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Resumen

CCRS5 es un receptor de quimioquinas que se encuentra sobreexpresado en células tumorales
de diversos tipos de cancer, identificandose una correlacidon positiva entre la expresion de
CCRS5 y el estadio tumoral en cancer colorrectal. Panexina-1 (PANX1) es un hemicanal de
membrana que permite la liberacién de ATP al medio extracelular; se ha descrito que esta
proteina también se encuentra sobreexpresada en cancer de colon comparado con tejido sano.
Aunque se ha establecido que la activacién de CCR5 induce la apertura de PANX1 en células
T, esta relacion no ha sido explorada en células tumorales. El objetivo de este trabajo fue
evaluar la activacion de PANX1, mediada por la activacion de CCRS5, a través de su
participacién en la proliferacién de lineas celulares de cancer de colon. Para esto, se evalud la
proliferacion celular de la linea HCT 116 de cancer colon humano, mediante el ensayo MTT,
estimulando CCR5 con la quimioquina CCL4 en presencia o ausencia de inhibidores de CCR5
y PANX1. Asimismo, se utilizé un modelo in vivo de xenoinjerto de células HCT 116 en ratones
BALB/c NOD-SCID inmunodeficientes, los que fueron expuestos a los inhibidores de CCR5 y
PANX1, Maraviroc y Probenecid, respectivamente. Se midié el volumen tumoral periodicamente
para evaluar el crecimiento tumoral, y, posteriormente, se evalud la expresién de marcadores
de proliferacion (Ki67) y apoptosis (anexina V) por inmunohistoquimica indirecta. En el ensayo
de proliferacién in vitro identificamos que los inhibidores de CCRS y PANX1 disminuyen la
proliferacion celular con respecto a los niveles basales; sin embargo, no se logré observar el
vinculo entre CCR5 y PANX1. En el modelo in vivo, se observé que el tratamiento con
inhibidores de CCR5 y PANX disminuye el volumen tumoral, el que esta asociado con una
menor expresion del marcador de proliferacion Ki67 en los tumores. Estos resultados sugieren
que CCR5 y PANX1 participan en la progresion del cancer de colon. Consideramos que es
importante profundizar en el estudio de la relacion entre ambas moléculas, y, encaminar nuevas

estrategias de tratamiento antitumoral a futuro.



Abstract

CCRS5 is a chemokine receptor that is overexpressed on tumor cells of various types of cancer,
such as colorectal cancer, in which a positive correlation between CCR5 expression and tumor
stage has been described. Pannexin-1 (PANX1), a membrane hemichannel that allows the
release of ATP into the extracellular medium, is also overexpressed in colon cancer compared
to healthy tissue. Although the link between CCR5 and PANX1 has been established, where
CCRS5 activation induces PANX1 opening in T cells, this relationship has not been explored in
tumor cells. This work aimed to evaluate whether PANX1 activation, mediated by CCR5
activation, participates in cell proliferation in a colon cancer cell line. For this purpose, cell
proliferation of the HCT 116 human colon cancer cell line was evaluated, using the MTT assay,
by stimulating CCR5 with its ligand CCL4 in the presence or absence of CCR5 and PANX1
inhibitors. In addition, we performed an in vivo study using a xenograft murine model of HCT
116 cells inoculated into BALB/c NOD-SCID immunodeficient mice, which were exposed to
CCR5 and PANX1 inhibitors, Maraviroc and Probenecid, respectively. Tumor volume was
measured periodically to evaluate tumor growth, and, subsequently, the expression of
proliferation (Ki67) and apoptosis (annexin V) markers were evaluated by indirect
immunohistochemistry. In the in vitro proliferation assay, we observed that CCR5 and PANX1
inhibitors decreased cell proliferation in comparison to basal levels; however, no link between
CCR5 and PANX1 could be detected. In the in vivo model, treatment with CCR5 and PANX
inhibitors decreased tumor volume, which was associated with a lower expression of the
proliferation marker Ki67 in tumors. These results suggest that CCR5 and PANX1 are involved
in tumor progression in colon cancer. We consider that it is important to further study the
relationship between both molecules, which may bring new data for the development of new

strategies for future anti-tumor treatment.



Introduccion

a. Cancer colorrectal: epidemiologia y factores de riesgo

El cancer colorrectal (CCR) corresponde a todos los tumores que afectan al colon y el recto, es
decir, desde la valvula ileocecal hasta el recto, y constituye una de las neoplasias mas
frecuentes a nivel mundial (1,2), correspondiendo al tercer tipo de neoplasia mas comunmente
diagnosticada alrededor del mundo, ademas de ocupar el segundo puesto en términos de
mortalidad en el afio 2020 (4). Segun la GLOBOCAN, con datos estimados al ano 2020, la
incidencia mundial de CCR, en ambos sexos y todas las edades, fue del 10,7%, y la tasa de
mortalidad, del 9,5% (4). Ademas, se espera que su carga aumente en un 60% para el afo
2030, con 2,2 millones de casos nuevos y 1,1 millones de muertes (7). Aunque el 55% de este
tipo de cancer ocurre en paises con mayores indices de desarrollo (33), en Chile, segun la
GLOBOCAN, la tasa de incidencia estimada en ambos sexos al 2020 corresponde al 12,1% vy
la tasa de mortalidad estimada alcanza el 11,2% (4). Segun el informe mas reciente del
Departamento de Estadisticas e Informaciéon de Salud de nuestro pais, durante el afio 2016 se
registraron un total de 1.861 muertes por cancer de colon y 501 muertes por cancer de recto,
en donde ambas cifras corresponden al 9% del total de muertes oncoldgicas del afio (1). En
cuanto a la tasa de supervivencia a 5 afnos, una vez realizado el diagndstico, corresponde al
65% para el cancer colorrectal, aunque este porcentaje va a depender de diversos factores,
principalmente del estadio en que se encuentre el cancer, ya que la deteccioén de la enfermedad

en estadios mas avanzados tiene un peor pronostico (2).

Dentro de los factores de riesgo para el desarrollo del CCR se encuentran aquellos que son no

modificables, como, por ejemplo, antecedentes familiares de CCR, sindromes de origen



hereditario como la poliposis adenomatosa familiar, sindrome de Lynch, y enfermedades
inflamatorias intestinales, como la enfermedad de Crohn y colitis ulcerosa, siendo mas
frecuente en pacientes con colitis ulcerosa que enfermedad de Crohn. Por otro lado, también se
encuentran factores relacionados con el estilo de vida, como la falta de actividad fisica,
consumo de tabaco y/o alcohol, dieta pobre en frutas y verduras, dieta alta en grasas y elevado
consumo de carnes procesadas. Estos ultimos factores son aquellos considerados como
modificables para poder prevenir y disminuir las probabilidades de desarrollar CCR (3, 5, 13,

14).

b. Microambiente tumoral

En los tumores solidos, las células tumorales estan en constante comunicacion con distintas
poblaciones celulares, tales como células epiteliales, células estromales, fibroblastos asociados
con el cancer y células inmunes infiltrantes del tumor, como macréfagos, neutroéfilos, mastocitos
y linfocitos T y B, conformando un microambiente tumoral (19, 20, 21, 23). Cada una de estas
poblaciones celulares participa en distintas senalizaciones que, a nivel individual y a nivel
colectivo, pueden afectar las caracteristicas metabdlicas del tumor, como el proceso de
apoptosis, la proliferacion celular y la angiogénesis. (19, 20, 21). Estas vias de sefializacion
generadas por las células tumorales y las células del microambiente son mediadas por
moléculas como citoquinas, quimioquinas, factores de crecimiento, factores angiogénicos y

enzimas modificadoras de la matriz extracelular (21, 22).

Las quimioquinas son proteinas de tamafio pequefio y de bajo peso molecular pertenecientes a
la familia de las citoquinas y que, a través de la unién a sus receptores, promueven efectos
pleiotrépicos, es decir, inducen diversos efectos en distintos tipos de células, como, por

ejemplo, linfocitos, células dendriticas y células natural killer (NK). Dentro de sus funciones,



destacan la induccién de quimiotaxis celular, induccion de la secreciéon de citoquinas,
proliferacion, sobrevida celular y angiogénesis (15, 18, 20, 27). Ademas, los receptores de
guimioquinas también estan presentes en la membrana de células de diversos tipos de cancer,
incluyendo CCR, por lo cual las quimioquinas pueden afectar el crecimiento y progresion del

tumor (34).

Otro componente molecular del microambiente tumoral son nucleétidos, tales como adenosin
trifosfato (ATP). EI aumento en los niveles de ATP extracelular se asocia con la progresion
tumoral a través de distintos mecanismos, como la proliferacion y diferenciacién celular, el
metabolismo energético y la sefalizacion celular, debido a sus caracteristicas quimiotacticas e
inflamatorias (36, 37). Por otro lado, su disminucion esta relacionada con una actividad
debilitada de las células tumorales, a través de la inhibicién de la transcripcién, traduccion y
proliferacion celular (11). EI ATP también ejerce una fuerte funcién inmunomoduladora en el
microambiente tumoral, y puede regular las respuestas inmunitarias locales mediante la

activacion de receptores P2 purinérgicos en las células inmunes (12).

c. Receptor de quimioquinas CCR5

El receptor de quimioquinas CCR5 (también conocido como CD139) es un receptor de
membrana acoplado a proteina G que se expresa en linfocitos T, monocitos, células dendriticas
y células epiteliales en respuesta a estimulos inflamatorios, y cumple una variedad de procesos
biolégicos, tales como mediador de quimiotaxis y localizacion celular (24, 25). Ademas, se ha
descrito la importancia del receptor CCR5 en la infeccién por el virus de la inmunodeficiencia
humana (VIH), ya que corresponde a un co-receptor que permite la entrada del virus a la célula
T (26). Actualmente, existen farmacos antagonistas de CCR5, como el Maraviroc, que se unen

a ese receptor para evitar la entrada del virus a la célula blanco (24, 26). Por otro lado, CCR5



se ha relacionado con la migracién y propagacion de células tumorales, y, por lo tanto, con la
metastasis en distintos tipos tumorales, como cancer de cuello uterino, mama, pulmoén,

melanoma y CCR (27).

Los ligandos de CCRS5 incluyen CCL3, CCL4 y CCL5 y cumplen potentes funciones de
quimiotaxis (24). CCL3, por ejemplo, juega un papel fundamental en el proceso de desarrollo
tumoral mediado por los macréfagos asociados a tumores (TAM), en donde la union de este
ligando mejora la capacidad de los TAM para promover la invasién y metastasis de células
tumorales (23). CCR5 se sobreexpresa en tejidos de cancer de cuello uterino humano en
comparacion a tejidos sanos, y la represion en su expresion inhibe el crecimiento y proliferaciéon
de las células tumorales in vitro (29). También se ha descrito la expresion de CCR5 en
muestras tumorales metastasicas hepaticas a partir de CCR, asi como su interaccién con CCL5
producido por linfocitos T, promoviendo la proliferacion, invasién celular, y aumento de la
produccién de metaloproteinasas a partir de TAM (30). En otro estudio en CCR, se evalud la
expresion de CCR5 en tumores primarios y en metastasis hepaticas, donde se observé una
correlacion positiva entre la expresion de CCRS en células cancerosas y la progresion del
cancer (24). El eje CCL5-CCR5 se ha correlacionado con induccién de metastasis en un
modelo murino de cancer de mama (28). De hecho, Maraviroc también se ha puesto a prueba
para evaluar sus efectos en el contexto tumoral en modelos de explantes humanos de CCR con
metastasis hepaticas, resultando en la disminucion de la concentracion de citoquinas
protumorales, como el factor de crecimiento endotelial vascular, asi como la muerte selectiva de
células tumorales (30). Ademas, también se ha descrito la induccién de apoptosis en células de
CCR al ser tratadas con Maraviroc (32). Por lo tanto, la expresion del receptor CCR5 y sus
respectivos ligandos es una opcidon tentativa para construir estrategias de tratamiento

antitumoral (23).
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d. Hemicanal Panexina-1

Las panexinas son un grupo de glicoproteinas integrales de membrana que incluyen a PANX1,
PANX2 y PANX3. PANX1 es un canal de membrana heptamérico que se expresa en la mayoria
de las células del organismo, como piel, corazén, cerebro, musculo esquelético, ovarios,
testiculos y colon, y cumplen un importante rol en la comunicacién célula-célula (9, 11). La
funcién de PANX1 consiste en actuar como un canal que permite el paso de moléculas
pequefas a través de la membrana celular. PANX1 media la liberacion de ATP desde el medio
intracelular hacia al medio extracelular, asi como en procesos como la muerte celular con
reclutamiento de células inmunitarias (9, 10, 11). Mediante diversos estimulos, entre los cuales
se incluye voltaje, potasio, calcio y sefiales mecanicas, PANX1 puede ser activado induciendo
la liberacion de ATP, el cual participa en la fosforilacion y activacion intracelular de la via de las
quinasas, participando, de esta forma, en diversos procesos fisiolégicos, como embriogénesis,
homeostasis y migraciéon celular, ademas de actuar como sefial diana para las células

inmunitarias (11).

En el contexto tumoral, existen estudios que relacionan PANX1 como un marcador de mal
pronostico clinico en el cancer de mama, en donde se ha visto aumentada su expresion,
ademas de correlacionarse de forma positiva con una mayor infiliracién de neutréfilos
asociados a tumores o TAN, contribuyendo a un microambiente tumoral inmunosupresor (12).
En lineas celulares de cancer gastrico, se ha observado que la sobreexpresion de PANX1
potencia la capacidad migratoria e invasiva de las células tumorales (35). En lineas celulares
de adenocarcinoma ductal pancreatico, se observé que la liberacion de ATP al medio
extracelular, a través de PANX1, desempefid un rol importante en la proliferacién celular, y que

la eliminacion del gen PANXT atenud el crecimiento tumoral (36). Segun estudios recientes en
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relacion al cancer testicular, se ha observado una disminucion en la capacidad de migracion e
invasion de lineas celulares tumorales de Leydig de raton al ser tratadas con inhibidores de
PANX1, como Probenecid y Carbenoxolona; por el contrario, se ha visto que la sobreexpresion
de PANX1 en lineas celulares 1-10 contribuye a un aumento de la migracion e invasion de estas
células (11). En estudios recientes realizados en tejidos de CCR, se identificd que los niveles
relativos de PANX1 en tejido tumoral son significativamente mas altos que en tejido sano (42).
Debido a la amplia variedad de efectos bioldgicos que tiene PANX1 en el cancer, es
fundamental evaluar terapias de bloqueo de este canal como una posibilidad de tratamiento

contra el cancer (36).

e. Relaciéon entre Panexina-1y el receptor CCR5

Un estudio realizado en linfocitos T CD4+ demostrd el vinculo entre PANX1 y CCR5. Se
observé que el estimulo de linfocitos T con quimioquinas que activan CCRS5 resulta en la
apertura transitoria de los canales PANX1 (37). Asimismo, la estimulacién de CCR5 con
quimioquinas indujo la liberacion de ATP al medio extracelular a través de los canales PANX1,
a diferencia de las células tratadas con Probenecid (un inhibidor de PANX1), las cuales
mostraron una disminucion significativa en la liberacion de ATP al medio extracelular (37). Por
otro lado, se ha descrito que, en la infeccién temprana por VIH, la unién de la glicoproteina viral
gp120 a CD4 y, concomitantemente, a CCR5 y/o CXCR4, genera la apertura del canal PANX1,
permitiendo la liberacién del ATP al medio extracelular, promoviendo sefales que favorecen la

infeccién por el virus (38).

Como se menciono anteriormente, CCR5 se ha relacionado positivamente con la progresion del
tumor, migracion y metastasis de las células tumorales de distintos tipos de cancer. Por otro

lado, PANX1 es capaz de influir en el MT mediante la liberacion de ATP al medio extracelular, el

12



cual tiene caracteristicas quimiotacticas e inflamatorias, con la capacidad de reclutar células
inmunes y participar en la migracién y proliferacion de las células tumorales. Debido a estos
antecedentes, y a que la interacciéon entre CCR5 y PANX1 descrita en linfocitos T haya
revelado interesantes mecanismos celulares, es que se propone estudiar la posible relacién

entre ambos receptores en lineas celulares de CCR.

13



Hipétesis

La activacion del receptor de quimioquinas CCRS5 induce la activacion de PANX1, favoreciendo

la proliferacion de lineas celulares de cancer de colon.

Objetivo general

Evaluar la activacion de PANX1 mediada por CCRS y su participacién en la proliferacion de

células tumorales de cancer de colon.

Objetivos especificos

1. Determinar los niveles de proliferacion celular inducida por la activacion de CCR5 en

presencia de un inhibidor de PANX1 en lineas celulares de cancer de colon.

2. Evaluar el papel de CCR5 y PANX1 en el crecimiento tumoral en un modelo murino de

CCR.

14



Materiales y métodos

a. Materiales

La linea celular de cancer de colon humano HCT 116 fue obtenida de la American Type Culture
Collection (ATCC, EEUU); ésta corresponde a células tumorales aisladas de un hombre adulto
con CCR (39). El medio de cultivo empleado para cultivar las células fue DMEM high glucose

(Cytiva HyClone ™).

El ligando para estimular a CCR5 corresponde a CCL4 recombinante humano (RD.271-BME)
(R&D Systems, Inc., EEUU). El ensayo de proliferacion celular se realizé6 mediante el ensayo
colorimétrico y cuantitativo MTT ab211091 (Abcam, Reino Unido). El inhibidor de CCR5
utilizado fue Maraviroc (Merck Maraviroc, PZ0002-25MG) EI inhibidor de PANX1 utilizado fue
10Panx (R&D Systems). Los animales utilizados para evaluar el crecimiento de CCR fueron
ratones BALB/c NOD-SCID inmunodeficientes, libres de patdégenos, provenientes de Jackson
Laboratories (Bar Harbor, Maine, EEUU). EIl inhibidor de CCRS5 utilizado fue Celsentri
(Maraviroc) (GlaxoSmithKline, Freirbug, Alemania). El inhibidor de PANX1 utilizado fue
Probenecid (Sigma-Aldrich, Bornem, Bélgica). Para la inmunohistoquimica, se utilizaron los
anticuerpos anti-Ki67 (Abcam, ab16667, Reino Unido) y anti-Anexina V (Abcam, ab54775,

Reino Unido)

b. Ensayo de proliferaciéon celular

El efecto de la estimulaciéon de CCR5 en la proliferacion celular se evalué mediante el ensayo

MTT, un ensayo colorimétrico que se basa en la conversion de bromuro de

15



3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio (0 MTT) por la enzima mitocondrial
succinato-deshidrogenasa en formazan insoluble, un compuesto de color azul-violeta. Las
células metabolicamente activas convierten el MTT en formazan, a diferencia de las células
muertas, que pierden esta capacidad. La formacion de color se utiliza como marcador para las
células viables. La lectura de microplacas se realiza a una densidad éptica de 590 nm, lo cual

es proporcional a la cantidad de células viables (40).

Las células HCT 116 se cultivaron en medio DMEM High-Glucose con 10% suero bovino fetal
(SFB), a 37°C y 5% de CO,. Las células fueron sembradas en 3 placas de 96 pocillos, en un
volumen total de 100 yL con medio DMEM High-glucose al 10% SFB (10.000 células/pocillo) y
se incubaron por 24 horas. Al dia siguiente, las células fueron tratadas con inhibidor de CCR5
(Maraviroc) a una concentracion de 100 uM y 500 uM o con inhibidor de PANX1 (Probenecid) a
una concentracion 1 mM y 2 mM, o 10Panx 1,9 mM. Todos los inhibidores fueron diluidos en
medio DMEM High glucose al 1% SFB; el tratamiento se realizé durante 10 minutos. Se
utilizaron 3 controles, los cuales corresponden al medio de tratamiento sin estimulos o
inhibidores, PBS o DMSO. Posteriormente, las células fueron estimuladas con 1 pL (100

ng/mL) y 0.5 pL (50 ng/mL) con CCL4 durante 24, 48 y 72 horas, segun corresponda (Figura 1).

Para evaluar la proliferacion celular bajo las distintas condiciones, se utilizé el ensayo MTT,
segun las indicaciones del fabricante. Brevemente, se aspird el medio de tratamiento y se
dispensaron 60 pL de reactivo MTT + medio DMEM High-glucose sin SFB, en una relacion 1:1.
La placa fue incubada durante 3 horas a 37°C y 5% de CO,. Posterior a la incubacion, se aspird
el sobrenadante, se transfirid este sobrenadante a otra placa, y se dispensaron 90 yL de MTT
solvente por pocillo. La placa fue cubierta con papel aluminio y agitada durante 15 minutos

para, finalmente, leer a una absorbancia de 590 nm en un espectrofotometro de microplacas.

16



Estimulacién de células HCT 116 Ensayo MTT y lectura de placa N°2
CCL4

Maraviroc X3
Probenecid
10Panx o

)i 24 horas Dia 3 72 horas Dia5

Dia 2 48horas  Dia 4

10.000 células /pocillo

—

. X3 X

Ensayo MTT y lectura de placa N°1 Ensayo MTT y lectura de placa N'3

Figura 1: Flujograma experimental del ensayo de proliferacion MTT con las células HCT
116. El dia 1 se incubaron 10.000 células/pocillo, para, posteriormente el dia 2, realizar la
estimulacion de las células con CCL4 y los respectivos inhibidores. Los dias 3, 4, y 5 se realiz6
el ensayo MTT vy la lectura de las placas en un espectrofotometro de microplacas. Imagen

creada a través de Biorender.

c. Modelo murino de cancer

Treinta ratones BALB/c NOD/SCID fueron inoculados, por via subcutanea, en la espalda, con
10x10° células HCT 116 (1:1 Geltrex Gel en 100 pL) para inducir la proliferacion de las células
tumorales. Una vez detectada la aparicion del tumor primario, mediante palpacioén, un grupo de
ratones (n=8) fue tratado con Probenecid (150 mg/Kg) via intraperitoneal y otro grupo (n=5)
con Maraviroc celsentri (30 mg/Kg) via oral para evaluar su efecto en el crecimiento tumoral.
Dos grupos de animales control fueron tratados con una solucién vehiculo por la misma via de

administraciéon que los inhibidores, agua por via oral (n=6) y solucion salina por via
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intraperitoneal (n=6). El volumen del tumor se midi6 diariamente con una pinza caliper. El
volumen del tumor se estimé con la siguiente férmula: AnchonxLargox%. Los ratones

fueron sacrificados mediante eutanasia, utilizando sobredosis de anastésico Tiopental, 15 a 25
mg/kg de peso vivo (equivalente a 0,3 a 0,5 ml de Tiobarbital 1g/kg de peso vivo), a través de
inyeccion intraperitoneal, antes de manifestar malestares por el desarrollo del tumor. Los
tumores fueron extraidos quirurgicamente, inmediatamente fijados en paraformaldehido al 4% y
embebidos en parafina. Es importante mencionar que el trabajo con el modelo animal fue
realizado previamente al desarrollo de esta tesis, por personal especializado. En el marco del
presente trabajo, se realizé el analisis de los datos del modelo murino y analisis de tumores por

inmunohistoquimica.

Para evaluar el crecimiento tumoral en los distintos grupos animales, se realiz6 la técnica de
inmunohistoquimica indirecta de los marcadores Ki67 y anexina V. Dentro de los marcadores
de apoptosis celular, se encuentra anexina V, que tiene afinidad por la fosfatidilserina y permite
identificar la célula apoptética (43). Por otro lado, Ki67, corresponde a un marcador de
proliferacion celular, el cual tiene un papel fundamental en el ciclo celular, esta ausente en

células sin replicacion y alcanza niveles maximos durante la mitosis (44).

Para desparafinar y rehidratar las muestras, los portaobjetos fueron incubados durante 60
minutos en estufa a 55°C, y posteriormente, expuesta a solvente Neo-Clear™ y bateria de
alcoholes (etanol 100-70%). Para la recuperacion antigénica, se utilizd la solucion Tampdn
Citrato a pH 6.0 (K5204, DakoCytomation) en una olla a presién, seleccionando el programa
mas intenso (“cocinar carne”) durante 30 minutos, para luego enfriar con agua destilada
durante 10 minutos. Luego, se bloquearon las peroxidasas con una solucién 3% v/v de

peréxido de hidrogeno (H,0O,) (Cell Marque, EEUU) por 10 minutos. Enseguida, se realizd el
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bloqueo de reactividad inespecifica con suero normal de caballo al 2,5% p/v (30022, Vector
Laboratories) por 30 minutos. Sin lavar, se removio el exceso de suero y se procedio a incubar
durante 30 minutos con los anticuerpos primarios, anti-anexina V/ANXAS5, isotipo IgG
(anticuerpo monoclonal de raton, ab54775, Abcam, Reino Unido), anti-Ki67 [SP6] isotipo IgG
(anticuerpo monoclonal de conejo, ab16667, Abcam, Reino Unido) durante 12 horas a 4°C, a
una dilucién de 1:250 y 1:200, respectivamente. Luego, se aplicd el sistema de deteccion
VECTASTAIN ABC-RHP kit (Peroxidasa, universal) (PK.7200, Vector laboratories CA, EEUU)
en dos pasos: primero, se incubd con el anticuerpo secundario biotinilado de origen raton
anti-lgG de conejo o de conejo anti-lgG de ratdn, para Ki67 y anexina V, respectivamente. por
30 minutos. Después, se incubd por 30 minutos con el sistema de amplificacion ABC (avidina,
biotina y peroxidasa). Las secciones se revelaron con solucidn sustrato-cromdgeno
3'3-diaminobencidina (DAB) (SK-4105 Vector laboratories) durante 3 segundos y se
contrastaron con Hematoxilina de Harris por 20 segundos y para el viraje 3 minutos en agua
corriente. Los tejidos se montaron en medio hidréfobo permanente (H-5000, Vector
Laboratories). Entre las incubaciones, se lavé con TBS-Tween 20 3x2 minutos. Para validar la
especificidad de la técnica, se realizdé un control negativo en paralelo, en el cual se reemplazé
el anticuerpo primario por suero normal de caballo al 2,5 p/v%, con las mismas condiciones de

tiempo e incubacion que el anticuerpo primario.

Las imagenes inmunohistoquimicas fueron digitalizadas y analizadas con el programa Qupath
(Version 0.4.4). Para evaluar los niveles de expresion de Ki67 y anexina V, se analizaron cada
uno de los tejidos cuantificando el porcentaje de positividad de la tincion DAB, mediante la
funcion “Analisis > Deteccion de células > Deteccion de células positivas”. Para la
cuantificacién, se analizé el tejido completo dividido en areas pequefias para agilizar el proceso
de lectura del programa y evitar errores de lectura, obteniendo anotaciones con los datos de

cada tejido. Los datos fueron exportados a una planilla excel para promediar el porcentaje de
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positividad de todas las areas medidas, considerando el numero de células positivas con

respecto al numero total de células detectadas en dicha area.

d. Anadlisis estadisticos

Una vez obtenidos, los datos de cada uno de los experimentos fueron analizados mediante el

programa GraphPad Prism (version 5.0). Se utiliz6 Two-Way ANOVA para evaluar las

diferencias entre 3 o mas grupos. Las diferencias se consideraron estadisticamente

significativas a un valor de p<0,05.
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Resultados

Niveles de proliferacion celular inducida por la activacion de CCR5 en linea celular de

cancer de colon

La viabilidad y proliferacion de la linea celular HCT 116 fue evaluada mediante el ensayo MTT.
Para la activacion de CCRS5, las células fueron estimuladas con CCL4 durante 24, 48 y 72
horas en presencia o ausencia de inhibidores de CCR5 (Maraviroc) o PANX1 (Probenecid y

°Panx).

La Figura 2 muestra el efecto individual de CCL4 a diferentes tiempos. Al evaluar la
quimioquina CCL4 100 ng/mL, se puede observar que no existe un aumento estadisticamente
significativo en los niveles de proliferacion celular a las 24, 48 y 72 horas en comparacion al
control. Sin embargo, se logra observar una leve tendencia al aumento de la proliferacion

celular a las 48 horas, aunque esta respuesta no fue estadisticamente significativa.
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Figura 2: Niveles de proliferacion de células HCT 116 estimuladas con CCL4. Los graficos
representan los niveles de proliferacion celular expresados en densidad 6ptica (DO) a 590 nm a
las 24, 48 y 72 horas de incubacion con el estimulo (n=3). No se observé un aumento
estadisticamente significativo en los niveles de proliferacién celular en comparacién con el
control a los distintos tiempos. La prueba estadistica utilizada fue t test para evaluar las

diferencias entre dos grupos.

Asimismo, los niveles basales de proliferacion celular no fueron afectados en presencia del
inhibidor de CCR5, Maraviroc al 100 y 500 uM, en comparacion con su control DMSO a las 24 y
48 horas (Figura 3A y B). Sin embargo, pudimos observar una disminucién significativa en los
niveles de proliferacion celular a las 72 horas en presencia de Maraviroc al 500 uM, tanto en
ausencia como en presencia de CCL4 (Figura 3C), indicandonos que la inhibicion de CCR5 con
Maraviroc promueve una disminucién en la proliferacion de células tumorales de cancer de

colon.
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Figura 3: Niveles de proliferacion de células HCT 116 estimuladas con CCL4 en presencia
o ausencia de Maraviroc. Los graficos representan los niveles de proliferacion celular bajo el
estimulo de CCL4 con o sin pre tratamiento con Maraviroc, expresados en densidad Optica
(DO) a las 24, 48 y 72 horas de incubacion (n=3). El signo [+] representa el estimulo/inhibidor
utilizado, segun su concentracion respectiva. Se utilizé el test de Two-way ANOVA para evaluar
las diferencias entre 3 0 mas grupos. Luego, se aplico el test de Dunn para las comparaciones

multiples entre grupos y controles. * indica p< 0.05. ** indica p < 0.01.

De forma similar, para evaluar el papel de PANX1 en la proliferacion de la linea celular HCT116,
analizamos el efecto de CCL4 en presencia o ausencia de Probenecid, un farmaco que inhibe a
PANX1 y otros canales a distintos tiempos de incubacion (48). El inhibidor farmacolégico de
PANX1 (1 mM y 2 mM) no logré disminuir los niveles basales de proliferacion celular de forma
significativa en comparacién a los controles a las 24, 48 y 72 horas. Al evaluar la combinacién
de CCL4 100 ng/mL con distintas concentraciones de Probenecid, se observa que no existen
diferencias significativas en los niveles de proliferacion celular en comparacioén a los controles a

las 24, 48 y 72 horas (Figura 4A, By C).
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Figura 4: Niveles de proliferacion celular en células HCT 116 estimuladas con CCL4 en
presencia o ausencia de Probenecid. Los graficos representan los niveles de proliferacion
celular bajo el estimulo de CCL4 con o sin pretratamiento con Probenecid, expresados en
densidad o6ptica (DO) a las 24, 48 y 72 horas de incubacién (n=3). El signo [+] representa el
estimulo/inhibidor utilizado, segun su concentracion respectiva. No se observaron diferencias
significativas en los niveles de proliferacion celular a las 24, 48, y 72 horas con respecto a los
controles PBS y DMSO. La prueba estadistica utilizada fue Two-way ANOVA para evaluar las
diferencias entre 3 0 mas grupos. Luego se aplicé el test de comparacion multiple de Dunn para

las comparaciones multiples entre grupos y los controles.

Adicionalmente, se utilizé un inhibidor farmacoldgico especifico de PANX1, 10Panx, para
evaluar el papel de este canal en la proliferacion celular (Figura 5). Al evaluar el efecto de
CCL4 100 ng/mL, no se observa un aumento significativo en los niveles de proliferacion celular

en los diferentes tiempos, en comparacion al control PBS.

Aunque se observa una tendencia a la reduccién en la proliferacién de las células tratadas con
10Panx con respecto a los controles PBS y DMSO a las 48 y 72 horas (Figura 5B y 5C), ésta
no alcanza a ser considerada estadisticamente significativa. Al analizar el efecto de la

combinacién de CCL4 100 ng/mL y 10Panx, se observa que, a las 48 horas de incubacion,
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existe una disminucién significativa en los niveles de proliferacién celular en comparacién con

el efecto individual de CCL4 100 ng/mL (Figura 5B).
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Figura 5: Niveles de proliferacion celular en células HCT 116 estimuladas con CCL4 en

presencia o ausencia de 10Panx. Los graficos representan los niveles de proliferacién celular

bajo el estimulo de CCL4 con o sin pretratamiento con 10Panx, expresados en densidad éptica

(DO) a las 24, 48 y 72 horas de incubacion (n=3). El signo [+] representa el estimulo/inhibidor

utilizado, segun su concentracién respectiva. Se observé una disminucion significativa en los niveles

de proliferacion a las 24 horas, al comparar CCL4 100 ng/mL y su combinacién con 10Panx. La

prueba estadistica utilizada fue Two-way ANOVA para evaluar las diferencias entre 3 0 mas

grupos. Luego se aplico el test de comparacion multiple de Dunn para las comparaciones

multiples entre grupos y los controles. Se considerd p<0,05 como estadisticamente significativo

para las comparaciones entre los grupos.
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Crecimiento tumoral en modelo murino con CCR expuesto a inhibidores de CCR5 y

PANX1

En base a nuestros resultados anteriores, los cuales indican una disminucion significativa en
los niveles de proliferacion celular al inhibir CCR5 con Maraviroc, y, una tendencia a la
disminucion de estos niveles con respecto al nivel basal de proliferacion, al inhibir PANX1 con
Probenecid y 10Panx decidimos evaluar el efecto de la inhibicién de los receptores CCR5 vy
PANX1 con Maraviroc y Probenecid, respectivamente, en el crecimiento tumoral in vivo
utilizandose un modelo murino de xenoinjerto de células tumorales humanas. Para esto, a
ratones BALB/c NOD/SCID se les implantd, via subcutanea, la linea celular HCT 116 para
inducir la formacion de tumores ectdpicos. Se inicid el tratamiento con Maraviroc (via oral) y
Probenecid (via intraperitoneal), y sus respectivas soluciones vehiculo el dia 22 desde la
implantacién de la linea celular, cuando los tumores ya se mostraban palpables. Se observo un
crecimiento sostenido del tumor a partir del dia 22 en los ratones controles para Probenecid
(circulos azules) y para Maraviroc (triangulos rojos); a su vez los ratones tratados con
Probenecid (Circulos celestes) y Maraviroc (Triangulos rosados) mostraron un
desaceleramiento del crecimiento tumoral, tal como se muestra en la Figura 6A. Al comparar el
volumen tumoral al dia 25, los ratones tratados con los inhibidores de CCR5 y PANX1
mostraron tumores de volumen significativamente menor en comparacién a su respectivo grupo

control (Figura 6B).
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Figura 6: Volumen tumoral en ratones tratados con Maraviroc y Probenecid. Las curvas
del gréfico representan el volumen tumoral a través del tiempo en los ratones tratados con
Maraviroc (Triangulos rosados), Probenecid (Circulos celestes) y sus respectivos controles,
control oral (Tridngulos rojos), y control IP (Circulos azules). Las diferencias en el volumen
tumoral del grafico al dia 25 fueron significativas, donde los ratones tratados con Maraviroc
(n=5) y Probenecid (n=5) mostraron un menor volumen tumoral en comparacién a sus
respectivos controles, es decir, control oral (n=3), y control IP (n=3). La prueba estadistica

utilizada fue Mann Whitney y se consideré p < 0,05 como estadisticamente significativo.

Para evaluar la proliferacién celular en el tejido tumoral, decidimos cuantificar los marcadores

Ki67 y Anexina V mediante inmunohistoquimica.

Al evaluar el marcador de proliferacion ki67, se observéd que los tejidos de los ratones tratados

con Maraviroc mostraban un menor porcentaje de area con marca inmunoreactiva en

comparacion al tejido control (Figura 8), sugiriendo una disminucién de la proliferacion celular.
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Control Maraviroc

Ki67

Anexina V

Figura 7: Imagenes representativas de inmunohistoquimica aplicada en tumores
extirpados de ratones control y tratados con Maraviroc, marcados con Ki67 y Anexina V.
(A) corresponde al control oral Ki67 y (C) al control oral para anexina V. (B) y (D) corresponden
a los ratones tratados con Maraviroc, y marcados para Ki67 y anexina V, respectivamente. Se
puede observar que hay menor contenido de areas viables en el tejido (B) en comparacion a su

control (A).

Al analizar Ki67 para los ratones tratados con Probenecid, estos mostraron un menor

porcentaje de area con marca inmunoreactiva en comparaciéon al tejido control (Figura 9),

sugiriendo una disminucion de la proliferacion celular.
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Figura 8: Imagenes representativas de la inmunohistoquimica aplicada en tumores
extirpados de ratones control y tratados con Probenecid. (A) corresponde al control
marcado para Ki67 y (C) al control marcado para anexina V. (B) y (D) corresponden a los
ratones tratados con Probenecid, y marcados para Ki67 y anexina V, respectivamente. Se
puede observar que hay menor contenido de areas proliferantes en el tejido (B) en

comparacion a su control (A).

Se cuantificé el efecto de Maraviroc sobre los niveles de expresion de marcadores de
proliferacion y muerte celular en los tumores al inhibir CCRS a través del analisis acumulado de
imagenes obtenidas de 10 ratones (Figura 10). Se observé una disminucion en los niveles de
expresion del marcador Ki67 en el grupo de ratones tratados con Maraviroc, en comparacion
con el grupo control (Figura 10A). Por otro lado, no se observaron diferencias significativas en
los niveles de expresion de Anexina V para los ratones tratados con Maraviroc en comparacion

con el grupo control (Figura 10B).
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Figura 9: Niveles de expresién de Ki67 y Anexina V en xenoinjerto de tumores tratados
con Maraviroc. Comparacion entre los niveles de expresion de Ki67 y Anexina V en ratones
tratados con Maraviroc (n=5) y el grupo control (n=3). Los niveles de expresion de Ki67 fueron
mas bajos en ratones tratados con Maraviroc en comparaciéon con el grupo control. La

prueba estadistica utilizada fue Mann Whitney; *, p < 0,05. ns: no significativo.

También evaluamos el efecto de Probenecid en la expresion de marcadores de proliferacion y
muerte celular en los tumores, a través del analisis acumulado de imagenes obtenidas de 8
ratones (Figura 10). Pudimos observar una disminucién significativa en los niveles de expresién
de Ki67 en el grupo de ratones tratados con Probenecid, en comparacion con el grupo control
(Figura 10A). Por otro lado, no se observaron diferencias significativas en los niveles de
expresion de Anexina V en los tumores de ratones tratados con Probenecid, en comparacion

con el grupo control (Figura 10B)
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Figura 10: Niveles de expresion de Ki67 y Anexina V en tratados con Probenecid.
Comparacion entre los niveles de expresion de Ki67 y Anexina V en ratones tratados con
Probenecid (n=4) y el grupo control (n=3). Se observé una disminuciéon en los niveles de
expresion de Ki67 en el grupo de ratones tratados con Probenecid en comparacion con el
grupo control. No se observdé un aumento significativo en los niveles de expresion de

anexina V. La prueba estadistica utilizada fue Mann Whitney; *, p < 0,05. ns: no significativo.

En conjunto, nuestros resultados indican que CCR5 y PANX1 participan en los procesos de
proliferacion celular, y crecimiento tumoral, disminuyendo los niveles de éstos al utilizar sus

respectivos inhibidores, es decir, Maraviroc y Probenecid.
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Discusion

El presente estudio permiti6 analizar el rol de CCR5 y PANX1 en la proliferacion tumoral
utilizando como modelo una linea celular de cancer de colon. El objetivo principal de nuestro
trabajo fue evaluar la activacion de PANX1 mediada por la activacion de CCR5 y su
participacién en la proliferacion de células tumorales de CCR. Al estimular CCR5 con CCL4,
esperabamos encontrar un aumento en los niveles de proliferacién, mientras que el uso de
inhibidores de CCR5 y PANX1 podrian revertir este efecto, sugiriendo la participacion de estas
moléculas en la proliferacion celular. Sin embargo, la activacion de CCR5 con la quimioquina
CCL4, contrariamente a lo esperado, no aumentd de manera significativa los niveles de
proliferacion celular en comparacion a los controles utilizados, por lo que no se puede afirmar,
mediante los experimentos conducidos en este trabajo, que la activacién de CCR5 induce
proliferacion celular mediante PANX1. Segun lo anterior, es probable que CCL4 tenga una
menor afinidad por CCR5 en comparacién a otros receptores de quimioquinas (CCR1, CCR8),
y, en este sentido, se podrian realizar ensayos de proliferacion utilizandose otros ligandos de
CCRS5, como CCL5; ya que se ha reportado que éste aumenta la proliferacién y la migracion de
células de CCR in vitro (46). Ademas, es importante mencionar que, en un estudio realizado en
ratones con metastasis de cancer de colon en higado, se observd una regulacion positiva del
eje CCR5, ya que los niveles de expresion de los genes de CCL3, CCL4 y CCL5 estaban
aumentados, respaldando la participacién de CCR5 y sus ligandos afines en cancer (47), lo que
sugiere un importante rol protumoral del receptor CCR5. Por otro lado, puede ocurrir que CCL4
active el receptor, pero no necesariamente la respuesta inducida va a promover la proliferacion
celular, por lo que se podria considerar evaluar otras respuestas que afecten la progresién
tumoral, tales como migracién e invasién celular, a través del ensayo de migracion transwell o
ensayo de la herida. También se debe considerar la alternativa de que los niveles de CCR5 en

la linea celular tumoral no estaban en sus niveles de expresion normales, debido a los
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constantes cambios de expresidn génica que estas ceélulas pueden sufrir. Por otro lado, para
comprobar la relacion de CCR5 y PANX1 en cancer, se sugiere un ensayo que permita evaluar
la activacion del canal PANX1 mediante la liberacion de ATP al medio extracelular, luego de la

activacion de CCRS, asi como fue evaluado previamente en un modelo de LT CD4+ (37).

Si bien los resultados de este estudio no permiten confirmar la relacion entre CCR5 con
PANX1, nuestros resultados sugieren que estas moléculas pueden estar implicadas por
separado en la proliferacion celular. Maraviroc, actualmente, es el unico antagonista de CCR5
disponible clinicamente que se ha utilizado para el tratamiento del VIH; en el ultimo tiempo, se
ha puesto en evidencia su efecto antineoplasico en una variedad de canceres primarios y
metastasicos (49). Nuestros experimentos in vivo muestran que Maraviroc disminuye los
niveles de proliferacion de células tumorales y disminuye la expresién de Ki67, un marcador de
proliferacion celular, en el modelo de xenoinjerto tumoral, confirmando el rol protumoral de
CCR5 en CCR, lo cual es consistente con lo expuesto en la literatura, en donde se ha
reportado que el uso de Maraviroc in vivo en modelos de raton anula el crecimiento de células
CCR en higado, e induce, incluso, la remision completa de la metastasis hepatica (47). La
inhibicion de CCR5 y su rol tumoral también han sido puestos a prueba en cancer de higado,
pancreas y mama, disminuyendo el crecimiento, invasion y metastasis celular, destacando la
importancia de este receptor como blanco terapéutico (48). Ademas, estudios anteriormente
realizados por el laboratorio en biopsias de pacientes con CCR, han demostrado que existe un
aumento en los niveles de expresion de CCRS en tejido tumoral en comparacion con el tejido
sano (42) También, se observd que, al inhibir el receptor CCR5 con Maraviroc, e intentar
estimular al mismo tiempo con la quimioquina CCL4, disminuyeron los niveles de proliferacion
celular de manera significativa en comparacion al grupo de células que solo fueron estimuladas
con CCL4, lo que indica la participacion de CCRS5 en la proliferacién celular y por lo tanto, su rol

en la progresion tumoral.
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Por lo tanto, estos efectos antitumorales observados proponen a inhibidores de CCR5 cémo
una alternativa terapéutica interesante de seguir estudiando, tanto en CCR como en otros tipos
de canceres, ya que se ha demostrado que posee efectos antineoplasicos importantes, como
la inhibicién de la proliferaciéon, migracién, y la interferencia en las cascadas de senalizacion
implicadas en el ciclo celular (47). En este sentido, Maraviroc ya ha sido considerado un

farmaco para la terapia contra el cancer de colon y ya se encuentra en etapa de estudio (53).

PANX1, por su parte, es un hemicanal que permite el paso de moléculas pequefias, como el
ATP, al medio extracelular, permitiendo que se pueda sostener la proliferacion celular y la
metastasis tumoral (50, 51). Se ha observado, en células cancerosas testiculares, in vitro, que
el silenciamiento génico de Panexina-1 inhibe |la capacidad de migracién, e invasion celular,
disminuyendo, ademas, los niveles de ATP en el medio extracelular; por el contrario, su
sobreexpresién aumenta la capacidad migratoria e invasiva de esta linea celular (11). La
evidencia acumulada también indica que PANX1 se sobreexpresa en una variedad de canceres
y regula el microambiente tumoral mediante la liberacion de ATP, tales como el cancer de
mama, cuello uterino, pancreas, CCR, entre otros (49) En nuestro estudio in vitro, no
encontramos una disminucion significativa en los niveles de proliferacion celular al inhibir
PANX1, en presencia de CCL4, mediante el uso de Probenecid, un farmaco que actualmente
se utiliza para tratar la gota, y que se ha propuesto en la literatura como un candidato
interesante de estudiar en el contexto tumoral, ya que se ha observado que tiene un efecto
antineoplasico (51). Sin embargo, se puede observar que, aunque no sea una disminucién
significativa, existe una tendencia a la disminucion de la proliferacion celular a las 48 y 72 horas
de incubacién con respecto a los controles. Similarmente, el inhibidor farmacolégico especifico
de PANX1, 10Panx, muestra una disminucion significativa de la proliferacion celular al

comparar la combinacion 10Panx/CCL4 y el efecto individual de CCL4. Estudios previos
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realizados en el laboratorio en biopsias de CCR, revelaron que existe una mayor expresion de
PANX1 en tejido tumoral en comparacion al tejido sano, respaldando el rol de este hemicanal
en la progresiéon tumoral (42). Por otro lado, al evaluar su papel en el crecimiento en el modelo
de xenoinjerto tumoral, se observé una disminucién significativa en el volumen del tumor en el
grupo de ratones tratados con Probenecid. Los tejidos obtenidos a partir de los tumores
extirpados de los ratones tratados y control, analizados mediante inmunohistoquimica,
mostraron de forma visual un menor contenido de areas viables en comparacion al grupo
control, lo que concuerda, a su vez, con una disminucion significativa en los niveles de

expresion de Ki67, y por lo tanto, en los niveles de proliferacion celular.

Como se menciond anteriormente, PANX1 tiene un rol fundamental en la liberacién de ATP al
medio extracelular, por lo que se debe considerar que la activacidon de estas vias en la célula
tumoral puede generar sefiales hacia otras células tumorales o células participes del
microambiente tumoral, generando un efecto tanto autocrino como paracrino. Tras la liberacion
del ATP al medio extracelular, varias enzimas degradan el ATP en ADP y AMP, los cuales
pueden estimular receptores purinérgicos, como P2X y P2Y, los cuales estan implicados en
diversos procesos celulares, incluyendo proliferacion, diferenciacion, migracion celular,
inflamacion y secrecién de citoquinas (52). En cuanto a las vias inflamatorias, estas sirven para
proteger al huésped; sin embargo, la desregulacion de esta respuesta puede resultar
patolégica, tal como en el cancer, en donde el ambiente inflamatorio puede contribuir a la
progresion maligna mediante la inhibiciéon de la vigilancia inmune mediada por inflamacion, el
inicio de la angiogénesis y la creacion de un entorno que promueve el crecimiento (53). En
melanoma, los receptores de membrana regulados por ATP, P2X7 y PANX1 se han implicado
directamente en el crecimiento del tumor (52). Asimismo, células de cancer de mama que
expresan una mutante de PANX1 que regula su funciéon de manera positiva, presentan una

ventaja de supervivencia en la progresion de la metastasis, ya que el ATP liberado actua sobre
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los receptores purinérgicos (P2X y P2Y) para suprimir la apoptosis celular (52). Debido al rol
que desempefia PANX1 en cancer, participando en procesos como proliferacion e inflamacion,
que contribuyen a la progresion tumoral, es que se considera una opcion interesante de seguir

estudiando y explorando como potencial blanco terapéutico.

Conclusion

El CCR es uno de los tipos de cancer mas prevalentes a nivel mundial, y millones de personas
se ven afectadas por esta patologia afio tras afo, por lo que es fundamental estudiar los
mecanismos celulares y moleculares involucrados en esta enfermedad para poder encontrar
nuevas opciones terapéuticas que frenen su progresion. En nuestro estudio, analizamos la
relacion entre CCR5 y PANX1, dos moléculas que se han descrito como posibles opciones
terapéuticas a futuro debido a su influencia en diversos tipos de cancer. La proliferacion celular,
un proceso fundamental en la progresiéon tumoral, se vié afectada al inhibir CCR5 con
Maraviroc en un modelo murino de CCR5, situacién similar que ocurre al utilizar inhibidores
farmacologicos de PANX1. Si bien no se pudo establecer la relacion entre CCRS y PANX1 y
confirmar la hipétesis, nuestro estudio muestra un camino experimental interesante de seguir
explorando para poder dilucidar la conexién entre ambas moléculas. La evidencia acumulada
actual, y nuestros resultados, aportan informacion valiosa con respecto a CCR5 y PANX1 y su
rol en el crecimiento tumoral, por lo que es fundamental invertir esfuerzos en investigaciones
adicionales que permitan seguir profundizando en la participacién que tienen ambas moléculas

en la progresién del cancer CCR.
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