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RESUMEN

El carcinoma papilar de tiroides es la neoplasia mas frecuente de la tiroides,
representando aproximadamente un 75 a 80% de los casos de cancer de tiroides. En
general la evolucidn del carcinoma papilar de tiroides tiende a ser benigno, sin
embargo en algunos casos puede ser agresivo y eventualmente fatal. Estos tumores
presentan una alta frecuencia de metastasis a tejido linfatico. Los factores moleculares
involucrados en la regulacion de estas metastasis son desconocidos. Nosotros
proponemos dque existen sefiales especificas que promueven la diseminacion de las
células tumorales hacia el tejido linfatico. Estas moléculas de atraccion podrian
participar en la destinaciéon de la célula tumoral hacia los nodos linfaticos. Se ha
demostrado que quimioquinas y sus receptores participan durante el proceso de
metastasis de multiples neoplasias como cancer de mama, prostata y melanoma.
Nuestra hipétesis de trabajo propone que la expresion de receptores de quimioquinas
en las células tumorales de tiroides, podria ayudar al proceso de metastasis al tejido
linfatico. En el presente trabajo analizamos la expresion y localizacion de receptores de
quimioquinas en tiroides de pacientes con céncer papilar de tiroides con y sin
metastasis linfaticas. Se obtuvo muestras de pacientes con diagnostico de cancer
papilar de tiroides y como control se utilizé tejido tiroideo normal del mismo paciente.
Se encontrd mRNA de los receptores CCR4, CCR5 y CCR10 en ambos fejidos, normal
y tumor, por RT-PCR semicuantitativo. Analisis de expresién y localizacion de
receptores de quimioquinas fueron realizados por inmunchistoquimica y citometria de
flujo. Se observd un aumento de la expresion de los receptores de quimioquinas
CXCR4, CCR3 y CCRY en el tejido tumoral. El receptor CXCR4 fue expresado al

mismo nivel en tejido tumoral de pacientes con y sin metastasis linfaticas. El receptor
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CCR7 solo se detecté en tejido tumoral de pacientes con metastasis linfaticas y no en
tiroides normal. Estos hallazgos sugieren que la expresion del receptor CCR7

correlaciona con la capacidad de las células tumorales para hacer metastasis linfaticas.




ABSTRACT

Papillary thyroid carcinoma is the most frequent malignant neoplasm of the
thyroid, representing 75 to 80% of the thyroids cancers. In general, papillary thyroid
carcinoma follows a benign clinical course, however, some cases can be aggressive
and even fatal. This tumor has a high metastatic potential, which occurs most frequently
to the lymphatic tissues and through the blood stream. The molecular mechanisms that
regulate this highly selective metastaic pattern are unknown. It is possible that specific
factors may act as signals that promote tumor cells to migrate to the lymphatic tissue.
These molecules will participate in the destination of the tumoral cells towards the
lymphatic nodules. It has been shown that chemokines and their receptors participate in
the metastatic process of multiples neoplasms such as the breast cancer, prostate
cancer and melanoma. Our working hypothesis proposes that the expression of the
chemokines receptors in the thyroid tumor cells will promote metastasis process
towards the lymphatic tissue. In the present work, we investigated the expression and
localization of chemokine receptors in patients with thyroid cancer with and without
lymphatic metastasis. Samples were obtained from patients diagnosed with papillary
thyroid cancer. As control we obtained non-malignantl thyroid tissue from the same
patient. By semiquantitative RT-PCR analysis, we found mRNA of CCR4, CCR5 and
CCR10 receptors both tumor and normal thyroid tissues . Analysis of the expression
and localization of chemokine receptor proteins was performed by flow cytometry and
immunohistochemistry . Overall, an increased expression of chemokines receptors
CXCR4, CCR3 and CCR7 was detected in malignant tissue compared to normal thyroid
tissue. The increased expression of CXCR4 receptor in patients with papillary thyroid

carcinoma was was not different in patients with and without lymphatic metastasis.
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Interestingly, detection of CCR7 receptor was highly specific, and found only in tumor
samples of patients with metastasis, but not in patients without metastasis or in normal
tissue . Our results suggest that the expression of CCR7 receptor correlates with the

capacity of the tumor cells to make lymphatic metastasis.
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1. INTRODUCCION

La Glandula Tiroides

La tiroides fue identificada durante la época del renacimiento, alrededor del
1500, Vesalius (anatomista flamenco, fundador de la anatomia modema) utilizo el
termino de glandula laringea y en 1656 Thomas Wharton la llamé glandula tiroides
(Werner and Ingbar's, 2000). Esta es una glandula endocrina ya que produce
hormonas que son liberadas al torrente sanguineo, pesa entre 10 y 20 gramos, posee
dos Iébulos y una unién entre ellos llamada istmo. En ocasiones se presenta un tercer
I6bulo en la zona del istmo, llamado Iébulo piramidal. La tiroides se encuentra ubicada
alrededor de la traquea debajo del cartilago cricoides (fig. 1.1) (Wemer and Ingbar's,

2000).

' Iimo

Figura 1.1: Glandula tiroides. La glandula tiroides aparece en rojo, se observan los dos
I6bulos que rodean la traquea, unidos a traves del istmo.
(www.teknon.es/consultorio/centeno/intervenciones/tiroides.htm)

La glandula tiroides esta constituida por foliculos cerrados de tamario variable,

estos son la unidad funcional basica de la tiroides madura y estan revestidos de células




epiteliales cilindricas llamadas células foliculares (fig. 1.2). Estas se encuentran
formando una monocapa de células que rodean un lumen constituido por un coloide
homogéneo donde se secretan las hormonas tiroideas en su forma inactiva, es decir,
unidas a una glicoproteina, formando la tiroglobulina (TG) (Kuehnel, pag. 262-264,
2003).

Entre los foliculos de la tiroides se encuentran las células parafoliculares
(células C) las cuales estan encargadas de producir la hormona calcitonina que

participa en el metabolismo de calcio.
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Figura 1.2: Histologia del tejido tiroideo. Las células foliculares se ubican en monocapa
formando los foliculos donde son liberadas las hormonas tiroideas. Las células parafoliculares
se encuentran entre los foliculos, tienen nicleos mas grandes y redondos que las células
foliculares. Fotografia de tejido normal de tiroides. Tincion Hematoxilina (nucleos) (40x).

Las células epiteliales o foliculares que conforman el foliculo se les denomina

tirocitos. Las principales hormonas producidas por los tirocitos son la triyodotironina

(T3) y tiroxina (T4), (fig. 1.3).
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Figura 1.3: Estructura quimica de las principales hormonas tiroideas. A) Triyodotironina o
Ts, B) Tiroxina o T4.




La funcién de la glandula tiroides esta regulada por la Hormona estimulante de
la Tiroides (TSH). Esta hormona es producida por la glandula pituitaria, la que a su vez
es regulada por el hipotalamo por medio de la hormona liberadora de tirotropina (TRH)

(Werner and Ingbar's, 2000).

Céancer de Tiroides

En el sistema endocrino son frecuentes las enfermedades de [a tiroides, las
cuales presentan una alta incidencia de neoplasias, las que han aumentado
significativamente en los ditimos afios (Gonzélez y Mosso, 20086). El cancer de tircides
en Chile tiene una incidencia de 0.7% en mujeres y 0.3% en hombres (Ministerio de
Salud del Gobierno de Chile, Estadisticas, 2004, http:/deis.minsal.cl/deis
findexmc33.asp).

Se conocen cuatro tipos principales de cancer de tiroides:

e Cancer anaplasico, que se desarrolla a partir de las células foliculares.
= cancer medular, que se desarrolla partir de las células parafoliculares.
» cancer folicular, que se desarrolla a partir de células foliculares.

s cancer papilar, que se desarrolla a partir de células foliculares.

Entre los que afectan a las células foliculares, los mas frecuentes son el cancer
papilar y el cancer folicular de tiroides. Dos tercios de los diagnésticos de cancer de
tiroides corresponden a cancer papilar de tiroides (CPT). (American Cancer Society®.

hitp://www.cancer.org/docroot/esp/content/ esp_5_1x_que_e s_43.asp).




El diagnostico de CPT se basa en la morfologia nuclear de las células
tumorales, ya que estas presentan ntcleos mas grandes, alargados, apretados y
sobrepuestos, con contorno nuclear irregular, marginacién periférica de cromatina y
micro-nucleolos mlltiples ubicados inmediatamente bajo la membrana nuclear (Al
Brahim y col., 2006; Gheriani 2006). Como consecuencia del cambio de morfologia se
pierde la organizacién normal del tejido, adoptando una estructura en forma de papilas,
la cual es caracteristica de este tipo de céncer, aun cuando no se observa en todos los
casos (Al-Brahim y col., 2006). El CPT presenta una tendencia a generar metastasis
hacia los linfonodos del cuello, las cuales son detectadas en un 20-30% de los casos
por examenes habituales como la ecografia (Hall y col., 2003). Las células del CPT
mantienen caracteristicas del tejido normal, como la expresién del receptor de TSH lo
gue estimula el crecimiento del tumor, sin embargo la suspension de TSH no es
suficiente para prevenir metastasis (Mineo y col., 2004). Machens investigd en
pacientes mayores de 45 afios los factores de riesgo que determinan las metastasis
linfaticas y metastasis distantes en cancer de tiroides, sus resultados muestran que las
metastasis linfaticas se relacionan con el tamario del tumor primario y la extension
extratiroidal de las células malignas en tumores no encapsulados (Machens y cal.,
2003).

La metastasis es un proceso complejo (fig.1.4), en el cual las células tumorales
rompen la matriz y se desplazan a través del sistema linfatico o de los vasos
sanguineos, hasta llegar a un tejido con condiciones favorables, donde se aloja y forma

un nuevo tumor (Kaplan y cal., 20086).




Figura 1.4: Etapas del proceso de metastasis. Las células van desde el tumor primario,
pasan a los vasos sanguineos, luego se produce la extravasacion y proliferacién en el sitio de
metéstasis. (Chambers y col., 2002)

El proceso de metastasis tiene multiples etapas que incluyen: la invasién,
vascularizaciéon, embolizacién, adhesion capilar, extravasaciéon y proliferacion celular
asociada a angiogénesis en el érgano secundario (Chambers y col., 2002).

Cada una de estas etapas requiere que la célula maligna exprese los genes
necesarios para superar los mecanismos de defensa del tejido huésped y consolidar el
proceso metastatico (Chambers y col., 2002). En términos generales, se considera que
las etapas iniciales del proceso metastatico son altamente eficientes lo que contrasta
con las etapas finales en donde la sobrevida de las células en su destino final es muy
baja (Chambers y col, 2002). Las etapas iniciales, desde el momento de la
intravasacion hasta la adhesiéon, son de gran importancia para explicar el patrén

especifico de metastasis a diferentes 6rganos.




Sobre este punto, existen dos teorias predominantes:

1. El patrén de flujo circulatorio entre el tumor primario y los érganos secundarios
es suficiente para explicar las metastasis érgano-especificas.

2. La dependencia de la célula maligna por un tipo apropiado de organoc
secundario (donde se implanta), es de gran importancia para determinar el

patron especifico de metastasis (Kaplan y col., 20086).

Ambos factores son apoyados por la evidencia actual. Por un lado, las
metéstasis a los pulmones e higado son altamente dependientes del patrén de flujo
sanguineo, en donde las células son retenidas eficientemente por restriccion de
tamario; mientras que en las metéastasis éseas y linfaticas el patrén circulatorio es
menos relevante, cobrando mayor imporiancia la atraccién y afinidad de la célula
maligna por un érgano determinado (Chambers y col., 2002). Por otra parte, también
se ha sugerido que existen factores moleculares que comunican a la célula tumoral con
el sitio de metastasis, los que estarfan jugando un rol como moléculas de atraccidn en
el proceso metastatico (Liotta, 2001).

Los mecanismos moleculares que regulan el proceso de metastasis en el CPT
se desconocen, Dado que el proceso metastatico a los linfonodos no depende del
patrén de flujo circulatorio, no existe comunicacion sanguinea directa entre la tiroides y
los linfonodos, es posible pensar que hay sefiales especificas de atraccion que
participarian en la destinacion de la célula maligna hacia los linfonodos. Siguiendo esta
linea de pensamiento, las quimioquinas y sus receptores surgen como candidatos muy

atractivos (Malcolm 2001).




Quimioguinas y Receptores de Quimioguinas

Las quimioquinas son una familia de pequefias proteinas guimio-atractantes de
8 a 14 KDa, que tienen la capacidad de regular diversos aspectos de la respuesta
inmune, jugando un rol fundamental en el homing de las células del sistema inmune
(Forster y col., 1999; Zlotnik y col., 2000). Las quimioquinas son secretadas por
diversos tipos celulares, entre ellos, células del sistema inmune y células epiteliales
(Locati y col., 2002). Hasta ahora se han descrito mas de 50 tipes de quimioquinas y se
clasifican, basados en la posicién de los dos primeros residuos de cisteina adyacentes
al N-terminal, en cuatro familias altamente conservadas; CL, CCL, CXCL y CX;CL
(Zlotnik y col., 2000) (fig. 1.5).

Por otra parte, se han ideniificado 18 receptores de quimioquinas en el ser
humano, estos receptores presentan siete dominios fransmembrana formando parte de
la familia de receptores acoplados a proteina G, las regiones intracelulares intervienen
en la transduccion de sefiales y en [os dominios extracelulares se encuentran lugares
susceptibles a la glicosilacion (Allen y col., 2007). Estas proteinas de membrana tienen
un peso molecular aproximado de 40 KDa (Zlotnik y col., 2000). La mayor parte de
estos receptores pueden activarse por la unién de diferentes quimiogquinas y una
quimioquina puede activar distintos receptores, sin embargo existe un pequefio grupo

que tiene un ligando especifico (Zlotnik y col., 2000).
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Figura 1.5: Quimioquinas. En la figura se observan representantes de cada una de las familias
de quimioquinas C, CC, CXC y CX5C (Canol y col., 2001).
La interaccion entre el receptor y su ligando induce la activacién de muiltiples
vias de sefializacion dirigidas a coordinar el proceso de quimiotaxis celular (Tanaka y
col., 2005). Se ha observado que en e! proceso de inflamacién la capacidad de los
leucocitos de infiltrar un tejido se correlaciona con:
« El patrén de expresion de receptores de quimioquinas.

» Las concentraciones relativas de las quimioquinas en el tejido estudiado.

El gradiente de quimioquinas, que atrae a células que infiltran es generado por
las diversas células presentes en ese tejido en particular. Aunque originalmente fueron
identificados en leucocitos, los receptores de quimioguinas funcionales también se han
encontrado en células dendriticas, endoteliales y algunas células epiteliales,
particularmente aquellas que han sufrido transformacién maligna (Gunn 2003; Mora y

col., 2003; Muiller y col., 2001; Scotton y col., 2001).




Quimiogquinas, Receptores de Quimioguinas y Cancer

La expresion diferencial de ciertos receptores de quimioguinas esta relacionada
con multiples neoplasias incluyendo el cancer de mama, melanoma maligno, cancer de
pulmén, cancer de eséfago y cancer epidermoide de cabeza y cuello, entre otros (Ding
y col., 2003; Wang y col., 2004). Ademas, se ha observado la expresién de receptores
de quimioquinas en algunos tipos de cancer con metastasis especificas, como son el
cancer de prostata y el melanoma (Chambers y col., 2002; Kakinuma y col., 2006).
Estudios anatomo-patolégicos en biopsias de pacientes con cancer de préstata y de
mama han mostrado que la expresién de receptores de quimioquinas es més intensa
en aquellos pacientes que han presentado metastasis (Kato y col., 2003). Por otra
parie, se ha observado que las células tumorales de cancer de mama expresan un
patron de receptores de quimioquinas que tienen afinidad por las quimioquinas
expresadas principalmente en los érganos en donde frecuentemente genera
metastasis (Mller y col., 2001). En estos estudios se encontré una alta expresién de
los receptores de quimioquinas CXCR4 y CCRY7 lo cual es consistente con los niveles
elevados de sus respectivos ligandos CXCL12 y CXCL21 en los sitios de metastasis
(linfonodos, pulmén e higado) (Muller y col., 2001). Ademas, el bloqueo de CXCR4
inhibe [a metastasis de células de cancer de mama en un modelo experimental animal,
lo que apoya la participacién de estos receptores en el proceso metastatico (Miller y
col., 2001). Considerando esta evidencia, se sostiene que las quimioquinas (como
sefiales) y sus receptores participarian en el proceso de atraccion durante la
metastasis (Philip y Murphy 2001; Miller 2001; Liotta 2001; Scotton 2001; Chambers
2002; Balkwill 2004),
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Aparte de la destinacion celular, las quimioquinas inducen variados procesos
que favorecen la iniciacién y consolidacion de la metastasis, incluyendo: la regulacién
de la angiogenesis, activacién de metaloproteinasas, activacion de proliferacién e
inhibicion de apoptosis (Mantovani, 1999; Homey y col., 2002). Por ejemplo, se ha
observado que la activacion del receptor de quimioquina CXCR4 estimula la migracién
de células tumorales y aumenta su capacidad de invasién a través de una matriz
extracelular recompuesta (Matrigel) vy a través de monocapas de células endoteliales
(Scotton y col., 2002; Balkwill, 2004). Por ofra parte, en numerosos tipos de cancer
como el glioma, el melanoma, cancer de ovario y rifién, la quimioquina CXCL12
promueve la proliferacidn y supervivencia de células mantenidas en condiciones sub-
optimas, por ejemplo en cultivo celular con bajas concentraciones de suero (Scotton y
col., 2002). Esta adaptacion a condiciones adversas inducidas por quimioquinas
permitiria que células tumorales crezcan en sitios distantes que en ofras condiciones
serian desfavorables. Asi, la evidencia acumulada, tanto clinica como experimental,
apoya la importancia de los receptores de quimioquinas en el proceso metastatico.

En este trabajo proponemos que los receptores de quimioquinas también
juegan un rol importante en el CPT y en {a capacidad de estas células para generar
metastasis. Experimentos preliminares realizados en nuestro laboratorio muestran
diferencias en la expresién del mRNA del receptor CCR3 en el CPT respecto al tejido
normal. Estos resultados apoyan nuestra hipotesis de que un cambio en el patrén de
expresion de receptores de quimioquinas podria ser importante en el proceso
metastatico hacia los linfonodos de los tumores que se desarrollan en Ia tiroides.

Dado que [a metastasis es uno de los grandes determinantes de morbilidad y/o
moritalidad del cancer, estudios dirigidos a conocer los mecanismos moleculares son

de gran importancia para la optimizacién de decisiones terapéuticas y posiblemente el
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desarrollo de terapias biolégicamente més especificas. Esta realidad hace imperativo
identificar los mecanismos moleculares gue regulan las metastasis linfaticas en el CPT.

La dilucidacién de los mecanismos que subyacen la metastasis a los tejidos
linfaticos contribuird al entendimiento de la funcidn de los receptores de quimioquinas

en el cancer, como en el manejo general de esta enfermedad.




HIPOTESIS

12

“Durante el proceso de transformacién maligna, las células del cancer papilar de

tiroides adquieren un patrén de expresién de receptores de quimioquinas”
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Objetivos Generales y Especificos

1) Objetivo General
Determinar diferencias en el patrén de expresidn de receptores de quimioquinas en

el CPT.

2) Objetivos Especificos
a) Determinar el subtipo de receptores de quimioquinas, a nivel de mRNA, expresado

en tejido tiroideo normal y tumoral.

b) Determinar la expresion de receptores de quimioquinas a nivel de proteina, en tejido

normal y fumoral.

¢) Analizar la localizacion celular de'los receptores de guimioquinas identificados en el

segundo objetivo tanto en el tejido tiroideo tumoral como en el normal.
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2. MATERIALES Y METODOS

2.1 Obtencion de tiroides normal y de cancer papilar humano.

Las muestras de tejido tiroidal tanto normal como de céncer papilar humano
fueron obtenidas de pacientes operados sometidos a tiroidectomia total por CPT. La
cirugia de extraccion se realiz6 previo consentimiento expreso de los pacientes (ver
anexo 1). Los tejidos analizados durante este trabajo fueron los siguientes: Epitelio
tiroideo normal y CPT, ambos tejidos fueron extraidos del mismo paciente.

Las muestras de tejido fueron transportadas en frio desde el pabellén del
hospital clinico de la Pontificia Universidad Catdlica de Chile al Laboratorio de
Inmunologia Molecular de la Facultad de Ciencias Biolégicas de la Pontificia
Universidad Catélica de Chile, en medio de cultivo RPMI 1640 sin suplementar
{Invitrogen). El tejido fue limpiado de restos de tejido adiposo y se dividié en tres partes
(dependiendo del tamafio de la muestra) cada seccién con un didmetro minimo de 0,4
cm. Una parte del tejido se congelé en medio para congelar tejidos O.C.T. (Optimal
Cutting Temperature) (Sakura) a -80°C (REVCO medelo Ultima l1); una segunda parte
se mantuvo en frio para ser analizada inmediantemente por citometria de fiujo; la
tercera parte se fijo6 en paraformaldehido para ser analizado el tejido por
inmunohistoquimica. En los casos en que la cantidad de tejido no era suficiente para

dividirlo en tres partes, la muestra se us6 en citometria de flujo e inmunohistoquimica.
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2.2 Microdiseccion del tejido.

Las muestras de tejido que se usarian para analizar la expresién del mRNA
mensajero de los receptores de quimioguinas fueron sometidas a microdiseccién para
seleccionar solo células provenientes de tejido tiroideo. El tejido en medio O.C.T. se
sumergié en un recipiente con isopropanol, y este recipiente se sumergio a su vez en
nitrégeno liquido por 1 minuto aproximadamente. Si el tejido no fue procesado
inmediatamente se guardd a -80°C. Secciones de 7um de espesor fueron cortadas en
criostato (Leica CM 15105). Luego estas secciones fueron guardadas a -80°C o fijadas
directamente en metanol 70% en agua libre de nucleasas. Los cortes fijados fueron
rehidratados en agua libre de nucleasas, después se incubé con hematoxilina de
Mayer por 3 minutos. La hematoxilina tifie los nucleos de las células por lo que es
posible distinguir la forma de las células y asi poder diferenciarlas. Luego los cortes se
lavaron en agua libre de nucleasas y se deshidrataron en una bateria de alcoholes
{etanol 70° 1 min; 80° 1 min; 95° 1 min; 100° 5 min; 100° 10 min). La microdiseccién de
tejidos se realizd con bisturi (n°11) en un microscopio invertido (Olympus CKX41), para
minimizar posibles contaminaciones con componentes inflamatorios que pueden alterar

los resuitados. El tefido seleccionado es depositado en tubos Eppendorf de 1.5 ml.

2.3 Extraccion de RNA de tejido tiroideo microdisecado.

lL.as muestras de tejido tiroideo microdisecado se centrifugaron a 13.000 g por
10 minutos a 4°C en microcentrifuga (Micromax RF IEC Centra CL3R termo IEC). El
tejido microdisecado se homogenizd mediante resuspension con pipeta con 1 ml de
Trizol (Invitrogen), El homogenizado se incubé en Trizol 10 a 15 minutos a temperatura
ambiente. Luego al homogenizado en trizol se le agregé 0,2 ml de cloroformo (Merck),

se mezcld por vortex (modelo VX10, Labnet International) durante 15 segundos,
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posteriormente se incub6é por 3 minutos a 4°C y se centrifugé a 12.000 g por 15
minutos a 4°C. Se rescaté la fase acuosa a la que se le agregé 0,5 ml de isopropanol
(Merck). Esta mezcla se incubé por 10 minutos a 4°C, se centrifugé a 12.000 g por 10
minutos a 4°C y se eliminé el sobrenadante, El peflet resultante se lavé con 1 ml de
alcohol 75°C (Merck), se mezclé por vortex y se centrifugé a 7.500 g por 5 minutos a
4°C. Finalmente se elimind el sobrenadante y se secé el pellet que corresponde al
RNA. Este fue secado al aire y se resuspendié en 20 pl de agua libre de nucleasas,

después se incubo a 55°C por 10 minutos y el RNA extraido se guardé a -80°C.

2.4 Sintesis de cDNA.

En tubos de 0,2 ml se agregd de 4 a 10 pl del RNA purificado de tejido de
tiroides microdisecado. No se pudo determinar por espectrofotométrica la
concentracion de RNA en las muestras. A las muestras de RNA se les agregd 1p! de
random primers (1pg/1ul) (Kit Improm Il de Promega). Las muestras se calentaron a
70°C por 3 minutos en termociclador (PCR Sprint Termal Cycler, de Termo Electron
Corporation). Luego los tubos se mantuvieron en hielo. En esta etapa se preparé una
mezcla con todos los reactivos para el RT-PCR: 4pl de Improm Il 5x (Buffer de
reaccion), 1,2ul MgCl; 1,5 mM, 1yl dNTPs mix 0,5 mM, 0,5pl Inhibidor de RNAsa (20
unidades), 1yl Improm Il RT 0,25 unidades (enzima Transcriptasa Reversa), 0-7ul de
agua libre de nuclesasas (dependiendo del volumen de RNA usado). Esta mezcla se
preparé calculando el nimero de muestras mas los controles tanto positivo como
negativo. 15yl del mix fueron afiadidos a cada muestra de RNA. Las muestras fueron
incubadas con el mix a 25°C por 5 minutos y 42°C por 1 hora. El producto de cDNA se

guardé a -20°C.
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2.5 Reacciones de amplificacion mediante PCR

En la reacciones de amplificacion de los receptores de quimioguinas se usé 2
del cDNA. La reaccién de amplificacién se realizé en un volumen final de 25 pl. La
mezcla de reactantes contenia 2,5 pl de buffer de reaccion Impron Il 5x; 1,25 ul de
mezcla de partidores a una concentracion de 10uM cada uno; 0,5 Jl de MgCl; 1,5 mM;
0,5 pl mezcla de dNTPs 0,2mM, el volumen se completd con agua destilada tratada
con DEPC. Una vez que [os reactivos se han agregado se le colocé 1l de la
enzimaTag polimerasa (invitrogen 1 unidad). En cada reaccién se incluyd un control
positivo. Este corresponde a una muestra de ¢cDNA proveniente de tejido total o cDNA
de linfocitos de sangre periférica. Se conté con un control negativo el que corresponde
a la mezcla de reaccién sin cDNA. Las reacciones de amplificacién se realizaron en el
termociclador detallado anteriormente.

Los partidores utilizados en las reacciones de PCR, son los siguientes:
GADPH, (producto de 400pb, Tm 58°C), Gene Link.
F: GTCAACGGATTTGGTCTGTATT, R: AGTCTTCTGGGTGGCAGTGAT
CCRS, (producto de 354 pb, Tm 55°C), Invitrogen,
F: ATGGTGGTGACAGAGGTGAT, R: AGGTGAGTGTGGAAGGCTTA
CCR4, (producto de 473pb, Tm 60°C), Gene Link.
F: TGCTCTTCGTGTTTTCCCTC, R: CATCTTCACCGCCTTGTICT
CCRS, (producto de 311pb, Tm 60°C), Gene Link.
F: CAGATATTTCCTGCTCCCCA, R: CTTCTGGGCTCCCTACAACA
CCRS, (producto de 308pb, Tm 50°C), [nvitrogen.
F: AATACAACACCCAAGGCAGC, R: ATAAGCTTTTCGCTCTGGCA
CCRY7, (producto de 529pb, Tm 55°C), Invitrogen.
F: GAGGCAGCCCAGGTCCTTGAA, R: TCCTTCTCATCAGCAAGCTGTC
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CCR10, {producto de 493pb, Tm 60°C), Gene Link.
F: GGGTTTCTCCTTCCACTCCT, R: TATTCCCCACATCCTCCTTG
CXCR2, (producto de 202pb, Tm 58°C), Invifrogen.
F: ATTGTGGGCATCCTTCACAG, R: TGCACTTAGGCAGGAGCTCT
CXCR4, (producto de 702pb, Tm 58°C), Invitrogen,
F: AGAACCAGCGGTTACCATGGA, R: GAGTGTGACAGCTTGGACATG
Las reacciones de PCR se realizaron usando un ciclo de desnaturacién a 95°C
por 3 minutos, 39 ciclos de amplificacion (desnaturacion a 94°C por 45 segundos,
temperatura de alineamiento de partidores por 45 segundos, extensién a 72°C por 45

segundos) y un ciclo de extensién final a 72°C por 7 minutos.

2.6 Verificacion de los productos de amplificacion

Los productos de las amplificaciones se verificaron mediante electroforesis en
geles de agarosa al 2% (Invitrogen) en tampoén TAE (Tris-acetato 40mM, pH8.0; EDTA
TmM). 1ul de SyberGreen fue agregado a 10 ml de agarosa para posteriormente poder
visualizar el DNA en el gel. Los productos de DNA se mezclaron con el tampén Blue ||
(6x) de carga (Invitrogen). La electroforesis se realizo a un potencial constante de 100
V (fuente de poder Bio-Rad, modelo 200/2.0). Las bandas de DNA presentes en los
geles se visualizaron y se fotografiaron sobre un transiluminador UV Vilber Lourmat. Se

usé un estandar de peso molecular de 100pb GenelLink.

2.7 Inmunohistoquimica.
El tejido fresco que se seleccioné para analizarlo por inmunohistoquimica se fijo
en paraformaldehido al 3% en TBS por 18 horas a 4°C. Los tejidos se deshidrataron

usando una bateria de alcoholes. Brevemente, los tejidos fueron sumergidos en etanol
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al 70% tres veces por 20 min; uego en etanol al 95% tres veces por 20 min; después
en etanol al 100% tres veces por 20 min; y finalmente los tejidos se sumergen en
Xilol/Etanol (1:2) por 30 min, luego en Xilol/Etanol (1:1) por 30 min, Xilol/Etanol (2:1)
por 30 min, Xilol 100% tres veces por 30 min, Xilol/parafina una vez por 1 hr. (56°C),
luego los cortes se dejan en parafina al 100% toda la noche a 56°C y se realizan
cambios a parafina 100% por 1 hr (56-60°C). Los tefidos en parafina liquida son
traspasados a placas Lewkart para la formacion de los tacos. Una vez fiia la parafina,
ésta se solidifica y los cortes quedan embebidos dentro de ésta. Los tacos se usan
para cortar los tejidos en el micrétomo. Se obtuvo cortes de 5 um de grosor y estos
fueron depositados en portaobjetos silanizados (Marienfeld). Los cortes pueden ser
guardados a temperatura ambiente hasta ser utilizados para inmunohistoquimica.
Previamente a la inmunohistoquimica los cortes deben ser rehidratados. Se les
removié la parafina y se hidrataron. Brevemente, las muestras se sumergieron en xilol
al 100% tres veces por 10 min; luego en etanol 100% tres veces por 10 min; etanol
95% fres veces por 2 min; etanol 70% tres veces por 2 min; y finalmente se
rehidrataron en TBS por 5 min. Para recuperar los epitopos perdidos de los antigenos
debido al paso por parafina, los cortes rehidratados se sumergieron en buffer AC
(buffer acido citrico) pH 6 (41 mL citrato de sodio 10mM, 9 mL acido citrico 0.1M, 450
mL H,O destilada) por 10 min a maxima potencia en un horno microondas. Luego se
enfri6 a temperatura ambiente con buffer AC frio y se lavé tres veces con H,O
destilada. Posteriormente se procedié a bloquear la actividad peroxidasica enddgena
con H,0, al 3% en TBS por 15 min y se lavé tres veces con TBS por 5 min.

Los cortes de tejido fueron bloqueados para disminuir la unién inespécifica del
anticuerpo primario: El bloqueo consisti6 en incubar los cortes con leche al 5% en TBS-

Tween 0.1% por 1 hora a temperatura ambiente. Luego se procedié a incubar con los
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anticuerpos primarios en TBS-Tween 0.1%, leche 0,5 % por toda la noche a 4°C. Los
anticuerpos primarios que se utilizaron en la inmunohistoquimica fueron: a-CCR3
monoclonal de rata usado a una concentracién de 500ug/m! (RyD Systems, n° catalogo
MAB155); a-CCR7 monoclonal de ratén usado a una concentracion de 500ug/ml (RyD
Systems, n° catdlogo MAB197); y a-CXCR4 anticuerpo monoclonal de ratén usado a
una concentracién de 500pg/m! (RyD Systems, n° catalogo MAB173)

Los cortes se lavaron 6 veces por 5 min con leche 0,5% en TBS. Luego se
incubaron con el anticuerpe secundario (biotinilado) en TBS-Tween 0,1% con leche 0,5
% por 1 hora a temperatura ambiente, y se lavaron 4 veces por 5 min con leche 0,5%
en TBS. Posteriormente se agregé estreptavidina/HRP 1/250 (ABC-Vector PK4000) a
los cortes y se incubaron por 45 min. Los cortes se lavaron 4 veces con leche 0,5% en
TBS por 5 min. El revelado se llevo a cabo en una caja oscura utilizando el reactivo de
amplificacion DAB (SIGMA, nuimero de catdlogo D5905). La incubacion con DAB
puede demorar entre 30 segundos a2 20 min. Posteriormente se detuvo el revelado
lavando los cortes con agua destilada. Luego los cortes fueron tefiidos con
Hematoxilina por 30 segundos. Los cortes deshidratados en una bateria de alcoholes.
Brevemente, los cortes se sumergieron en etanol al 70% tres veces por 3 min; en
etanol al 95% tres veces por 3 min; en etanol al 100% tres veces por & min; y en xilol al
100% tres veces por 5 min. Los cortes se secaron y fueron cubiertos con entellan. Una
vez secado el medio de montaje se observaron y fotografiaron las muestras en

microscopio.
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2.8 Analisis de expresion de CCR3 por Citometria de flujo.

La fraccion de tejido fresco que se usaria para el analisis de citometria de flujo
fue disgregada mecénicamente en medio de cultive RPM| 1640 (Invitrogen) sin
suplementar. Se descarté el tejido conective y el tejido remanente se disgrego
mecanicamente pasandolo por una jeringa (0,5 x15 25 G5/8 de 1 ml). La disgregacion
mecanica del tejido permite separar las células. Las células fueron traspasadas a tubos
eppendorf en medio de cultivo y centrifugadas a 250 g por 6 minutos. Se elimind el
sobrenadante y el pellet se resuspendio en PBS/BSA 3% (aprox. 200.000 células por
tubo). Luego se adicioné 0,5ul de estreptavidina fria 10mg/ml (Invitrogen, n® catalogo
S-888), a todos los tubos, incluyendo los controles (autofluorescencia, solo TSHR-
FITC, CCR3, sélo secundario y control de isotipo). Luego se agregd el marcador de
tirocitos, a-TSHR polictonal hecho en cabra 200pug/mi a una dilucién de 1/100 (Santa
Cruz Biotecnology n® catalogo sc-7816), se agregé el anticuerpo primario a-CCR3,
monoclonal de rata 500ug/ml que se usé a una dilucién de 1/200 (RyD Systems, n°
catalogo MAB155). Para realizar el control de isotipo se usé un anticuerpo hecho en
rata 1gG 22 (PharMingen, n® catdlogo 553929). Las células se incubaron por 456 min a
4°C con los anticuerpos primarios. Terminada la incubacion, las células se lavaron 2
veces con 1 ml de PBS/BSA 3%. Luego las células se centrifugaron a 250 g por 8
minutos. Después se agregd el anticuerpo secundario a-rata-biotinilado de conejo
1/200, (1,5mg, n° catdlogo BA-4000, Vector Laboratories) y las células se incubaron
por 30 minutos a 4°C. Luego se lavaron las células al igual que en el paso anterior. Se
agregd estreptavidina-PerCP 1/300 de concentracién 0,2 mg/ml (BD Pharmingen, n®
catalogo 554064) y a-goat-FITC de conejo, (Santa Cruz Biotecnology, n® catalogo sc-

2777). Esta mezcla se incub6d por 30 minutos, terminada la incubacion las células se
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lavaron como ya se ha descrito y se resuspendieron en 300ul de PBS/PFA 2%. Se

procedié a analizar las muestras por citémetro de flujo (BD modelo FACS Calibur).

2.9 Permeabilizacion de células

Con el objetivo de evaluar por citometria de flujo el porcentaje de este receptor
que se encuentran dentro de la célula (en el citoplasma), se procedié a permeabilizar
las células. Brevemente, las células fueron fijadas en PBS/PFA 2% por 20 minutos a
temperatura ambiente, después se lavaron y se resuspendieron en PBS/BSA 3%
saponina 0.25% con la dilucién de anticuerpo primario (ya descrita en la seccién
anterior) mas 1pl de estreptavidina. Esta mezcla se incubé por 2 horas 4°C, se favé y
se le agregé el anticuerpo secundario en PBS/BSA 3% saponina 0.25% se incubo por
30 minutos a 4°C. Por dltimo las células se lavaron en PBS/BSA 3% y se incubaron
con streptavidina-PerCP en PBS/BSA 3% saponina 0.25% por 30 minutos a 4°C. Las
celulas se volvieron a lavar con PBS/BSA 3%, se resuspendieron en 300ul de
PBS/PFA 2% y se mantuvieron a 4°C en oscuridad hasta ser analizadas por citometria
de flujo. Los anticuerpos, sus concentraciones y controles se realizaron como se
describio en la seccion anterior. Los analisis se realizaron con los programas CellQuest

Pro, BD Biosciences, Winmdi 2.8 y Weasel v 2,3.1, GraphPad Prism 4.

2.10 Buffers

1- Fosfate Buffer Saline (PBS) pH 7,4

140 mM NaCl; 3 mM KCI; 10 mM Na,HPQ,; 1,8 mM KH,PO,
2- Tris Buffer Saline (TBS) pH 8,0

140 mM NaCl; 3 mM KCI; 20 mM Tris.
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3. RESULTADOS

3.1 Deteccion de transcritos de receptores de quimioquinas en tejido normal y
cancer papilar de tiroides.

Con el objetivo de evaluar el perfil de expresién de receptores de quimioquinas
en tejido tiroideo normal y en CPT, se analizé la presencia de RNA mensajero (MRNA)
para los siguientes receptores de quimioquinas: CCR3, CCR4, CCRS5, CCR6, CCR7,
CCR10, CXCR2 y CXCR4, se eligieron esios receptores porgue se ha descrito su
expresién en ofros tipos de cancer (tabla 3.1). Utilizando cDNAs sintetizados a partir de
RNAs de tejido total, y con partidores especificos, se realizaron reacciones de PCR
para amplificar los transcritos recién nombrados. En la figura 3.1 se muestra una
fotografia donde se observan los productos de las primeras reacciones de PCR. Se
detecté la presencia de amplificados de los tamafios esperados, para todos los
receptores y en todos los pacientes analizados, tanto en tejido normal como tumoral
(fig. 3.1). Este resultado nos lievdo a pensar que la amplificacion homogénea de los
receptores de quimioquinas se podia deber al infiltrado linfocitario que existe en estos
tejidos. Por lo tanto, para descartar la posible contaminacion con células infiltradas, se
decidié microdisecar los tejidos para extraer RNA solo de células tiroideas. Luego se
analizd la amplificacién de los transcritos de los receptores de quimioquinas en
muestras de 11 pacientes (fig. 3.2). A diferencia de las primeras muestras (fig. 3.1), no
se observo banda para todos los pacientes. Sin embargo, al comparar las muestras de
tejido normal y tumoral, no se identificé un patrén o preferencia por un tipo de tejido en
la aparicién de bandas de los receptores. En las figuras 3.1 y 3.2 se indican con un

asterisco los pacientes que tienen metastasis en nodos linfaticos.
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Se detectaron bandas del tamaiio del amplificado de CCR3 en 5 pacientes, 2 de
ellos en tejido normal y tumoral, dos pacientes solo en tejido normal y 1 paciente sélo
en tejido tumoral. Una banda del tamaiio del amplificado de CCR4 fue detectada en
casi todos los pacientes (10 de 11), en 5 de ellos se detectd en ambos tejidos normal y
tumoral, 2 solo en tejido normal y 3 sdlo en tejido tumoral. Similar a CCR4 fue la
deteccién de productos de amplificacién del receptor CCRS5, se observé banda en 10
pacientes, 5 de ellos en ambos tejidos, 3 pacientes solo en tejido normal y 2 pacientes
solo en tejido tumoral. La amplificacion de un producto del tamafio esperado para
CCRY7 fue detectada en 4 pacientes, todos en tejido normal y tumoral. Bandas del
tamaiio esperado para CCR10 fueron detectadas en 8 pacientes, en 2 pacientes se
detectd sblo en tejido normal y en 4 pacientes se detectd sélo en tejido tumoral. No se
observé amplificacion de los transcritos de los receptores CCR6, CXCR2 y CXCR4 en
muestras microdisecadas. Todos los productos de amplificacion fueron de tamarfio
Unico y corresponden al tamafio esperado para los productos de amplificacién de los
receptores analizados, esto permite pensar que los amplificados corresponden
efectivamente a los transcritos de los receptores. En la fig. 3.3 se muestra un resumen
de los resultados que se exponen en la figura 3.2, en esta figura se puede apreciar la
falta de un patron definido en la deteccion de transcritos entre los tejidos normal y

tumoral.
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. . Metastasis | Expresion .
Receptor Ligando Cancer frecuente normal Referencia
CCR3 CCL5,7,11,1 Renal, linfoma, ) Eo, Bs, Murdoch y col, 2000
3,15,24,26,28 leucemia LT Th2, DC Balkwill 2004
Murdoch y col. 2000
ccra | SCRBSSTT | eucemia LT Piel T, P Balkwill 2004
Kakinuma 2006
T, M, M@, | Murdach y col. 2000
CCR5 CCL3,4,5,8 Seno - DC Balkwill 2004
. Murdoch y col. 2000
CCRé6 CCL20 Pancreas, renal - T, B, DC Balkwill 2004
Colon, Seno, Murdoch y col. 2000
CCR7 CCL19,21 tiroides, gastrico, | Linfonodos T, B,DC Balkwill 2004
eséfago, pulmén Kakinuma 2008
Murdoch y col. 2000
CCcRi0 | ccL2728 Melanora piel Placerta, Balkwill 2004
gado Kakinuma 2005
N,M,T,NK
CXCL1,2,3,5, S Ne e | Murdoch y col. 2000
CXCR2 6.7.8 Melanoma, renal - As,l\é:;l Ms, Balkwill 2004
. . Linfonodos
Mas de 23 tipos - | T.B,Ep,En, | Murdoch y col. 2000
CXCR4 CXCL12 de cancer* pulmon, DG Balkwill 2004
i hueso
As: Astrocito Eo: Eosindfilo N: Neutréfilo
B: Linfocito B Ep: Células Epitelial NK: Natural Killer
Bs: Basofilo M: Monocitoe/Macréfago P: Plaqueta
DC: Célula Dendritica M@ Macréfago Th2: Linfocito T helper 2
En; Célula endotelial Ms: Mastocito T: Linfocito T

Tabla 3.1: Receptores de quimioquinas expresados en céncer. En la tabla se muestra los
distintos tipos de cancer, en los que se ha descrito la expresion de los receptores de
guimioquinas analizados en este trabajo.
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400pb

354phb

702ph

308pb

Figura 3.1: Deteccién de productos de PCR del tamaiio esperado para los receptores de
quimioquinas en muestras de tejido normal y tumoral. En el cuadro se observa el resultado
de RT-PCR de muestras de tejido total de los pacientes P13, P14 y P15. La primera columna,
de izquierda a derecha, corresponde al estandar de peso molecular (St), la columna que sigue
corresponde al tejido normal (N) y tumor (T) del paciente 13, seguido por las muestras de tejido
normal y tumoral de los pacientes 14 y 15, por ultimo se encuentra el control positivo (C+) que
corresponde a RNA de tejido total y el control negativo (C-) que corresponde al mix sin
templado. Los numeros a la derecha corresponden al peso molecular de los fragmentos
amplificados.
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Pi0* P11 P13 P14 P15 P16 P17 P18* P19 P20 P21*

N TN T NTNTNITNTINT N T N
GADPH : C ] 400pb
CCR3 354ph
CCR4 | 47300
CCR5 311pb
CCR6 308pb
CCRY 529pb
CCR10 493pb
CXCR2 202pb
CXCR4 702pb

Figura 3.2: Deteccion de productos de PCR del tamario esperado para los de receptores
de quimioquinas en tejido microdisecado de cancer papilar y tejido normal. En el cuadro
se observa el resultado de RT-PCR de los pacientes 10-11 y 13-21. La primera columna, de
izquierda a derecha, corresponde al esténdar de peso molecular (St), la columna que sigue
corresponde al tejido normal (N) y tejido tumoral (T) del paciente 10, seguido por las muesfras
de tejido normal y tumoral de los pacientes 11, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20 y 21(* paciente con
metastasis linfatica), por ultimo se encuentra el control positivo (C+) que corresponde a RNA de
tejido total y el control negativo (C-} que corresponde al mix sin templado. Los numeros a la
derecha corresponden al peso molecular de los fragmentos amplificados.
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Deteccién de productos de PCR

CCR3 == Normal
CCR4 == Tumor
® CCRS — Normal y tumor
“E, CCR6 mm No detectado
@ CCR7
& CCR10
CXCR2+
CXCR4 -

5 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11
Nuamero de Pacientes

Figura 3.3: Deteccién de amplificados de los receptores de quimioquinas. En el grafico se
muestra un resumen de los 11 pacientes analizados por RT-PCR (transcriptasa reversa). La
barra negra corresponde al numero de casos en que no fue detectado el producto de
amplificacion comespondiente al receptor, la barra blanca indica el nimero de muestras en las
que se observé banda en el tejido normal y tumoral, la barra verde corresponde a la deteccién
de banda solo en la muestra de tejido tumoral y la barra roja representa el nimero de muestras
en las que se detecto el amplificado solo en tejido normal.
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3.2 Analisis de la expresiéon de CCR3, CCR7 y CXCR4 en tejido normal y tumoral
de tiroides por inmunohistoquimica.

Dado que los estudios de expresibn de mRNA no permitieron identificar
diferencias, se optd por evaluar la expresion proteica de los receptores CCR3, CCR7 y
CXCR4 por inmunohistoquimica. Se escogid estos receptores por que han sido
directamente involucrados en la progresion tumoral de diversos tipos de cancer (tabla
3.1) y metastasis a linfonodos en el caso de los receptores CCR7 y CXCR4 (Muller y
col., 2001; Ginther y col., 2005; Shields y col., 2007). Se muestra a continuacién el
resultado del andlisis de 5 pacientes (26 a 30) (fig. 3.4, 3.5y 3.6).

En la figura 3.4 se muestran fotografias de inmunohistoquimica del receptor
CCR3 en cortes de tejido normal de tiroides, tejidos tumorales (CPT) y el control
negativo (sin anticuerpo primario), el asterisco que aparece en algunos pacientes
indica metastasis linfatica. En los pacientes 26 y 27 se observé marca en los foliculos
de ambos tejidos normal y tumor (fig. 3.4, P26N, P26T, P27N y P27T). Se observd
marca mas intensa para CCR3 en los foliculos del tejido tumoral del paciente 27 (fig.
3.4, P27T). En el tejido normal del paciente 28 se observd una marca déhil en células
parafoliculares y no se observé marca en las células foliculares (fig. 3.4, P28N). En el
tejido tumoral se observé marca intensa en las células foliculares (fig. 3.4, P28T). En el
tejido normal del paciente 29 se observé marca tanto en las células foliculares como en
células infiltradas (fig. 3.4, P29N). En el tejido tumoral de este paciente se observé
marca en las células foliculares (fig. 3.4, P29T). El paciente 30 presentd marca tanto en
el tejido normal como el tumoral, aunque la marca fue mucho mas intensa en las
células foliculares del tejido tumoral (fig. 3.4, P30N y P30T).

En la figura 3.5 se muestran fotografias de inmunochistoquimica del receptor

CCR7 en cortes de tejido normal, tumoral (CPT) y el control negativo (sin anticuerpo
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primario). El paciente 26 no presenté marca para CCR7 en tejido normal (fig. 3.4,
P26N). En el tejido tumoral de este paciente se observé marca en algunas células, las
que pueden corresponder a infiltrado inflamatorio (fig. 3.5, P26T). Los pacientes 27 y
28 no presentaron marca para CCR7 en el tejido normal (fig. 3.5, P27N, P28N), pero se
observo marca del receptor en las células foliculares del tejido tumoral del paciente 27
(fig. 3.5, P27T). El paciente 29 no presenté marca en tejido normal ni tumoral (fig. 3.5,
P29N y P29T). El paciente 30 presentd marca para CCR7 en células no foliculares del
tejido tumoral (fig. 3.5, P30T).

En la figura 3.6 se muestran fotograffas de inmunohistoquimica de CXCR4 en
cortes de tejido normal, tumoral (CPT) y el control negativo (sin anticuerpo primario).
Se observd una intensa marca para CXCR4 en las células foliculares de los tejidos
normal y tumoral del paciente 26 (fig. 3.6, P26N y P26T). El paciente 27 no presenté
marca en el tejido normal. Sin embargo, el coloide reacciond positivamente con la
tincion de DAB (fig. 3.6, P27N). El tejido tumoral del paciente 27 presentd una fuerte
marca en las células que forman las papilas (fig. 3.6, P27T). El paciente 28 no presenté
marca en el tefido normal ni en el tejido tumoral (fig. 3.6, P28N y P28T). En el paciente
29 se observo marca para CXCR4 solamente en algunas células que forman papilas
en el tejido tumoral al igual que el paciente 30 (fig. 3.6, P29T y P30T).

Debido a la ausencia de marca en los controles negativos, podemos inferir que
la marca observada es especifica y corresponde a la deteccién de los receptores de
quimioguinas.

En |a tabla 3.2 se resumen los resultados de inmunohistoquimica, en ella se
muestra la ausencia o presencia de marca y su intensidad cualitativamente,
observandose una mayor intensidad de ia marca de los receptores CCR3 y CXCR4 en

los tejidos tumorales, y la expresion de CCR7 exclusivamente en tejido tumoral.
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Figura 3.4: Inmunohistoquimica de CCR3 en tejido tiroideo
sometidos a tiroidectomia total. Se extrajeron las tiroides de los pacientes 26 al 30. De todos
estos pacientes se aisl6 tejido normal (columna izquierda) (N); tejido con CPT (columna central)
(T); y en la columna derecha se encuentran los controles negativos (C-) que corresponden al
tejido nomal en presencia de sélo el anticuerpo secundario. El asterisco indica que el paciente
tiene metastasis en nodos linfaticos. Las inmunohistoquimicas fueron fotografiadas con una

aumento de. (40X).
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Figura 3.5: Inmunohistoquimica de CCR7 en tejido tiroideo normal y CPT de pacientes
sometidos a tiroidectomia total. Se exirajeron las tiroides de los pacientes 26 al 30. De todos
estos pacientes se aisl6 tejido normal (columna izquierda) (N); tejido con CPT (columna central)
(T); y en la columna derecha se encuentran los controles negativos (C-) que corresponden al
tejido normal en presencia de sélo el anticuerpo secundario. El asterisco indica que el paciente
tiene metastasis en nodos linfaticos. Las inmunohistoquimicas fueron fotografiadas con una

aumento de. (40X).
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Figura 3.6: Inmunohistoquimica de CXCR4 en tejido tiroideo normal y CPT de pacientes
sometidos a tiroidectomia total. Se extrajeron las tiroides de los pacientes 26 al 30. De todos
estos pacientes se aisl6 tejido normal (columna izquierda) (N); tejido con CPT (columna central)
(T); vy en la columna derecha se encuentran los controles negativos (C-) que corresponden al
tejido normal en presencia de s6lo el anticuerpo secundario. El asterisco indica que el paciente
tiene metastasis en nodos linfaticos. Las inmunohistoquimicas fueron fotografiadas con una
aumento de. (40X).
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Receptor Receptor Receptor N
P P P Morfologia
CCR3 CCR7 CXCR4
Paclente | Norma! | Tumor { Normal § Tumor | Normal | Tumor Normal Tumor
Papilas poco definidas, niicleo
* celular de gran tamafo y con
P26 L2 3 ++ - + + + Follculos definidos presencla de invaginaciones,
metéstasis
% Papillas definidas, metéistasis
P27 + ++ - G - ++ | Hiperplasia folicular pequefia
Hiperplasta folicular No se observan papilas
* - -
P28 + + - - definidas, metastasis pequefia
Foliculos definidos | Papllas definidas, metastasis
& ]
P29 +f+ ++ - - - + pequefia
Hiperplasia folicular,
P30 ++ | bbE - + - - coninfitrado | NOSe o::;;;r::spapllas
leucocitario

Tabla 3.2: Resumen del andlisis cualitativo de los tefidos mediante inmunohistoquimica.
Los simbolos utilizados indican la cantidad de expresién: (-) Ausente; (+) Limitada; (++)
Abundante; y (+++) Muy abundante.
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3.3 Cuantificacion de CCR3 por Citometria de flujo.

Con el fin de cuantificar la expresién del receptor CCR3, se analizaron muestras
de los pacientes 22, 24 y del 26 al 31 por citometria de flujo, el asterisco al lado del
numero del paciente indica metastasis linfatica. La citometria de flujo fue realizada a
células sin cultivar. En las primeras muestras (pacientes 22, 24 y 26) se utilizé células
provenientes de tiroides disgregadas con colagenasa. En los pacientes 22 y 24 no se
detect6 inmunorreactividad para el receptor CCR3 en células de tejido normal ni en
celulas de tejido tumoral, sdélo en el paciente 26 se detectd fluorescencia
para CCR3 en un pequefio porcentaje (resultado que no concordaba con lo esperado,
segun lo visto por inmunohistoquimica). Este resultado nos llevé a pensar que la
colagenasa podria estar afectando la deteccion del epitope de 1a membrana. Por esta
razén las siguientes muestras de tiroides se disgregaron mecanicamente con bisturi.
Luego de disgregar las células en medio de cultivo, se centrifugaron y posteriormente
se incubaron con el anticuerpo especifico para el receptor CCR3. Se utilizé un
anticiterpo contra el receptor de TSH, como marcador de tirocitos, lamentablemente no
logramos una buena marca de este receptor (resultados no mostrados) y los resultados
se muestran tomando el {otal de células obtenidas de cada muestra. En el citémetro se
seleccioné una poblacién de células vivas, basados en el tamafio celular y la
complejidad de la membrana, utilizando los parametros FSC (Forward Scatter) y SSC
(Side Scatter), respectivamente. En esta poblacion (R1) se analiz6 la marca para el
receptor de quimioquina.

Del paciente 26 se analizé células provenientes de tejido normal, tumoral y
ganglionar (fig. 3.7). Como se menciono antes, esta muestra fue disgregada con
colagenasa y se observd un bajo porcentaje de células que unieron el anticuerpo

especifico para CCR3 en todos los tejidos (fig. 3.7, B).
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El paciente 27 presenté un porcentaje levemente mas alto de células que
presentaron inmunorreactividad en el tejido tumoral (fig. 3.8, B). El paciente 28 también
presentd mayor porcentaje en el tejido tumoral, pero la diferencia es mucho mayor que
en el paciente 27 (fig. 3.8, B).

Dado que buscamos receptores de membrana, pensamos que podrian también
encontrarse en el cifoplasma (trafico o almacenamiento). Por esta razon a partir del
paciente 29, se separd la mitad de las células de cada muestra, una mitad se usé para
la fincion normal y la otra mitad se permeabiliz6.

Una vez fijadas las células, se permeabilizd la mitad de las muestras y se repitié
el protocolo de tincion, de esta manera se suma la marca de CCR3 en ¢l citoplasma, a
la sefial que proviene de la marca de CCR3 en la membrana. El paciente 29 presentd
mayor marca de CCR3 en el tejido tumoral, en las muesiras no permeabilizadas (fig.
3.9, B) y se observd marca a nivel citoplasmatico de CCRS3 tanto en tejido normal como
tumoral, siendo levemente mayor en el tejido normal (tabta 3.3). En el paciente 30 se
observd un mayor porcentaje de células que unieron el anticuerpo contra CCR3 en el
tejido tumoral, esta diferencia también se observo en las muestras permeabilizadas. El
paciente 31 presentd niveles de inmunorreactividad similares en tejido normal y
tumoral, siendo ligeramente mayor en el tejido normal, las muestras permeabilizadas
de este paciente también presentaron una pequefia diferencia en el porcentaje de
células que presentan marca, pero el tejido tumoral es el que presenté mayor
parcentaje (fig. 3.9).

En [a tabla 3.3 se muestran los porcentajes de células que presentan
fluorescencia como resultado de la unién del anticuerpo especifico contra CCR3 en

cada paciente, donde se observa un mayor porcentaje de células marcadas en el tejido
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tumoral con respecto al normal y un gran porcentaje de células que presentan el

marcador intracelularmente en ambos tejidos.
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Figura 3.7: Citometria de flujo paciente 26*. A) La zona cerrada (R1) representa la poblacién
de células a analizar la expresién de los receptores. B) Histogramas que muestran la union del anticuerpo

especifico para el receptor CCR3. La linea negra corresponde a la autofluorescencia, la linea roja
corresponde a la deteccién del receptor en el tejido normal de tiroides, la linea verde corresponde a la
deteccion del receptor en el tejido tumoral, y la linea violeta corresponde a la deteccion del receptor de

quimioquina en el tejido ganglionar (control positivo).
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Figura 3.8: Citometria de flujo pacientes 27* y 28*. A) La zona encerrada representa la
poblacién de células a analizar la expresion de los receptores. B).Histogramas que muestran la
unién del anticuerpo especifico para el receptor CCR3. La linea negra corresponde a la
autofluorescencia; la linea roja corresponde a la deteccion del receptor en el tejido normal de
tircides; la linea verde corresponde a la detecci6n del receptor en el tejido tumoral.
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Figura 3.9: Citometria de flujo pacientes 29* 30 y 31*. A) La zona encerrada representa la
poblacion de células a analizar la expresion del receptor. B) Histogramas que muestran la unién
del anticuepo especifico para el receptor CCR3. La linea negra corresponde a la
autofluorescencia de las células; la linea roja a la deteccion del receptor en el tejido normal de
tiroides; la linea verde claro a la deteccion del receptor en células tumorales y la linea verde
oscuro corresponde a la fluorescencia debida a la unién inespecifica del anticuerpo secundario
a las células. De izquierda a derecha: tejido normal no permeabilizado, tejido normal
permeabilizado, tejido tumoral no permeabilizado y tejido tumoral permeabilizado.
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permeabilizado

Tejido P26* P27* P28* P2g* P30 P31
Normal 17,27 20,68 11,47 14,93 23,68 19,04
Tumor 8,18 28,43 21,20 33,03 50,20 14,39
Normal

Permeabilizado 98,43 54,53 86,19
Tumor 96,02 | 9093 | 87,35

Tabla 3.3: Porcentaje de células que unieron el anticuerpo contra CCR3, en las muestras
analizadas por citometria de flujo. La tabla muestra los porcentajes de células que unieron el
anticuerpo contra CCR3 en cada paciente y en cada tejido. No se muestra en la tabla el
porcentaje de las células de ganglio (14,20%). (*) Pacientes con metéstasis en nodos linfaticos.
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4. DISCUSION

4.1 Deteccion de transcritos de receptores de quimioquinas en tejido normal y
cancer papilar de tiroides.

Existen numerosos receptores de quimioquinas, muchos de los cuales han sido
involucrados en el desarrollo de células tumorales. En este estudio, se escogid
receptores que estan asociados en la progresién de distintos tipos de cancer. Para
analizar el perfil de expresion de receptores de quimioquinas realizamos RT-PCR
(franscriptasa reversa) en muestras de pacientes con CPT y en tejido normal extraldo
del mismo paciente. Se analizé la expresion de los mRNA de los siguientes receptores:
CCR3, CCR4, CCR5, CCR6, CCR7, CCR10, CXCR2 y CXCR4. Contrario a lo
esperado, en las primeras muestras analizadas no fue posible distinguir un patrén en
los productos de amplificacion de receptores, puesto que se observaron bandas en
todas las muestras analizadas y para todos los receptores analizados. Debido a que
estos tejidos tienen abundante infiltrado linfocitario, pensamos que gran parte de la
expresion de receptores de quimioquinas se localiza en linfocitos y no en células
tumorales. (Simchen y col., 2000; Tsuge y col., 2005). Distintas subpoblaciones de
linfocitos expresan normalmente los receptores de quimioquinas que analizamos en
este estudio (Beaulieu y col., 2002; Mller y col., 2002). Por esta razén decidimos
microdisecar las muestras para tratar de seleccionar sélo tirocitos. En la practica el
proceso de microdiseccién no siempre fue del todo eficiente, ya que en algunos casos
habia un exceso de infiltrado muy dificil de eliminar. Ademés, no pudimos eliminar el

tejido linfocitario que se encontraba en las capas interiores del tejido.
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El amplificado del receptor CCR3 se detectd en 5 pacientes. No se observé una
preferencia por el tejido tumoral. Tampoco observamos diferencias en los amplificados
del receptor CCR3 (presencia o ausencia de banda), entre los pacientes con o sin
metastasis linfaticas (fig. 3.2). El receptor CCR3 se expresa en células T en procesos
de leucemia (Balkwill, 2004) y en cancer renal (Jéhrer y col., 2005). Este receptor
también se expresa en diferentes linajes de células dendriticas (Beaulieu y col., 2002),
gue podrian estar infiltrando tumores. Es posible que la falta de un patrén de
amplificacion especifico del transcrito de CCR3 se deba a la induccion generalizada de
este receptor por la presencia de alguno de sus ligandos, expresado por células
dendriticas presentes en la tircides (Tsuge y col., 2005) o por ofras células infiltradas.

Se ha descrito la presencia del receptor CCR4 en leucemia de linfocitos T y
estd involucrado en procesos de metastasis a la piel (tabla 3.1). Este receptor fue
detectado en la mayoria de los pacientes. No se observo diferencias en la amplificacion
de! transcrito para CCR4 entre tejido normal y tumoral. Los pacientes que presentaban
metastasis linfaticas también presentaron amplificados de este receptor en tejido
normal y tumoral, sélo un paciente presentd amplificado del transcrito (nicamente en el
tejido normal.

Se ha observado la expresién del receptor CCR5 en céncer de seno y hasia
ahora no se ha asociado a metastasis a tejidos especificos (tabla 3.1). El transcrito de
este recepior presenta el mismo patrén observado para el transcrito de CCR4 en los
pacientes con metastasis linfaticas.

La expresién del receptor CCR7 ha sido descrita en varios tipos de cancer y
asociada a metastasis a linfonodos, como en el cancer de mama, en leucemia
linfocitaria CLL (Chronic lymphocytic leucemia), y cancer gastrico (Mashino y col,,

2002; Mdller y col., 2001; Ruffini, 2007). Normalmente el receptor CCR7 esta
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involucrado en el frafico de linfocitos y células dendriticas (Zlotnik y col., 2000). En este
estudio no se ohservd un patrén en la deteccién de los transcritos de este receptor en
los pacientes con metastasis linfaticas. Estos resultados apoyaron los resultados del
grupo de Sancho (Sancho y col., 2006). Estos autores no encontraron diferencias
significativas en los niveles de mRNA de CCR7 entre tejido normal y tumoral tampoco
hay diferencias entre pacientes con o sin metastasis.

Se ha descrito la expresién de CCR10 en melanoma y se ha relacionado con
metastasis a la piel. Observamos amplificados del transcrito de este receptor
preferentemente en tejido tumoral, pero no hay un patréon en los pacientes con
metastasis.

CXCR4 se ha descrito en mas de 23 tipos distintos de cancer (Murdoch y Finn,
2000; Burger y col., 2006), también participa en el trafico de linfocitos a nodos linfaticos
(Balkwill, 2004). Ademas se ha demostrado la expresién de CXCR4 en cancer
anaplasico de tiroides (Hwang y col., 2003). Se ha observado que la expresion de
CXCR4 en CPT es inducida por la oncoproteina RET/PTC, mutacién presente
frecuentemente en CPT. (Castellone y col., 2004). Contrario a lo esperado segln los
antecedentes expuestos, no se detecto productos de PCR para el mRNA de CXCRA4.

En resumen el andlisis de nuestros resultados indica que no existe un patrén
definido en el amplificado de los transcritos de los receptores de quimioquinas entre los
tejidos normal y tumoral. Estos resultados carecen de un control de RT-PCR adecuado,
como se observa en la figura 3.2. El control de RT-PCR corresponde a la deteccién del
transcrito de GDPH. Como puede observarse en algunas muestras GDPH fue apenas
detectable. Esto se debe a que en el proceso de microdiseccién se pierde muestra de
tejido y por tanto de RNA total. Frente a la pérdida de tejido decidimos realizar el

analisis de RT-PCR sin determinar la concentracién de RNA total usado en el ensayo.
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Lo que nos llevan a pensar que en algunos pacientes la cantidad de mRNA,
correspondiente al receptor analizado, pudo estar por debajo del limite de deteccion de
la técnica y por esta razén concluimos que el método de RT-PCR no es un método de
analisis adecuado para la deteccion del transcrito de los receptores de quimioguinas en
estas condiciones de trabajo. Cabe destacar que al referirnos a diferencias queremos

decir presencia o ausencia de banda para los productos de amplificacion.

4.2 Analisis de la expresion de CCR3, CCR7 y CXCR4 en tejido normal y tumoral
de tiroides por inmunohistoquimica.

La regulacion de la expresién de los receptores de quimioguinas puede ocurrir a
nivel transcripcional y/o post-transcripcional. Por lo tanto, ademas de analizar la
expresion de los transcriptos se analizé ]a expresion proteica de los receptores CCR3,
CCR7 y CXCR4. Se eligieron estos receptores debido a que se ha descrito su
participacion en otros tipos de cancer, ademas se ha descrito la participacion de CCR7
y CXCR4 en metastasis la nodos linfaticos (Muller y col., 2001; Balkwill, 2004; Tanaka
y col., 2005; Zlotnik, 2006).

El anélisis de tejidos tiroideos por inmunohistoquimica para el receptor CCR3,
mostré inmunorreactividad en todos los pacientes analizados, fanto en tejido normal
como tumoral (fig. 3.4). Cualitativamente observamos mayor inmunoreactividad para el
receptor de CCR3 en el tejido tumoral con respecto al tefido normal, sugiriendo mayor
expresion de este receptor en CPT. La expresion del receptor CCR3 se ha relacionado
con etapas avanzadas de cancer de mama (Luboshits, 1999). También se ha visto que
CCLS5 (ligando de CCR3, también llamado RANTES) es expresado en distintas lineas
celulares de cancer de tiroides, incluyendo la linea de CPT 8505C (Simchen, 2000). Es

importante tener en consideracion que el tejido normal corresponde al tejido de tiroides
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del Iébulo opuesto al tumor del mismo paciente. Por lo tanto, la expresion del receptor
en el tejido normal puede deberse a que este tejido esta en proceso de transformacion
maligna. Un mejor control para este experimento es evaluar la expresién de CCR3 en
tiroides de pacientes operados por enfermedad benigna. No hay estudios que
relacionen este receptor con metastasis, tampoco se ha descrito la presencia de este
receptor en cultivos primarios de cancer de tiroides, sin embargo se ha descrito en
cancer renal, relacionando su nivel de expresion con el grado de malignidad de las
células tumorales (Johrer y col., 2005).

El analisis inmunohistoquimico para el receptor CCR7 indicé inmunorreactividad
en el tejido tumoral en dos de fos cinco pacientes analizados (tabla 3.2), En el paciente
26 se observo una marca que podria corresponder a células inflamatorias (Tsuge y
col., 2005). Es importante destacar que no se detecté |2 presencia de este receptor en
tejido normal de ningln paciente. En el paciente 27 se observé una marca bien definida
en las papilas, cabe destacar que este paciente presenta metéstasis linfaticas. Excepto
por un solo paciente, todos los ofros pacientes presentaron metastasis. CCR7 ha sido
asociado a metastasis a linfonodos en cancer gastrico (Mashino y col., 2002). Gunn
demostré que la quimioquina homeostatica CCL21, ligando de CCR7, se expresa
abundantemente en células endoteliales y células T de las regiones paracorticales de
los nodos linfaticos. CCL21 es responsable de la atraccion de células CCR7 positivas
{Gunn y col., 1998). Durante el desarrollo de este trabajo se publicé un articulo donde
se demuestra la relacién de CCR7 con la predominancia de metdstasis linfaticas en
cancer de tiroides (Sancho y col., 2008). En el cual se muestra que la expresion de
CCR7 es mas alta en cancer papilar de tiroides que en cancer folicular y que la
expresion de este receptor en células tumorales es regulada por condiciones

extracelulares, como la falta de nutrientes. Ademas mostraron que CCL21 estimula la
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migracion, invasion y proliferacion de células tumorales de la linea TPC-1 (Sancho y
cal., 20086).

Se observo inmunorreactividad para el receptor CXCR4 en el tejido tumoral en
4 de 5 pacientes (fig. 3.6). Llama la atencion que so6lo el paciente 26 presentd marca
para el receptor en el tejido normal y con una sefial muy intensa (tabla 3.2). Dada la
informacién disponible de este recepior y su relacién con cancer y metastasis
esperabamos encontrar una marcada presencia en los pacientes con metastasis
linfaticas. Efectivamente, en nuestro estudio confirmamos esos estudios al encontrar
una mayor expresion de CXCR4 en pacientes con metastasis. La expresion de este
receptor se ha relacionado con metastasis a medula 6sea, nodos linfaticos y pulmén
(tabla 3.1). No se encontré expresion de este receptor en el paciente 28 a pesar de

tener metastasis pequefia y en el paciente 30 se observé células infiltradas CXCR4".

4.3 Cuantificacion de la expresion de GCR3 por Citometria de flujo.

Puesto que no se ha descrito la expresion de CCR3 en cancer papilar de
tiroides, decidimos cuantificar la expresion de este receptor por citometria de flujo.
Cabe destacar que para los analisis de citometria de fiujo se utilizaron células que no
fueron cuitivadas, de esta manera se evitd que el proceso de cultivo celular afectara la
expresion de los receptores.

La disgregacién del tejido se realizé con la enzima colagenasa hasta el paciente
26 (pacientes 22 y 24 no mostrados) y del paciente 27 en adelante el tejido se disgrego
de forma mecanica. Andlisis del paciente 26 (figura 3.6) mostré inmunorreactividad
para CCR3 en celulas normales y ganglio. Estos datos no confirman los resultados
obtenidos por inmunchistoquimica, donde se observa una intensa marca del receptor

en tejido normal y tumoral. En los pacientes 29 y 30 se observé inmunorreactividad en
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ambos tipos de células tanto tumorales como normales. La fluorescencia detectada
para CCR3 fue mucho mayor en células tumorales, en relacién a la intensidad de
fluorescencia y al porcentaje de células marcadas. A partir del paciente 29 las células
se separaron en dos partes. Una parte se utilizé para observar la expresion del
receptor en la membrana (células no permeabilizadas). La segunda parte se
permeabilizé para detectar el receptor que se localiza intracelularmente. En forma
llamativa, se observd un elevado porcentaje de células marcadas y con alta intensidad
de fluorescencia en células normales de los pacientes evaluados (tabla 3.3), lo que
sugiere una alta concentracion del receptor al interior de las células. Al comparar la
inmunorreactividad en células normales con la de células tumorales, se observé que la
marca de CCR3 es ligeramente mayor en estas Ultimas. Las diferencias en la
inmunorreactividad de CCR3 entre células normales y tumorales es mayor en las
muestras no permeabilizadas. Este resultado podria estar indicando que se esté
sintetizando una mayor cantidad de CCR3 que se mantiene intracelularemente. Otra
posibilidad es que exista una mayor cantidad de CCR3 intracelutar debido a que el
receptor se esta internalizando mas frecuentemente debido a la interaccién con su
ligando. Esto dltimo también ha sido descrito en una linea celular de cancer de rifién
(A-498), (Jéhrer y col., 2005). Por otra parte se ha descrito una alta expresion de CCR3
en el citoplasma de células dendriticas, lo que indica el almacenamiento de este
receptor posiblemente para un rapido intercambio a nivel de membrana (Beaulieu y
col., 2002).

Es posible que la alta expresion de CCR3 en células normales y tumorales sea
causada por una alta expresion de citoquinas y/o quimioguinas inflamatorias en el
ambiente del tumor ya sea por [a inflamacién causada por la infiliracion de células o por

alguna otra patologia de la tiroides asociada al tumor. Se ha visto también que la
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expresion de este receptor estimula la proliferacién y sobrevida de células tumorales
{(Johrer y col., 2005).

Los resultados indican que existe una tendencia a aumentar la expresion de
receptores de quimioquinas en las células tumorales de PTC. Las células tumorales
tambien pueden liberar quimioquinas, ya que se ha visto que células tumorales de CPT
expresan MIP-3a (Tsuge y col., 2005), lo que podria contribuir a la expresion de
receptores de quimioquinas en el micro ambiente tumoral que estén ayudando al

desarrollo del mismo.

Perspectivas

La influencia de las quimioquinas en el potencial metastatico y diseminacion
sitio-especifica de las células tumorales ha cobrado gran interés gracias a la asociacion
entre el patrén de expresion de receptores de quimioquinas y la malignidad del cancer.
La metéstasis es un proceso complejo, que puede llegar a ser mortal, y que no ocurre
al azar, es 6érgano-especifico y requiere el cumplimiento de etapas secuenciales por el
cual las células tumorales pueden lograr su consolidacién (Chambers y col., 2002:
Kakinuma y col., 2006). Los mecanismos celulares y moleculares que regulan la
invasion local y el proceso de metastasis hacia los linfonodos son desconocidos (Jen-
Der Lin, 2007). Se ha sugerido en distintas publicaciones que las quimioquinas y sus
receptores pueden jugar un rol crucial en el proceso de regulacion y destinacion de
metastasis érgano-especificas (Philip y Murphy 2001; Muiller y col., 2001; Liotta 2001;
Scotton 2001; Chambers 2002; Balkwill 2004), recientemente se ha demostrado la
expresion de receptores de quimioquinas funcionales en varios tipos de células

tumorales (Maller y col., 2001).
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El conocimiento especifico de los receptores expresados en el tumor y la
relacién entre el patrén de expresion y el progreso del tumor podria permitir el
desarrollo de terapias basadas en quimioquinas y/o inhibidores de los receptores de
quimioquinas, llegando incluso a prevenir metastasis distantes o a linfonodos.

Basados en estos resultados y recopilando la evidencia actual podemos
proponer el siguiente modelo (fig.4.1), donde se muestra la presencia de quimioquinas
que podrian ser liberadas por célutas que infiltran el tejido, entre ellas, dendriticas y
linfocitos. Estas quimioquinas podrian estar induciendo Ia expresion de receptores y
contribuyendo al proceso de transformacion maligna. Finalmente el patréon de
expresion de receptores de quimioquinas en las células malignas estaria determinando
la especificidad y capacidad de sobrevivir en el tejido donde se desarrolla la

metastasis.
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Nodo Linfatico
Tiroides

Tejido Normal

. Célula normal @ CCR3 . Ligando de CCR3
. Célula tumoral My ccrr @ Ligando de CCRY

‘ Célula metastatica " CXCR4 (© Ligando de CXCR4

a Célula Dendritica @ Linfocito

Figura 4.1: Modelo de metastasis a nodos linfaticos en CPT. En la figura se muestran
algunos factores involucrados en la metastasis 6rgano-especifica de CPT.
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5. CONCLUSIONES

La metodologia de RT-PCR no mostré un patrén definido en la expresion de los
transcriptos para los receptores de quimioquinas.

Los analisis realizados por inmuhistoquimica sugieren que los receptores CCR3
y CXCR4 se expresan tanto en tejido normal como tumoral, pero con una
tendencia a mayor concentracion en el tumor.

Se observd inmunorreactividad para el receptor CCRY sdlo en tejido tumoral, y
en particular en pacientes con metastasis, lo que sugiere que su expresién
podria ser utilizada como marcador tumoral.

Se observé un aumento en la fluorescencia detectada del receptor CCR3 en las
células tumorales de todos los pacientes, lo que sugiere que este receptor se
sobre expresa en el tejido tumoral.

Los andlisis de las muestras de tejido permeabilizado muestran un alto
porcentaje de células marcadas con una alta intensidad de fluorescencia para el
receptor CCR3, lo que sugiere que este receptor también se encuenira

expresado en tejido normal, pero se encuentra en el citoplasma.
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ANEXQ 1: ACTA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO

Se me ha solicitado la autorizacidn para ocupar tejido para fines de investigacion cientifica
obtenido a partir de la cirugia tircidea a la que seré sometido en torno al tema “Mecanismos de
cancer de tiroides”. Al dar mi autorizacion, yo estoy de acuerdo en que se utilicen las muestras
de tejidos en el entendido que:

1. Mi participacién es totalmente voluntaria

2. La obtencién de las muestras no modificara en modo aigunc la iécnica
quirdrgica a emplear durante mi cirugia.

3. La utilizacién de las muestras se realizara sin que esto afecte en modo alguno
mi future control y tratamiento.

4. los resultados de este estudio pueden ser publicados, pero mi nombre o
identidad no sera revelada y mis datos clinicos o experimentales seran
confidenciales.

5. Todos mis resultades que pudieran ser relevanies clinicamente, asi como los
del estudio en general me seran dados a conocer a mi y a mi médico a cargo.

6. Todos los estudios que se realizaran para fines de investigacion seran
totalmente gratuitos para mi.

7. El médico a cargo de este estudio son el doctor Hernan Gonzélez (cirujano) de
la Pontificia Universidad Catélica de Chile y estaran disponibles para cualquier
consulta que desee realizar en relacién al estudio en curso en el teléfono:
6863095,

Para constancia firman y se entrega copia a los interesados

..............................................................................

Paciente Investigador




