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Resumen

En el presente proyecto se estudid el rol que cumple el sistema de endotelinas en el tracto digestivo mu-
rino. Previa verificacion de la localizacion del sistema en condiciones fisiologicas normales, se estudiaron
los cambios en el patron de expresion de los péptidos y sus receptores durante el desarrollo de un modelo
de cancer colo-rectal murino inducido por azoximetano.

La caracterizacion de las diferentes etapas del desarrollo de cancer colo-rectal se realizé utilizando
técnicas de anatomia patoldgica clasicas, de inmunohistoquimica y de microscopia éptica no lineal. Estos
datos morfolégicos fueron correlacionados con los niveles de expresion de los ARNms de los péptidos y
sus receptores usando técnicas de PCR semi-cuantitativa. Asimismo, las evidencias morfolégicas obte-
nidas en los animales normales y los inducidos al desarrollo tumoral, se correlacionaron con indices de
auto-fluorescencia obtenidos por microscopia de desconvolucion digital; el cual fue determinado regis-
trando la fluorescencia enddgena proveniente de la superficie epitelial del colon. Ademas de dilucidar los
posibles roles del sistema Endotelinas en un modelo murino de cancer colo-rectal, con el presente pro-
yecto se obtuvieron parametros cuantitativos e indicadores, que podrian utilizarse para evaluar el proceso
cancerigeno y como un posible método de diagndstico temprano.
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Introduccion

Se ha demostrado que el sistema endotelinas posee un rol relevante en un amplio rango de patologias.
La endotelina 1 (ET-1) actua durante el crecimiento y progresion de una amplia variedad de tumores.
En estudios in vitro, la ET-1 actuando via el receptor ETA, es un inductor mitogénico para células can-
cerosas colo-rectales. Se ha verificado que en humanos se produce una elevacion significativa de la
expresion de ET-1 en el 80% de los canceres de colon (Grant y col., 2003).

Se ha postulado que el VIC/ET-2 localizado principalmente en la superficie de las células epiteliales
del colon puede ser secretado por células apoptéticas, ejerciendo asi una funcidon de sefializacion
de naturaleza quimioatractante para células fagociticas como los macrofagos; o alternativamente,
incremente la onda apoptética al sensibilizar los receptores ETB (Lauber y col., 2003). La distribucién
del péptido VIC/ET-2 en colon de animales sometidos a la accion de DSS para inducir el desarrollo
de un proceso de colitis ulcerosa se incrementé. En tal sentido, se hipotetizé que un efecto similar
deberia ocurrir ante las injurias producidas por células tumorales. Para corroborar la misma, se analiz6
el rol de ET-2, ya que es el péptido menos estudiado y por ende el menos conocido, del sistema de
las endotelinas. El estudio utilizé asimismo a ET-1y los receptores ETA y ETB para analizar posibles
diferencias en los mecanismos de accion de ambas moléculas.

Se utilizé el colon murino como modelo experimental, dado que permite estudiar las células epiteliales
en sus diferentes estados de proliferacién y diferenciacion, ya que éstos dependen de su posicidén en
la cripta. EI CCR se indujo a través de la aplicacién subcutanea de un derivado de 1,2-dimetilhidrazina,
el Azoximetano (AOM) seguido de la administracion oral de DSS. Este modelo, permitié discriminar la
formacién de polipos, los que constituyen cambios morfolégicos tempranos tipicos, que preceden el
desarrollo del cancer, asi como la formacién de focos de criptas aberrantes.

Ademas de la justificacion anterior del modelo, trabajar sobre la patologia especifica de cancer colo-
rectal, es de gran importancia por la gran cantidad de casos que se han reportado en los ultimos afios.
La incidencia en la Argentina es altisima; alcanzando cifras similares a las de los Estados Unidos,
Japoén, Canada y Europa occidental, que son los paises con mayor incidencia de la enfermedad (Jemal
y col., 2011). Una de las caracteristicas mas importante del CCR es que la evolucién se produce sin
sintomas durante un largo tiempo, lo que la hace una enfermedad ideal para el desarrollo de estrategias
preventivas. Cuando produce sintomas es porque las lesiones estan muy avanzadas, por lo que el
prondstico del paciente depende del estadio en el que se lo trate. Aunque la deteccion temprana de
la enfermedad, es decir, cuando las lesiones son incipientes, garantiza mas de un 90% de sobrevida.
Actualmente, apenas el 10% de los casos se detecta tan precozmente. Con el objetivo de analizar
una nueva modalidad tecnolégica de diagndstico, en el presente proyecto, en paralelo al analisis de
las endotelinas se realizé un andlisis cuantitativo y cualitativo de la auto-fluorescencia y el colageno
en cada uno de los cambios morfolégicos que se suceden hasta el desarrollo del CCR. El poder
correlacionar estos valores con los cambios en el epitelio 0 estroma del colon mientras avanza el
proceso de inflamacion podria constituir una forma de diagnéstico que no ha sido explorada en nuestro
pais.

Endotelinas en intestino normal

Primeramente, se analizé la expresion génica del sistema endotelinas en los distintos segmentos del
tracto intestinal (Duodeno, Jejuno, ileon, Colon y Recto) por PCR en tiempo real y su localizacién ce-
lular se completd con los estudios de inmunofluorescencia. Resumiendo los resultados obtenidos por
RT-PCR, se determind que la expresién génica de la ET-2/VIC supera a la de ET-1 en duodeno, jejuno
e ileon, aunque sélo alcanzan valores significativos en este Ultimo segmento. A nivel del colon y el rec-
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to, los niveles de ambos péptidos no muestran diferencias significativas. Por su parte, el receptor ET-A
exhibe mayores niveles de expresion que el receptor ET-B tanto en colon como recto, aunque sélo en
este caso los niveles son significativos. A nivel del intestino delgado, la expresién de ET-B fue superior,
aunque esta solo es estadisticamente significativa en el ileon (figura 1).

En relacion a la distribucion tisular, el péptido ET-2/VIC se encuentra principalmente localizado en
las células de la mucosa epitelial. En el duodeno e ileon, la sefial resulta mas intensa en las células
préximas a la membrana basal, que en el borde apical. Por el contrario, en el colon, la sefial es mas
intensa sobre el borde apical que en la membrana basal. Contrastando con esta distribucién diferencial
de VIC/ET-2, se verificd que ET-1 esta uniformemente distribuida en las células epiteliales a lo largo del
eje de la vellosidad intestinal (figura 2). El receptor ET-A exhibe una distribucion uniforme en la capa
mucosa y en la muscular. Por el contrario, ET-B mostré una distribucién diferencial en la mucosa, en las
células de la vellosidad intestinal, en las de las criptas y en las del estroma en la lamina propia. Un hecho
destacable es que en las vellosidades la localizacién es nuclear. Debido al gradiente de distribucion
observado para el péptido ET-2/VIC y dado el rol postulado para el sistema endotelinas en estas
estructuras; nuestro grupo propuso que ET-2/VIC participaria como un factor paracrino involucrado en
el control diferencial de la permeabilidad y de las propiedades contractiles de las vellosidades. Dichas
funciones serian llevadas a cabo en forma cooperativa con la ET-1 [Bianchi y col., 2012].

FIGURA 1. Expresion génica de los receptores ET-Ay ET-B y los péptidos ET-2/VIC y ET-1 en diferentes
segmentos del tracto intestinal. Los indices de expresién génica fueron normalizados con el gen GAPDH.
Las barras representan el valor medio y su correspondiente desvio estandar (n=4). Las diferencias
estadisticamente significativas son indicadas con asterisco (*) (p < 0,05)
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FIGURA 2. Inmunolocalizacién de los péptidos ET-2/VIC y ET-1 a lo largo del eje de la vellosidad
y a lo largo del eje duodeno-colon. Izquierda: Inmunoreactividad de ET-2/VIC. A) duodeno, B) jejuno,
C-D) ileon y E-F) colon. Derecha: Inmunoreactividad de ET-1. G) duodeno, H) ileon e I) colon

Modelo murino de cancer colorectal

Para el desarrollo del bioensayo se acondicioné el bioterio de la FI-UNER de forma tal que los animales
pudiesen completar los tiempos experimentales adecuadamente. En la semana 20 post-inyeccion, por
el avance de la patologia, las condiciones de los animales en la mayoria de los casos era muy critica;
por lo que fue fundamental extremar las condiciones ambientales y de cuidado en el mencionado recin-
to. En la figura 3 se observa un esquema del procedimiento utilizado en el bioensayo.

FIGURA 3. Esquema del modelo de induccion del CCR de Tanaka y colaboradores (2003),
adaptado de De Robertis y colaboradores (2011). AOM: Azoximetano, DSS: Dextran Sulfato
de Sodio, FCA: Foco de Cripta Aberrante

En animales sanos la superficie de la mucosa colonica exhibié una estructura plana con criptas
separadas por estroma. El epitelio columnar superficial se encontré intacto sin erosiones con un
contenido normal de mucina en las células caliciformes. Las criptas se visualizaron como estructuras
individuales, no ramificadas, alcanzando la muscular de la mucosa. A través de todo el espesor de
lamina propia, pudieron observarse linfocitos aislados o formando acumulos o foliculos linfoides (Figura
4a). Como puede observarse en la Figura 4 (ay b), estas estructuras se distribuyen tanto en la mucosa
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como la submucosa. En la Figura 4c se muestran células del plexo mientérico, el cual se localiza entre
las capas circular y longitudinal de la muscular propia. En el modelo de CCR, (Figura 4d), la inyeccion
de AOM se consider6é como dia inicial del experimento. A los pocos dias del tratamiento con DSS, los
ratones mostraron indicios de inflamacion intestinal, entre ellos diarrea y sangrado (Figura 4f). En la
Figura 4d se muestran imagenes macroscopicas de intestinos gruesos extraidos tanto de los animales
control, como inducidos con AOM/DSS obtenidos a las semanas 4, 8, 16 y 20 posteriores a la inyeccion
de AOM. Los tumores se desarrollaron exclusivamente en el colon distal (*), extendiéndose hacia el
recto y raramente hacia el colon proximal en las ultimas semanas del experimento.

FIGURA 4. a) Corte transversal de colon de ratén sano, tefiido con E&H. Las regiones rectangulares fueron tomadas
a mayor aumento en las imagenes b y c. d) Intestino grueso (de derecha a izquierda ciego, colon proximal, colon
distal, recto y ano) de raton (desde arriba hacia abajo) sano, tratado con AOM/DSS a la semana 4, 8, 16 y 20 del
experimento. e) Raton Balb/c sano. f) raton del grupo experimental tratado con AOM/DSS a la tercera semana de
iniciado el experimento, se observa diarrea y sangrado anal. Barra: 10oum. NL: nédulo linfatico, Mm: muscular de
la mucosa, C: cripta, MP: muscular propia, Smu: submucosa, Mu: mucosa, Pm: plexo mientérico

En las tinciones histolégicas de E&H (Figura 5) pudimos observar la progresién del cancer colorectal
en el modelo murino de AOM/DSS. A continuacion, se describen resumidamente las caracteristicas
histoldgicas observadas durante el desarrollo del CCR. En la semana 4 post induccioén, figura 5 (A), se
observaron regiones afectadas con displasias de bajo grado (la mayoria de los nucleos conservan su
polarizacion, flecha de la izquierda), ademas fueron identificadas figuras de criptas fusionadas (flecha
de la derecha) e invasion linfocitaria. En la semana 8 post induccion, figura 5 (B) se observé regiones
con displasias de alto grado (flecha) combinadas con zonas de abundante invasion linfocitaria. En la
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semana 16 post induccién, figura 5 (C), se observaron regiones con carcinomas intramucosos (flecha
de la derecha) y ademas invasiones los tallos de los adenocarcinomas pedunculados (flechas de
la izquierda). En la semana 20 post induccion, figura 5 (D), se observé la presencia de carcinomas
intramucosos con altamente displasicos (flecha de la derecha), ademas se observaron zonas con la
llamada “necrosis sucia”, donde el lumen glandular se colma generalmente de una substancia mucosa
de marcada eosinofilia, de alta densidad, conteniendo residuos nucleares y celulares (flecha de la
izquierda). Estas caracteristicas morfolégicas son indicativas de posibles metastasis (De Robertis,
2011).

FIGURA 5. Imagenes representativas de H&E obtenidas en las distintas etapas de progresion del CCR. (A)
Semana 4 post induccion; (B) Semana 8 post induccién, (C) Semana 16 post induccién y (D) Semana 20
post induccion. Las lineas punteadas identifican la posicién de la muscular de la mucosa. Barra: 50 ym

Las secciones tenidas con H&E se clasificaron segun el grado de displasia predominante, las
caracteristicas de la lesion, su descripcion histologica, su grado en el sistema TNM (Tumor Nodulo
Metastasis), segun la coloracién con la técnica PAS/AB en la lesién y en la zona normal adyacente a la
lesién y por ultimo se dio su diagndstico. En la tabla 1 se resumen los siguientes datos: en la semana
4, €l 40% de los ratones tratados presentaron carcinoma in situ (el 20% de ellos presentd carcinomas
in situ'y el 20% sélo displasia leve con inflamacién y cambios reactivos cripticos). En la semana 8 del
experimento el 100% de los ratones presentd CIM, todos con graduacion To en el sistema TNM. La
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tincion de PAS/AB en la zona de la lesion dio negativa en el 100% de los casos en semana 4, mientras
que en la semana 8, el 80% de las lesiones fueron negativas para PAS y en el 80% fueron negativas
para AB. Este dato estaria indicando la ausencia de mucopolisacaridos en las lesiones, mientras que
en la zona normal, adyacente a las mismas, se observa un predominio de la coloracion de AB, lo que
indicaria que predominan los mucopolisacaridos acidos en el ambiente tumoral.

TABLA 1. Clasificacion y Diagnéstico de las muestras de H&E

Displasia | Caracteristicas | Descripcion | TNM | PAS/AB | PAS/AB Diagnéstico
histolégica lesion | ambiente
< | alto grado lesién plana tubular To —/- —/+++ adenocarcinoma
g intramucoso plano tubular
£
*
alto grado lesion sésil tubular To —/— —/+++ adenocarcinoma in situ sesil
tubular
alto grado lesién sésil tubular To —/- —/++ adenocarcinoma
intramucoso sésil tubular
alto grado lesion plana tubular To —/— ++/++ adenocarcinoma
intramucoso plano tubular
bajo grado no lesién criptas To ++/—— displasia leve con
reactivas inflamacion crénica y
cambios reactivos cripticos
c | alto grado lesion plana tubulovellosa To —/— —/+ adenocarcinoma
g intramucoso plano
qE, tubulovelloso
(%]
alto grado lesion plana tubular To —/- +/+++ adenocarcinoma
intramucoso plano tubular
alto grado lesion tubular To —/- ++ adenocarcinoma
pedunculada intramucoso pedunculado
tubular
alto grado lesion sésil tubular To —/+ —/+++ adenocarcinoma
intramucoso sésil tubular
alto grado lesion plana tubular To + - ++/++ adenocarcinoma
intramucoso plano tubular

Referencias: (—) ausencia de coloracion, (+) coloracién escasa, (++) coloraciéon media, (+++) coloraciéon abundante.
Distribucién celular de las ETs en el cancer colorectal

En la mucosa del colon sano, ET-2 tuvo localizacién citoplasmica dentro de las criptas de Lieberkiihn,
en las células columnares. En colon proximal la marca se encontré dispersa, pudiendo observarse la
mayoria de las veces en la base de las criptas (tercio inferior), otras veces de manera homogénea a lo
largo del eje de la cripta (Figura 6 control CP) y algunas veces en la superficie colénica (tercio superior).
En colon distal en cambio, la marca se localizé exclusivamente en el tercio inferior (Figura 6 control CD).
En algunas ocasiones se observaron también células inmunes marcadas.
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En la S4 se observé la misma marca citoplasmatica en las criptas menos afectadas por la patologia y
en algunas criptas displasicas. En la S8, la localizacién de ET-2 pudo distinguirse aun en algunas criptas
displasicas y en microadenomas, siendo difusa e imperceptible a medida que avanzé la patologia (S16
y 20) (Figura 6 S4, S8, S16 y S20).

FIGURE 6

Tanto en colon proximal como distal la marca de ET-1 tuvo una amplia distribucién en distintos
tejidos del colon, poniendo en evidencia el pleiotropismo de la hormona. La marca se localiz6 en la
capa mucosa tanto en las criptas de Lieberkiihn donde se localizé en citoplasma y en ocasiones en
los nucleos celulares, como también en el estroma (lamina propia) ubicandose principalmente en la
membrana basal que recubre las criptas, probablemente en los fibroblastos subepiteliales y también
en células linfoides (Figura 7 control CP y CD). En la submucosa ET-1 localizé en vasos sanguineos
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(Figura 7 control CP). Tanto en la S4, S8, S16 y S20 la marca fue citoplasmica en células epiteliales
displasicas en focos de criptas aberrantes, microadenomas y adenocarcinomas, también se observé
marca en linfocitos infiltrantes (Figura 7).

El receptor de Endotelinas ETA localizé tanto en colon proximal como en colon distal en citoplasma
de células de las criptas de Lieberkuhn, principalmente en el tercio inferior de las mismas (Figura 8
control CP y CD). También se observé marca en algunas células linfoides, en vasos sanguineos y en
algunas ocasiones en la capa muscular y plexo mientérico (imagen no mostrada). El receptor ETA se
expreso en células normales y cancerosas. En la Figura 8 puede observarse la amplia localizacion del
receptor en el citoplasma de linfocitos infiltrantes en un FCA (Figura 8 S4), y en la misma figura en la
S8 se observa marcacion en linfocitos infiltrantes en el tallo de un microadenoma pedunculado (Figura
8 S8). A medida que avanza la patologia, se lo encuentra frecuentemente en células del sistema
inmune (Figura 8 S16) y en las zonas necréticas asociadas a los tumores (Figura 8 S20).

La localizaciéon del receptor ETB fue casi exclusivamente nuclear tanto en colon proximal como
en colon distal (Figura g control CP y CD), aunque también se pudieron observar algunos nucleos
de linfocitos y de células musculares marcados (imagen no mostrada). En la patologia la marcacion
también fue nuclear en las células del cancer y en algunas fibras musculares (Figura g S4, S8, S16 y
S20). Lo descripto en los parrafos anteriores se presenta en las siguientes figuras.

FIGURE7 Y8
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FIGURE 9
Cuantificacion de los ARNm de las ETs en el CCR

En la Figura 10 y Figura 11 pueden observarse los niveles de expresion génica de los péptidos y recep-
tores del sistema de endotelinas estudiados, donde se corroboré que tanto péptidos como receptores
se expresan en colon proximal y en colon distal. Notablemente, la expresion génica de ET-2 en colon
distal, tiene una expresién de un 18% comparada con el segmento proximal. Y pasa a ser no detectable
por la técnica utilizada en los primeros estadios de la progresion del cancer, lo cual puede visualizarse
en la Figura 10a, en el muestreo de la cuarta semana post-induccién. Esta caracteristica se mantie-
ne durante la progresién del cancer en colon distal, hecho que coincide con la aparicién y desarrollo
de tumores en ese segmento y que podria estar relacionado al silenciamiento del gen de END2. En
el colon proximal en cambio, la desaparicion de ET-2 es mas lenta, observandose solo en algunos
especimenes, hasta la veinteava semana posterior a la induccion, cuando deja de ser detectable en
los cinco individuos analizados. Nuevamente, esto se condice con la expansion de tumores desde el
colon distal hacia el proximal, hecho que es mas notable en el ultimo punto de muestreo, es decir en
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la veinteava semana post-induccion. A diferencia de lo que ocurre con ET-2, ET-1 se expresa en colon
proximal, un 18% de lo que se expresa en colon distal, como puede verse en la Figura 10b, donde las
diferencias entre los dos segmentos son muy significativas. Estas diferencias entre la expresion génica
de ET-1 en colon proximal y distal se van perdiendo a medida que progresa la patologia, en la cuarta 'y
octava semana aun los segmentos difieren significativamente, pero en la decimosexta y en la vigésima
no existe diferencia entre ambos. A diferencia de lo que se esperaria de una molécula involucrada en
varios aspectos del cancer, en este trabajo no se observé un aumento en su expresion génica durante
la progresion de la patologia en los animales inducidos a desarrollar CCR, sino que ademas se verificd
una disminucién significativa en colon distal a la semana decimosexta.

El receptor ETA es el responsable de inducir la proliferacion celular y la vasoconstriccion y en
muchas ocasiones se lo ha asociado al proceso canceroso. En este trabajo, los estudios de expresién
génica del receptor ETA mostraron una tendencia incremental durante el desarrollo del CCR, aunque
los niveles de variabilidad de los tumores y lesiones fueron muy altos y por lo tanto no se registraron
aumentos o disminuciones estadisticamente significativos en el colon distal. En el colon proximal, a
diferencia de lo observado en distal, los niveles de expresion del ARNm para ETA mostraron incrementos
estadisticamente significativos en la octava semana respecto de los observados en los animales control,
aunque esta tendencia no fue sostenida en el progreso de la patologia (ver Figura 10c). Por otro lado, el
receptor ETB, asociado a la relajaciéon vascular mediante la produccién de 6xido nitrico y prostaciclina,
y a la depuracién de endotelinas, fue modificando su expresion génica a lo largo de la progresion de
la patologia solo en colon distal que, tal como describimos previamente, es el segmento mas afectado
por lesiones y tumores en este modelo. Este receptor se expresé un 79,5% menos en la cuarta semana
y un 54,9% menos en la octava semana post-induccion del cancer colorrectal, comparando con los
valores respectivos en colon distal sano (Figura 10d).

FIGURA 10. Expresion génica relativa al gen B2M de ET-2 (a), ET-1 (b), ET, (c) y ET, (d) en colon proximal y colon
distal de raton control (C) y tratado con AOM/DSS en la semana 4 (S4), 8 (S8), 16 (S16) y 20 (S20) posterior a la
inyeccion de AOM. Los valores fueron expresados como media + SEM. * p<o,05; ** p<0,01, n=5.
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En la Figura 11 se analizo la expresién génica de las endotelinas en conjunto, a medida que transcurre
la patologia, diferenciando por segmentos del colon. En la Figura 11, en el colon proximal normal los
péptidos no mostraron diferencias de expresion, mientras que en colon distal ET-1 se expres6 un 9o%
mas que ET-2, remarcando la dominancia en expresion génica de ET-1 en colon distal. Por otro lado,
el receptor ETA se expresé solamente un 5,5% en colon proximal y un 17% en colon distal en relacion
al receptor ETB, manteniéndose la relacién de dominancia de la expresion génica de ETB en colon
sano. Otra particularidad que puede observarse en la Figura 11, es la desaparicion de la sefial de ET-2,
la cual ocurre en la cuarta semana de la induccion del cancer en colon distal y en la veinteava semana
en colon proximal.

FIGURA 11. Expresion geénica relativa al gen B2M de ET-2, ET-1, ET, y ET, en colon proximal y colon distal de ratén
control (C) y tratado con AOM/DSS en la semana 4 (S4), 8 (S8), 16 (S16) y 20 (S20) posterior a la inyeccion de
AOM. Los valores fueron expresados como media + SEM. * p<0,05; ** p<0,01, n=5

Autofluorescencia como herramienta de diagndstico del CCR

Los estudios de epifluorescencia realizados en ratones normales, permitieron determinar que la auto-
fluorescencia de la superficie del colon refleja un patrén puntiforme que se extiende principalmente en
el epitelio de recubrimiento y en menor grado, en la lamina propia (Figura 12 control AF). Cuando se
observan y registran imagenes del colon mediante luz transmitida desde el compartimiento luminal, las
criptas coldnicas presentan una superficie con un patrén redondeado con una separacién practicamen-
te constante entre si. (Figura 12, control LT). Siguiendo la clasificacién de Kudo, estas caracteristicas se
corresponden con las descriptas como del tipo |. Siguiendo la misma estrategia de muestreo y registro,
el colon de los ratones sometidos a cuatro semanas de induccién quimica, exhiben bajo luz transmitida,
claras modificaciones en la regularidad del patrén de distribucién de las criptas colénicas. Estas pre-
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sentan signos de agrandamiento, visualizandose criptas elongadas y en algunos casos, ramificadas.
De acuerdo a la clasificacion de Kudo, se pueden verificar algunas zonas con patrones de distribucién
que pueden ser caracterizados como lesiones de tipo Il y otras con patrones del tipo Il L (Figura 12 S4
LT). Adicionalmente, las observaciones por epifluorescencia permiten observar una pérdida del patron
de fluorescencia puntiforme, observado en las muestras control, la que es reemplazada por zonas de
fluorescencia difusa y regiones con un punteado de mayor calibre (Figura 12 S4 AF).

Siguiendo la progresion del cancer, en la octava semana postinducciéon quimica, los analisis de luz
transmitida, permitieron determinar que algunos especimenes mostraron patrones compatibles con los
clasificados como de tipo lll L de Kudo, mientras que otros pueden ser caracterizados como lesiones de
tipo IV, exhibiendo la totalidad de sus criptas ramificadas (Figura 12 S8 LT). En este estadio experimental
se verifica un incremento de la fluorescencia difusa, en detrimento del patron punteado caracteristico
de los tejidos normales (Figura 12 S8 AF).

Finalmente, en los tejidos colonicos de los animales de las semanas decimosexta y veinteava
postinduccion, las muestras colectadas observadas por luz transmitida presentan, en algunos casos
patrones tipo IV segun la clasificacion de Kudo, visualizandose en la superficie del colon, figuras de
surcos sinuosos y ramificados (Figura 12 S16 LT), mientras que en otros casos se observé un patron
irregular con criptas carentes de luz (Figura 12 S20 LT). Los analisis de epifluorescencia permitieron
determinar que en este estadio, se visualiza un patrén de granulado fluorescente atipico de fuerte
intensidad, con desplazamiento hacia el centro de las criptas, combinado con regiones de fluorescencia
mas difusa (Figura 12 S16 y S20 AF).

FIGURA 12. Imagenes obtenidas con luz transmitida (LT) e imagenes de autofluorescencia (AF) del tejido colénico
fresco, obtenidas de la superficie luminal del colon distal de animales tratados con AOM/DSS a las semanas

4(S4), 8 (S8), 16 (S16) y 20 (S20) posterior a la inyeccion de AOM. L: luz de las criptas, PP: patréon punteado, AD:
autofluorescencia difusa. Barras: 3o0um

En el siguiente grafico se observan los resultados de la cuantificacién de la intensidad de la
fluorescencia en la mucosa del colon.
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Fi1GURA 13. Cuantificacion de la intensidad de la fluorescencia en la mucosa
del colon distal a las diferentes semanas del experimento

En estos estudios se detectd un aumento significativo en la intensidad de la autofluorescencia en
la etapa temprana de la enfermedad, semana 4 a 8. Si bien, permanecen sin identificacion las causas
de los cambios de la autofluorescencia de la mucosa; se postula que se pueden deber a cambios
en la composicion, distribucién u organizacién del tejido. Mas especificamente a las caracteristicas
de los fluoréforos endégenos presentes (Gabrecht 2006). Los estimulados o que absorben energia
a las longitudes de onda utilizadas en este estudio son las correspondientes a las flavinas (FAD, que
interviene en el metabolismo energético celular) y las porfirinas (hemoglobina, cuya intensidad de
fluorescencia depende del pH del medio) (Haringsma 2001). Si se asocia el aumento de la intensidad
de autofluorescencia, con los posibles fluoréforos excitables, se puede atribuir al incremento de la
actividad metabdlica celular en los primeros estadios del CCR y asimismo a los incrementos verificados
en la irrigacién sanguinea en las zonas de desarrollo tumoral.

Distribucion del colageno como herramienta de diagnéstico de CCR

La microscopia de generacién de segundo arménico (SHG) es una técnica particularmente util para
visualizar estructuras anisotrépicas. Uno de los componentes que exhiben estas caracteristicas son
las fibras de colageno presentes en la matriz extracelular de los tejidos animales. La distribucion de las
fibras colagenas en el colon murino normal esta principalmente localizada en la submucosa y en menor
proporcién en la mucosa (Figura 14, Control SHG). Desde una perspectiva cualitativa, la observacién
de la submucosa de los animales inducidos a desarrollar tumores permite determinar un incremento en
la cantidad de las fibras de colageno y paralelamente, su organizacion parece tornase cadtica conforme
avanza la patologia. En la Figura 14 se presenta, una combinacién de las imagenes de SHG y emision
de fluorescencia por dos fotones (TPEF) donde pueden visualizarse tanto la capa mucosa como la
submucosa, separadas por la muscular de la mucosa, tanto en animales sanos como en el desarrollo
del CCR. Con el objetivo de obtener datos cuantitativos sobre las modificaciones del arreglo y la orien-
tacion de las fibras colagenas, se midio el grado de ordenamiento de las mismas en la submucosa y en
cada estadio del desarrollo de la enfermedad.
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Confirmando las apreciaciones cualitativas observadas en las imagenes, se verifica que el colageno
de los tejidos alterados sufre cambios progresivos en su grado de ordenamiento desde el inicio de
la patologia. Los calculos de la FFT de las imagenes de SHG, ver Adur y col., 2014, arrojaron como
resultado que se verifica existe un aumento muy significativo (p<o0,01) en la relacion de aspecto de
las fibras colagenas de los tejidos alterados, desde los estadios tempranos de la patologia (S4) y los
mismos se mantienen conforme evoluciona la patologia tumoral (S8, 16 y 20) (ver Figura 15).

FIGURA 14. Imagenes de una combinaciéon de TPEF+SHG, obtenidas a partir de tinciones
de E&H de colon distal de animales tratados con AOM/DSS a las semanas 4(S4), 8 (S8),
16 (S16) y 20 (S20) posterior a la inyeccion de AOM

FIGURA 15. Relacion de aspecto obtenida del ajuste eliptico de la FFT de las imagenes de SHG obtenidas
del tejido fresco de ratones control y ratones tratados con AOM/DSS a las semanas 4ta, 8va, 16ta
y 2oma de la induccién del cancer colorrectal. ** p< 0,01 (n=3)
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Conclusiones

Como fue descripto previamente (Tanaka y col., 2003; Rosenberg y col., 2009), en este trabajo com-
probamos también que las lesiones y tumores se desarrollan en el colon distal. En general, los tumores
generados con AOM y DSS tienden a ser no metastasicos, y raramente se encuentra evidencia de inva-
sion celular (Boivin y col., 2003). Se ha postulado que el cancer de colon se desarrolla por un proceso
de varios pasos en el que, a partir de criptas normales proliferan focos de criptas aberrantes (FCA),
estas se replican formando microadenomas. Estos se amplifican originando adenomas macroscopicos,
polipos adenomatosos y finalmente, adenocarcinomas. Por lo tanto, existe una progresion morfologica
y genética a través de la secuencia adenoma-carcinoma (Ward 1974). Tal desarrollo tumoral puede
ser eficientemente reproducido en el modelo murino de AOM/DSS con una alta reproducibilidad. En
este proyecto, se desarrollaron entre 3 y 5 tumores macroscoépicos en el 100% de los animales en la
veinteava semana. Es frecuente que los tumores inducidos por AOM/DSS muestren un crecimiento
adenomatoso, antes de desarrollar degeneracion maligna. Histolégicamente los tumores exhibieron
caracteristicas de adenomas tubulares o adenocarcinomas tubulares moderadamente / bien diferencia-
dos, como se describid en los resultados, y como postulo Ward y col. El desarrollo del cancer en este
modelo refleja con alto nivel de fidelidad el patrén que se observa en los seres humanos.

Habiendo logrado eficientemente el desarrollo del modelo de induccién de cancer de colon y obteniendo
las lesiones y tumores, debidamente caracterizadas, se procedié con el estudio de las endotelinas. El
principal cambio observado en la cuarta semana post-induccion del cancer colorrectal fue la disminucién
de la expresién génica de ET-2 en colon distal, a tal punto de no ser detectable por la técnica utilizada
en este estudio. Ademas, esta caracteristica se mantuvo durante la progresién del cancer, mientras
que en colon proximal recién pasé a ser no detectable cuando la patologia estaba muy avanzada. La
disminucién de la expresion génica de ET-2 fue también visualizada por inmunofluorescencia, en colon
distal. Esta evidencia se condice con los resultados obtenidos por Wang y col., donde se detecté la
disminucién de la expresion génica de ET-2 en células de cancer de colon varias semanas antes de la
aparicion de los tumores (Wang y col., 2013), se demostré ademas el silenciamiento de su promotor y
se puso en evidencia que expresion forzada de dicho péptido condujo a la atenuacién de la migracion
e invasion. Wang y col, trabajaron sobre el 6rgano completo, mientras que en este trabajo se distinguio
el colon en colon proximal y distal, ademas, dado que en este modelo los tumores se generan en colon
distal, la ET-2 estaria disminuyendo especificamente en la zona afectada por la patologia. En conjunto,
esta evidencia indicaria que ET-2 tendria un rol supresor de tumores en colon, y ademas, su disminucion
podria ser un biomarcador temprano de la transformacién maligna (Bianchi et al., 2013). Una diferencia
muy marcada entre ET-1 y ET-2 es que en la bibliografia se ha reportado la sobreexpresiéon de ET-1
en varios tipos de canceres metastasicos y en cancer de colon (Asham et al., 2001). En este ultimo
articulo se encontraron niveles de ET-1 en plasma significativamente incrementados tanto en pacientes
con tumores primarios como con metastasis (Asham et al., 2001). En este trabajo en cambio no se ha
encontrado una sobreexpresion de ET-1 en ningunos de los puntos experimentales estudiados, a lo
largo de la progresion del cancer en colon proximal o en colon distal. Sin embargo, teniendo en cuenta
que los tumores obtenidos por este modelo presentaron baja capacidad de invasion, estos resultados
indicarian que la sobreexpresion de ET-1 podria estar relacionada principalmente con la invasién a
distancia y metastasis.

En este estudio se encontré que mientras que el receptor ETA se expresa en el citosol de las
células de la tunica mucosa, la localizacion celular de ETB fue principalmente nuclear, tanto en tejido
normal como patoldgico. Esta inmunolocalizacion habia sido reportada previamente en el tracto
gastrointestinal de animales normales por Takizawa y colaboradores (Takizawa et al., 2004). Otros
estudios de inmunofluorescencia mostraron también la presencia de receptores de ETAy ETB en la
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membrana plasmatica, citosol, y las membranas de envoltura nuclear, asi como en el nucleoplasma
en células cardiacas y vasculares (Bkaily y col., 2011; Jacques y col., 2000). Bkaily y colaboradores
revisaron evidencia donde se asevera que los receptores de la membrana nuclear pueden modular
el funcionamiento de los transportadores i6nicos a nivel nuclear, y asi contribuir a la regulaciéon de la
homeostasis i6nica nuclear. En esta revision también se afirma que la regulaciéon de la homeostasis
idnica citosolica y nuclear es dependiente del “dialogo” entre los receptores y transportadores iénicos de
la membrana plasmatica y aquellos presentes en la membrana nuclear. Este “dialogo” parece aportar
las bases para el acoplamiento de las funciones de excitacion- contraccién, excitacion- secrecion y
excitacion-expresion génica (Bkaily y col., 2012). En células de cultivo hVSMCs y hEECs tanto ETA
como ETB mediaron los efectos de ET-1 intracelular y extracelular sobre el Ca2+ citosolico y nuclear
(Jacques y col., 2005; Bkaily y col., 2011), aunque no fueron estudiados los efectos de los otros ligandos.
En el presente trabajo también fue reportada la localizaciéon de ET-1 y ET-2 en el nucleo de algunas
células de la mucosa colonica, por lo que alguno de estos dos ligandos, o los dos, podrian estar
actuando de forma autocrina o intracrina a nivel de la membrana nuclear.

Mientras la mayoria de los crecimientos anormales son detectados por la endoscopia de luz blanca,
la técnica de cribado mas aceptada para cancer de colon, un nimero significante de lesiones no son
detectadas por la misma, lo que potencialmente resulta en el avance de la enfermedad. Estas lesiones
son a menudo planas y de color poco visible. La espectroscopia de autofluorescencia (AF) es una de
las técnicas de diagndstico para tejidos orales, bronquiales y colorrectales debido a sus caracteristicas
de alta sensibilidad y baja invasividad. Los fluoréforos enddgenos especificos que contribuyen a la
autofluorescencia incluyen: residuos de aminoacidos aromaticos que se encuentran en la mayoria
de las proteinas (Aex = 200 a 340 nm , Aem = 360-370, 455 nm); nucledtidos de piridina reducidos
(NADH, NADPH), que son cofactores en el metabolismo celular y se encuentran principalmente en las
mitocondrias, pero también estan presentes en el citoplasma (Aex = 360 nm, Aem = 460 nm)(Aubin 1979);
flavinas y nucleétidos de flavina (riboflavina, mononucleétido y dinucleétido de flavina), que estan unidas
principalmente a las enzimas como coenzimas de flavoproteinas y se concentra en las mitocondrias
(Aex = 360 nm, 445-470 nm, Aem = 440 nm, 520 nm) (Benson y col., 1979). Las porfirinas enddgenas
y la lipofuscina relacionada con la edad también han demostrado ser fuentes de autofluorescencia
celular (Loh y col., 1993; Perriott y col., 2001). Estudios previos indican que los cambios metabdlicos y
estructurales durante la transformacion neoplasica podrian reflejarse en cambios en el perfil del espectro
de AF (por ejemplo, forma e intensidad), permitiendo una identificaciéon fehaciente de lesiones que con
endoscopia de luz blanca no se podrian detectar. En el presente proyecto, se trabajé con muestras
frescas y se fotografid la superficie del epitelio colonico, encontrandose un incremento en la intensidad
de la autofluorescencia con el avance de la enfermedad; asi como un punteado caracteristico en la
mucosa colonica (Ruff y col., 2015).

Otro de los estudios realizados en el presente proyecto, permitié analizar el colageno por medio de
la técnica de microscopia de generacion de segundo arménico (SHG). Una ventaja de la tecnologia
SHG en comparacion con otras técnicas de visualizacién, como las imagenes de campo brillante
de H&E, es la selectividad de la misma, ya que solo permite ver el patron de la fibrilla de colageno
permaneciendo ciega al resto de las estructuras en el tejido (Adur y col., 2012, 2013, 2014). Cabe
sefialar que estas caracteristicas (presencia y angulo de las fibras de colageno) no son facilmente
visualizadas en las secciones tefidas con H&E. Esto permite un procesamiento digital automatico de la
imagen de una unica sefal, la del colageno. Los resultados obtenidos en este trabajo concuerdan con
estudios previos (Provenzaco y col., 2008a, 2008b). Jain y colaboradores demostraron que un aumento
de la concentracion de colageno (es decir, desmoplasia) se asocié al tumor de células de melanoma
implantado (Jain y col., 2012). Por otra parte, en un analisis completo de tracto gastrointestinal humano,
Nathanson y col. encontraron una pequefia cantidad de colageno en los tejidos benignos (Rogart y
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col., 2008). En un trabajo previo se obtuvieron imagenes por SHG y TPEF de las capas mucosa y
submucosa en el recto humano normal (Liu y col., 2010). Junto con otros componentes y estructuras, se
informé el contenido y la distribucion de las fibras de colageno (Liu y col., 2010), también se destacaron
los beneficios de esta técnica como un nuevo y prometedor método para la deteccion del cancer rectal
temprano. En otro estudio se ha propuesto distinguir entre epitelio normal, displasia de alto grado y
cancer, usando imagenes de SHG de colon humano (Birk y col., 2014), sin embargo no fueron evaluadas
las etapas tempranas de la patologia. El presente estudio demuestra que la microscopia SHG permite
detectar cambios tempranos de la submucosa del colon en un modelo animal de cancer colorrectal.
Mientras que las imagenes TPEF contribuyeron a la comprensién de las microestructuras del tejido, la
microscopia SHG permitio la identificacion de dos caracteristicas de colageno (cantidad y orientacion
de las fibras), que mostraron diferencias significativas en las diferentes etapas del cancer de colon.
Con la ayuda de estos datos, fue posible obtener informacion cuantitativa (cantidad y puntuacion RA)
en diferentes etapas del cancer. De acuerdo con nuestros resultados previos, los informes anteriores
en colon humano y otros tejidos sugieren que las células epiteliales preferentemente invaden tejidos en
donde las fibras de colageno se encuentran perpendicularmente alineadas, en lugar de los dispuestos al
azar (Provenzano y col., 2008a). Por lo tanto, la microscopia SHG resulta ser una poderosa herramienta
cuantitativa que podria detectar cambios tempranos de la submucosa y su progresion a través de la
expansion del cancer. Los presentes resultados sugieren que tanto la concentracion de colageno como
su orientacion son factores importantes en la progresion tumoral, fundamentalmente en los estadios
tempranos, y podrian utilizarse como biomarcadores (Bianchi y col., 2014).

Resumiendo, el presente proyecto nos ha permitido reproducir la patologia del cancer colorectal
en un modelo murino, en el cual estudiamos el sistema endotelinas y fundamentalmente la ET-2 de la
cual poco se conoce. Los resultados obtenidos hasta el momento complementados a los diferentes
estudios de microscopia de autofluorescencia y de segundo armonico, nos han permitido identificar
posibles alternativas (que seguiremos investigando) para diagnosticar la patologia en estadios mas
tempranos.
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