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II.INTRODUCCION



1.- Epidemiologia del Cancer Colorrectal.

El cancer colorrectal (CCR) ocupa el tercer puesto en general de las
neoplasias mas comunes; y el segundo en los paises desarrollados considerando
ambos sexos.

La incidencia oscila entre 0,5 casos/100.000 habitantes en paises como la
India, hasta 51,3 casos/100.000 habitantes en Nueva Zelanda; con una evidente
mayor prevalencia en los paises desarrollados; es el cancer mas frecuente en las
personas mayores de 75 afios de edad. (1,2)

Las tasas mas elevadas se encuentran en América del Norte, Europa
Occidental y Oceania, mientras que en el otro extremo tenemos a Sudamérica, Asia
y Africa con tasas mas bajas.

En Espafia se estima una incidencia de 32.240 casos por afio, lo que
equivale a que cada dia se diagnostican 88 casos nuevos de CCR, causando 14.700
fallecimientos/afio y con una prevalencia a los 5 afos de 89.705 casos. Esto
demuestra claramente, que el CCR constituye un verdadero problema de salud

publica a pesar de la gran evolucion en el tratamiento y diagnostico. (3)

2.- Etiologia.

En el CCR existe gran variabilidad en las tasas epidemioldgicas segun las
diferentes poblaciones; los datos sobre estudios segin su clase social, habitos y
estilo de vida, ponen de manifiesto que el CCR es sensible a factores ambientales;
tenemos asi, que el 80% de los casos son de tipo esporadico y apenas el 20%
restantes son debido a afectacidon familiar por diferentes sindromes genéticos. (4,5)

En lo que respecta al CCR esporadico, este es causado por factores
medioambientales; la dieta se conoce que juega un papel importante; la ingesta de
fibra vegetal, frutas y vegetales son factores protectores al aumentar el transito
coldnico y, por lo tanto, estar la mucosa menos tiempo expuesta a los factores

lesivos. El consumo de agua, calcio, selenio, fenoles, indoles y vitaminas, son



factores protectores, mientras que las carnes rojas, el tabaco y el alcohol, asi como
también la obesidad, aumentan el riesgo de aparicién del CCR. (6)

Dentro del tipo hereditario, se pueden reconocer dos grandes grupos con
afectacion familiar:

* La Poliposis Adenomatosa Familiar (PAF) que se trata de un sindrome con
afectacion autosémica dominante, donde el riesgo de degenerar a CCR en
las personas afectadas es de casi el 100%, existiendo varios subtipos.

e El Cancer Colorrectal Hereditario No Polipdsico (HNPCC), o también
conocido como sindrome de Lynch, tienen un riesgo aproximado del 70%, y
es la forma mas comun de cancer hereditario; dentro de este sindrome se
clasifican en dos tipos segun la localizacion, que pueden ser tumores

colénicos (Lynch I) o asociarse también a tumores extracolonicos (Lynch

0).(1,2)

3.- Clinica y diagndstico.

La clinica de los tumores colonicos puede variar dependiendo de su
localizacion debido a las diferencias anatdmicas que posee el colon. Por ejemplo, el
colon derecho se caracteriza por tener el didmetro de la luz mas amplia, por lo que
los sintomas predominantes suelen ser anemia y melenas (por sangrados cronicos
y ocultos); mientras que los tumores de colon izquierdo en donde la luz intestinal
es de menor calibre, la clinica predominante es un cambio del habito intestinal,
estrefiimiento y rectorragias.

A pesar de los sintomas, alrededor de un 25% de los pacientes en el
momento diagnostico tienen enfermedad avanzada.

Para el diagnostico de CCR existe gran variabilidad de pruebas diagnosticas,
siendo la Colonoscopia la prueba de eleccibn o “gold estdndar”, con una
sensibilidad y especificidad del 90-95%, y con un indice de complicaciones menor
al 1%. Esta técnica tiene la ventaja de que, ademas de poder realizar el diagndstico

clinico y anatomo-patoldgico con la toma de biopsias, permite el marcaje (tatuaje)
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para la futura localizacion de la lesion, asi como de maniobras terapéuticas como la
colocacion de protesis auto expansibles en caso de tumores obstructivos, o
resecciones completas de los tumores en estadios iniciales.

En la evaluacion preoperatoria es recomendable tener un estudio de la
longitud completa del colon, ya que existe hasta 9% de lesiones coldnicas
sincronicas. (7)

Otra prueba fundamental para la evaluacion completa del CCR es la
Tomografia Axial Computarizada (TAC) que permite la localizacion del tumor, su
relacidn con érganos y estructuras adyacentes y la presencia de metastasis, por lo
que es de gran importancia en el estadiaje del tumor y en la decision de la
estrategia quirurgica. (2).

A dia de hoy, con la evolucién de la tecnologia se ha logrado un gran avance
en las imagenes obtenidas por TAC, con una gran mejoria en la calidad y definicién
de las imagenes y sus procesadores que permiten la reconstrucciéon digital, y a
dado lugar a la aparicién de la Colonografia por TAC o “colonoscopia virtual”, que
tiene cada vez mas indicaciones para su uso. Esta ultima técnica es de gran interés
y aplicacion para pacientes con tumores obstructivos que no permiten paso del
colonoscopio convencional o cuando existe intolerancia o contraindicaciéon por
parte del paciente para la colonoscopia convencional. Existen estudios que evaltian
el papel de la Colonografia por TAC en el cribado primario sin resultados
concluyentes de momento, pero que a futuro podrian tener algunas indicaciones
que reemplacen a la colonoscopia convencional, por ser esta menos invasiva y
menor riesgo de complicaciones graves. (8)

Otra prueba actual de interés en el CCR es la Tomografia Axial
Computarizada con Emision de Positrones (PET-TAC), consiste en una prueba no
invasiva que capta el metabolismo celular, pudiendo asi detectar las células que
produzcan un metabolismo aumentado (por ejemplo las células tumorales),
mediante la inyeccion de sustancias marcadas radioactivamente.

De momento su mayor utilidad en CCR se basa en tener la capacidad de
detectar metastasis ocultas y asi poder hacer un estadiaje mas preciso. Asi mismo
esta técnica ayuda a contrastar sospechas clinicas de recurrencias o enfermedad
diseminada, evitando cirugias innecesarias. Se estima que los resultados aportados

por esta técnica pueden cambiar la actitud terapéutica entre un 22 - 68% de los
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casos. Ademas, en el tratamiento neoadyuvante del cancer de recto, permite
evaluar la respuesta con mejor sensibilidad que el TAC, 100% vs 78%,

respectivamente. (9,10)

4.- Marcadores Tumorales.

Los principales marcadores tumorales en el cancer de colon son: el

Antigeno Carcinoembrionario y el Antigeno Carbohidrato Ca19.9:

* Antigeno Carcinoembrionario (CEA):

El CEA es un glicoproteina que se expresa en el aparato digestivo fetal y que
desaparece en el momento del nacimiento. Su expresion se observa en
enfermedades como la cirrosis, pancreatitis, ulcera péptica, enfermedad
inflamatoria intestinal y en fumadores; la sensibilidad del CEA para el CCR es baja
por lo que no se puede utilizar como herramienta para diagndstico precoz o
cribado. (11)

Multiples estudios confirman al CEA como factor prondstico independiente,
que presenta un correlacién directamente proporcional entre su elevacion y la
extension tumoral, sin ser exacta ya que interfieren mas factores como la
diferenciacidon tumoral y difieren en cada estadio. Los valores de CEA tienen gran
utilidad en el post-operatorio ya que su valor suele normalizarse luego de la
cirugia; por lo que cualquier elevacion posterior da una alta sospecha de la
existencia de recurrencia tumoral; sirve, ademads, para monitorizar evolucion y
respuesta del tratamiento quimioterapicos en pacientes que presentan metastasis.

(12)

e CA19.9:

Tiene una utilidad similar al CEA , aunque menos especifica, su elevacion

suele estar mas relacionada con la aparicién de metastasis hepaticas. (13)
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5.- Cribado del CCR.

En la actualidad debido a los programas de despistaje y a la precaucion por
parte del personal sanitario con la creaciéon de protocolos de cribado, se logran
diagnosticar muchos tumores en fase asintomatica, aunque todavia existe un 25-
30% de casos que se diagnostican porque los pacientes debutan con un cuadro de
obstruccion o perforacidn en estadios avanzados.

Las campafias de cribado de CCR son necesarias y beneficiosas, ya que 1 de
cada 17 personas desarrollaria un cancer de no realizarse estas medidas.

El tipo de pruebas para el cribado del CCR varia en funcion de los factores
de riesgo de cada paciente, del sistema de salud y disponibilidad de las mismas.
Segun la Asociacion Mundial de Gastroenterologia existen varios niveles posibles
de cribado para el CCR, que van desde el nivel I, cuando los recursos son elevados,
hasta el nivel VI donde se tienen recursos minimos y limitados, barajando un
abanico de posibilidades de pruebas entre: sangre oculta en heces, sigmoidoscopia,
enema con doble contraste, colonoscopia o colonografia por tomografia
computada.

Hay que tener en cuenta que el 75% de los CCR se desarrollaran en
pacientes de forma esporadica sin factores de riesgo, el 15% en pacientes con
riesgo intermedio como antecedentes familiares, y el 10% en pacientes con alto
riesgo (Sindrome de Lynch, HNPCC, PAF, Enfermedad inflamatoria intestinal). (14)

Asi tenemos que segun el resigo individual de cada paciente, se les clasifica
en diferentes categorias; con distintas recomendaciones sobre el tipo de prueba, su

frecuencia y edad de inicio de las mismas (Tabla 1).
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Tabla 1: Despistaje y Vigilancia de Cancer Colorrectal

Categoriade Recomendacion Edad de Intervalo
riesgo inicio
Riesgo Medio Todos SHO, 50 afos Cada 5-10 afios
5% Sigmoidoscopia
Colonoscopia
Pariente ler Colonoscopia 50 afios Cada 5-10 afios
grado  mayor
60 afios
Pariente ler Colonoscopia 40 afios o 10 Cada5 afios
grado  menor afios antes de
Riesgo 60 afios primer caso en
Moderado la familia
10-30% Pélipo Colonoscopia 3 afios después 3-5 afios
neoplasico de
previo mayor 1 polipectomia
cm
Polipo pequefio Colonoscopia 5 afios después 3-5 afios
simple de
polipectomia
Historia de CCR  Colonoscopia Al momento de 1 -5 afios
la reseccion.
*EIL Colonoscopia 8 afios después 1 -2 afios
del Dx.
Riesgo PAF Sigmoidoscopia , 12 afios 1 ano
Elevado examen genético
CCHNP Colonoscopia 21 afos 2 afos

*SHO= Sangre oculta en heces. Ell= Enfermedad inflamatoria intestinal. PAF=
Poliposis Adenomatosa familiar. CCHNP= Cancer de Colon Hereditario No
Poliposico.

Fuente: Cirugia AEC (1)

6.- Estadiaje tumoral.

Existen multiples clasificaciones clasicas de los tumores de colon; una de las
mas relevantes es la clasificacion de Dukes, en la que a lo largo del tiempo se han
realizado modificaciones por Astler y Coller (1954) y por Turnbull (1967). En la
clasificacion de Dukes, una de las principales limitaciones es la de no subdividir el
estadio C en subgrupos en relacion con el nimero de ganglios y su localizacion. Por
todo ello, el “American Joint Commitee on Cancer” (AJCC) (Tabla 2) y la “Unién
Internacional Contra el Cancer” (UICC) (Tabla 3) desarrollaron el sistema TNM
para el CCR, el cudl es mas completo, aunque agrega algo de complejidad en su

aplicacion. (2)
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Tabla 2: Definiciéon TNM

DEFINICIONES TNM:
» Tumor primario (T):

Tx: No puede evaluarse el tumor primario
TO: No hay indicacién de tumor primario

Tis: Carcinoma in situ (intraepitelial o invasion de la lamina

propia)

T1: El tumor invade la submucosa

T2: El tumor invade la muscularis propia

T3: El tumor invade la serosa o los tejidos perirectales

T4: El tumor invade otros 6rganos y/o perfora el peritoneo
visceral

T4a: Tumor invade el peritoneo visceral.

T4b: Tumor invade o esta adherido a otros 6rganos o
estructuras.

» Ganglios linfaticos regionales (N):

Nx: No pueden evaluarse los ganglios regionales

NO: No hay metastasis en los ganglios linfaticos regionales
N1la: Metastasis en 1 ganglio linfatico regional.

N1b: Metastasis en 2-3 ganglios regionales.

N1c: Depositos de tumor en el mesenterio, subseroso o
pericolico sin afectacion de los ganglios regionales.

N2: Metastasis en 4 6 mas ganglios linfaticos regionales.
N2a: Metastasis en 4-6 ganglios regionales.

N2b: Metastasis en 7 o mas ganglios.

> Metastasis a distancia:

Mx: No puede evaluarse la metastasis distante
MO: No hay metastasis a distancia

M1: Metastasis a distancia.

M1a: Metastasis confinada a 6rgano o un sitio.
M1b: Metastasis en mas de dos drganos o sitios.

Fuente: American Joint Commitee on Cancer (AJCC) 7ma edicidn. (15)
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Tabla 3: Comparativa entre Clasificacion AJCC (7ma edicion), Dukes, Astler

Coller.
Estadio T N M Dukes  Astler
Coller
0 Tis NO MO
I T1 NO MO A A
T2 NO MO A B1
I1A T3 NO MO B B2
IIB T4a NO MO B B2
IIC T4b NO MO B B3
I11A T1-T2 N1/Nlc MO C C1
T1 N2a MO C C1
I1IB T3-T4a N1/N1lc MO C C2
T2-T3 NZ2a MO C C1-C2
T1-T2 N2b MO C C1
I1IC T4a NZ2a MO C C2
T3-T4a NZ2b MO C C2
T4b N1-N2 MO C C3
IVA Cualquier T  Cualquier N Mla --- ---
IVB Cualquier T  Cualquier N M1b --- ---

Fuente: American Joint Commitee on Cancer (AJCC) 7ma edicion. (15).
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La AJCC, realiza actualizaciones de la clasificacion cada 5 afios para una
mejor forma de unificar conceptos y clasificar pacientes con su consecuente
tratamiento.

Hay que tener en cuenta que la via linfatica es la principal forma de
expansion en el CCR, por lo que la determinacion de la infiltraciéon de la pared
intestinal y la afectacion de los ganglios regionales son de gran utilidad para el
estadiaje (Figura 1). Por lo tanto es fundamental una participacién activa del
patdlogo con su estudio detallado de la pieza tumoral con intencién de unificar

conceptos y estandares de calidad en el informe.

Figura 1: Estadio Cancer de Colon

Fuente: National Cancer Institute. www.cancer.gov
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Los 3 parametros mas determinantes desde el punto de vista de anatomia

quirdrgica son:

El nimero de ganglios en la pieza anatémica, aceptando 12 ganglios como
punto de corte; ya que los estudios demuestran que hay relacidon entre el
numero de ganglios estudiados y la supervivencia. (16)

La calidad del mesocolon, clasificado en 3 segun el plano de infiltraciéon
tumoral, meso-co6lico, intra-mesocdlico, y muscularis propia.

La radicalidad de reseccion: RO si existe una ausencia de tumor residual; R1
si hay evidencia de tumor residual microscopicamente (incluye tumor

perforado); R2 si el tumor residual es macroscdépico. (2)

7.- Tratamiento.

El tratamiento del cancer de colon varia principalmente en funcién del

estadio tumoral, y que puede ser desde pequefias resecciones locales endoscopicas

hasta complejos tratamientos multidisciplinarios que involucran a oncdlogos,

radidlogos, endoscopistas, y cirujanos.

Los tratamientos por los diferentes estadios podrian definirse como:

Estadio 0: la mayoria de las veces con una polipectomia o una escisién por
colonoscopia es suficiente para el tratamiento, aunque en casos de tumores
grandes, extirpacion endoscopica incompleta o dificil, puede ser necesaria
la reseccion quirdrgica con colectomia.

Estadio I: cuando el cancer se asienta sobre un poélipo y este se logra
extirpar completamente sin margenes afectos, se podria optar por escision
mediante colonoscopia. Pero si el tumor muestra displasia de alto grado,
margenes incompletos o no se asienta sobre pdlipo, lo recomendable es la
colectomia. En este estadio no es necesario tratamiento adyuvante.

Estadio II: el tratamiento podria variar entre cirugia sola o tratamiento
posterior adyuvante, este estadio es el objetivo del estudio por lo que se
desarrollara detalladamente mas adelante.

Estadio III: el cancer ya tienen diseminacion a los ganglios regionales, sin

afectacion de otros 6rganos a distancia, por lo que el tratamiento estandar
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consiste en cirugia con colectomia y posterior quimioterapia y en casos
seleccionas podrian beneficiarse ademas de radioterapia.

¢ Estadio IV: cuando existe invasién tumoral a otros Organos, existe
multiples opciones. La quimioterapia en esta etapa es fundamental, como
tratamiento neoadyuvante, adyuvante o paliativo. Las opciones tienen que
ser evaluadas segun el estado del paciente, la diseminacion tumoral y las
probabilidades de intencién curativa (que cada vez son mayores al tener
mejores respuestas a la quimioterapia, radioterapia y a cirugias mas

agresivas) o simplemente de forma sintomatica. (17)

* Estadio ll, particularidades en el tratamiento:

Existen acuerdos para tratamiento del cancer de colon; en estadio I la
evidencia cientifica ha demostrado que la terapia adyuvante no presenta claros
beneficios; mientras que en los estadio IIl se ha demuestra que existe incremento
en la supervivencia global y en el tiempo libre de enfermedad.

En los casos estadio II, los ensayos clinicos no han demostrado una clara
mejoria en los prondsticos; siendo el tratamiento adyuvante o la observacidn, dos
opciones validas. (18)

El indice de supervivencia a los 5 afios es de aproximadamente un 70 a 85%
por lo que el verdadero desafio se presenta el momento de decidir que pacientes se
podrian beneficiar del tratamiento adyuvante luego de la reseccién quirurgica.

La mayoria de evidencia que existe a dia de hoy, incluyen en su muestra a
pacientes con estadios III, sin encontrar grandes estudios que tengan
exclusivamente en su muestra a estadios II, por lo que de momento la decision se
toma por un comité clinico quirdrgico de forma personalizada segun riesgos y
beneficios del paciente. (19)

Los riesgos de mayor recurrencia a tomarse en cuenta son: la infiltracion de
la pared tumoral (estadio T4), la extirpacién de menos de 12 ganglios, la invasion
linfovascular, el grado de diferenciaciéon tumoral (siendo de peor pronostico el
grado poco diferenciado), la presencia de obstruccion intestinal el momento

diagnostico y la Inestabilidad Microsatélite. (20)
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Al momento de decidir hay que tener una especial consideracidon en los
factores del paciente, su estado general y comorbilidades para evaluar la tolerancia
a la quimioterapia.

Los regimenes de quimioterapia adyuvante estdndar recomendados para el

cancer de colon en estadio II son FOLFOX (leucovorina calcica, 5- fluorouracilo y
oxiplatino) y el agente Uinico 5-FU o capecitabina.
Los efectos de 5-FU/LV (5- fluorouracilo y leucovorina) con o sin oxiplatino son
bien documentados en la literatura, efectos secundarios graves ocurren hasta en
un 14% y con necesidad de suspensién del tratamiento en 6%; si a la terapia se le
agrega oxiplatino los porcentajes ascienden a un 19% y 12% respectivamente. En
estudios de calidad de vida luego del tratamiento con 5-FU se puede observar que
los pacientes tardan un afio en recobrar si estado basal; al afiadir oxiplatino a la
terapia los efectos de la neuropatia contintian incluso al suspender el tratamiento y
un 10% de los pacientes mantienen el sintoma hasta 2 afios después. (21)

Los farmacos con anticuerpos monoclonales (Cetuximab, Panitumumab o
Bevacizumab) agregan mayor toxicidad y efectos secundarios por lo que de
momento no se recomienda su uso sistematicamente.

Los efectos secundarios de los regimenes de quimioterapia deben
considerarse para cada paciente. El oxiplatino se asocia con un mayor nivel de
toxicidad y mayor potencial para la neurotoxicidad por lo que no seria apropiado
para pacientes con neuropatias. (22)

En los pacientes que no tienen los factores antes citados y en caso de que el
tumor presenta la inestabilidad de microsatélites seria un candidato favorable
para no someterse a la quimioterapia adyuvante, para otros pacientes que tienen
factores de riesgo menos peligrosos o no tienen un buen estado de salud, el agente
unico 5-FU o la capecitabina posiblemente se pueda elegir en lugar de una
combinacién con oxiplatino.

La terapia adyuvante disminuye el riesgo de recurrencia en un 30% para el
cancer de colon en cualquier estadio, pero el beneficio absoluto individual es
diferente para de cada paciente; por ejemplo, si el riesgo inicial es de un 50% para
un paciente, la reduccion de 30% seria un 15%; en caso de un riesgo inicial es de
10% la reduccion absoluta es de s6lo un 3%. Asi por nimero de pacientes a tratar

para prevenir un evento (recurrencia o muerte) es entre 15 y 30 pacientes, en el
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grupo de alto riesgo; mientras que en el grupo de bajo riesgo hay que tratar a mas

de 50 pacientes para prevenir un evento. (19)

8.- Prondstico.

Existen varios factores clinicos, anatomicos e histolégicos que influyen en el
prondstico general de los paciente con CCR; la identificacion de estos factores
permiten definir a los pacientes en subgrupos segun el riesgo de recurrencia y su
supervivencia (Tabla 4).

Existen datos muy controvertidos en las variables dependientes del
paciente, como son: la edad, el sexo, la localizacion del tumor, etc. Por lo que de
momento no se ha logrado concluir cual de estas variables influyen realmente en el
pronostico. Algo que si ha demostrado que influye negativamente en el prondstico
de los pacientes luego de una cirugia potencialmente curativa es:

* La extensidon tumoral en la pared (T) y la afectacién de los ganglios

regionales (N).

* Lapresencia de enfermedad residual.

* Invasién tumoral perineural y linfovascular.

* (Grado de diferenciacion tumoral.

* Bajo grado de regresion en los pacientes que recibieron neoadyuvancia.
* Niveles elevados de CEA al diagnostico.

* Perforacion tumoral y obstruccion intestinal al momento diagndstico.
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En lo que respecta a los parametros moleculares del tumor, todavia estan en
fase de estudio y a la espera de confirmacion; el unico factor que ya se utiliza para

la toma de decisiones clinicas es la Inestabilidad Microsatélite. (23)

Tabla 4: Porcentaje de Supervivencia y recurrencia segun estadio del CCR.

Fuente : Guias Clinicas AEC Cirugia Colorrectal. 2da edicidn.

* Ganglio centinela en el CCR.

Otra tema que ha despertado interés en la actualidad, y pendiente de
validar, es el marcaje y estudio del ganglio centinela luego de la extraccién de la
pieza. Existen multiples cifras segun varios autores y diferentes técnicas de tincion,
que podrian cambiar el estadio a uno superior por la deteccion de micro
metastasis, que no hubieran sido detectadas con la técnica habitual. Asi, segun

Saha et al, hasta un 32% en los canceres coldnicos incrementan su estadio con esta
técnica. (24)
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9.-Origen del CCR: Modelos moleculares en estudio y vias de

desarrollo.

El pronédstico del CCR no solo depende de la extensiéon tumoral en el
momento diagndstico, sino de varios factores adicionales referentes al
comportamiento tumoral, sus las caracteristicas especificas, las vias del
crecimiento y el ambiente en el que se va a desarrollar el tumor conocido como
“micro entorno”. Multiples estudios en la actualidad van encaminados a
determinar estos parametros y poder establecer su utilidad clinica.

Desde la descripcion clasica de la secuencia “adenoma-adenocarninoma”, se
ha evolucionado mucho en el conocimiento de los mecanismos de carcinogénesis
del CCR. Se observo que no todos los tumores se pueden explicar por esta misma
via; por lo que surgieron otras dos alternativas, obteniendo como resultado 3 vias
diferentes y con comportamiento del tumor diferente en cada una de ellas, por lo
tanto, con la obtencion de diferentes marcadores y respuestas frente a un mismo
tratamiento. (25)

Para el desarrollo del CCR, como en todos los tumores, se produce una serie de
cambios genéticos o epigenéticos que daran el punto de inicio en la secuencia del
desarrollo tumoral. Estos cambios proporcionan a la célula caracteristicas
especiales de supervivencia, donde destacan:

* Lainsensibilizacidn ante sefiales apoptdticas.

* Potencial replicativo ilimitado.

* (Capacidad de evadir el sistema inmune.

* Capacidad de inducir angiogénesis y desarrollar metastasis. (26)

Segun los genes alterados y diferentes rutas moleculares, se ha desarrollado
una clasificaciéon de las vias de progresion: via Supresora, via Mutadora y via
Serrada, que se describen a continuacion:

* Inestabilidad Cromosdémica (IC) o via supresora: En esta via se produce
una alteracién del cariotipo, con ganancia, perdida o translocaciones
cromosOmicas. Existe una pérdida del gen “supresor” APC, que es el
encargado de suprimir el ciclo celular cuando se han detectan errores. Para
su deteccion se realizan técnicas con analisis de ploidias. Dentro de este

grupo encontramos a los CCR esporadicos (cerca del 85 %).
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* Inestabilidad microsatélites (IMS) o via mutadora: son alteraciones en
los sistemas de reparacion, permitiendo asi que se produzcan errores
repetidos durante la replicacion del ADN (MLHI,MLHZ2, MLH6, PMS2, entre
otros), con la acumulaciéon de errores en los microsatélites, que estan
distribuidos por todo el genoma. Esta alteracion esta en aproximadamente
el 15% de los CCR, dentro del grupo de Cancer Colorrectal Hereditario no
Poliposico (CCRHNP) o Sindrome de Lynch, y en algunos de los CCR del
grupo esporadico. Dentro de los genes implicados encontramos el TGFBRZ.
Este tipo de tumores presentan caracteristicas clinicas y prondsticas
diferentes, asi como diferente respuesta al tratamiento antitumoral, que se
vera mas adelante.

* Fenotipo metilador o via serrada: Aqui se produce una metilaciéon de las
islas CpG (normalmente desmetiladas) que son regiones del ADN que tienen
la capacidad de inactivar al gen. Esta metilacion surgiria de una lesion
precursora serrada como los polipos hiperplasicos, serrados sésiles y
adenomas serrados, explicando cerca del 35 % de los CCR. Clinicamente se
presenta mas en mujeres, en tumores de localizaciéon proximal, en tumores
diferenciados, y con mayor mutacion del gen BRAF.

En los ultimos afios se ha desarrollado esta compleja clasificacion, que tiene la

intencidon de predecir el prondstico de los tumores y la magnitud de su respuesta
frente a diferentes tratamientos, mejorando asi la efectividad en las terapias, al ser

mas dirigidas segun sus caracteristicas.(27-29)

10.- Marcadores prondsticos y predictivos.

Multiples investigaciones han logrado descubrir marcadores prondsticos
que aportan mejor informacion sobre la evolucion y grado de agresividad que tiene
el tumor, asi como otros marcadores que intentan predecir la respuesta frente a un

determinado tratamiento, dentro de estos marcadores tenemos:
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10.1 Marcadores Histopatologicos.

Demuestran las caracteristicas del tumor y su relacién de invasion en el tejido:

Invasion Linfovascular: demuestra la infiltraciéon de células tumorales en
los vasos sanguineos y drenaje linfatico, y al ser positivo es un indicador de
mal pronostico. (30)

Grado de diferenciacion tumoral: es la relacion entre el tejido normal y la
formacién de estructuras glandulares (Tabla5). Se describe como bien
diferenciado, moderadamente diferenciado, pobremente diferenciado e
indiferenciado. Esta graduacién puede ser subjetiva y haber diferencias
entre observadores, pero se ha demostrado que tiene influencia pronéstica.

Para su evaluacion se debe tomar de la zona con mayor afectacion. (31,32)

Tabla 5: Grado diferenciacién tumoral segin porcentaje de estructuras

glandulares.

Grado tumoral Porcentaje
Indiferenciado Menor de 25 %
Pobremente diferenciado 25-50%
Moderadamente diferenciado 50-75%

Bien diferenciado Mayor de 75 %

Invasion perineural: cuando existe infiltracion de los nervios, también es
un indicador de mal pronostico. (33)

Borde tumoral: cuando el limite del tumor y el tejido colénico normal
presenta un tipo infiltrativo o “Budding” que se define como la presencia de
células asiladas o grupos de mas de 5 células situadas en borde tumoral. Se
asocia a mal pronoéstico, mientras que el tipo mixto o expansivo es de mejor

pronostico. (31)
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Infiltracion linfocitaria: hace referencia a la presencia de linfocitos en la
zona tumoral e indica que existe una respuesta inmune frente al tumor, por

lo que es marcador de buen pronéstico. (34)

10.2 Marcadores Moleculares.

Dentro de los biomarcadores, los que parecen tener mayor implicacién clinica

y que han despertado mayor interés en los estudios son:

Inestabilidad de los Microsatélites (IMS): Esto se define por la alteraciéon
en la secuencia de los microsatélites, con ganancia o perdidas de sus
repeticiones, debido a fallos en el funcionamiento de los mecanismos
reparadores del DNA, lo que permite que el tumor crezca por una via
diferente ala de los tumores con el fenotipo estable.

Multiples estudios se han realizado sobre este biomarcador y su
informacion pronéstica. Se observa que la IMS esta presente en un 15% de
las neoplasias de colon esporadicos, y se ha demostrado que los pacientes
que presentan la IMS, tienen una mayor supervivencia especialmente en los
estadios II y IIl. La causa exacta de este resultado no esta del todo clara.
Otro hallazgo importante es que los pacientes que presentan IMS, tienen un
a mala respuesta a quimioterapicos derivados de la fluoropirimidinas,
concretamente el 5-Fluoruracilo (5-FU), sin producir, por lo tanto, un claro
incremento en la supervivencia por ello el uso de este agente deberia estar
limitado en estos pacientes y, asi, evitar los efectos secundarios

innecesarios. Sin embargo se requiere mayor evidencia estadistica. (35,36)

Antigeno Carcino-Embrionario (CEA): ya descrito previamente en el

apartado de marcadores tumorales.

18q. Gen de deleccion del CCR (DCC): Se localiza en el brazo largo del
cromosoma 18 (18q) y codifica una fosfoproteina transmembrana de
190kDa. La secuencia proteica de DDC es homologa a las moléculas de
adhesion, por lo que se piensa que su mutacion podria tener como

resultado la pérdida de contacto entre unas células a otras, contribuyendo a
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incrementar el crecimiento y potencial metastasico de los CCR. La pérdida
de material de este cromosoma se encuentra en aproximadamente el 70%
de los casos de CCRy en el 50% de los adenomas. (37)

Parece que la deleccion de esta parte del cromosoma 18 o la pérdida de
deteccién inmunohistoquimica de la proteina DCC, es un factor predictivo
de riesgo, asociado a una menor supervivencia en pacientes con CCR en
estadios tumorales Il y III, aunque existen estudios que no corroboran dicha
teoria. Un revision sistematica y un meta-analisis sobre este tema realizado
por Popat et al, concluye que estos pacientes parecen tener peor prondstico,
pero afirman que se requieren estudios prospectivos utilizando una
metodologia mas consistente para cuantificar con precision el efecto de esta

mutacién en los pacientes con CCR en estadio I y I1I . (38,39)

p53: Entre todos los potenciales marcadores predictivos, el gen p53 ha sido
uno de los mas estudiados, se le conoce también como el “guardidn del
genoma”. Se encuentra localizado en el brazo corto del cromosoma 17 y
codifica la produccién de una fosfoproteina de 53kDa. Este es un factor de
transcripcion que desarrolla un papel muy importante en la regulacion del
ciclo celular, ya que, de alguna forma, el p53 se sensibiliza ante el dafio del
ADN y detiene el ciclo celular en fase G1 y, posiblemente, también en G2,
permitiendo que la reparacidon del material genético tenga lugar antes del
comienzo de la sintesis de ADN y la mitosis; de esta forma disminuye, por lo
tanto, la probabilidad de mutaciones. Si la reparacién no tiene éxito o el
dafio es muy severo, el gen p53 puede promover la muerte celular por
apoptosis, previniendo la propagacién de defectos genéticos a sucesivas
generaciones de células. En condiciones normales, es dificil detectar esta
proteina, debido a su labilidad y vida media corta, pero cuando existe una
mutacién del gen se produce una proteina estructuralmente anormal, no
funcionante, que se acumula en la célula (sobreexpresion) y es facilmente
evidenciada mediante analisis inmunohistoquimicos, por lo que su
determinacion ofrece informacidon sobre el prondstico en pacientes con
CCR, asociandose a una evolucion desfavorable debido al elevado riesgo de

recurrencia postoperatoria. (40)
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K-ras: Este oncogén se localiza en el cromosoma 12 y codifica una pequefia
proteina de uniéon dependiente de GTP, que actua como iniciadora de la
sefial de activacion del ciclo de proliferacion celular. La presencia de una
mutacion en este gen origina una proteina alterada que activa de forma
inapropiada y persistente la sefial transmembrana de transduccion. Se han
identificado mutaciones puntuales en el gen K-ras en aproximadamente el
40-50% de los CCR, y en el 50% de los adenomas mayores de 1 cm;
mientras que la frecuencia de la mutacion en los adenomas menores de 1
cm es de aproximadamente el 10%. (41)

En numerosos estudios se ha intentado determinar la importancia
pronostica de las mutaciones del gen K-ras en el CCR, y parecen indicar que
el gen K-ras tiene valor pronéstico con una peor supervivencia global,
aunque la mayor importancia de la deteccidn del K-ras en la actualidad es
como factor predictivo de la respuesta a Cetuximab, demostrando que la
presencia de estas mutaciones que activan el gen se correlaciona con la falta

de respuesta al farmaco.(42,43)

Timidilato Sintasa (TS): Enzima encargada de transformar la
desoxiuridina monofosfato en 2-deoxi-timidina-5-monofosfato que
participa en sintesis y replicacion del DNA. Niveles tumorales elevados de
TS se han asociado con un mal prondstico. Funciona también como gen

diana para farmacos citotoxicos como el 5-FU. (44)

EGFR: Es una proteina implicada en la cascada de sefializacion celular. Se ha
demostrado que niveles tumorales elevados de este factor estan asociados

con una mayor probabilidad de recurrencia tumoral. (45)

Células tumorales circulantes: la deteccion de estas células mediante
técnicas inmunomagnéticas en la sangre periférica de pacientes con CCR se

ha asociado con un peor prondstico. (46)
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Conclusion: Aunque existe esta gran variedad de marcadores moleculares para
el CCR, sin embargo, a dia de hoy en la literatura los resultados todavia son
contrapuestos. Por ello, de momento no se pueden sacar consensos sobre su
aplicabilidad clinica, no obstante muchos de ellos muestran resultados
prometedores en espera de su validacion para la utilizacion en la practica clinica.

Los dos parametros que a dia de hoy presentan gran aceptacion y uso
generalizado son el CEA como factor prondstico en el pre-operatorio y en el
seguimiento; asi como el K-ras para predecir la respuesta frente a Cetuximab.

Por todo esto, hoy en dia nace la necesidad de crear “perfiles de expresion™y, asi,
individualizar los tratamientos segtn los prondsticos y la posible sensibilidad de la

respuesta individual de cada paciente a los tratamientos.

10.3.-Recomendaciones actuales en Espaiia para utilizacion de Biomarcadores
en el CCR.

La alta incidencia de CCR y el alto impacto socio-econémico que este
produce en Espafia ha creado la necesidad de elaboraciéon de guias clinicas. Estas
tienen el objetivo general de beneficiar a los pacientes con la optimizacion de la
administracion de sus tratamientos y, ademas, generar un impacto econdémico
favorable. Por ello, se han reunido la Sociedad Espafiola de Patologia y la Sociedad
Espafiola de Oncologia para la creacion de un protocolo que pretende establecer
con claridad y concision cuando es necesario analizar los diferentes marcadores de
susceptibilidad hereditaria del CCR, asi como otros biomarcadores con caracter

prondstico y predictivo. (47)

Recomendaciones:

* (Cuando por medio de los criterios clinicos de Amsterdam [ y II
(Tabla 6) o Bethesda se identifica a algin candidato de sindrome de
Lynch, seria recomendable la determinacién de lo genes de
reparacion de errores de apareamiento (MMR), especialmente los
MLH1, MSH2, MSH6 y PMS2 (Figura 2). (48)

* El primer escaléon con estos pacientes es determinar mediante
inmunohistoquimica la IMS, o falta de expresion de las proteinas

producida por estos genes, y segun estos resultados definir el

29



seguimiento especifico segun el riesgo de cada grupo, variando sobre
todo en el tipo de prueba a realizar en el seguimiento, su
periodicidad y su edad de inicio. (49)

* Recientemente, se a propuesto ampliar estas indicaciones a
cualquier CCR o cancer endometrial, ya que resulta coste efectivo, y
que hasta un 10% de CCR no familiar expresan la IMS.

* Por ultimo, existen modelos matematicos que pueden ayudar a
determinar las posibilidades de que una familia presente una

mutacién en los genes MMR. (50)

Tabla 6: Criterios de Amsterdam Il para diagndstico de Sindrome de Lynch.

Criterios de Amsterdam [ y II

1. Debe existir por lo menos 3 familiares con canceres asociados a CCHNP
(CCR, endometrio, intestino delgado , uréter o pelvis renal) Uno de ellos

debe ser pariente en primer grado de los otros dos.

2. Dos generaciones sucesivas afectadas.

3. Al menos un caso diagnosticado antes de los 50 afos.

4. Se excluye la Poliposis Adenomatosa Familiar.
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Tumor Tumor
disponible no disponible

Cumple criterios ¢linicos

v v

v v

A4

Mutacion familiar Mutacién familiar
conocida desconocida

Deteminacion al
MS] + IHQ Girisa MMBNY I Afectado na ‘ | Afectado ’_

miembra en riesgo disponible disponible

Negative

Determinacion
genélica®*

Positive Positiva Negativo Negativo Positivo

v
No determinacién )
a Alto riesgo
genética

Saquimiento
individualizado

‘ Alto riesgo

Poblacion
general

Figura 2: Algoritmo diagnostico Sindrome de Lynch

Fuente: Algoritmo de actuacién para detectar el sindrome de Lynch. (47)

a. Valorar a nivel individual. b. Cuando no haya tumor disponible pero se cumplan los criterios de Amsterdam
y las implicaciones para la familia sean importantes, se debe valorar la opcién de hacer un estudio de
mutaciones germinales en genes MMR directamente. c. Cuando no haya afectos vivos o disponibles, se valorara
hacer el estudio germinal en un sujeto sano, siempre y cuando la repercusion para el manejo de la familia sea
importante. IHQ: inmunohistoquimica; MMR: genes de reparacién de errores de apareamiento replicativo;
MSI: inestabilidad de microsatélites

10.3.1.- Marcadores en CCR localizado:

Pérdida de heterocigosidad de 18q: Todavia hay varios datos
controversiales para poder definir a este como un biomarcador prondstico
estandar en la practica clinica.

Inestabilidad de microsatélites: Ha sido demostrado por varios estudios
y suficientemente valido, que tiene un valor prondéstico especialmente con
respecto a la recaida.

Firmas de expresion génica: Multiples estudios han evaluado el valor
pronostico de los perfiles de expresion, obteniendo resultados
prometedores. Sin embargo, estos son estudios con limitaciones. Dos
plataformas genéticas son las mas desarrolladas; Oncotype Dx® de CCR, ya

se comercializa en Estados Unidos que estudia por medio de transcripcion
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reversa de la PCR y discrimina 7 genes con valor prondstico y 6 con valor
predictivo y categoriza a los pacientes en 3 grupos (riesgo alto, moderado y
bajo), aunque el valor predictivo no pudo ser validado. La otra plataforma
comercial, ColoPrint®, actda como prueba con valor pronéstico mediante
micromatrices multigénicas de acido desoxirribonucleico complementario
(ADNc), una firma de expresion de 18 genes, clasifica pacientes en riesgo
alto o bajo, pero todavia pendiente de validacion por estudios prospectivos
aunque con resultados alentadores.

Por lo tanto, de momento el tinico biomarcador validado para la utilizacion

en la practica clinica es la IMS. (36,47,51-53)

10.3.2.- Marcadores moleculares del CCR metastasico:

Multiples estudios sobre genes como KRAS, BRAF, EGFR, PI3K y PTEN se
han realizado y se puede concluir de momento que el estudio de la
mutacién del K-ras debe ser determinado en todos los pacientes con CCR
metastasico, en los que se considere la administracion de una terapia
anticuerpos monoclonales anti-EGFR, como el como Cetuximab y
Panitumumab. La determinacién del resto de genes no debe realizarse de
forma rutinaria, ya que no es necesaria para la toma de decisiones

terapéuticas a dia de hoy. (47,54,55)

11.- La Matriz Extracelular y el Desarrollo Tumoral.

El desarrollo tumoral no so6lo esta determinado por las células cancerosas,

sino que también juegan un papel fundamental los elementos celulares del

estroma tumoral, que esta formado por el conjunto de fibroblastos, células

inflamatorias del propio sistema inmune y sistema de vasos sanguineos (Figura 3).

Asi como también los elementos moleculares de la matriz extracelular (MEC)

posee una gran influencia sobre las células de los tejidos, tanto en los tejidos de

caracteristicas normales, como en los patoldégicos e inflamatorios; su relacion
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permite mantener desarrollo y vitalidad de los tejido asi como también la muerte
celular, todo esto a través del equilibrio entre las metaloproteinas y sus
inhibidores (Figura 4). La MEC es la encargada de dar la especificidad tumoral y,

asimismo, se asocia a todo tipo de enfermedades. (56)

Figura 3 : Componentes de la Matriz Extracelular.
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Figura 4 :Matriz extracelular.
Fuente: La Matriz extracelular; un ecosistema influyente en la forma y comportamiento
de las células. Saavedra J., Zafiiga L., Vasquez J., et al. Morfologia 2015. (157)

Ultimamente, miiltiples estudios han demostrando la clara relacién que
existe entre a la inflamacién y cancer; claros ejemplos de esto pueden ser el
esofago de Barret y el cancer esofagico, la infeccién por H. Pylori y el cancer
gastrico, infeccidn por Papiloma Virus (HPV) cervical y cancer de cérvix, la mayor
predisposicion en enfermedad inflamatoria intestinal y cancer colonico, etc. (57)

Se ha observado asi que a diferencia de la inflamacién fisiolégica; en la
carcinogénesis se pierde la homeostasis, produciéndose un aumento en la
secrecion descontrolada por parte de las células. En fases tardias del desarrollo
tumoral las células que se encuentran en la matriz extracelular presentan actividad
anti-tumoral, mientras que en las etapas iniciales estos mecanismos pueden ser
beneficiosos para el tumor como es el caso de los mastocitos y la
neovascularizacion, ayudando asi a los procesos oncogénicos, al crecimiento
tumoral su diseminacion y a desencadenar una respuesta posterior de

inmunosupresion asociada. (56)
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Las células tumorales adquieren nuevas caracteristicas (Figura 5).

migracion y
metastasis

sefales de - - apoptosis angiogénesis
crecimiento

Figura 5: Caracteristicas de las células tumorales.

11.1.- FIBROBLASTOS.

Los fibroblastos son las células mas comunes del tejido conjuntivo, con gran
capacidad de diferenciacion hacia otros tejidos mas especializados. Su principal
funcion es la de mantencidn, cicatrizacién y reparacion de la MEC. Estos pueden
sintetizar colageno, glucosaminoglucanos y proteinas fibrosas como la fibronectina

y laminina, que son las que dan el sostén a el citoesqueleto y el tejido conjuntivo.

Nuevas evidencias y estudios demuestran que los fibroblastos son claves en
la carcinogénesis, desde 1986 Dvorak lo describia como “el tumor es una herida
que nunca cura” y en 2011 Hanaban y Weinberg se refieren al “ Fibroblasto
asociado a cdncer” (FAC), describiendo que este tipo celular esta estrechamente

relaciona con la progresion tumoral. (58)

Basandose en numerosas evidencias, esta claro ahora que el microentorno
tumoral esta involucrado en las todas las etapas del desarrollo del proceso. Cuando
un célula muta y adquiere su potencial tumoral se realiza una conexion estrecha
con su microentorno para asi poder mantener su proliferacidn; se cree que hay
células que no logran esta compleja relaciéon simbiodtica y no pasan las barreras,

quedando inactivadas y sin perpetuar su crecimiento. El conocimiento y
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entendimiento mas profundo de la carcinogénesis, lograria desarrollar terapias

que puedan frenar esta interrelacion y asi la progresion tumoral. (59)

Estos acontecimientos de la degradacion MEC son producidas en gran parte
por enzimas proteoliticas llamadas Metaloproteinasas. Se tratan de
endopeptidasas dependientes del Zinc, que se describen a continuacién y son las
que han despertado un nuevo interés en estudios de cara a conocer mejor el

comportamiento tumoral y posibles nuevas dianas terapéuticas.

11.2.- METALOPROTEASAS (MMPs).

Las metaloproteasas o metaloproteinasas son endopeptidasas secretadas
por los fagocitos y el tejido conectivo. Estas enzimas son secretadas en forma
latente; dentro de su estructura posee en atomo de Zinc que son los que
participaran es su activacion, de ahi su denominacion de “metalo”proteinasas.

Otra caracteristicas de las MMPs es que tienen la susceptibilidad de ser
inhibidas por factores endogenos llamados “inhibidores tisulares de
metaloproteasas” o TIMPs. (60)

Las MMPs fisiol6gicamente tienes 3 funciones basicas, que son las de:

* Mantener la estructura de los tejidos.

* Remodelacion fisiolégica en caso de dano.

* Coordinaciéon entre la sintesis y degradacién de los compartimentos

tisulares. (61)

Se observa entonces que las MMPs juegan un papel fundamental en el proceso
fisiologico de homeostasis de los tejidos; aunque nuevas lineas de investigaciones
demuestran que existen en los tejidos tumorales un aumento de la expresion de la
MMPs respecto al tejido normal. La accidon degradativa de las MMPs es capaz de
alterar las uniones intercelulares y de las células con la matriz, se produce ademas
una activacion o desactivacion en los mediadores de sefalizacion y en los
receptores de superficie; produciéndose una serie de cambios que convierte a un
microambiente proclive para la malignizacion y desarrollo del tumor vy

posteriormente su migracion. (62)
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En la literatura existe gran cantidad de publicaciones sobre estudios acerca
de la relacion que existe entre el desarrollo de cancer y las MMPs; asi como de sus
inhibidores TIMPs, en tumores de varias localizaciones. Existe una gran
variabilidad de datos pero muchos de ellos con resultados prometedores para
desarrollo de nuevas dianas terapéuticas y factores prondsticos y predictivos. (63)

Un reciente metaanalisis realizado por Shuaj Miao y colaboradores
concluyen que en cancer esofagico la MMP7 demuestra un clara correlacion con el
estadio tumoral; por lo que podria utilizarse como un biomarcador para factor
pronostico. (64)

En lo que respecta a cancer gastrico también se ha demostrado que la sobre
expresion tumoral de las MMP7 y TIMP2 se asocia un peor prondstico de los
pacientes. (65)

El cancer de mama es uno de los campos en que tiene mayor aplicacion la
investigacion de las MMPs; por ejemplo, el grupo de Vizoso y colaboradores,
describe que, segun la expresion de MMPs y TIMPs en el estroma, se puede
clasificar a los pacientes en subgrupos y, asi, tener una mejor evaluacion
pronostica, por lo tanto una mejor decision terapéutica. (66)

Este mismo grupo de investigacion describen que en el Hepatocarcinoma el
micro entorno tumoral, con sus células infamatorias y fibroblastos con la expresion
MMPs y TIMPs, son promotores de mecanismos tumorales como la angiogénesis,
crecimiento e invasion; por lo que la caracterizacién de la matriz extracelular
puede dar gran informacién pronostica.(67,68)

Otras investigaciones hablan de la posibilidad de aislar anticuerpos que
actuarian de manera selectiva contra MMPs de mal prondéstico, con lo que se
abriria un nuevo camino para la mejoria de los tratamientos al ser mas dirigidos;
estudios experimentales en ratones muestran que el bloqueo de las MMPs pueden
disminuir la capacidad invasiva de las metastasis. (69,70)

Dentro de los estudios en patologia coldnica hay estudios como el de Vizoso
et al que concluye que las MMPs y TIMPs tienen un papel fundamental en el
desarrollo tanto de cancer, como en el desarrollo de polipos y en la enfermedad
inflamatoria intestinal. Asi también, estudios demuestran que en los tumores
colénicos el aumento de la expresion de MMP11 y 13 por los fibroblastos del

estroma se asocian a un peor prondstico con menor tasa de supervivencia. (71,72)
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11.3.- RECEPTOR TIPO TOLL O “TOLL LIKE RECEPTOR” (TLR).

Los TLRs son proteinas transmembranosas que forman parte del sistema
inmunitario innato, que esta encargado en reconocer agentes infecciosos o
extrafos y desencadenar una cascada, con activacion de la respuesta inflamatoria
en los leucocitos e incremento de moléculas estimuladores; existen 13 miembros
de la familia de TLRs reconocidos. (73)

Los TLRs tienen una distribucién tisular muy amplia, estos pueden
reconocer moléculas derivadas de los tejidos lesionados del huésped y
desencadenar respuestas no solo inmunes sino también metabdlicas y de
comportamiento propias de los estados de enfermedad. De acuerdo con estas
observaciones, es posible considerar a los TLR como receptores de sefales de
peligro, tanto exdgenas como endogenas; y, por tanto, como un puente entre la
teoria del reconocimiento de lo no propio infeccioso y la teoria del peligro, lo cual
plantea una serie de repercusiones progresivas importantes que van mas alla de la
respuesta inmune. (74)

Existen dos vias de activacidn, la una mediada por MyD88, y la segunda
independiente de MyD88. Posteriormente, se produce una activaciéon de factores
como interferon, y factor nuclear KB, entre otros, que luego produciran citoquinas
que contintian y aumentan el estado reactivo de la respuesta autoinmune, de la
inflamacion cronica y de las enfermedades infecciosas; con el reconocimiento de
las secuencias moleculares asociados a patégenos (PAMPs).

La teoria del Modelo del Peligro se trata basicamente en una vision de los
TLRs en la que propone que la respuesta inmune puede inducirse no sélo por el
encuentro con un antigeno; sino también por cualquier circunstancia de peligro; es
decir, que ademas de reconocer moléculas de microorganimos “no propios”, los
TLR también detectan la “pérdida de lo propio” al reconocer moléculas asociadas a
“Peligro” presentes en células infectadas o dafiadas por medios no apoptéticos.
(75)

Los TLRs estan asociados a la sensibilidad infecciosa, alérgica e
inflamatoria, asi como al cancer. La identificacion de los TLRs ha revolucionado el

campo de la inmunologia. Un entendimiento completo de los mecanismos de la
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inmunidad innata podria ayudar para la manipulacion de enfermedades
infecciosas, cancer y alergias, entre otras. (76)

La evidencia sugiere que un mal funcionamiento de los TLRs contribuye al
desarrollo de enfermedades autoinmunes del tejido conectivo, tuberculosis,

pancreatitis, enterocolitis necrotizante, aterosclerosis, entre otros. (77-79)

11.3.1.- Tratamientos y aplicacion clinica de los TLRs:

Los TLRs son promotores de defensas, por lo que sus antagonistas pueden
ser el objetivo diana para tratamientos en enfermedades inflamatorias y
autoinmunes en las que estan involucrados. Paraddjicamente se ha observado una
sobreexpresion de TLRs en multiples tumores; por lo que varios estudios
demuestran que los TLRs pudieran tener un papel en el crecimiento del tumor y la
evasion del mismo frente a las defensas del huésped. Los TLRs se podrian utilizar
para mejorar la efectividad del reconocimiento de los antigenos, asi como también
el uso de sus antagonistas para una posible forma de ataque a las células
tumorales. Se ha demostrado que hasta un 25% de todos los tumores son debidos
a la asociacion de inflamacion cronica y cancer. Las células cancerigenas adquieren
una capacidad para sobrepasar los limites de supervivencia y proliferacion,
inactivando a los genes supresores; todo esto debido a un soporte del estroma

normal que rodea al tumor.(80,81)

11.3.2.- TLR4 en CCR:

Se ha demostrado que los TLRs estan implicados en la Enfermedad
Inflamatoria Intestinal; y aunque todavia hay muchos puntos por aclarar en la
asociacién de inflamacion crénica y la aparicién de CCR, estudios en pacientes con
Colitis Ulcerosa demuestran que los TLR4, podrian promover el desarrollo
cancerigeno y, probablemente, su inhibicién seria un factor protector. (82)

Otros estudios que comparan pacientes con adenomas, colitis ulcerosa y
adenocarcinoma, nos muestran que existe una mayor expresion de TLR4 en las
células del epitelio y del estroma, asi como los mediadores de las vias inflamatorias

y angiogénicos durante la progresion hacia el cancer colorrectal; sugiriendo asi a
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estos como marcadores de progresion de la enfermedad en pacientes con lesiones
pre-malignas hacia neoplasia. (83,84)

Por otro lado, el grupo de Vizoso ha demostrado que la expresion de los
TLR4 por las células tumorales en el CCR, esta asociado a una menor recurrencias
tumoral, mientras que, si es expresado por los fibroblastos se asocia
independientemente a una mayor recurrencia y menor supervivencia, por lo que
podria tener utilidad como un marcador de prondstico. (85)

Otros estudios en el CCR demuestran que el incremento del TLR4, MYD88 y
de IL6, estan asociados a mayor numero metastasis hepaticas y es un factor
independiente en el prondstico de CCR; mientras que la deficiencia de TLRs es un

factor protector. (86)

11.3.3.- Aplicacion terapéutica de los TLRs:

Los TLRs ahora se han convertido en objetivo importante para el
tratamiento de enfermedades infecciosas, terapia con vacunas y tratamiento del
cancer, debido a su gran capacidad para la presentacion de antigenos y de
desencadenar la respuesta innata y adaptativa. Ultimamente, la evidencia
demuestra que los TLRs se expresan en una gran variedad de tumores, sugiriendo
estos datos que tienen implicacién en la biologia tumoral, promoviendo la
proliferacion, resistencia a la apoptosis, invasion celular y metastasis que, a su vez,
es regulada por las MMPs e integrinas. Sin embargo, algunos estudios demuestran
que los TLRs bajo diferentes condiciones pueden mostrar un efecto contrario; por
un lado, podrian promover la apoptosis, aunque también bajo otras condiciones
ayudan a la supervivencia de la célula, al crecimiento tumoral e inclusive a la
resistencia contra la terapia anti-tumoral. Estos hallazgos sugieren que los TLRs se
podrian utilizar como agonistas o antagonistas en terapia anticancerigena, aunque
de momento son necesarios mas estudios sobre TLRs en condiciones normales y

otros en células mutadas. (87-90)

Hoy en dia, la asociacién de inmunidad y cancer han adquirido mucho
interés en los investigadores, estudios sugieren que ciertos perfiles de expresion

podrian servir de guia para el diagnostico especifico de cancer, la predisposicion
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de los pacientes en desarrollar tumores y predecir su comportamiento, su

sensibilidad o resistencia a las terapias anti-tumorales. (91-93)

El uso combinado de un antigeno aislado del tumor y los TLRs de forma
agonista o antagonista podrian servir como vacuna y, asi, anticipar el efecto de
proliferaciéon aumentando la autoinmunidad contra el cancer. Aunque es necesaria
todavia mas investigacion para conocer en detalle el comportamiento de cada TLR
y sus vias en cada tipo tumoral, por lo que estas opciones terapéuticas se
encuentran todavia en una etapa inicial de la investigaciéon y queda mucho por

desarrollar. (94)

12.- Inmunoterapia.

La inmunoterapia cobra un gran interés en 1998 cuando Ohtani vy
colaboradores demuestran la que presencia de Linfocitos T CD8+ (citotoxicos) en
el microambiente tumoral se correlacionan con un mejor prondstico en el CCR; lo
que inici6 investigaciones sobre esta linea, actualmente existen 7 categorias:

1. Anticuerpos Monoclonales: son moléculas generadas en laboratorio para
poder atacar a antigenos especificos de los tumores. Actualmente existen
multiples ensayos clinicos en desarrollo para nuevas terapias
monoclonales.

2. Control de Inhibidores e Inmunomoduladores: las citocinas son
proteinas de sefializacion que intervienen y regulan las reacciones
inmunitarias e inflamatorias. El objetivo es un control de la respuesta
inmune y producen un bloqueo de las moléculas inhibidoras y una
estimulacién de las moléculas activadoras de la respuesta inmune.

3. Vacunas: consiste en la inoculacién de antigenos asociados al cancer para
aumentar la reacciéon inmunitaria. Existen vacunas con antigenos que se
encuentran en varios tipos de células cancerigenas, otras que serian
especificas para cada especie de cancer, y unas terceras que serian
individuales para cada tipo de tumor y cada individuo. Se estan
desarrollando en ensayos clinicos vacunas que incluyen como dianas el

CEA, MUC1, Guanilil ciclasa Cy NY-ESO-1.
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4.

6.

Terapia adoptiva de transferencia de Linfocitos T: se trata de una
terapia experimental donde se cultivan los linfocitos T citotoxicos extraidos
del tumor de cada paciente, se realiza manipulacién genética de ellos en
laboratorio para incrementar su actividad y se reintroducen nuevamente en
el paciente. De esta forma, los nuevos linfocitos T modificados se adhieren
al tumor para su destrucciéon. De momento esta linea se estudio
ampliamente en el melanoma metastasico, aunque ya se iniciaron estudios
en tumores solidos que se encuentran en Fase [ y IL.

Terapia de Virica Oncolitica: consiste en la introducciéon de virus
modificados que producen su adherencia y multiplicacién en las células
tumorales, sin causar un gran efecto en las células normales. De momento,
no ha sido aprobado su uso en Estados Unidos. En China un adenovirus
modificado fue utilizado para tumores de cabeza y cuello. Ahora se
encuentra en Fase Il de ensayos clinicos.

Adyuvantes Inmunoterapicos: son substancias que tienen la finalidad de
aumentar la respuesta autoinmune y se utilizan solas o combinadas con
otras inmunoterapias.

Citoquinas: Son moléculas mensajeras que ayudan al crecimiento y

actividad de las células del sistema inmune.

La mayoria de estas terapias estan en fases de ensayos clinicos y pendientes de

aprobacioén definitiva.(95,96)
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111.HIPOTESIS Y OBJETIVO.
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1.-Hipotesis de trabajo.

El cancer colorrectal hoy en dia se ha convertido en un importante
problema de salud publica debido a su incidencia y la elevada morbimortalidad
que este produce. Ocupa la tercera causa de muerte en Espafia; su tratamiento se
basa en reseccion endoscopica, cirugia, quimioterapia y/o radioterapia segun el
caso.

El pronéstico y tratamiento de los pacientes con CCR, se basa
principalmente en criterios clinicos y hallazgos anatomopatolégicos; hecho que
resulta insuficiente ya que se puede estadificar en un mismo grupo a pacientes que
tendran un desarrollo de la enfermedad y respuesta al tratamiento totalmente
diferente, ya que existe otro importante factor que es el comportamiento de las
células tumorales, y eso hace el que cambie el prondstico en cuanto a porcentajes
de recurrencia tumoral y supervivencia. Aunque en proceso de investigacion,
todavia no existen factores predictivos y prondsticos validados que nos ayuden a
evaluar el comportamiento individualizado de cada paciente. En el estadio II del
cancer de colon todavia existe controversia en el tratamiento adyuvante; ya que no
esta claro en quienes este tratamiento podria ser beneficioso dada su alta
posibilidad de recurrencia y, a su vez, en quienes se podria prescindir de su
aplicacion por tener un beneficio muy escaso y, asi, evitar los graves y
perjudiciales efectos secundarios.

Existen numerosos articulos en la literatura sobre las MMPs, TIMPs y TLRs
en relacidn con el cancer en general, y con el colorrectal en especifico, que sugieren
un papel relevante de estas proteinas en la biologia tumoral y su posible factor
pronostico y predictivo.

Por lo que este trabajo tiene entre sus objetivos, el evaluar los factores de
inflamacion, MMPs y TLRs, entre los grupos de pacientes operados con cancer
colorectal estadio II. De esta forma se pretende intentar identificar un posible
factor prondstico que pueda contribuir a individualizar mejor la estrategia en el

tratamiento y seguimiento.
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2.-Objetivos.

Estudiar la expresion global de factores relacionados con la carcinogénesis
y la inflamacién; Metaloproteasa (MMP)-11, MMP-13 y Receptor tipo Toll
(TLR) 4, en las muestras tumorales de los pacientes con neoplasia de colon
estadio Il operados.

Medir las expresiones de MMP-11, MMP-13 y TLR4 por cada uno de los
distintos tipos celulares (células tumorales, fibroblastos, células
mononucleares inflamatorias) de los tumores.

Evaluar las posibles diferencias en las expresiones de las MMP-11, MMP-13
y TLR4, entre el grupo de pacientes que se observé recurrencia tumoral
local y/o metastasica versus el grupo que permanecieron libres de
enfermedad.

Realizar un analisis de supervivencia y posible asociacion entre el

pronostico de los pacientes y la expresion MMP-11, MMP-13 y TLR4.
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IV.MATERIAL Y METODO.
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1.-Diseiio del estudio.

Se trata de un estudio analitico, observacional de casos y controles en el que
se incluyen a pacientes con diagnoéstico y operados de cancer de colon en estadio II

segun la clasificacion de la AJCC 7ma edicion.

2.- Aspectos éticos.

Todos los pacientes han sido tratados bajo las normas de la ley de
proteccion de datos, firmaron un consentimiento informado previo y el estudio fue
aprobado por el comité de investigacion del Hospital de Cabuefies y de la

Fundacién Hospital de Jove, donde se realiz6 el estudio.

3.- Pacientes.

Se seleccionaron los pacientes diagnosticados y operados con cancer de
colon estadio II, basandose en dos muestras; una procedente del Hospital de
Cabuefies (Area Sanitaria V, Gijén-Espafia) operados entre los afios 2005 - 2015, y
una segunda, de un grupo de pacientes procedente de una muestra histoérica de la
Fundacién Hospital de Jove (Area Sanitaria V, Gijén-Espafia) entre los afios 1981 -

1992 (72,85); tabla 7.

3.1.- Criterios de Inclusion de los pacientes.

* Pacientes con neoplasia de Colon en estadio Il confirmados por la anatomia
patoldgica posterior.

* Haberse sometido a cirugia con intencion curativa.

* En el caso de los pacientes sin recurrencia, debera de existir un seguimiento
igual o mayor a 60 meses (5 afios).

* Que la cirugia realizada cumple los criterios oncolégicos .

* Seincluyen cirugia por laparotomia y laparoscopia.
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3.2.- Criterios de Exclusion de los pacientes.

* Pacientes con tumores sincrénicos o metacrénicos con un mayor estadio.

* (Cancer de Recto.

* (Cirugia donde no se cumplan los criterios oncoldgicos (nimero de ganglios
menor de 12, reseccién incompleta del tumor, margenes tumorales no
adecuados).

* Antecedentes de neoplasia de colon operada.

* Quienes recibieron tratamiento neoadyuvante.

* Pacientes diagnosticados previamente de otra neoplasia.
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Tabla 7: Caracteristicas clinicopatolégicas de los 96 pacientes con Cancer

de Colon Estadio II.

CARACTERISTICAS N (%)
Pacientes totales 96
Hospital de Cabueiies 57 (59,3)
Hospital Fundacién de Jove 39 (40,6)

Edad (mediana) 68,5

Sexo
Masculino 46 (47,9)
Femenino 50 (52,1)

Grado Histologico
Bien diferenciado 25 (26)
Moderadamente diferenciado 68 (70,8)
Pobremente diferenciado 1 (1)
No consta 2 (2)

Recurrencia
Si 45 (46,9)
No 51 (53,1)

Tipo de Recurrencia
Local 21 (21,9)
Distancia 29 (30,2)
Metastasis Hepaticas 16 (16,7)
Metastasis Pulmonares 11 (11,5)
Metastasis Cerebrales 1 (1)
Metastasis Oseas 1 (1)
Carcinomatosis 10 (10,4)

Muerte por Cancer 28 (29,1)

Tratamiento Adyuvante
No 90 (93,8)
Si 6 (6,3)

Localizacion Tumoral
Colon Derecho 36 (37,5)
Colon Transverso 7 (7,3)
Colon izquierdo 52 (54,2)
Derecho/Sigma 1(1)
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4.- Manejo de la muestras.

Se recolectaron las muestras conservadas en bloques de parafina del
Servicio de Anatomia Patologica del Hospital de Cabuefies y la Fundacién Hospital
de Jove; luego se realizaron los demdas procesos de anadlisis en la Unidad de

Investigacion de este ultimo (Gijon Espafia).

4.1.- Técnica de elaboracion de Mallas de tejido y tincion

Inmunohistoquimica.

Con el fin de determinar la expresion de MMP-11, MMP-13 y TLR-4, en las
muestras de tejido de cada uno de los pacientes del estudio, se han elaborado unas
mallas de tejido o arrays de tejido. De esta forma, se pueden procesar 32 muestras

de pacientes simultaneamente.

Las muestras de los tejidos se fijaron en formol tamponado al 4% durante un
minimo de 24h. Tras esto, se realizé el estudio macroscépico y se incluyeron en
parafina las secciones mas representativas para el diagnostico anatomo-
patolégico. Para su inclusion, se realizo el siguiente proceso: formol 15" - Alcohol

700307-96°30"-96°30"-100°30"-100°30"-100°45" -xilol 60" - xilol 60°".

Tras la obtencién de los bloques de tejido y con la ayuda de un micrétomo
(Leica Microsystems GmbH, Wetzlar, Germany) se realizaron cortes con un grosor
de 5um y se tifieron con hemtoxilina-eosina de cara a confirmar la presencia de
tejido tumoral. Posteriormente se elabora el array mediante un manual tissue
microarray (Modelo MTA-1, Beecker instruments, Sun Praerie, Wisconsin, USA). El
procedimiento consiste en extraer uno a uno los cilindros de parafina del bloque
receptor, rellenando el bloque en blanco con el tejido extraido del bloque donante.
Al mismo tiempo se realiza una plantilla indicando la situacion de cada uno de los

casos, asi como el nimero de biopsia correspondiente.

Una vez terminado el array se lleva a la estufa a 602C durante 10" para la
correcta union de los cilindros al bloque de parafina. Para el corte del array, éste se
enfria previamente a 42C. Los cortes se realizan en el microtomo obteniéndose
secciones de 5pm de grosor. Los cortes son recogidos en portaobjetos pretratados

para el uso en el inmunotenidor.

50



Figura 7: Tincion Inmunohistoquimica realizada sobre un array.

Sobre estas laminillas se realizé el estudio inmunohistoquimico, utilizando

anticuerpos especificos frente a MMP-11, MMP-13 y TLR-4.

Antes de la inmunotincion se realiza el desparafinado y el

desenmascaramiento antigénico de los anticuerpos.

Los anticuerpos usados en este proyecto han necesitado un
desenmascaramiento antigénico o pre-tratamiento con calor. Este pre-tratamiento
se realizé con el sistema automatizado PT-Link (Dako, Glostrup, Dinamarca), el
cual consta de 2 tanques con diferentes soluciones de recuperacion antigénica. Uno
a pH9, compuesto por una solucién de Tris-EDTA (Targer Retrieval Solution, Dako)
y el otro a pH6 compuesto por un tampon citrato (Target Retrieval Solution, Dako).

Se usa uno u otro tratamiento dependiendo de las caracteristicas del anticuerpo
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primario. Este sistema lleva al calentamiento de la laminilla a 952C durante 20
minutos, atemperandose posteriormente hasta 652C. Finalmente, las secciones se

mantuvieron un minimo de 5 minutos en tampoén de lavado, en ambos casos.

Una vez tengamos las laminillas con los cortes fijados, desparafinados y con
el desenmascaramiento antigénico, comienza la tinciéon automatica. Los cortes se
introdujeron en las bandejas especiales del Auto-Stainer Dako (tefiidor
automatico), donde se realizd la técnica de inmunohistoquimica siguiendo estos
pasos: a) lavado en tampdn; b) bloqueo de la peroxidasa endégena con peroxido
de hidrogeno al 3% durante 5 minutos; c) incubacion con el anticuerpos primarios,
el tiempo de esta incubacidon depende del anticuerpo usado (Tabla 8); d) el exceso
de anticuerpo se elimina con tampén de lavado (Wash Buffer, Dako); e)
incubacion de los cortes con el sistema de polimeros de dextrano durante 30
minutos (Envision™ Detection Kit, Dako). Este sistema de polimeros de dextrano
se basa en la utilizacion de un polimero de alto peso molecular, al que se conjugan
covalentemente un gran numero de moléculas de peroxidasa y anticuerpo
secundario (inmunoglobulinas anti-ratén/conejo); g) lavados con tampoén; h) la
visualizacion del marcaje inmunohistoquimico se realiza con tetraclorhidrato de
diaminobencidina (DAB) (Dako) durante 7 minutos y 30 segundos; i) contratincion
con hematoxilina de Harris durante 2 minutos; j) las muestras se lavan, se
deshidratan con alcoholes de concentraciones crecientes y xilol, y se montaron con
HistoLab (Pertex®) y cubreobjetos. Por ultimo se observaron al microscopio

optico Olympus Bx51 a 400x.
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Tabla 8: Anticuerpos primarios utilizados para la deteccion de proteinas
mediante inmunohistoquimica .

Incubacién Casa comercial
Anticuerpo Pretratamiento Dilucion
(min) (N2 Cat)
MMP-11 pH6 1:400 60 Thermo (MA1-26627)
MMP-13 pH9 1:50 120 Thermo (MA5-14238)
TLR-4 pH6 1:40 45 Santa Cruz (SC-10741)

4.1.- Analisis de las Tinciones.

Para cada anticuerpo, se estudié la localizacion de la inmunoreactividad, el
porcentaje de células tefiidas y la intensidad de tincién de cada muestra. Para ello
se utilizo en sistema de analisis de imagen que consta de un microscopio (Olympus
BX51) acoplado a una cdmara fotografica y un programa adaptado al mismo
(analySIS, soft Imaging System, Miinster, Alemania), para cuantificar el area tefiida

de cada muestra.

Manualmente se selecciona el area tefiida por el anticuerpo (que se vera
marcada en marron y el software lo representa de color amarillo) y la zona tefiida
por la hematoxilina (representa a los nucleos, el software lo representa en color

rosa) (Figura 8).
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Figura 8: Sistema de analisis de imagen y de tincion.

Se obtuvo de cada campo un porcentaje de area teflida. Este porcentaje es el
resultante de la relacion entre el area tefiida por el anticuerpo (en amarillo) y el

area no tefiida (en rosa).

En los arrays de tejido se han hecho 2 cilindros para cada paciente, y de cada
cilindro se obtienen 2 medidas en distintas areas, asi pues, de cada paciente se

hace la media de los 4 porcentajes.

Para cuantificar la intensidad de tincidn se sigue la siguiente escala numérica
del cero al tres reflejando 0 la ausencia de tincion; 1 una tincién débil; 2 una

tincion intermedia y 3 una tincion intensa.

Por tultimo, se calcula el valor de tincion; es decir, la expresion global o score

de la tincidén, mediante una hoja de calculo, multiplicando la intensidad de la

misma por el porcentaje de area tefiida.
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4.2.- Andlisis de datos y métodos estadisticos.

Las diferencias en porcentajes fueron calculadas con la prueba Chi-cuadrado.
Los valores de tincion de cada proteina fueron expresados en forma de mediana
con un intervalo minimo y maximo. La comparacion de los valores de tincion entre
los grupos fue realizada con la pruebas no paramétricas, como son Mann-Whitney o
Kruskall-Wallis para muestras independientes. Para los andlisis de supervivencia

libre de enfermedad se utilizé el método de Cox univariante.

Para realizar el andlisis estadistico de los resultados obtenidos de las
inmunotinciones, se utiliz6 el programa estadistico PASW 18.0 (SPSS Inc., Chicago,
IL). Las diferencias entre grupos se consideraron significativas cuando el valor de

p, fue igual o inferior a 0,05.
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V.RESULTADOS.
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1.- Casos perdidos.

Alo largo de la realizacion del estudio, en unos pocos casos no se ha logrado
la obtencién de los resultados de las tinciones de inmunohistoquimica para los
factores analizados. Ello ha sido debido a la ausencia de muestra tisular suficiente
para realizar todas las determinaciones necesarias. A estos resultados se les ha
denominado “casos perdidos”. Hemos de recordar que las muestras para el estudio
provenian de piezas de reseccion de intervenciones quirurgicas, con lo cual han
sido ya utilizadas por el servicio de Anatomia Patoldgica para su correcto
diagnostico. En la Tabla 9, se enumeran los casos validos y perdidos para cada

determinacion.
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Tabla 9: Casos validos y perdidos del estudio de la expresion global y por tipo

celular.

Validos Perdidos
MMP11 (score) 93 3
MMP13 (score) 92 4
TLR4 (score) 92 4
MMP 11 CT 93 3
MMP11 FIB 93 3
MMP11 CMI 93 3
MMP13 CT 92 4
MMP13 FIB 92 4
MMP13 CMI 92 4
TLR4 CT 92 4
TLR4 FIB 92 4
TLR4 CMI 92 4

CT: Célula tumoral, FIB: Fibroblastos, CMI: Célula mononuclear inflamatoria.

2.- Expresion global de MMP11, MMP13, TLR4.

Uno de los objetivos del estudio ha sido determinar la expresion global
(score), en las muestras obtenidas de los pacientes con cancer de colon estadio II.
En la Tabla 10, se muestra la expresion global de los tres factores a estudio, en
funcion de su mediana, describiendo también el intervalo minimo y maximo de su
expresion; se puede observar que existe una mayor expresion de MMP11, seguida

de la expresion de TLR4 y en menor medida la MMP13.
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Tabla 10: Expresion global de MMP11, MMP13 y TLR4.

Mediana Minimo Maximo

MMP11 118,82 0,00 293,05

MMP13 75,17 0,00 179,95

TLR4 107,02 0,00 240,62

3.- Expresion de MMP11, MMP13 y TLR4 por distintos tipos

celulares.

Otro de los objetivos principales del estudio, ha sido evaluar la expresion
por los diferentes tipos celulares: células tumorales (CT), fibroblastos (FIB), y por
las células mononucleares inflamatorias (CMI). En la Tabla 11, observamos que
existe mas variabilidad de expresion de los factores del estroma (fibroblastos y
células mononucleares inflamatorias) y una mayor expresion por las células

tumorales.

Tabla 11: Expresion de MMP11, MMP13 y TLR4 por tipo celular.

Célula Fibroblasto C.M.L
Tumoral N° (%) N° (%) N° (%)
MMP11 92 (95,8) 50 (52,1) 19 (19,8)
MMP13 76 (79,2) 85 (88,5) 26 (27,1)
TLR4 85 (88,5) 23 (24) 23 (24)
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4.- Relacion de la expresion de los factores con las

caracteristicas clinico patoldgicas de los pacientes.

a) Expresidn global.

Al comparar la relaciéon entre la expresion global de MMP11, MMP13 y
TLR4, y las caracteristicas clinico patologica de los pacientes, mediante la prueba
de U Mann-Whitney y Kruskal-Wallis para muestras independientes, se demostrd
(Tabla 12), de que existe una relacidn estadisticamente significativa entre la edad y
la expresion global (score) de TLR4. Se observd que los pacientes de edad mas

avanzada mostraron valores mas elevados de expresion global de TLR4.
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Tabla 12: Relacidn entre la expresion global de MMP11, MMP13 y TLR4 y las
caracteristicas clinico patolégicas.

Mediana Mediana Mediana
Caracteristica Score Score Score
(intervalo) (intervalo) (intervalo)
MMP11 MMP13 TLR4
Edad p: 0,01
< 68,5 afios 113,51 72,31 96,5
(32-293) (0-149) (0-194)
> 68,5 anos 126,12 80,1 117,43
(0-254) (0-179) (0-240)
Sexo
Hombre 116,10 81,36 109,08
(0-256) (0-179) (0-240)
Mujer 132,09 71,88 98,70
(39-293) (0-173) (0-215)
Recurrencia
Si 126,48 80,10 110,37
(39-284) (0-179) (0-216)
No 109,04 67,66 103,60
(0-293) (0-150) (0-240)
Grado de diferenciacion
Histoldgica
Bien diferenciado 109,56 81,36 105,54
(0-226) (0-179) (0-210)
Moderadamente diferenciado 126,85 72,99 106,36
(32-284) (0-158) (0-240)
Poco diferenciado 293,05 0 -
(0-293) (0-0)
Localizacion Tumoral
Colon Derecho 117,66 73,67 97,93
(36-219) (0-173) (0-240,62)
Colon Transverso 120,03 119,04 117,27
(53-158) (0-138) (15-186)
Colon izquierdo 127,19 71,88 107,79
(0-293) (0-179) (0-216)
Colon Derecho / Sigma 100,58 91,64 134,16
(100,58) (91,64) (134,16)
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b) Expresion por tipo celular.

Al comparar las caracteristicas clinico-patolégicas de los pacientes con la
expresion por tipo celular mediante la prueba de Chi cuadrado, se demostré que
existe una relacion entre la expresion de TLR4 por las células tumorales y la
recurrencia global (Tabla 13). El resto de caracteristicas como: sexo, grado de
diferenciacion histolégica, localizacion tumoral; no demostraron relacion

significativas.
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5.- Relacion de la expresion de los factores con la recurrencia

global.

Se realizd el andlisis sobre la expresion global y por tipo celular de los
factores, MMP11, MMP13 y TLR4; y su relacién con la recurrencia tumoral global,
en los pacientes operados por carcinoma de colon estadio II. Considerandose como

recurrencia global, a la recurrencia tumoral tanto local, como a distancia.

a) Expresion global:

En la Tabla 14 se resume el nimero de casos en los que se observo la expresion
de los factores segin la mediana del score.

No se ha encontrado relaciones significativas entre la expresion de MMP11,

MMP13 y TLR4, con la recurrencia global. Figura 9, 10y 11.

Tabla 14: Relacion entre la expresion global (score)de MMP11, MMP13, TLR4, y el
numero de eventos de recurrencia tumoral global.

Factor Mediana Score N° Total N° Eventos (%)
<118,82 47 21 (44,6)
MMP11 > 118,82 46 23 (50)
<7517 46 20 (43,4)
MMP13 > 75,17 46 23 (50)
<107,02 46 20 (43,4)
TLR4 > 107,02 46 25 (54,3)
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b) Expresion por tipo celular:

En lo que respecta al analisis de la expresion por tipo celular; se muestra en la

Tabla 15 el resume de casos en los que se observd la expresidn de los factores.

No se observd significacion estadistica en MMP11 y MMP13 (Figuras 12 y 13);

sin embargo, si existié una relacion estadisticamente negativa entre la expresion

de TLR4 por células tumorales y la recurrencia global. (Figura 14.)

En cuanto a la expresion por tipos celulares de fibroblastos y células

mononuclear inflamatorias, podemos ver en las figuras 15 a la 20, que no se

demostro6 diferencias significativas.

Tabla 15: Relacidén entre la expresion de MMP11, MMP13 y TLR4, por los
diferentes tipos celulares, y el numero de eventos de recurrencia tumoral global.

Factor CT FIB CMI
2 N2 Eventos 2 N2 Eventos 2 N2 Eventos

Total (%) Total (%) Total (%)
MMP11 Ausente 1 0 (0) 43 16 (37,2) 74 36 (48,6)
Presente 92 44 (47,8) 50 28 (56) 19 8 (42,1)
MMP13 Ausente 16 6 (37,5) 85 40 (47) 66 30 (45,4)

Presente 76 37 (48,6) 7 3(42,8) 26 13 (50)

TLR4  Ausente 7 6 (857) 69 33 (47,8) 69 69 (52,1)
Presente 85 39 (45,8) 23 12 (52,1) 23 9 (39,1)
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6.- Relacion de la expresion de los factores con la recurrencia

tumoral local.

Se estudid la relacion entre la expresion de MMP11, MMP13 y TLR4 y la
recurrencia tumoral local, tanto para los factores globales, como para los
diferentes tipos celulares. Considerandose como recurrencia local, a la reaparicion

del tumor en el mismo sitio o region de origen.

a) Expresion Global:

En la Tabla 16 se resume el nimero de casos en los que se observo la expresion
de los factores segun la mediana del score. Las figuras 21, 22 y 23 se muestran las
curvas de recurrencia local segun los factores globales (score), donde no se ha

encontrado relaciones significativas.

Tabla 16: Relacidn entre la expresion global (score)de MMP11, MMP13, TLR4, y el
numero de eventos de recurrencia tumoral local.

Factor Mediana Score N° Total N° Eventos (%)
< 118,82 47 11 (23,4)
MMP11 > 118,82 46 10 (21,7)
<75,17 46 8(17,3)
MMP13 > 75,17 46 12 (26)
< 107,02 46 8 (17,3)
TLR4 > 107,02 46 13 (28,2)
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b) Expresidn por tipo celular:

En la Tabla 17 se resume el nimero de casos en los que se observo la expresion
de los factores segun los diferentes tipos celulares estudiados.

Las figuras 24 a la 32 se demuestra la relacion de los factores segun el tipo
celular: célula tumoral, fibroblasto y célula mononuclear inflamatoria; sin

evidencia de relaciones significativas con respecto a la recurrencia local.

Tabla 17: Relacidén entre la expresion de MMP11, MMP13 y TLR4, por los
diferentes tipos celulares, y el numero de eventos de recurrencia tumoral local.

Factor CT FIB CMI
N¢ N2 Eventos N2 N2 Eventos  N¢ N2 Eventos
Total (%) Total (%) Total (%)
MMP11 Ausente 1 0 (0) 43 8(186) 74 17 (22,9)
Presente 92 21 (23) 50 13 (26) 19 4 (21)
MMP13 Ausente 16 1 (6,2) 85 19 (22,3) 66 14 (21,2)
Presente 76 19 (25) 7 1(14,2) 26 6 (23)
TLR4 Ausente 7 2(28,5) 69 16 (23,1) 69 15 (21,7)
Presente 85 19 (22,3) 23 5(21,7) 23 6 (26)
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7.- Relacion de la expresion de los factores, con la recurrencia

por carcinomatosis.

Se compard la expresion de los factores por tipo celular y la recurrencia

tumoral por carcinomatosis, considerandose como carcinomatosis a la apariciéon

del tumor en el peritoneo abdominal. En la Tabla 18 se resume el nimero de casos

en los que se observo la expresion de los factores.

Se evidencia una relacidn estadisticamente significativa de forma negativa,

para la expresion de célula tumoral de TLR4 y la apariciéon de carcinomatosis.

Figura 35.

El resto de factores no se demostro relacion significativa. Figura 33, 34, 36 - 41.

Tabla 18: Relacidon entre la expresion de MMP11, MMP13 y TLR4, por los
diferentes tipos celulares, y el nimero de aparicion de carcinomatosis.

Factor CT FIB CMI
2 N2 Eventos N2 N2 Eventos  N¢ N2 Eventos
Total (%) Total (%) Total (%)
MMP11 Ausente 1 0 (0) 43 2 (4,6) 74 7 (9,4)
Presente 92 10 (10,8) 50 8 (16) 19 3 (15,7)
MMP13 Ausente 16 2(12,5) 85 9 (10,5) 66 7 (10,6)
Presente 76 7 (9,2) 7 0(0) 26 2(7,6)
TLR4 Ausente 7 3(42,8) 69 6 (8,6) 69 7 (10,1)
Presente 85 7 (8,2) 23 4(17,3) 23 3(13)
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8-. Relacion de la expresion de los factores, con la recurrencia a

distancia.

Se realiz6 anadlisis de la relacion entre la recurrencia tumoral a distancia y
los factores de la expresion global (scores), asi como por tipo celular, de MMP11,
MMP13 y TLR4; ademas un analisis por asociaciones en grupos combinando
MMP11 y TLR4. Considerandose como recurrencia a distancia, la reaparicion del

tumor en un sitio distinto al de origen.

a) Expresion global:

En la Tabla 19 se resume el nimero de casos en los que se observo la expresion
de los factores segin la mediana del score.
En el estudio no se encontrd relaciéon significativa entre la expresion global

(score) y la recurrencia tumoral a distancia. Figuras 42, 43 y 44.

Tabla 19: Relacion entre la expresion global (score)de MMP11, MMP13, TLR4, y el
numero de eventos de recurrencia tumoral a distancia.

Factor Mediana Score N° Total N° Eventos (%)
< 118,82 47 11 (23,4)
MMP11 > 118,82 46 17 (36,9)
<7517 46 14 (30,4)
MMP13 > 75,17 46 13 (28,2)
< 107,02 46 14 (30,4)
TLR4 >107,02 46 15 (32,6)
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b) Expresion por tipo celular:

En la Tabla 20 se resume el nimero de casos en los que se observo la expresion
de los factores segun los diferentes tipos celulares estudiados.

Al analizar la relacion entre la recurrencia a distancia y la expresion de los
factores por tipo celular; se demostr6 que existe una relacion significativamente
negativa entre la expresion de TLR4 por la células tumorales (figura 47), asi como
una relacion significativamente positiva, por los fibroblastos de MMP11 (figura
48); mientras que resto de los tipos celulares no demostraron significancia.

Figuras 45, 46, 49 - 53.

Tabla 20: Relacién de la expresion de MMP11, MMP13 y TLR4, por los diferentes
tipos celulares, y el numero de eventos de aparicion de recurrencia tumoral a

distancia.

Factor CT FIB CMI
N¢ N2 Eventos N2 N2 Eventos  N¢ N2 Eventos

Total (%) Total (%) Total (%)
MMP11 Ausente 1 0 (0) 43 8(18,6) 74 21(28,3)
Presente 92 28 (30,4) 50 20 (40) 19 7 (36,8)
MMP13 Ausente 16 5(31,2) 85 25 (29,4) 66 18 (27,2)
Presente 76 22(289) 7 2(285) 26 9 (34,6)
TLR4  Ausente 7 5(714) 69 20(28,9) 69 23 (33,3)

Presente 85 24 (28,2) 23 9(31,9) 23 6 (26)
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c) Expresion por grupos:

Ademas se realizé el analisis por grupos combinando las expresiones de

fibroblastos de MMP11 y célula tumoral de TLR4; en la Tabla 21 se resume el

numero de casos en los que se observo la expresion de los factores segun los

diferentes tipos celulares estudiados. No se encontr6 ninguna relacion significativa

(Figura 54).

Tabla 21: Relacién entre la expresion de TLR4 por células tumorales y MMP11
por los FIB, asociada por grupos, y el nimero de eventos de aparicion de
recurrencia tumoral a distancia.

GRUPOS N2TOTAL N2EVENTOS (%)
CT TLR4 negativo/FIB MMP11 negativo 2 1 (50)
CT TLR4 negativo/FIB MMP11 positivo 3 2 (66,6)
CT TLR4 positivo/FIB MMP11 negativo 39 8(20,5)
CT TLR4 positivo/FIB MMP11 positivo 45 17 (37,7)
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9.- Relacion de la expresion de los factores, segun la recurrencia

por metastasis hepaticas.

Se realizo el analisis de la relacién que existe en la expresion de los factores
globales de expresion (score) y por el tipo celular, con la aparicién de metastasis

hepaticas.

a) Expresion global:

En la Tabla 22 se resume el nimero de casos en los que se observo la expresion
de los factores segin la mediana del score.

Al analizar la relacion entre los factores globales de la expresion (scores) de
MMP11, MMP13 y TLR4, y las metastasis hepaticas (figuras 55, 56, y 57), no se

encontro ninguna relacion significativa.

Tabla 22: Relacion entre la expresion global (score)de MMP11, MMP13, TLR4, y el
numero de eventos de aparicion de metastasis hepaticas.

Factor Mediana Score N° Total N° Eventos (%)
< 118,82 47 6 (12,7)
MMP11 > 118,82 46 9 (19,5)
< 75,17 46 7 (15,2)
MMP13 > 75,17 46 8 (17,3)
< 107,02 46 9 (19,5)
TLR4 > 107,02 46 7 (15,2)
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b) Expresion por tipo celular:
En la Tabla 23 se resume el nimero de casos en los que se observo la
expresion de los factores segun los diferentes tipos celulares estudiados.
Al realizar el estudio de la relacidn entre expresion segtn del tipo celular y
la aparicion de metastasis hepaticas; se demostré una relaciéon significativa
positiva, por los fibroblastos de MMP11, (figura 61). El resto de tipos celulares no

se ha demostrado relacion significativa, figuras 58 - 60, 62 - 66.

Tabla 23: Relacidén entre la expresion de MMP11, MMP13 y TLR4, por los
diferentes tipos celulares, y el nimero de eventos de aparicion de metastasis

hepaticas.
Factor CT FIB CMI
N2 N2 Eventos 2 N2 Eventos e N2 Eventos
Total (%) Total (%) Total (%)
MMP11 Ausente 1 0 (0) 43 3(69) 74 12 (16,2)
Presente 92 15(16,3) 50 12(24) 19 3 (15,7)
MMP13 Ausente 16 3(18,7) 85 13 (15,2) 66 9 (13,6)
Presente 76 12 (15,7) 7 2 (28,5) 26 6 (23)
TLR4 Ausente 7 2(28,5) 69 10 (14,4) 69 13 (18,8)
Presente 85 14 (16,4) 23 6 (26) 23 3(13)
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10.- Relacion de la expresion de los factores, con la recurrencia

por metastasis pulmonares.

Se estudid la relacion entre la expresion los factores globales (score) y por

tipo celular, con la aparicién de metastasis pulmonares.

a) Expresion global:

Se analizé la expresion global (scores) de MMP11, MMP13 y TLR4; y la
aparicion de metastasis pulmonares; en la Tabla 24 se resume el nimero de casos
en los que se observo la expresion segin la mediana del score.

Al analizar la expresion global, figuras 67, 68, y 69; no se ha encontrado

relaciones significativas con la aparicidon de metastasis pulmonares.

Tabla 24: Relacidn entre la expresion global (score)de MMP11, MMP13, TLR4, y el
numero de eventos de la aparicion de metastasis pulmonares.

Factor Mediana Score N° Total N° Eventos (%)
<118,82 47 3(6,3)
MMP11 > 118,82 46 8 (17,3)
< 75,17 46 7 (15,2)
MMP13 > 75,17 46 4 (8,6)
<107,02 46 3(6,5)
TLR4 > 107,02 46 8 (17,3)
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b) Expresion por tipo celulares:

En cuanto al analisis por tipo celular y metastasis pulmonares; en la Tabla 25 se
resume el nimero de casos en los que se observo la expresion por los diferentes

tipos celulares. No se demostro relacion significativa, figuras 70 a la 78.

Tabla 25: Relacidon entre la expresion de MMP11, MMP13 y TLR4, por los
diferentes tipos celulares, y nimero de eventos de la aparicion de metastasis

pulmonares.
Factor CT FIB CMI
N2 N2 Eventos N2 N2 Eventos N2 N2 Eventos
Total (%) Total (%) Total (%)
MMP11 Ausente 1 0 (0) 43 3 (6,9) 74 7 (9,4)
Presente 92 11 (11,9) 50 8 (16) 19 4(21)
MMP13 Ausente 16 1(62) 85 10 (11,7) 66 8(12,1)
Presente 76 10 (13,1) 7 1(14,2) 26 3 (11,5)
TLR4 Ausente 7 0 (0) 69 10 (14,4) 69 8 (11,5)
Presente 85 11(129) 23 1(43) 23 3(13)
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11.- Relacion de la expresion de los diferentes factores con la

supervivencia.

Como otro de los objetivos del estudio, se realiz6 el analisis de la relacién
que existe entre la expresion de los factores globales (score), por tipos celulares y

por grupos; con la supervivencia de los pacientes.

a) Expresion global:

En la Tabla 26 se resume el nimero de casos en los que se observo la expresion
de los factores segin la mediana del score.

No se ha demostrado relacion significativa entre la supervivencia y las factores

globales (score). Figuras 79, 80 y 81.

Tabla 26: Relacidn entre la expresion global (score) de MMP11, MMP13, TLR4, y la

supervivencia.
Factor Mediana Score N° Total N° Eventos (%)
< 118,82 47 14 (19,7)
MMP11 > 118,82 46 14 (30,4)
<7517 46 18 (39,1)
MMP13 > 75,17 46 8 (17,3)
< 107,02 46 18 (39,1)
TLR4 > 107,02 46 10 (21,7)
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b) Expresion por tipos celular:

En la Tabla 27 se resume el nimero de casos en los que se observo la expresion
de los factores segun los diferentes tipos celulares estudiados.

Al analizar expresidn por tipo celular y la supervivencia de los pacientes, se
evidenciaron resultados con relacion significativa; entre la expresion por célula
tumoral de TLR4 de forma positiva; y una relaciéon negativa por fibroblastos de
MMP11; figuras 84 y 85. En cuanto al resto de tipos celulares no encontramos

significacion estadistica. Figuras 82, 83, 86 a la 90.

Tabla 27: Relacion entre la expresion de MMP11, MMP13 y TLR4, por los
diferentes tipos celulares, y la supervivencia.

Factor CT FIB CMI
2 N2 Eventos N2 N2 Eventos  N¢ N2 Eventos

Total (%) Total (%) Total (%)
MMP11 Ausente 1 0(0) 43 8(186) 74 22 (29,7)
Presente 92 28 (30,4) 50 20(40) 19 6 (31,5)
MMP13 Ausente 16 5 (31,2) 85 25(29,4) 66 21(31,8)
Presente 76 21(276) 7 1(14,2) 26 5(19,2)
TLR4 Ausente 7 5(71,4) 69 22 (31,8) 69 22 (31,8)

Presente 85 23 (27) 23 6 (26) 23 6 (26)
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c) Expresion por grupos:

Se realiz6 ademas,

analisis por agrupamiento de combinaciéon de factores,

como el de la expresion de TLR4 por las células tumorales y la expresion de

MMP11 por los fibroblastos. En la Tabla 28 se resume el numero de casos en los

que se observd la expresion de los factores segun los diferentes tipos celulares

estudiados.

Se demostro que existe una relacidn estadisticamente significativa, Figura 91.

Tabla 28: Relacién entre la expresion de TLR4 por células tumorales y MMP11
por los Fibroblastos, por agrupamiento de combinacién de factores, y la

supervivencia.

GRUPOS N2TOTAL N2EVENTOS (%)
CT TLR4 negativo/FIB MMP11 negativo 2 2 (100)
CT TLR4 negativo/FIB MMP11 positivo 3 2 (66,6)
CT TLR4 positivo/FIB MMP11 negativo 39 7(17,9)
CT TLR4 positivo/FIB MMP11 positivo 45 17 (37,7)

Supervivencia por Grupos

1,07

0,87

0,4

0,0

CT TLR4 neg / FIB MMP11 neg
CT TLR4 neg / FIB MMP11 pos

* CT TLR4 pos / FIBMMP11 pos
p: 0,01

T 1 I T
=n ERalel 12N ann

Tiempo libre de enfermedad (meses)

hel=tal

Figura 91: Curvas de Supervivencia total segtin la expresion por
grupos de MMP11 por los Fibroblastos y TLR4, por las células

tumorales.
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VI.DISCUSION
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El cancer colorrectal presenta una elevada incidencia, prevalencia y
morbimortalidad a nivel mundial. En Espafia es la neoplasia mas comun si
consideramos ambos sexos; causando alrededor de 14.700 muertes por afio, ya
que apenas un 50% de los pacientes diagnosticados sobreviven a la enfermedad.
(97,98)

El pronoéstico de los pacientes varia notablemente segin el estadio tumoral
en el momento diagndstico. Actualmente los factores pronoésticos, como el estadio,
el grado de diferenciacion o la inestabilidad microsatélite, no son suficientes; ya
que, es conocido que pacientes diagnosticados de tumores colorrectales en un
mismo estadio presentan comportamientos y prondsticos muy diferentes. Por lo
que surge la necesidad de busqueda de diferentes marcadores prondsticos para
poder establecer estrategias terapéuticas de forma mas certera e individualizada.
(99,100)

Especificamente en el estadio II del CCR, (T3NOMO, T4a-bNOMO) existen
aun multiples controversias sobre las indicaciones del tratamiento adyuvante, sin
claros protocolos de actuacion y con una gran variabilidad de opiniones entre
diferentes centros. Se ha demostrado, que los pacientes con estadio II de “alto
riesgo”, tienen inclusive peor prondstico que pacientes con estadio IIIA. Por lo que
seria recomendable una mejor identificaciéon de estos subgrupos de pacientes; y
asi, poder aplicar una terapia adyuvante y seguimiento individualizado con la
finalidad de incrementar su pronéstico y supervivencia global. (101)

Por otro lado, existe un grupo de pacientes con estadio II de CCR, con un
menor riesgo de recurrencia tumoral en quienes, se ha observado que el beneficio
de la quimioterapia adyuvante es mucho menor, obteniendo un beneficio en tan
solo 2 a 3 pacientes por cada 100 tratados; y con una reduccidn de riesgo absoluto
de tan solo un 3 a 6 % en la supervivencia a 5 afios, y con un menor resultado en
pacientes mayores, debido a la expectativa de vida mas reducida. Otros estudios
demuestran que no existe beneficio entre los pacientes con CCR estadio II, tratados
con quimioterapia adyuvante vs observacidn, con un porcentaje de seguimiento a
5 afios libres enfermedad de 76 vs 73% respectivamente; asi como de 82 vs 80% en
la supervivencia. La identificacion de estos pacientes con menor riesgo de
recurrencia, evitaria la administracion de quimioterapia adyuvante innecesaria y,

asi, los riesgos de toxicidad hematoldgica (neutropenia en un 41,1%), neurolégica
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(neuropatia en un 12,4%), digestiva (diarrea y deshidratacion grave 32,2%), entre
otros. De momento, la decision de aplicar tratamiento adyuvante se basa en datos
clinicos y anatomopatoldgicos (estadio tumoral, grado de diferenciacion

histolégica, estabilidad microsatélite) que son insuficientes. (102-106)

Multiples estudios ha demostrado que las células inflamatorias del estroma
poseen un papel destacado en la progresion tumoral. El crecimiento tumoral y la
invasion se asocian a muerte celular por apoptosis y necrosis; esta muerte genera,
a su vez, liberacion de mediadores inflamatorios que son potentes estimuladores
de macroéfagos. Por otra parte, las propias células tumorales inducen inflamacién y
produccion de citocinas y quimiocinas, reclutando asi diversos tipos de células
inflamatorias. (107)

De esta forma, se ha demostrado por varios trabajos, que la infiltracion
tumoral de macro6fagos se asocia con una mayor agresividad tumoral, asi como una
mayor progresion. Todos estos datos apoyan a la hipotesis de que la inflamacién
prolongada mantiene una respuesta inmune que puede perturbar el
microambiente celular y producir un dafio a nivel celular con la modificaciéon de
proteinas que estan involucradas en el ciclo celular, reparaciéon del ADN y la
apoptosis. Ademas, la infiltracion en el tumor por los leucocitos son un mecanismo
de defensa intrinseca contra el desarrollo de tumores; sin embargo esta propia
infiltracion podria promover la angiogénesis, el crecimiento y la invasion tumoral
por medio de la secrecion de citoquinas y proteasas que estimulan el potencial
invasivo y proliferativo. (80,108)

Por lo tanto, la progresion tumoral es el resultado de un proceso complejo
todavia no conocido del todo, sobre la interrelacion entre el tejido tumoral y el
tejido sano o ‘microambiente’, en el cual las células sufren cambios en su fenotipo y
adoptan las caracteristicas especiales que les permiten invadir y diseminarse a
tejidos distantes.

Dentro de este microambiente encontramos a las MMPs y sus inhibidores
(TIMPs), ellos son parte de los principales influyentes en el comportamiento
tumoral. Asi su accién sobre la degradacion, remodelacién de estroma, asi como
fuente en la producciéon de citoquinas y sefales inflamatorias, ayudaran al

crecimiento de las células tumorales. (85,109-111)
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Se ha demostrado que, ademas de afectar el comportamiento de las células
tumorales, las MMPs las hacen resistentes a las sefiales apoptoticas. Multiples
estudios demuestran que la presencia de expresiones elevadas de MMPs en varios
tipos de tumores, incluyendo el CCR en estadio II, se correlacionan con un peor
pronoéstico y una menor supervivencia. (112-118)

Otros de los componentes a destacar sobre la inflamacion relacionada con la
carcinogénesis, son los Receptores Tipo Toll (TLR). Estos tienen la funcién de
proteccion innata y adquirida por medio de reconocimiento de virus, bacterias, asi
como de sefiales de dafio celular y necrosis. (119,120). Estudios experimentales
demuestran que los TLRs han sido relacionados con la adhesion de las células
tumorales y progresion, asi como también efectos apoptdticos y anticancerigenos.
Existe evidencia que demuestra que los TLRs tienen relacion con el pronéstico de
varios tumores y dentro de estos especificamente con el de CCR en el estadio II.
(121-124)

Por lo que el objetivo de nuestro estudio es de analizar las expresiones de
MMP11, MMP13 y TLR4, en los tumores resecados de pacientes con cancer de
colon en estadio II, por los antecedentes anteriormente sefialados.

La MMP 11 o Estromelisina 3, esta implicada en la degradacién de la matriz
extracelular, la remodelacion de los tejidos y la curacién de heridas. Su funcién en
diferentes enfermedades es aun desconocido; sin embargo, estudios demuestran
que niveles altos de MMP11 han sido asociados a progresion tumoral y malos
prondsticos de algunos carcinomas (125-130). El grupo de Vizoso et al en su
estudio en pacientes con CCR resecable, demuestra que el aumento de la expresion
de MMP11 por los fibroblastos del estroma, se asociado a un peor prondstico de
los pacientes (72). Otros estudios similares donde evaldan los fibroblastos
localizados en la cercania del tumor, concluyen con resultados similares
encontrando que existe relacion de estos con el prondstico y recurrencia tumoral.
(131,132)

En nuestro estudio, al analizar la expresiéon de MMP11 de forma global y por
los tipos celulares (célula tumoral, fibroblastos y célula mononuclear inflamatoria),
pudimos comprobar que el aumento de la expresion de MMP11 por los

fibroblastos del estroma se asocia a un mayor porcentaje de metastasis a distancia,
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asi como también a la aparicidon especificamente de metastasis hepaticas. Estos
resultados son concordantes con otros estudios descritos. (133)

Otro dato importante de nuestros resultados es la relaciéon entre la
expresion de MMP11 por los fibroblastos del estroma y una menor supervivencia
global de los pacientes. Eir6 et al, en su estudio demuestra resultados similares,
donde analizan la expresion de MMP11 por los fibroblastos de la matriz en el CCR
(72). Existen, ademas, otros trabajos, donde se evalta la expresion de MMP11 en el
suero de los pacientes, encontrando una relaciéon similar con una menor
supervivencia global (134). La expresion de MMP11 se ha visto asociada en el
crecimiento y desarrollo de adenoma-adenocarcinoma, asi como en estadios
iniciales del desarrollo de CCR; su aumento se relaciona con el crecimiento tumoral
infiltrante y la estabilidad de los microsatélites, por lo tanto mal prondstico. (135-
137)

Estos importantes hallazgos reafirman que el estroma tiene un papel activo
muy importante en la progresion tumoral, su invasion y las metastasis. En los
ultimos afios se han ido acumulando evidencias que indican que los cambios en el
comportamiento biologico de tumor son debidos en gran parte a esta interaccion
tumor-estroma.(138-140)

Existe, ademas, evidencia que sugieren que la expresion de MMP11 por los
fibroblastos, podria ser utilizada como una nueva posible diana para el desarrollo
de vacunas y terapia inmunolégica antitumoral. (141)

Otro de los factores analizados fue la MMP13 o Colagenasa 3. Se trata de una
metaloproteasa con un importante componente degradativo sobre la matriz
extracelular. Participa en procesos fisiologicos como la osificacion fetal, ovulacion,
involucion uterina, entre otros. Se ha demostrado también que esta relacionada
con multiples patologias como la artritis reumatoide, aneurisma adrtico,
arteriosclerosis, etc. Ademas de los procesos fisiolégicos y fisiopatologicos, la
MMP13 desempefia un papel en la carcinogénesis, actuando sobre los procesos de
degradaciéon y remodelacion tisular. En el cancer gastrico y en el colorrectal se
relaciona su expresién con una mayor agresividad tumoral, con desarrollo de
metastasis hepaticas y peor pronoéstico; y se propone que podria servir como un
marcador prondstico. (142-145)

En los andlisis que hemos realizado en nuestro estudio no se han podido
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demostrar relaciones significativas, entre la expresion de MMP13 con las
caracteristicas clinico-patoldgicas de los pacientes, tanto de forma global, como
por tipo celular.

En lo que respecta al otro de los factores objeto de nuestro trabajo, el TLR4,
estudios experimentales sugieren que la activacion de TLRs tiene un papel
importante aunque todavia no del todo conocido, con la inflamacién asociada a
cancer; demostrando un efecto a favor de la carcinogénesis, asi como también un
papel protector. (119) Dentro de la patologia intestinal, como es la colitis cronica,
se ha demostrado que la presencia de TLR4 esta asociada a mayor desarrollo de
carcinoma, y que su inhibicion podria ser de ayuda para el tratamiento y la
prevencion de esta patologia, también existe evidencia que su expresion se asocia
a un aumento del riesgo de malignizacion de poélipos. (84,146,147)

En nuestro estudio hemos encontrado resultados importantes.
Demostramos que la expresion de TLR4 por parte de las células tumorales, esta
asociado a una menor recurrencia tumoral global, asi como también a la menor
tasa de recurrencia a distancia y la aparicion de carcinomatosis peritoneal.

En cuanto a la supervivencia, nuestros resultados demostraron que existe
una relacién entre la expresion de TLR4 por las células tumorales y una mayor
supervivencia de los pacientes.

Con estos resultados, se realizé ademas el analisis combinado por grupos;
asociando la expresion de TLR4 por las células tumorales con la expresion de
MMP11 por los fibroblastos del estroma, y se encontré que esa combinacion
contribuye a una mejor evolucion prondstica.

Estos resultados se correlacionan con un trabajo similar publicado por Eir6
et al, donde se asocia al aumento de la expresion de TLR4 por las células tumorales
con una menor probabilidad de recurrencia tumoral. (85) Existen amplias
evidencias que demuestra que el TLR4 han sido relacionada con la carcinogénesis
de CCR, asi como su funciéon en la respuesta inmune como un mecanismo
protector. Segun su expresion por las células del epitelio normal, células del
microambiente tumoral o por las propias células tumorales, se muestran
diferentes resultados en cuanto a la progresion tumoral y prondstico; por lo que se
ha comprobado que el TLR4 tiene un papel tanto “pro” como “anti-

cancerigeno”.(148-151)
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Asi pues la asociacion de TLR4 y cancer, se podria entender de varias
maneras. Por una parte, tenemos que la activaciéon persistente de TLR4,
desencadena una inflamacién crénica con sus efectos carcinogénicos; asi como la
evidencia que demuestra que su inhibiciéon disminuye el potencial invasivo de las
células. (152) Por otra parte, estudios en ratones con un déficit de TLR4,
demostraron que existio un incremento en el desarrollo tumoral; y que su
inhibicion en estos, aumenta las metastasis por cancer de mama.(153-155)

En el tratamiento adyuvante, se ha demostrado que el aumento de
expresion de TLR4 en los pacientes con CCR que recibieron quimioterapia, por
mecanismos de fosforilacidon podrian inducir a una evasion de la apoptosis y por lo
tanto una resistencia al tratamiento; por lo que terapias inhibidoras de este
proceso podrian mejorar la eficacia en el tratamiento quimioterapico. (156)

Podemos concluir, a la vista de nuestros resultados, que el analisis de la
expresion de MMP11 y TLR4 podrian tener gran utilidad, en los pacientes con CCR
estadio II, con una repercusién en su tratamiento, pronodstico y supervivencia. Por
lo que creemos resultaria de gran interés la realizacion de futuros estudios

similares en otras poblaciones de pacientes para ampliar estos resultados.
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Al analizar los valores de expresion global (score) de los factores a estudio
(MMP11, MMP13 y TLR4), y las caracteristicas clinicopatolégicas de los
pacientes con CCR con estadio II, se encontré una relacion significativa con
la edad; demostrando que los pacientes de edad mas avanzada mostraron
valores mas elevados de expresion global de TLR4; el resto de

caracteristicas no se demostro relaciones significativas.

En el estudio de las expresiones por tipo celular, existe relacion
significativamente negativa entre la expresion de TLR4 por las células
tumorales, y la recurrencia global, la recurrencia a distancia y la aparicion

de carcinomatosis.

Al evaluar la expresion por tipos celulares del estroma (Fibroblastos y
Células Mononuclear Inflamatorias), existi6 relacion significativamente
positiva entre la expresion de MMP11 por los fibroblastos y la aparicidon de

metastasis hepaticas, asi como con la recurrencia a distancia.

En el estudio de supervivencia se observa que tanto la ausencia de la
expresion de TLR4 por las células tumorales, asi como la presencia de
expresion de MMP11 por los fibroblastos, se asociaron a una menor

supervivencia de los pacientes operados de CCR en estadio II.

Al realizar el analisis asociado por grupos segun las expresiones por tipos
celulares, se observa que existe relacidn significativa entre las expresiones
de TLR4 por las células tumorales y la expresion de MMP11 por los
fibroblastos del estroma; demostrandose que el grupo con mayor
supervivencia es cuando la expresion de TLR4 es positiva y la expresion de

MMP11 es negativa.
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