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RESUMEN 

La obesidad, la dislipidemia y las enfermedades inflamatorias del 

intestino son factores de riesgo para desarrollar cáncer colorrectal, que se han 

relacionado con niveles elevados de LDLox plasmático y/o un estado 

inflamatorio, debido a una respuesta alterada contra las bacterias intestinales o 

la composición alterada de la microflora. A su vez, se ha demostrado que la 

progresión de varios tipos de cáncer estaría relacionada con la expresión de 

LOX-1, receptor para la lipoproteína de baja densidad oxidada, ampliamente 

estudiado en aterosclerosis. En trabajos previos de nuestro laboratorio, se 

demostró que LOX-1 está implicado en aspectos clave de la progresión del 

cáncer, como la transición epitelial-mesenquimal, la migración, la angiogénesis 

y la proliferación celular. 

Sin embargo, se desconoce la implicancia del receptor LOX-1 en cáncer 

colorrectal. Como hipótesis de este trabajo planteamos que el lipopolisacárido 

bacteriano de Escherichia coli estimula la sobreexpresión del receptor LOX-1 e 

induce la progresión tumoral en líneas celulares de cáncer colorrectal humano, 

mediado por la activación con LDLox. Para aceptar o rechazar esta hipótesis se 

propuso como objetivo evaluar si el estímulo con LPS bacteriano induce la 

sobreexpresión del receptor LOX-1, y se promueve la progresión tumoral en 

líneas celulares de cáncer colorrectal humano cuando son co-estimulados con 

LDLox. 
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Para lograr este objetivo, determinamos las concentraciones de LPS 

bacteriano y LDL oxidada que indujeron un incremento en la expresión del 

receptor LOX-1 en las líneas celulares de cáncer colorrectal humano COLO320, 

SW620 y HCT116. Para ambos estímulos, la concentración de expresión 

máxima de LOX-1 se seleccionó para el tratamiento combinado. 

Posteriormente, se analizó la expresión de marcadores de transición epitelio-

mesenquimal, la actividad gelatinasa de las metaloproteinasas de matriz 

extracelular MMP-2 y MMP9, así como el efecto de los tratamientos individuales 

o combinados en los procesos de crecimiento, migración e invasión celular. 

En este trabajo, demostramos que LPS y LDLox promueven la 

sobreexpresión diferencial de LOX-1 en cada línea celular analizada. El 

tratamiento combinado de LPS y LDLox promovió la transición epitelio-

mesenquimal mediante la disminución de marcadores epiteliales (E-cadherina y 

placoglobina) y un aumento en la expresión de marcadores mesenquimales 

(vimentina). Además, hubo una mayor actividad de MMP-2 y MMP-9, enzimas 

relacionadas con procesos de migración e invasión de células de cáncer 

colorrectal, en dos de las líneas celulares estudiadas. Finalmente, en ensayos 

transwell, la migración y la invasión celular aumentaron en dos de las líneas 

celulares estudiadas después del tratamiento con LPS/LDLox. En conclusión, la 

activación de LOX-1 por LPS y LDLox promueve la transición epitelio-

mesenquimal y favorece la migración e invasión de células humanas de cáncer 

colorrectal. 
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SUMMARY 

Obesity, dyslipidemia and inflammatory bowel diseases are risk factors to 

develop colorectal cancer that has been related to increased levels of plasmatic 

oxLDL and to an inflammatory state due to an altered response against gut 

bacteria or altered microflora composition. Moreover, the expression levels of 

the oxidized LDL receptor LOX-1, a widely-studied receptor in atherosclerosis, 

have been related to cancer progression in prostate, gastric, pancreatic and 

colorectal cancer. In previous works from our laboratory, it was demonstrated 

that LOX-1 is implicated in key aspects of cancer progression like epithelial to 

mesenchymal transition, migration, angiogenesis y cellular proliferation. 

However, the implication of LOX-1 receptor in colorectal cancer is 

unknown. We hypothesize that the bacterial lipopolysaccharide of Escherichia 

coli induces the overexpression of LOX-1 receptor and stimulates tumor 

progression of human colorectal cancer cell lines, mediated by the activation 

with LDLox. To accept or reject this hypothesis, the objective of this study was to 

evaluate if the stimulus with bacterial LPS induces overexpression of the LOX-1 

receptor, and tumor progression in human colorectal cancer cell lines when they 

are co-stimulated with LDLox. 

To accomplish this objective, we determined the concentrations of 

bacterial LPS and oxidized LDL that induced an increment in LOX-1 expression 

in the human colorectal cancer cell lines COLO320, SW620 and HCT116. For 
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both stimuli, the concentration of maximum LOX-1 expression was selected for 

the combined treatment. Then, we analyzed the expression of epithelial to 

mesenchymal transition markers, gelatinase activity of MMP-2 and MMP-9 

matrix metalloproteinase, as well as the effect of the individual/combined 

treatment in cellular growth, migration and invasion.  

In this work, we demonstrated that LPS and oxLDL promote differentially 

LOX-1 overexpression in each cell line assayed. The combined treatment of 

LPS and oxLDL promoted epithelial to mesenchymal transition through the 

decrease of epithelial markers (E-cadherin and plakoglobin) and an increase in 

the expression of mesenchymal markers (vimentin). Besides, there was an 

increased activity of MMP-2 and MMP-9, enzymes related to migration and 

invasion processes of colorectal cancer cells, in two of the cell lines studied. 

Finally, in transwell assays, cellular migration and invasion were increased in 

two of the cell lines studied after treatment with LPS / oxLDL. In conclusion, the 

activation of LOX-1 by LPS and oxLDL promotes epithelial to mesenchymal 

transition and favors migration and invasion of human colorectal cancer cells. 
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1 INTRODUCCIÓN 

1.1 Definición general del cáncer, epidemiología del cáncer colorrectal e 

introducción a la problemática. 

 El cáncer, neoplasia o tumor maligno, es un término genérico que 

designa a un amplio grupo de enfermedades que tienen como característica la 

multiplicación rápida de células anormales que se extienden más allá de sus 

límites habituales (OMS, 2015). Las neoplasias, pueden invadir tejidos 

adyacentes o propagarse a otros órganos, en un proceso conocido como 

metástasis, siendo ésta la principal causa de muerte por cáncer en el mundo 

(OMS, 2015). En el año 2015 se estimaron alrededor de 17,5 millones de 

nuevos casos y 8,7 millones de muertes por cáncer a nivel mundial (Fitzmaurice 

et al., 2017). Con respecto a nuestro país, se documentaron 40.000 nuevos 

casos y 25.000 muertes por cáncer, considerándose el segundo motivo de 

decesos antecedido por las enfermedades cardiovasculares (ECV) 

(International Agency for Research on Cancer; Medina y Kaempffer, 2001). De 

acuerdo a las estimaciones de GLOBOCAN, se predice un aumento a 19,3 

millones de nuevos casos de cáncer por año para el 2025, debido al crecimiento 

y envejecimiento de la población mundial (International Agency for Research on 

Cancer). 

En términos generales, el origen del cáncer se remonta al material genético 

de la célula, el cual puede dañarse o verse alterado. Esto produce mutaciones 
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que afectan al crecimiento y la división normal de las células, lo que induce un 

aumento descontrolado de la tasa proliferativa y la activación de mecanismos 

de resistencia a la muerte celular. Este proceso promueve que las células 

alteradas formen parte de una masa de tejido o tumor (Instituto Nacional del 

Cáncer, 2015).  

El cáncer colorrectal (CCR), dentro de la clasificación de tumores sólidos, es 

uno de los más comunes y agresivos a nivel mundial. Un 8,6% del total de las 

muertes por cáncer en Chile en el año 2012 se debieron al CCR, 

considerándose la segunda causa de mortalidad por cáncer después del cáncer 

gástrico (International Agency for Research on Cancer; Kuipers et al., 2015). 

El CCR se define como un tumor maligno que se origina dentro de las 

paredes del intestino grueso y que en la mayoría de los casos comienza con un 

pólipo (Instituto Nacional del Cáncer, 2015). De acuerdo a su origen, la gran 

parte de los CCR son esporádicos (90%), lo que significa que no existe ningún 

antecedente familiar ni personal conocido (Minsal, 2013). Sin embargo, una 

pequeña proporción de casos de CCR tienen un componente hereditario, entre 

ellas: la poliposis adenomatosa familiar (PAF) (0,01%) y el síndrome de Lynch 

(5-10%) (Al-Sukhni, Aronson, y Gallinger, 2008). Hoy en día, el CCR se 

posiciona en el tercer lugar de las neoplasias con mayor incidencia con 1,7 

millones de nuevos casos y mortalidad con 832.000 muertes a nivel mundial 

(Fitzmaurice et al., 2017). En cuanto al pronóstico, éste está relacionado con el 

grado de penetración del tumor a través de la pared intestinal y la presencia o 
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ausencia de compromiso ganglionar, siendo estas dos características la base 

de todos los sistemas desarrollados para clasificar esta enfermedad (Minsal, 

2013). Con respecto a su reincidencia, se ha documentado que una cantidad no 

despreciable de pacientes pueden desarrollar recurrencia local o metástasis 

luego de 5 años posterior a la resección quirúrgica (Hsu et al., 2011).  Es por 

esta razón, la importancia de encontrar nuevas alternativas terapéuticas para el 

tratamiento de este tipo de neoplasia. No obstante, para ello se debe indagar a 

fondo los mecanismos responsables implicados en la progresión del CCR.  

Dentro de los mecanismos implicados en el desarrollo de los tumores, la 

lipoproteína de baja densidad oxidada (LDLox), se ha relacionado a un mayor 

riesgo de desarrollar cáncer de mama, ovario, próstata, gástrico y cáncer 

colorrectal (Chen et al., 2015; Delimaris et al., 2007; Giovannucci, 2007; 

González-Chavarría et al., 2014; Mantovani et al., 2008; Pischon, Nöthlings, y 

Boeing, 2008; Suzuki et al., 2004). Dicha lipoproteína está ampliamente 

estudiada en los procesos relacionados a aterosclerosis y es reconocida e 

internalizada por el receptor de membrana  LOX-1, miembro de la familia de 

receptores “scavenger” (Sawamura et al., 1997; Yamada et al., 1998). Estudios 

preliminares de nuestro laboratorio han evidenciado que la activación de LOX-1 

por su ligando LDLox promueve procesos de proliferación celular y 

angiogénesis, e invasión celular medido por un aumento en la actividad de 

metaloproteinasas de matriz MMP-2 y MMP-9 en células de cáncer prostático 

(González-Chavarría et al., 2014). Además, se ha demostrado que la expresión 



4 

de LOX-1 en tumores colorrectales se encuentra extremadamente aumentada 

comparado con su expresión en la mucosa de colón normal (Murdocca et al., 

2016). Más aún, este receptor también se encontró sobreexpresado en 

adenomas, lo que sugeriría una modulación de los tumores desde sus etapas 

iniciales (Murdocca et al., 2016). Lo mismo sucede en cáncer gástrico, donde 

los niveles de expresión del receptor se encuentran aumentados con respecto a 

sujetos sanos (Li et al., 2017). 

Está demostrada la relación entre los niveles plasmáticos de LDLox con el 

riesgo de desarrollar CCR (Suzuki et al., 2004). Otro factor de riesgo para 

desarrollar CCR son las Enfermedades Inflamatorias Crónicas del intestino 

grueso (EII) (Terzić et al., 2010). Sin embargo, la etiología de estas patologías 

no se ha dilucidado completamente.  

Una de las hipótesis más aceptadas en relación a las enfermedades 

inflamatorias intestinales es que la composición global alterada de la microbiota 

intestinal es altamente relevante (Andoh et al., 2011; Sartor, 2008). Algunas 

evidencias demuestran que en este tipo de pacientes existe un aumento en la 

densidad poblacional de Escherichia coli asociada a la mucosa del íleon 

(Martinez-Medina et al., 2006) y colon (Martinez-Medina et al., 2009). Se ha 

descrito que un componente de este tipo bacteriano, el Lipopolisacárido (LPS), 

molécula glicoproteica de la membrana externa de bacterias Gram-negativas, 

puede favorecer los procesos de angiogénesis, invasión y metástasis del cáncer 

(Ikebe et al., 2009; Yang et al., 2014). Referente a la expresión de LOX-1, se ha 
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observado que los LPS inducen un aumento en su expresión en monocitos y 

células endoteliales (Zhao, Ma, y Chen, 2014). Sin embargo, existen pocos 

trabajos dedicados al estudio del efecto de los LPS sobre la expresión de LOX-

1 en células tumorales. 

La obesidad y las EII son factores de riesgos comunes para el desarrollo del 

CCR, sin embargo, hasta la fecha no se ha descrito la relación de estas 

patologías con la activación de LOX-1 y la progresión del CCR.  Ante este 

problema, en el presente trabajo proponemos que uno de los mecanismos que 

estimula la progresión tumoral del CCR podría estar mediada por la 

sobreexpresión de LOX-1 inducida por LPS bacteriano, y su activación con 

LDLox. Esperamos que este podría ser uno de los mecanismos implicados en el 

proceso, que pudiese explicar por qué existe un mayor riesgo de desarrollar 

CCR en personas que padecen de obesidad, dislipidemias o EII. 

 

1.2 Características generales del cáncer, migración, invasión y 

metástasis en CCR. 

A pesar de la heterogeneidad clínica de los distintos tipos de cáncer, es 

posible identificar ciertas características comunes de las células tumorales que 

permiten entender mejor esta patología (Sánchez, 2013). Se han descrito hasta 

la fecha, ocho características compartidas por las células tumorales, entre las 

que se encuentran: la independencia de señales de crecimiento, angiogénesis 



6 

sostenida, insensibilidad a estímulos que inhiben el crecimiento, invasividad y 

metástasis, evasión de la apoptosis, potencial ilimitado de replicación, 

reprogramación del metabolismo energético y la evasión de la respuesta 

inmune. Estas características son adquiridas en los distintos tipos celulares 

mediante varios mecanismos y eventos durante el proceso de carcinogénesis 

favorecido por la inestabilidad genómica y procesos inflamatorios (Curtin et al., 

2010; Hanahan y Weinberg, 2000; Hanahan y Weinberg, 2011).  

Respecto a la invasión y la metástasis en los tumores primarios, solo 

algunas células adquieren mutaciones que les permiten desarrollar este 

potencial. Para que estos procesos puedan ocurrir, las células tumorales deben 

separarse del tumor primario, migrar, entrar al torrente sanguíneo o a los vasos 

linfáticos, diseminar por el organismo y establecerse en un órgano distante al de 

origen (Eger y Mikulits, 2005; Zijl, Krupitza, y Mikulits, 2011). En este proceso, 

una de las características adquiridas por las células tumorales es la disminución 

en la expresión de E-cadherina, proteína encargada de la adhesión célula-

célula. Esto significa que las células tumorales con capacidad invasiva cambian 

su fenotipo haciéndose más parecidas a células mesenquimales, en un proceso 

denominado transición epitelio-mesenquimal (TEM) (Eger y Mikulits, 2005). Está 

reportado que la expresión de E-cadherina disminuye en tumores epiteliales de 

mal pronóstico (Baranwal y Alahari, 2009). En este proceso, las células al 

perder sus uniones adherentes, cambian su morfología epitelial y aumentan la 

expresión de enzimas que degradan la matriz extracelular (MEC) beneficiando 
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su motilidad y favoreciendo el proceso de invasión (Sánchez, 2013). De 

acuerdo a esto, la TEM se correlaciona inversamente con el pronóstico clínico y 

es altamente significativa para la progresión del cáncer, incluyendo al CCR 

(Iwatsuki et al., 2010).  

Tanto la adhesión celular como los eventos de señalización están 

mediados por componentes del complejo cadherina-catenina. Se ha 

demostrado que la pérdida de expresión de los componentes de este complejo 

se correlaciona con el comportamiento invasivo en muchos tipos de tumores 

(Hugh et al., 1999).  

La vimentina, por otro lado, una proteína de filamento intermedio 

involucrada en la mantención de la estructura e integridad celular, se expresa 

preferentemente en células mesenquimales normales y se ha visto que se 

relaciona estrechamente en los procesos de TEM  durante metástasis (Liu 

et al., 2015). Se ha visto que vimentina se sobreexpresa en células de 

carcinoma (SW620) en comparación con células de microadenoma (LT97) 

(Lazarova et al., 2014).  

 Además, existen enzimas que degradan la MEC y favorecen el proceso 

de invasión celular y metástasis (Alaseem et al., 2017). Estas enzimas 

pertenecen a la familia MMP compuesta por más de 25 endopeptidasas 

dependientes de  zinc y que tienen dominios funcionales comunes, con 

actividad para degradar prácticamente todos los  componentes de la MEC 
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(colágenos, laminina, fibronectina, vitronectina, enactina y  proteoglicanos) 

(Alaseem et al., 2017).  

La MMP-1, MMP-2, MMP-7, MMP-9, MMP-12, y MMP-13 se 

sobreexpresan en CCR humano y se correlacionan con el estadio y/o el 

pronóstico de la enfermedad (Said, Raufman, y Xie, 2014). Por ejemplo, MMP-7 

se produce abundantemente por células de CCR y se correlaciona con la 

proliferación, invasión y metástasis (Sun et al., 2015), mientras que MMP-13 se 

correlaciona con un mal pronóstico (Said, Raufman, y Xie, 2014). Además, los 

niveles de expresión de MMP-9 (producidos principalmente por células 

inflamatorias) están relacionados con metástasis y se ha visto que aumentan al 

principio de la transición de adenoma de colon a adenocarcinoma (Said, 

Raufman, y Xie, 2014). 

 

1.3 Tumores colorrectales, clasificación, detección y tratamiento. 

Al igual que la mayoría de los tumores malignos, el CCR es una enfermedad 

extremadamente heterogénea, dicho de otra manera, puede caracterizarse por 

la presencia de tumores en etapas tempranas quirúrgicamente curables hasta 

tumores metastásicos altamente letales (D’Angelica, 2013). Debido a esta 

característica de los tumores colorrectales, es que se hace necesario 

clasificarlos de acuerdo a algún parámetro medible, con el objetivo de facilitar la 

elección del tratamiento. En el año 1932 Cuthbert Esquire Dukes publicó un 

artículo sobre la estadificación del cáncer de recto (Dukes, 1932). Este sistema 
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también es aplicable al CCR y clasifica a los tumores de acuerdo a su grado de 

propagación o nivel de invasión en tres estadios o grados: A, B y C. En el 

estadío A los tumores se limitan a la pared rectal, en el estadío B el tumor 

difunde a tejidos extra-rectales, y en el estadío C los tumores infiltran a los 

ganglios linfáticos (Dukes, 1932). Más adelante, se incluyó el estadio D referido 

a metástasis a distancia (Haq et al., 2009). Por otro lado, uno de los métodos de 

clasificación más utilizados es el sistema de estadificación TNM (Tumor 

primario (T); ganglios linfáticos regionales (N); metástasis distante (M))  

desarrollado por el Comité Conjunto Estadounidense sobre el Cáncer (AJCC) y 

la Unión Internacional para el Control del Cáncer (UICC) (Edge y Compton, 

2010). Similar al sistema de estadificación de Duke, éste clasifica al CCR en 3 

etapas según su nivel de invasión local (etapa T), infiltración a los ganglios 

linfáticos (etapa N) y presencia de metástasis a distancia (etapa M) (Información 

más detallada en Anexos).  

Para la detección de los tumores colorrectales, el test de hemorragia oculta 

en deposiciones es una alternativa de tamizaje a nivel poblacional. Se ha 

demostrado que un tamizaje bianual en adultos mayores de 45 años disminuye 

en un 16% la mortalidad por CCR (Hewitson et al., 2008). Sin embargo, al ser 

un cuadro clínico inespecífico, para pacientes sintomáticos, el examen a 

elección es la colonoscopía larga en conjunto con la toma de una biopsia 

(Minsal, 2013). 
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La resección quirúrgica y la quimioterapia adyuvante de los tumores 

primarios es el tratamiento a elección y se hace en referencia a la clasificación 

TNM, no obstante, se ha documentado que alrededor del 30% de los pacientes 

con CCR de estadio III y el 10% en estadio I / II  pueden  desarrollar recurrencia 

local o metástasis en 5 años posteriores a la cirugía (Hsu et al., 2011).  Es por 

este motivo que el CCR sigue manteniéndose dentro de los tumores primarios 

más frecuentes a nivel mundial.  

 

1.4 Etiología y factores de riesgo en CCR.  

La etiología exacta del CCR aún es desconocida, sin embargo, su origen 

multifactorial ha relacionado a factores genéticos, epigenéticos y ambientales 

en su desarrollo. La acumulación de una serie de alteraciones genéticas y 

epigenéticas (Grady y Carethers, 2008) producen la transformación y 

proliferación de células del epitelio colónico normal a células cancerígenas 

(Dulal y Keku, 2014). Algunas de las alteraciones descritas a nivel celular 

involucradas en su desarrollo son: la activación del oncogen K-ras (Fearon y 

Vogelstein, 1990), mutaciones en el gen APC (adenomatous polyposis coli) 

(Nakamura et al., 1992), la inactivación de genes supresores de tumores como 

p53 (codificada por el gen TP53 en humano) (White, 1998), inestabilidad de 

microsatélites y metilaciones en las islas CpG (Arends, 2013) 
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En cuanto a los factores de riesgo ambientales involucrados en el desarrollo 

del CCR se han clasificado en dos categorías: modificables y no modificables 

(García et al., 2011). Entre los factores de riesgo modificables destaca: la dieta 

rica en grasas, consumo de carnes rojas y alimentos procesados, inactividad 

física, consumo de alcohol y tabaco, obesidad, síndrome metabólico, entre otros 

(García et al., 2011; Johnson et al., 2013; Moghaddam, Woodward, y Huxley, 

2007; Song, Garrett, y Chan, 2015).  

La obesidad se reconoce como un factor de riesgo para el CCR y se estima 

que alrededor de un 20% de los cánceres esporádicos se deben a ello 

(Moghaddam, Woodward, y Huxley, 2007). Estudios epidemiológicos en países 

desarrollados, apoyan la teoría que asocia a la obesidad con el desarrollo de 

varios tipos de neoplasias como el cáncer de mama, colon, riñón, endometrio y 

esófago (Zhang, Wu, y Yu, 2016).  La obesidad genera un estado de 

inflamación crónica de bajo grado que se caracteriza por una mayor expresión 

de citoquinas proinflamatorias (TNF-α, IL-1β, IL-6) (Esser et al., 2014; Gregor y 

Hotamisligil, 2011; Liu et al., 2012), que participan en el inicio, desarrollo y 

progresión del CCR mediante la estimulación constante de las vías de 

señalización intracelular que promueven la producción de Especies Reactivas 

del Oxígeno (ERDOs), daño al ADN, la proliferación celular, migración y 

angiogénesis (West et al., 2015). Otros factores relacionados con la obesidad 

están involucrados en los procesos asociados al cáncer: la lipoproteína de baja 

densidad oxidada y su principal receptor, LOX-1 (Khaidakov y Mehta, 2011). Se 
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ha demostrado una relación entre los niveles plasmáticos de LDLox con el 

riesgo de desarrollar CCR (Suzuki et al., 2004). A su vez, otras evidencias 

demuestran como en pacientes con cáncer de mama y ovario, los niveles de 

esta lipoproteína se encuentran casi 4 y 5 veces aumentados con respecto a 

sujetos sanos (Delimaris et al., 2007). 

 Las dislipidemias (triglicéridos ≥ 150 mg/dL; colesterol total ≥ 200 mg/dL; 

colesterol LDL ≥ 150 mg/dL; colesterol HDL ≤ 40 mg/dL) también se han 

relacionado con un mayor riesgo en el desarrollo de CCR (Yao y Tian, 2014). 

Por el contrario, las altas concentraciones de lipoproteína de alta densidad 

(HDL) en suero reduce los riesgos de desarrollar cáncer de colon (Duijnhoven 

et al., 2011). 

Referente a los factores de riesgo no modificables éstos incluyen: la edad, 

un historial familiar de CCR de primer grado (antes de los 60 años de edad) 

(Minsal, 2013), síndrome de Lynch y PAF (Al-Sukhni, Aronson, y Gallinger, 

2008) y antecedente de EII (Terzić et al., 2010). Ambos, el síndrome de Lynch y 

la PAF son enfermedades hereditarias autosómicas dominantes poco comunes, 

la primera es responsable del 3 al 4 % de todos los CCR a temprana edad y no 

se origina a partir de pólipos adenomatosos, mientras que PAF ocurre entre los 

5 a 40 años de edad y se caracteriza por la presencia de pólipos adenomatosos 

colónicos que podrían desencadenar en neoplasias (Al-Sukhni, Aronson, y 

Gallinger, 2008).  
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Las EII se asocian con un aumento sustancial en el riesgo de CCR, lo que 

se incrementa potencialmente después de 8 a 10 años del curso de estos 

trastornos (Terzić et al., 2010). En estos pacientes, la inflamación actuaría como 

un promotor de la tumorigénesis asociado a la infiltración de células 

inflamatorias del sistema inmune y un aumento en la producción de citoquinas 

pro-inflamatorias (Terzić et al., 2010). Con respecto a los mecanismos 

relacionados a estos trastornos se incluye: la activación constante de las vías 

de la ciclooxigenasa-2 (COX-2), del factor nuclear kappa-B (NF-kB) y un 

aumento del estrés oxidativo (OʼConnor et al., 2010), vinculados a un cuadro de 

inflamación crónica (Danese y Mantovani, 2010). Se ha descrito previamente 

que la modulación de genes relacionados a vías inflamatorias o el uso regular 

de fármacos antiinflamatorios no esteroidales (AINEs) pueden modular el riesgo 

de desarrollar CCR (Curtin et al., 2010; Ruder et al., 2011). Todos estos 

antecedentes estarían poniendo en evidencia como la inflamación está 

implicada en la progresión de la enfermedad. 

 

1.5 EII, microbiota y su relación con CCR. 

Las EII como la enfermedad de Crohn (EC) y la colitis ulcerativa (CU) son 

trastornos inflamatorios crónicos del tracto gastrointestinal de etiología aún 

desconocida (Mayer, 2010). Para individuos genéticamente susceptibles 

(Bauer, 2014), una de las hipótesis más aceptadas sobre la patogénesis de las 
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EII tiene que ver con la desregulación de la respuesta inmune frente a 

microorganismos comensales, que en consecuencia generan un daño en el 

epitelio de la mucosa gastrointestinal (Jostins et al., 2012; Mayer, 2010). Esta 

respuesta inmune alterada estaría mediada por las células T helper 17, 

responsables de una respuesta inflamatoria exacerbada (Kanauchi, Mitsuyama, 

y Andoh, 2013; Sobhani et al., 2011). Además, se considera que la composición 

global de la microbiota intestinal, es relevante en la etiología y patogenicidad de 

las EII (Sartor, 2008). Existen estudios que demuestran como la composición 

microbiana colónica en estos pacientes se encuentra alterada y es distinta a la 

de sujetos sanos (Andoh et al., 2011). Esta alteración en la distribución de la 

microbiota consta específicamente de una disminución en la densidad 

bacteriana perteneciente a los phylum Bacteroidete y Firmicutes como 

Faecalibacterium prausnitzii y un aumento en la fracción de Proteobacteria 

como Escherichia coli (Andoh et al., 2011; Morgan et al., 2012; Sokol et al., 

2008). En pacientes con enfermedad de Crohn y en menor frecuencia en colitis 

ulcerativa, poseen un aumento en la densidad poblacional de Escherichia coli 

asociada a la mucosa del íleon (Martinez-Medina et al., 2006) y colon (Martinez-

Medina et al., 2009). Estos últimos antecedentes pueden apoyarse en estudios 

in vitro realizados en células epiteliales intestinales donde esta población 

bacteriana expresa un componente proteico denominado hemaglutinina que se 

correlaciona con la habilidad de adhesión e invasión de los microorganismos en 

las células del epitelio intestinal (Prorok-Hamon et al., 2014).  
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Correspondiente a la relación entre EII y CCR, las alteraciones en la 

diversidad de la microbiota intestinal y modificaciones en la respuesta inmune, 

podrían ser la causa del desarrollo de este cáncer (Sobhani et al., 2011). Es 

más, se ha descrito que pacientes que padecen EC tienen un riesgo de un 2,9% 

mayor de desarrollar tumores después de 10 años de su diagnóstico, con 

respecto a la población en general (Canavan, Abrams, y Mayberry, 2006; 

Rutter, 2004). Así mismo, la edad de inicio de los tumores colorrectales 

asociados a colitis es generalmente menor (edad promedio entre 50 y 60 años) 

en comparación con los cáncer esporádicos en pacientes sin un antecedente 

previo de EII (edad promedio de 65 a 75 años) (Baars et al., 2012). 

En un modelo de ratón libres de gérmenes se demostró cómo un solo tipo 

bacteriano (Bacteroides vulgatus) puede inducir no sólo un estado inflamatorio 

del colon, sino también causar multiplicidad de tumores. De esta manera, la  

presencia bacteriana en este modelo es necesaria para desarrollar un cuadro 

inflamatorio crónico con inducción de la tumorigénesis (Uronis et al., 2009).  

Sumado a todos estos antecedentes, se ha descrito que el LPS induce una 

respuesta inflamatoria y altera la respuesta inmune (Aldapa-Vega et al., 2016). 

En monocitos periféricos de pacientes con EC previamente estimulados con 

LPS se induce la secreción de varias citoquinas pro-inflamatorias entre las 

cuales se encontraron: TNF-α, IL-6, y IL-1β (Hew et al., 2006; Knutson et al., 

2013; Mazlam y Hodgson, 1992). Paralelamente, y al igual que una variedad de 

componentes bacterianos su reconocimiento en células epiteliales intestinales y 



16 

macrófagos es mediado a través de “motivos”, con el fin de discriminar entre 

microorganismos patógenos y comensales. Este proceso se lleva a cabo 

mediante la activación de receptores tipo toll (TLRs) o receptores de la familia-

NOD (NLR) (Elinav et al., 2011). Eventualmente, se describe que en pacientes 

con EII, el receptor tipo Toll-4 (TLR-4) tiene una función específica en la 

defensa temprana del huésped contra los patógenos invasores, se encuentra 

altamente distribuido a nivel de la mucosa intestinal (Fukata y Abreu, 2009; 

Fukata, Vamadevan, y Abreu, 2009).  

 

1.6 Relación entre obesidad, estrés oxidativo y niveles de LDLox en 

cáncer. 

Estudios más detallados revelan que el 9% de los casos de cáncer de mama 

postmenopáusico, 39% de las causas de cáncer de  endometrio, el 25% de los 

casos de cáncer de riñón, el 37% de cáncer de esófago y el 11% de los casos 

de CCR pueden ser atribuibles a la obesidad (Handbooks y Prevention, 2002). 

Se han descrito varios mecanismos que relacionan a la obesidad con la 

iniciación y progresión del cáncer, entre los que destacan: las interacciones 

paracrinas entre células epiteliales y adipocitos, alteraciones en la señalización 

de la insulina y la conversión de andrógenos en estrógenos en mujeres 

posmenopáusicas (Calle y Thun, 2004; Kelesidis, Kelesidis, y Mantzoros, 2006; 

Lorincz y Sukumar, 2006), sin embargo, existen otros mecanismos moleculares 
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que podrían estar involucrados, como la activación del receptor LOX-1 por 

LDLox (Khaidakov y Mehta, 2011).  

La LDL es una de los siete tipos de lipoproteínas que se definen como 

moléculas compuestas de proteínas y lípidos encargadas de trasladar el 

colesterol y otras sustancias a través de la sangre. Entre ellas: los 

quilomicrones, restos de quilomicrones, VLDL, IDL, LDL, HDL y Lp (a). Son 

partículas complejas, con un núcleo central que contiene ésteres de colesterol y 

triglicéridos rodeados por colesterol libre, fosfolípidos y apolipoproteínas, que 

facilitan la formación y el funcionamiento de las lipoproteínas. La fracción de 

LDL es captada mediante el receptor de LDL en numerosos tejidos, sobre todo 

en el hígado (Vance y Vance, 2008). Es conocido que los niveles séricos de 

colesterol LDL en sujetos obesos se encuentran elevados. Al mismo tiempo, se 

cree que el aumento en los niveles de especies reactivas del oxígeno en estos 

sujetos  conducirían a la conversión de LDL en LDLox (Pischon, Nöthlings, y 

Boeing, 2008; Suzuki et al., 2004).  

Respecto a pacientes con pólipos colorrectales, un estudio demostró cómo 

los niveles de LDLox en plasma de estos pacientes se encuentran aumentados 

con respecto a sujetos sanos, y como sus niveles de antioxidantes en plasma 

como β-caroteno y vitamina A disminuirían en estos y más aún en pacientes 

con CCR. Este mismo suceso estaría ocurriendo con los niveles de estrés 
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oxidativo en sangre a medida que avanza la etapa tumoral (Crespo-Sanjuán 

et al., 2015). 

Basado en estos precedentes, se considera que los niveles aumentados de 

LDLox promueven su unión al receptor LOX-1 y subsecuentemente su 

internalización en diferentes tipos celulares, incluyendo células tumorales 

(Aoyama et al., 1999). Asimismo, este proceso favorecería la generación de 

especies reactivas del oxígeno, con una retroalimentación positiva con LOX-1 

(Lu et al., 2011).  

Dado el impacto de la obesidad en la incidencia y progresión de varios tipos 

de cáncer, resulta de suma importancia el estudio más detallado de los 

mecanismos relacionados entre la obesidad y el desarrollo del cáncer.  

1.7 LOX-1 y su relación con CCR.   

LOX-1 es una glicoproteína de membrana tipo II de un tamaño de 32 kDa, 

codificada por el gen OLR-1, con una estructura perteneciente a la familia de las 

lectinas tipo C y miembro de la familia de receptores “scavenger” (Yamada 

et al., 1998). Es un mediador en el reconocimiento e internalización de LDLox 

(Sawamura et al., 1997), y contiene cuatro dominios: un dominio corto 

citoplasmático N-terminal, un dominio transmembrana, un dominio de cuello y 

un dominio C-terminal extracelular tipo lectina (CTLD) (Falconi et al., 2007; Ohki 

et al., 2005; Park, Adsit, y Boyington, 2005). Este último interactúa con LDLox, 
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formando un homodímero unido mediante enlaces disulfuro, que se ensambla 

en oligómeros funcionales más grandes a través de interacciones no covalentes 

(Biocca et al., 2008; Cao et al., 2009; Ohki et al., 2011). LOX-1 se expresa 

preferentemente en células endoteliales y se sobreexpresa en los tejidos del 

ateroma mediando los procesos de disfunción endotelial vascular, inflamación, 

formación de las células de espuma y regulando el metabolismo del colesterol 

en adipocitos (Aldapa-Vega et al., 2016; Condamine et al., 2016; Li et al., 2015; 

Parlato et al., 2010; Xu et al., 2012). Pese a las evidencias que relacionan a 

LOX-1 con los procesos ateroscleróticos, otros estudios demuestran que LOX-1 

también participaría en la progresión de varios tipos de cáncer (Khaidakov y 

Mehta, 2011). Estudios preliminares de nuestro laboratorio, demostraron que en 

líneas celulares de cáncer de próstata, la activación de LOX-1 por su ligando 

LDLox, promueve procesos de proliferación celular, angiogénesis (expresión de 

moléculas pro-angiogénicas como el factor de crecimiento endotelial vascular 

(VEGF)) y migración e invasión (aumento de expresión y actividad de 

metaloproteinasas de matriz MPP-2 y MPP-9) (González-Chavarría et al., 

2014). En otras investigaciones también se ha observado como bajas 

concentraciones de LDLox promueve la expresión de VEGF (Dandapat et al., 

2007; Hu, Dandapat, y Mehta, 2007), correlacionado con el aumento en el 

recuento de microvasos, la progresión tumoral y la metástasis (Miller, Isenberg, 

y Roberts, 2009). En líneas celulares de cáncer de mama (MDA-MB-231), se 

identificó que la expresión de moléculas proinflamatorias como el factor de 
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necrosis tumoral α (TNF-α), un estado de hiperglicemia o la participación de 

endotoxinas, podrían regular la expresión de LOX-1 alterando los procesos de 

adhesión celular y favoreciendo la migración transendotelial en la progresión 

tumoral (Liang, Zhang, y Fu, 2007). Además, la sobreexpresión de LOX-1 por 

estos mismos mediadores favorece la expresión de moléculas de adhesión 

celular y quimioquinas como I-CAM, V-CAM, P-selectina, y MCP-1 necesarias 

para la migración transendotelial y metástasis (Mehta et al., 2006).  

En cuanto a los tumores colorrectales la inhibición en la producción de 

colesterol por estatinas genera un efecto protector contra la carcinogénesis 

(Poynter et al., 2005). Este último antecedente puede respaldarse con la 

evidencia que en pacientes con enfermedad coronaria recién diagnosticada la 

prevalencia de CCR es mayor que en pacientes con antecedentes previos y 

tratamiento con estatinas (Chan et al., 2007).   

En lo que concierne a la expresión de LOX-1 en CCR, se ha demostrado 

que en tumores humanos existe incremento en la expresión de este receptor, 

con un aumento de un 72 % en carcinomas y de hasta un 90% en tumores 

altamente agresivos y metastásicos comparado con la mucosa colónica normal 

(Murdocca et al., 2016). Por el contrario, el silenciamiento de LOX-1 disminuye 

la proliferación y migración celular en líneas de CCR. Sorpresivamente, los 

niveles de LOX-1 también se encuentran elevados en adenomas, lo que sugiere 

que este receptor estaría modulando a los tumores desde sus etapas iniciales 

(Murdocca et al., 2016). Sumados a todos los antecedentes recopilados, 
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postulamos que  LOX-1 es un receptor importante en la progresión de varios 

tipos de cáncer, incluyendo al CCR.    

1.8 Efecto del Lipopolisacárido bacteriano sobre la progresión tumoral y 

su relación con la expresión de LOX-1. 

En base a evidencias que demuestran que compuestos bacterianos 

implicados en la respuesta inflamatoria crónica, como el LPS, promueven la 

activación de NF-kB en líneas celulares tumorales humanas (Kojima et al., 

2000; Nakashima et al., 2006), es que se hace necesario estudiar a fondo los 

mecanismos celulares relacionados con la inducción de los procesos 

inflamatorios asociados a LPS con el cáncer colorrectal. Relacionado a lo 

anterior, el LPS aumenta el potencial de invasión en células de cáncer de 

páncreas, lo que sugiere una estrecha conexión entre inflamación y los 

procesos de invasión y progresión de diferentes tipos de cáncer (Ikebe et al., 

2009). Además, la estimulación con LPS induce la secreción de 

metaloproteinasas de matriz (MMP-2 y MMP-9) y del factor de crecimiento 

endotelial vascular en líneas celulares de cáncer de mama humano (MDA-MB-

23). Al mismo tiempo, este estímulo produce un aumento en la invasión y en la 

secreción de IL-6 e IL-10 en estas células. Además, en estudios in vivo, se 

demostró que la estimulación con LPS aumenta la tumorigénesis y la cantidad 

de lesiones metastásicas en hígado de ratones nude, lo que indica que también 
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estaría participando en la progresión y metástasis del cáncer de mama humano 

(Yang et al., 2014). 

En el caso del CCR, debido a que las bacterias colónicas ubicuas aportan 

LPS al entorno, se ha identificado que esta endotoxina aumenta su potencial 

metastásico mediante la activación en la expresión de TLR4 (Simiantonaki 

et al., 2007), la cual se hace significativa en células que expresan niveles bajos 

del receptor (como la línea celular CaCo2), mientras que en células que 

expresan cantidades relativamente altas de TLR4 no se observa una respuesta 

significativa a LPS, lo que sugiere que la expresión de TLR4 puede estar 

asociada a mecanismos relacionados a la progresión del CCR (Simiantonaki 

et al., 2007). Además, LPS incrementa el potencial de metástasis en dos líneas 

celulares de cáncer de colon (C26 y HCT116), y potencia la migración, 

favoreciendo un fenotipo de transición epitelio-mesenquimal de manera 

dependiente de TLR4 (Ying et al., 2018).  

También es conocido que LPS produce un aumento en la expresión de LOX-

1 en monocitos y células endoteliales (Zhao, Ma, y Chen, 2014). El mecanismo 

por el cual se regula la expresión de LOX-1 ha sido descrito en células 

endoteliales de vena de cordón umbilical humano (HUVEC), donde se observó 

que un estímulo con LPS produce una sobrerregulación de los niveles de 

expresión de las vías p38/MAPK y p65 mediante la activación de TLR-4 (Zhao, 

Ma, y Chen, 2014). De hecho, el silenciamiento de este receptor a través de 
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siRNA se relacionó con una disminución en la expresión de LOX-1 (Zhao, Ma, y 

Chen, 2014). A su vez, se ha observado el mismo efecto sobre la expresión de 

LOX-1, al silenciar MyD88 y Nox4, o al utilizar inhibidores para las vías 

p38/MAPK, NF-kB, ciclooxigenasa-2, y NADPH oxidasa (Pang et al., 2012; 

Zhao, Ma, y Chen, 2014). Estos hallazgos sugieren que el mecanismo de 

regulación de la expresión de LOX-1 es mediado por la activación del receptor 

TLR-4, y además por una vía de señalización dependiente de MyD88 y de la 

producción de ERDOs a través de la enzima NADPH oxidasa. Esta enzima 

activa la vía p38MAPK y la translocación de NF-kB al núcleo en células 

endoteliales (Zhao, Ma, y Chen, 2014). Este mismo mecanismo podría aplicarse 

a células cancerígenas, ya que en líneas celulares de cáncer de colon (SW480) 

estimuladas con LPS aumenta en la fosforilación de la proteína p65, se 

incrementa la actividad de NFkB y la producción de IL-1β y IL-6, lo que favorece 

la migración e invasión de este tipo celular (Rakhesh et al., 2012). 
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2 PROBLEMA Y PREGUNTA DE INVESTIGACIÓN 

2.1 Problema. 

Se desconoce la relación funcional del receptor LOX-1 con la progresión 

del cáncer colorrectal humano. 

 

2.2 Pregunta. 

¿El estímulo con LPS bacteriano y LDLox en líneas celulares de cáncer 

colorrectal humano induce un aumento en la expresión del receptor LOX-1? 

¿Cómo esto influiría sobre la progresión del cáncer colorrectal en un estudio in 

vitro? 
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3 HIPÓTESIS Y OBJETIVOS 

3.1 Hipótesis. 

El lipopolisacárido bacteriano de Escherichia coli (cepa 055:B5) estimula la 

sobreexpresión del receptor LOX-1 e induce la progresión tumoral en líneas 

celulares de cáncer colorrectal humano, mediado por la activación con LDLox. 

 

3.2 Objetivo general. 

Evaluar si un estímulo con LPS bacteriano de Escherichia coli (cepa 

055:B5) induce la sobreexpresión del receptor LOX-1, y promueve la progresión 

tumoral en tres líneas celulares de CCR humano cuando son co-estimulados 

con LDLox. 
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3.3 Objetivos específicos. 

1.- Analizar el efecto citotóxico de diferentes concentraciones de LPS y LDLox 

en las líneas celulares de CCR (COLO320, HCT116 y SW620) y seleccionar las 

condiciones de trabajo específicas (concentración del estímulo). 

2.- Determinar la concentración de estímulo de LPS bacteriano y LDL oxidada a 

la cual se observa la máxima expresión de OLR-1/LOX-1, sin efecto citotóxico. 

3.- Analizar la expresión de marcadores de transición epitelio-mesénquimal 

(Vimentina, E-cadherina, Plakoglobina), y actividad de metaloproteinasas de 

matriz (MPP-2 y MPP-9) en las tres líneas celulares de CCR tratadas con las 

concentraciones previamente determinadas de LPS bacteriano y LDLox. 

4.- Evaluar el efecto de LPS bacteriano y LDLox en la migración e invasión de 

líneas celulares de CCR humano mediante ensayos funcionales de migración e 

invasión en transwell. 
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4 MATERIALES Y MÉTODOS. 

4.1 MATERIALES. 

4.1.1 Material biológico. 

En este trabajo se utilizaron tres líneas celulares de CCR humano COLO320 

(ATCC; CCL-220), HCT116 (ATCC; CCL-247) y SW620 (ATCC; CCL-247). Las 

primeras dos líneas celulares provenientes de un tumor primario de grado 

Dukes C femenino y D masculino, respectivamente. La línea celular SW620 fue 

aislada de un tumor metastásico en linfonodo masculino y tiene grado Dukes C. 

Además, se utilizaron las líneas celulares CHO (ATCC; CCL-61) y HEK (LOX+); 

esta última generada en nuestro laboratorio a partir de la línea celular 

HEK293FT que sobreexpresa el receptor LOX-1.    

4.1.2 Reactivos y materiales.  

AGILENT TECHNOLOGIES: Brilliant II SYBR Green QRT-PCR Master Mix 

Step, tampón de carga púrpura (6x). 

AMBION: Trizol. 

AMRESCO: Bis-Acrilamida, persulfato de amonio, TEMED. 

BIOLOGICAL INDUSTRIES: BIOMYC-3. 
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BIORAD: Membrana de nitrocelulosa.  

BIORON: Albúmina Bovina (BSA), marcador de peso 100 bp Rainbow extended 

DNA Ladder.  

BIOWEST: Suero bovino fetal. 

CALBIOCHEM: B-mercatoetanol, Tween 20. 

CHEMCRUZ: Tris Base. 

CORNING: Agua grado biología molecular, amphotericina B, soportes 

permeables Transwell con membrana de policarbonato 8,0 µm.  

E.Z.N.A: BUFFER TG 10X. 

GENAXXON BIOSCIENCE: Reactivo azul de Tiazolilo bromuro de Tetrazolio 

(MTT). 

GIBCO: Medio de cultivo DMEM + glutamina + piruvato. 

HYCLONE: Tripsina 0.25%, L-Glutamina 200mM (100X), Penicilina-

Estreptomicina (100X), tripsina 0,25%, medio de cultivo RPMI. 

LONZA: Agarosa. 
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MERCK & CO., INC.: Azul brillante de Coomasie, SDS (Sodium n-Dodecyl 

sulfato), cloruro de sodio, hidróxido de sodio, etanol absoluto, cloruro de calcio, 

azida de sodio, paraformaldehído, Tritón X-100, Dimetil Sulfóxido (DMSO).   

MILLIPORE: Filtros de 0,22 µm y de 0,45 µm.  

Maestrogen: Marcador de peso preteñido para proteínas de amplio rango 

AccuRuler RGB (11-245 kDa),  

SANTA CRUZ BIOTECHNOLOGIES: Anticuerpo IgG1 monoclonal anti-E-

cadherina (sc-8426) 200 µg/mL; anticuerpo IgG1 monoclonal anti-GAPDH (sc-

47724) 200 µg/mL; anticuerpo IgG1; anticuerpo IgG policlonal de cabra anti-

MMP-9 (sc-6841) 200 µg/mL; anticuerpo IgG policlonal de conejo anti-MMP-2 

(sc-10736) 200 µg/mL; anticuerpo IgG1 monoclonal anti-vimentina (sc-66001) 

200 µg/mL; anticuerpo policlonal IgG de conejo anti-TLR4 (sc-10741) 200 

µg/mL. 

R&D SYSTEMS INC: anticuerpo IgG policlonal de cabra anti-LOX-1 (AF1798) 

200 µg/mL. 

JACKSON: Anticuerpo IgG de burro anti-ratón conjugado a Alexa Fluor 790 

(715-655-150) 500 µg/mL; Anticuerpo IgG de burro anti-ratón conjugado a Alexa 

Fluor 680 (715-625-150) 500 µg/mL; Anticuerpo IgG de burro anti-conejo 

conjugado a Alexa Fluor 790 (711-655-152) 500 µg/mL; Anticuerpo IgG de burro 
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anti-conejo conjugado a Alexa Fluor 680 (711-625-152) 500 µg/mL; Anticuerpo 

IgG de burro anti-cabra conjugado a Alexa Fluor 790 (705-655-147) 500 µg/mL.  

SIGMA-ALDRICH: Solución de Poly-L-lisina, -D-(+)-Glucosa, acrilamida, 

gelatina, Triton X-100, RPMI + L-glutamina bicarbonato. 

THERMO SCIENTIFIC: Inhibidor de proteasas 100X, azul de coomassie, 

tampón RIPA, EDTA, Reactivos para cuantificación de proteínas BCATM, tubos 

Sorvall para ultracentrífuga. 

WINKLER: Cobre II Sulfato 5-Hidrato, cloroformo, buffer TAE 50X, rojo 

ponceau, EDTA sal disodica 2-HID, ácido clorhídrico 37%, bromuro de etidio 

100 mg/mL, agua DEPC, Tween-20, PBS. 

4.1.3 Equipos e instrumentos. 

Licor Odyssey CLX, PCR en tiempo real Agilent Technologies Ariamx real-time 

PCR system; lector de microplacas Synergy/HTX multi-mode reader Biotek,  

vórtex mixers (VM-10); agitador Wise Shake (Sho-1D); placa térmica digital 

Block Heater select Bio Products; placa UV UVITEC Cambridge Uvisage HD2; 

Balanzas analítica Mettler Toledo (AT261 y PG2002-S); pHmetro Marova 

Laboratorio (920); cabina de seguridad biológica clase II (modelo NU425400E); 

incubadora de líneas celulares (AutoFlow 5500 incubator); cabina estación de 

PCR Airclean 600 PCR (modelo 300); destilador POBEL (modelo 710); 

micropipetas Axygen; horno microondas Electrolux, autoclave Wiseclave; 
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centrífuga Eppendorf (modelo 5702); refrigerador Glacier Nuaire (modelo 

NU9483E); centrífuga Mikro 220R Heltich zentrifugen (modelo D78532); baño 

termorregulado WiseBath; microscopio Olimpus (modelo IX81); microscopio 

invertido Motic (AE31);  sistema de transferencia semidry Trans-Blot Turbo 

BioRad; fuente de poder Electrophoresis Power Supply Consort (modelo 

EV202); cámara de Neubauer para conteo celular HBG. 

 

4.2 MÉTODOS. 

4.2.1 Cultivo de líneas celulares.  

Tres líneas celulares de CCR humano (COLO320, HCT116 y SW620) se 

cultivaron en frascos de cultivo T75 en medio DMEM (para las líneas celulares 

SW620 y HCT116) y RPMI (para la línea celular COLO320), suplementados con 

suero bovino fetal (SBF) al 10 % y bajo condiciones estándares de cultivo (5 % 

de CO2 a 37ºC). Para el cultivo de las células en placas de tratamiento, se les 

retiró el medio de cultivo por aspiración y la monocapa celular se lavó con 

solución tampón de fosfato (PBS) y se incubó con tripsina (0,05 % en EDTA 0,1 

%) a 37º C, tras lo cual las células se despegaron de la superficie de la placa. 

La tripsina fue neutralizada con medio de cultivo completo. Las células fueron 

recolectadas por centrifugación a 150 g por 10 minutos, y el sedimento celular 

fue resuspendido en medio fresco y a la densidad requerida para los ensayos.  
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4.2.2 Obtención y oxidación de la LDL. 

La LDL se obtuvo a partir de 100 mL de sangre de 4-5 voluntarios sanos 

normolipémicos que previamente leyeron y firmaron un consentimiento 

informado para la recolección de sangre, adjunto en el Anexo (8.1). La 

obtención final de LDL de las muestras de suero de pacientes se llevó a cabo 

por ultracentrifugación secuencial a 38.000 x g durante 20 horas a 15°C. La 

fracción de LDL fue dializada en solución tampón fosfato por 24 horas y 

cuantificada por el método de BCA. La LDL se diluyó a una concentración de 1 

mg/mL y se oxidó con 10 μM de CuSO4. Luego de 3 horas, se paró la reacción 

de oxidación mediante la adición de BHT como antioxidante y EDTA como 

agente quelante de iones Cu2+, dializándose en las mismas condiciones 

anteriores durante 24 horas. La muestra dializada fue filtrada en membrana de 

0,45 μm y se almacenó a 4°C protegida de la luz. La oxidación de la LDL se 

monitoreó mediante la detección por espectrofotometría a 243 nm de la 

formación de dienos conjugados, por ensayo de detección de especies 

reactivas del ácido tiobarbitútico (TBARs), y electroforesis en gel de agarosa al 

1% (p/V) seguido de tinción con azul de Coomassie (Figura 1). 
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Figura 1. Oxidación de LDL a partir de plasma humano. La fracción LDL obtenida 
de plasma de donantes sanos normolipémicos se oxidó con 10 mM de CuSO4 y fue (A) 
monitoreada por espectrofotometría a 243 nm, además, (B) se sometió a electroforesis 
en gel de agarosa al 1% con tampón de borato de sodio. Por último, (C) se midió la 
concentración de malondialdehído (MDA) producto del proceso de lipoperoxidación. 
(Fuente: Elaboración propia). 
 

4.2.3 Recuento de células en cultivo.  

Con las mismas condiciones de cultivo establecidas en el punto 5.2.1, se tomó 

una alícuota de células y se mezcló con azul de Tripán (dilución 1:4)  para el 

recuento en cámara de Neubauer. Para calcular el número de células/mL de 

acuerdo a la dilución, se utilizó la siguiente fórmula: Σ (número de células en los 

4 cuadrantes) x 104 = número de células/mL. 
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4.2.4 Tratamientos con LPS y LDL oxidada.  

Las células cultivadas en placas de ensayo fueron tratadas con distintas 

concentraciones de LPS (0-10 µg/mL) (sc-221855ª, Santa Cruz) y LDL oxidada 

(0-150 µg/mL) en medio con SBF al 2% en un tiempo de incubación de 24 y 48 

horas para los ensayos de proliferación celular y de expresión de LOX-1. Para 

los ensayos de cotratamiento las células fueron tratadas previamente a una 

concentración fija de LPS (5 µg/mL) por 24 horas y luego fueron tratadas con 25 

y 50 µg/mL de LDLox para COLO320, 50 y 100 µg/mL de LDLox para HCT116 

y SW620, y 5 µg/mL de LPS por 48 horas.  

4.2.5 Ensayos de viabilidad celular por reducción de sales de Tetrazolio.  

Para determinar el efecto de los tratamientos sobre la viabilidad celular, las 

células (COLO320, HCT116 y SW620) fueron sembradas en placas de 96 

pocillos a una densidad de 1 x 104 células/pocillo en medio DMEM y RPMI 

suplementado con SBF 10% y en condiciones de cultivo estándar por 24 horas. 

Las células fueron tratadas 24 horas más tarde con LPS y LDL oxidada de 

acuerdo al protocolo 4.2.4. Luego, se incubó con la solución de MTT (5 mg/ml) 

en medio basal por 4 horas a 37°C. Pasado este tiempo, el medio fue aspirado 

de la capa celular. Los cristales de formazán formados fueron liberados al lisar 

las células con isopropanol. Se midió la absorbancia a 570/630 nm con un lector 

de microplaca. Los valores obtenidos fueron expresados como porcentaje 

relativos (%) al control (células sin tratar). 
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4.2.6 Extracción y cuantificación de proteínas totales.  

Para la extracción de proteínas totales, las células (COLO320, HCT116 y 

SW620) previamente tratadas fueron lisadas en frío con 120 μL de tampón 

RIPA combinado con un inhibidor de proteasas, por 5 minutos. Luego se raspó 

vigorosamente la superficie del pocillo y las muestras fueron dispensadas en 

tubos Eppendorf de 1,5 mL, para su sonicación, centrifugación (14000 rpm por 

15 minutos) y obtención del sobrenadante que se almacenó a -80ºC. Para la 

cuantificación de proteínas totales, se preparó previamente una curva de 

calibración con concentraciones crecientes de Albúmina sérica de bovino (BSA) 

(0, 125, 250, 500, 750, 1000, 1500, 2000 μg/μL). En una placa de 96 pocillos, 

se agregó un volumen de 10 μL de muestra o de la curva de calibración y se 

mezcló con 200 μL del reactivo BCA; según instrucciones del fabricante. Se 

incubó la placa por 30 minutos a 37º C. Pasado el tiempo de incubación, se 

realizó la lectura de valores de absorbancia en lector de microplaca a una 

longitud de onda de 562 nm. A partir de la curva de calibración, se realizaron los 

cálculos de concentración de proteínas de las muestras obtenidas. 

 

4.2.7 Separación de proteínas mediante SDS-PAGE y western blot. 

Se prepararon geles de poliacrilamida al 10% (protocolos estandarizados del 

laboratorio) y se colocaron en cámara electroforética con tampón de corrida (16% Tris 

Base, 78% glicina y 5% SDS; pH 8.3). Ya montados los geles en la cámara 

electroforética, se cargó una cantidad fija de proteína (40-50 μg en tampón de carga 6X 



36 

con β-mercaptoetanol) por pocillo, además se le adicionó un estándar de proteínas 

como medio de referencia. Luego, se inició la separación de las proteínas (100 mV; 

300 mA; 2 horas). La transferencia se hizo en membranas de nitrocelulosa mediante el 

sistema de transferencia semidry (25 V, 0,2 mA por 30 minutos). Las membranas se 

bloquearon con 5% de leche descremada a temperatura ambiente por 1 hora. Las 

membranas fueron lavadas con solución de lavado (PBS y 0,1% de Tween 20) e 

incubadas con el anticuerpo primario (Tabla 1), toda la noche. Al día siguiente, éstas 

fueron lavadas con solución de lavado e incubadas con anticuerpo secundario 

fluorescente (Tabla 2) por una hora, cuidándolas de la exposición a la luz. Por último, 

se reveló en el equipo ODYSSEY CLx, con el programa mageStudio. El análisis de 

intensidad de banda fue hecho con el programa Image J 4.9. 
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Tabla 1. Anticuerpos primarios para inmunodetección. 

Anticuerpo Tipo Proveedor Código Concentración Dilución 

E-cadherina Monoclonal de ratón Santa Cruz sc-8426 200 ug/ml 1/1000 

GAPDH Monoclonal de ratón Santa Cruz sc-47724 200 ug/ml 1/4000 

LOX-1 Policlonal de cabra R&D Systems  AF1798-sp 200 ug/ml 1/3000 *1/100 

Vimentina Monoclonal de ratón Santa Cruz sc-66001 200 ug/ml 1/1000 

TLR4 Policlonal de conejo Santa Cruz sc-10741 200 ug/ml 1/500 

Placoglobina  Policlonal de conejo Santa Cruz sc-7900 200 ug/ml  1/1000 

Fuente: Elaboración propia. 

Tabla 2. Anticuerpos secundarios fluorescentes para inmunodetección. 

Anticuerpo Tipo Proveedor Código Concentración Dilución 

Alexa Fluor 790 
Anti-ratón 

Burro Jackson 715-655-150 500 ug/mL 1/5000 

Alexa Fluor 680 
Anti-ratón 

Burro Jackson 715-625-150 500 ug/mL 1/5000 

Alexa Fluor 790 
Anti-conejo 

Burro Jackson 711-655-152 500 ug/mL 1/5000 

Alexa Fluor 680 
Anti-conejo 

Burro Jackson 711-625-152 500 ug/mL 1/5000 

Alexa Fluor 790 
Anti-cabra 

Burro Jackson 705-655-147 500 ug/mL 1/5000 *1/400 

 

* Diluciones utilizadas de los anticuerpos en inmunofluorescencia.  

Fuente: Elaboración propia.  
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4.2.8 Inmunofluorescencia. 

 Las células HEKLOX, CHO y las tres líneas celulares de CCR (COLO320, 

HCT116 y SW620) fueron cultivadas en cubreobjetos circulares a 

semiconfluencia. Al día siguiente, las células fueron lavadas con tampón fosfato 

0,1 M (pH 7,4), fijadas con paraformaldehído al 4% y bloqueadas usando 0,1% 

de Triton X-100 + 1% suero de caballo a 4°C por una hora. Se incubó con el 

anticuerpo policlonal anti-LOX-1 (R & D Systems Inc.) descrito en la Tabla 1 

toda la noche. Se incubó con el anticuerpo secundario IgG de burro anti-cabra 

conjugado a Alexa Fluor 790, descrito en la Tabla 2 por dos horas. Por último, 

las células fueron lavadas y teñidas con DAPI. La expresión de LOX-1 fue 

visualizada usando un microscopio de epifluorescencia (Olympus IX81/DSU). 

4.2.9 Purificación de ARN.  

La purificación de ARN se hizo a partir de células cultivadas en placas de 12 

pocillos. Se purificó ARN total de todas las líneas celulares con TRIZOL, 

siguiendo las instrucciones de los fabricantes. La integridad del ARN purificado 

se comprobó mediante electroforesis en gel de agarosa al 1% (p/V) en solución 

tampón Tris-acetato. Las muestras de ARN se cuantificaron mediante 

espectrofotometría a 260 nm y medida su relación 260/280 para posteriormente 

ser almacenadas a -80°C para su futuro uso. 
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4.2.10 Análisis de ARN. 

 Las muestras de ARN se analizaron mediante RT-PCR cuantitativo y para ello, 

se utilizó el kit comercial Brilliant III Ultra-fast SYBR Green QRT-PCR siguiendo 

las instrucciones de los fabricantes y el equipo AriaMx. Las reacciones de 

transcripción reversa se realizaron de acuerdo a la información entregada en la 

Tabla 3. Se utilizó como control interno a ROX y como normalizadores el gen de 

referencia ACTB. La amplificación del fragmento esperado se confirmó a través 

del análisis de las curvas de disociación y mediante electroforesis en gel de 

agarosa al 1,5 % (p/v). Se estudiaron los niveles de expresión de los genes 

detallados en la Tabla 4. Los oligonucleótidos específicos para estos genes 

previamente fueron diseñados utilizando la versión en línea del programa 

OligoAnlyzer v3.1 de Integrated DNA Technologies 

(https://www.idtdna.com/site) y el programa Vector NTI 8. La especificidad fue 

comprobada mediante la versión en línea del programa Blastn del sitio NCBI 

(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi). La síntesis química de los 

oligonucleótidos fue contratada en la compañía Integrated DNA Technologies 

(EE.UU). Las muestras fueron analizadas por triplicado. 

 

 

 

https://www.idtdna.com/site
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
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Tabla 3. Condiciones de RT-PCR cuantitativo 

Etapa Temperatura (°C) Tiempo N° de Ciclos 

RT 50 30 minutos 1 

Hot Start 95 10 minutos 1 

Amplificación 90  15 segundos 45 

Amplificación  60 15 segundos  45 

Fuente: Elaboración propia.  

Tabla 4. Secuencia de partidores para PCR cuantitativo. 

Gen Secuencia sentido 5’-3’ Tm °C Secuencia antisentido 5’-3’ Tm °C 

OLR1 AAACCCTTGCTCGGAAGCTGAA 63 TGCGGACAAGGAGCTGAACAAT 62 

CDH1 CCTGGACTCCACCTACAGA 62 TGGATTCCAGAAACGGAGGC 62 

VIM CCGGGAGAAATTGCAGGAGGAG 62 AGGTCAAGACGTGCCAGAGAC 62 

ACTB TGTACCCTGGCATTGCCGACAG 62 ACGGAGTACTTGCGCTCAGGAG 62 

Fuente: Elaboración propia. 

4.2.11 Zimografía. 

Se prepararon geles al 8% de poliacrilamida copolimerizadas con 0,12 mg/mL 

de gelatina (Sigma). Se utilizaron como muestras el sobrenadante de cultivo 

procedente de las células estimuladas y sin estimular con LPS y LDL oxidada. 

La estimulación se realizó en medio con 2% de SBF. Las muestras fueron 

preparadas a una concentración final de 70-80 µg en buffer de carga 6X sin β-

mercaptoetanol y separadas con tampón de corrida (16% Tris Base, 78% glicina 

y 5% SDS; pH 8.3) a 90 mV.  Luego, los geles fueron lavados con una solución 

de tritón X-100 2,5% con el fin de quitar los residuos de SDS y se incubaron en 
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solución de incubación (50 mM Tris HCl; 0,15 M NaCl; 10 mM CaCl2; 0,05% 

Azida de Sodio) por 72 horas a 37°C. Posteriormente, se realizó la tinción con 

azul de coomassie R-250 y se destiñó con solución de 10% de ácido acético. 

Se realizó densitometría y las bandas producto de la digestión de la gelatina se 

cuantificaron con el programa Image J 4.9 usando como control los 

sobrenadantes de células no tratadas. 

4.2.12 Ensayo clonogénico. 

 Se sembraron 50 células/pocillo provenientes de las tres líneas de CCR y se 

trataron con LPS, LDL oxidada o la combinación en placas de 12 pocillos, y se 

incubaron por 12 días realizando cambios de medio cada tres días. 

Posteriormente, las células fueron fijadas con paraformaldehído 4% y teñidas 

con cristal violeta al 0,1%. Las colonias fueron visualizadas con el programa 

ImageStudio usando el equipo Odyssey CLX. 

4.2.13 Ensayo de migración e invasión por Transwell. 

Para los ensayos de migración celular, se sembraron 50.000 células/pocillo 

(COLO320) y 100.000 células/pocillo (HCT116) previamente tratadas en medio 

sin suero sobre la cámara superior en el centro de un transwell (6,5 mm de 

diámetro y 8,5 μm de poro) correspondiente a placas de 24 pocillos. En la 

cámara inferior se añadió como quimioatrayente medio completo suplementado 

con SBF al 10%, asegurándose de que el medio estuviera en contacto con la 

membrana del transwell. Las placas se incubaron por 24 horas a 37°C en 
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atmósfera de CO2.  Posteriormente se eliminó el medio de cultivo de ambas 

cámaras y las células de la cámara superior. Las células que migraron hacia la 

cámara inferior fueron fijadas con paraformaldehído (4%) durante 15 minutos. 

Los transwell se lavaron, se secaron y se realizó la tinción con violeta cristal al 

0,5 % (p/v) por 30 minutos a temperatura ambiente. Se eliminó el exceso de 

colorante con agua corriente y se secaron los transwells. Finalmente, las 

membranas fueron cortadas y montadas en portaobjetos para su visualización 

en el microscopio. Las células en la parte inferior de la membrana 

representaron el número de células que migraron en presencia del 

quimioatrayente de acuerdo a los tratamientos. Para cada condición se 

realizaron 3 repeticiones. 

Para los ensayos de invasión celular se realizó el mismo protocolo descrito 

anteriormente, pero con ligeras diferencias. Antes de sembrar las células, la 

membrana del transwell se recubrió con una delgada capa de matrigel diluído 

1/2 (aproximadamente 4 mg de proteínas de matriz extracelular/mL). Luego las 

células fueron sembradas y después de 48 horas a 37°C en atmósfera de CO2 

se eliminó el medio de ambas cámaras y las células de la cámara superior. Las 

células que invadieron hacia la cámara inferior fueron fijadas con 

paraformaldehído (4%) y posteriormente teñidas con cristal violeta al 0,5 % 

(p/v). Se eliminó el exceso de colorante y las membranas fueron cortadas y 

montadas en portaobjetos para su visualización en el microscopio. Las células 

en la parte inferior de la membrana representaron el número de células que 
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invadieron en presencia del quimioatrayente de acuerdo a los tratamientos. 

Para cada condición se realizaron 3 repeticiones. 

4.2.14 Análisis Estadístico.  

Los resultados obtenidos fueron graficados en Graphpad prism 6.0 y los datos 

procesados y presentados según media ± desviación estándar. La significancia 

estadística se evaluó mediante el análisis de varianza (ANOVA) seguido por el 

test de Tukey. Las diferencias significativas entre los grupos se calcularon con 

un P valor ≤ 0,05. 
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5 RESULTADOS 

 

5.1 Efecto de LPS y LDLox sobre la viabilidad de líneas celulares de CCR 

humano.  

Para evaluar el efecto de LPS y LDLox sobre la viabilidad de las tres 

líneas celulares de CCR humano en estudio, se empleó el ensayo de reducción 

de sales de Tetrazolio (MTT). Se utilizó un rango de concentraciones crecientes 

de LPS (0-30 µg/mL) y de LDLox (0-150 µg/mL) en un tiempo de incubación de 

24 y 48 horas, respectivamente. Los resultados se expresaron como porcentaje 

de viabilidad (%) con respecto al control sin tratamiento (Figura 2).  

Los resultados obtenidos mostraron diferencias en la sensibilidad a 

LDLox en las tres líneas celulares de CCR. La línea celular COLO320 resultó 

ser más sensible al tratamiento con LDLox, disminuyendo en un 40% su 

viabilidad celular a concentraciones por sobre los 75 µg/mL de LDLox 

(concentración citotóxica). La línea celular HCT116 resultó ser más resistente a 

todas las concentraciones de LDLox ensayadas, seguida de la línea SW620 

que solo fue susceptible a los 150 µg/mL de LDLox (disminución de la 

proliferación celular en un ~50%(concentración citotóxica)) (Figura 2A). Por otro 

lado, al tratar las líneas celulares con LDLn (fracción LDL nativa) no se observó 

un efecto estadísticamente significativo sobre la proliferación de las líneas 
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celulares COLO320, SW620 y HCT116 (Figura 2B). Por otro lado, no se 

observó un efecto sobre la viabilidad celular en ninguna de las líneas celulares 

en estudio a las concentraciones de LPS estudiadas (Figura 2C). 

Además, se observó que los tratamientos combinados con LPS y LDLox 

a las concentraciones escogidas, no generaron cambios significativos en la 

viabilidad celular (Figura 2D).  
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Figura 2. Efecto individual de (A) LDLox, (B) LDLn, (C) LPS y combinado (D), (E) y 
(F) sobre la viabilidad de tres líneas celulares de CCR humano. La viabilidad 
celular de tres líneas celulares de CCR (COLO320, HTC116 y SW620) fue evaluada 
por ensayos de MTT a las (A) y (B) 48, (C) 24 horas de tratamiento y (D), (E) y (F) 72 
horas. (B) Tratamiento con LDLn como control. Para el análisis de tratamientos 
combinados, se utilizaron dos concentraciones de LDLox (COLO320, 25 µg/mL y 50 
µg/mL; SW620 y HCT116, 50 µg/mL y 100 µg/mL). Los puntos (A, B y C) y barras (D, E 
y F) representan promedio ± desviación estándar. ANOVA de un factor y test de Tukey 
para comparaciones múltiples, n = 5. * P≤ 0,05; ** P≤0,01; *** P≤0,001. (Fuente: 
Elaboración propia). 

 

5.2  Expresión basal de LOX-1 en células de cáncer de colon.  

La expresión basal de LOX-1 en las tres líneas celulares de cáncer 

colorrectal (COLO320, HCT116 y SW620) se analizó mediante ensayos de 

inmunodetección (Western Blot e Inmunofluorescencia). Como control positivo 

de expresión de LOX-1 se utilizó la línea celular HEK-LOX1 que sobreexpresa 

este receptor y como control negativo la línea celular CHO (Figura 3A). Los 

resultados obtenidos muestran que en las tres líneas celulares de cáncer 

colorrectal se detectó la expresión del receptor LOX-1 (Figura 3A y 3B). 
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Figura 3. Expresión basal del receptor LOX-1 en las líneas celulares de cáncer 
colorrectal humano COLO320, SW620 y HCT116. La expresión basal del receptor 
LOX-1 se evaluó mediante ensayos de inmunodetección; (A) western blot e (B) 
inmunofluorescencia en las tres líneas celulares de CCR humano. A: Western Blot. 
Análisis de la expresión del receptor a partir de 40 ug de extractos de proteínas de 
células totales. B: Inmunofluorescencia. En ambos ensayos se utilizó un anticuerpo 
policlonal específico para LOX-1. Microscopio Olympus IX81/DSU. Objetivo 40X. 
(Fuente: Elaboración propia). 

 



49 

5.3 Efecto individual y combinado de LPS y LDLox sobre la expresión de 

LOX-1 y TLR-4. 

El efecto de distintas concentraciones de LPS y LDLox en los niveles de 

expresión relativa del receptor LOX-1 y del receptor TLR4 se analizaron en las 

tres líneas celulares de CCR humano (COLO320, HCT116 y SW620) mediante 

inmunodetección por Western Blot. Para el tratamiento con LPS se ensayaron 

las concentraciones de 0; 1,25; 2,5; 5; 10 μg/mL y para LDLox las 

concentraciones de 0; 12,5; 25; 50; 100 µg/mL. Además, los niveles de 

expresión del receptor LOX-1 se determinaron en las condiciones combinadas 

de LPS y LDLox mediante ensayos de Western Blot y RT-PCR cuantitativo.  

Se observó que el tratamiento con LPS indujo un aumento significativo 

en los niveles de expresión proteica de LOX-1 en las líneas celulares COLO320 

y SW620. En las células COLO320, el aumento de la expresión relativa de LOX-

1 fue de 1,7 veces a la concentración de 5 µg/mL de LPS. En las células 

SW620 se detectó un aumento significativo en los niveles de expresión de LOX-

1 al ser estimuladas con 1,25; 2,5 y 5 µg/mL de LPS, alcanzando su mayor nivel 

de expresión a los 5 µg/mL de LPS (aumento relativo de 2 veces). No se 

encontraron diferencias significativas en los niveles de expresión de LOX-1 en 

la línea celular HCT116 cuando fueron estimuladas con las concentraciones de 

LPS empleadas.  
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Por otra parte, se detectó un aumento significativo en los niveles de 

expresión del receptor TLR-4 en las células COLO320 estimuladas con 2,5; 5 y 

10 µg/mL de LPS. En las células SW620, se detectó un aumento significativo en 

los niveles de expresión del receptor TLR-4 al ser estimuladas con 5 y 10 µg/mL 

de LPS. Finalmente, para las células HCT116, los niveles de expresión de TLR-

4 aumentaron significativamente cuando las mismas fueron estimuladas con 

1,25; 2,5 y 5 µg/mL de LPS (Figura 4).  

En la línea celular COLO320 la LDLox indujo un aumento significativo de 

la expresión de LOX-1 de 2 y 2,3 veces a concentraciones de 25 µg/mL y 50 

µg/mL de LDLox, respectivamente (Figura 5). En la línea celular SW620 la 

expresión de LOX-1 aumentó significativamente a 50 µg/mL de LDLox 

proporcionando un aumento superior de 2,6 veces la expresión del receptor. En 

la línea celular HCT116, se detectó un aumento significativo de los niveles de 

expresión de LOX-1 de 2,4 y 2,5 veces a concentraciones de 50 y 100 µg/mL 

de LDLox, respectivamente (Figura 5). Con estos resultados, se seleccionaron 

las concentraciones utilizadas en los tratamientos combinados de LPS (5 

µg/mL) y LDLox (25 y 50 µg/mL para las células COLO320; 50 y 100 µg/mL 

para las células SW620 y HCT116). 
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Figura 4. Efecto de LPS sobre la expresión de LOX-1 y TLR-4 en células 
COLO320, SW620 y HCT116 de cáncer colorrectal. Los niveles de expresión de los 
receptores LOX-1 y TLR-4 se evaluaron por Western Blot. Las células fueron 
estimuladas con concentraciones crecientes de LPS (0; 1,25; 2,5; 5 y 10 µg/mL) por 24 
horas. Las barras representan promedio ± desviación estándar. ANOVA de un factor y 
test de Tukey para comparaciones múltiples, n = 4. * P≤ 0,05; ** P≤0,01; *** P≤0,001. 
(Fuente: Elaboración propia). 
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Figura 5. Efecto de LDLox sobre la expresión de LOX-1 en células COLO320, 
SW620 y HCT116 de cáncer colorrectal. Los niveles de expresión del receptor LOX-1 
se evaluo por Western Blot. Las células fueron estimuladas con concentraciones 
crecientes de LDLox (0; 12,5; 25; 50 y 100 µg/mL) por 48 horas. Las barras 
representan promedio ± desviación estándar. ANOVA de un factor y test de Tukey para 
comparaciones múltiples, n = 4. * P≤ 0,05; ** P≤0,01; *** P≤0,001. (Fuente: Elaboración 
propia). 
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El efecto combinado de LPS y de LDLox sobre los niveles de expresión 

del receptor LOX-1 se evaluó mediante Western Blot y RT-PCR cuantitativo. En 

la línea celular COLO320 los niveles de expresión proteica de LOX-1 

aumentaron 1.8 y 1.6 veces al estimular las células con LPS y LDLox a 25 y 50 

µg/mL, respectivamente. En la línea SW620 los niveles de expresión de LOX-1 

aumentaron 3 y 4 veces en los tratamientos con LPS y LDLox a 50 y 100 

µg/mL, respectivamente. En la línea HCT116 el tratamiento con LPS y LDLox a 

50 y 100 µg/mL, la expresión de LOX-1 aumentó 1.70 y 1.76 veces. Sin 

embargo, no se observaron diferencias significativas entre los tratamientos con 

LDLox solos y combinados con LPS en las líneas celulares COLO320 y 

HCT116. En la línea celular SW620 sí se observaron diferencias 

estadísticamente significativas entre los tratamientos con LDLox (100 µg/mL) y 

la combinación de ambos estímulos. Esto sugiere que solo en las células 

SW620 existe un efecto sinérgico de ambos estímulos sobre la expresión del 

receptor de la combinación LPS/LDLox comparado con los tratamientos 

individuales. (Figura 6).  

Los resultados obtenidos a partir de la expresión de RNA mensajero 

(OLR-1) mediante RT-PCR cuantitativo, mostraron la misma tendencia obtenida 

en los ensayos de inmunodetección. En los ensayos de RT-PCR se utilizó una 

sola concentración de LDLox (50 µg/mL/COLO320 y 100 µg/mL/HCT116 y 

SW620). Sin embargo, solo en la línea COLO320 se obtuvieron diferencias 

estadísticamente significativas con los tratamientos individuales y combinados 

con respecto al control (50 LDLox=3.4; LPS=3.5 y LPS/LDLox=3.7 veces), sin 

diferencias entre ellos.  Por otro lado, en las líneas SW620 y HCT116, no se 

observaron diferencias estadísiticamente significativas con los tratamientos, a 

pesar que en la línea HCT116 si existe la tendencia al aumento en la expresión 

del receptor bajo los tratamientos con LDLox, LPS y la combinación (Figura 7). 
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Figura 6. Efecto del co-tratamiento LPS/LDLox sobre la expresión de LOX-1 en células COLO320, SW620 y HCT116 
de cáncer colorrectal humano. Los niveles de expresión del receptor LOX-1 se evaluaron por Western Blot. Las células 
fueron previamente estimuladas con LPS (5 µg/mL) por 24 horas, posteriormente las líneas celulares se trataron con LDLox 
(25 y 50 µg/mL para COLO320; 50 y 100 µg/mL para SW620 y HCT116) por otras 48 horas. Las barras representan 
promedio ± desviación estándar. ANOVA de un factor y test de Tukey para comparaciones múltiples, n = 7. * P≤ 0,05; ** 
P≤0,01; *** P≤0,001.  (Fuente: Elaboración propia).  
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Figura 7. Efecto del co-tratamiento LPS/LDLox sobre la expresión de ARN mensajero de LOX-1 en células COLO320, 
HCT116 y SW620 de cáncer colorrectal. Los niveles de expresión del receptor LOX-1 se evaluaron por RT-PCR 
cuantitativo. Las células fueron previamente estimuladas con LPS (5 µg/mL) por 24 horas. Luego, todas las líneas celulares 
se trataron con LDLox (50 µg/mL para COLO320 y 100 µg/mL para SW620 y HCT116) por 24 horas. Las barras representan 
promedio ± desviación estándar. ANOVA de un factor y test de Tukey para comparaciones múltiples, n = 4. * P≤ 0,05; ** 
P≤0,01; *** P≤0,001. (Fuente: Elaboración propia). 
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5.4 Efecto de LPS y LDLox sobre la expresión de marcadores de 

transición epitelio-mesenquimal. 

Para determinar el efecto de LPS y LDLox en el proceso de transición 

epitelio-mesenquimal (TEM), se analizó su efecto sobre la expresión de tres 

marcadores en todas las líneas celulares de cáncer colorrectal (COLO320, 

HCT116 y SW620) en estudio. Se midió la expresión de dos marcadores de 

origen epitelial (Placoglobina y E-cadherina) y de un marcador de origen 

mesenquimal (Vimentina), mediante western blot y RT-PCR cuantitativo. Se 

observó que el tratamiento co-tratamiento LPS/LDLox produjo un aumento 

significativo en la expresión de vimentina en las tres líneas celulares de CCR 

ensayada (1.6, 5.0 y 5.9 veces, respectivamente). A su vez, la expresión de E-

cadherina se afectó negativamente en las líneas celulares COLO320 (0,49 

veces) y SW620 (0,54 veces) al comparar su expresión en las células no 

tratadas, no así, en la línea celular HCT116 donde a pesar de que se observó 

una tendencia a la disminución del marcador, no se evidenciaron cambios 

estadísticamente significativos con los estímulos. Con respecto a la expresión 

de placoglobina, el tratamiento de las líneas celulares con LPS/LDLox 

disminuyó la expresión de este marcador en las líneas COLO320 (0,54 veces) y 

HCT116 (0,64 veces), mientras que la expresión de este mismo marcador en la 

línea celular SW620 no generó cambios significativos (Figura 8).  
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Al analizar la expresión de estos mismos marcadores con los 

tratamientos individuales, no se observó significancia estadística en la 

expresión de vimentina, placoglobina y e-cadherina en la línea celular 

COLO320. Por otro lado, en la línea celular SW620 todos los tratamientos 

produjeron un efecto sobre la expresión de E-caherina (50 µg/mL LDLox= 0,72 

veces; 100 µg/mL LDLox= 0,66 veces; LPS= 0,49 veces). Sin embargo, los 

datos obtenidos para la expresión de placoglobina no fueron concluyentes.  

En la línea celular HCT116, la expresión de vimentina se vió afectada de 

la misma forma con los tratamientos con LDLox (100 µg/mL) (4,6 veces) el co-

tratamiento LPS/ 100 µg/mL LDLox (4,4 veces), pero no con LPS. La máxima 

expresión se obtuvo con la combinación LPS/ 50 µg/mL LDLox (5,9 veces).  

Esta misma tendencia se observó al medir la expresión de placoglobina, donde 

se observó que los tratamientos con LDLox (100 µg/mL) afecta negativamente 

su expresión, al igual que el tratamiento combinado, sin diferencias 

estadísticamente significativas entre ellos. Con respecto a la expresión de e-

cadherina, a pesar de observarse una disminución de la expresión con los 

tratamientos, éstos no fueron significativos (Figura 8). 
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Figura 8. Efecto individual y combinado de LPS y LDLox sobre la expresión de 
marcadores de TEM en células COLO320, HCT116 y SW620 de cáncer colorrectal. 
Las células fueron previamente estimuladas con LPS (5 µg/mL) por 24 horas. 
Posteriormente, las líneas celulares se trataron con LDLox (25 y 50 µg/mL para 
COLO320; 50 y 100 µg/mL para SW620 y HCT116) por 48 horas para la medición de la 
expresión de tres marcadores de TEM (placoglobina, E-caherina y vimentina) que fue 
evaluada por western blot. Las barras representan promedio ± desviación estándar. 
ANOVA de un factor y test de Tukey para comparaciones múltiples, n = 8. * P≤ 0,05; ** 
P≤0,01; *** P≤0,001. (Fuente: Elaboración propia).  

 

Los resultados obtenidos respecto a la expresión del RNA mensajero 

mediante RT-PCR cuantitativo, muestran una tendencia similar a la obtenida en 

los ensayos de inmunodetección (Figura 8). Respecto a la expresión de VIM 

(gen de la vimentina), en las líneas celulares COLO320 y SW620, no se 

observó diferencias significativas con ninguno de los tratamientos. Mientras que 

en la línea celular HCT116 se observó un aumento significativo de 1.8 veces 

con el tratamiento combinado (LPS/ 100 µg/mL LDLox) (Figura 9).  

La expresión de CDH-1 (gen de la E-cadherina), se vió efectada 

negativamente en las tres líneas de CCR ensayadas. Tanto los tratamientos 

individuales como la combinación afectaron negativamente la expresión de 

CDH-1. Sin embargo, no se observaron diferencias significativas entre los 

tratamientos individuales con respecto a la combinación LPS/LDLox en ninguna 

de las líneas celulares (Figura 9).  
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Figura 9. Efecto individual y combinado de LPS y LDLox sobre la expresión de ARN mensajero de marcadores de 
TEM en células COLO320, HCT116 y SW620 de cáncer colorrectal. Las células fueron previamente estimuladas con LPS 
(5 µg/mL) por 24 horas. Luego, todas las líneas celulares se trataron con LDLox (50 µg/mL para COLO320 y 100 µg/mL 
para SW620 y HCT116) por 24 horas para la medición de la expresión de dos marcadores de TEM (VIM y CDH.-1) que fue 
evaluada por RT-PCR cuantitativo. Las barras representan promedio ± desviación estándar. ANOVA de un factor y test de 
Tukey para comparaciones múltiples, n = 4. * P≤ 0,05; ** P≤0,01; *** P≤0,001. (Fuente: Elaboración propia).  
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5.5 Efecto de LPS y LDLox sobre la actividad de metaloproteinasas de 

matriz. 

Para determinar si LPS y LDLox afecta la actividad gelatinasa de MMP-9 

y MMP-2, las tres líneas celulares de CCR humano (COLO320, SW620 y 

HCT116) fueron estimuladas con los tratamientos individuales y combinados 

por 72 horas. Los medios de cultivo fueron colectados y concentrados para 

medir la actividad de MMP-9 y MMP-2 por zimografía. Además, se utilizó como 

control de las carga proteínas totales de los medios de cultivos. Se observó que 

los tratamientos combinados en las líneas celulares COLO320 y SW620 

aumentaron significativamente la actividad gelatinasa de ambas 

metaloproteinasas de matriz (2,22 veces para MMP-9 y 2 veces para MMP-2) y 

SW620 (2,23 veces para MMP-9 y 2,8 veces). A excepción de la línea celular 

HCT116 donde no se observó un aumento en la actividad de MMP-9 ni de 

MMP-2. No se observaron efectos sobre la actividad de MMP-9 y MMP-2 con 

los tratamientos individuales (Figura 10).  
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Figura 10. Efecto de LPS y LDLox sobre la actividad de MMP-9 y MMP-2 sobre células COLO320, HCT116 y SW620 
de CCR. Las células fueron tratadas con LPS, LDLox y la combinación por 72 horas. La actividad gelatinasa de MMP-9 y 
MMP-2 fue evaluada por zimografía a las 72 horas. Las barras representan promedio ± desviación estándar. ANOVA de un 
factor y test de Tukey para comparaciones múltiples, n = 8. * P≤ 0,05; ** P≤0,01; *** P≤0,001.   (Fuente: Elaboración propia). 
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5.6 Efecto de LPS y LDLox sobre la formación de colonias de las líneas 

celulares de CCR humano.  

Se realizó un estudio de crecimiento celular incubando las líneas celulares 

de cáncer colorrectal humano (COLO320, SW620 y HCT116) con 

concentranciones crecientes de LDLox (0-100 µg/mL). Los tratamientos fueron 

realizados con medio RPMI o DMEM suplementado al 5% de SBF, en períodos 

de tiempo de 72 horas en un tiempo total de tratamiento de 12 días (tratamiento 

cada tres días). Se observó un aumento significativo en la intensidad de 

fluorescencia emitida por las colonias formadas en la línea celular COLO320 

(1,3 veces) a concentraciones de 50 µg/mL de LDLox. Las células HCT116 

respondieron a todas las concentraciones de LDLox utilizadas (0-100 µg/mL) 

con un máximo en la intensidad de fluorescencia de 1,45 veces a 100 µg/mL de 

LDLox respecto al control. Sin embargo, no se observó un aumento en la 

fluorescencia emitida por las colonias en la línea celular SW620 a ninguna de 

las concentraciones de LDLox utilizadas (Figura 11A).  

Para estudiar el efecto de LPS y la combinación con LDLox sobre el 

crecimiento celular, se realizó el mismo ensayo con las condiciones descritas 

anteriormente. En la línea celular COLO320, al igual que en los resultados 

anteriores, LDLox por sí sola si genera un efecto positivo en la formación de las 

colonias, no obstante, el tratamiento con LPS no generó efecto alguno sobre el 

estas, mientras que el co-tratamiento, generó el efecto opuesto al de la LDLox 
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(disminución a 0,6 veces).  En la línea celular SW620 al igual que los ensayos 

con LDLox, ninguno de los tratamientos generó un efecto sobre el crecimiento 

de las colonias. A diferencia de las anteriores, la línea celular HCT116 si 

respondió positivamente a los tratamientos con LPS y la combinación con 

LDLox, donde se observó un aumento en el crecimiento celular (LPS, aumento 

de 1,2 veces; LDLox aumento de 1,3 veces y LPS/LDLox aumento de 1,6 

veces) (Figura11B).  
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Figura 11. Efecto de LDLox y el co-tratamiento LPS/LDLox sobre la formación de 
colonias de tres líneas celulares de cáncer colorrectal. Ensayos clonogénicos en 
células COLO320, SW620 y HCT116 de cáncer de colorrectal humano tratadas con (A) 
distintas concentraciones de LDLox (0-100 ug/mL) por 48 horas y con las (B) 
combinaciones LPS y LDLox. Las colonias fueron teñidas con cristal violeta 0,1% a los 
10 días de cultivo y visualizadas con el programa ImageStudio usando el equipo 
Odyssey CLX. Las barras representan promedio ± desviación estándar. ANOVA de un 
factor y test de Tukey para comparaciones múltiples, n = 8. * P≤ 0,05; ** P≤0,01; *** 
P≤0,001.  (Fuente: Elaboración propia). 
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5.7 Efecto del co-tratamiento LPS y LDLox sobre la migración de las 

células de CCR humano.  

Se analizó el efecto de LPS y LDLox sobre la migración de las líneas 

celulares COLO320 y HCT116 de CCR mediante un ensayo de migración por 

transwell. Las células fueron tratadas con LPS (5µg/mL), LDLox (COLO320 50 

µg/mL; HCT116 100 µg/mL) y la combinación durante 72 horas. Después de los 

tratamientos las células fueron sembradas en transwells y teñidas a las 24 

horas. Se observó que el tratamiento combinado indujo un aumento significativo 

(aumento relativo de 4,4 veces) en la migración de las células con respecto al 

control sin tratamiento. Además, se observaron diferencias en la migración 

celular a partir de los tratamientos individuales con LPS y LDLox, sin embargo, 

no fue estadísticamente significativo.  

Se observó en la línea celular HCT116 un aumento en la migración celular 

solo con los tratamientos combinados (aumento relativo de 2,5 veces) (Figura 

12). 
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Figura 12. Efecto del co-tratamiento LPS/LDLox sobre la migración de las líneas 
COLO320 y HCT116 de cáncer colorrectal humano. Ensayos de migración por 
transwell en células COLO320 y HCT116 de cáncer de colon tratadas con 50 µg/mL de 
LDLox (COLO320), con 100 µg/mL de LDLox (HCT116), LPS (5 µg/mL) y la 
combinación LPS/LDLox por 72 horas. Las células que migraron fueron teñidas con 
violeta cristal 0,2% y contadas en el programa ImageJ 4.9. La cantidad de células que 
migraron fue comparada y normalizada contra el control sin tratamiento. Las fotos 
fueron tomadas por microscopia óptica. Microscopio Olympus IX81/DSU. Objetivo 10X. 
Las barras representan promedio ± desviación estándar. ANOVA de un factor y test de 
Tukey para comparaciones múltiples, n = 4. * P≤ 0,05; ** P≤0,01; *** P≤0,001. (Fuente: 
Elaboración propia).  
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5.8 Efecto del co-tratamiento de LPS y LDLox sobre la invasión de las 

células de CCR humano.  

Se analizó el efecto de LPS y LDLox sobre la invasión de las líneas 

celulares COLO320 y HCT116 de CCR mediante un ensayo de invasión por 

transwell. Las células fueron tratadas con LPS (5 µg/mL), LDLox (COLO320 50 

µg/mL; HCT116 100 µg/mL) y el co-tratamiento durante 72 horas. Después de 

los tratamientos las células fueron sembradas en transwells previamente 

recubiertos con matrigel y teñidas a las 48 horas. En la línea celular COLO320 

se observó que el tratamiento con LDLox y su combinación con LPS indujo un 

aumento significativo (aumento relativo de 2,8 y 2,6 veces, respectivamente) en 

la invasión de estas células con respecto al control sin tratamiento. Se observó 

un aumento en la invasión celular con LPS, sin embargo, no fue 

estadísticamente significativo. En la línea celular HCT116 en cambio, no se 

observaron cambios estadísticamente significativos con ninguno de los 

tratamientos en la invasión de estas células (Figura 13).  
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Figura 13. Efecto del co-tratamiento LPS/LDLox sobre la invasión de las líneas 
COLO320 y HCT116 de cáncer colorrectal humano.  Ensayo de invasión por 
transwell en células COLO320 y HCT116 de cáncer de colon tratadas con 50 µg/mL de 
LDLox (COLO320), con 100 µg/mL de LDLox (HCT116), LPS (5 µg/mL) y el co-
tratamiento LPS/LDLox por 72 horas. Las células que invadieron fueron teñidas con 
violeta cristal 0,2% y contadas en el programa ImageJ 4.9. La cantidad de células que 
invadieron fue comparada y normalizada contra el control sin tratamiento. Las fotos 
fueron tomadas por microscopia óptica. Microscopio Olympus IX81/DSU. Objetivo 10X. 
Las barras representan promedio ± desviación estándar. ANOVA de un factor y test de 
Tukey para comparaciones múltiples, n = 4. * P≤ 0,05; ** P≤0,01; *** P≤0,001. (Fuente: 
Elaboración propia) 
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6 DISCUSIÓN 

El cáncer colorrectal es una de las neoplasias más comunes y agresivas a 

nivel mundial, posicionándose en el tercer lugar a nivel mundial. Un 8,6% del 

total de las muertes por cáncer en Chile en el año 2012 se debieron al CCR, 

considerándose la segunda causa de mortalidad por cáncer después del cáncer 

gástrico (International Agency for Research on Cancer; Kuipers et al., 2015).  

Algunos factores como la obesidad, dislipidemias y enfermedades 

inflamatorias intestinales se han relacionado con el riesgo de desarrollar cáncer 

colorrectal (Moghaddam, Woodward, y Huxley, 2007; Terzić et al., 2010). Sin 

embargo, los mecanismos que relacionan a estos factores con este tipo de 

neoplasia en particular no se han dilucidado por completo, por lo que resulta 

relevante continuar investigando en este tema en particular. 

Durante el estudio de los mecanismos implicados en la progresión tumoral, 

se ha relacionado a la LDLox con un mayor riesgo de desarrollar varios tipos de 

cáncer, incluyendo CCR (Suzuki et al., 2004). Estudios clínicos previos sugieren 

una asociación entre las concentraciones elevadas de LDLox en suero y un 

mayor riesgo de desarrollar cáncer colorrectal (Suzuki et al., 2004; Diakowska 

et al., 2015). Además, se ha descrito que los tumores colorrectales producen y 

acumulan LDLox, lo que sugiere una estrecha correlación entre la disfunción de 

los lípidos y la transformación maligna en el tracto intestinal (Keshavarzian 

et al., 1992; Murdocca et al., 2016).  
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El receptor LOX-1 presente en la membrana plasmática reconoce e 

internaliza la LDLox, por lo que ha sido ampliamente estudiado en 

enfermedades como la disfunción endotelial, aterosclerosis, infarto agudo al 

miocardio, accidente cerebrovascular, diabetes, hipertensión, síndrome 

metabólico, obesidad y cáncer (Hirsch et al., 2010; Yoshimoto et al., 2011). 

Particularmente, en cáncer colorrectal, se ha visto que LOX-1 se encuentra 

sobreexpresado en tumores de bajo y alto grado de malignidad (Murdocca 

et al., 2016). Estas observaciones obtenidas mediante inmunohistoquímica en 

tejidos humanos demuestran que la expresión de la proteína LOX-1 está 

modulada en la tumorigénesis del colon (Murdocca et al., 2016). Además, un 

metanálisis sobre los perfiles de expresión de LOX-1 a nivel de ARN mensajero, 

mostró un aumento de un 20% en su expresión en líneas celulares de CCR, lo 

que sugiere su posible participación en la tumorigénesis (Hirsch et al., 2010). 

Curiosamente, los sujetos obesos no solo tienen un aumento en los niveles 

séricos de colesterol LDL y triglicéridos, sino también un mayor estado de 

estrés oxidativo llevando a la conversión de LDL en LDLox (Lu et al., 2011). En 

pacientes con cáncer el microambiente tumoral oxidativo y proinflamatorio, rico 

en especies reactivas del oxígeno, podría estar promoviendo la modificación de 

LDL por lipoperoxidación, evitando el reconocimiento de LDL por su receptor y 

favoreciendo su captación por receptores scavenger de LDLox (Fiaschi y 

Chiarugi, 2012; González-Chavarría et al., 2014). 
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Se ha descrito en estudios in vivo que los LPS aumentan la tumorigénesis y 

la cantidad de lesiones metastásicas en hígado de ratones inmunosuprimidos, 

lo que indica que también tendrían una función en la progresión y metástasis 

del cáncer de mama humano (Yang et al., 2014). Además, se describió que los 

LPS producen un aumento en la expresión de LOX-1 en monocitos y células 

endoteliales (Zhao, Ma, y Chen, 2014). Sin embargo, no se ha estudiado su 

participación específica en el cáncer colorrectal.  

En el presente trabajo se demostró los efectos del LPS y la LDLox sobre 

la expresión del receptor LOX-1, y a su vez, como su activación, se encuentra 

relacionada con los procesos de transición epitelio-mesenquimal, migración e 

invasión en líneas celulares de cáncer colorrectal (COLO320, SW620 y 

HCT116). 

Se determinaron las concentraciones de trabajo de LPS y LDLox a 

utilizar en este estudio, y se midió el efecto de ambas moléculas sobre la 

viabilidad celular. El tratamiento con LPS no generó cambios significativos 

sobre la viabilidad de ninguna de las líneas celulares de cáncer colorrectal 

ensayadas, en el rango de concentraciones utilizadas (0-30 µg/mL). Tampoco 

se generaron efectos citotóxicos con estas concentraciones. En otros estudios, 

LPS no aumentó la supervivencia o la proliferación de células de cáncer 

colorrectal como HT-29 (Rich y Hsu et al., 2011), por lo que nuestros resultados 

concuerdan con estos hallazgos previos. 
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Durante el estudio se observó una respuesta diferencial a los 

tratamientos de cada línea celular tumoral a concentraciones crecientes de 

LDLox. Se observó un efecto citotóxico sobre la línea celular COLO320 a 

concentraciones de 75 µg/mL, sin embargo, en las células SW620 solo se 

observaron efectos citotóxicos a concentraciones de 150 µg/mL de LDLox, 

mientras que en las células HCT116 resultó ser resistente a todas las 

concentraciones utilizadas. Estos resultados se condicen con otros informes en 

otros tipos de cáncer donde la LDLox muestra un efecto citotóxico diferencial 

según el tipo celular. Por ejemplo, las líneas celulares K562 / AO2 de leucemia 

y EC9706 de carcinoma esofágico tratadas con LDLox presentan una mayor 

tasa de proliferación celular en comparación con células no tumorales tales 

como las células endoteliales de vena umbilical humana (HUVEC) (Li et al., 

2013). Igualmente, cuando se cotrataron las células con LPS y LDLox, no 

observamos ningún efecto sobre la viabilidad de las tres líneas celulares.  

En este trabajo, identificamos una expresión basal de LOX-1 en todas las 

líneas celulares de CCR en estudio, al igual que lo descrito en cáncer mama, 

cáncer de próstata y cáncer gástrico (Khaidakov y Mehta 2011; González-

Chavarría et al. 2014; Murdocca et al. 2016; Li et al. 2017;  González-Chavarría 

et al. 2018) , por lo que resulta esperable que este receptor esté mediando la 

internalización de LDLox, y sus posibles efectos en la progresión tumoral. 
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Al estimular las células con LPS, se midió el efecto de concentraciones 

crecientes en la sobre expresión de LOX-1 y en dos líneas celulares (COLO320 

y SW620), observamos un aumento significativo en su expresión. Sin embargo, 

la línea celular HCT116 no fue sensible al estímulo con LPS, sugieriendo una 

respuesta diferencial en la expresión de LOX-1. Para las primeras dos líneas 

celulares, escogimos una concentración fija de lipopolisacárido (5 µg/mL) donde 

observamos la máxima expresión del receptor, como concentración de trabajo 

para los siguientes ensayos.  

Una posible conexión entre la estimulación celular con LPS y sus efectos 

proliferativos se puede encontrar en los Receptores de Reconocimiento de 

Patrones (PRR). Se ha informado sobre la participación de TLR4 (un tipo 

específico de PRR) en la colitis y la progresión del cáncer colorrectal (Fukata 

et al., 2011). La activación de TLR4 aumenta la inflamación en pacientes con 

colitis y contribuye a la tumorigénesis (Fukata et al., 2011; Rakhesh et al., 

2012). Los LPS estimulan la metástasis en líneas celulares de cáncer 

colorrectal (HT-29, LS174T, CaCO2, y SW1222) y con ello, inducen un aumento 

en la migración, la adhesión y la invasión de forma dependiente a TLR4 (Hsu 

et al., 2011). De la misma forma, nosotros observamos un aumento en la 

expresión de TLR-4 a las concentraciones de LPS utilizadas en todas las líneas 

celulares de CCR en estudio, sugiriendo una sensibilidad a LPS dependiente de 

la activación de TLR-4.  
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Paralelamente, se analizó el efecto dosis-respuesta de LDLox sobre la 

expresión del mismo receptor. Observamos que en la línea celular COLO320 la 

expresión de LOX-1 aumentó significativamente a partir de 25 µg/mL, mientras 

que para las otras dos líneas, los niveles de expresión del receptor aumentaron 

a concentraciones más altas (50-100 µg/mL). Se ha visto, el mismo efecto 

dosis-dependiente en la expresión de OLR-1 en células de cáncer prostático 

donde la expresión aumenta a partir de concentraciones de 4 µg/mL de LDLox 

(Wan et al., 2015). Este efecto de LDLox sobre la expresión de LOX-1, nos 

indica que se estaría generando una retroalimentación positiva de la expresión 

del receptor. 

Adicionalmente, LPS y LDLox  indujeron un aumento significativo en la 

expresión de LOX-1 en las tres líneas celulares de CCR en el estudio. En las 

células COLO320, los tratamientos individuales y co-tratamientos favorecen 

positivamente la expresión del receptor, sin embargo, sin diferencias entre estos 

estímulos. En la línea celular SW620, en cambio, observamos un aumento en la 

expresión de LOX-1 con diferencias entre tratamientos individuales y co-

tratamientos, donde se potencia la sobre expresión en tratamientos 

combinados. Por el contrario, en las células HCT116, solo se observó el efecto 

ejercido por LDLox. Esta respuesta diferencial sobre la expresión de LOX-1 

sugiere que en dos de las líneas celulares no se genera un efecto aditivo de los 

co-tratamientos respecto a la expresión del receptor, mientras que en SW620, 

sí se ejerce un efecto potenciado por los tratamientos. En estos casos podrían 
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ocurrir mecanismos similares a lo previamente descrito en células HUVEC, 

donde el mecanismo de regulación de la expresión de LOX-1 mediado por LPS 

esta mediado por la sobrerregulación de la expresión de las vías p38/MAPK y 

p65, mediante la activación de TLR-4 (Zhao, Ma, y Chen, 2014). Por tanto, 

nuestros resultados refuerzan la idea de que el mecanismo de regulación de la 

expresión de LOX-1 está mediado por la activación del receptor TLR-4 en la 

línea celular SW620. Además, se confirman los resultados obtenidos 

previamente, donde observamos que dos de las líneas celulares de CCR 

estudiadas (COLO320 y SW620) aumentaron la expresión de TLR-4 al ser 

estimuladas con LPS. Sobre todo, en las células SW620 se indujo la 

sobreexpresión de LOX-1 al ser previamente estimuladas con LPS y 

subsecuentemente activadas con LDLox comparadas con los tratamientos solo 

con LDLox. En cambio, las células HCT116 al no ser estimuladas previamente 

con LPS, solo se observó el efecto ejercido por LDLox. Existen más evidencias 

que apoyan a que este mecanismo descrito en células HUVEC, pueda aplicarse 

a nuestro modelo, ya que se conoce que en una línea célular de cáncer 

colorrectal SW480 estimulada con LPS aumenta la fosforilación de la proteína 

p65, se incrementa la actividad de NFkB y la producción de IL-1β y IL-6, lo que 

favorece la migración e invasión (Rakhesh et al., 2012). 

En conjunto, estos resultados nos sugieren que el estímulo con LPS y LDLox 

favorece la expresión del receptor scavenger LOX-1 de forma diferencial en 

líneas celulares de cáncer colorrectal. Sin embargo, se hace necesario el uso 
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de controles positivos y negativos para el receptor, con el fin de obtener 

resultados más concluyentes. La generación de líneas estables que 

sobreexpresen y silencien LOX-1 utilizando vectores lentivirales, es una 

propuesta para la generación de estos controles, que ya ha sido previamente 

utilizada con éxito (González-Chavarría et al., 2014; Murdocca et al., 2016; Li 

et al., 2017). 

Además, evaluamos el efecto de LPS y LDLox sobre marcadores de 

transición epitelio-mesenquimal. Mediante ensayos de inmunodetección 

(western blot), se observó que la expresión de E-cadherina disminuyó, mientras 

que la expresión de vimentina aumentó con los tratamientos combinados 

(COLO320 y SW620) y además, con el tratamiento con LDLox (HCT116). Con 

estos resultados sugerimos que el tratamiento combinado LPS/LDLox induce un 

efecto potenciado en los procesos relacionados a la transición epitelio 

mesenquimal en dos de las líneas celulares de cáncer colorrectal en estudio 

(relacionado a la expresión de LOX-1), y que en la línea celular HCT116, la 

activación por LDLox induce la TEM en estas células.  

En los ensayos celulares, el marcador placoglobina solo se vio afectado 

negativamente en las líneas celulares COLO320 y HCT116 observándose un 

efecto solo con la combinación (COLO320) y con la combinación y el 

tratamiento individual con LDLox (HCT116). En esta última línea celular, lo más 

probable que el efecto ejercido sobre este marcador sea atribuible al 

tratamiento con LDLox. En otro estudio paralelo, se demostró que la 
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disminución en la expresión de marcadores epiteliales (E-cadherina y 

placoglobina) y la mayor expresión de marcadores mesenquimales (N-

cadherina y vimentina) ha sido asociado con el desarrollo de cáncer de próstata 

avanzado y metástasis (Figiel et al., 2017).  

En nuestros ensayos de RT-PCR en tiempo real, la expresión del ARN 

mensajero para vimentina y E-cadherina (VIM y CHD-1), no mostraron 

diferencias significativas en la expresión de VIM en dos de las líneas celulares, 

a excepción en HCT116, donde la expresión de este marcador se vio 

aumentado con la combinación. Sin embargo, la expresión de CDH-1 disminuyó 

en las tres líneas celulares en todos los tratamientos, sin diferencias 

estadísticas entre ellos. Se ha demostrado que la abundancia relativa de una 

proteína puede o no ocurrir en proporción a sus niveles relativos de ARN 

mensajero, lo que podría explicar estas diferencias con la expresión de 

proteínas, que pueden darse debido a que el ARN mensajero es susceptible a 

modificaciones pos-trancripcionales (Vogel y Marcotte, 2012). Es por esta 

razón, para obtener resultados más concluyentes, es importante evaluar los 

procesos relacionados a la TEM en ensayos funcionales.  

La actividad gelatinasa y expresión de metaloproteinasas de matriz 2 y 9 

(MMP-2 y MMP-9), fue previamente descrita en CCR (Said, Raufman, y Xie, 

2014). En nuestros ensayos, observamos que en dos de las líneas de CCR 

(COLO320 y SW620) la actividad de MMP-9 y MMP-2 aumentó con el 

tratamiento combinado (LPS y LDLox), lo que estaría relacionado con el 
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aumento en la capacidad de invasión, y metástasis de las células tratadas, 

favoreciendo un fenotipo maligno en estas células. Sin embargo, a diferencia de 

la respuesta de COLO320 y SW620 sobre la actividad de MMP-9 y MMP-2, 

ninguno de los tratamientos indujo la actividad de metaloproteinasas de matriz 

en la línea celular HCT116. Por tanto, en concordancia con los resultados 

obtenidos respecto a los marcadores de transición epitelio-mesenquimal y 

actividad de metaloproteinasas de matriz, sugerimos que en dos líneas 

celulares de cáncer colorrectal, los estímulos de LPS y LDLox favorecerían 

procesos relacionados con la metástasis. Esto concuerda con datos previos de 

la literatura, donde en un estudio clínico se encontró que los niveles de 

plasmáticos de MMP-2 y MMP-9 se expresaron en proporciones 

significativamente más altas en pacientes con CCR en comparación con sujetos 

sanos (Said, Raufman, y Xie, 2014). Por otro lado, se ha descrito que MMP-7 se 

encuentra significativamente aumentado en suero de pacientes con cáncer 

colorrectal (Xing, Xiao-Hu, y Ma, 2014). Sus niveles séricos se encuentran 

asociados a una menor supervivencia y se correlacionan con la progresión del 

cáncer (Maurel et al., 2007; Sun et al., 2015). Es por esta razón, que para 

ampliar nuestros conocimientos acerca del comportamiento del cáncer 

colorrectal asociado a la expresión de LOX-1 respecto a los procesos de 

invasión celular, se sugiere estudiar el comportamiento de MMP-7 en nuestras 

líneas celulares de CCR humano.  
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En los estudios sobre la formación de colonias de las tres líneas celulares de 

CCR, observamos que la intensidad de fluorescencia emitida por las colonias 

aumentó significativamente en dos de las líneas celulares de cáncer colorrectal 

(COLO320 y HCT116) al ser tratadas con concentraciones crecientes de 

LDLox. Estos resultados, concuerdan con un informe realizado en una línea 

celular de cáncer de próstata donde se observó el aumento en el crecimiento de 

las colonias formadas en células C4-2 tratadas con 100 µg/mL de LDLox 

(González-Chavarría et al., 2018). Por tanto, la activación de LOX-1 por LDLox 

podría inducir un proceso tumorigénico relacionado al crecimiento tumoral en 

diferentes tipos de cáncer. Otras evidencias demuestran el aumento en la 

proliferación en otra línea celular de cáncer prostático (PC-3) al ser estimuladas 

con LDLox (Wan et al., 2015). Sin embargo, al tratar previamente las líneas 

celulares de CCR con LPS y LDLox solo observamos un efecto diferenciado 

sobre el crecimiento de las colonias en la línea celular HCT116, lo que 

específicamente en esta línea celular se favorece su potencial tumorigénico.  

En otros estudios se demostró que LPS no produce un efecto sobre la 

proliferación celular en una  línea celular de CCR HT-29 (Hsu et al., 2011). A 

pesar de que otras evidencias demuestran que LPS puede afectar la 

proliferación en células de cáncer (Huang et al., 2005; He et al., 2007), nosotros 

no observamos cambios en la proliferación asociada al crecimiento de las 

colonias en las líneas COLO320 y SW620, durante tratamientos prolongados 

con LPS y LDLox. Sin embargo, estos resultados no excluyen la capacidad de 
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las células en estudio para sobrevivir y crecer en el entorno tumoral. De hecho, 

algunas evaluaciones previas demostraron que los LPS inducen la secreción de 

citoquinas inmunosupresoras y quimiocinas proangiogénicas (Huang et al., 

2005; Wang et al., 2008). También, se describe que en líneas celulares de 

cáncer de mama existe una asociación entre elevados niveles de proteína Y-

box-binding protein-1 (YB-1) y la inhibición de la proliferación celular, mientras 

se induce un proceso de transición epitelio-mesenquimal (Evdokimova et al., 

2009). 

La migración celular y la capacidad de invasión están estrechamente 

relacionadas con la metástasis del cáncer (Clark y Vignjevic, 2015). Para 

corroborar esta afirmación, se realizaron ensayos funcionales de migración e 

invasión celular por transwells, en las líneas celulares COLO320 y HCT116. Se 

observó que LPS/LDLox combinados favorecen los procesos de migración e 

invasión en la línea celular COLO320, no obstante, los mismos tratamientos 

solo favorecieron la migración de la línea celular HCT116. Estos datos 

sugerirían que LOX-1 posiblemente podría estar participando en otros procesos 

celulares y no en la invasión de este tipo celular. De acuerdo a la expresión del 

receptor LOX-1, similar a los resultados obtenidos en este trabajo, en células de 

cáncer gástrico se observó mediante ensayos de migración un aumento de más 

de tres veces en este proceso en las células que sobreexpresaron LOX-1, 

mientras que la migración disminuyó en las mismas células donde LOX-1 fue 

silenciado (Li et al., 2017). Además, se ha documentado mediante ensayos de 
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cierre de la herida, que el silenciamiento de LOX-1 por ARN de interferencia 

disminuye la migración de células de cáncer colorrectal (DLD1) (Murdocca 

et al., 2016).  

Los resultados obtenidos en las células de cáncer colorrectal humano 

estudiadas, muestran que en las tres líneas celulares LPS y/o LDLox inducen la 

sobreexpresión de LOX-1 de manera diferencial a la estimulación. En la línea 

celular COLO320 la inducción y activación de LOX-1 por LPS y LDLox 

combinados, favorece la transición epitelio-mesenquimal, la actividad de 

metaloproteinasas de matriz-2 y 9, y los procesos de migración e invasión 

relacionados con la metástasis. Mientras que, en la línea celular SW620 el 

efecto potenciado producido por la combinación LPS/LDLox indujo un aumento 

en la expresión del receptor comparado con el estímulo de LDLox. Este evento, 

favoreció la expresión de marcadores de transición epitelio-mesenquimal y la 

actividad de metaloproteinasas de matriz. Sin embargo, no fue posible realizar 

los ensayos funcionales en esta línea celular. Por otro lado, respecto a la 

expresión de LOX-1, la línea celular HCT116, solo fue sensible al estímulo con 

LDLox y el efecto sobre la expresión de marcadores de transición epitelio 

mesenquimal (vimentina y plakoglobina) posiblemente sea atribuible a este 

efecto. Las células HCT116, a diferencia de las otras dos líneas, al ser 

estimuladas con LPS y LDLox aumentan el crecimiento en forma colonias de la 

misma forma que los tratamientos con LDLox, sugiriendo que estas células 

adquieren la capacidad de inducir un proceso tumorigénico relacionado a la 
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proliferación. Adicionalmente, los estimulos solo favorecieron la migración 

celular, no así, la actividad de metaloproteinasas de matriz, ni tampoco el 

potencial de invasión de estas células.  

Como conclusión de este trabajo, se demostró que LOX-1 se expresa 

basalmente en tres líneas celulares de cáncer colorrectal y se sobreexpresa en 

células de cáncer colorrectal con el estímulo de LPS y LDLox de manera 

diferencial en cada línea celular. Se sugiere que en algunos casos, el co-

tratamiento con LPS/LDLox, y que en otros, solo LDLox promueve procesos 

relacionados a la transición epitelio-mesenquimal, migración e invasión celular 

asociados a metástasis, como también el crecimiento celular asociado a la 

tumorigénesis. Estos hallazgos podrían explicar el riesgo de cáncer colorrectal 

en personas obesas o con enfermedades inflamatorias intestinales, y su posible 

asociación entre ellas.  
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Figura  14: Modelo de activación por LDLox e inducción con LPS sobre receptor 
scavenger y su relación en la progresión tumoral. (Fuente: Elaboración propia).  
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8 ANEXOS 

8.1 CONSENTIMIENTO INFORMADO DONACIÓN DE SANGRE. 

Estimado paciente a través de este documento se le invita a participar en 

forma voluntaria de un estudio titulado: “INDUCCIÓN DE LOX-1 POR LPS 

BATERIANO Y SU ASOCIACIÓN EN LA PROGRESIÓN TUMORAL EN 

CÁNCER COLORRECTAL HUMANO” 

Esta investigación tiene como finalidad el estudio de un marcador que 

relacione a la obesidad y enfermedades inflamatorias intestinales con la 

progresión del cáncer colorrectal humano. Para ello será necesario la toma de 

muestra de sangre de sujetos sanos para la obtención de colesterol LDL y su 

subsecuente oxidación. 

En qué consiste: Al paciente se le extraerá una muestra de sangre venosa 

obtenida por una enfermera mediante un sistema de tubos estériles al vacío, 

bajo un procedimiento estandarizado. En total se obtendrá un máximo de 50 mL 

en tres tubos.  

Riesgos del procedimiento: Los inconvenientes, riesgos y/o complicaciones 

son: en algunos casos sensación de mareo. Casualmente puede haber un leve 

sangramiento que deberá pasar dentro de los primeros minutos y en muy pocos 

casos existe riesgo leve de formar un pequeño moretón que pasará en dos días 

aproximadamente. Puede quedar una sensación de dolor que pasará en los 

primeros minutos.  
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ANTES DE OTORGAR SU CONSENTIMIENTO ACLARE SUS DUDAS 

Estimados pacientes, le invitamos a participar de esta investigación su 

consentimiento es completamente voluntario y su negativa no tendrá ninguna 

repercusión. 

Si después de iniciado el estudio, usted desea retirarse, lo puede hacer 

sin necesidad de dar ninguna explicación. 

Declaro que he sido informado por el investigador acerca del estudio en el que 

participaré, sus procedimientos y sus riesgos. Me han explicado las posibles 

alternativas y que puedo revocar mi consentimiento antes que sea realizado.  

Estoy satisfecho con la información recibida y mis dudas han sido aclaradas.  

En consecuencia, doy mi consentimiento para participar del estudio, contestar 

las encuestas y someterme a una toma de muestra de sangre. 

 

________________________                            ________________________ 

Firma del Paciente o representante legal  Firma del Investigador   

RUN:                  RUN:  

 

________________________ 

Firma del Director del departamento o un representante 

         RUN:                                                    

Concepción,……………..de………………………………………..de……………….. 
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8.2 PROTOCOLO MANIPULACIÓN DE MATERIALES Y DESECHOS. 

A. USO DE ELEMENTOS CON POTENCIAL RIESGO BIOLÓGICO. 

En la investigación propuesta se utilizaron tres líneas celulares de cáncer 

colorrectal (COLO320, SW620 y HCT116) que suponen un potencial riesgo 

biológico. Las células de cáncer colorrectal humano fueron manejadas 

utilizando doble guante, por personas con más de 5 años de experiencia en 

cultivo celular. Las células se manejaron en un gabinete de bioseguridad nivel 2 

y el material fungible contaminado se irradió 30 minutos con luz UV y/o cloro 

antes de ser desechado.  

A.1 Procedimientos para su manejo y desecho. 

Las líneas celulares se manejaron por personal entrenado en cultivo 

celular, para lo cual se descongelaron viales con células mantenidas en 

nitrógeno líquido, fueron sub-cultivadas en frascos de cultivo en estufa 

destinada a cultivos de líneas celulares. Todos los materiales contaminados con 

estas células fueron desechados en recipientes especiales (MATPEL) previo 

tratamiento por 30 minutos con luz UV. 

 

A.2 Infraestructura y equipos de protección personal utilizados durante la 

investigación.  

Se dispuso de una sala de cultivo para líneas celulares con gabinete de 

seguridad biológica de clase 2, estufa a 37˚C para el cultivo único de líneas 

celulares, tanques de nitrógeno líquido para la preservación de las líneas. Se 

utilizaron guantes de látex dobles, delantal y mascarilla como medidas de 

seguridad. 
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B. USO DE SUSTANCIAS QUÍMICAS. 

Tabla 5. Procedimiento de manejo y desecho de sustancias químicas. 

Sustancia Grado de 

riesgo 

Tipo de riesgo Procedimiento de manejo y desecho 

LPS 2 Salud/Irritable Su manejo se realizó de forma de evitar 

su contacto con la piel y mucosas, 

trabajando con guantes bajo campana. 

Se evitó su contacto con fuentes de 

ignición. Se desechó en recipientes 

dispuestos por MATPEL sin previo 

tratamiento. 

DMSO 1 Salud/Inflamable Su manejo se realizó de forma de evitar 

su contacto con la piel y mucosas, 

trabajando con guantes bajo campana. 

Se evitó también su contacto con 

fuentes de ignición. Se desechó en 

recipientes dispuestos por MATPEL sin 

previo tratamiento. 

2-Mercapto 

etanol 

2 Salud-22 Su manejo se realizó de forma de evitar 

su ingestión o inhalación trabajando con 

guantes bajo campana. Se desechó en 

recipientes dispuestos por MATPEL sin 

previo tratamiento. 

Paraformald

e-hído 

2 Salud-10-22 Su manejo se realizó de forma de evitar 

su contacto con la piel y mucosas, 

trabajando con guantes bajo campana. 

Se evitó también su contacto con 

fuentes de ignición. Se desechó en 

recipientes dispuestos por MATPEL sin 

previo tratamiento. 

Bromuro 2 Salud/Inflamable- Su manejo se realizó de forma de evitar 
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de 

Etidio 

‐33- 

37/38-40 

su contacto con la piel y mucosas, 

trabajando con guantes bajo campana. 

Se evitó su contacto con fuentes de 

ignición. Los materiales contaminados 

fueron de uso exclusivo para este fin. 

Se desechó en recipientes dispuestos 

por MATPEL sin previo tratamiento. 

Lauril 

sulfato 

(SDS) 

2 Salud Su manejo se realizó de forma de evitar 

su contacto con la piel y mucosas, 

trabajando con guantes bajo campana. 

Se evitó también su contacto con 

fuentes de ignición. Se desechó en 

recipientes dispuestos por MATPEL sin 

previo tratamiento. 

Isopropanol 3 Inflamable-11 Su manejo se realizó de forma de evitar 

su contacto con fuentes de ignicion. Se 

desechó en recipientes dispuestos por 

MATPEL sin previo tratamiento. 

Acrilamida 

 

3 Salud 

23-33 

Su manejo se realizó de forma de evitar 

su contacto 

Con la piel y mucosas, trabajando con 

delantal y guantes. Su preparación se 

realizó en recipientes desechables o 

fueron de uso exclusivo para esta 

sustancia. Se desechó en recipientes 

dispuestos por MATPEL previa 

polimerizacion. 

Alcohol 

etílico 

3 Inflamable-11 Su manejo se realizó de forma de evitar 

su contacto con fuentes de ignicion. Se 

desechó en recipientes dispuestos por 

MATPEL sin previo tratamiento. 

Fuente: Elaboración propia.  
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B.1 Infraestructura y equipos de protección personal utilizados durante la 

investigación. 

Se dispuso de gabinetes de bioseguridad clase I y II para la manipulación de 

las sustancias antes indicadas, recipientes de desechos según naturaleza 

química y reactividad dispuestos por la empresa de manejo de residuos 

químicos y biológicos de la Universidad de Concepción (MATPEL). En equipos 

personales, existe la obligatoriedad del uso de delantal en el laboratorio, se 

dispuso de guantes de látex, mascarilla, anti-parras, equipos de emergencia 

para lavado de ojos, equipamiento de contención de derrames de sustancias 

peligrosas. 

 

C. USO DE MATERIAL CORTOPUNZANTE O MATERIAL DE VIDRIO QUE 

PUEDA GENERAR MATERIAL CORTOPUNZANTE. 

 

C.1 Procedimientos que usó para manejarlos y desecharlos. 

Se utilizaron pipetas pasteur de vidrio para dispersar material biológico 

bacteriano antes indicado. Una vez utilizadas ambas fueron desechadas en 

recipientes especiales dispuestos por MATPEL. 



105 

 

8.3 ETAPIFICACIÓN DEL CCR. 

El AJCC ha definido las etapas por medio de la clasificación TNM. 

 

Tabla 6. Clasificacion TNM: Tumor Primario (T) 

TX: No puede evaluarse el tumor primario 

T0: No hay indicación de tumor primario 

Tis: Carcinoma in situ: intraepitelial o invasión de la lámina propia* 

T1: El tumor invade la submucosa 

T2: El tumor invade la muscularis propia 

T3: El tumor invade la subserosa o los tejidos pericólicos o perirrectales no 
peritonealizados a través de la muscularis propia 

T4a: El tumor invade o perfora el peritoneo visceral. 

T4b: El tumor invade directamente otros órganos o estructuras. 

(*) Tis incluye células cancerosas confinadas a la membrana glandular basal 

(intraepitelial) o a la lamina propia (intramucosa) sin extensión a través de las mucosas 

musculares a la submucosa. (**) La invasión directa en T4 incluye la invasión de otros 

segmentos colorrectales por vía serosa; por ejemplo, invasión del colon sigmoideo por 

un carcinoma del ciego. (***) El tumor adherente macroscópicamente a otros órganos o 

estructuras, se clasifica como T4. Sin embargo, si no hay tumor presente en la 

adherencia, microscópicamente, la clasificación deberá ser pT3. Los subestadíos V y L 

deben utilizarse para identificar de la presencia o ausencia de infiltración vascular o 

linfática.  
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Fuente: Modificado de Guía Clínica AUGE “Cáncer Colorectal en personas de 15 años 

y más”. Series Guías Clínicas Minsal, 2013. 

 

Tabla 7. Clasificacion TNM: Ganglios linfáticos regionales (N). 

NX: No pueden evaluarse los ganglios regionales. 

N0: No hay metástasis de los ganglios linfáticos regionales. 

N1: Metástasis en 1 a 3 ganglios linfáticos regionales. 

N1a: Metástasis en 1 ganglio linfático regional. 

N1b: Metástasis en 1 a 2 ganglios linfáticos regionales. 

N1c: Depósito (s) de tumor en la subserosa, mesenterio, o no peritoneal pericolico o 
tejidos perirectal sin metástasis regional nodal. 

N2: Metástasis en 4 o más ganglios linfáticos regionales.  

N2a: Metástasis en 4-6 o más ganglios linfáticos regionales. 

N2b: Metástasis en 7 o más ganglios linfáticos regionales. 

Fuente: Modificado de Guía Clínica AUGE “Cáncer Colorectal en personas de 15 años 

y más”. Series Guías Clínicas Minsal, 2013. 

 

Tabla 8. Clasificacion TNM: Metástasis distante (M). 

M0: No hay metástasis a distancia.  

 

M1: Metástasis distancia.  

 

M1a: Metástasis confinada a un órgano o sitio (por ejemplo, hígado, pulmón, ovario, 
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no regional nódulo).  

M1b: Metástasis en más de un órgano/sitio o en el peritoneo. 

Fuente: Modificado de Guía Clínica AUGE “Cáncer Colorectal en personas de 15 años 

y más”. Series Guías Clínicas Minsal, 2013. 
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- Agrupación por estadíos del AJC. 

 

Estadío 0 Tis, N0, M0  

Estadío I T1, N0, M0 o T2, N0, M0 

Estadío IIA T3, N0, M0 

Estadío IIB T4a, N0, M0 

Estadío IIC T4b, N0, M0 

Estadío IIIA T1-T2, N1/N1c, M0 o T1, N2a, M0 

Estadío IIIB T3-T4a, N1/N1c, M0 o T2-T3, N2a, M0 o 
T1-T2, N2b, M0 

Estadío IIIC T4a, N2a, M0 o T3.T4a, N2b, M0 o T4b, 
Ni-N2, M0  

Estadío IVA Cualquier T, cualquier N, M1a 

Estadío IVB Cualquier T, cualquier N, M1b 

Fuente: Modificado de Guía Clínica AUGE “Cáncer Colorectal en personas de 15 años 

y más”. Series Guías Clínicas Minsal, 2013. 
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