasas, pero mas
grandes y de forma alargada u oval. En el colon distal, en el tercio inferior de la cripta son
mas pequefias, mientras que la situadas en los dos tercios superiores de las criptas son mas
numerosas y voluminosas(209).

En la mucosa colonica normal, las células caliciformes secretan sialomucinas a lo
largo del total o 2/3 inferiores de las criptas, mientras que en la parte superior de las criptas y
la superficie epitelial se producen ambas sulfo y sialomucinas. El patrén normal mucoso
puede variar, con ambos tipos de mucinas acidas sulfo y sialomucinas secretadas en igual
proporcion a lo largo del epitelio criptal o sialomucinas predominando en la mitad superior de
la cripta (patron mixto) (306).

3. 1. 2. 2. Células columnares:

Son el tipo celular mas abundante en la superficie luminal y en el tercio superior de
las criptas. La superficie luminal esta formada por una capa simple de células epiteliales en
continuidad con el epitelio de recubrimiento recto de las glandulas intestinales
tubulares(305).

Al microscopio optico se muestran como células altas con un citoplasma eosindfilo y ndcleo
ovoide. Carecen de vacuolas de moco(309).

Este tipo celular es méas evidente en el colon ascendente y presenta
microvellosidades(209).

3. 1. 2. 3. Células endocrinas:

Estas células se sitGan principalmente en las porciones inferiores de las criptas v,
ocasionalmente en el epitelio superficial. Presentan granulos de secrecion oscuros (células de
Kulchitsky)(308).

3.1. 2. 4. Células indiferenciadas:

Las células indiferenciadas se localizan en la base de las criptas y se reconocen
facilmente por su nucleo voluminoso y escaso citoplasma.

Son células alargadas y delgadas en el colon proximal y, poligonales y redondeadas
en los segmentos distales. Presentan un nicleo grande, redondeado u oval, con algunas
invaginaciones y un nucleolo pequefio y redondeado(308),(310).

3. 1. 2. 5. Células vacuoladas:

Este tipo celular, denominado asi por su aspecto, se ha identificado en la porcion mas
distal del intestino grueso de la rata. De predominio en los segmentos inferiores y medios de
las criptas(311).

Contienen numerosas vacuolas de moco, mas dispersas y mas pequefias que las de las
células caliciformes.

3. 1. 2. 6. Células secretoras del fondo de la cripta:
Un tipo morfolégicamente especial de células con capacidad secretora de moco fue
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descrito por Altmann(311) en 1983 en el colon de la rata. Reciben este nombre por su
localizacion y por su aparente funcion principal. Estas células se localizan en el fondo de las
criptas del colon proximal, no observandose en el resto de segmentos de intestino grueso.

Al microscopio Optico muestran una forma piramidal, con un citoplasma repleto de
vacuolas. El nucleo es basal, ovoide o aplanado.

El microscopio éptico revela agregados de linfocitos bajo las areas aplanadas de
mucosa.

3.1.2.7. Células caveoladas:

Se localizan a nivel del colon distal de la rata y representan un tipo celular
relativamente infrecuente. Se identifican exclusivamente por microscopia electronica(312).
Presentan grandes microvellosidades, con haces de filamentos que se extienden al interior del
citoplasma; asi como numerosas vesiculas que se sitlan en el citoplasma apical.

Microscopicamente, las criptas experimentan un incremento progresivo de su longitud
desde el ciego al colon distal. En el ciego, la mucosa es delgada y las criptas cortas, en alguna
ocasion pueden ramificarse en su base. En el colon descendente, las criptas son mas alargadas
y delgadas, rectas y sin ramificaciones.

El nimero de células por cripta es aproximadamente 625, con 33 células por columna
y 19 columnas por circunferencia de cripta(304).

3. 1. 3. Microscopia electronica de scanning (MES)

El aspecto del colon normal de rata varia para cada region también con MES. Aunque
generalmente esta cubierto por una densa y homogénea capa de moco, que cubre por
completo el epitelio subyacente(313),(314).

La superficie del ciego es plana, y las criptas estan rodeadas por surcos irregulares,
similares a la corteza cerebral.

En el colon ascendente las criptas son poco abundantes y se encuentran ordenadas en lo alto
de los marcados pliegues de la mucosa.

En el colon transverso el epitelio es aplanado y esta cubierto de moco, y presentan
criptas regularmente dispuestas y de forma circular(315).

La mucosa del colon distal esta ordenada en pliegues longitudinales, los orificios de
las criptas tienen forma estrellada(315). La superficie luminal del colon descendente esta
formada por repeticion de grupos de unidades celulares rodeando el orificio de una glandula
intestinal. Estas unidades glandulares muestran pequefias variaciones en el tamafio, aunque
los limites entre glandulas adyacentes no es obvio.

Se identifican tres tipos de células distintos en la superficie luminal:

1. Las células absortivas: presentan un contorno plano o suavemente convexo, cubierto por
una densa y uniforme capa de microvilli alargados.

2. Las células mucosas: son elementos simples que sobresalen entre las células absortivas y
muestran una superficie convexa cubierta de microvilli cortos y escasos.

3. Se observa otro tipo de células en areas cercanas a la periferia de las unidades glandulares.
Estas células redondeadas parecen estar dispuestas sobre la superficie de la mucosa mas que
formando parte de ella, y su localizacion y aspecto sugieren que son el efecto de la
exfoliacion que sufren las células absortivas y mucosas(305).

I. 3. 2. Cinética celular

La proporcion de produccion celular varia de regién en region en todo el colon, los
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valores mas bajos se obtienen en el colon distal, mientras los mas altos se observan en el
ciego(315).

En el colon normal la zona proliferativa se encuentra localizada en la porcion inferior
de las criptas, estas células son mitoticamente activas y estan implicadas en la sintesis de
ADN(316). Existe una region de lenta proliferacion celular situada en la porcién mas basal de
la cripta, y una regién de mas rapida proliferacion en segundo quinto de la cripta(317). Estas
ceélulas criptales son inmaduras y van migrando lentamente a la superficie sufriendo la
maduracion durante esta migracion(318) (Figura 1-5,(316))

En un periodo que oscila entre 60 y 72 horas una célula emigra desde la zona
proliferativa de la cripta a la superficie luminal(305).

Este proceso normal, esta dificultado en ciertos estados patologicos. Asi en el cancer,
adenoma, mucosa de aspecto normal en pacientes con poliposis y roedores tratados con
DMH, las células sintetizan ADN en toda la longitud de la cripta(211),(315).

I. 3. 3. Descripcion de las lesiones inducidas con DMH

Los tumores y lesiones benignas inducidos con DMH pueden ser asignados a alguna
de estas categorias macroscopicas y microscopicas:

3. 3. 1. Categorias macroscopicas

Los tumores inducidos con 1,2-dimetilhidracina pueden agruparse en las siguientes
categorias macroscopicas (Figura 1-6):

Tumores sesiles: Son masas que protruyen sobre la superficie mucosal y con un
didmetro maximo mayor que el de su unién a la mucosa y muy cercanos a la misma(319).

Tumores pedunculados: son polipos con un tallo claramente visible(320).

Tumores exofiticos: son tumores usualmente polipoides protruyendo hacia la luz.
Presentan un margen elevado con cavitacion central y una masa subyacente lobulada que
generalmente, distiende la serosa subyacente(315).

Tumores endofiticos: son tumores en forma de meseta o ulcerativos con tendencia
ligera o nula a abultar hacia la luz. A menudo son tumores constrictivos(321). Han sido
denominados también tumores fungoides(319).

Placas: son lesiones con una superficie relativamente plana, ligeramente por encima
del nivel de la mucosa.

3. 3. 2. Categorias microscopicas

Diversos autores han realizado clasificaciones microscopicas de los tumores
inducidos por DMH en la rata. Lindstrom et al. (319) propusieron unas definiciones de los
tumores adenomatosos benignos y malignos:

Adenoma: es un tumor benigno que aparece a partir de epitelio glandular y con
desarrollo de formaciones tubulares o acinares o intercaladas con estructuras vellosas o
papilares(322). ElI adenoma puede tener un grado variable de atipia epitelial, desde leve,
moderada y severa, hasta atipia con posible pero no confirmada malignidad.

Adenocarcinoma in situ: este término se usa para atipia marcada intraepitelial o
intraglandular, justificando un diagnostico de malignidad. No muestran invasion de la
muscularis mucosa o mas alla, por los elementos epiteliales.

Se corresponde a la categoria de adenocarcinoma intramucosal de otros autores(319).

Adenocarcinoma infiltrante: A este grupo se refiere en todos los casos con
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infiltracion en la ldmina propia o capas de tejido mas profundas como la submucosa,
muscularis mucosae, etc.

Los adenocarcinomas se clasifican segin su grado de diferenciacion en:

1. Bien diferenciado: con estructuras organoides bien diferenciadas de tipo acinico o
tubular y una atipia celular moderada y mitosis en el epitelio, con los nlcleos basales y de
tamano regular(323).

2. Moderadamente diferenciado: son adenocarcinomas con estructuras organoides no
bien desarrolladas, presentan criptas epiteliales o tubulos con ramificacion y dilatacion
compleja e irregular(319). Se asocian a atipia epitelial mas marcada y alta frecuencia
mitotica.

3. Pobremente diferenciado: se caracterizan por la presencia de células epiteliales que
carecen de una disposicion uniforme. Son adenocarcinomas con parte del tumor con
estructura adenomatosa ligera o nula, pero con produccion mucosa conservada.

Los tumores productores de moco en anillo de sello, se clasifican segin los autores
como un grupo aparte(209) y se les denomina, adenocarcinomas mucinosos; 0 como
adenocarcinomas poco diferenciados(321). Otros autores realizan una clasificacion en dos
tipos: no mucinosos y productores de mucina(309).

El carcinoma anaplasico ha sido definido como un tumor maligno con atipia celular
extrema y sin caracteristicas celulares de diferenciacion.

Otros tipos histologicos descritos por Pozharisski(303) son:

Carcinoma solido: Este en un tumor pobremente diferenciado en el que las células
tienden a una solidificacion secundaria.

Carcinoma escirro: Es un tumor pobremente diferenciado en el que las células
tienden a separarse, formandose tejido conectivo alrededor de los pequefios complejos
separados y se parece al carcinoma escirro clasico.

I. 4. Glicoconjugados
I. 4. 1. Glicoconjugados celulares. Papel biol6gico

Los glicoconjugados (glicoproteinas y glicolipidos) forman parte de la membrana
plasmatica de esencialmente todos los mamiferos; y participan en la mayoria de las funciones
bioldgicas de la superficie celular.

Los carbohidratos de los glicoconjugados se comportan como lugares de
reconocimiento de una gran variedad de moléculas extracelulares, como hormonas,
antigenos, factores de crecimiento, farmacos, etc. Sirven como enlaces, moléculas de
transporte y son marcadores de individualidad de la célula.

Los carbohidratos participan directamente en las reacciones de reconocimiento
intercelular y de interaccion con el sustrato.

Confieren a la célula propiedades inmunoldgicas al actuar como antigenos(324),(325).

Debido a que confieren estabilidad y grupos de reconocimiento se encuentran
predominantemente en las superficie de células normales, particularmente en la superficie
luminal de las células epiteliales y en sus secreciones. Sin embargo, en las células implicadas
en secrecion activa, en células indiferenciadas y en células que estan experimentando cambio
neoplasico y displasico hay una acumulacién de glicoconjugados en el citoplasma(326),(327).

4. 1. 1. Glicoproteinas

Las glicoproteinas pueden encontrarse como componentes de la membrana plasmatica
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y formando parte de los productos de secrecion celulares. Son los principales componentes de
las mucinas secretadas al igual que de las membranas de las células mucosas
gastrointestinales(328),(329).

Son proteinas que tienen una cadena oligosacarida unida covalentemente a la porcion
peptidica.

La unidad carbohidrato de las glicoproteinas animales contiene un namero limitado de
monosacaridos; estos son basicamente: D-galactosa, D-manosa, L-fucosa, N-acetil-D-
galactosamina y acido siéalico.

Las glicoproteinas han sido clasificadas segun la naturaleza de unién entre las cadenas
oligosacéaridas y las polipeptidicas. Las dos principales familias son aquellas que tienen
cadenas oligosacaridas enlazadas N-glicosidicamente con N-acetil-D-glucosamina al
nitrogeno de la amida aspargina y, aquellas que tienen cadenas oligosacaridas unidas O-
glicosidicamente con N-acetil-D-galactosamina (GalNAc) a los grupos hidroxil de serina y/o
treonina, y ocasionalmente hidroxilisina o hidroxiprolina; este segundo grupo también puede
unirse a la D-galactosa y a la D-xilosa(330),(331).

4. 1. 1. 1. Biosintesis de las glicoproteinas

La biosintesis de la porcion carbohidrato de las glicoproteinas esta precedida por la
biosintesis de las cadenas polipeptidicas en el ribosoma. En la actualidad se cree que los
polisacaridos unidos a las cadenas polipeptidicas por medio de grupos hidroxil de los
residuos serina, treonina, hidroxiprolina o hidroxilisina son sintetizados por residuos azlcar
afiadidos a la cadena oligosacarida naciente.

La biosintesis de glicoproteinas N-enlazadas es considerada como una via simple, que
implica la union de un oligosacarido enlazado a lipido, el oligosacarido dolicol-difosfato; la
transferencia en bloque del oligosacarido por su transportador lipidico a la cadena
polipeptidica naciente, el procesamiento de las cadenas oligosacaridas por glicosidasas, y la
adicion de un azucar terminal por glicosiltransferasas(331).

El establecimiento del carbohidrato unido a la proteina en N-glicosilacion parece ser
un proceso cotranslacional localizado en el reticulo endoplasméatico rugoso (RER) y
posteriores pasos del ensamblaje se piensa que ocurren fundamentalmente en el aparato de
Golgi(331),(332).

Mucha menos informacién es obtenida a partir de la unién de las cadenas
oligosacéaridas de glicoproteinas O-enlazadas y su topologia. La reaccién de glicosilacion
inicial en la sintesis de proteinas O-enlazadas implica la transferencia directa de GalNAc
desde uridina difosfato (UDP)-GalNAc al polipéptido por una UDP-GalNAc: transferasa
polipeptidica y no requiere preunion a oligosacaridos ni intermediarios lipidicos(331),(333)
(Figura 1-7). Diversos autores, contemplan la localizacion subcelular del lugar de inicio de la
reaccion de glicosilacion. Otros evidencian que los microsomas lisos son la principal
localizacion submicrosomal de la enzima responsable de la transferencia de GalNAc al
polipéptido y ademés, mas distal, localizacion de las cadenas oligosacéaridas(333). Estudios
posteriores demuestran que la O-glicosilacidn se produce en las cisternas del aparato de Golgi
y no en el RER(331).

4. 1. 2. Glicolipidos

Los glicolipidos son componentes estructurales de las membranas plasmaticas, que se
encuentran localizados en su monocapa externa.

Los glicolipidos son lipidos complejos, en los cuales las cadenas de carbohidratos
estdn unidos a la ceramida (esfingosina N-acilada y un &cido graso). La estructura asi
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constituida presenta una regién altamente hidrofébica y otra hidrofilica.

Pueden ser galactosilceramidas, ceramidas que contienen residuos D-galactosa en el
grupo hidroxil terminal; o glucosilceramidas, ceramidas que contiene D-glucosa.

Segun sus cadenas oligosacéaridas centrales, los glicolipidos se pueden dividir en
cuatro tipos principales, que se denominan series: ganglio, globo, lacto y neolacto. Las
diversas sustituciones de los azucares de estas estructuras determinan una amplia variedad de
glicolipidos. Los globosidos y los gangliosidos contienen N-acetilgalactosamina. Los
glicolipidos mas complejos conocidos son los gangliosidos, que resultan de la adicion de
acido sidlico a las series ganglio de los glicolipidos(334).

I. 4. 2. Oligosacaridos de los glicoconjugados relacionados con los grupos sanguineos

Los antigenos del sistema de grupos sanguineos ABO son sintetizados ademas de en
los eritrocitos y el endotelio vascular, por las células epiteliales secretoras del
organismo(335). Los inmunodeterminantes de los antigenos ABH son estructuras
carbohidrato especificas que residen en las terminaciones no reductoras de las cadenas
laterales de oligosacarido de los glicolipidos y glicoproteinas(336). La proporcién de
carbohidratos de las sustancias de grupo sanguineo son aproximadamente de un 80%(337).

La sintesis de esta estructura se produce por adicion progresiva de monosacaridos en
uniones anomeéricas y glicosidicas, este procedimiento ocurre por la accion secuencial de
genes-codificados a enzimas glicosiltransferasas(336).

Del fenotipo A se pueden distinguir dos subgrupos principales: A; y A, que
corresponden a los dos productos de dos alelos. Entre ellos existen diferencias en cuanto al
numero de lugares antigénicos (los hematies A; tienen mas antigenos A que los hematies Ay),
ademas de alguna diferencia cualitativa. EI comportamiento frente al reactivo anti-A es
similar para los dos subgrupos.

El subgrupo As, mucho mas raro que los dos anteriores, presenta como caracteristicas
que algunos hematies son aglutinados por el reactivo anti-A y otros no. Otros subgrupos
débiles de A son: Ay, Am, Aend, Ael...

El grupo B también presenta subgrupos, pero con mucha menos frecuencia que el A.
Se denominan B3, By, By Y Bel.

Para que puedan expresarse los genes A y B debe existir otro gen llamado H. Esta
situado en un locus aparte de los anteriores y define el sistema de grupo sanguineo Hh.

El sistema Lewis se diferencia de los sistemas de grupo sanguineo, ya que para la
sintesis de sus antigenos es necesaria la segregacién independiente de los genes Hh, Sese, y
Lele, pudiendo el fenotipo ABO modificar el fenotipo Lewis.

Este sistema estd formado por un par de genes alelos, Le y le, este segundo

silente(337).

4. 2. 1. Biosintesis del sistema ABH, li y Lewis

Con respecto a los antigenos ABH y Lewis se ha observado que tienen idéntica
estructura basica. La especificidad de cada antigeno viene determinada por el azicar terminal
de la molécula.

La sintesis de las sustancias ABH y Lewis se efectlia por la adicion secuencial de
unidades glucidicas simples en el extremo terminal no reductor de las cadenas glucidicas
unidas covalentemente a un precursor de naturaleza proteica o lipidica (Figura 1-8).

Actualmente se distinguen 4 tipos de sustancia seguin la estructura del disacarido
terminal aceptor:
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- Tipo 1: Gal, 1-3 GIcNAc, 1-R
- Tipo 2: Gal, 1-4 GIcNAc, 1-R
- Tipo 3: Gal, 1-3GIcNAc 1-R

- Tipo 4: Gal, 1-3GIcNAc, 1-R

Las sustancias de tipo 1 y 2 son abundantes en los tejidos y secreciones de las células
epiteliales y glandulares de origen endodérmico. Al contrario, los constituyentes
membranosos (glicoproteinas, glicolipidos) de las células de origen ectodérmico y
mesodérmico (globulos rojos, piel, endotelio vascular, etc.) contienen principalmente
sustancias del tipo 2.

Las cadenas de tipo 3 representan estructuras glicanicas fijadas por la unién O-
glicosidica sobre los residuos serina o treonina de las glicoproteinas.

Las cadenas de tipo 4 estan caracterizados por glicolipidos derivados de globdsidos, el
glicolipido mayor de los eritrocitos humanos que lleva el antigeno P. Los antigenos H y A de
tipo 4 (globo-H y globo A) se han identificado en tejido renal, meconio y eritrocitos A;(337).

La secuencia Gal (1-3) GalNAc constituye el antigeno T (de Thomsen-
Friedenreich), que es el precursor de los antigenos de grupo sanguineo My N.
El antigeno H esta formado por la accion de una 1, 2 fucosiltransferasa que enlaza

fucosa a la galactosa de tipo 1 (Gal, 1, 3GIcNAC) o tipo 2 (Gal 1, 4GIcNACc) de las cadenas
laterales oligosacarido. En individuos con grupo sanguineo tipo O, la sintesis de antigenos
esta detenida por la sustancia H. Sin embargo, en individuos con tipo sanguineo A, B, 0 AB,
la sustancia H sirve de precursor inmediato para los antigenos A y B. Es mas, en individuos
con grupo tipo A, una U1, 3 N-acetilgalactosaminiltransferasa (transferasa U1,3 GalNAc)
cataliza la transferencia de GalNAc a la sustancia H, mientras que en individuos con tipo B el
antigeno B es sintetizado como resultado de una 1,3 galactosiltransferasa (transferasa U1, 3
Gal) que transfiere galactosa al precursor H(338).

El antigeno Lewis (Le®) estd formado por la adicién de 4 L-Fucosa sobre la N-

acetilglucosamina de las cadenas tipo 1. El antigeno X resulta de la unién de 3 L-Fucosa
sobre la N-acetilglucosamina de las cadenas tipo 2. La presencia simultanea de las dos
fucosas (sobre la galactosa y la N-acetilglucosamina) de las cadenas de tipo 1 y 2 conduce a
los antigenos Le® e Y(339).

Los antigenos o sustancias Lewis que existen en el plasma son glicoesfingolipidos; en
cambio, los antigenos Lewis de las secreciones son glicoproteinas.

Los antigenos Lewis no estan bien desarrollados al nacer; todos los recién nacidos son
Le (a'b); si poseen el gen Le, al cabo de pocos dias aparece el antigeno Le,, estableciéndose
el fenotipo definitivo afios después.

Las cadenas sialosil tipo 1 actian como precursor inmediato para el antigeno tumor-
asociado sialosil-Le?, definido por el anticuerpo monoclonal CA 19.9(340) -(342).

El sistema li, que algunos autores no lo consideran como tal, estad formado por dos
antigenos principales, | e i, cuyo gen puede interaccionar con los del sistema ABO. Los
determinantes | e i son caracterizados por una estructura tipo 2 en su extremidad terminal no
reductora, y pueden ser considerados los precursores bioquimicos de los determinantes
antigénicos lineales o ramificados.

El determinante i es una secuencia oligosacarida lineal hecha de unidades Gal, 1-4
GIcNAC repetitivas.

Determinante i Gal 1-4 GIcNAc _ 1-3 Gal
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1-4 GIcNAc, 1-3 Gal-R

Este antigeno es sintetizado por la accion de dos glicosiltransferasas, la transferasa

. 1-4Galyla, 1-3 GIcNAc.
El determinante | es una secuencia oligosacarida ramificada (polilactosaminoglicano),
identificada por primera vez en la fraccion gangliosida de los eritrocitos.
Determinante |

Gal , 14 GIcNAc
. 16
Gal , 1-4GIcNAc 1-3 Gal-R
.13

Gal , 1-4 GIcNAc

Su biosintesis se efectla por la accion secuencial de tres glicosiltransferasas: las dos
enzimas responsables de la sintesis de las estructuras lineales, , 1-4 galactosiltransferasa y _

1-3 GIcNACc transferasa; y la enzima que puede formar los puentes de ramificacion, la, 1-6
GIcNAc transferasa.
El antigeno | procede del i por un proceso de ramificacion que afiade una secuencia

Gal, 1-4 GIcNAc a una galactosa interna de la estructura del antigeno i(343).

4. 2. 2. Expresion de glicoconjugados y de antigenos de grupo sanguineo en el epitelio
coloénico

Una de las principales funciones de las células del epitelio gastrointestinal es la
produccion de moco protector y lubricante. EI moco se ha mostrado que es una entidad
bioquimicamente heteréloga compuesta de glicoproteinas de alto p.m. con varios aspectos
estructurales que portan incluso especificidades de grupo sanguineo del individuo(344).

La expresion de antigenos ABH por las células epiteliales muestran ciertos cambios
regionales asociados con el desarrollo y la transformacion neoplasica(338),(345). En los
fetos, los antigenos A, B o H que corresponden a los tipos sanguineos individuales son
expresados por los colonocitos en toda la longitud del colon(346),(347). Sin embargo, en el
nacimiento y persistiendo en el adulto, la expresion de los grupos sanguineos por los
colonocitos desaparece en el colon distal, resultando en un gradiente de expresion proximal-
distal(348) -(350).

Con el desarrollo de carcinoma, pueden aparecer tres alteraciones en la expresion
ABH. La mas frecuente es la reaparicion del fenotipo fetal en el colon distal(349),(351)
,(352).En el colon distal los antigenos ABH se comportan como antigenos oncodesarrollados.
La segunda alteracion mas frecuente es la deleccién de la esperada sustancia de grupo
sanguineo en el colon proximal(347),(349). Por ultimo, las células del cancer de colon de la
proximidad del colon proximal y distal pueden expresar sustancias de grupo sanguineo que
son incompatibles con las de su tipo sanguineo(347),(353). A pesar de que estas tres
alteraciones ocurren en el cancer de colon y no en la mucosa normal, han sido observadas en
lesiones asociadas con el cancer, como polipos adenomatosos coldnicos, que presentan
positividad variable para la sustancia H, y la expresion del antigeno aparece correlacionada
con el grado de displasia observado en el examen microscéopico, los pélipos no adenomatosos
y las neoplasias no epiteliales no presentan expresion de sustancia H(354).
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Los mecanismos por los que existe una alteracion de los antigenos ABH en el
desarrollo y en la transformacién neoplasica son desconocidos. Aunque han sido postuladas
varias teorias: 1. Insuficiente actividad de las glicosiltransferasas para la adicion de un azlcar
inmunodeterminante. 2. Los antigenos ABH son sintetizados normalmente pero son divididos
por glicosidasas especificas de grupo. 3. Los antigenos ABH son sintetizados normalmente
pero quedan enmascarados por la adicion de otros carbohidratos. 4. Las glicosidasas A, B, y
H son normalmente activas, pero la sustancia H o un primer precursor no son eficaces,
resultando en una baja expresion de los antigenos ABH(338).

Diversos estudios han examinado la actividad de las glicosiltransferasas ABH en
tejidos de cancer de colon humano. Kim et al.(355) describen que la actividad de la
transferasa de grupo sanguineo A es mas baja en los tejidos neoplésicos que en los normales,
correspondiéndose a una disminucion del contenido total de GalNAc de la membrana
glicopéptida. Asimismo, la actividad transferasa de grupo B es baja, pero se corresponde en
una disminucion del contenido de galactosa en el citoplasma, no en la membrana(356). Sin
embargo, otros autores no han hallado diferencias significativas entre el colon proximal ni el
distal ni disminucion significativa de actividad transferasa A o B(357). Kuhns y
Schoentag(358) observan que la mucosa colonica normal muestra un gradiente de
disminucion de la actividad transferasa A y H proximal-distal y que la actividad de ambas
transferasas es mas baja en el cancer que en la mucosa normal adyacente en el colon
proximal, pero que distalmente los niveles normales son ya bajos y no existe disminucion
asociada al cancer. Otros estudios demuestran disminucion de la actividad de las transferasas
Ay B en el cancer, pero no de la H(338).

En el colon derecho se expresan los ya citados antigenos de grupo sanguineo (BGA)
AyB,yLe’yLe (359).

En todo el colon estan presentes los antigenos Le?, Le¥ y H-tipo 2.

En el colon distal y recto normal del adulto se expresan los BGA, sialosil-Le®, Le?
Le*, Le’, en varios compartimentos celulares epiteliales de las criptas(360),(361). Le* y x-like
se expresan ocasionalmente. El antigeno sializado Lea muestra diferentes patrones segun el
anticuerpo empleado, siendo mas intenso para el CO 29.11 que para el CA 19.9(360).

El antigeno Le® est4 ausente normalmente del colon distal y recto, pero esta presente
en el colon fetal, neoplasias y adenomas, y puede ser considerado junto a los antigenos A, By
H como antigenos oncofetales tumor-asociados(360),(352).

El Le’ es un marcador de células indiferenciadas en la base de las criptas(346) y no se
encuentra en la mucosa colonica normal(345).

La mucina de las células caliciformes de la mucosa transicional muestran disminucion
de los antigenos A 'y B, y aumento de H(362).

I. 4. 3. Tinciones habituales de los glicoconjugados

Para la visualizacién de los glicoconjugados celulares y extracelulares a nivel de MO
y ME estan a nuestro alcance varias reacciones de tincion. Estas técnicas estdn basadas
fundamentalmente en la deteccion de grupos sulfato y carboxil o configuraciones reactivas de
acido periddico(363). Las tinciones histoquimicas habitualmente usadas para la deteccion de
glicoconjugados son:
1. Acido periddico de Schiff(364) y sus combinaciones con azul alzian (AB), potasio
hidroxido alcohdlico (KOH), borohidrido periodado (PBT), o PAS preparado con
tionina(365), la enzima D-galactosa oxidadasa (GO)(366).
2. Azul Alzian(367)
3. Diamina rica en hierro
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4. Diamina- azul Alzian rica en hierro (HID-AB) (369)

Los problemas intrinsecos en estas técnicas son las limitaciones en su especificidad
para residuos sacaridos particulares y resolucion espacial al igual que s6lo uno de ellos puede
ser usado a nivel de ME para la deteccion de carbohidratos en compartimentos intracelulares
y en tejidos compactos(369).

I. 4. 4. Métodos especificos de tincion

La mejor comprension actual de los complejos glicoconjugados esta basada en el
desarrollo de aproximaciones técnicas que han permitido una mejor caracterizacion,
purificacion y analisis estructural de los componentes carbohidratos. Entre estos métodos
nuevos y/o mejorados debe hacerse mencion especial de los anticuerpos monoclonales y de
las lectinas como las principales herramientas analiticas para el estudio de glicoconjugados
tanto solubles como celulares:
1. Lectinas: El uso de lectinas proporciona una aproximacion mas diferenciada y especifica.
Puesto que las lectinas se enlazan a secuencias definidas de azlUcar de cadena de
oligosacaridos de glicoconjugados(367), en cortes congelados, parafinados, embebidos en
Lowicryl, etc.

Las lectinas tienen 2 ventajas principales sobre cualquier otro método histoquimico
para demostrar carbohidratos; pueden ser extremadamente sensibles y especificas. Debido a
esta especificidad, solo una pequefia proporcion de los carbohidratos actualmente pueden ser
identificados salvo que usemos combinaciones de lectinas.
2. Anticuerpos contra epitopos de carbohidrato, en cortes congelados y parafinados.
Otros métodos usados en la caracterizacion de glicoconjugados son:
3. Algunas toxinas
4. Glicosiltransferasas: su uso basado en estrictas especifidades de aceptor se han mostrado
como reactivos valiosos en la comprension bioquimica de estructuras de oligosacaridos(370).
Usualmente requieren cortes congelados no fijados(371) y su principal inconveniente es que
su cuantificacion depende de la cantidad de tejido(372).
5. Ligands, que se enlazan con sus receptores especificos, requieren cortes sin fijar
congelados.

l. 5. Lectinas

I. 5. 1. Definicion

Las lectinas son proteinas o glicoproteinas, obtenidas fundamentalmente de plantas,
que tienen la propiedad de unirse especificamente a carbohidratos. La primera descripcion de
estas sustancias la realiz6 Hermann Stillmark(373) en el afio 1888, al observar que los
extractos de las semillas de ricino (Ricinus communis) provocaban una aglutinacion de los
eritrocitos humanos y de algunos animales de experimentacion(370). Con el tiempo se fueron
descubriendo nuevos extractos proteicos de semillas de otras plantas que también mostraban
la capacidad de aglutinar eritrocitos. Ello indujo a denominar a estas sustancias
hemaglutininas vegetales, y mas adelante fitoaglutininas o fitohemaglutininas, resaltando su
origen y su capacidad aglutinadora de eritrocitos(374). No obstante, la terminologia utilizada
para designarlas se fue modificando paralelamente al desarrollo de nuevos conocimientos
sobre estos agentes. Con los afios se identificaron, purificaron y caracterizaron nuevas
sustancias con propiedades similares de origenes muy diversos, plantas inferiores, bacterias,
hongos, animales invertebrados y vertebrados. Ademas, se observd que no sélo aglutinaban
eritrocitos, sino que también podian estimular la division de los linfocitos(375),(376) y
aglutinar células neoplasicas. Por esta razon se utilizaron nuevos términos genéricos para
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denominarlas: aglutininas naturales, heteroaglutininas o anticuerpos naturales.

El término actual lectina, del verbo latino lego, legi, lectum, que significa elegir,
escoger y seleccionar, fue acufiado por W. C. Boyd y E. Shaplieigh en 1954(377) como un
nombre genérico para designar unas sustancias que presentaban la capacidad de unirse
selectivamente a moléculas de carbohidratos, de manera similar a como lo hacian los
anticuerpos, pero que no eran inducidas como parte de la respuesta inmune a la estimulacion
antigénica.

Este término bastante amplio e impreciso fue usado bastante intuitivamente y diversos
autores le dieron significados distintos hasta que se llegd a un consenso por el Comité de
Nomenclatura de la Union Internacional de Bioguimica recomendando la aceptacion de la
definicion propuesta por Goldstein et al. en 1981(378). De acuerdo con esta definicion, las
lectinas son proteinas o glicoproteinas de enlace con carbohidratos que aglutinan células y/o
precipitan glicoconjugados. Esta definicion incluye, ademas, los siguientes aspectos: a) las
lectinas tienen por lo menos dos lugares de unidn a los carbohidratos especificos de las
celulas que aglutinan y/o los polisacéridos, glicoproteinas o glicolipidos que precipitan; b) la
especificidad de la lectina se define, habitualmente, en funcion de los monosacaridos u
oligosacaridos que inhiben las reacciones de aglutinacion, precipitacion o agregacion
inducidas por la lectina; c) las lectinas no desarrollan ninguna actividad metabolica sobre el
azucar al cual se unen.

La clasificacion de Goldstein no distingue las lectinas de enzimas con lugares
especificos de enlace con azlcar(370), por esto, Franz y Ziska(379) en 1981 propusieron el
término “afinitinas” como una denominacion colectiva para lectinas, enzimas y anticuerpos
con una alta afinidad para estructuras quimicas especificas(370). También se ha propuesto el
término proteinas-receptor especificas por Gold y Balding en 1975. Sin embargo, el término
lectina es actualmente el mejor conocido para cubrir estas entidades no inmunes(370).

Las lectinas han sido detectadas en un amplio rango de organismos, especialmente
vegetales y una exhaustiva lista de fuentes fue publicada por Gold y Balding en 1975(380).
Ya que todas las lectinas poseen al menos 2 localizaciones de enlace de carbohidratos pueden
aglutinar células portadoras de glicoconjugados de superficie.

La mayoria de los trabajos sobre las lectinas han sido dirigidos hacia el hallazgo de
reactivos especificos de grupo sanguineo; por todo ello, la mayoria de las lectinas han sido
identificadas por su capacidad de aglutinar globulos rojos, ya sean no tratados o bien
enzimaticamente modificados, por ejemplo con neuraminidasa. Las lectinas son generalmente
seguidas durante su purificacion por su propiedad de hemaglutinacion pero pueden aglutinar
otras células en suspension dependiendo de la expresion de los oligosacaridos en la superficie
celular. La retirada de grupos terminales tales como acidos sialicos mediante enzimas (por
ejemplo tripsina y neuraminidasa) revela frecuentemente carbohidratos no expuestos. Aunque
tales carbohidratos pueden estar normalmente secuestrados por grupos terminales, los
cambios en la conducta celular y funcion pueden ser reflejados por la incapacidad de formar
los grupos azucar terminales tipicos. Durante los cambios en el ciclo celular, transformacion,
desarrollo tumoral, potencial metastasico, asi como en la diferenciacién celular normal hay
cambios de superficie en los azlcares detectables por las lectinas. Aunque actualmente no
hay lectinas que sean célula-especificas o tumor especificas hay un gran interés por usar las
lectinas como una ayuda en la determinacion de la diferenciacion, potencial metastasico y
funcional en oposicion a la simple transformacion morfoldgica. Méas recientemente los
oligosacéridos citoplasmaticos han sido identificados por lectinas en cortes de tejidos y esto
aporta una herramienta nueva y potencialmente enormemente atil para confirmar la
diferenciacion celular y la funcion en cortes en parafina fijados en formalina normales e
histopatolégicos.
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I. 5. 2. Clasificacion de las lectinas

Se han realizado numerosos intentos con la finalidad de unificar criterios para una
mejor clasificacion de las lectinas. Gallagher(381) propuso una clasificacion basada en los
carbohidratos que son capaces de inhibir las reacciones inducidas por las lectinas. Esta
clasificacion dividia a las diferentes lectinas en dos grandes grupos: 1. Lectinas de la clase I,
que pueden ser inhibidas con bajas concentraciones de monosacaridos y, 2. Lectinas de la
clase I, cuyas reacciones son inhibidas exclusivamente por oligosacaridos (lineales o
ramificados) y no por monosacéridos.

A pesar de esta clasificacion, la mayoria de los autores prefieren agrupar las lectinas
en funcion de su especificidad de union a los azlcares terminales en las cadenas de
carbohidratos. Asi, la mayoria de las lectinas empleadas en los laboratorios pueden
clasificarse en cinco grupos: a) lectinas que se unen a la glucosa/manosa, b) lectinas que se
unen a la N-acetilglucosamina, c) lectinas que se unen a la galactosa/N-acetilgalactosamina,
d) lectinas que se unen a la L-fucosa y e) lectinas que se unen al acido sialico. Las lectinas
mas usadas y su especificidad se han resumido en la tabla siguiente:

GRUPO DE ENLACE ABREVIATURA LECTINA CARBOHIDRATO ESPECIFICO
Canavalia
Glucosa/Manosa Con A ensiformis aMan > aGlc > GIcNAc

aMan > aGlc = GIcNAc

LCA Lens culinaris  [eMan > aGlc > GIcNAc
PEA Pisum sativum [eMan > Glc = NAc
Datura GIcNACc(B1,4GIcNAC); ;=Galp
N-acetilglucosamina DSA stramonium 1,4GIcNAc
Griffonia
GSA-II simplicifolia y B GIcNAc
Phytolacca GIcNAc(p 1,4GLcNAC), s=(Galp
PWM americana 1,4GIcNAC),.5
Solanum
STA tuberosum GIcNACc(p 1.4GIcNAC) 14
Ulex europaeus|L-Fucl,2Galp 1,4GIcNAc > GlcNAc(p
UEA-II I 1,4GIcNAC) 1.5
Triticum GIcNAc(p 1,4GIcNAC);, > p GIcNAC >
WGA vulgare Neu5Ac
Bauhinia
N-acetilgalactosamina/galactosa (BPA purpurea ayp GalNAc>ayp Gal
Dolichos
DBA biflorus GalNaco 1,3GalNAc >> aGalNAc
Grifflonia
simplicifolia -I-
GSA-I Ay aGalNAc > aGal
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Grifflonia
simplicifolia I-

GSA-1 B4 aGal

HPA Helix pomatia |GalNAca 1,3GalNAc > aGalNAc
Phaseolus

LBA lunatus GalNAce, 1,3GalNAc > aGalNAc
Maclura

MPA pomifera aGalNAc > aGal
Arachis

PNA hypogaea Galp 1,3GalNAc > a vy pGal
Ricinus

RCA-I communis pGal > o Gal >> GalNAc
Glycine

SBA maximus oy PGalNAc > o y pGal
Sophora

SIA japonica oy PGalNAc > o y pGal

VVA Vicia villosa GalNAce 1,3Gal = aGalNAcaGalNAc
Wistaria

WFA floribunda GaNAca 1,6Gal > aGalNAc > BGalNAc
Aleuria

L-Fucosa AAA aurantia alL-Fuc

Lotus olL-Fuc > L-Fuca 1,2Galp 1,4GIcNAc

LTA tetragonolobus |>> L-Fuce 1,2Galp

1,3GIcNAc
UEA-I Ulex europaeus |oL-Fuc
Acido sialico LFA Limax flavus  [eNeuSAc > aNeu5Gc

Limulus

LPA polyphemus Neu5Ac(0Gc)a2,6GalNAc > NeuSAc

Tabla 1-4

I. 5. 3. Propiedades bioldgicas de las lectinas

Las lectinas pueden aparecer en cualquier tipo de organismos, pueden ser solubles o
estar enlazadas con membranas, pueden ser glicoproteinas u otros derivados proteicos post-
translacionalmente modificados(378).

Las lectinas ejercen importantes funciones en los organimos donde se encuentran,
algunas de las cuales no se conocen todavia con precision. En lineas generales las lectinas
pueden estar relacionadas con fendmenos de reconocimiento y de adhesion celular(382),
intervienen en la regulacion de los tejidos durante la ontogenia, en la adhesion de bacterias y
en la eliminacion de glicoproteinas circulantes por el higado(383).

En las plantas, las lectinas juegan un papel importante en los mecanismos de defensa
y proteccion contra agentes fitopatogenos(374), también favorecen la simbiosis entre éstas y
ciertos microorganismos(382).

La aglutinacion es la manifestacion mas inicialmente detectable de la interaccion de la
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lectinas con las células(384).

La aglutinacion es un fenomeno complejo que depende de las propiedades de las
proteinas, de las células y del medio usado. La aglutinacion no representa, al menos en la
gran mayoria de los casos, la auténtica actividad fisioldgica de las lectinas. Esto deja a los
criterios de aglutinacion como poco practicos para el uso general y bastante
artefactuosos(378).

Las lectinas pueden poseer varias actividades biologicas, pueden ser toxinas,
hormonas, etc. y pueden ser enzimas cuya actividad no esté dirigida hacia las moléculas
azucar(378).

Las lectinas de legumbres inducen cambios en el metabolismo celular(385).

Las lectinas pueden simular antigenos e inducen mitosis en linfocitos(374). Las
lectinas inducen la produccién interleuquina 2 (IL-2) y la aparicion de receptores de IL-2 en
células T(375).

I. 5. 4. Propiedades quimicas de las lectinas

La mayoria de las lectinas reaccionan con azUcares no reducidos situados en la
posicién terminal de los glicoconjugados. Sin embargo, existen lectinas que pueden
reaccionar con componentes internos o ramificados de las cadenas de los carbohidratos(382).

La especificidad nominal a monosacaridos de las lectinas no refleja siempre la
naturaleza exacta del carbohidrato que tiene la mayor afinidad por esa lectina. El azlcar
simple soluble gque inhibe el enlace de lectinas y la hemaglutinacion pueden no ser el mismo
que el grupo azucar que se enlace preferentemente con la lectina en el tejido. Esto se debe en
gran parte a que cada localizacién de enlace puede unirse a una combinacion de azlcares mas
intimamente que a un azlcar simple. Es méas aunque el polisacarido preferido pueda
componerse de unidades idénticas la especificidades pueden ser diferentes(370).

La especificidad de las lectinas se define convencionalmente en base de un test de
inhibicién de haptenos tipo Landsteiner en el que varios azlcares son probados respecto a su
capacidad de inhibir la hemaglutinacion de glébulos rojos(382).

La union entre los carbohidratos y las lectinas se asemeja en gran manera a la unién
antigeno-anticuerpo. El tipo de enlace que se establece es labil, no covalente y reversible. En
ocasiones, algunas lectinas requieren la presencia de metales pesados, en particular Ca2+,
Mn2+ y Mg2+ para mantener activos sus lugares de union; en ausencia de estos la lectina
pierde reactividad y no se produce reaccion(382).

Muchas lectinas de la misma especificidad nominal a monosacaridos muestran
diferente afinidad por la misma célula o estructura tisular en preparaciones histoquimicas.
Aunque la mayoria de las lectinas reaccionan preferentemente con los azlcares terminales no
reductores algunas también reaccionan con los componentes internos de las cadenas
carbohidrato(386).

Algunas lectinas exhiben una fuerte especificidad anomérica mientras que otras no
distinguen diferentes formas anomeéricas de los azucares D-piranosa.

Las lectinas también pueden enlazarse con ligands no carbohidratos. El enlace de
lectinas con ligands carbohidrato generalmente no se altera por la adicion de biotina, agarosa,
o0 isotiocianato de fluoresceina (FITC)(387). Las lectinas derivadas pueden tener algunas
ventajas sobre las formas puras. Por ejemplo, encontramos que la Con-A succinilada es mas
estable y da resultados mas consistentes que la lectina pura, si bien bajo condiciones
correctamente controladas los resultados histoquimicos son comparables.

I. 5. 5. Principales aplicaciones de las lectinas
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5. 5. 1. Lectinas como reactivos en anatomia

Los complejos glicoproteicos son marcadores adecuados, y las lectinas que reconocen
estas macromoléculas han sido usadas extensamente como reactivos bioguimicos e
histoquimicos en patologia y biologia celular(384). A nivel celular las lectinas han sido
usadas para estudiar varios organulos citoplasmaticos y microdominios de las membranas
celulares. A nivel tisular las lectinas han sido usadas como reactivos especificos para varios
tipos celulares al igual que para los varios estadios de diferenciacion o maduracion(388). A
nivel de histologia de 6rganos las lectinas han sido usadas como reactivos para delineacion de
segmentos funcionales y anatomicos o de microentornos. Las lectinas también han sido
usadas para estudios originales y comparativos para aportar pistas a cerca de la ontogenia y
filogenia de varios organos o tejidos(389). Los cambios funcionales también han sido
explorados al igual que los cambios asociados con o que conducen a la transformacion
maligna, metastasis y heterogeneidad tumoral celular.

5.5. 1. 1. Componentes celulares

En biologia celular, las lectinas han sido mayoritariamente usadas con éxito como
reactivos de organulos citoplasmaticos ricos en glicoconjugados tales como superficie de
membrana celular u organulos implicados en la sintesis, almacenamiento, o liberacion de
carbohidratos complejos(324).

La funcion o significado bioldgico de la mayoria de las lectinas que se enlazan con
moléculas de superficie permanece desconocido. Sin embargo, a pesar de esta limitacion, los
receptores de lectinas de superficie celular han sido explotados intensamente en el estudio de
la superficie celular. Las lectinas marcadas con FITC aplicadas a células vivas pueden ser
usadas para estudiar la fluidez de la membrana celular y los cambios en la distribucién de
localizaciones de receptores bajo la influencia de varios estimulos(390). La endocitosis de
lectinas marcadas con peroxidasa aplicada a la membrana celular de células vivas ha sido
usada como modelo para estudiar la internalizacion de receptores de superficie en muchos
sistemas celulares.

Las localizaciones de enlace de lectina en la superficie celular pueden servir como
marcadores para el estudio de la polaridad celular. En epitelios polarizados tales como los
que delinean el tracto gastrointestinal algunas lectinas se sabe que reaccionan con la
membrana celular luminal apical pero no con las membranas basolaterales(391).

5.5. 1. 2. Tréfico intracitoplasmatico

Las lectinas han sido usadas como reactivos ultraestructurales para la modificacion
postranslacional de las proteinas en los subcompartimentos del aparato de Golgi y del reticulo
endoplasmatico rugoso(388),(324).

5. 5. 1. 3. Identificacion de tipos celulares especificos

Debido a la glicosilacién diferencial de las membranas celulares y de componentes
citoplasmaticos en células altamente especializadas las lectinas pueden ser usadas como
reactivos para el estudio e identificacion de varios tipos celulares(392).

5.5. 1. 4. Marcadores de maduracion

La diferenciacion y maduracién de varias células en los tejidos en desarrollo al igual
que los tejidos que sufren constante renovacion puede ser eficientemente estudiada usando la
histoquimica con lectinas(324).
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5. 5. 1. 5. Cambios funcionales y del desarrollo

En la cavidad uterina, en relacion al embarazo y estudios de embriones precoces de
rata han mostrados que los glicoconjugados de superficie
aparecen y desaparecen de la superficie celular de una forma regulada por el

desarrollo(393),(394).

5. 5. 1. 6. Diferencias de especie, raza 'y grupo

La glicosilacion de celulas equivalentes y macromoléculas citoplasmaticas difiere
entre las especies, por todo esto no es una sorpresa que estructuras anatémicas equivalentes
por su localizacion y funcion difieran entre si segun las especies en lo que respecta a sus
patrones de enlace de lectinas(392),(395). La histoquimica de las lectinas ha sido usada
ampliamente para explorar sutiles diferencias entre especies. Las diferencias en los patrones
de enlaces de lectinas en segmentos equivalentes de varios 6rganos han sido publicados
incluyendo testiculos, epididimo, oviducto, utero, glandulas salivales, pancreas, rifiones y
linfocitos(324).

5.5. 1. 7. Matriz extracelular
Muchas lectinas se enlazan intensamente al estroma del tejido conectivo de una
manera inespecifica.

5. 5. 2. Lectinas en patologia

Formulando la hipdtesis de que algunas condiciones patoldgicas podian perturbar el
metabolismo de los glicoconjugados celulares, muchos investigadores han obtenido ventaja
de la accesibilidad comercial de las lectinas y las han utilizado como reactivos para estudios
patoldgicos.

5.5. 2. 1. Cambios reactivos
Los cambios relacionados con la inflamacion en la distribucion de glicoconjugados
celulares han sido mejor ilustrados en el intestino grueso y se trataran posteriormente.

5.5. 2. 2. Patologia tumoral

Los glicoconjugados de superficie celular estdn a menudo alterados en las células
neoplasicos, globalmente estos cambios pueden ser clasificados como: a) pérdidas de ciertos
componentes normales b) cantidades aumentadas de componentes normales ¢) distribucion
alterada de componentes normales y d) aparicion de componentes que no se encuentran en
células adultas normales a partir de las que el tumor ha aparecido.

Las lectinas han sido usadas ampliamente como reactivos histoquimicos para estudiar
glicoconjugados de superficie celular en células tumorales, y globalmente los resultados
complementan los datos obtenidos por inmunohistoquimica con anticuerpos monoclonales y
policlonales. Sin embargo, al contrario de los anticuerpos, muchos de los cuales son
diagndsticos para ciertas lesiones patoldgicas, los datos histoquimicos de lectinas son
raramente patognomonicos.

Las lectinas han sido aplicadas a tumores animales y humanos de muchos sistemas
organicos incluyendo entre otros ojo, diente, pituitaria, tiroides, paratiroides, tracto
respiratorio, tracto gastrointestinal, rifidn, mama, 6rganos genitales masculinos y femeninos,
tejidos hematopoyéticos y linfoides, y tejidos blandos(344),(396) -(404).

Las lectinas han sido usadas como reactivos para estudiar la histogénesis tumoral,
relacion de los tumores con situaciones inflamatorias y preneoplasicas, diferenciacion de
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celulas tumorales, heterogeneidad de poblaciones celulares tumorales y biologia basica de las
células tumorales. Los datos obtenidos en varios laboratorios son a menudo dificiles de
reducir a un comun denominador. Todavia no han sido identificados coherentemente
marcadores de malignidad, invasividad o tendencia a la metastatizacion. La mayoria de los
tumores muestran una extensa heterogeneidad celular. Por todo esto, en este momento no
parecen factibles interpretaciones definitivas de estos hallazgos.

I.5.6. MICROSCOPIA DE LAS LECTINAS

Para el uso en estudios de localizacién microscépica las lectinas deben ser enlazadas
con marcadores apropiados.

5. 6. 1. Métodos de marcaje de lectinas

El marcaje de lectinas de secciones de tejido puede realizarse segin dos métodos:
5. 6. 1. 1. Métodos directos

Los métodos directos de marcado usan lectinas covalentemente enlazadas o
adsorbidas a marcadores visuales, generalmente fluorocromos (isotiocianato de fluoresceina o
de tetrametilrodamina) o una enzima (peroxidasa de rabano)(370),(405). También han sido
usados la ferritina y el oro coloidal.

Estos métodos se deben primariamente, a la accesibilidad de las preparaciones puras
de lectina y a la relativa facilidad con la que puede conjugarse a marcadores sin pérdida
significativa en la capacidad de enlace(405).

Los métodos directos muestran mayor sensibilidad particularmente para secciones de
parafina, pero necesita altas concentraciones de lectina(370).

5. 6. 1. 2. Métodos indirectos

Varios métodos indirectos para andlisis microscépicos han sido desarrollados.

Los métodos indirectos actdan localizando la lectina enlazada o bien con un
anticuerpo dirigido frente a la lectina por una reaccion avidina-biotina o bien aplicando
azicar marcado a lugares de enlace no ocupados en la lectina(370). Existen 5
aproximaciones:

1. Método de anticuerpo en una etapa: Consiste en un anticuerpo dirigido frente a la lectina,
en una tincion de tipo anticuerpo indirecto. Esto puede usarse con un anticuerpo anti-lectina
conjugado con un marcador.

2. Método de anticuerpo en dos etapas: Por incubacion con un anticuerpo anti-lectina tras
incubacion con lectina y finalmente incubacion con un segundo anticuerpo conjugado al
marcador. Alternativamente, puede usarse un proceso en tres etapas en las que las células son
secuencialmente tratadas con lectina, el anticuerpo anti-lectina y el conjugado anti-1g-
marcador o proteina-A marcador. Tales métodos inmunoldgicos, sin embargo, no ofrecen
ventajas significativas sobre el método directo u otros métodos indirectos(406).

3. Método de lectina avidina-biotina: Este sistema avidina-biotina requiere una lectina
biotinada y posteriormente avidina conjugada con un marcador (generalmente peroxidasa).
Esta técnica es también aplicable con anticuerpos biotinados para marcado de localizaciones
antigénicas.

4. Método de lectina ferritina-avidina(406)

5. Método de lectina-oro coloidal.

6. Método del sandwich azucar-lectina-aztcar. Consiste en un marcador glicosilado afiadido a
la muestra incubada con lectina para unirse a las localizaciones de enlace no ocupadas(370).
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El analisis mas comun es el método indirecto de Con-A usado con hemocianina. En
este método las células son previamente tratadas con Con-A, lavadas con tampon y
posteriormente tratadas con hemocianina. Ya que la Con-A es multivalente, es decir,
tetramérica bajo condiciones fisiologicas tamponadas puede enlazarse tanto con los
receptores especificos se superficie celular Con-A y con los residuos especificos Con-A en la
hemocianina. También han sido usados para MES otros marcadores como la
peroxidasa de rdbano(407) o el hierro dextrano que también se enlazan con Con-A(406).
También se ha usado el oro-ovomucoide para la deteccion de lectina Wheat germ
(WGA)(408) y fetuina-oro para la lectina Limax flavus(409) y WGA(368). Un método
indirecto semejante puede ser usado con otras lectinas o marcadores derivados con los
correspondientes residuos azlcar.

5. 6. 2. Lectinas conjugadas con oro coloidal

Las particulas de oro coloidal (OC) han demostrado ser particularmente Gtiles para la
localizacion microscopica de las lectinas(368),(410).

Aunque el oro coloidal ha sido motivo de atencion desde hace méas de 400 afios(411);
fue introducido en técnicas inmunologicas por Faulk y Taylor(412) en 1971; desde entonces
ha sido un marcador ampliamente utilizado para la deteccién a nivel de MO, MET y MES de
una variedad de sustancias exogenas y enddgenas(413). La aplicacion del oro coloidal en
MES fue introducida por Horisberger et al.(414) en 1975. Estudios anteriores llevados a cabo
con complejos lectina-oro han hecho hincapié en la deteccion de lugares de enlace en la
superficie de células cultivadas o aisladas y aspectos de su estado dinamico. Posteriormente
las aplicaciones se encaminaron a la visualizacion de residuos de azlcar en tejidos intactos y
dentro de las células(397),(415).

5. 6. 2. 1. Propiedades del oro coloidal

-Los soles monodispersos de oro con particulas de oro de tamafio uniforme y forma
pueden ser preparadas rapida, reproduciblemente y con bajo coste en un rango de particulas
de 2 a 150 nm de diametro.

-La naturaleza del OC proporciona una fina localizacion de los lugares de marcado; el
rango de tamafos garantiza alta flexibilidad en la resolucion lateral.

-Las particulas de OC estan cargadas negativamente y pueden ser cargadas por
adsorcion electrostatica no-covalente con varias macromoléculas (por ej. proteina A
estafilocdcica, inmunoglobulinas, lectinas, toxinas, glicoproteinas, enzimas, estreptavidina,
hormonas, antigenos peptidicos conjugados con albimina sérica bovina) formando complejos
oro-ligand estables y bioactivos. En condiciones apropiadas de almacenamiento permanece
estable y retiene gran parte de su bioactividad durante varios meses a 4°C.

-Las particulas de OC presentan alta densidad electronica debido a su alto nimero
atdbmico y son capaces de emitir fuertemente electrones secundarios y retrodispersados: estas
caracteristicas fisicas hacen del oro coloidal un excelente marcador para MET y MES.

-El alto coeficiente de electrones retrodispersados del oro sugiere que el contraste
reforzado de la imagen por electrones retrodispersados proporciona una alternativa superior
para analisis cuantitativo visual o ayudado por ordenador de las moléculas diana. Su alta
electrodensidad hace que no puedan ser confundidas con estructuras bioldgicas.

-Las sefiales caracteristicas de rayos X emitidas por oro pueden ser para iluminar y
cuantificar los marcadores de oro enlazados con las células por aplicacion de técnicas
microanaliticas de rayos X y programas de ordenador adecuados.

-El marcado doble o multiple de las diferentes localizaciones diana es posible por
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aplicacion de marcas de oro monodisperso de diversos tamafios.

-La cuantificacion puede conseguirse por contaje directo de las particulas de oro.

-Debido al bajo grado de adsorcién inespecifica de las marcas de oro a las superficies
de la muestra, el ratio sefial/ruido es muy alto.

-Debido a las altas constantes de enlace de las marcas de oro a las superficies de las
muestras, las muestras biologicas pueden ser procesadas con una pérdida minima de
particulas de oro.

-Debido a que las particulas de oro adsorben o reflejan la luz y pueden ser
amplificadas por procesos de refuerzo de plata, son aplicables para una variedad de técnicas
de marcado de MO, asi como procesos no microscopicos (incluyendo inmunocoagulacion e
inmunoprecipitacion) y por lo tanto aportan un amplio rango de metodologias
correlativas(416).

-El color del OC en luz transmitida es usualmente rojo si las particulas son esféricas e
inferiores a 80 nm. EI OC que se compone de particulas més grandes, no esféricas o
aglomeradas aparece azul a la luz transmitida. Las soluciones rojas presentan un pico simple
de absorcion en el espectro visible que va entre 520 y 540 nm(417).

5. 6. 2. 2. Formacién de particulas de oro coloidal

El método quimico mas util y extendido para la formacién de particulas de oro colidal
es la reduccion(416),(418).

El oro coloidal se forma a partir de acido tetracloroaurico, pero se han utilizado gran
cantidad de agentes reductores, como el fosforo blanco desarrollado por Zsigmondy(419) en
1905 y Zsigmondy y Thiessen en 1925; formaldehido (Zsigmondy, 1898), etanol (Vanino,
1905), mondxido de carbono (Donau, 1905), hidroxilamina o hidracina (Gubier, 1903),
peréxido de hidrogeno (Ddrinkel, 1905), acido ascorbico (Stathis y Fabrikanos(420), 1958),
citrato sodico (Frens(421), 1973), con ultrasonidos (Baigent y Miller, 1980), borohidrato
sodico (Tschopp et al., 1982) (416), (418).

En este estudio se ha empleado el método de formacion de particulas de 30 nm segun
Frens(420). Este procedimiento aporta coloides monodispersos, y dependiendo de la cantidad
de citrato sodico afiadido a una cantidad constante de acido tetraclorodurico, se pueden
obtener soles monodispersos con didmetros de particulas variando entre 15 a 150 nm.

Los procesos de reduccion requieren limpieza escrupulosa del material de cristal y el
uso de agua bidestilada y filtrada, ya que la presencia de sustancias organicas, polvo, etc,
interfiere en la formacion del coloide(417).

Las particulas de oro coloidal de 15 a 40 nm son visualizadas por un equipo
convencional de SEM con un filamento de tungsteno en forma de electrones retrodispersados
(BSE), este método ofrece la ventaja distintiva de ser capaz de correlacionar la organizacion
en tres dimensiones con las localizaciones citoquimicas o inmunohistoquimicas(396), aunque
también pueden ser observadas en forma de electrones secundarios(422) y las particulas ser
discernidas de otros contaminantes de la superficie mediante el uso de rayos X. Las particulas
de menor tamafio (5-15 nm) requieren equipos SEM de emision de campo (field emission) o
detectores de BSE de alta sensibilidad(423),(424).

La aplicacién de estos reactivos en MO es posible en tejidos fijados e incluidos
rutinariamente. Se obtienen resultados muy satisfactorios con paraformaldehido,
glutaraldehido o mezclas de ambos y formalina al 4%(425). Las incubaciones pueden llevarse
a cabo en cortes desparafinados(426) y rehidratados, o en cortes congelados.

La aplicacion de particulas de oro coloidal de pequefio tamafio en MO es posible
gracias a la intensificacion con plata de estas particulas. EIl objetivo de estas técnicas es
aumentar la intensidad de la sefial del objeto con baja tincidn del fondo(427) -(429).
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5. 6. 2. 3. Conjugacion de lectinas con oro coloidal

Para la preparacion de complejos lectina-oro es necesaria a siguente informacion
bésica:

En primer lugar, la conjugacion de las lectinas con oro coloidal depende de los puntos
isoeléctricos especificos de cada lectina(416). Es decir, debe ajustarse el pH del oro coloidal
segun la lectina que se desea acomplejar. En segundo lugar, la cantidad minima u 6ptima de
lectina para estabilizar el coloide, para lo que suele ultilizarse el test de floculacion de la sal.

La mezcla de OC y lectina se hace directamente en tubos de centrifuga, tras unos 1-2
minutos se afiade una solucién acuosa de polietilenglicol.

La purificacion del complejo se obtiene por ultracentrifugacion en rotor de angulo
fijo. Las condiciones de centrifugacion dependen del tamafio de las particulas del coloide.
Esta centrifugacion resulta en la formacion de sedimento suelto, intensamente rojo en el
fondo del tubo. Ademas se forma un punteado oscuro de material densamente comprimido en
la pared del tubo ligeramente por encima del sedimento y consiste en complejos precipitados
agregados o particulas no totalmente estabilizadas y debe ser descartado. El sobrenadante
incoloro que contiene proteina libre se aspira cuidadosamente y se descarta(415).

Debido al bloqueo estérico, el acceso de los marcadores de oro marcado con lectina a
los receptores depende del tamafio de las particulas. Por lo tanto, el que no haya reaccion de
enlace no significa necesariamente la ausencia de receptores de superficie celular para
marcadores de oro(430).

Los complejos de lectina-oro pueden aplicarse mediante las dos técnicas previamente
descritas, los més usados son complejos oro-peroxidasa de rabano (HRP)(388). Las técnicas
de marcado indirecto aplicando complejos glicoproteina-oro para demostrar las
localizaciones de enlace con lectinas en la superficie celular fueron investigados por
Geoghegan y Ackerman(408) en 1977.

Las superficies altamente estructuradas de grandes muestras observadas en modo de
imagen de electrones retrodispersados son alteradas por efectos de carga, estos problemas se
obvian optimizando el grosor de la capa de carbono conductora y la intensidad de destello del
electron(431).

I.5.7. LECTINAS USADAS EN EL ESTUDIO

En el presente estudio se han utilizado las lectinas Glycine max, Griffonia
simplicifolia-11, Arachis hypogaea, Ulex europaeus-I.

5.7. 1. Glycine max (SBA)

La capacidad hemaglutinante de los extractos de comida de soja es conocida desde
hace muchos afios. Primero se asociaron con las propiedades tdéxicas y de retraso del
crecimiento de la comida de soja sin cocinar, posteriormente se mostré que la actividad
hemaglutinante residia en un Gnico grupo de proteinas conocidas como hemaglutinantes de
soja (SBH), mas tarde renombrada como aglutinina de soja (SBA). Posteriormente, muchos
investigadores consiguieron el aislamiento de la aglutinina de soja, con diversas técnicas de
purificacion de proteinas.

Parece ser que la aglutinina de soja existe en formas multiples y altamente semejantes.
Las isolectinas tienen composiciones y especificidad hemaglutinante muy similares, y eran
inmunoquimicamente indistinguibles. Aungue esta presente en las semillas de la mayoria de
especies de soja, unas pocas carecen de esta lectina.

La SBA tiene un p. m. de 120.000 determinado por filtracion de gel.
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La aglutinina de soja es una glicoproteina tetramérica compuesta de iguales
cantidades de 2 subunidades ligeramente diferentes de p.m. 30000, conteniendo cada una de
ellas alanina N-terminal. Al igual que muchas otras lectinas, la SBA es comparativamente
rica en aminoacidos acidicos e hidroxilicos y esta desprovista de cisteina. En comun con otras
lectinas de legumbres, la aglutinina de soja posee una gran cantidad de conformaciones en
hoja aplanada (B-estructura)(432).

La glycine max es una glicoproteina que contiene un 7% de su peso en carbohidratos
consistentes en manosa y N-acetilglucosamina en un proporcion molar de 9 a 2.

Estudios de enlace de carbohidratos, sobre la lectina de soja mostraron que exhibe una
mayor afinidad por la N-acetilgalactosamina, sus glucosidos y oligosacaridos en los que este
azucar es la unidad terminal no reductora, la galactosa y sus derivados son menos reactivos.

La sustitucion de oligosacaridos activos de grupo A por un grupo L-Fucosil en el
residuo galactosil subterminal disminuyeron grandemente su capacidad de enlace.

La SBA precipitd diversas sustancias purificadas de grupo sanguineo. La
precipitacién maxima fue conseguida con las sustancias tipo A;, mientras que las sustancias
tipo A, eran considerablemente menos activas. Sin embargo, las sustancias B activas
reaccionaron pobremente a pesar de su contenido de grupos terminales Fjalactosil. Este
hallazgo fue atribuido al efecto bloqueante de los grupos L-Fucosil enlazados con N-
acetilglucosamina subterminal tal como ya se ha puesto de manifiesto. Las sustancias H
activas eran no reactivas(432).

5. 7. 2. Griffonia simplicifolia -11
La Griffonia Simplicifolia, una lectina de alta afinidad para los grupos no reductores

0. N-acetilglucosaminil, fue aislada del extracto de la semilla de la planta con mismo
nombre por cromatografia de afinidad en chitina.

Estas semillas contienen también otra lectina especifica | -galactopiranosil
denominada Griffonia Simplicifolia-1 (GSA-I).

La GSA-II de enlace con N-acetilglucosamina es un tetramero de 4 subunidades
aparentemente idénticas de p.m. 30.000.

Una glicoproteina GSA-II (4% de carbohidrato) contiene como muchas otras lectinas
de legumbres una alta proporcion de aminoacidos hidroxilicos y acidicos. A diferencia de la
mayoria de lectinas de legumbres contiene 3 residuos de cisteina por subunidad y un puente
disulfuro enlaza las dos subunidades.

La GSA-II posee una localizacion de enlace carbohidrato por subunidad.

La lectina GSA-II no aglutina los eritrocitos A, B u O, pero si células poliaglutinables
B-adquiridas T activadas y Tk. La GSA-II dio curvas de precipitina con conjugados de suero
bovino, p-azofenil, N-acetil y , y -glucosaminida. Coherentemente con su conducta de
aglutinina inespecifica de grupo sanguineo, la lectina GSA-II no precipitd con las sustancias
de grupo sanguineo A;, A; o LE® o con la sustancia precursora de grupo sanguineo con
actividad | e i. De las sustancias humanas B y H s6lo aquellas con residuos terminales N-
acetilglucosamina reaccionaron bien(433).

Se ha establecido que la GSA-II interacciona con los mismos determinantes de grupo

N-acetil- -glucosaminil derivados de sustancias de grupo sanguineo de lineas celulares de
estbmago humano y cerdo al igual que con la Concanavalina A. Las glicoproteinas con
unidades terminales N-acetil--glucosaminil tales como los agalactorosomucoides también
precipitaron estas lectinas. El glucégeno y el dextrano formaron precipitados a altas
concentraciones de lectina.

La lectina GSA-II es liberada por una fosfolipasa C fosfatidilinositol especifica por
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las celulas de la membrana. Se cree que se ancla a la membrana por la via de una molécula
glicosil-fosfatidilinositol(433).
La GSA-II es de particular interés y valor porque es la Unica lectina que interacciona

exclusivamente con los grupos terminales no reductores que terminan en 0O , -N-
acetilglucosamina(432).

5. 7. 3. Arachis hypogaea (PNA)

La PNA es una lectina glicoproteica vegetal derivada de las semillas de Arachis
hypogaea. Presenta un extenso lugar de unién, con afinidad para los grupos galactosil y

reconoce el disacérido D-Gal-, (1-3) D-GalNAc(362),(434).

Este se encuentra con frecuencia en posicion subterminal, oculto por el acido sialico,
por lo tanto, es necesaria la extraccion del sialico para que el disacéarido quede al descubierto
y la lectina pueda tener acceso. Asi, los eritrocitos se enlazan con PNA solo tras desialacion
por neuraminidasa. Esto altera el Ag de grupo sanguineo MN al exponer el Ag normalmente
criptico de Thomsen-Friedenreich (TAg). Este Ag, descubierto en 1927, se cree que es el
lugar de enlace de tejido con PNA en una variedad de localizaciones(324).

La PNA es una lectina tetramérica libre de carbohidratos compuesta de 4 subunidades
idénticas. Las estimaciones del p.m. agregado de la lectina purificada por afinidad varian de
98.000 y 106.500 hasta 110.000; el tamafio de las subunidades ha sido variablemente
publicado en 27.000, 28.000 y 24.500.

La PNA contiene un atomo de calcio y otro de magnesio por subunidad. Es rica en
aminoacidos acidicos e hidroxilicos y estd desprovista de cisteina. Lotan et al(435),
publicaron 2 residuos triptéfano por subunidad, mientras que Miller publico la presencia de 3
triptofanos. Los estudios de cristalizacion y cristalograficos revelaron que contenia un 50%
de agua(432).

La PNA parece ser un marcador adecuado para macrofagos, histiocitos y células de
Reed-Sternberg.

5. 7. 4. Ulex europaeus (UEA-I)

La lectina UEA-I se une especificamente con la  -L-fucosa, el azicar terminal de las
sustancias de grupo sanguineo H, y Le’ cuya expresion esta confinada principalmente en el
colon proximal(436).

Cazal y Lalaurie(437) mostraron que las semillas de UEA-I contienen una proteina
que reacciona con el antigeno de grupo sanguineo H (O); los extractos de UEA-I han sido
usados para el estudio de la sustancia de grupo sanguineo H(O) en tejidos humanos. El
Antigeno H(O) se considera que es una sustancia precursora de los antigenos ABO y esta
presente no sélo en el grupo sanguineo humano O, sino también en los grupos sanguineos no
0.

Esta aglutinacion se inhibe especificamente por sustancia H en saliva humana y esta
reaccién se usa en los bancos de sangre para detectar secretores de sustancia A, By H.

Esta lectina también precipitd con las sustancias humanas A,, por una sustancia con
actividad A, y con sustancias B de origen animal(438).

La lectina UEA-I no precipité con las sustancias de grupo sanguineo A;, con las
sustancias Le* o con la substancia precursora de grupo sanguineo con actividad | o con las
fracciones P1 obtenidas por hidrolisis acida de las sustancias de grupo sanguineo B(438).

Los extractos de Ulex contienen dos lectinas denominadas | y Il, que pueden ser
separadas por precipitacion fraccional por sulfato de amonio; la actividad hemaglutinante de
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la lectina UEA-I precipitada con sulfato de amonio al 40%, se inhibe mejor por L-fucosa,
mientras que la UEA -II, precipitada con sulfato aménico entre un 40 y un 70%, no se inhibe
por la L-fucosa y se inhibe bastante pobremente N,N'-diacetilchitiobiosa. La lectina UEA-I

ha sido purificada por cromatografia de afinidad, adsorbiéndose con gel de = -L-Fucosil-O-
poliacrilamida o con columna de Fucosil sefarosa 4B y eluyéndolo con L-Fucosa. La lectina
también ha sido purificada por métodos convencionales de filtracion de gel y cromatografia
de intercambio idnico. La lectina Ulex purificada es una glicoproteina de p.m. 46.000,
constituida por cadenas polipeptidicas unidas por fuerzas no covalentes. Presenta un punto
isoeléctrico de pH 6,0-6,1 conteniendo un 7,2% de azUlcar neutro(432).

I. 5. 8. Histoquimica con lectinas del colon normal humano

La histoguimica de las lectinas ha revelado patrones especificos de tincion para
epitelio colorrectal normal y neoplasico, indicando un cambio en la estructura de los
carbohidratos de las lectinas(434).

El colon proximal y distal tanto en el hombre como en los animales difieren tanto en
origen embrioldgico, funcion fisioldgica, morfologia e histologia detallada. También se han
descrito diferencias en la epidemiologia, patogenia y conducta de los tumores que se
desarrollan en colon proximal respecto al distal. Diversos autores han descrito diferencias
regionales en la distribucidn de glicoconjugados en mucosa colénica normal(439),(440).

La histoguimica de las lectinas ha revelado patrones especificos de tincion para
epitelio colorrectal normal(434).

5. 8. 1. Glycine max

Un enlace de SBA maximo se observa en células epiteliales colénicas normales bien
diferenciadas. La SBA ha sido usada como biomarcador de diferenciacion celular(441).

5. 8. 2. Griffonia simplicifolia-Il
La lectina GSA-Il se enlaza exclusivamente a nivel supranuclear de las células
caliciformes y absortivas normales(442),(443). La GSA-II reacciona con glicoproteinas en el
aparato de Golgi de las células productoras de moco.
Esta lectina detecta mitades especificas de grupos glucosil en glicoconjugados
incompletamente glicosilados de la region del aparato de Golgi.

5. 8. 3. Arachis hypogaea

En el colon normal humano la PNA se enlaza a nivel supranuclear de las células
caliciformes y columnares, en la zona del aparato de Golgi(443) -(445). En la mucosa normal
del adulto, no existe mucina enlazada con PNA(446), en cambio, si existe unién al colon
neonatal(447).

La deteccion de un patron de enlace de PNA supranuclear en el epitelio coldnico
representa la deteccion de oligosacéridos nacientes en el aparato de Golgi, previamente a la
adicion de &cido sialico terminal, lo que necesita la accién de la enzima sialiltranferasa. El
acido sialico solo es incorporado por las células superficiales caliciformes mas maduras y por
las células columnares(447). Es decir, que la adicion subsiguiente de otros azlcares
terminales enmascara los lugares de enlace y convierte a las glicoproteinas de las goticulas de
mucina en no reactivas con esta lectina. Retirando el &cido sialico terminal con
neuraminidasa se expondré el pendltimo residuo Gal y hara que la mucina de las células
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caliciformes sea reactiva con la PNA(362). Esta secuencia de digestion por enzima-enlace
con lectina puede ser utilizada para definir anormalidades en la produccion de moco en varias
situaciones inflamatorias o neoplésicas.

El pretratamiento con neuraminidasa no produce cambios en las criptas que expresan
localizaciones de enlace de PNA en la region Golgi(448).
Estudios recientes demuestran que la PNA actla aumentando la proliferacion celular del
epitelio colénico normal in vitro(449).

5. 8. 4. Ulex europaeus

La lectina UEA-I muestra diferencias regionales en su distribucion a lo largo del
colon.

La mucosa no neoplasica del colon derecho, ciego y colon ascendente, presenta enlace
de esta lectina en la mayoria de las células caliciformes o en algunas, no se observa ningin
caso sin marcaje(351). En el colon izquierdo, colon descendente y colon sigmoide la UEA-I
enlaza ocasionalmente con la mucina del colon descendente normal humano, mientras que el
recto carece de localizaciones de enlace de UEA-1(351),(450) ,(451).

En el colon humano normal se sitGa en el moco de las células caliciformes. En cortes
congelados también se observa union con los capilares y vesiculas sanguineas y muy débil
con las células de la membrana; estos enlaces no se observan en los tejidos colonicos fijados
con formalina(351).

La UEA-I muestra enlace en la superficie apical de las células columnares,
especialmente en el colon derecho(443).

1. 5. 9. Valor clinico de las lectinas en el cancer colorrectal en humanos

Una transformacion en la composicion de los glicoconjugados col6nicos ha sido
descrita en adenomas, carcinomas, y condiciones premalignas como la poliposis familiar y
los sindromes de cancer de colon hereditario no poliposico(452), traduciendo la existencia de
diferencias cualitativas y cuantitativas entre las mucinas de epitelios colénicos benignos y
neoplasicos(448).

Los cambios en las caracteristicas de enlace de las lectinas reflejan el estado de
diferenciacion y la presencia de transformacién maligna en las células epiteliales
colonicas(446). Estos cambios en el espectro de glicoconjugados de las células cancerosas o
embrionarias estan causados por glicosilacion incompleta o por formacion de cadenas de
azucar adicionales(351).

En general la positividad de la tincion de areas de displasia severa y en carcinomas
colorrectales consiste en una fina reactividad lineal de las membranas de las células apicales
en las criptas severamente displasicas o carcinomatosas y en las secreciones intraluminales.
De forma ocasional, se observa enlace de lectina en areas focales a nivel citoplasmatico
apical.

No se observan diferencias regionales en los patrones de lectinas de canceres
colénicos proximales y distales(439),(440) , ni ninguna relacion detectada entre reactividades
de lectina y estadio de Dukes, tamafio o tipo histologico de los tumores. De modo que los
carcinomas de diferentes regiones colonicas tienen una distribucion mas uniforme de
carbohidratos que la respectiva mucosa normal(439).

El andlisis de las glicoproteinas de la membrana del cancer de colon ha revelado una
marcada reduccién en el contenido global de carbohidratos, actividad de grupo sanguineo
ABO vy actividad de glicosiltransferasa en comparacién con las del colon normal(446).

5. 9. 1. Glycine max
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La SBA muestra maximo enlace en el colon descendente normal humano y estd mas
reducido en colon proximal y recto(378).

Bioquimicamente, la reduccion del enlace de SBA en la mucina de las células
caliciformes indica que hay menos residuos GalNAc terminales no reductores en las cadenas
de oligosacaridos de la mucina, lo que podria ser debido a la glicosilacion incompleta de las
glicoproteinas en las células epiteliales colonicas inmaduras(446).

En la mucosa quiescente de la colitis ulcerosa la SBA se enlaza con N-
acetilgalactosamina expuesta, en la mitad superior de la cripta de las células caliciformes.

5. 9. 2. Griffonia simplicifolia-I
Las neoplasias colonicas reaccionan con tincion heterogénea intralesional para la
GSA-Il. En general, muestran una fina tincion lineal de las membranas celulares apicales y
ocasionalmente, muestra tincion a nivel citoplasmatico con gran especificidad, aunque la
mayoria no se enlazan con dicha lectina(442),(453).
En los adenomas con displasia leve o0 moderada la lectina GSA-II se enlaza a la region
supranuclear de las células caliciformes en la mayoria de los casos(440), (441).

5. 9. 3. Arachis hypogaea

La PNA marca las mucinas de los carcinomas colorrectales(452).

Cooper(454) describe dos patrones de enlace de la PNA en las neoplasias colonicas
humanas. El primero de localizacion en la region del glicocalix y el segundo de localizacion
intracitoplasmatica en la porcion apical de las células.

Las neoplasias mas pobremente diferenciadas expresan localizaciones de enlace de
PNA con menor frecuencia(454). En las neoplasias bien diferenciadas se observa reactividad
a lo largo de las membranas celulares(455). En tumores moderadamente diferenciados
aparece una tincion citoplasmatica difusa de las vacuolas citoplasmaticas, en otras areas se
observa tincion periapical como en los casos pobremente diferenciados en los que se
constituye como patron primario. La PNA es un marcador no solo de progresion neoplésica
sino también de diferenciacion(455).

La heterogeneidad intralesional consistente en &reas de glandulas carcinomatosas
positivas 0 negativas se observa frecuentemente en carcinomas colorrectales tras tincion con
PNA.

La mayoria de los carcinomas in situ (areas de displasia adenomatosa severa)
muestran un enlace fuerte y directo de PNA.

El tratamiento con neuraminidasa muestra que muchos tumores inicialmente no
reactivos expresaron localizaciones de enlace con PNA(440). Estos resultados difieren de los
de Boland et al.(329) que encuentran enlace de PNA localizado en la mucina de las células
caliciformes sin tratamiento previo con neuraminidasa.

El patron de reactividad de PNA al igual que la expresion de los grupos sanguineos
ABH, diferenciacién de células en caliciformes y producciéon de glicosiltransferasa son
semejantes en el epitelio colonico carcinomatoso y en el fetal.

La alteracion en el patron normal denota como ya hemos dicho sintesis incompleta de
glicoproteinas, probablemente asociado a deficiencias de ciertas glicosiltransferasas y no es
un hecho bioquimico limitado a los tejidos neoplasicos(324). De hecho se ha descrito un
aumento de la reactividad de la PNA en la mucosa transicional de tumores colorrectales(445)
y en lesiones preneopléasicas.

La PNA marcd en la region supranuclear de pdlipos hiperplasicos, o polipos
adenomatosos mostrando displasia ligera o moderada; y no en las células neoplésicas de
adenomas(456). El enlace también depende del tamafio del pdlipo(457). Estos resultados han
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sido confirmados posteriomente por otros investigadores al observar un nimero decreciente
de criptas que expresan localizaciones de enlace de PNA en la region Golgi con
desdiferenciacién creciente conduciendo a una completa ausencia de localizaciones de enlace
de PNA en adenomas grado 1V(449). Mientras que otros autores describen un patron
aumentado relacionado con el grado de displasia(435),(329), y por consiguiente consideran el
enlace de PNA como indicador de riesgo aumentado de desarrollar cancer de colon en la
poliposis colonica(329).

El marcado de adenomas tubulares y vellosos fue semejante con excepcion de la
tincion lineal apical en areas focales de células no mucinosas columnares que se ven
frecuentemente en los adenomas vellosos(455). El tratamiento con neuraminidasa no cambio
significativamente el enlace de PNA.

En la displasia la PNA se enlaza a la mucina de las células caliciformes y tambien a
nivel supranuclear(446), asi como a nivel de las células columnares no mucinosas(362). En
ocasiones las muestras displasicas presentan una reactividad intracitoplasmatica finamente
granular(455).

El enlace de PNA es constantemente positivo en presencia de displasia en la colitis
ulcerosa(434) tanto en agudizacién como en su ausencia(458),(459) , aunque algunos autores
describen exclusivamente reactividad a nivel supranuclear(434), (446) o presencia de un
patrén normal en la colitis ulcerosa ligera e inactiva(362).

Existe una asociacion global significativa entre la positividad de PNA vy la presencia
de carcinoma en pacientes con colitis ulcerosa, pero la alta tasa de falsos positivos (62%)
parece limitar su valor en la confirmacion de riesgo de cancer en un paciente individual(459).

En la colitis ulcerosa la sialidacion terminal no tiene lugar en la membrana
celular dejando de esta manera el receptor accesible para enlace con lectina. La sintesis de
glicoproteinas incompletas es probablemente un hecho reversible y revierte cuando la
inflamacion es quiescente. En la displasia se observa una alteracion similar, pero es mas
probablemente irreversible(362).

Tras el tratamiento con neuraminidasa de mucosa hiperplasica de pacientes con colitis
ulcerosa, la reactividad con PNA se encuentra fundamentalmente en la mucina de las células
caliciformes y a todos los niveles de la cripta(442).

En la enfermedad de Crohn se registra la pérdida de residuos Fuc en el colon
izquierdo y de residuos GalNAc en el colon descendente, indicando que el moco colorrectal
estd anormalmente glicosilado.

La PNA actua como un mitdgeno en lineas celulares de cancer de colon(447).

5. 9. 4. Ulex europaeus-I

En el colon neoplasico el enlace de UEA-I se sitla en los apices celulares, en los
bordes apicales luminales y en las secreciones luminales(351),(453).

Yonezawa et al. (351), describen diversidad de unién de la lectina UEA-I segun la
localizacion tumoral; mientras en el colon derecho no todos los tumores se enlazan con esta
lectina, en el colon izquierdo y en el recto, la mayoria de las lesiones neoplasicas muestran
enlace con esta lectina(473).

La extensidn de las lesiones cancerosas no esta correlacionada con el grado de enlace
de UEA-1(351).

Las sustancias UEA-I reactivas tinen una distribucion similar al CEA en los
tejidos(460).

En los adenomas se observa también enlace de lectina. En el punto de contacto de
adenomas y mucosa no neoplésica, la UEA-I marcé el epitelio no neoplésico pero no el
neoplasico. La presencia de adenomas marcados sugiere tres posibilidades: 1. Presencia de
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sustancias de grupo sanguineo H (O), 2. Alteracion de la estructura terminal de carbohidratos
0, 3. La produccién de glicoproteinas neoplasicas(351).

En biopsias de mucosa de colon proximal de pacientes con colitis ulcerosa y
enfermedad de Crohn se observa una tasa disminuida en la presencia de localizaciones de
enlace de UEA-I. La alteracion en la disposicion normal, parece ser debida a una capacidad
disminuida de disponibilidad de residuos Fucosil en el colon proximal en estos pacientes: Se
produce una reduccion significativa de los residuos Fucosil frente a los galactosil(450). Otros
autores no consideran la UEA-I un buen método diagndstico de los cambios premalignos
asociados a la colitis ulcerosa(458).

Jass et al.(436) describen una expresion aumentada de L-fucosa en algunos adenomas,
mostrando un patron en mosaico; en carcinomas, con patron difuso y en polipos
hiperplasicos, a nivel de la base de la cripta, no mostrando reactividad la mucosa normal ni la
adyacente al tumor de pacientes con cancer de colon.

La UEA-I ha sido usada para identificar en biopsias rectales grupos de alto riesgo para
cancer colorrectal, puesto que los individuos genéticamente con alto riesgo de cancer de
colon y recto y los pacientes con poliposis adenomatosa familiar muestran una reactividad
similar en la mucosa aparentemente normal(461). La mucosa normal de pacientes con
poliposis familiar muestran una intensidad de enlace superior a los controles con esta
lectina(452).

I. 5. 10. Lectinas y mucosa col6nica de rata

Freeman et al.(462) usaron lectinas para detectar las diferencias en los
glicoconjugados de las celulas caliciformes del colon proximal y distal, observando
diferencias de enlace con la Con-A y Lens Culinaris, en la mucina de las células caliciformes.
Otros autores han confirmado, las diferencias regionales en la mucosa normal de ratas usando
otras lectinas.

En ratas Wistar, la lectina SBA, muestra un patron distinto para la localizacion
proximal y distal. La mucina de las células caliciformes reacciona mas intensamente en la
superficie epitelial que en las células de la base de la mucosa, que muestran reaccion debil.
También muestran reactividad las células epiteliales a nivel de la superficie luminal y
basolateral(394).

En el colon proximal la UEA-I marca la mucina de las células caliciformes(392). Es
mas intenso en la region basal de la cripta comparado con el epitelio superficial. En el colon
distal el enlace es negativo 0 muestra una reactividad muy ligera. Se obtiene marcaje en la
superficie luminal de las células epiteliales a nivel basal(392).

La PNA muestra un patron de marcaje en la mucosa de rata normal similar al colon
humano. Se localiza en la region supranuclear, correspondiente a la region del aparato de
Golgi, en forma de patron granular; y esta ausente a nivel de la mucina de las células
caliciformes(464), siendo mas evidente en el epitelio mas superficial,(463). Algunos autores
describen que su localizacion se limita al colon proximal(463).

Usando lectinas marcadas con peroxidasa Kotake(465) estudid los carbohidratos de la
membrana celular y citoplasma de tumores de rata inducidos con DMH, observando patrones
distintos de marcaje para las lectinas PNA, WGA y UEA-I entre la mucosa normal y
neoplasica. Las células cancerosas mostraban un alto grado de enlace, superior a las no
neoplésicas. La PNA y la UEA-I mostraron altos indices de marcaje en el citoplasma de la
mucosa transicional.

La lectina PNA muestra enlace intenso con la mucina de las células caliciformes
tumorales, asi como a nivel de la mucosa transicional(463), (464) , presentando enlace con
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mayor frecuencia la mucosa distal y se sita también débilmente en la superficie luminal.
Tambien la mucosa macroscopicamente normal de ratas tratadas con DMH muestra
ocasionalmente enlace con PNA(463).

La UEA-I es positiva en todos los carcinomas proximales y distales, mostrando la
mucosa transicional fuerte reaccion con esta lectina en la mucina de las células caliciformes y
en la superficie luminal(463),(466) ,(467).

Balzer y cols.(468) no observaron cambios preneoplésicos en el enlace de UEA-I con
respecto a la mucosa control normal en ratas tratadas con DMH. Mientras que Caldero et al.
(463) encuentran diferencias en la mucosa distal de ratas tratadas.

I. 6. Citometria de flujo
l. 6. 1. Ciclo celular

En el ciclo celular se distinguen varias fases: Las células denominadas como fase de
reposo (Gp) no estan en el ciclo; las células en fase de sintesis proteica (Gia) 0 sintesis de
ARN (Gyp), estan colocadas justo después de recuperarse de una division o preparandose para
iniciar otro ciclo. Las células se dice que estan en fase S cuando estan en proceso de sintesis
de material genético o ADN; las células que estan en fase G,, son células que han terminado
la sintesis de ADN y por lo tanto poseen una cantidad doble de la normal de ADN vy, por
altimo, las células en fase M estan sufriendo la division celular(469) (Figura 1-9). Segun el
tipo y funcién de la celula, ésta tiene mas o menos actividad proliferativa y el ciclo puede
variar segun diversas condiciones como farmacos, radiaciones o hipertermia(470).

I. 6. 2. Introduccion. Aspectos historicos

Los intentos de abrir espacio a una citologia analitica o cuantitativa se remontan a los
trabajos de Caspersson en 1936, desarrollados posteriormente por Pollister y Ris(471). Se
comenz6 cuantificando los acidos nucleicos en células sin tefiir mediante
microespectrofotometria, utilizando rayos ultravioletas como fuente de energia; mas tarde se
aprovechd al mismo fin la reacciéon de Feulgen y, posteriormente, sustancias fluorescentes
que se intercalan directamente con los acidos nucleicos, de forma estequiométrica, es decir la
reaccién colorimétrica es proporcional a la cantidad de ADN(472). A pesar del porcentaje
significativo de falsos positivos y negativos, la citometria estatica ha ido progresando hasta
nuestros dias.

La instrumentacion alternativa que parece que ha resuelto la mayor parte de la
problematica que puede plantear la lectura de una preparacion citoldgica estatica es la
citometria de flujo, aparentemente inspirada en la afortunada observacion de Coulter, un
electrical engineer, que supuso que al pasar células sanguineas en solucién salina por un
orificio muy pequefio se detectarian por los cambios producidos en la impedancia eléctrica en
el orificio(473).

La citometria de flujo es una técnica que permite el estudio combinado de distintas
caracteristicas morfologicas, estructurales y funcionales de las células incluidas en un flujo de
liquido isotonico.

Su empleo ha aportado fundamentalmente rapidez, sensibilidad y objetividad en el
analisis celular, constituyendo actualmente un valioso complemento de las técnicas clasicas
de estudio de la morfologia y biologia celulares.

En este sentido, puede decirse que las aplicaciones actuales de esta técnica son
innumerables, si bien la cuantificacion del ADN es la mas conocida y difundida, desde que
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Van Dilla et al. obtuvieran el primer histograma de ADN realizado por CMF en 1967(474).
I. 6. 3. Fundamentos técnicos

El principio basico de la citometria de flujo es la medicion de caracteristicas Opticas y
fluorescentes de una célula individual inmersa en un flujo liquido y que interacciona con un
haz de luz monocromatica, usualmente producida por un laser.

Un citometro de flujo (CMF) esta integrado por cuatro componentes:

1. Compartimento fluidico

2. Fuente luminosa

3. Sistema Optico

4. Soporte informatico para el analisis de datos(475).

En el compartimento fluidico se consigue un patron de flujo laminar al ser
introducidas las células a medir en el centro de una cdmara rodeada por un fluido de arrastre
que tiene mayor volumen y se encuentra a mayor presion. El sistema de fluido es usualmente
un tampon salino isotonico. Después de pasar por el inyector, el chorro de la muestra se
reduce a un grosor de 10 micrones y las células que fluyen en él se separan alrededor de 2
mm. De esta forma se busca que las células incluidas en el centro de ese flujo crucen
ortogonalmente y de una en una la fuente luminosa del instrumento.

Para paliar las posibles desviaciones de la corriente de liquido en el que viajan las
células respecto al punto medio del haz de laser, lo cual provocaria la iluminacion de algunas
células con intensidades menores a la maxima, los citometros disponen de mecanismos que
permiten al observador efectuar pequefias modificaciones en la posicion de la camara de flujo
y en la trayectoria del haz de luz para ajustar al maximo la intercepcion de los mismos.

Cuando la célula pasa a traves de la luz del laser, los transductores convierten sefiales
Opticas y fluorescentes en sefiales eléctricas. Estos pulsos eléctricos son posteriormente
amplificados, integrados y registrados por medio de un conversor analogico-digital para que
puedan ser analizados por un computador. Cada célula es considerada un evento apropiado
que es proporcional a la intensidad de la sefial. En este sentido una intensidad continua de
fluorescencia (o de otros pardmetros) es convertida en impulsos digitales discontinuos o
canales, cuyo numero estid entre 256 y 1024. Cada canal representa un cierto rango de
intensidad de luz, y la sefial de una célula se registra en uno u otro canal dependiendo de la
intensidad de la sefial. A partir de los datos se genera un histograma de distribucion de las
células de la poblacion analizada en funcién de los diferentes valores del parametro estudiado
que imprime el nimero de eventos por canal (intensidad)(476).

Los datos pueden ser mostrados comparando cualquier combinacion de parametros:
forward contra side scatter, fluorescencia uno contra dos, intensidad de fluorescencia, etc...,
tal como se describe posteriormente.

6. 3. 1. Fuentes de luz

La iluminacion de las particulas a medida que fluyen a través de una fuente de luz es
la responsable de la generacion y difusion de las sefiales fluorescentes en las que el analisis
por citometria de flujo esta basado.

Las fuentes de luz primaria usadas méas frecuentemente en citometria de flujo son
laseres de argon o kriptén y lamparas de mercurio. El laser es ajustado a la longitud de onda
apropiada para excitar un colorante en particular.

El paso de una célula por delante del haz de rayo laser va a proporcionar informacion
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sobre las distintas caracteristicas celulares en relacion a la dispersién de la luz que provocan y
la emisidn de luz por los fluorocromos presentes en las células y excitados por el laser(476).

6. 3. 2. Suspension celular

Para el estudio por citometria de flujo, en primer lugar es preciso obtener una
suspension de células o ndcleos de la muestra a analizar que sea representativa, de alta
calidad, sin contaminantes y con buen rendimiento(477). Aunque tales células en suspension
son facilmente preparadas para especimenes fluidos tales como sangre periférica, o fluidos
serosos, o para tejidos linfoides, los tumores sélidos son disgregados con mayor dificultad. A
este fin se han descrito una gran cantidad de métodos para disgregar tejido sélido y fresco y
convertirlo en una suspension de células o nucleos, rompiendo los enlaces intercelulares.
Estos métodos se basan en la disgregacion mecanica sola, por ejemplo, muestras obtenidas
por aspiracion con aguja fina(478) -(480), o combinada con digestion enzimatica o con
detergentes dependiendo de las caracteristicas del tejido a analizar. Todos estos agentes y su
procesado producen variables grados de lesion celular en las células y produccion de restos
celulares que dificultan un célculo preciso de las fases del ciclo celular(471), una de las
principales fuentes de error en la determinacion de la ploidia de ADN en tumores solidos, que
depende de la concentracién enzimatica y el tiempo de incubacion(477).

En 1983 Hedley(481) publico la técnica de determinacion del ADN en piezas
incluidas en parafina modificada posteriormente por otros autores. Este método usa la
digestion con pepsina. La utilizacion de este material presenta gran numero de ventajas para
la realizacion de estudios clinicos. En primer lugar, pueden investigarse grandes series de
pacientes en los que es posible realizar un seguimiento retrospectivo, conocida ya la
evolucion de los enfermos. Ademas, si se desea estudiar lesiones poco frecuentes el uso de
material archivado nos permite recoger una casuistica adecuada.

Desde el punto de vista técnico estos histogramas son mas dificiles de interpretar por
la variabilidad de la intensidad de la fluorescencia en cada muestra, la existencia de mas
detritus, lo que hace que la deflexion Go/G; sea mas irregular y de base mas amplia (con
mayor coeficiente de variacion) lo que puede enmascarar algunas aneuploidias y alteraciones
en la fase S(482) -(484). Otra limitacion es que soélo pueden estudiarse los parametros
nucleares, ya que el citoplasma se destruye cuando los cortes gruesos tienen que trocearse
muy finamente y digerirse con enzimas proteoliticas. De forma que el grosor del corte de
tejido afecta la calidad del resultado obtenido(485).

La edad del blogue no influye al menos en periodos inferiores a 10 afios(486) aunque
la fluorescencia disminuye con el tiempo(475).

Otros métodos de digestién enzimatica han sido desarrollados posteriormente para
obtener suspensiones nucleares de muestras incluidas en parafina, como los de Vindelov(487)
y Schutte que usan la digestion con tripsina(488).

También cabe considerar que en algunos casos se produce una autolisis de las
muestras que a menudo no se detecta por microscopia Optica. La autolisis de las muestras es
causante de la aparicion de picos falsos de aneuploidia, en su mayoria son picos redondeados
y con gran coeficiente de variacion; aunque algunos son estrechos con coeficiente de
variacion pequefio e indice de ADN pequefio, fundidos mas o menos con el pico diploide G;
y pueden dificultar el andlisis por citometria de flujo al interpretarse como picos aneuploides.
La autolisis aparece mas pronto en tejidos que contienen enzimas digestivas, y que han sido
fijadas pobremente o muy despacio, por ejemplo con un volumen limitado de fijador. Otro
factor, a tener en cuenta es que las neoplasias se hacen macro y microscépicamente
necroticas in vivo. En los casos de autolisis, la degeneracion de la cromatina podria resultar
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en un enlace aumentado de los fluorocromos con los cordones de ADN(489),(490).
Aunque en general, la mayoria de los autores comentan que los cortes de parafina
ofrecen informacién segura, similar a la obtenida con tejido fresco congelado(472),(491).

6. 3. 3. Colorantes

Diversos tipos de tinciones fluorescentes estan a nuestro alcance para el andlisis de
ADN; sus caracteristicas los hacen adecuados para diversas aplicaciones (Tabla 1-5). Los
colorantes fluorescentes mas frecuentemente utilizados son el isocianato de fluoresceina
(FITC), el naranja de acridina, la ficoeritrina (PE) y el yoduro de propidio (PI), que pueden
ser excitados por una luz laser seleccionada a una longitud de onda de 488 nm, la mas usada
en la practica.

TIPO DE LUZ MEDICION PARAMETRO
Laser incidente | dispersion frontal tamario celular, estructura externa
dispersion a 90° estructura intracelular (relacion

nlcleo/citoplasma, vesiculacion, etc.)

FLUOROCROMOS

Fluorescencia bromuro de etidio cantidad de ADN
yoduro de propidio
naranja de acridina
mitramicina

4,6-diamidino-2-fenilindol (DAPI)

Hoechst 33258
naranja de acridina cantidad de ARN
isocianato de fluoresceina (FITC) cantidad de proteinas

isocianato de tetrametilrodamina (TRIC)

diacetato de fluoresceina (FDA) esterasas enzimas

dibutirato de fluoresceina

flavona-3-difosfato triaménico fosfatasa acida
7-Br-3-hidroxi-2-nafto--anisidina fosfatasa alcalina
fosfato

lisil-alanil-4-metoxi-2-naftilidina proteasas

y-glutamil-4-metoxi-2-naftilamida
7-Br-3-hidroxi-2-nafto-«-anisidina-p-D- | -glucuronidasa

glucurénico
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anticuerpos marcados con FITC antigenos de membrana

anticuerpos marcados con TRIC

NADPH, NADH autofluorescencia

diacetato de fluoresceina (FDA) permeabilidad Membrana

yoduro de propidio celular

3,3'-dihexilosacarbicianida potencial

rodamina 120 cadena respiratoria
mitocondrial

Tabla 1-5
Algunos de los pardmetros y fluorocromos que se pueden
determinar y utilizar en CMF.

El yoduro de propidio, el fluorocromo utilizado en este estudio, es del tipo
intercalante que se une al material genético de doble cadena intercalandose entre las dos
bases, presenta especificidad por el ADN y ARN de doble cadena, de modo, que la muestra
requiere de tratamiento previo con ARNasa si solo se desea medir ADN, ademas células con
nucleolos prominentes y citoplasmas ricos en ribosomas producen contajes anormales con
fases S altas(484). El espectro de excitacion se encuentra en el azul/verde-rojo. Precisa de
células muertas y fijadas puesto que no atraviesa las membranas integras, lo que sirve para
discriminar células viables de no viables. El Pl no es fluorescente a menos que esté enlazado
a acido nucleico de doble corddn, y por lo tanto, no es Util enlazado a anticuerpos para la
tincion de superficies celulares.

l. 6. 4. Parametros de medicion

Los tipos de parametros celulares que se pueden determinar por esta técnica, pueden
agruparse en funcion del tipo de luz detectada, tal como se resume en la Tabla 1-5.

Cuando una luz de laser incide sobre una célula se obtiene simultaneamente tres
parametros, segun los grados de deflexion o dispersion de la luz:

1. Forward scatter -(FSC) o Low-angle light scatter a 0° La luz dispersada hacia
delante en angulos cercanos a 0° es recogida por un fotodetector colocado frontalmente
respecto al laser justo al otro lado de la cdmara de flujo. En el centro del detector hay
colocada una barra de oscurecimiento para evitar que la luz incida directamente sobre el
mismo. Su magnitud se correlaciona con el tamafio celular principalmente, aunque puede
venir influida por la estructura y composicion intracelular (vesiculas, concentracion de
ribosomas, etc.) y puede ser empleada para la resolucién de distintas poblaciones
celulares(486).

2. La cantidad de luz dispersada lateralmente - side scatter - (SSC) y recogida en
angulos cercanos a 90 ° depende de la composicion fisico-quimica de la célula en lo que hace
referencia entre otras caracteristicas a la granularidad y las membranas.

3. Fluorescencia a 90° Las fluorescencias emitidas por las propias células
(autofluorescencia) o por colorantes unidos a las mismas, al igual que el SSC son recogidas
lateralmente, lo que hace imprescindible disponer también de un sistema Optico integrado por
una combinacién adecuada de espejos dicroicos (provistos de dos lineas de paso de luz),
filtros y lentes que permitan separar la luz del l&ser que ha sido dispersada lateralmente de la
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luz emitida por cada uno de los fluorocromos presentes en la célula con el fin de que cada una
vaya al detector correspondiente(492).

Si las células sometidas a examen son unidas con dos o tres fluorocromos distintos,
podemos entonces obtener varias medidas simultaneas de una misma célula.

I. 6. 5. Aplicaciones de la citometria de flujo

Por medio de la citometria de flujo podemos determinar dos tipos de propiedades
celulares. Las llamadas intrinsecas son aquellas que podemos medir sin necesidad de afiadir
reactivos exogenos, como pueden ser el tamafio o la granularidad. En cambio, las extrinsecas,
como el contenido de ADN, para poder ser medidas necesitan la adicion de un reactivo.
Tanto las propiedades intrinsecas como las extrinsecas pueden ser a su vez estructurales
como el tamafio o el contenido de ADN, o funcionales como el estado redox o la actividad
enzimatica. Por lo general, las propiedades intrinsecas y estructurales son las que se suelen
usar como filtro en los estudios multiparamétricos para poder determinar las propiedades
extrinsecas en la poblacién en estudio(493).

Una de las aplicaciones mas conocidas de la citometria de flujo es la diferenciacion de
poblaciones celulares en una muestra heterogénea(485),(494). La heterogeneidad tumoral
contintia siendo un aspecto de interés para el clinico, puesto que entre un 20 y 30% de los
tumores colorrectales son heterogéneos(495). Parece que el cancer es un proceso de
enfermedad dinamico con crecimiento incontrolable por diversos clones tumorales. La
biologia de estos clones tumorales puede alterarse con el tiempo como resultado de
interacciones continuas huesped-tumor, interacciones entre oncogenes y genes supresores y
presion ambiental tal como tratamientos citotoxicos(496).

La deteccidn de antigenos de superficie celular es otra de las grandes aplicaciones de
la citometria de flujo. Para su deteccidn se usan anticuerpos monoclonales conjugados con
distintos fluorocromos que emiten una determinada fluorescencia pudiéndose usar varios
anticuerpos monoclonales conjugados con distintos fluorocromos o con particulas de oro
coloidal(497), para realizar un analisis multiparameétrico. Esta técnica ha sido ampliamente
usada para el estudio de subpoblaciones linfocitarias(493),(498).

6. 5. 1. Estudio del contenido en ADN y fases del ciclo celular por citometria de flujo

Desde el punto de vista practico la cuantificacion del ADN celular proporciona dos
tipos de informacion:

1. por un lado permite conocer la distribucién de una poblacion celular a lo largo de
las distintas fases del ciclo celular, y

2. por otra determinar la existencia o no de aneuploidias.

La cuantificacion del ADN mediante citometria de flujo esta en estrecha correlacion
con el nimero de cromosomas, con una correlacién de aproximadamente un 10% cuando se
calcula en base al contenido individual cromosémico. Conocer asi si un tumor es aneuploide
0 en qué proporcion lo es, es operativamente mas sencillo que obtener un cariotipo, puesto
que se pueden utilizar todas las células independientemente de su fase en el ciclo celular.

Un histograma de flujo de ADN aporta la instantanea de la distribucién de los
diferentes tipos de nucleos presentes en un momento en particular.

El analisis del contenido del ADN se basa en: 1) las células en diferentes estadios del
ciclo celular tienen diferente contenido de ADN vy esto es predecible, 2) los fluorocromos se
unen de forma estequiométrica, es decir, la intensidad de fluorescencia es proporcional a la
cantidad de fluorocromo que es proporcional a la cantidad de ADN de la célula y 3) las
células normales son euploides mientras que las malignas tienden a ser aneuploides.
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En la Figura 1-10 A se representa el esquema de un histograma correspondiente a la
cantidad de ADN de células de la pared de colon normal utilizando yoduro de propidio. Se
observa la existencia de una disposicion bimodal con un primer pico (contenido de ADN en
el eje de abscisas y numero de células en el de ordenadas) que engloba a la mayoria de las
células y que corresponde a las fases de reposo Go y G; del ciclo celular (cantidad 2c de
ADN) y un segundo pico constituido por una pequefia proporcion de células con doble
cantidad de ADN (4c) que las anteriores que corresponderia a las fases G, y mitosis (M) del
ciclo celular y algunas células con diversas cantidades de ADN que ensanchan el rango entre
estas poblaciones 2c y 4c.

Las células con cantidad de ADN intermedio entre ambos picos son las que se
encuentran en fase de sintesis (S), con una cantidad de ADN entre 2c y 4c.

La base de la primera deflexion de la curva Go/G; es el coeficiente de variacion que
nos indica la pureza de la técnica.

El rango de la cantidad de ADN se obtiene de forma relativa en la relacion entre clase
del pico Go/G; y del pico G,/M.

La existencia de una poblacion celular con cantidad de ADN distinta a las células
normales en la misma fase del ciclo celular es lo que se conoce como aneuploidia que se
traduce en histogramas como el representado en la Figura 1-10 B, correspondiente a un caso
de céncer de colon humano.

La proporcion de celulas que estan en las distintas fases del ciclo celular medidas por
CMF se correlaciona sensiblemente con la captaciéon de timidina tritiada en los estudios de
autorradiografia. Los valores de la fase S medidos por citometria de flujo son
aproximadamente dos veces mas altos que los valores del indice de marcado de timidina
estimados por autorradiografia(472),(499).

Hay cierta variacién entre el resultado tedrico y el obtenido debido a la variacion
bioldgica en la tincion y en la lectura, por ello, se define el coeficiente de variacion (CV) que
nos da una idea de la semejanza de los resultados obtenidos a la realidad y que hace necesario
el empleo de programas informéticos para discriminar correctamente el porcentaje de células
en cada una de las fases del ciclo celular.

La medicion del ADN ha sido una de las primeras y mas empleadas aplicaciones de la
citometria de flujo. El contenido de ADN nuclear es un Gtil marcador que aporta una vision
del status genotipico de la celula(500). Las células tumorales, a menudo, presentan
alteraciones en el contenido de ADN que pueden ser detectadas por CMF. El estudio del
contenido en ADN vy cinética celular son utiles para el estudio de la biologia celular y han
demostrado una relacién prondstica en determinadas neoplasias humanas(485). En general, la
combinacion de un alto indice de ADN y una alta proporcion de células en fase S es la de
peor prondstico(473),(501).

El estudio del ciclo celular también puede tener implicaciones terapéuticas ya que se
ha observado que algunos agentes terapéuticos (quimioterapia y radioterapia) producen
alteraciones en este ciclo que se correlaciona con la respuesta al tratamiento(502) -(505).

6. 5. 2. Aplicaciones de la cmf en diagnostico tumoral

Los métodos citométricos miden el contenido de ADN vy, por tanto, pueden reflejar
anomalias cromosomicas siempre que se traduzcan en un cambio del contenido de ADN que
no escape al poder de resolucion del citdmetro. Es decir, pequefios cambios del contenido
total del ADN no seran detectados por el citdbmetro. Este, en cambio, ofrece la ventaja de
realizar la medicion sobre un gran contenido de nucleos, de poderse realizar en células en
interfase y de ser independiente de la actividad proliferativa del tumor(506).
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En estudios con citometria de flujo se ha documentado que la aneuploidia aparece con
gran frecuencia, hasta un 92%, en tumores sélidos y es un parametro de gran sensibilidad y
especificidad. El grado de ploidia estad correlacionado con el diagndstico histopatoldgico,
sexo, edad y actividad proliferativa. Es un marcador que no varia en las distintas
localizaciones del tumor (metéstasis) ni a lo largo del seguimiento(507).

En los casos en los que el tumor es diploide y por consiguiente, el contenido de ADN
deja de ser un buen marcador tumoral, resulta atil para discriminar las células malignas de las
benignas el andlisis multiparamétrico del ADN, la inmunofluorescencia de superficie, el
ARN o el contenido proteico.

6. 5. 3. Pronostico

Entre las aplicaciones de la citometria de flujo la mas extensamente estudiada es la
correlacion entre contenido de ADN y prondstico. En los estudios pronosticos el contenido de
ADN generalmente se expresa como indice de ADN y es el cociente del contenido de ADN
de las células tumorales en fase G; y el contenido de ADN de las células euploides en la
misma fase. Por lo tanto, un indice de ADN de 1 sera sinonimo de diploide, 1,5 de triploide, 2
de tetraploide y asi sucesivamente, si es menor de 1 se consideran hipoploides(508).

La relacion entre ploidia y pronostico, al igual que la curva de distribucion del ADN,
es distinta para cada estirpe tumoral. Sin embargo, el indice de ADN sélo mide el contenido
de ADN "medio™ de un tumor y no da informacion acerca de la heterogeneidad del tumor
analizado. En consecuencia, dos tumores que posean dos distribuciones de ADN
completamente distintas pueden exhibir idénticos valores de DNA(509).

6. 5. 4. Tratamiento

Ya hemos comentado que las alteraciones del ciclo celular que producen los
tratamientos oncologicos se correlacionan con la respuesta al tratamiento, al menos en el caso
de la quimioterapia y la radioterapia.

Hasta ahora la valoracion de la citotoxicidad producida por un determinado agente
citostatico sobre celulas neoplasicas se realizaba por métodos laboriosos y complicados de
llevar a la practica como la medicidn de la incorporacion de timidina tritiada, la formacion de
colonias en agar, el test de exclusion de contraste y otros. La citometria de flujo permite
acercar los ensayos de citotoxicidad a la practica clinica por la rapidez y fiabilidad con que se
puede realizar.

La toxicidad de los agentes alquilantes y nitrosoureas se puede reconocer en
citometria de flujo por medio de anticuerpos monoclonales, como el F7-26 que se une a los
segmentos desnaturalizados del ADN por el agente alquilante. Asi si marcamos el anticuerpo
con un fluorocromo podremos evaluar de una forma fiable el dafio celular y predecir los
efectos de la quimioterapia(510).

También se han usado las técnicas fluorocitométricas para valorar la resistencia de
lineas tumorales a los quimioterapicos(511).

Es posible que en un futuro no muy lejano por medio de la citometria de flujo se
pueda disponer del panel de citostaticos a los que es sensible un tumor determinado en un
paciente concreto y asi dirigir la terapia de una forma mas selectiva.

Otra utilidad terapéutica es el uso de anticuerpos monoclonales citogenéticamente
orientados(498).

I. 6. 6. Ventajas e inconvenientes de la CMF
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Las ventajas de la citometria de flujo son:
- Permite medir de forma objetiva y automatizada parametros celulares(485).
Los resultados obtenidos son reproducibles de un centro a otro, incluso cuando son
interpretados por investigadores distintos, siempre que se utilicen procesos de
standarizacion(512).
- Rapidez de ejecucidon, pueden medirse hasta 20.000 células/seg.
- Sensibilidad(475).
- A diferencia del cariotipado mitético el analisis ploide por CMF de ADN es independiente
de la actividad proliferativa celular.
- Respecto a las técnicas estaticas muestra menor coeficiente de variacion para poblaciones
homogéneas(471).

Inconvenientes:
- Necesidad de una suspension celular monodispersa (lo que aparte de requerir una
preparacion, en el caso de tumores solidos hace perder la arquitectura celular).
- Contaminacion con poblaciones celulares no malignas, no permite establecer una
diferenciacion clara entre las células euploides tumorales, linfocitos, células infectadas y
epitelio normal.
- No se preserva la arquitectura del tejido.
- Posibilidad de error por pobre discriminacion de dobletes (dos ndcleos adherentes y
registrados como un solo nucleo en CMF) de las células en fase G,M del ciclo celular.
- Alto costo de estos equipos(513),(514).

I. 6. 7. Valor clinico y pronostico de la CMF en el cancer colorrectal humano

Para mejorar la supervivencia de los enfermos con cancer colorrectal es necesario
encontrar factores adicionales independientes para predecir la evolucion en pacientes que
tienen una reseccion quirurgica potencialmente curativa(515). El conocimiento de que las
células cancerosas se caracterizan por nucleos grandes y unas lineas originales de ADN o
ploidia anormales, ha hecho que se investigara si las técnicas que permiten identificar estas
variaciones pueden mejorar las deficiencias que tienen las actuales clasificaciones
patoldgicas. En este sentido, ha habido un considerable interés en el contenido relativo de
ADN (ploidia) de los tumores, valorado principalmente por citometria de flujo. Sin embargo,
el valor prondstico de la diploidia de ADN valorada con esta técnica es incierto.

Wolley et al.(516) realizaron el primer estudio prospectivo del valor prondstico de la
determinacion del ADN por citometria de flujo en carcinoma colorrectal. Estos autores
demostraron que los tumores aneuploides muestran una rapida evolucion clinica que consiste
en enfermedad diseminada y muerte.

Desde entonces, diversos investigadores han estudiado la CMF del cancer de colon,
sin embargo, no existen en la literatura patrones uniformes que definan los modelos de
histogramas correspondientes a tumores colorrectales. Emblad(517) admite tres tipos de
histogramas: 1) aneuploide, 2) diploide y, 3) casi diploide; tomando como modelos las curvas
de ploidia obtenidas con CMF. Estudios recientes relatan la importancia de las poblaciones
aneuploides de ADN casi diploide con indice de ADN entre 0,8-1,2; puesto que pueden
conferir diferente significado prondstico y conducta bioldgica que otras categorias de ploidia
de DNA. Aungue, picos artefactuales aneuploides de ADN casi diploides pueden ser
producidos por diferencias en la capacidad de tincion de ADN en subpoblaciones de células
diploides de ADN(518).

Albe et al.(519) describen también tres tipos: 1) diploide, 2) diploide con S alta y, 3)
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aneuploide, siguiendo los criterios de la Conference on Analytical Cytology and Cytometry IX
y del VI International Simposium on Flow Cytometry, tambien basados en citometria de flujo.

Con excepciones(472) los estudios realizados tanto en muestras frescas como en las
incluidas en parafina indican una tendencia de los tumores con un contenido de ADN casi
normal (diploide) a tener un mejor prondstico que los que tienen una composicion de ADN
anormal (aneuploide)(520) -(524). Sin embargo, la significacion atribuida a la ploidia como
variable pronéstica independiente en el cancer colorrectal varia considerablemente. No hay
articulos que demuestren la aneuploidia de ADN como aspecto favorable, pero varias
publicaciones han concluido que la ploidia de ADN no aporta informacion prondstica
significativa adicional, particularmente cuando son considerados tras analisis multivariante
que incluye los factores pronosticos tradicionales(525) -(527). Bauer et al.(528), mediante un
analisis de regresion de Cox, demuestra que la existencia de ganglios positivos 0 metastasis
son factores prondsticos mucho mas potentes que cualquier parametro de actividad del ADN.
Los estudios de Stipa y cols.(529) consideran que la aneuploidia de ADN no es una variable
prondstica independiente capaz de predecir la supervivencia a largo tiempo en pacientes
sometidos a reseccion radical. La mayoria de los estudios sugieren una tendencia hacia una
frecuencia creciente de aneuploidia de ADN en los estadios de Dukes altos (estadio
D)(530),(531) y para tumores localizados en el colon izquierdo y recto(518),(530) ,(532)
,(533) , sin embargo otros investigadores no encuentran diferencias significativas en
frecuencia de aneuploidia o indice de ADN, entre los estadios de Dukes (B, C y D) ni para
distintos grados de diferenciacion(472),(534). Para Jones et al.(535), los tumores con ADN
aneuploide tienen peor pronostico que los tumores diploides Unicamente en los estadios
Dukes B.

En general la frecuencia de tumor aneuploide no se relaciona con las variables
clinicas como sexo y edad, aunque el hallazgo de aneuploidia se asocia a peor prondstico en
pacientes jovenes (< 40 afios)(536) y, Kouri(533) encuentra mayor nimero de aneuploidias
en los hombres, debido a que éstos presentan mayor numero de tumores de colon izquierdo.

El porcentaje de carcinomas colorrectales diploides es superior en pacientes con
historia de neoplasia no-colorrectal(533).

La presencia de tumores colorrectales aneuploides varia segun el tipo y preparacion
de las muestras y oscila entre un 20 y un 80%. Una revision bibliografica puede verse en la
tabla siguiente. La frecuencia de aneuploidia maltiple de ADN en cancer colorrectal va de 7 a
40%(518).

INVESTIGADOR Muestra Disgregacion Colorante | N°pac. |% Aneuploidia
Barlogie et al. (1980)°” | Fresca Pepsina BE 11 82
Wolley et al. (1982)**° | Fresca Mecénica 33 39
Hiddemann et al. (1986)544 Fresca Mecanica BE 88 82
Frankfurt et al. (1986)534 Fresca Tritén DAPI 91 68
Kokal et al. (1986)542 Parafinada Pepsina IP 77 65
Emdin et al. (1987)495 Parafinada Tripsina IP 37 62
Daver et al. (1987)478 Fresca Mecanica IP 60 73
Scott et al. (1987)*7® Parafinada Pepsina IP 264 48
Wiggers et al. (1988)525 Parafinada Tripsina IP 350 54
Heimann et al. (1990)539 Parafinada Pepsina IP 39 48
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Armitage et al. (1991)537 Parafinada Colagenasa + elastasa IP 333 57

Garcia et al. (1991)540 Fresca Mecénica IP 74 62

Fresca Mecanica DAPI 62 79

Giaretti et al. (1991)541 Parafinada Pepsina IP 53 41

Witzig et al. (1991)543 Parafinada Pepsina IP 694 62

Pepsina 6 33

Tagawa et al.(1992)488 Parafinada Tripsina 6 66

Bianchi et aI.(1992)545 Parafinada Pepsina IP 18 61

Mecénica 25 42

Ensley et al. (1993)477 Fresca Enzimatica IP 25 20
Bianchi et al. (1993)546 Parafinada Pepsina IP

Kearney et al. (1993)536 Parafinada Tripsina IP 116 61

BE: Bromuro de etidio. IP: yoduro de propidio. DAPI: 4,6-diamino-2-fenilindol.

Tabla 1-6
Procedimiento de procesado de las muestras de cancer de
colon, pacientes y % de aneuploidia segun distintos autores.

Armitage et al.(537) demostraron que los niveles de ploidia representan un factor
prondstico independiente no directamente relacionado con el estadio de Dukes. Wersto et
al.(509) confirma estos resultados y ademas encuentra que los resultados obtenidos por
citometria de flujo son independientes del tipo histoldgico. Otros autores encuentran
resultados similares(538) -(541) y confirman que pacientes con cancer colorrectal en estadio
B que tienen tumores que son ADN diploides y/o con bajo indice de proliferacion (IP)
muestran un pronostico comparativamente favorable respecto a pacientes con aneuploidia de
ADN vy alto IP 5(544),(539). Los primeros tienen una tasa de supervivencia semejante a
controles normales emparejados por edad; estos pacientes pueden no ser candidatos a terapia
coadyuvante.

Otros autores no observan relacion entre alta fase S y prondstico desfavorable(532).

Se ha observado asociacion entre el grado de atipia celular y el aumento en la
proporcion de aneuploidia en carcinomas colorrectales(547).

Aunque la ploidia de ADN e IP pueden ser prondsticos en pacientes con estadio C, no
ayuda a la hora de decisiones clinicas ya que todos estos pacientes se tratan normalmente de
rutina con terapia adyuvante. Sin embargo, esta informacion puede ser Util para aconsejar los
pacientes y establecer su pronostico(518).

Scott et al. (538) relatan una frecuencia significativa superior de aneuploidia en el
colon izquierdo (descendente y sigma) respecto al colon ascendente.

Wersto y colaboradores(509), ponen de manifiesto la gran heterogeneidad
intratumoral de las neoplasias de colon, analizando separadamente 3 muestras de un mismo
tumor sélo encuentran concordancia en la medida del ADN en un 63% de los casos. Estudios
similares de otros autores confirman estos resultados, mostrando subpoblaciones tumorales,
con aneuploidia multiple(543). La frecuencia de aneuploidia multiple de ADN en cancer de
colon va de 7 a 41%(515).

Los tumores aneuploides muestran valores de% de fase S superiores a los
diploides(530). La existencia de una elevada proporcion de células en fase S se acomparia en
pacientes con cancer colorrectal de un mayor grado invasivo (grados avanzados de Dukes), y
mientras para unos autores se asocia con la localizacion en el recto(540), para otros los
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valores altos de fase S se observan en los tumores de localizacion derecha(530). En el cancer
de recto hay dos grupos que han referido un mejor pronéstico en tumores diploides con una
baja fase S en comparacién a los que presentan una fase S alta(548),(549). En el estudio de
Quirke y cols. (549) la proliferacion celular parece aportar una informacion prondstica
adicional a la de la ploidia.

Los tumores aneuploides muestran en general altas concentraciones plasmaticas de
CEA(550).

Otra de las utilidades de la citometria de flujo es la identificacion de lesiones
premalignas asociadas a ADN anormal, como la colitis ulcerosa o enfermedad polipdsica.
Los estudios encaminados a determinar el grado de aneuploidia de ADN Yy proliferacion en
adenomas colorrectales y carcinomas parecen sostener el concepto de que existe una
evolucion de la ploidia de ADN a lo largo de la secuencia adenoma-carcinoma(518).

Numerosos estudios han descrito la aneuploidia de ADN en tejidos displasicos de
colitis ulcerosa, incluso en biopsias normales e inflamatorias(551),(552). En la colitis
ulcerosa la aneuploidia es mas frecuente en pacientes con displasia o cancer que en los que no
se observa neoplasia(553).

La CMF puede ayudar a identificar los pacientes con colitis ulcerosa que tienen
mayor necesidad de vigilancia endoscoOpica, sobre todo en pacientes con displasia con
"cambios indefinidos". Ademas, dada la subjetividad de los distintos patdlogos en la
interpretacion de las displasias. La citometria de flujo se confirma como un marcador
objetivo en estos casos(554). Se ha observado que la frecuencia de la aneuploidia aumenta
con la duracion de la enfermedad(508). Sin embargo, el significado de aneuploidia de ADN
en ausencia de displasia es desconocido(555). El hallazgo de aneuploidia en una biopsia
colorrectal no tiene valor predictivo en decidir si un paciente tiene 0 no un carcinoma
concurrente en algun lugar del intestino, sin embargo, podria ser un indicador de futuros
cambios neoplasicos(556). La aneuploidia puede ser usada como marcador del riesgo de
cancer en pacientes con colitis ulcerosa cronica(553).

La incidencia de ADN aneuploide en enfermedades inflamatorias cronicas es del
31%(556).

Sciallero y cols.(557) realizan un estudio de la ploidia de adenomas colorrectales en
pacientes con historia familiar de cancer colorrectal y describen que ambas informaciones
combinadas tienen gran valor en la identificacion de pacientes con alto riesgo de desarrollar
enfermedad maligna.

La incidencia de adenomas aneuploides es muy variables segun las series, oscila entre
un 6 a un 27%(558),(559).

La CMF también ha sido usado para determinar el origen comdn de adenocarcinomas
sincronicos colorrectales(560).
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I1. Hipdtesis del estudio
I1. 1. Justificacion del proyecto de investigacion

El cancer colorrectal es la tercera neoplasia en orden de frecuencia en la poblacion
mundial y supone casi el 15 % de todos los nuevos canceres 1. A pesar de los avances en
diagnostico precoz, en los recientes conocimientos genéticos del cancer colorrectal
hereditario(56),(61) ,(62) , en los nuevos procesos de screening para individuos de alto riesgo
y aproximaciones quirdrgicas, el prondstico del cancer colorrectal casi no ha variado durante
los ultimos 50 afios y sélo ha mostrado una ligera e insatisfactoria mejoria. Este entorno
desfavorable explica parcialmente la continua bdsqueda e intento de identificacion de
indicadores pronosticos del curso clinico del cancer colorrectal. Tales indicadores prondsticos
pueden corresponder por ejemplo a la inmunohistoquimica de las lectinas y al contenido de
ADN vy fases del ciclo celular.

La carcinogénesis experimental usando dimetilhidracina (DMH) es un modelo bien
establecido que muestra fuertes paralelismos con la carcinogénesis col6nica humana(206).
Los modelos animales aportan pues, medios adicionales para investigar algunas de las
caracteristicas biol6gicas de estos tumores.

Diversas evidencias experimentales sugieren que la carcinogénesis incluye una serie
de cambios secuenciales celulares con diferentes propiedades bioldgicas, bioquimicas y
morfoldgicas respecto a las células normales.

Estudios bioquimicos(328) e histoquimicos(587), han demostrado que la
transformacion neoplasica de la mucosa colonica tratada con DMH esta asociada con
importantes cambios en la composicion de los glicoconjugados y actividad de las
glicosiltransferasas. Sin embargo, los meétodos histoquimicos clasicos no permiten
discriminar los diferentes carbohidratos que componen los glicoconjugados ni los cambios
asociados a la transformacion neoplésica.

Si bien la histoquimica de lectinas ha sido aplicada para conocer los cambios en el
metabolismo de los glicoconjugados en la mucosa colonica tumoral tanto humana como
inducida por DMH(463),(468) , son pocos los trabajos que aplican esta técnica en las fases
preneoplasicas de la carcinogénesis y su estudio en lesiones premalignas asociadas al
desarrollo tumoral(569), tal como ha sido vista en pacientes con colitis ulcerosa(551),(552).
Asi como las posibles alteraciones secuenciales en la mucosa no tumoral de ratas tratadas con
el carcindgeno, ya puesta de manifiesto con técnicas histoquimicas convencionales(587).

La histoquimica de las lectinas conjugadas con oro coloidal aplicadas en microscopia
electronica de scanning (MES) permite conocer la distribucion de los glicoconjugados de la
superficie mucosa normal y sus cambios en la transformacion neoplésica y etapas previas.

Las técnicas de citometria de flujo para determinar la existencia o0 no de aneuploidias
y la distribucion de una poblacion celular a lo largo de las distintas fases del ciclo celular ha
sido usada en patologia colorrectal humana para encontrar factores adicionales
independientes para predecir la evolucion de estos pacientes. Conocer el comportamiento
citométrico (contenido de ADN Yy proliferacion celular) de los tumores coldnicos inducidos
con DMH puede ayudarnos a conocer el patron biolégico de estos tumores experimentales y
valorar su semejanza con los humanos y determinar la existencia de un cambio difuso de la
mucosa expuesta al carcindgeno tal como ha sido observada por otras técnicas.

Los estudios realizados hasta el momento(576), mediante la técnica de citometria de
flujo en ratas no toman en consideracion las diferencias regionales en la cinética celular de la
mucosa coldnica normal y tumoral. Tampoco hemos encontrado en la literatura un estudio
por citometria de flujo de la cinética celular en etapas preneoplasicas de la carcinogénesis

86



experimental inducida con DMH.
Por todo ello, se plantean las siguientes hipotesis experimentales:

I1. 2. Hipotesis del estudio
Las hipotesis que se plantean en el estudio son las que se describen a continuacion:

1. Hipotesis primera:

La mucosa colonica macroscopicamente normal exhibe cambios secuenciales en la
expresion de glicoconjugados en las etapas preneoplasicas, precursoras de la aparicion
tumoral.

2. Hipdtesis segunda:
Los focos de criptas aberrantes y las lesiones asociadas a placa linfoide expresan un
patrén alterado del enlace de lectinas.

3. Hipdtesis tercera:

El estudio por citometria de flujo de las fases del ciclo celular de muestras de ratas
tumorales inyectadas con DMH tiene relaciébn con las variables clinicas y
anatomopatologicas.

4. Hipotesis cuarta:

El estudio por citometria de flujo de las fases del ciclo celular en etapas
preneoplasicas de muestras de intestino grueso de aspecto macroscopicamente normal
tratadas con DMH demuestran alteraciones sujestivas de malignidad.

I1. 3. Objetivos del estudio
Para corroborar las hipotesis previamente planteadas se ha pretendido:

3. 1. Estudiar las caracteristicas macro y microscopicas (MO y MES) del intestino grueso
normal y tumoral de rata tratada con distintas dosis y pautas de DMH:

a) dosis de 21 mg/kg/semana durante 20 semanas

b) dosis de 10 mg/kg/semana durante 20 semanas

c) dosis de 21 mg/kg/semana durante las etapas de induccién neoplasica
y, comparar los hallazgos con sendos grupos control:

a) ratas sin tratamiento

b) ratas inyectadas con EDTA

3. 2. Estudiar la localizacion celular y la distribucién de los glicoconjugados en la mucosa del
intestino grueso de ratas Sprague-Dawley de ambos grupos control, mediante lectinas.
Describiendo las posibles diferencias existentes entre los distintos segmentos colonicos y a lo
largo de las criptas.

3. 3. Detectar los cambios en la expresion de los glicoconjugados en la mucosa normal,
tumoral, y mucosa adyacente al tumor de ratas tratadas con DMH con las tres pautas de
tratamiento descritas previamente. Asi como en los focos de predisplasia y en las lesiones
displasicas asociadas a placa linfoide.
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3. 4. Intentar establecer la existencia de alguna posible correlacion entre las modificaciones
de los glicoconjugados de los tumores inducidos con DMH en la rata y los pardmetros
clinicos: sexo, localizacion, aspecto macroscopico y tamafio tumoral; y parametros
anatomopatologicos: tipo histologico, grado de diferenciacién, grado de invasion, asociacion
a otros tumores intestinales y potencial metastasico.

3. 5. Estudiar la expresion y los cambios que experimentan los glicoconjugados de la mucosa
colonica de la rata en las etapas de induccion de los tumores de intestino grueso por DMH,
mediante microscopia convencional y microscopia electronica de scanning.

3. 6. Cuantificar por citometria de flujo el contenido de ADN de los tumores coldnicos de rata
inducidos por DMH, y comprobar si existe relacion con las variable clinicas e histologicas
descritas previamente.

3. 7. Cuantificar por citometria de flujo, el porcentaje de células en proliferacion de los
tumores de colon inducidos con DMH, mucosa macroscopicamente normal inyectada con el
carcindgeno durante cortos y largos periodos de inducccién, y mucosa control.
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Para el estudio se han utilizado 152 ratas Sprague-Dawley, de la misma linea genética
criadas en nuestro Estabulario de la Facultat de Medicina de Lleida, no consanguineas, de 10

I11. Material y método

I11. 1. Animales

I11. 1. 1. Animales, estabulacién y dieta

semanas de vida, 76 de ellas eran machos y 76 hembras.

Los animales fueron alimentados con dieta standard de laboratorio (formula rata-
raton, cria ITC-R10 y mantenimiento ITM-R20, LETICA ®, en la tabla siguiente se detalla
sus composiciones) y agua ad libitum.

CRIA ITC-R10

MANTENIMIENTO ITM-R20

Componentes

Cereales
Subproductos de molineria
Proteinas animales y vegetales

Corrector vitaminico/mineral

Cereales
Subproductos de molineria
Proteinas animales y vegetales

Corrector vitaminico/mineral
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Andlisis quimico Humedad méxima 7,00% 7,00%
Proteina bruta 19,50% 17,00%
Lisina, min. 0,92% 0,70%
Metionina, min. 0,60% 0,50%
Grasa bruta, min. 3,50% 3,00%
Fibra bruta, max. 4,50% 5,00%
Cenizas, max. 5,00% 5,00%
Calcio, min. 0,85% 0,80%
Fosforo, min 0,70% 0,65%
Cloruros, max 0,50% 0,60%
M.E.L.N. 60,50% 63,0%
Vitaminas (por Kg) Vitamina A 18000 U.I. 9000 U.I.

Vitamina D3 2000 U.I. 1000 U.1.
Vitamina E 100 mg. 50 mg.
Vitamina K3 2,4 mg. 1,2 mg.
Vitamina B1 15 mg. 7,5 mg.
Vitamina B2 12 mg. 6 mg.
Vitamina B6 10 mg. 5mg.
Vitamina B12 50 mg. 25 mg.
Vitamina PP 60 mg. 30 mg.
Ac. pantoténico 30 mg. 15 mg




Colina 1500 mg. 750 mg

Ofigoelementos (por

Kg) Manganeso 80 mg. 40 mg.
Cinc 60 mg. 30 mg.
Hierro 50 mg. 25 mg.
Cobre 20 mg. 10 mg.
lodo 1,52 mg. 0,76 mg.
Cobalto 0,88 mg. 0,44 mg.

Andlisis bacteriolégico | Hongos 10 cél/g. 10 cél/g.
Levaduras 10 cél/g. 10 cél/g.

Tabla 3-1

Formula y composicion de las dietas standard usadas en este

estudio.

Los animales fueron divididos en diversos grupos para llevar a cabo el estudio y
estabulados en jaulas debidamente etiquetadas.

I11. 1. 2. Grupos de estudio
Los animales se distribuyeron para su estudio en 5 grupos:

Grupo A:

5 ratas machos y 5 hembras, no recibieron ningun tratamiento y fueron utilizadas
como grupo control y sacrificadas en los mismos periodos de tiempo que el grupo B.

Grupo B:

21 ratas machos y 21 hembras, inyectadas semanalmente con DMH a dosis de 21
mg/kg de peso, durante 20 semanas; y sacrificadas a partir de las 4 semanas de la Gltima
inyeccién del carcindgeno hasta la semana 34.

Grupo C:

30 ratas machos y 30 hembras inyectadas con DMH como el grupo A y sacrificadas
en las etapas preneoplésicas, de forma que se sacrificaron los animales de 4 en 4, dos machos
y dos hembras, a las 2, 4, 6, 8, 10, 12, 14, 16, 18, 20, 22, 24, 26, 28 y 30 semanas de
inyeccion del carcinégeno.

Grupo D:

10 ratas machos y 10 hembras inyectadas con DMH a dosis de 10 mg/kg de peso
durante 20 semanas y sacrificadas como el grupo B.

Grupo E:

10 ratas machos y 10 hembras inyectas con EDTA, estabilizante de la solucion de
DMH, y a la misma dosis de 37 mg en 100 ml. de agua, es decir a una dosis de 1,94 mg/Kg
de peso y semana. Estos animales fueron considerados un segundo grupo control.

I11. 1. 3. Induccion de tumores con 1,-2-Dimetilhidracina

Las ratas fueron inyectadas semanalmente con 1,2-sym-Dimetilhidracina (DMH)
(SIGMA®), subcutaneamente (s.c.) en la zona lumbar izquierda.
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Se emplearon dos dosis distintas para la induccion tumoral. Como queda reflejado en
el apartado 1. 2. Los animales del grupo B recibieron una dosis de DMH de 21 mg/kg de
peso. La solucion utilizada estaba compuesta de 400 mg. de DMH en 100 ml. de agua
destilada que contenia 37 mg. de EDTA, como estabilizador y tamponada a pH 6,5 con
hidroxido sodico(199).

El grupo D recibio una dosis de DMH de 10 mg/kg de peso. En este caso la solucion
stock contenia 200 mg del compuesto y se disolvia en agua destilada conteniendo 20 mg de
EDTA vy ajustada al mismo pH.

El compuesto se preparaba semanalmente previa a la inyeccion y se manipulaba en
campana extractora y con proteccion de guantes y mascarilla para evitar el contacto con la
piel y mucosas asi como su posible inhalacion.

Semanalmente se elegian al azar 4 ratas de cada uno de los grupos tratados y de los
distintos sexos y se pesaban de una en una con una bascula de laboratorio en una jaula vacia
que previamente se habia tarado, para obtener el peso medio de las mismas y poder calcular
la dosis, que era conjunta para todo el grupo.

I11. 1. 4. Sacrificio

Los animales se sacrificaron mediante inyeccién intraperitoneal de una dosis letal de
Hidrato de Cloral al 4.5%, a razon 20 ml/kg de peso(561).

Cada uno de los animales fue pesado en una balanza de laboratorio una vez
sacrificado.

Los animales se inspeccionaron externamente en busca de tumoraciones cutaneas y se
sujetaron con las extremidades en extension sobre una tabla para facilitar su necropsia.

Se practicé incision téraco abdominal media y se explord cada una de las ratas en
busca de tumores primitivos y metastasicos, a nivel de pulmones, pleura, diafragma, corazon
y pericardio, higado, bazo, mesenterio, peritoneo, retroperitoneo, genitales, eséfago,
estdmago e intestino delgado.

También se exploraron los oidos de las ratas con un microscopio de microcirugia
OPMI (ZEISS®) en busca de posibles tumores.

Se diseco el intestino grueso y se extrajo. Posteriormente se procedio a su apertura
longitudinal por el borde antimesentérico y limpieza suave de la superficie mucosa con agua
para eliminar los restos de heces.

Se midieron las diferentes porciones del colon que segun la estructura macroscopica
de los pliegues colonicos se dividieron en ciego, colon ascendente, colon transverso y colon
descendente-recto.

Se observo la presencia de lesiones tumorales, que también se midieron y se anotaron
sus caracteristicas macroscopicas.

Todos los hallazgos anteriormente descritos se anotaron en protocolos de recogida de
datos para cada una de las ratas.

I11. 1. 5. Recogida de muestras
1. 5. 1. Recogida de muestras para microscopia Optica

Para MO se obtuvieron fragmentos con ayuda de un bisturi de ciego, colon
ascendente, colon transverso y colon descendente de todas las ratas control (grupos Ay E). El
tamafio de las muestras era de aproximadamente 1 cm?
de superficie para el ciego y en el resto de colon se tomé la anchura total del intestino y
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aproximadamente también 1 cm de longitud.

Se recogieron las muestras de ratas tratadas con DMH (grupos B, C y D) de las
distintas zonas del colon de aspecto macroscopicamente sano situado a distancia de las
lesiones neoplésicas, como en los grupos control asi como de los tumores, de manera que en
la misma pieza se incluyera la mucosa transicional.

Las lesiones neoplésicas se dividieron por la mitad, uno de los fragmentos se usé para
estudio histoldgico y el otro para estudio ultraestructural.

Las muestras se colocaron sobre un fragmento de papel de filtro, con la mucosa
expuesta, a fin de evitar al méximo la retraccion durante la fijacion posterior.

1. 5. 2. Recogida de muestras para microscopia electronica de scanning (MES)

Se recogieron muestras de las mismas zonas citadas en el apartado anterior para
microscopia electrénica, procurando obtener fragmentos de 0,5 cm? de superficie. En total se
tomaron 8 muestras de cada uno de los segmentos de colon.

Cuando las lesiones neoplasicas alcanzaban un tamafio superior a 0,2 cm?, la mitad
del tumor destinado a microscopia electrénica se dividia junto a su mucosa transicional y
normal para obtener mas muestras para estudio histoquimico.

Las piezas obtenidas se colocaban sobre papel de filtro para evitar la retraccion y
sobre todo para facilitar su orientacion para MES.

I11. 2. Procesamiento de las muestras
I11. 2. 1. Fijacion
2. 1. 1. Fijacion para microscopia optica

Para las muestras de microscopia Optica, los fragmentos de intestino grueso se fijaron
por inmersién en una solucién de formalina al 4%.

El tiempo de fijacion fue de unas 24 horas a temperatura ambiente.

Posteriormente se iniciaron los pasos correspondientes para su inclusion en parafina.

2. 1. 2. Fijacion para microscopia electronica

La fijacion del material para estudios ultraestructurales e histoquimicos se realizd
exclusivamente con una solucion de paraformaldehido al 4% y glutaraldehido al 1% (0,1 M)
en tampdn fosfato monosadico/bisédico 0,2 M a pH 7,4 durante 24 horas en nevera a 4°C.

Una vez fijado el material se realizaron lavados con el mismo tampon usado para el
fijador y posteriormente se realiz6 un tratamiento de la muestra con cloruro aménico 50 mM
en tampodn fosfato salino (PBS) (pH 7,4, en tabletas SIGMA®) durante 1 hora para bloquear
los grupos aldehidicos producidos por el glutaraldehido durante al fijacién, y finalmente se
realizaron diversos lavados con tampén fosfato para eliminar los restos de cloruro

amonico(562) -(563).
I11. 2. 2. Protocolo de inclusion de las muestras en parafina

Las muestras destinadas a microscopia éptica se han incluido en parafina.
La inclusion en parafina se ha iniciado con la deshidratacion de las piezas en
alcoholes de gradacién creciente (50, 70, 80, 90%) y finalmente se han hecho 3 cambios en
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alcohol absoluto.

Una vez bien deshidratadas las muestras, se aclaran mediante pasos sucesivos en xilol
para extraer el agente deshidratante.

Finalmente se hacen los bloques siguiendo el procedimiento habitual, procurando que
los fragmentos queden bien orientados en los moldes.

Se realizan secciones con el microtomo de 5 pm de espesor.
I11. 2. 3. Procesado de muestras para microscopia electronica convencional
2. 3. 1. Protocolo de deshidratacion para MES

La deshidratacion se realiz6 por inmersion del material en una serie de
concentraciones crecientes de etanol al 50, 60, 70 y 90%, durante intervalos de 10 minutos a
temperatura ambiente, seguido de 3 cambios también de 10 minutos en alcohol al 96% y 3
cambios mas en alcohol absoluto de 15 minutos. Seguidamente las muestras se sumergieron
en una mezcla de etanol/acetato de amilo. Gradualmente, durante 30 minutos a temperatura
ambiente se aumenta la concentracion de este ultimo pasandose a una proporcién de 3:1, de
1:1 y luego de 1:3. A continuacidén se introdujeron en acetato de amilo puro, donde pueden
permanecer varios dias, posibilitando el traslado de las muestras.

Por ultimo, las muestras se desecaron mediante la técnica del punto critico en un
aparato POLARON® modelo E 2000, utilizando dioxido de carbono, que solubiliza en el
acetato de amilo con el que estan impregnadas.

2. 3. 2. Montaje y recubrimiento

Una vez procesadas las muestras se fijaron en stubs de aluminio mediante una gota de
plata coloidal (Electrodog 1415, ACHESON®) de forma convencional, teniendo cuidado de
mantener expuesta a la observacion la superficie luminal. A continuacién se procede al
recubrimiento de las muestras. Para el estudio con MES convencional las muestras se
recubren con una fina capa de oro, de unos 30 nm, en un diodo de "sputtering” POLARON®

E 5000(564),(565).

I11. 3. Métodos convencionales de tincion
I11. 3. 1. Tincién con hematoxilina-eosina

La tincion de hematoxilina-eosina se ha utilizado como tincion de rutina para observar
el aspecto morfoldgico de las secciones de parafina y el estado del tejido a estudiar.

Preparacion de los colorantes:
- Hematoxilina de Harris

Cristales de Hematoxilina........... 500.
Alcohol 100%.........cccceevvvevcueennne. 50,0 ml.
Alumbre potasico...........c.ceevvenes 100,0 g.
Agua destilada.............cceeueenenne. 1000,0 ml.
Oxido de Mercurio............c........ 250.
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Se disuelve la hematoxilina en el alcohol, el alumbre en el agua y se mezcla con la
ayuda del calor. Se retira menos de 1 minuto y se agita. A continuacion se afiade lentamente
el 6xido de mercurio. Se recalienta lentamente hasta que la solucion adquiere un color
purpura oscuro, retirdndola rapidamente del calor y sumergiéndola en un recipiente con agua
fria. La tincion estard lista para su uso tan pronto como se enfrie. Se afiaden 2-4 ml. de &cido
acetico glacial por cada 100 ml de solucidén a fin de mejorar la tincion de los nucleos
celulares. Se filtra la hematoxilina antes de ser usada.

- Eosina alcoholica
Se prepara la solucién stock

Eosina Y, soluble en agua.................... 1,049.

Agua destilada.........ccoevevevererieinninnnn, 20 ml.

Se disuelve y anade:
Alcohol 95%.........ccvvriiiniririeieeee, 80 ml.

La solucion de trabajo se prepara como sigue:

Solucién stock de eosina..........c....c..... 1 parte

Alcohol 80%.........ccooervrenerinenieiniee, 3 partes
Justo antes de su uso se afiaden 0,5 ml de &cido acético glacial por cada 100 ml.
Protocolo de tincion

Los portas se colocaron en cestillas de tincion y se desparafinaron sumergiéndolos en
xilol durante 15 minutos, repitiendo este paso 2 veces mas. Posteriormente las muestras se
rehidratan con concentraciones decrecientes de alcohol hasta llegar a agua destilada,
procediéndose seguidamente a la tincion:

Hematoxilina Harris..........ccccccovnennen, 15 minutos
Lavado en agua corriente....................... 5 minutos
Aclarado con HCI (4 ml en 250 ml de alcohol 96%)

Lavado en agua corriente............ccceeuenee 10 minutos

Eosina alcoholica.........ccocvvvveveeeviiiirennns 5 minutos

Se deshidratd con concentraciones crecientes de alcohol y xilol y se montaron con
DPX.

I11. 3. 2. Tincion PAS-AB

La tincion combinada con azul alcian (pH 2,5)/acido periddico-reactivo de Schiff
(PAS-AB) se realiz6 para la caracterizacion de las diferentes mucosustancias. EI PAS marca
los carbohidratos que contienen 1, 2 grupos glicol: glucégeno, glucolipidos, mucosustancias
neutras y algunas mucosustancias no sulfatadas. EI PAS-AB marca mucosustancias neutras y
acido reactivas periodadas. EI AB marca mucosustancias acidas(566).
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Preparacion de los colorantes

-Azul alcian. Se disuelven:

Azul alcian.......ocoooviiinici s lg.
Agua destilada..........ccooveiiiiiiiiniie, 97 ml.
Acido acético glacial.............ccccevvevriennnn. 3ml.

-Acido periddico. Se disuelven:
ACido periddiCo......ccceverveireieiieieien,s lg.

Agua destilada..........coovreiiiiniiiiiee, 100 ml.

-Metabisulfito sodico
Se prepara la solucién stock, disolviendo:

Metabisulfito SOdICO...........cccevrvrrernnenn, 10 g.
Agua destilada..........ccooeveriniiiiiiiiie 100 ml.

La solucion de trabajo se prepara con una mezcla de:

SOlIUCION SLOCK......cvierieiriereiee e 30 ml.

Agua destilada..........cooeeeiiiiiiiniiee, 570 ml.
-Solucion de Schiff

Fuschina basica...........ccovverevneneienenn 4q.

Metabisulfito sOdIiCO..........ccoevvririciiinnns 7649

CIH 0,25 N..ooicceieeeee s 400 ml.

Se agita la solucién a intervalos durante 2 horas, hasta que queda clara y amarillenta o
ligeramente pardusca clara. Se afiaden 0,5 g.-1 g. de carbon activado, agitando 1-2 minutos.
Se filtra en una probeta, lavando el residuo del filtro con agua destilada hasta recuperar el
volumen de 400 ml.

La solucion debe guardarse a 4° C.

Protocolo de tincidn

Se desparafind hasta agua destilada al igual que en el protocolo para hematoxilina-
eosina.

AZUL aICTIAN. ....ccviiecreece e 5 minutos
Lavado con agua destilada

Oxidacion con acido periodico..........ccoevvevennns 15 minutos
Lavado en agua destilada

Solucidn de Schiff.........ccccovvvviiinciiceee 25 minutos

3 bafios sucesivos de metabisulfito sodico...... 6 minutos



(de2en2

minutos)lavando

entre ellos
Lavado en agua COrriente.........cocovevrereeeeneenn. 5 minutos
Hematoxilina Harris...........ocoeeeveiei v, 2 minutos

Posteriormente se deshidrataba y montaba con DPX.
I11. 4. Lectinas
I11. 4. 1. Lectinas y azUcares inhibidores usados

Todas las lectinas utilizadas en este estudio tienen como marcador para su
visualizacion el oro coloidal de 30 nm de didametro(413). Este sistema presenta la ventaja de
poder ser visualizado tanto a nivel de microscopia Optica como electronica. Ademas, la
tincion obtenida es permanente y no necesita de microscopio especial para su observacion.

I11. 4. 2. Método de conjugacidn de las lectinas
4. 2. 1. Preparacion de las particulas de oro coloidal

En el presente estudio, el oro coloidal ha sido preparado a partir de acido
tetracloroaurico, usando como agente reductor el citrato trisodico, segun el método de

Frens(421).

Preparacion de las soluciones

Para obtener 250 ml de oro coloidal, es necesario preparar 2 soluciones:
A. Solucidn de cloruro de oro:

El acido tetraclorodurico es una sustancia cristalina altamente hidréfila, por este
motivo se prepar6 una solucién madre acuosa al 1% con la totalidad de la ampolla sellada.
Esta solucién puede ser almacenada durante varios meses a temperatura ambiente en un vial
bien cerrado.

Todas las soluciones deben ser preparadas con agua bidestilada y filtrada, (filtro
MILLIPORE®, tamafio de poro 0,45 um, ya que la presencia de sustancias organicas,
particulas de polvo, etc., interfieren la formacion del coloide y pueden causar variacion en el
tamafo de las particulas o turbiedad del coloide. Por la misma razon, el material usado en la
preparacion debe ser limpiado escrupulosamente, sumergido en agua bidestilada y
siliconizado (Sigmacote, SIGMA®).

B. Mezcla reductora.

El citrato trisddico se prepara como solucién acuosa al 1% y es estable para

almacenar.

Formacién de oro coloidal. Método

El tamafio de las particulas de oro coloidal considerado éptimo para el microscopio de
scanning del que se dispone fue de 30 nm. Para conseguir este diametro de las particulas se
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tomaron 246,25 ml de la solucién de cloruro de oro diluida al 0,01% (solucion A) y 3,75 ml
de citrato trisddico (solucion B) para un volumen total de 250 ml.

Ambas soluciones se calientan hasta 60°C, entonces se afiade B rdpidamente sobre A,
agitando. Una vez formado el coloide, evidente por su color rojo burdeos caracteristico, se
calienta la solucién hasta hervir durante 5 minutos. Cuando la solucién presenta este color, se
deja enfriar a temperatura ambiente.

4. 2. 2. Conjugacion lectina-oro. Incubacion con el complejo
Preparacion de las soluciones

El polietilenglicol (PEG) (Pm. 20.000) se preparé como solucion acuosa al 1%.

El carbonato potasico (K,CO3 anhidro) se prepar6 como solucién acuosa 0,2 M. Esta
solucion no es muy estable y se preparo en fresco previamente a su uso.

Las lectinas del estudio fueron diluidas 1:1 con agua bidestilada.

Conjugacién lectina-oro. Método

La formacion de complejos de proteinas con oro coloidal es pH dependiente(408) y es
Optimo a un pH préximo o ligeramente por encima del punto isoeléctrico (PIE)(565). En la
tabla siguiente se muestran los valores de pH para la formacion de complejos de las lectinas
usadas en el presente estudio.

LECTINA pH
Glycine max 6,1
Bandeirae simplicifolia 6,2
Arachis hypogaea 6,3
Ulex europaeus | 6,3

Tabla 3-2 (566)
Valores de pH para la formacion de complejos de lectina-oro
coloidal (Roth 1987).

El ajuste del pH se ha realizado a partir de un pequefio volumen de oro coloidal (6
ml). Dado que las particulas de oro pueden taponar el poro del electrodo y estropearlo, se
afiaden al coloide 3 ml de polietilenglicol (p.m. 20.000) que actGa como estabilizador y
permite ajustar el pH de la alicuota sin peligro para el electrodo. La cantidad de K2CO3
afladida para ajustar el pH a este volumen de 5 ml, se extrapolé al volumen total de la
solucion(566).

La medida del tamafio de las particulas de oro coloidal se comprob6é mediante la
medicién sobre microfotografias obtenidas por microscopia electronica de transmision
colocando una gota de la solucidn sobre una rejilla recubierta de formvar.

Se ha estimado con el test de floculacion de sal la cantidad éptima de lectina necesaria
para la estabilizacion de un cierto volumen de oro coloidal(567). El banco de diluciones se
realizd, como se demuestra en la tabla siguiente, con un volumen constante de oro coloidal de
250 ul, se agitd en un vortex 15 segundos y se esper6 de 2 a 5 minutos a fin de que se
conjugaran bien y finalmente se afiadié 25 ul de CINa al 10%. La cantidad minima de lectina
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que no vira a color azul se considera adecuada. Estos datos pueden mostrar variacion
dependiendo de la fuerza y pureza de las lectinas y necesitan ser estimados
individualmente(568).

1 2 3 4 5

Oro 250 pul 250 pl {250 pl |250 pl |250 pl

Agua 25ul (24l |23 pl |20l |20 pl

Lectina |0 pl 1pl 20l |5pl 10 pl

Tabla 3-3
Banco de diluciones para encontrar la cantidad 6ptima de lectina.

Una vez conocida la cantidad minima de lectina para estabilizar el coloide, se
preparan 100 ml de oro (ajustado al punto isoeléctrico (PIE) de la lectina) y se afiade la
cantidad de lectina correspondiente. Pasados unos 2-5 minutos se afiaden a esta mezcla 10-20
ul de PEG, como estabilizador.

Seguidamente, se realizd una primera centrifugacion (L.7-55 Ultracentrifuge
BECKMAN®) a 45.000 r.p.m. durante 45 minutos a 4°C. Se elimind el sobrenadante
(conteniendo la lectina libre) hasta llegar por debajo del spot (oro no acomplejado) y
seguidamente se extrajo el pellet o complejo proteina-oro.

Este pellet fue resuspendido en otros tubos de centrifuga con una solucion de PBS
(0,01 uM) y PEG (10-20 ul) hasta obtener el volumen de la solucidn inicial. Se realiz6 una
segunda centrifugacion a 25.000 r.p.m. durante 45 minutos a 4°C. Se vuelve a extraer el pellet
y se resuspende con PBS, realizandose un banco de diluciones (PBS y complejo lectina-oro)
1000: 2, 1000: 5, 1000: 10, 1000: 20 en cubetas especiales (Halb-Mikro, GREINER®). Se
midié con un espectrofotometro (UV-150-02 SHIMADZU®). Se considera una
concentracion Optima para particulas de 30 nm de diametro, aquélla que conduce a una
absorbancia de 0,40-0,42 medida por convenio a una densidad oOptica de 520 nm
(ODs20)(497).

Los complejos de lectina-oro son muy estables y retienen su bioactividad especifica
durante largos periodos de tiempo(567), de forma que las alicuotas se conservaron
congeladas a -80° C con glicerol al 20% y 0,2 mg/ml de PEG 20000(497).

I11. 4. 3. Metodologia histoquimica con lectinas conjugadas

El procedimiento de tincion utilizado ha sido el denominado "método directo”. Es un
método sencillo, ya que sélo es necesario realizar una Unica incubacién de la muestra. El
principal inconveniente en relacion a los métodos indirectos es que la menor sensibilidad
hace necesarias concentraciones mas altas de lectina y tiempo de incubacién mas prolongado.
(Figura 3-1 Ay B).

Mediante este método, s6lo es necesario incubar el tejido con la lectina
correspondiente, previa conjugacion de ésta con el marcador.

Preparacion de las lectinas

Los complejos lectina-oro en PBS se descongelan y centrifugan a temperatura
ambiente en una centrifuga para eppendorfs (Biofuge A, HEREUS®) a 800 r.p.m. durante 15
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minutos. Se extrae el sobrenadante y se suplementa con 1 mM de Cloruro Calcico (CaCl,) y 1
nM de Cloruro Magnésico (MgCl,) mas 0,5% de albumina bovina (SIGMA®) puesto que
algunas lectinas necesitan de la presencia de estos metales pesados para mantener una
localizacion de enlace activa; y 0,05% de TWEEN 20 (Polioxietileno-Sorbitan Monolaurato,
SIGMA®). Este ultimo producto se afiade para inhibir la interaccion del enlace de lectina con
carbohidratos a través de enlaces hidrofobicos(400).

4. 3. 1. Procedimiento de incubacion para MO

Los portas se desparafinan e hidratan como en el protocolo para hematoxilina-eosina
(apartado I11. 3. 1.).

Las preparaciones se secan sin tocar la muestra y se realiza un circulo alrededor de la
misma con esmalte de ufias para evitar la diseminacion de los reactivos.

Una vez seco se realizan 3 lavados de 10 minutos con PBS.

Se incuban las muestras con lectina a temperatura ambiente durante 45 minutos y
posteriormente se lavan las muestras con agua destilada durante 2 minutos.

Amplificacion de la sefial

Seguidamente se ha realizado una amplificacion del oro coloidal mediante el producto
Silver Enhacing Kit, BIOCELL®.

El producto provoca un precipitado de plata metélica sobre las particulas de oro que
tenemos en la muestra amplificando su sefial. Figura 3-1 C

El Kit contiene dos soluciones: una solucion amplificadora y otra iniciadora, las
cuales es necesario mantener en nevera a 4° C y pueden congelarse y descongelarse unas 10
veces sin alterar las propiedades del producto.

El proceso de amplificacion es dependiente del tiempo. En el primer periodo de
actuacion la reaccidén es muy especifica para oro coloidal. Pequefias particulas de 5 nm de
diametro pueden crecer de forma rapida durante este primer periodo de tiempo, que estara en
relacion con la temperatura de trabajo. Se pueden producir precipitados de plata de forma
espontanea por un fendbmeno denominado de nucleacion que dara lugar a un ruido de fondo
indeseable.

Se prepara la solucion final del producto y se deposita una gota sobre la preparacion,
de forma que esta quede cubierta por completo.

El proceso tiene lugar a temperatura ambiente (22° C) durante un tiempo comprendido
entre 12 y 16 minutos, observando la muestra bajo el microscopio a baja intensidad de luz, y
valorando el marcaje que se va produciendo.

Seguidamente se realizan diversos lavados en agua corriente y se contrasta con una
tincion suave de hematoxilina de Harris (durante 3 minutos) y se realiza el montaje con DPX.

4. 3. 2. Procedimiento de incubacion para MES

- Se realizaron 3 lavados de 10 minutos con tampdn fosfato de los tejidos previamente
fijados.

- Se tratan con Cloruro amonico (NH4Cl) 0,15 M durante 30 minutos a temperatura
ambiente para bloquear los grupos aldehido(410).

- Se realizan lavados con PBS (3 durante 10 minutos).

- Se procede a la incubacion de cada una de los complejos lectina-oro con la muestra
durante 45 minutos a temperatura ambiente en tubos Eppendorf.

- Lavados en PBS (3 durante 10 minutos).
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Montaje y recubrimiento

El montaje de las muestras se realiza segun el apartado 2. 3. 2.

Para el estudio con retrodispersados en MES, las muestras se recubren con una capa
de carbén mediante un evaporador EDWARDS 12E6® de alto vacio.

I11. 4. 4. Controles de especificidad

Los controles nos permiten evaluar si el marcaje o la reactividad que hemos obtenido
es especifica 0 no. Por esto, paralelamente con las incubaciones para cada una de las lectinas,
se han realizado incubaciones control con los azlcares inhibidores correspondientes para
cada lectina en particular. Los azUcares utilizados han sido siempre de la marca SIGMA®.

Paralelamente, se han realizado las soluciones de los azlcares inhibidores (0,2 M)
correspondientes para cada lectina; mezclandose v/v con la solucion del complejo lectina-oro.
La solucién final se ha mantenido durante 45 minutos a temperatura ambiente a fin de que se
produjera la union del azlcar con la lectina. Seguidamente se ha procedido a la incubacion
del tejido y se ha valorado posteriormente el marcaje.

Con estos controles se pretende evitar la union de la lectina con el tejido, dado que el
punto de anclaje de la lectina sera ocupado por el azlcar correspondiente (Figura 3-1 D). En
caso de observar marcaje, cabria pensar en la presencia de posibles interacciones hidrofobicas
entre la lectina y el tejido y por tanto el resultado de un marcaje inespecifico que invalidaria
los resultados obtenidos en la incubacion del complejo lectina-oro.

I11. 5. Observacion microscépica
I11. 5. 1. Microscopia

Los estudios de MES para deteccion de retrodispersados se realizO con dos
microscopios segun la disponibilidad de los mismos: JSM 840 (JEOL®) y S2300
(HITACHI®) este ultimo provisto de un detector ROBINSON® modelo RBH-2300 M,
usando en ambos potenciales de aceleracién entre 15-25 kv.

Los estudios de SEM convencional se realizaron con los mismos microscopios, a un
potencial de aceleracion de 15 Kv. estudiandose las muestras a 50, 100, 300, 1000 y 8000
aumentos.

Para los estudios de MO y microfotografia se usd el microscopio BX 50
(OLIMPUS®).

I11. 5. 2. Material fotografico
La pelicula fotografica utilizada para la MES tanto convencional como para estudio
de retrodispersados fue de la marca KODAK® tipo Tmax. Para microscopia Optica se usé
pelicula Agfachrome 100 de AGFA.
I11. 6. Citometria de flujo

I11. 6. 1. Procesado de las muestras para cmf

Para el procesado de las muestras parafinadas de colon de rata para CMF se usé una
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modificacion de la técnica de Hedley, tal como se describe seguidamente:

1.Se obtuvieron secciones de tejido parafinado de 50 um con la ayuda de un microtomo y se
colocaron unos 5-6 cortes en tubos separados y debidamente etiquetados.

2. Se desparafinan sumergiendo las secciones de tejido en tubos de cristal con 5 ml de xilol
durante 10 minutos.

Decantar y repetir este paso con otros 10 ml de xilol.

Decantar y eliminar los restos de xilol mediante lavados con alcohol absoluto.

3. Rehidratar, sumergiendo sucesivamente las secciones en:

Etanol 100%0.........ccovvreriinineinenees 5 min
Etanol 95%.......ccovvrveiiniiineeen, 5 min
Etanol 96%0.......ccovvrvciiniieneen, 5 min
Etanol 709%0.......ccoviviineiiiinceceesies 5 min
Etanol 509%0........cccevveineriiineceneeeen 10 min
Agua destilada..........ccooeiiiiiiiiiieie, 10 min

4. Se decanta el agua y se disgregan mecanicamente las piezas con ayuda de un bisturi.

5. Se tratan con 4 ml de disolucion de pepsina (Pepsin, SIGMA®) al 0,5% en cloruro sodico
al 0,9% en agua destilada y ajustando el pH a 1,5. Se colocan los tubos en un bafio Maria a
37° C durante 40 minutos, con agitaciones intermitentes en vortex.

6. Se centrifugan 10 minutos a 2000 r.p.m. a temperatura ambiente en una centrifuga clinica.
Se decanta y resuspende el tejido en PBS y se agita nuevamente en el vortex para liberar los
nucleos celulares de los fragmentos de tejido.

7. Se filtra la suspension con malla de nylon de 50 um de poro. El filtrado se realiza para
remover agregados celulares y tejido insuficientemente disgregado que pudiera obstruir la
camara de flujo del citometro.

8. Se determina la concentracion de la suspension de nucleos con un contador celular o
hemocitdmetro. Si es necesario, puede afiadirse PBS o centrifugar y resuspender en tampon
hasta que la concentracién final de ndicleos esté en el rango de 3-10 x10° células /ml.

9. Se decanta y resuspende con 2 ml de solucion de yoduro de propidio y RNAsa (DNA prep
Reagent, COULTER®), dejando actuar 20 minutos a temperatura ambiente y en lugar
0scuro.

10. Se pasa la suspension a traves de una jeringa de aguja fina, para separar los ndcleos y
evitar la formacion de dobletes.

I11. 6. 2. Andlisis por citometria de flujo del contenido en DNA vy ciclo celular

Las muestras teflidas con yoduro de propidio, tal como se describe en el apartado
anterior, han adquirido una determinada cantidad de fluorocromo en proporcion a su
contenido en ADN. Con el citométro de flujo pretendemos medir de una manera rapida y
objetiva la fluorescencia emitida por los nucleos. A partir de los datos obtenidos se realiza el
analisis de la ploidia y de las fases del ciclo celular.

6. 2. 1. Citometro de flujo

Para el andlisis se ha empleado un citdmetro de flujo EPICS PROFILE |
(COULTER®), de camara cerrada sin sorter.
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Se ha creado un test especifico para la lectura de las muestras de colon de rata. Los
valores por defecto del test son los siguientes:
- Volumen de muestra aspirada: 190 1.
- Velocidad de inyeccion de la muestra: 100 gl/minuto.
- Presion de fluido de arrastre: 7,50 psi.
- Potencia de laser: 15 mW.
- Voltaje de los fotomultiplicadores: SS: 400 V, FL3: 750 V.
- No hay compensacidn del color al trabajar con una Unica fluorescencia.
- Parametros seleccionados: LFS, FL3, FL3P, LSS.
- Ventanas de adquisicion: No activadas; LFS: 204-1023, FL3: 198-1023. El resto: 0-1023.
- Ganancias: FL3: 2, FL3P: 1.
- Discriminadores: para FL3 en el canal 50.
- Parada a los 50.000 eventos.
- Regiones amorfas (bitmap) de adquisicion: FL3-FL3P, para discriminacién de dobletes.
- Histogramas: Se estudiaron 4 histogramas: 2 monoparamétricos: FL3 (uno sin bitmaps
activados y el otro activando bitmap de FL3-FL3P. Histograma biparamétrico de FL3 y LFS
para comprobar la calidad de la tincién (independencia del canal de FL3 y tamafio nuclear).
- Los resultados se almacenaron en forma de histogramas y en modo lista en un diskette.

6. 2. 2. Alineamiento del citémetro

Previamente a la lectura de las muestras, se calibrd la alineacion del sistema, con
bolas fluorescentes de latex (DNA-check, EPICS®)

6. 2. 3. Lectura por el citometro de flujo

Las muestras fueron analizadas por citometria de flujo segun el test definido. La
adquisicion de los datos se realiz6 tras 60 segundos de inicio de paso de muestra para que se
estabilizara el flujo. Para cada histograma se adquirieron un total de 50.000 eventos.

Se usaron como controles para las muestras tumorales las propias células normales del
tejido, obviamente tratadas simultdneamente y en las mismas condiciones.

6. 2. 4. Interpretacion de los resultados de la lectura por citometria de flujo

Como resultado de la lectura por citometria de flujo de las muestras de colon tefiidas
con yoduro de propidio se obtienen histogramas monoparamétricos con la distribucion de la
fluorescencia proporcional al contenido de ADN de los nucleos analizados.

Para la correcta cuantificacion de la cinética celular se ha empleado un programa
informatico especifico para la interpretacion del ciclo celular (MULTICYCLE®, Phoenix
Flow Systems). Este programa emplea procedimientos matematicos capaces de sustraer la
sefial debida a ndcleos cortados y otros detritus.

6. 2. 5. Andlisis de los histogramas del contenido en ADN mediante el programa informético

Para cada uno de los histogramas seleccionados se identifico la presencia de uno o
mas picos correspondientes a células en fase GoG;. La presencia de un unico pico se
considera como un histograma diploide y si aparecen mas de uno, un histograma aneuploide.
En nuestro caso todos los histogramas fueron diploides como se comentara posteriormente,
por lo que, las explicaciones ulteriores se refieren exclusivamente al analisis de histogramas
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diploides.

El programa informatico obtiene los valores mejor ajustados al histograma y con
menor error calculando el porcentaje de células en cada fase del ciclo celular.

Para el andlisis por CMF se obtuvieron para cada histograma un minimo de 25.000
celulas.

Se excluyeron del estudio aquellos histogramas en los que el coeficiente de variacion
del pico Go-G; fue > 10, no se obtuvo un pico reconocible de Go-G;, existia una pobre
discriminacion entre el ruido de fondo y el ciclo celular o el nimero de nucleos adquiridos
era inferior a 25.000.

I11. 7. Variables del estudio

Para el estudio estadistico se resumen y agrupan los resultados en una hoja de
recogida de datos precodificada, registrando las siguientes variables:

I11. 7. 1. Identificacion de los casos

- Numero de rata: es una variable cuantitativa asignada en el momento del sacrificio que
identifica los animales en estudio.

- Grupo de estudio: variable cualitativa con 5 categorias (1) grupo A, (2) grupo B, (3) grupo
C, (4) grupo D, (5) grupo E.

I11. 7. 2. Variables clinicas
- Sexo: variable cualitativa que puede tener dos categorias: macho y hembra.
- Semanas de tratamiento: variable cuantitativa que recoge las semanas de tratamiento desde
la primera inyeccién con DMH o EDTA.
- Localizacion: variable cualitativa que recoge la localizacion de la muestra tanto normal
como tumoral segln cuatro categorias: ciego, colon ascendente, colon transverso, colon
descendente-recto.
- Tamafio tumoral: Se consider6 como una variable cualitativa, reduciéndose a dos
categorias: pequefio < 0,8 cm. de diametro y grande > 0,8 cm.

I11. 7. 3. Variables anatomopatoldgicas

- Tipo histologico: variable cualitativa con 8 categorias:
(1) adenocarcinoma,
(2) carcinoma mucinoso,
(3) carcinoma in situ,
(4) adenoma,
(5) displasia severa,
(6) displasia moderada,
(7) displasia leve,
(8) normal.
Si la muestra habia sido descrita anatomopatol6gicamente como neoplasica, se valord
también el:
- grado de diferenciacion: variable cualitativa que recoge el grado de diferenciacion celular
tumoral segun tres categorias:
(1) bien,
(2) moderado,
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(3) pobremente diferenciado.

- estadio segun la clasificacion de Dukes: El estadio patoldgico de invasion tumoral fue
definido de acuerdo al sistema original de Dukes en 3 variables:

(1) Dukes A: tumor limitado a la muscularis mucosa

(2) Dukes B: tumor que sobrepasa la muscularis mucosa

(3) Dukes C: invasion local o distal de los ganglios linfaticos.

No se acepto el estadio Dukes D como tal, puesto que la existencia de varios tumores
sincronicos colorrectales dificultaba conocer cual de estos tumores era el causante de la
invasion tumoral. Por este motivo se recogié para cada una de las ratas la existencia de
metéastasis independientemente de los tumores primarios.

- presencia de metastasis: variable cualitativa que recoge la presencia de metéstasis a
distancia, estratificandose en dos categorias: 1) presencia, 0 2) ausencia de metastasis. Como
ya se ha comentado previamente, dada la dificultad para reconocer el primario siempre que
existia un adenocarcinoma con invasion a serosa y otras metastasis a distancias, se le
adjudicaba esta existencia es decir, si dos tumores sincrénicos presentaban metastasis se
apuntaba esta variable para ambos.

- presencia de otros tumores sincrénicos colorrectales: variable cualitativa que recoge si la
muestra estudiada se asocia (categoria 1) o no (categoria 2) a la presencia de otros tumores
colorrectales.

- presencia de otros tumores sincrénicos de intestino delgado: se consideraron 2 categorias
para esta variable cualitativa:

(1) presencia,

(2) ausencia.

- presencia de placa linfoide: variable con 2 categorias:

(1) asociacion de la lesién a placa linfoide,

(2) no asociacion.

I11. 7. 4. Variables histoquimicas con lectinas en microscopia optica

- Marcaje de los tumores con lectinas en microscopia Optica: Para las cuatro lectinas
empleadas en el estudio se consider6 3 categorias en cuanto al marcado de lectinas:

(1) Todo: cuando el tumor se marcaba por completo o casi por completo.

(2) Areas: cuando el tumor presentaba areas de marcaje y otras con marcaje ausente.

(3) No: cuando el tumor no presentaba marcaje de lectinas o era muy escaso.

- Marcaje de la mucosa transicional con lectinas en microscopia Optica: Para las cuatro
lectinas usadas en el estudio, se consideraron dos categorias en cuanto al marcaje:

(1) Presencia de marcaje.

(2) Ausencia de marcaje.

- Marcaje de la mucosa normal alejada del tumor: Variable cualitativa para cada una de las
lectinas con dos categorias:

(1) Presencia de marcaje.

(2) Ausencia de marcaje.

I11. 7. 5. Variables histoquimicas con lectinas en microscopia electronica

La afinidad de la mucosa del colon, tanto normal como neoplasica, a las lectinas se
considerd como una variable cualitativa con 2 categorias:
(1) Presencia de marcaje.
(2) Ausencia de marcaje.
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I11. 7. 6. Variables histoquimicas con la tincion ab-pas

La tincion con AB-PAS es una variable cualitativa con 5 categorias que recoge el
predominio de marcado en las células caliciformes normales y tumorales de: AB, PAS,
PAS/AB, AB-PAS y ausencia de tincion.

I11. 7. 7. Variables consideradas en el estudio de citometria de flujo

Para cada una de las muestras analizadas y puesto que no se ha reconocido en ningun
caso aneuploidia, se han recogido las siguientes variables cuantitativas:
- porcentaje de células en fase GoG;
- porcentaje de células en G,M:
- porcentaje de células en fase S

I11. 8. Base de datos. Tratamiento de la base de datos

Con todos los parametros recogidos de los casos se construyé una base de datos
matricial e informatizada. Se ha empleado un sistema de filas y columnas capaz de ser leido
por el programa informatico SPSS. Todos los datos se introdujeron como digitos
alfanumeéricos que en las variables cuantitativas representaban el valor de la variable y en las
cualitativas una determinada categoria de las mismas.

Se calculd el indice de proliferacion (IP) que es igual a la suma de la proporcién de
células en fase S y en G,M vy determina la proporcion de células que estan en fase
proliferativa(545).

I11. 9. Estudio estadistico de los resultados

El estudio estadistico de los resultados se ha realizado con la ayuda del programa
informatico SPSS para Windows (SPSS Inc, 1989-1992, MICROSOFT®). En cada caso, y de
acuerdo con las caracteristicas especificas de las hipotesis formuladas, el tipo de variables
estudiadas y del cumplimiento de determinadas condiciones de aplicacion se ha utilizado
distintas técnicas estadisticas. El grado de significacion se ha establecido para una p < 0,05.

Los métodos estadisticos utilizados en el estudio son los siguientes:

I11. 9. 1. Comparacion de variables cualitativas

Para el estudio estadistico de la relacidn de variables cualitativas se ha empleado una
prueba de independencia de XZ. Cuando los efectivos calculados eran cercanos a 5 y alguna
de las variables tenfa mas de dos categorias se ha utilizado la prueba de x? con la correccién
de Yates. Si los efectivos calculados eran inferiores a 5 ¢ el nimero total de casos inferior a
20 en una tabla de 2x2, se ha empleado la prueba exacta de Fischer.

I11. 9. 2. Comparacion de variables cualitativas y cuantitativas

Para el estudio de relacién entre variables cualitativas y cuantitativas se ha empleado
la prueba de Kruskal-Wallis, prueba no paramétrica para la comparacion de dos o mas
medias. En el caso de que se cumplieran las condiciones de aplicacion, se ha utilizado el
andlisis de la varianza.
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I11. 9. 3. Comparacion de variables cuantitativas

Para el estudio de relacion entre variables cuantitativas se han empleado modelos de
regresion lineal simple. Para el estudio multivariante se han aplicado modelos de regresion

multiple(569),(570).
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V. Resultados
IV. A. Estadistica descriptiva univariante
IV.A. 1. Grupo A

El grupo control A no present6 ningun tipo de lesion tumoral en ninguna localizacion
tanto colonica como extracolonica.

IV. 1. 1. Caracteristicas macro y microscopicas de la mucosa normal de rata
1. 1. 1. Caracteristicas macroscopicas

Abierto el colon por el borde antimesentérico distinguimos macroscopicamente los
diversos segmentos del colon:

El ciego se muestra como una bolsa en forma de coma, de paredes delgadas y
distendidas, y ausencia de pliegues o de disposicion desordenada. La longitud media del
ciego es de 4,26 cm, con DS de 0,70, maximo de 6,00 y minimo de 3,00 cm.

El colon ascendente, ya de forma tubular presenta 8 pliegues, de 0,4 mm. de grosor,
separados por surcos de 0,2 a 0,3 mm. Estos pliegues estan ordenados de forma oblicua,
formando angulo entre ellos en direccion proximal. La longitud media del colon ascendente
es de 4,41 cm, con DS de 0,59. El valor maximo es de 6,00 y el minimo de 3,00 cm.

Los pliegues del colon transverso muestran una disposicion oblicua como los del
colon ascendente, pero sus pliegues son méas gruesos (0,6 mm), en nimero de 6. A menos de
1 c¢cm. de iniciado el colon transverso se observa generalmente, la presencia de un gran
foliculo linfoide, que produce una protrusion en la superficie mucosa sin distorsionar los
pliegues. La longitud media del colon transverso es de 4,83 cm, con DS de 0,70, valor
méaximo de 6,60 y minimo de 3,50 cm.

En el colon descendente-recto la superficie mucosa es mas lisa, y los pliegues en
numero de 6 adquieren una disposicién longitudinal. Miden unos 0,6 mm y estan separados
por surcos de 0,2 a 0,3 mm, excepto el central que mide 0,4 mm. Se observa la presencia
ocasional de foliculos linfoides, situados con mayor frecuencia en la mucosa rectal. En el
recto los pliegues aumentan de grosor, siendo de 0,85 mm La longitud media del colon
descendente-recto es de 10,95 cm; con DS de 1,59. El valor maximo es de 15,00 y el minimo

de 7,00 cm (Figura 4-1)

1. 1. 2. Caracteristicas microscopicas

A. Microscopia éptica:

Microscopicamente, las criptas experimentan un incremento progresivo de su longitud
desde el ciego al colon descendente-recto. En el ciego, la mucosa es delgada y las criptas mas
cortas y anchas. En el colon ascendente y transverso las criptas son mas alargadas y se
ramifican en la base. En el colon descendente, las criptas son alargadas y estrechas, rectas y
sin ramificaciones (Figura 4-2)

Al microscopio optico se pueden distinguir 3 tipos de células en la mucosa de las ratas
Sprague-Dawley adultas: a) las caliciformes, b) las columnares, y ¢) las endocrinas.

La distribucion de las células caliciformes en las criptas muestra diferencias segin el
segmento del colon analizado. En el ciego, predominan en la base de las criptas mientras,
mientras que en el resto de las zonas son mas numerosas y de mayor tamafio en los 2 tercios
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superiores de las criptas.

Las células columnares se localizan principalmente en el tercio superior de las criptas
y en el epitelio de la superficie.

Las células endocrinas se reconocen por sus granulos de secrecion oscuros y
predominan en la base.

B. Microscopia electrénica de scanning:

La observacion con MES muestra también claras diferencias regionales en el aspecto
de la mucosa normal de la rata. Aunque en general est& cubierta por una densa capa de moco
que impide ver las estructuras subyacentes.

A poco aumento, se observa en el ciego una superficie plana, con criptas abundantes
de aspecto circular, separadas por hendiduras irregulares.

En el colon ascendente se observa la disposicién de pliegues descrita previamente,
siendo estos de tamarfio regular, y con formaciones reticulares de moco entre ellos. Los
pliegues muestran hendiduras perpendiculares al eje mayor, entre los que se observan las
bocas de las criptas de aspecto fusiforme. A mayor aumento el epitelio del colon ascendente
muestra unas criptas abultadas, que sobresalen de la superficie con abundantes grumos de
moco sobre ellas (Figura 4-3 B).

El colon transverso muestra pliegues ordenados oblicuamente, similares al
ascendente, de disposicion uniforme, y con moco entre ellos. A 300 y 1000 aumentos se
observa una superficie recubierta de células absortivas poligonales recubiertas de
microvellosidades y escasos orificios criptales (Figura 4-3 C).

El colon descendente-recto muestra pliegues paralelos al eje mayor del intestino
grueso, de tamafio variable. Los orificios de las criptas estan ordenadas en formacion
paralela, rodeados por células absortivas en forma de poligono regular. La mucina se
distribuye como borlas de material amorfo sobre estas células. A mayor aumento el epitelio
forma circunvoluciones, que le confieren aspecto cerebroide (Figura 4-3 D).

En general, a 50 aumentos, en los cuatro segmentos descritos las criptas estan
regularmente ordenadas y son de tamario similar.

A 300 aumentos, se observan los orificios de las criptas uniformes, y el aspecto
simétrico de las células absortivas. Se observan hilos de mucina sobre la superficie.

A 1000 aumentos, se observa la presencia de secreciones mucinosas que emergen de
las bocas de mdltiples criptas y que cubren parte de la superficie. En algunas muestras este
recubrimiento es tan extenso como para oscurecer todos los aspectos de las superficies
epiteliales.

A 8.000 aumentos, se observaban microvellosidades regulares, intimamente
agrupadas y de tamafio uniforme (Figura 4-3 A). La superficie luminal de cada célula es
convexa, con depresion en los bordes, produciendo
un surco epitelial en la region de unién entre las células. Puede observarse la presencia de
microorganismos sobre la luz intestinal, que ocupan el espacio entre microvellosidades.

IV. 1. 2. Variables histoquimicas con lectinas en microscopia 6ptica de mucosa normal
Los patrones de reactividad de las lectinas usadas en este estudio muestran claras
diferencias regionales, con presencia o ausencia de enlace y distinta localizacion en la

longitud de las criptas.

1. 2. 1. Glycine max
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En el ciego, la lectina SBA muestra una reactividad a nivel supranuclear, esta
disposicion es més evidente a nivel de los 1/3 medio y apical. A nivel basal el marcaje es mas
irregular y se dispone también en el interior de los globos de moco y como un refuerzo de los
mismos en su periferia. A nivel del colon ascendente existe reactividad de las vacuolas de
moco en toda la longitud de la cripta, aunque es mas intenso a nivel apical, y mostrando
reactividad de la superficie epitelial. En el colon transverso se observa afinidad de esta lectina
por la mucina de las células caliciformes en toda la longitud de la cripta, e igual reactividad
que en el colon descendente.

La SBA mostr6 una intensa reactividad en la superficie luminal del epitelio de ciego y
colon ascendente, mientras que en el colon transverso y descendente este compartimento
celular se ha marcado méas moderadamente.

A nivel de ciego y colon ascendente, las células columnares presentan un patron de
localizacion supranuclear, en forma de pequefias formaciones ovaladas o redondeadas,
principalmente visibles en la porcion alta de las criptas y a lo largo del epitelio de superficie
(Tabla 4-1).

CIEGO |C.ASC. |C.TRANS |C.DESC
BASAL SN, C C C C
MEDIO SN C c C
APICAL SN C C C
SUPERFICIE |[SN SN

C: citoplasma, SN: supranuclear

Tabla 4-1
Patron de enlace de la lectina Glycine max.

En las glandulas displasicas en relacion a placa linfoide se observa una disminucién o
ausencia de la reactividad del citoplasma de las células caliciformes.

1. 2. 2. Griffonia simplicifolia-11

La lectina GSA-II a nivel de ciego se localiza en el interior del citoplasma de las
células caliciformes en el tercio basal y medio. La GSA-Il muestra marcaje intenso
supranuclear a nivel de colon ascendente, de predominio basal. En el colon transverso se sitla
a nivel del 1/3 basal.

Mientras que en el colon descendente este marcaje es también basal pero se sitda en el
interior del citoplasma de las células caliciformes (vacuolas de moco) (Tabla 4-2).

CIEGO |C.ASC. |C.TRANS. C. DESC.
BASAL C SN SN C
MEDIO C SN
APICAL SN
SUPERFICIAL SN

C: citoplasma, SN: supranuclear
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Tabla 4-2
Patron de enlace de la lectina Griffonia simplicifolia.

1. 2. 3. Arachis hypogaea

La lectina PNA no se une a la mucina de las células caliciformes en ninguno de los
segmentos examinados, dando un marcaje positivo granular, fino y débil en la region
supranuclear de estas células.

La PNA también tifie la superficie luminal del ciego y mas débilmente la del colon
ascendente, pero no la del colon transverso y descendente (Tabla 4-3).

CIEGO |C. ASC. |[C. TRANS. |C.DESC.
BASAL SN SN SN SN
MEDIO SN SN SN SN
APICAL SN SN SN SN
SUPERFICIAL |SN SN

SN: supranuclear

Tabla 4-3
Patron de enlace con la lectina Arachis hypogaea.

1. 2. 4. Ulex europaeus

Las diferencias regionales mas notables se han observado con esta lectina. En el ciego
las células caliciformes se marcan a todos los niveles de las criptas, en el colon ascendente
solamente en la base; mientras que en el colon transverso se marcan ocasionalmente, y en el
colon descendente, esta lectina no presenta afinidad por la mucina de las células caliciformes.

A nivel de ciego, la UEA-I, reacciona con la superficie epitelial, y se situa a nivel de
las células caliciformes (interior de las vacuolas de moco) y la luz glandular de todos los
niveles de las criptas como ya hemos citado. A nivel de colon ascendente, se situa en el
interior de las criptas y luz glandular del 1/3 basal. En el colon transverso tiene un
comportamiento mixto igual que el colon ascendente o de reactividad ausente como en el
colon descendente (Tabla 4-4).

CIEGO |[C.ASC. |C. TRANS. C. DESC.

BASAL C, LG C, LG C, LG/ausente
MEDIO C, LG
APICAL C, LG

SUPERFICIAL |[C
C: citoplasma, LG: luz glandular

Tabla 4-4
Patron de enlace de la lectina Ulex europaeus.
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IV. 1. 3. Variables histoquimicas con lectinas en microscopia electrénica de barrido

Con esta técnica los lugares de enlace de la lectina son revelados por particulas de oro
electron opacas, comprobado mediante microanalisis la presencia de oro.

1. 3. 1. Glycine max

La lectina SBA muestra afinidad por la mucina de la superficie epitelial del ciego, no
observandose afinidad en el resto de las localizaciones coldnicas, excepto a nivel de colon
descendente donde se ha observado marcaje del moco que emerge de la cripta.

1. 3. 2. GSA-II
No se obtuvo marcaje con la lectina GSA-II de la superficie de la mucosa colonica
normal en ninguno de los segmentos del intestino grueso de rata.

1. 3. 3. Arachis hypogaea

No se obtuvo enlace con PNA de la superficie de la mucosa colénica normal en
ninguno de los 4 segmentos.

1. 3. 4. Ulex europaeus

La UEA-I reacciona intensamente con la mucina de la superficie epitelial de la
mucosa coldnica a nivel de ciego, observandose en colon ascendente reactividad en el moco
gue emerge de la cripta, y ausencia a nivel de colon transverso y descendente.

IV. 1. 4. Variables histoquimicas con la tincion AB-PAS

La tincion con la secuencia AB-PAS de la mucina de las células caliciformes muestra
gran intensidad y una positividad debil en el borde apical.

Segun el aspecto tintorial de las vacuolas de moco de las células caliciformes, se han
observado 3 poblaciones celulares: a) unas, que muestran coloracion azul por el AB, b) otras
teflidas de color magenta propia del PAS, y c) otras de coloracion morado oscuro debido a la
combinacion de las 2 tinciones, AB y PAS.

La tincion AB-PAS mostré también diferencias regionales y distinta distribucion a lo
largo de la cripta.

CIEGO C.ASCENDENTE | C.TRANSVERSO | C.DESCENDENTE
APICAL | AB/AB-PAS/PAS | AB-PAS AB-PAS AB-PAS
MEDIO | AB/AB-PAS/PAS | AB-PAS AB-PAS AB-PAS
BASAL | AB/AB-PAS/PAS | AB AB/AB-PAS AB-PAS/AB
PAS: Color magenta
AB: Color azul

AB-PAS: Color morado oscuro

Tabla 4-5
Patrones de tincion AB-PAS en los 4 segmentos coldnicos.
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En el ciego se obtuvo tincion de los 3 tipos en toda la longitud de las criptas, aunque a
nivel del 1/3 basal de la cripta era mas evidente la tincion AB, encontrdndose también tincion
AB en la luz glandular en toda la longitud (Figura 4-4A). A nivel de colon ascendente
encontrabamos en toda la longitud los 3 tipos de tinciones: AB/AB-PAS/PAS, predominando
en el tercio basal la tincion azul y en el resto la tincion morada oscura. En el colon transverso
la tincidn era cambiante adoptando la forma de colon ascendente o de colon descendente. Y
por ultimo en colon descendente, a nivel basal y 1/3 medio encontramos tincion AB débil y
siendo evidente en toda la longitud la tincion AB-PAS (Tabla 4-5).

La superficie luminal de las células columnares reacciona débilmente con la tincion
AB-PAS, y se muestra bastante homogénea a lo largo de toda la superficie del colon.

IV. 1. 5. Citometria de flujo:

-Analisis del ADN: fase GoG; del ciclo celular:

El porcentaje medio de células en fase GoG; para el grupo normal, es de 88,74, con
una DS de 3,48. El valor minimo es de 83,1 y el maximo de 95,3.

- Analisis del ADN: faseG,M del ciclo celular:

El porcentaje medio de células en fase G,M para el grupo normal, es de 5,03, con una
DS de 1,72. El valor minimo es de 1,7, y el maximo de 8,3.

- Anélisis del ADN: fase S del ciclo celular:

El porcentaje medio de celulas en fase S para el grupo normal, es de 6,21, con una DS
de 2,46. El valor minimo es de 1,70, y el maximo de 10,9.

- Indice de proliferacion:

El indice de proliferacion (IP) es la suma del porcentaje de células en fase S y en fase
G,M. El valor medio es de 11,25 para el grupo normal, con una DS de 3,48, el valor minimo
es de 4,7 y el maximo de 16,9.

- Aneuploidia; indice de ADN:

Todas la muestras analizadas eran diploides, s6lo se identificd un Unico pico de fase
GoG; (Figura 4-5)

En la Tabla 4-6 se muestran las medias de las fases del ciclo celular e indice de
proliferacion segun el sexo y el segmento estudiado.

Variables Categorias |GOG1 G2M FASES |[IP
Sexo Macho 88,74 5,17 6,55 11,72
Hembra 89,18 4,91 591 10,82
Localizacién |Ciego 86,92 5,36 7,72 13,08
C.A. 90,31 4,95 4,73 9,68
C.T. 90,66 4,10 5,24 9,34
C.D. 85,46 6,23 8,30 14,53
Tabla 4-6

Valores medios de las fases del ciclo celular e IP segun el sexo
y la localizacion.

V. 2. Grupo B
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En el grupo B, fallecieron espontaneamente 3 animales, y debido a la rapida autolisis
de los roedores se descartaron para el estudio posterior. Dos ratas murieron debido a tumores
oclusivos y la tercera por caguexia extrema asociada a la presencia de tumores multiples.

De los 39 animales supervivientes del grupo B, 32 presentaron lesiones tumorales a
nivel del colon (82,05%), 4 tumores extracolénicos (10,25%) y solo 3 mostraron ausencia
tumoral (7,69%) (Figura 4-6). De los 32 animales que presentaron tumor, 22 presentaron
tumores multiples sincrénicos en intestino grueso (68,75%) y el resto (31,25%) fueron
lesiones tumorales Unicas.

IV. 2. 1. Caracteristicas microscopicas
2. 1. 1. Caracteristicas de la mucosa normal de rata inyectada con DMH, microscopia Optica

Al microscopio oOptico, la mucosa del colon de rata tratada con DMH a dosis de 21
mg/kg/semana durante 20 semanas, muestra hipercromatismo, pseudoestratificacion y
alargamiento del ndcleo; alto indice mitotico y pérdida de moco muy evidente (Figura 4-7).

Tambiéen se observan focos de criptas aberrantes, es decir, glandulas aisladas o grupos
de dos glandulas con disminucion del moco intracelular, intensa basofilia, pérdida de la
polaridad normal y alineacion celular, con ramificacion de las criptas.

2. 1. 2. Caracteristicas de la mucosa normal de rata inyectada con DMH, microscopia
electronica de scanning

El estudio de la superficie epitelial del colon de rata en este grupo demuestra en todos
los segmentos en general, una pérdida (fenestraciones de la capa de moco, distribucion
reticular de la mucina) o ausencia del moco que recubre la mucosa.

El ciego de ratas tratadas a altas dosis de carcindgeno, aunque puede mantener su
morfologia (Figura 4-8 A), presenta a menudo una gran desestructuracién, con pérdida total
de las células caliciformes, persistiendo las celulas columnares con ausencia total de
microvellosidades, dandole el aspecto de un panal de miel (Figura 4-8 B). Ocasionalmente
esta alteracion ha sido observada en otros segmentos del colon.

Con frecuencia las criptas del ciego pierden su forma redondeada, se distorsionan y
adquieren forma romboidal.

En el colon ascendente los pliegues se hacen irregulares, las células absortivas pierden
sus microvellosidades y protruyen en la luz, formando cordones cerebriformes de epitelio.
Los orificios de las criptas muestran tamafios muy variables e incluso son demasiado anchos
para corresponder a esta estructura. Sus bocas estdn cerradas por formaciones planas,
probablemente correspondientes a colecciones mucinosas y restos celulares, que se
desprenden con facilidad (Figura 4-9 A).

Tanto el colon transverso como el colon descendente suelen presentar una estructura
mas conservada. Se observa la protrusion de las criptas y de los espacios intercriptas, pero las
células absortivas a diferencia del colon ascendente mantienen sus microvellosidades (Figura
4-9 By Figura 4-10 A).

En general, en toda la longitud del colon se observan areas de mucosa protuberante,
que afectan un nimero variable de glandulas.

A 8000 aumentos las microvellosidades son cortas y romas, mas anchas de diametro y

se bifurcan (Figura 4-10 B).
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2. 1. 3. Descripcion de las lesiones neoplasicas con microscopia electronica de scanning

A poco aumento las muestras tumorales muestran protrusion en la superficie luminal
con desaparicion de los pliegues y desarreglo de los mismos o ausencia en las areas
adyacentes.

A maés aumento, se observaron células protruyendo en la luz del colon, acompariadas
de depresiones del epitelio (Figura 4-11 C) Las células absortivas pierden su aspecto
poligonal y las aberturas cripticas estan distorsionadas y comprimidas, y disminuidas en
nimero o ausentes (Figura 4-11 A), confiriéndole una superficie plana en la que no se
reconoce la celularidad normal.

En ocasiones se aprecia sobre la superficie tumoral, grandes acimulos de material
amorfo, traduciendo un aumento de las secreciones mucinosas (Figura 4-11 B).

A 8.000 aumentos se hacen mas obvias las elevaciones y depresiones del epitelio y se
observan células sin microvellosidades o un patrén alterado de las mismas, que se hacen mas
irregulares y cortas.

1V. 2. 2. Variables clinicas
2.2.1. Sexo

Las 71 lesiones tumorales asentaron en 39 casos (54,93%) sobre ratas macho y 32
sobre hembras (45,17%).

2. 2. 2. Localizacion tumoral

Las 71 lesiones benignas y malignas observadas en este grupo se localizaban en 7
casos en el ciego (9,86%), 27 en el colon ascendente (38,03%), 18 en colon transverso
(25,35%) y 19 en colon descendente (26,76%).

2. 2. 3. Aspecto macroscopico tumoral

La mayoria de los tumores fueron del tipo tumor exofitico (26 casos 45,61%), se
observaron 13 lesiones polipoideas (22,81%), 8 en forma de po6lipo sesil (14,04%) y 10 eran
tumores ulcerados (17,54%) (Figura 4-12)

Las lesiones benignas se clasificaron como tumores polipoideos en 6 casos (50%), en
5 casos como pélipos sesiles (14,67%) y en 1 como tumor exofitico (8,33%). El resto de
lesiones aparecieron en mucosa de aspecto normal o asociadas a placa linfoide,
considerandose en un apartado posterior.

2. 2. 4. Tamafo tumoral

En el grupo B las neoplasias coldnicas tienen una media de 0,91 cm, DS de 0,78. El
valor minimo es de 0,2 y el maximo de 3 cm.

IV. 2. 3. Variables anatomopatoldgicas
2. 3. 1. Tipo histologico

En el grupo B se apreciaron 57 lesiones malignas divididas en 31 adenocarcinomas
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(Figura 4-13 A), 21 carcinomas mucinosos (Figura 4-13 B) y 5 carcinomas in situ y 14
lesiones benignas distribuidas en 1 displasia leve, 8 moderadas y 4 severas y 1 adenoma
tbulo-velloso.

2. 3. 2. Grado de diferenciacion

Los 31 adenocarcinomas se dividieron segun su grado de diferenciacion en 24
moderadamente diferenciados (77,42%) y 7 poco diferenciados (22,58%).

2. 3. 3. Estadio tumoral (Dukes)

Se encontraban en estadio A de Dukes 18 adenocarcinomas (34,61%), 15 en estadio B
(28,85%) y 19 en estadio C (36, 54%).

2. 3. 4. Presencia de otros tumores sincrénicos colorrectales

Un total de 56 lesiones (78,87%) se asociaban a la presencia de otras lesiones
colorrectales sincronicas.

2. 3. 5. Presencia de tumores sincronicos de intestino delgado

Un total de 41 lesiones tumorales (57,75%) se asociaban a la presencia de tumores
sincronicos de intestino delgado. Presentaron tumores de intestino delgado 14 ratas.

2. 3. 6. Presencia de metéastasis

Se observaron metastasis en 16 ratas (50,00%) de las 32 con tumores. De este modo
37 lesiones (52,11%) estaban asociadas a la presencia de metéastasis.

2. 3. 7. Asociacion a placa linfoide

Exclusivamente 6 lesiones benignas y malignas (8,45%) se asociaban a la presencia
de placa linfoide en este grupo.

IV. 2. 4. Variables histoquimicas con lectinas en microscopia optica
2. 4. 1. Marcaje de la mucosa macroscépicamente normal

- Marcaje con Glycine max (SBA):

Se estudio la mucosa normal de idéntica localizacién al tumor en 18 casos mediante la
lectina SBA, de modo que 12 mostraron reactividad para dicha lectina (66,66%), estando
ausente en 6 casos (33,33%).

- Marcaje con Griffonia simplicifolia-11 (GSA-11):

Se estudiaron un total de 18 muestras normales con la lectina GSA-II. Estando
presente el marcaje en 15 casos (83,33%) y siendo negativo en 3 (16,67%).

- Marcaje con Arachis hypogaea (PNA):

Se estudid la mucosa normal en 14 casos con la lectina PNA. Mostraron enlace de
lectina 3 casos (21,43%) y ausencia de enlace 11 casos (78,57%).

- Marcaje con Ulex europaeus (UEA-I):
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El estudio de 24 casos de mucosa normal, mostrd reactividad en 10 casos (41,67%) y
ausencia en 14 casos (58,33%).

2. 4. 2. Marcaje de los tumores

- Marcaje con SBA:

Se estudiaron un total de 30 neoplasias coldnicas con la lectina SBA. En este grupo,
en 12 casos se observaron enlaces de lectina en todo el tumor (40,00%), en 11 casos se
limitaba a algunas areas (36,67%) y en 7 casos no se observaron (23,33%).

- Marcaje con GSA-II:

Se estudiaron un total de 29 tumores con la lectina GSA-II, de los que 11 presentaron
marcaje de todo el tumor (37,93%), areas de marcaje en 12 casos (41,38%) y ausencia de
marcaje en 6 casos (20,69%).

- Marcaje con PNA:

Se estudi6 el marcaje con la lectina PNA en 18 tumores colorrectales, presentaron
enlaces de lectina en todo el tumor 12 (66,67%), areas de marcaje 4 casos (22,22%) y
ausencia de enlace 2 tumores (11,11%).

- Marcaje de tumores con UEA-I:

En 31 tumores colorrectales se probé el enlace de lectina UEA-I, resultando en un
enlace completo 14 tumores (45,16%), en areas en 9 casos (29,03%) y ausencia de enlace en
8 casos (25,81%).

2. 4. 3. Marcaje de la mucosa transicional (MT)

- Marcaje con SBA:

Se estudié la mucosa transicional de 25 tumores mediante la lectina SBA, de modo
que 18 mostraron reactividad para dicha lectina (72,00%), estando ausente en 7 casos
(28,00%).

- Marcaje con GSA-II:

Se probo el enlace de lectina GSA-II en 25 casos. Estando presente el marcaje en 19
casos (76,00%) y siendo negativo en 6 (24,00%).

- Marcaje con PNA:

Se estudié la mucosa transicional de 18 tumores con la lectina PNA. Mostraron enlace
de lectina 8 casos (46,67%) y ausencia de enlace 10 casos (53,33%).

- Marcaje con UEA-I:

El estudio de la MT de 30 tumores mediante la lectina UEA-1, mostré reactividad en 9
casos (29,63%) y ausencia en 6 casos (70,37%).

IV. 2. 5. Variables histoquimicas con la tincion AB-PAS
2. 5. 1. Tincién de la mucosa normal
La mucosa normal de las ratas tratadas con DMH a altas dosis mostré disminucién de
la tincion de las mucinas acidas y neutras, pero en especial de las mucinas PAS +,
presentando algunas glandulas ausencia total de la misma. Estas alteraciones eran mas

evidentes en el ciego (Figura 4-4 B).

2.5. 2. Tincion de la mucosa tumoral
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En este grupo se estudiaron mediante la tincion AB-PAS 17 tumores colorrectales, de
los cuales 5 fueron AB, 4 AB-PAS, 1 PAS/AB, y 6 no se tifieron.

2.5. 3. Tincion de la mucosa transicional

Se estudid en 20 casos la MT, mostrando alteracion de la secuencia AB-PAS 14 casos
(70%) y un aspecto idéntico a la normal alejada del tumor en el resto. Las alteraciones
consistieron en ausencia de AB en 3 casos y de PAS en 11.

IV. 2. 6. Citometria de flujo
2. 6. 1. Citometria de flujo de la mucosa macroscopicamente normal

- Analisis del ADN: fase GG del ciclo celular:

El porcentaje medio de células en fase GoG; para el grupo DMH-normal es de 86,65
con una DS de 3,21. El valor minimo es de 79,4 y el maximo de 92,3.

- Analisis del ADN: faseG,M del ciclo celular:

El porcentaje medio de celulas en fase G,M es de 5,91 con una DS de 1,95. El valor
minimo es de 2,6 y el maximo de 11,2.

Variable Categorias | GOGI | G2M FASES IP
Sexo Macho 86,36 6,31 7,31 13,62
Hembra 86,93 551 7,54 13,06
Localizacién Ciego 86,54 5,58 7,88 13,46
CA 89,10 |5,20 5,70 10,90
C.T. 85,75 6,82 7,41 14,23
C.D. 96,98 5,53 1,47 13,01
Tabla 4-7

Valores medios de las fases del ciclo celular e IP segun el sexo
y la localizacion.

- Anélisis del ADN: fase S del ciclo celular:

El porcentaje medio de células en fase S es de 7,43 con una DS de 2,35. Con valor
minimo de 3,4 y maximo de 12,9.

- Indice de proliferacion:

El indice de proliferacion (IP) es la suma del porcentaje de células en fase S y en fase
G,
M. El valor medio es de 11,25 para el grupo DMH normal el valor medio es de 13,34, DS de
3,21. Minimo de 7,7 y maximo de 20,6 (Figura 4-14 A)

2. 6. 2. Citometria de flujo de los tumores

- Andlisis del ADN: fase GG, del ciclo celular:
El porcentaje medio de células en fase GyG; para el grupo DMH-tumor es de 87,50
con una DS de 3,30, con minimo de 82,0 y méaximo de 93,1.
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-Analisis del ADN: fase G,M del ciclo celular:

El porcentaje medio de células en fase G,M para el grupo DMH-tumor es de 4,84 con
una DS de 2,25, con méaximo de 10,0 y minimo de 1,2.

- Analisis del ADN: fase S del ciclo celular:

El porcentaje medio de células en fase S para el grupo DMH-tumor es de 7,65 con
una DS de 1,94, con maximo de 11,7 y minimo de 3,5.

- Indice de proliferacion:

El valor medio del IP del grupo DMH-tumor es 12,49. Muestra una DS de 3,30. El
valor minimo es de 6,9 y el maximo de 18,0.

- Aneuploidia; indice de ADN:

Ninguno de los casos estudiados presenta alteracion en el contenido de ADN (indice
de ADN de 1,00). En el presente estudio todos los tumores de colon de rata son euploides por
citometria de flujo (Figura 4-14 B).

En la Tabla 4-8 se recogen las medias de las variables estudiadas por CMF de los
tumores colorrectales en relacion a las variables clinicas y anatomopatolégicas.

Variable Categorias |GOG1 |G2M FASES |[IP

Sexo Macho 87,32 4,91 7,75 12,67
Hembra 87,72 4,75 7,52 12,27

Localizacion Ciego 84,80 6,40 8,80 15,20
C.A. 90,20 3,40 6,39 9,80
C.T. 86,06 5,35 8,58 13,93
C.D. 85,91 6,05 8,02 14,08

Macroscopia T.P. 90,65 3,45 5,90 9,35
T.S. 87,53 5,53 6,93 12,46
T.E. 87,66 4,91 7,42 12,33
T.U. 86,12 4,75 9,11 13,87

Tamafio 0,8cm 87,91 4,76 7,32 12,08
0,8cm 87,04 (4,93 8,02 12,96

Tipo histolégico Adenocarci. 88,24 4,37 7,37 11,75
Mucinoso (86,41 5,52 8,06 13,58

Diferenciacion Moderado (88,31 4,34 7,34 11,68
Pobre 88,00 4,52 7,47 12,00
Dukes A 89,00 [3,92 7,06 10,99
B 87,31 4,92 7,76 12,68
C 86,55 5,50 7,93 13,44
Placa Si 87,95 3,78 8,25 12,04
no 87,32 5,25 7,14 12,67
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Tumores

sincronicos Si 87,35 4,99 7,65 12,64
no 89,75 2,55 7,70 10,25

Tumores I. Delgado |si 87,35 5,08 7,56 12,64
no 87,72 4,49 7,78 12,27

Metéstasis Si 86,62 5,32 8,05 13,37
no 88,38 4,36 7,25 11,61

Tabla 4-8

Medias de las fases de ciclo celular e IP segun las variables
clinicas y anatopatoldgicas.

V. 3. Grupo C

En el grupo C se observd la presencia de lesiones benignas sobre mucosa de aspecto
sano a partir de la sexta semana de tratamiento, el primer tumor maligno se detectd en la
semana 16 de induccion. En la Figura 4-15 se muestra el tiempo de induccidn de las lesiones
microscopicas en el grupo C. En la semana 22 fallecié un animal, revelando la necropsia un
tumor oclusivo en colon descendente. De los 59 animales supervivientes 31 desarrollaron
algun tipo de lesién benigna o maligna; mostrando lesiones sincronicas multiples 18 ratas.

IV. 3. 1. Caracteristicas microscopicas de la mucosa normal de rata inyectada con dmh
en etapas preneoplasicas

A las 2 semanas de iniciado el tratamiento con DMH se observaron glandulas aisladas
0 grupos de dos glandulas con disminucion de moco intracelular, intensa basofilia, pérdida de
la polaridad normal y alineacion celular, con ramificacion de las criptas. Estos cambios eran
mas evidentes en la zona apical, préxima a la superficie epitelial, y se les denominé lesiones
de predisplasia, o focos de criptas aberrantes. Estas alteraciones se mostraron de forma muy
aislada.

El ciego mostré disminucion de la cantidad de moco, con aumento del indice
mitotico; hipercromatismo y aumento del tamafio nuclear, siendo la afectacién bastante
general. El colon ascendente mostro disminucion de la cantidad de moco, mientras que colon
transverso y colon descendente-recto presentaron una morfologia conservada, excepto
aisladisimos focos de predisplasia.

En la 4 2 semana de inyeccién las lesiones fueron menos evidentes que en las
anteriores, excepto grupos de glandulas que presentaban focos de predisplasia asociados a
foliculos linfoides (Figura 4-16). El ciego mostrd una discreta pérdida de moco.

En la 6% semana se observaron las primeras displasias leves a nivel del ciego; ademas
de las lesiones descritas en la 42 semana.

En las semanas 8 y 10 las lesiones eran similares a las descritas previamente (42 y 62
semanas). La pérdida de moco se hizo mas constante en todos los segmentos, estando mas
conservada la morfologia en el colon descendente-recto.

En las semanas 12 a 20 se observaron displasias moderadas asociadas a placa linfoide.

A partir de la 202 semana se apreciaron displasias moderadas no asociadas a placa,
ademas de las descritas previamente y cierta recuperacion de las lesiones en algunas
muestras, con aspecto conservado. Es decir, en un mismo animal coexisten displasias y
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mucosa normal.
Hasta la 30? semana no se hizo evidente la hiperplasia de las glandulas con elongacion
de las mismas.

IV. 3. 2. Variables clinicas
3.2. 1. Sexo

Las lesiones asentaban en 35 casos sobre ratas macho y en 30 sobre hembras. Las
lesiones malignas asentaban sobre ratas macho en 16 casos (61,54%) y en 10 sobre ratas
hembra (48,46%).

3. 2. 2. Localizacién tumoral

Las 65 lesiones benignas y malignas observadas en este grupo se localizaban en 14
casos en el ciego (21,54%), 12 en el colon ascendente y (18,46%), 21 en colon transverso
(32,31%) y 18 en colon descendente (27,69%). Si consideramos exclusivamente las lesiones
malignas; éstas se situaban en 1 caso en el ciego (3,85%), en 5 en el colon ascendente
(19,23%), 9 en colon transverso (34,61%) y 11 en colon descendente (42,31%).

3. 2. 3. Aspecto macroscépico tumoral

Los tumores malignos se dividieron por su aspecto macroscopico en 7 polipos
polipoideos(26,92%), 6 polipos sesiles (23,08%), 11 tumores exofiticos (42,31%) y 2
tumores ulcerados (7,69%). EIl primer tumor aparecido a las 16 semanas era del tipo pélipo
polipoideo, y todos los tumores ulcerados se observaron en la 30% semana.

Las lesiones benignas observadas eran en 3 casos p6lipos polipoideos (15,79%) y en
16 sesiles (84,21%). El resto de lesiones benignas aparecieron sobre mucosa de aspecto
normal o asociadas a placas linfoides.

3. 2. 4. Tamario tumoral

El tamafio medio de las lesiones tumorales del grupo C es de 0,62 cm?, DS de 0,43. El
valor minimo es de 0,2 y el maximo de 2,0.

IV. 3. 3. Variables anatomopatoldgicas
3. 3. 1. Tipo histoldgico
En el grupo C se observaron un total de 26 lesiones malignas, consistiendo en 12
adenocarcinomas, 9 carcinomas mucinosos y 5 carcinomas in situ, y 39 lesiones benignas,
divididas en 8 displasias leves, 24 moderadas y 7 severas.
3. 3. 2. Grado de diferenciacion

Todos los adenocarcinomas de este grupo fueron moderadamente diferenciados.

3. 3. 3. Estadio tumoral (Dukes)
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Se encontraban en estadio A de Dukes 5 adenocarcinomas (23,81%), 13 en estadio B
(61,90%) y 3 en estadio C (14,29%).

3. 3. 4. Presencia de tumores sincronicos colorrectales

Un total de 52 lesiones (80,00%) se asociaban a la presencia de otras lesiones
colorrectales sincronicas.

3. 3. 5. Presencia de tumores sincrdnicos de intestino delgado

Un total de 19 lesiones tumorales (29,23%) se asociaban a la presencia de tumores
sincronicos de intestino delgado. Presentaron tumores en esta localizacion 8 ratas.

3. 3. 6. Presencia de metastasis

Presentaron metastasis 5 ratas (8,47%).
Se observé que 12 lesiones (18,46%) estaban asociadas a la presencia de metéastasis.

3. 3. 7. Asociacion a placa linfoide

En total 26 lesiones benignas y malignas (40,00%) se asociaban a la presencia de
placa linfoide en este grupo.

IV. 3. 4. Variables histoquimicas con lectinas en microscopia optica
3. 4. 1. Marcaje de la mucosa macroscopicamente normal en etapas pre y neoplasicas

-Marcaje con SBA:

No se observaron cambios destacables en el patron de enlace de la lectina SBA. A
nivel del ciego, en las semanas 8 a 18 se observo un discreto aumento del marcaje a nivel de
las vacuolas de moco de la zona basal que posteriormente se hizo negativo.

En el colon ascendente (Figura 4-17 A) y colon transverso no se apreciaron cambios
en el patron de enlace.

A nivel del colon descendente-recto se observo un aumento de enlace de lectina en el
tercio basal entre las semanas 8 y 14, estando disminuido en las semanas posteriores a todos
los niveles, presentando grupos de glandulas ausencia completa.

Las glandulas predisplasicas mostraron ausencia de enlace con esta lectina. Las
glandulas displasicas situadas en la proximidad de una placa linfoide, exhibieron
exclusivamente reactividad supranuclear.

- Marcaje con GSA-II:

Ligeras alteraciones se apreciaron en algunas muestras de ciego tratadas con DMH.
Ocasionalmente, exhibieron reactividad de las vacuolas de moco a la GSA-II a partir de la
semana 16 y en otras muestras se observo un patron de enlace disminuido.

El colon ascendente mostrd desde etapas tempranas (4% semana) ausencia de enlace en
los tercios medio y apical, con union a la mucina de las células caliciformes basales,
generalmente como un fino punteado granular.

No se apreciaron alteraciones del patrén de union en el colon transverso.

Escasas alteraciones en el patron de union se observaron en el colon descendente-
recto de ratas inyectas con DMH. En grupos de 2-3 glandulas se aprecié ademas del marcaje
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basal de las vacuolas de moco normal, reactividad a nivel de los tercios medio y apical en el
citoplasma de las células caliciformes a partir de la semana 16 (Figura 4-17 B)

Las glandulas predisplasicas mantienen la positividad pero pierden la distribucién
regular. Las glandulas displasicas observadas en relacion a placas linfoides mostraron enlace
a nivel supranuclear, perdiéndose la afinidad por las vacuolas de moco. Las glandulas
hiperplasicas, elongadas, mostraron una clara disminucion en el enlace de GSA-II.

- Marcaje con PNA:

En la 22 semana de iniciado el tratamiento el ciego mostro reactividad a nivel del
citoplasma de las células caliciformes (Figura 4-18 A). En el colon ascendente se observo
positividad supranuclear en el tercio basal exclusivamente. El colon transverso no mostrd
alteracion respecto a las ratas control. En el colon descendente no se objetivo unién a la
lectina.

En las semanas 8, 12, 14 y 18 se mantuvieron los patrones normales de enlace.

En la semana 20 se observo de nuevo positividad en las vacuolas de moco en el ciego y en la
semana 26 en otros segmentos.

Se observa un patron distinto de enlace de la PNA en las glandulas displasicas
situadas en la proximidad de una placa linfoide en relacion a la mucosa normal adyacente, en
algunos casos, con ausencia de reactividad siendo la mucosa normal positiva, y en otros, con
reactividad a nivel supranuclear en ausencia de enlace de la mucosa normal. Los focos de
criptas aberrantes muestran un marcaje mas intenso que la respectiva mucosa adyacente
normal.

- Marcaje con UEA-I:

En la 22 semana no se observaron cambios en la distribucion del enlace de esta lectina
en el ciego, a partir de la 4% semana la disposicion se hizo mas irregular, con disminucion o
ausencia del marcaje a nivel de las vacuolas de moco en toda la longitud de la cripta, incluso
en las semanas 16 y 18 se pudo observar desaparicion del enlace en los tercios medio y
apical. También se hizo evidente la ausencia o disminucion de enlace en las células del
epitelio superficial.

A nivel de colon ascendente se observo reactividad de las vacuolas de moco de los
tercio medio y apical, en muestras aisladas a partir de la 4% semana. En general no se aprecio
afinidad de las células superficiales por la lectina.

El comportamiento irregular en los patrones de reactividad de la UEA-I en el colon
transverso hicieron dificil valorar los cambios preneoplasicos. Sin embargo, se observaron
alteraciones similares a las del colon ascendente.

Ademas de un punteado difuso en toda la longitud de la cripta en algunas muestras a partir de
la 62 semana, mas patente de la 18 a la 30 semanas.

En el colon descendente no se obtuvieron cambios del enlace de lectina en las
semanas 2 a 14. A partir de la semana 16 algunos animales mostraron reactividad a nivel de
las vacuolas de moco en toda la longitud de la cripta (Figura 4-18 B).

Las glandulas displésicas en relacion a placas linfoides, mostraron enlace disminuido
en todos los segmentos. Mientras que los focos de criptas aberrantes mostraron enlace
aumentado.

3. 4. 2. Marcaje de la mucosa tumoral
- Marcaje con SBA:

Se estudiaron un total de 21 neoplasias col6nicas con la lectina SBA en este grupo, en
12 casos se observaron enlaces de lectina en todo el tumor (57,15%), en 7 casos se limitaba a
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algunas areas (33,33%) y en 2 casos no se observaron (9,52%) (Figura 4-19 A).

- Marcaje con GSA-II:

Se estudiaron un total de 19 tumores con la lectina GSA-II, de los que 4 presentaron
marcaje de todo el tumor (21,05%), areas de marcaje en 11 casos (57,90%) y ausencia de
marcaje en 4 casos (21,05%) (Figura 4-19).

- Marcaje con PNA:

Se estudi6 el marcaje con la lectina PNA en 21 tumores colorrectales, presentando 4
de ellos enlaces de lectina en todo el tumor (19,05%), areas de marcaje en 8 casos (38,10%) y
ausencia de enlace en 9 tumores (42,85%) (Figura 4-20 A).

- Marcaje de tumores con UEA-I:

En 22 tumores colorrectales se probo el enlace de lectina UEA-I, resultando en un
enlace completo en 10 tumores (45,45%), en 9 casos en areas (40,91%) y ausencia de enlace
en 3 casos (13,64%) (Figura 4-20 B).

3. 4. 3. Marcaje de la mucosa transicional (MT)

- Marcaje con SBA:

Se estudio la MT de 20 tumores mediante la lectina SBA, de modo que 18 mostraron
reactividad para dicha lectina (90,00%), estando ausente en 2 casos (10,00%).

- Marcaje con GSA-II:

Se observd la MT de las neoplasias colonicas en 17 casos con la lectina GSA-II,
siendo el marcaje positivo en 16 casos (94,12%) y negativo en 1 (5,88%).

- Marcaje con PNA:

Se estudio la MT de 20 tumores con la lectina PNA. Mostraron enlace de lectina 13
casos (65,00%) y ausencia en 7 casos.
- Marcaje con UEA-I:

Se observé reactividad en la MT en 15 casos (71,43%) y ausencia en 6 (28,57%).

IV. 3. 5. Variables histoquimicas con lectinas en microscopia electronica
3. 5. 1. Marcaje de la mucosa macroscdpicamente normal en etapas pre y neoplasicas

La reactividad de las lectinas en la mucosa macroscopicamente normal de ratas
inyectadas con DMH sigue unos patrones de enlace comunes a todas la lectinas del estudio.
Se ha observado enlace de lectina a nivel de la mucina que tapiza la superficie luminal de la
mucosa, asi como en las &reas mas denudadas a nivel de los acimulos de moco en forma de
globo o en forma de hilo. También se ha observado union de las lectinas al moco que emerge
de las criptas. Se han considerado tres categorias en el enlace de lectina: 1) ausente, 2) débil,
y 3) intenso (Figura 4-21 B, Figura 4-22 y Figura 4-23). La observacién de algunas muestras
no resulté valorable debido a problemas en el procesado de las mismas, sobre todo por la
existencia de carga electrostatica. Los resultados para cada una de las lectinas se expresan en
la tablas siguientes (Tablas 4-9, 4-10, 4-11 y 4-12). La presencia de oro coloidal se confirmo
mediante microanalisis (Figura 4-24)

CIEGO C. ASC. C. TRANS. C. DESC.
Semana A D | A D | A D | A D |
28 1 3 3 1 1 2 2 1




42 2 2 3 1
6° 11 2 1 1
g? 13 3 2 1 1 3
100 4 3 4 2 1
122 13 1 4 1 2
142
162
182 12 2 2 1 2 1
202 3 3 2 1 3
228 2 1 1 2
242 3 1 2 2 1
26 3 1 3 3
28 2 1 2 1 2 2 1
300 13 2 3 1 1 3

A. ausente

D: débil

I: intenso
Tabla 4-9
Enlace de la lectina Glycine max a la mucosa
macroscopicamente normal del colon de rata tratado con DMH,
segun las distintas semanas de tratamiento.

CIEGO C. ASC. C. TRANS. C. DESC.

Semana |[A D | D A D [ D
28 2 2 1 3 1
42 2 1 1 3
6° 1 1 2 2 1 2
g2 2 1 2 13 3
108 4 2 2 2 3
128 2 1 3 3 1
142 2 1 11
160 2 2 1
182
200 2 1 1
22 2 2
24 2 3
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262 2 2 1 3 3

282 1 2 3 2 1 1
302 3 2 2 3 1 4
A: ausente
D: débil
I: intenso
Tabla 4-10

Enlace de la lectina Griffonia simplicifolia-Il a la mucosa
macroscopicamente normal del colon de rata tratado con DMH,
segun las distintas semanas de tratamiento.

CIEGO C. ASC. C. TRANS. C. DESC.

Semana A D | A D | A D | D
28 3 1 4 3 1
42 3 1 2 1 2 2
62 1 1 2 1
82 1 1 1
102 1 1 1 1
122 1 1 1 1 1 2
142
162
182 1 1
202 3 3 1 2 1 2
228 1 1 1 2
242 3 4 4
26? 2 1 2 1 2 2
282 2 2 1 2 2
30° 3 1 4 1 3 2

A: ausente

D: déhil

I: intenso
Tabla 4-11

Enlace de la lectina Arachis hypogaea a la mucosa
macroscopicamente normal del colon de rata tratado con DMH,
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segun las distintas semanas de tratamiento.

CIEGO C. ASC. C. TRANS. C. DESC.

Semana A D | A D | A D | A D
28 2 1 1 2 1 1 2 2 3 1
42 2 2 1 2 1 2 2 1 2
62 2 2 2 3 1 2
82 1 1 2 2 2 2 1 3
108 1 2 1 1 1
128 1 2 2 1 1
142
162 1 1 1 1 1 1
182 3 1 1 2 1 4
208 2 2 1 1 1 3 1
228 1 1 1 1
248 2 2 1 2
262 2 1 2 1 4 2
282 3 3 1 1 2 1
302 1 3 1 1 2 3 1

A: ausente

D: débil

I: intenso
Tabla 4-12

Enlace de la lectina Ulex europaeus a la mucosa
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macroscopicamente normal del colon de rata tratado con DMH,
segun las distintas semanas de tratamiento.

3. 5. 2. Marcaje de las lesiones tumorales con lectinas en microscopia electronica

- Marcaje con SBA:

Las neoplasias coldnicas observadas por MES mostraron una reactividad para la SBA
del 77,8% (Figura 4-21 A).

- Marcaje con GSA-II:

Un 28,6% de los tumores colonicos expresaron localizaciones de enlace con GSA-II.

- Marcaje con PNA:

La reactividad de los tumores colorrectales para la PNA fue de 57,2%.

- Marcaje con UEA-I:

La reactividad de la UEA-I en muestras colorrectales observadas por MES fue del
60%.

IV. 3. 6. Variables histoquimicas con la tincion AB-PAS
3. 6. 1. Tincién de la mucosa macroscopicamente normal en etapas pre y neoplasicas

No se apreciaron cambios en la distribucion de las mucinas en ninguno de los
segmentos durante las 6 primeras semanas. En la semana 8 se observd en el ciego
disminucién de la tincion de las mucinas acidas y neutras, pero en especial de las mucinas
PAS+, presentando algunas glandulas ausencia de tincion apical.

Desde la semana 20 era mas patente esta alteracion, con ausencia total de tincion
PAS+, glandulas sin tincion; y afectacion ocasional de otros segmentos del intestino grueso.

Las glandulas displasicas relacionadas con placas linfoides presentaban una alteracion
de la tincion normal, con ausencia de algunos de los componentes (AB/PAS, en el 33,33% y
PAS en el 22,22%) o ausencia total de tincidn (44,44%).

3. 6. 2. Tincién de la mucosa tumoral
En este grupo se estudiaron mediante la tincion AB-PAS 12 tumores colorrectales, de
los cuales 2 fueron AB, 3 AB-PAS, 1 PAS/AB, y 6 no se tifieron.

3. 6. 3. Tincion de la mucosa transicional

La MT presentaba cambios en la distribucion de la tincion en 7 casos (58, 33%) en los
5 casos restantes las caracteristicas eran idénticas a la mucosa alejada del tumor.

Se observo ausencia de la tincion AB en 1 caso, ausencia de PAS en 3, cambio en la
disposicion pero conservando los componentes en otro caso y ausencia total en 2.

IV. 3. 7. Citometria de flujo

Se analiz6 por citometria de flujo el colon de ratas con mucosa macroscopicamente
normal en las etapas mas precoces de la carcinogénesis (entre las 2 y la 8 semanas de
inyeccion).

- Andlisis del ADN: fase GoG; del ciclo celular:

El porcentaje medio de células en fase GoG; del grupo preneopléasico es de 89,96 con
DS de 1,81. El valor minimo es de 87,5 y el maximo de 93,6.
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- Analisis del ADN: fase G,M del ciclo celular:

El porcentaje medio de células en fase G,M es de 3,95 con DS de 0,85. El valor
minimo es de 1,7 y el maximo de 4,8.

- Analisis del ADN: fase S del ciclo celular:

El porcentaje medio de células en fase S es de 6,07 con DS de 1,14 y minimo de 4,5y
méaximo de 8,0.

- Indice de proliferacion:

El valor medio del IP del grupo preneoplasico es 10,03, DS de 1,81. El valor minimo
es de 6,4 y el maximo de 12,5 (Figura 4-25).

En la Tabla 4-13 se recogen los valores medios de las fases del ciclo celulae segun el
sexo y la localizacion.

Variable Categorias GOGI G2M FASE S IP
Sexo Macho 90,10 4,27 5,62 9,90
Hembra 89,90 3,80 6,30 10,10
Localizacion Ciego 89,30 4,45 6,25 10,70
CA. 91,10 3,60 5,30 8,90
CT. 89,50 4,17 6,32 10,50
C.D. 90,20 3,67 6,12 9,80
Tabla 4-13
Medias de las fases del ciclo celular e IP segun el sexo y la
localizacion.
1V. 4. Grupo D

En el grupo D, formado por 20 animales, 11 presentaron lesiones tumorales colonicas
(55%), tumor extracolonico en 3 ocasiones (30%) y ausencia de tumor en 6 casos (15%)
(Figura 4-26). De los animales que presentaron tumor, sélo 2 mostraron tumores sincronicos
en el colon, el resto fueron tumores Gnicos.

IV. 4. 1. Caracteristicas microscopicas
4. 1. 1. Caracteristicas de la mucosa normal de rata inyectada con DMH, microscopia Optica

La mucosa normal de las ratas de este grupo mostr6é una arquitectura mas conservada
respecto al grupo tratado con 21 mg/kg/semana; sin embargo, se hicieron patentes
alteraciones como pérdida de moco, hipercromatismo y pseudoestratificacion.

4. 1. 2. Caracteristicas de la mucosa normal de rata inyectada con DMH, microscopia
electronica de scanning (MES)

El epitelio colénico de ratas tratadas con DMH a dosis de 10 mg/Kg/semana se
mostrd6 mejor conservado que el de las ratas que recibieron altas dosis de carcindgeno.
Exhibié un mayor recubrimiento de material mucinoso. Las criptas presentaron un tamafio
regular y las células absortivas estaban denudadas con menor frecuencia, aunque a grandes
aumentos las microvellosidades mostraron alteracion similar a la observada a altas dosis,
siendo maés cortas y bifurcadas.
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4. 1. 3. Descripcion de las lesiones neoplasicas (MES)

Las lesiones neoplasicas presentaban idéntica estructura y morfologia a las inducidas
con alta dosis de carcindgeno.

1V. 4. 2. Variables clinicas
4.2.1. Sexo

Se observo la presencia de lesiones malignas colorrectales en 4 ratas macho y en 6
hembras.

4. 2. 2. Localizacion tumoral
Las 14 lesiones benignas y malignas observadas en este grupo se localizaban en 4
casos en el ciego (28,57%), 8 en el colon ascendente y (57,14%), 2 en colon transverso
(14,29%) y en ningan caso se situaron en colon descendente. Si consideramos
exclusivamente las lesiones malignas, éstas se situaban en 2 casos en el ciego (20,00%), en 6
en el colon ascendente (60,00%) y 2 en colon transverso (20,00%).
4. 2. 3. Aspecto macroscopico
Las lesiones benignas tuvieron aspecto de polipo polipoideo en 1 caso (25%) y en los
otros 3 de polipo sesil (75%). Las lesiones malignas eran en 3 casos tumores sesiles (30%),
en 5 casos un tumor exofitico (50%) y en los dos restantes un tumor ulcerado (20%)
4. 2. 4. Tamafio tumoral

El tamafio medio de las neoplasias del grupo D es de 0,97 cm® La DS es de 0,59. El
valor minimo es de 0,3 y el maximo de 1,8.

IV. 4. 3. Variables anatomopatoldgicas
4. 3. 1. Tipo histoldgico

En el grupo D se observaron 10 lesiones malignas: 3 adenocarcinomas y 7 carcinomas
mucinosos Y 4 lesiones benignas en forma de displasia moderada.

4. 3. 2. Grado de diferenciacion

Los 3 adenocarcinomas observados en este grupo se clasificaron segun su grado de
diferenciacion en 1 moderadamente diferenciado (33,33%) y 2 poco diferenciados (66,66%).

4. 3. 3. Estadio tumoral (Dukes)

Se encontraban en estadio A de Dukes 5 adenocarcinomas (50,00%), 2 en estadio B
(20,00%) y 3 en estadio C (30,00%).
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4. 3. 4. Presencia de otros tumores sincrénicos colorrectales

Un total de 5 lesiones (35,71%) se asociaban a la presencia de otras lesiones
colorrectales sincronicas.

4. 3. 5. Presencia de tumores sincronicos de intestino delgado

Un total de 2 lesiones tumorales (14,28%) se acompariaban de tumores sincronicos de
intestino delgado. Presentaron tumores en esta localizacion 5 ratas.

4. 3. 6. Presencia de metastasis
Presentaron metastasis 4 ratas (36,36%) de las 11 que presentaron lesiones tumorales.
4. 3. 7. Asociacion a placa linfoide

En conjunto 5 lesiones benignas y malignas (35,71%) se asociaban a la presencia de
placa linfoide en este grupo.

IV. 4. 4. Variables histoquimicas con lectinas en microscopia optica
4. 4. 1. Marcaje de la mucosa macroscopicamente normal

- Marcaje con SBA:

Se observd la mucosa macroscopicamente normal en 8 casos, mostrando todos ellos
(100%) reactividad para la SBA.

- Marcaje con GSA-II:

Se estudio la mucosa normal alejada del tumor en 3 casos, presentando todos ellos
(100%) enlace con la lectina GSA-II.

- Marcaje con PNA:

Se pudo estudiar la mucosa macroscépicamente normal en 3 casos, de forma que se
observo reactividad para esta lectina en 2 muestras (66,67%).

- Marcaje con UEA-I:

En este grupo se observd la mucosa normal en 5 casos con la lectina UEA-I. Se
aprecio enlace en 3 casos (60,00%) y en 2 ausencia (30,00%).

4. 4. 2. Marcaje de la mucosa tumoral

- Marcaje con SBA:

Se estudiaron un total de 9 neoplasias coldnicas con la lectina SBA en este grupo. En
5 casos se observaron enlaces de lectina en todo el tumor (55,56%), que en 3 casos se
limitaba a algunas areas (33,33%) y en 7 casos no fue observado (11,11%).

- Marcaje con GSA-II:

Se estudio el marcaje con la lectina GSA-II en 7 neoplasias colorrectales, presentaron
enlaces de lectina en todo el tumor 1 (14,19%), areas de marcaje 4 casos (57,14%) y ausencia
de enlace 2 tumores (28,57%).

- Marcaje con PNA:

En este grupo se estudiaron un total de 4 neoplasias coldnicas con la lectina PNA. En
3 casos se observaron enlaces de lectina en todo el tumor (75,00%), en 1 caso se limitaba a
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areas de enlace (25,00%) y no se observo en ningln caso ausencia de reactividad.
- Marcaje de tumores con UEA-I:
Se estudio la mucosa tumoral de 7 lesiones con la lectina UEA-1, mostrando enlace de
lectina en todo el tumor 4 casos (57,14%) y en areas el resto (42,86%).
4. 4. 3. Marcaje de la mucosa transicional

- Marcaje con SBA:

Se pudo estudiar la mucosa transicional de 8 tumores mediante la lectina SBA, de
modo que los 8 mostraron reactividad para dicha lectina (100%).

- Marcaje con GSA-II:

Se estudié la mucosa transicional en 5 casos, presentando enlace de lectina 3
(60,00%), y ausencia 2.

- Marcaje con PNA:

Se pudo estudiar la mucosa transicional de 3 tumores, de forma que s6lo mostro
reactividad para esta lectina 1 muestra (33,33%).

- Marcaje con UEA-I:

En este grupo se observéd la mucosa transicional de 5 tumores con la lectina UEA-I.
En 2 casos se observaron enlace (40,00%) y en 3 ausencia.

IV. 4. 5. Variables histoquimicas con la tincion AB-PAS
4.5. 1. Tincion de la mucosa normal
En general se observo disminucion de la intensidad de tincion de la secuencia AB-
PAS, siendo méas evidente en el ciego como en las ratas que recibieron altas dosis de
carcinogeno.
Manteniéndose la positividad para la tincién AB (Figura 4-27 A), siendo mas evidente
la disminucion de las mucinas neutras.

4.5. 2. Tincién de la mucosa tumoral

En este grupo se estudiaron mediante la tincion AB-PAS, 7 tumores colorrectales, de
los cuales 3 fueron AB-PAS, 3 PAS/AB, y 1 no presento tincion.

4.5. 3. Tincién de la mucosa transicional

En la MT de los tumores del grupo C se aprecio alteracion de la tincion en 3 casos
0), consistente en todos ellos en disminucién de la tincion AB.
60% tente en todos ell d delat AB

V. 5. Grupo E

Las ratas del grupo E a las que se administr6 EDTA no presentaron ninguna lesion
tumoral y el aspecto macroscépico fue considerado normal.

IV. 5. 1. Aspecto microscopico

La morfologia microscopica (MO y MES) de las ratas tratadas con EDTA no difiere
de la observada en el grupo control sin tratamiento.
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IV. 5. 2. Variables histoquimicas con lectinas

La histoquimica de lectinas revel6 pequefias variaciones entre el grupo control no
tratado y el grupo EDTA. Sin embargo no se aprecio aparicion de enlace en las localizaciones
que habitualmente carecen de él con ninguna de las lectinas.

- Marcaje con SBA:

En general no se observaron cambios en la reactividad de esta lectina en ratas tratadas
con EDTA, aunque la disposicién fue algo mas heterogénea y se acompariaba de un punteado
difuso inespecifico. En el ciego y en el colon descendente se observé disminucion del enlace
de SBA a nivel basal en 3 casos.

- Marcaje con GSA-II:

No se apreciaron cambios evidentes con respecto al enlace de esta lectina.

- Marcaje con PNA:

El enlace de PNA estaba ausente en las muestras de intestino grueso observadas.

- Marcaje con UEA-I:

Se observaron alteraciones en el patron de unién de la lectina UEA-I, consistentes en
alteracion a nivel de ciego y colon ascendente, con ausencia o positividad de algunas
vacuolas de moco de forma aislada.

IV. 5. 3. Variables histoquimicas con la tincion AB-PAS

En general se observo en las muestras de colon de ratas inyectadas con EDTA una
disminucion de la cantidad de tincion AB-PAS, que traducia una disminucion global de
moco. Esta alteracion era mas evidente en el ciego (Figura 4-27 B).

En el ciego de las ratas inyectadas con EDTA la distribucion de la tincion era idéntica
a la de las ratas normales del grupo A, aunque a nivel apical la mayoria de las glandulas
mostraban ausencia de tincion. A nivel de colon ascendente encontrabamos en toda la
longitud AB/AB-PAS/PAS en menor cantidad, igual que en las ratas no inyectadas, aunque
en 1 de los animales sélo se obtuvo tincién AB en toda la longitud. En el colon transverso la
tincion era cambiante adoptando la forma de colon ascendente o de colon descendente. Y por
altimo el colon descendente, en general, conservaba la tincion descrita para la mucosa normal
(a nivel basal y 1/3 medio tincion ABy en el tercio apical AB-PAS).

IV. 5. 4. Citometria de flujo

- Andlisis del ADN: fase GG, del ciclo celular:

El porcentaje medio de células en fase GoG; para el grupo de ratas tratado con EDTA
es de 89,61 con DS de 2,45. El valor minimo es de 85,5 y el maximo de 94,8.

- Analisis del ADN: fase G,M del ciclo celular:

El porcentaje medio de células en fase G,M para el grupo de ratas tratado con EDTA
presenta un porcentaje medio de 4,72 con DS de 2,00. El valor minimo es de 2,1 y el maximo
de 8,8.

- Analisis del ADN: fase S del ciclo celular:

El porcentaje medio de células en fase S para el grupo de ratas tratado con EDTA
presenta un porcentaje medio de 5,66 con DS de 2,19. El valor minimo es de 3,1 y el maximo
de 10,8.

- Indice de proliferacion:

El valor medio del IP del grupo EDTA es de 10,38, con un DS de 2,45. Valor minimo
de 5,2 y maximo de 14,5.
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En la Tabla 4-14 se muestran los valores medios de las fases del ciclo celular segun el
sexo y la localizacion.

Variable Categorias  |GOGI G2M FASE S IP

Sexo Macho 89,22 6,17 4,60 10,77
Hembra 89,73 4,27 5,99 10,26

Localizacion Ciego 88,90 4,90 6,20 11,10
CA. 87,60 7,75 4,65 12,40
CT. 89,41 3,88 6,70 10,58
C.D. 90,75 4,63 4,61 9,25

Tabla 4-14

Medias de las fases del ciclo celular e IP segin el sexo y la

localizacion.

IV. 6. Descripcion de las lesiones tumorales

En los tres grupos inyectados con DMH se observaron lesiones tumorales
macroscopicas, que luego se comprobaron por microscopia éOptica y otras lesiones que
aparecieron sobre mucosa aparentemente normal. Los datos a los que nos referiremos
posteriormente recogen las lesiones estudiadas anatomopatoldgicamente, que fueron un total
de 150 lesiones tumorales (benignas y malignas).

IV. 6. 1. Variables clinicas
6. 1. 1. Sexo
De las 73 ratas de los grupos B, C y D que presentaron lesiones tumorales 35 son
machos (47,9%) y 38 hembras (52,1%). Cuando se consideraba exclusivamente las lesiones
malignas 29 eran machos (53,7%) y 25 hembras (46,3%).
6. 1. 2. Localizacion del tumor
De las 150 lesiones tumorales consideradas en conjunto, 25 se localizaron a nivel de
ciego, 47 en colon ascendente, 41 en colon transverso y 37 en colon descendente. Cuando se
consideraban las lesiones malignas exclusivamente (adenocarcinomas, carcinomas mucinosos
y carcinomas in situ), 8 se localizaban en ciego, 36 en colon ascendente, 26 en colon
transverso y 23 en colon descendente (Figura 4-28).
6. 1. 3. Aspecto macroscopico
Los tumores malignos se dividieron por su aspecto macroscopico en 20 tumores
polipoideos (21,51%), 17 tumores sesiles (18,28%), 42 tumores exofiticos (45,16%) y 14
tumores ulcerados (15,05%).

6. 1. 4. Tamafio tumoral
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El tamafio medio de las lesiones tumorales malignas, medidas en cm? es de 0,82 con
una DS de 0,66. El valor minimo es de 0,2 y el maximo de 3,0.

IV. 6. 2. Variables anatomopatologicas
6. 2. 1. Tipos histoldgicos

Como ya hemos citado se observaron un total de 150 lesiones tumorales localizadas
en el colon. De estas 46 fueron adenocarcinomas, 37 carcinomas mucinosos, 10 carcinomas
in situ, 1 adenoma tubulo-velloso, 9 displasias leves, 36 displasias moderadas y 11 displasias

severas (Figura 4-29).

6. 2. 2. Grado de diferenciacion tumoral

Cuando las lesiones presentaron heterogeneidad morfolégica con diversos grados de
diferenciacion en el mismo tumor, se establecid el mismo segun el patron predominante.

Los adenocarcinomas se dividieron segin su grado de diferenciacién en
moderadamente diferenciados (37 casos, 80,43%) y poco diferenciados (9 casos, 19,57%), en
ninguno de los grupos se observaron adenocarcinomas bien diferenciados.

6. 2. 3. Grado de invasion de la pared (Estadio de Dukes)

Se han considerado exclusivamente los adenocarcinomas y carcinomas mucinosos,
excluyendo las lesiones tumorales que en su propia definicion excluyen su invasion a capas
profundas del colon.

Los tumores fueron Dukes A en 28 casos, Dukes B en 30 casos y Dukes C en 25

casos (Figura 4-30).

6. 2. 4. Presencia de otros tumores sincrénicos colorrectales

En todos los grupos inyectados con DMH y considerando tanto lesiones benignas
como malignas, un total de 42 ratas (23,46%) presentaron tumores sincronicos colorrectales.

6. 2. 5. Presencia de tumores sincronicos en intestino delgado

Presentaron tumores sincronicos en intestino delgado 22 ratas (12,29%) del total de
animales inyectados.

6. 2. 6. Presencia de metéastasis

De las 179 ratas supervivientes inyectadas con DMH un total de 20 ratas (11,17%)
presentaron metastasis locales y a distancia. En la mayoria de los casos se situaban en los
ganglios regionales, epiplon, capsula de Glisson hepatica y diafragma, por este orden.

6. 2. 7. Tumores colorrectales que asientan sobre placas linfoides

En este caso se considerd si las lesiones tumorales tanto benignas como malignas
asentaban sobre placas linfoides o no, valorando la posibilidad de que estas fueran
precursoras de las mismas. Un total de 37 lesiones asentaron sobre placas linfoides o estaban
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en relacion a ellas, en 8 casos eran lesiones malignas y el resto (29), eran lesiones benignas.
IV. 6. 3. Variables histoquimicas con lectinas en microscopia 6ptica
6. 3. 1. Marcaje de la mucosa normal

- Marcaje con SBA:

Se estudid la mucosa normal de idéntica localizacién al tumor en 46 casos mediante la
lectina SBA, de modo que 38 mostraron reactividad para dicha lectina (82,61%), estando
ausente en 8 casos (17,39%) (Figura 4-31).

- Marcaje con GSA-II:

Se estudiaron un total de 39 muestras normales con la lectina GSA-IIl. Estando
presente el marcaje en 36 casos (92,31%) y siendo negativo en 3 (7,69%) (Figura 4-32).

- Marcaje con PNA:

Se estudid la mucosa normal en 38 casos con la lectina PNA. Mostraron enlace de
lectina 19 casos (50,00%) y ausencia de enlace otros 19 casos (50,00%) (Figura 4-33).

- Marcaje con UEA-I:

Se estudio la mucosa de muestras normales mediante la lectina UEA-I en 54 casos, de
modo que 32 mostraron reactividad para dicha lectina (59,26%)

y estando ausente en 22 casos (40, 73%) (Figura 4-34).

6. 3. 2. Marcaje de la mucosa tumoral

Se han obtenido 2 principales patrones de reactividad con las distintas lectinas en los
tumores colbnicos de rata: a) marcaje de la mucina intraglandular y, b) marcaje de la
superficie luminal del epitelio. Ocasionalmente, también se ha observado reactividad en las
vacuolas de mucina presentes en algunas areas de los tumores y un fino marcaje granular
intracitoplasmatico en la zona supranuclear.

- Marcaje con SBA:

Se estudiaron un total de 60 neoplasias coldnicas con la lectina SBA. En 29 casos se
observaron enlaces de lectina en todo el tumor (48,33%), en 21 casos se limitaba a algunas
areas (35,00%), no observandose en 10 casos (16,67%) (Figura 4-31).

- Marcaje con GSA-II:

Se estudiaron un total de 55 tumores con la lectina GSA-II, de los que 16 presentaron
marcaje de todo el tumor (29,09%), areas de marcaje en 27 casos (49,09%) y ausencia de
marcaje en 12 casos (21,82%) (Figura 4-32).

- Marcaje con PNA:

Se estudio el marcaje con la lectina PNA en 43 tumores colorrectales, presentando 19
de ellos enlaces de lectina en todo el tumor (44,19%), areas de marcaje en 13 casos (30,23%)
y ausencia de enlace en 11 tumores (25,58%) (Figura 4-33).

- Marcaje con UEA-I:

En 60 tumores colorrectales se probo el enlace de lectina UEA-I, resultando en un
enlace completo 28 tumores (46,67%), en areas en 21 casos (35,00%) y ausencia de enlace en
11 casos (18,33%) (Figura 4-34).

6. 3. 3. Marcaje de la mucosa transicional

- Marcaje con SBA:
Se estudié la MT de 43 tumores mediante la lectina SBA, de modo que 36 mostraron
reactividad para dicha lectina (83,72%), estando ausente en 7 casos (16,27% (figura 4-31).
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- Marcaje con GSA-II:

Se estudiaron 47 casos de MT con la lectina GSA-II, estando el marcaje presente en
38 casos (80,85%) y negativo en 9 (19,15%) (figura 4-32)

-Marcaje con PNA:

Se estudio la MT de 34 tumores con la lectina PNA. Mostraron enlace de lectina 19
casos (55,88%) y ausencia de enlace 15 casos (44,12%) (figura 4-33).

- Marcaje con UEA-I:

Se pudo estudiar la MT de 46 tumores mediante la lectina UEA-I, de modo que 21
mostraron reactividad para dicha lectina (45,65%) y estando ausente en 25 casos (54,35%)

(figura 4-34).
IV. 6. 4. Variables histoquimicas con lectinas en microscopia electronica
6. 4. 1. Marcaje de la mucosa macroscopicamente normal en etapas pre y neoplasicas

Se estudio la mucosa normal de las ratas exclusivamente en el grupo C, los resultados
se describen previamente en el apartado 3. 5. 1.

6. 4. 2. Marcaje de las lesiones tumorales con lectinas en microscopia electronica

Exclusivamente se marcaron con lectinas para MES los tumores del grupo C, los
resultados se han recogido previamente en el apartado 3. 5. 2.

IV. 6. 5. Tincion de la mucosa tumoral con técnicas histoquimicas convencionales
(tincién de AB-PAS)

Se estudiaron mediante la tincion AB-PAS 43 tumores colorrectales, de los cuales 8
fueron AB, 2 PAS, 11 AB-PAS, 5 PAS/AB, y 17 no se tifieron.

IV. 6. 6. Citometria de flujo

Se estudiaron por citometria de flujo todos los tumores obtenidos por inyeccion con
DMH, s6lo se consideraron adecuados para el estudio 32 histogramas tumorales, segun los
criterios expuestos en material y método (apartado Ill. 6. 2. 5.).

Se realizaron pruebas estadisticas de independencia de x? para comprobar que los
tumores aptos para el estudio por citometria de flujo eran representativos. No se observaron
diferencias significativas con respecto a ninguna variable del estudio.

Se decidio no considerar el canal medio de los picos correspondientes a las distintas
fases del ciclo celular de los histogramas por su alto coeficiente de variacion entre los grupos
de estudio, no considerandose sin embargo, este error debido a mala técnica, puesto que éste
se mantenia en los diversos animales de un mismo grupo.

Las medias de las fases del ciclo celular e indice de proliferacion de los tumores de
intestino grueso han sido expuestas previamente en el apartado 2. 5. 2. de este capitulo.

IV. B. Estudio estadistico
1V. B. 1. Variables tumorales

IV. 1. 1. Comparacion de las variables clinicas y el resto de variables
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Con la prueba de ¥ se ha estudiado la relacién de las variables clinicas entre si: sexo,
localizacion, aspecto macroscopico y tamafio tumoral, y entre éstas y las variables
anatomopatologicas: tipo histolégico, diferenciacion, Dukes, asociacion a placa, presencia de
tumores sincronicos de intestino grueso y delgado y metastasis, asi como entre las variables
histoquimicas con lectinas. Mediante la prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis se han
comparado estos parametros y las medias de las variables que recogen las fases del ciclo
celular y el indice de proliferacion.

1.1.1. Sexo

Se ha estudiado la asociacion entre el sexo de los animales y el resto de variables de
estudio (Tabla 4-15).

SEXO
Variable Categorias Macho Hembra Significacion (p)
Localizacion Ciego 12 13 0,08419
C. Ascendente 21 26 ¥? = 6,64314
C. Transverso 19 22
C. Descendente 26 11
Macroscopia T.P. 10 10 0,42495
T.S. 7 10 x%=2,79119
T.E. 26 16
T.U. 9 5
Tamarfio <0.8 49 42 0,79764
>0.8 19 18 ¥?=0,06575
Tipo histoldgico Tumor 52 41 0,22035
Lesion benigna |26 31 x%=1,50208
Diferenciacion Moderado 26 11 0,44531
Pobre 5 4 x%=0,71327
Dukes A 16 12 0,51946
B 19 11 x% =1,30994
C 12 13
Placa Si 16 21 0,21931
no 62 51 ¥? =1,50889
Tumores sincrénicos Si 64 49 0,04696
no 14 23 x? = 3,94665
Tumores I. Delgado Si 45 17 0,0002
no 33 55 ¥? =17,93386
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Metéastasis si 32 22 0,18198
no 46 50 x%=1,78137

SBA Todo 15 14 0,318466
Areas 15 6 ¥* = 2,28853
No 5 5

GSA-II Todo 7 9 0,06337
Avreas 20 7 x?=5,51761
No 5 7

PNA Todo 10 9 0,55270
Avreas 8 5 x%=1,18590
No 8 3

UEA-I Todo 15 13 0,81978
Avreas 12 9 x%=0,39744
No 5 6

% células GOG1 m=1581 |m=17,39 [0,6348

% Células G2M m=17,17 |m=15,64 |0,6484

% Células S m=16,92 |m=1596 |0,7757

I. Proliferacion m=17,19 m=16,94 0,6348

Tabla 4-15
Comparacién entre el sexo y las otras variables.

1.1.1. 1. Comparacion entre el sexo y el resto de variables clinicas:

* Comparacion entre el sexo y la localizacion de las lesiones coldnicas: Dentro de las
lesiones que asientan en el ciego, un 48% correspondian a machos y un 52% a hembras. De
los que asientan en colon ascendente, 44,68% eran machos y 55,32% hembras. De los de
colon transverso, 46,34% machos y 53,66% hembras y los de colon descendente 70,27%
machos y 27,73% hembras. No hay diferencia significativa (p=0,0841) entre el porcentaje de
machos y hembras y las 4 localizaciones colonicas.

* Comparacion entre el sexo y el aspecto macroscépico: El aspecto macroscépico de
las lesiones no guarda relacion con el sexo de los animales (p=0,42495).

* Comparacion entre el sexo y el tamafio tumoral: El porcentaje de machos con
tumores pequefios (72,06%) y grandes (27,94%) no difiere significativamente (p=0,79764)
del de hembras con pequefios (70%) o grandes tumores (30%).

1. 1. 1. 2. Comparacion entre el sexo y las variables anatomopatoldgicas:

Dentro de las lesiones neoplasicas, un 55,91% se daban en ratas macho y un 44,09%
en hembras, y dentro de las lesiones benignas un 45,61% en ratas macho y un 54,39% en
hembras. La distribucion de sexos no es significativamente diferente entre los tipos
histoldgicos de las lesiones colorrectales (p=0,22035).

Tampoco se encuentra diferencia significativamente estadistica (p=0,44531) entre el
porcentaje de machos (70,27%) y hembras (29,73%) con adenocarcinomas moderadamente
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