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5.1 ESTADO ACTUAL

El Céancer Colorrectal (CCR) constituye en la actualidad un grave problema
epidemioldgico, ya que es una de las principales causas de muerte en el mundo occidental,
ocupa el segundo lugar en los paises desarrollados, después de las enfermedades
cardiovasculares.

El CCR es una entidad clinica que presenta unas caracteristicas etiopatogenicas,
fisiopatoldgicas y anatomoclinicas propias, que lo hacen independiente del resto de
neoplasias. Su incidencia ha ido aumentando en los ultimos afios, encontrandose una alta
mortalidad a pesar de la mejora de los métodos diagnosticos y en el tratamiento. Ademas
su incidencia se incrementa con la edad y, puesto que la esperanza de vida se eleva, la
prevalencia en el anciano es muy alta. Podriamos establecer una estrecha relacion entre los
habitos de los paises desarrollados y este tipo de tumores en lo que parece ser un aumento
paralelo de la renta per capita y la incidencia de CCR. De esta forma, los sujetos que
emigran a zonas mas industrializadas, en las sucesivas generaciones, tienen una elevacion
de su incidencia, alcanzando rapidamente las tases del nuevo pais de residencia. A pesar de
los progresos en los medios diagnosticos y terapéuticos los resultados se mantienen
inalterables desde hace afios, centrandose actualmente los esfuerzos en las estrategias de
investigacion para un mejor conocimiento de la evolucion natural de la enfermedad.
(Vazquez et al, 1999).

El CCR es una enfermedad en la que confluyen tanto causas geneticas como
medioambientales. La mayoria de los tumores colorrectales (70-85%) se encuadran dentro
de los tumores de tipo esporadico y que por tanto no poseen una carga genética heredada.
Sin embargo, se estima que hasta un 30% del total de tumores detectados podrian tener un

componente hereditario con familiares de primer o segundo grado afectados. Asimismo,
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entre un 5-6% de la poblacion afectada, desarrollard tumores asociados con sindromes
hereditarios autosémicos dominantes (principalmente el sindrome de la Poliposis
Adenomatosa Familiar (PAF) y el sindrome de Cancer Colorrectal Hereditario No
Polipdsico (HNPCC) (Gatalica y Torlakovic, 2008).

La historia natural del CCR no se conoce con exactitud pero se acepta que una proporcién
importante de los canceres de colon y recto se desarrollan a partir de los polipos
adenomatosos. La presencia de polipos es frecuente en la poblacion pero solo un pequefio
porcentaje progresaran a cancer, el tiempo medio necesario para completar la progresion es
de largo, probablemente de 10 0 mas afios.

La supervivencia del CCR est4d muy relacionada con la extension tumoral en el momento
del diagndstico. Estas caracteristicas de la historia natural sugieren que la identificacion
precoz del CCR contribuiria a una reduccion de la mortalidad y morbilidad por un doble
efecto, deteccidn precoz y tratamiento en estadios iniciales de cancer invasivo.

La extensa investigacion clinica realizada en enfermos afectos de CCR, ha permitido
establecer desde el punto de vista genético un estadiaje tumorogénico de tipo histoldgico.
Se han identificado alteraciones responsables del desarrollo tumoral, asi como la
caracterizacion de los genes que controlan el crecimiento y diferenciacion de las células en
la carcinogénesis, desde una etapa premaligna a maligna. Actualmente se considera el
CCR como uno de los tumores mejor estudiados en la progresion genética hacia tumor
maligno. Un papel fundamental en el conocimiento de la carcinogénesis del CCR fue el
descubrimiento del genoma humano, permitiendo tener identificados los genes y

posteriormente el control de la sintesis de las proteinas que codifican.
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5.2. EPIDEMIOLOGIA DEL CANCER COLORRECTAL

5.2.1 INCIDENCIA

El céncer de colon y recto es la tercera neoplasia en frecuencia en hombres y mujeres en
todo el mundo, con un total de 1.235.108 nuevos casos estimados en 2008 (Globocan
2008). En el estudio Globocan del 2012 el CCR en Espafia es el mas frecuente para ambos
sexos, siendo el segundo més frecuente en mujeres y el tercero en hombres (Ferlay et al,

2012). Los resultados se muestran en la tabla 1.

Tabla 1. Localizaciones mas frecuentes del cancer en Espafa (Ferlay et al, 2012).

B I T

Prostata Mama Colorrectal
2° Pulmon Colorrectal Prostata
3° Colorrectal Cuerpo de Utero Pulmon
4° Vejiga Pulmon Mama
5° Estomago Ovario Vejiga

La incidencia mas elevada se observa en paises desarrollados. Asi, Europa, Norteamérica,
algunos paises sudamericanos, Australia, Nueva Zelanda y los paises mas desarrollados
presentan tasas de incidencia 20 veces superior a los paises en vias de desarrollo de Africa,
Asia y Polinesia. En Europa existen diferencias en la incidencia de este cancer, con tasas
mas elevadas en el Oeste y Norte respecto Sur Y Centro. En el estudio Globocan de la

Organizacion Mundial de la Salud (OMS) del afio 2008, Espafia es uno de los paises con
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incidencia intermedia, con una tasa de 30.4 casos/100.000 habitantes y afio, habiendo
aumentado a una tasa de 33.13 en el afio 2013 (Globocan 2008). Dentro del territorio
espafiol también existen diferencias entre los distintos registros de céncer poblacionales,
encontrandose las tasas mas elevadas, por lo que respecta a hombres, en el Pais Vasco,
Girona y Tarragona (44,8, 44,1 y 41,3 casos/100.000 hombres y afio respectivamente) y las
mas bajas en Cuenca y Albacete con tasas de 26,0 y 28,5 respectivamente. En las mujeres,
las tasas superiores se encuentran en Girona y Tarragona (26,4 y 25,8 casos/100.000
mujeres y afio respectivamente) y las inferiores en Zaragoza y Albacete con tasas de 18,8 y

16,6 respectivamente. (Curado et al, 2007).

5.2.2 MORTALIDAD

Por lo que respecta a la mortalidad el CCR es a nivel mundial la cuarta causa de muerte
por cancer en hombres y la tercera en mujeres, con 609.051 muertes en 2008. Espafia se
sitia entre los paises europeos con una mortalidad media, con una tasa de 13.3
defunciones/100.000 habitantes y afio (Globocan 2008). La mortalidad en Espafia se ha
reducido en las Gltimas décadas, se ha producido este descenso a expensas de las mujeres
mientras que en los hombres se ha observado una estabilizacion de las mismas. (Sanchez et
al, 2010). En el estudio Globocan del 2012 la tasa de mortalidad media se ha reducido a

12.29, siendo la tasa para los hombres de 17.08 y de 8.45 en mujeres (Globocan 2012)

5.2.3 SUPERVIVENCIA

La supervivencia del CCR presenta marcadas diferencias entre paises. En el proyecto

CONCORD se han observado supervivencias relativas a los cinco afios en torno al 60% en
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Estados Unidos, Canada, Australia y Japon, frente a supervivencias menores de 45% en
Argelia, Brasil, Republica Checa, Estonia y Polonia. (Coleman et al, 2008)

En Europa, donde la supervivencia media es de 53.9%, también existen diferencias entre
paises, con supervivencias mas elevadas en Suiza, los paises nérdicos (Finlandia, Noruega,
Suecia), Alemania, Francia e Italia y supervivencias méas bajas en el Centro de Europa, en
paises como Eslovenia, Republica Checa o Polonia (59.7% de supervivencias relativa a los
cinco afios en Suiza frente a 38.9% en Polonia). Espafia se encuentra entre los paises de
supervivencia media europea con un 52.5% (en pacientes diagnosticados en el periodo
1995-1999 con un seguimiento hasta 2003) (Berrino et al, 2007). Una estimacion de la
supervivencia en el periodo 2000-2002 puso de manifiesto una mejora de la supervivencia
en la mayoria de paises europeos, siendo la supervivencia superior al 60% en Espafa.

(Verdecchia et al, 2007)

5.2.4 EL CCREN CATALUNA

Las medidas tradicionales para el impacto del cancer son la incidencia, la supervivencia y
la mortalidad. En este sentido, la incidencia del cancer en Catalufia comparada con la de
otros paises europeos se sitla en una posicion intermedia-alta en hombres y mas baja en
las mujeres (Figura 1), segin datos de la International Agency for Research on Cancer
(IARC) del 2007 y que corresponden al periodo 1998-2002. (Curado et al 2007;

Generalitat de Catalunya, 2009).
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Figura 1. Incidencia total del cancer para ambos sexos en Catalufia y paises europeos entre
1998-2002. Tasas ajustadas por edad en la poblacion mundial estandar para 100.000

habitantes/afio. (Curado et al. Cancer Incidence in Five Continents. Vol 1X).
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La distribucion por mortalidad (Figura 2) también segun los datos del IARC 2007 también
muestra diferencias entre hombres y mujeres. En los hombres, el cancer de pulmon es el
primero seguido del colorrectal, mientras que el cancer de prostata ocupa el tercer lugar.
En las mujeres, el cancer de mama se sitla en primer lugar seguido del colorrectal,
mientras que el cancer de pulmoén ocupa el tercer lugar como causa de muerte. La
supervivencia global a los cinco afios en hombres si sitla en un 53.5%, y en las mujeres en

un 50.7% (Curado et al 2007; Generalitat de Catalunya 2009).
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Figura 2. Mortalidad por cancer y frecuencia relativa sobre el total de los 10 tumores mas

frecuentes por sexo. (Curado et al, 2007).
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El CCR en la provincia de Girona ha seguido una incidencia creciente en los ultimos afios
(Borras et al 2008, Viladiu et al 2008), posiblemente por una mejora en los métodos
diagndsticos y cribado, que han significado un mayor nimero de diagndésticos de CCR.
Esta incidencia creciente no se ha acompariado de un aumento de la mortalidad sino de la
estabilizacion o incluso de una disminucidn, todo ello causado posiblemente también, por
un diagndéstico méas precoz, y por las mejoras terapéuticas incorporadas (Viladiu et al,

2003).

5.3 EL GENOMA HUMANO

5.3.1 EL MATERIAL GENETICO

El cuerpo humano esta formado por millones de células. En el interior de cada célula

hay un nucleo que contiene toda la informacién genética, esta informacion esta

distribuida en los 23 pares de cromosomas, los cuales estan formados por ADN. Unos
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segmentos del ADN, menos del 10% del total, forman los genes, los genes son cadenas
de ADN que contienen la informacion necesaria para la fabricacion de una determinada
proteina, por tanto las proteinas son las sustancias finales encargadas de llevar a termino

todas las funciones del organismo.

5.3.1.1 ESTRUCTURA DEL ADN

El material genético de los seres vivos es el responsable de las caracteristicas que
individualizan a cada ser vivo en particular. EI material genético esta formado por las
moléculas de ADN que contienen la informacion necesaria para el crecimiento,
desarrollo, enfermedad e incluso desaparicién de la vida en general. EI ADN esta
formado por tres millones de cuatro moléculas bésicas Ilamadas nucle6tidos, que estan
formados por un ion fosfato, un azlcar desoxirribosa y una de las bases, adenina,
guanina, citosina o timina. ElI modelo de doble hélice del ADN descrito por James
Watson (EUA) y Francis Crick (Gran Bretafa) en febrero del afio 1953 en Cambridge

fue el inicio para la descripcion actual del codigo genético (Véazquez et al, 1999).

5.3.1.2 LOS CROMOSOMAS HUMANOS

Un cromosoma estd formado por una Unica molécula de ADN. Desde el punto de vista
funcional los cromosomas y el ADN son lo mismo, lo que cambia es el tamafio. El ser
humano tiene 23 pares de cromosomas idénticos entre si. EI ADN de los cromosomas
contiene la informacion necesaria para la vida, en forma de secuencia de nucledtidos

dentro del nucleo celular. Para transmitir esta informacion hasta el citoplasma e iniciar
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la formacion de proteinas necesarias para el desarrollo celular, es preciso el mecanismo
de trascripcion llevado a cabo por el &cido ribonucleico (ARN) (Vazquez et al, 1999).

Los genes se localizan en los cromosomas y se pueden definir como segmentos de ADN
con la informacion necesaria para traducirse en el ARN. EI ADN a través de los genes
codifica la informacion hereditaria en una clave llamada codigo genético descubierto en
1961. El cddigo genético se traduce en una clave de tres letras Ilamada tripletes o
codones que corresponden a tres bases consecutivas del ADN, correspondiendo cada

coddn a un aminoécido (Vazquet et al, 1999).

5.3.2 EL DESCUBRIMIENTO DEL GENOMA HUMANO

Los seres humanos llevan escrito en el ADN parte de su vida, por decirlo de alguna
manera, seria el libro de sus funciones bioldgicas, determina si vivira muchos afios, si
desarrollaran alguna enfermedad que disminuya su calidad de vida, como reaccionara
con el ambiente que nos rodea. Pero a pesar de todo no es un libro con toda la
informacion dado que el comportamiento dependerd mucho del cuidado del propio
organismo y del ambiente que nos rodea.

Desde el 26 de junio del 2000 se conoce la secuencia del codigo genético, en concreto
3.120 millones de pares de bases forman el ADN humano. Los genes residen en las
moléculas del ADN de los cromosomas del nucleo celular. Un gen cifra una secuencia
de aminodcidos, que deben engarzarse entre si para formar una proteina particular, que
es la que finalmente realiza el trabajo del gen. Cuando el gen se activa, la célula
responde sintetizando la proteina cifrada. Las mutaciones génicas causan cambios en la
cantidad o actividad del producto proteinico, perturbando el funcionamiento de una

celula (Bishop, 1995).
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Se han identificado mas de 38.000 genes humanos, los cuales se encuentran distribuidos
en los 23 pares de cromosomas. Este ADN es en un 99°8% de los casos idéntico en

todos los seres humanos.

5.3.2.1 PROYECTO GENOMA HUMANO

La posibilidad de estudiar el ADN de una persona y saber las enfermedades que sufrira,
los factores de riesgo que tendra, ademas de otras incdgnitas como que es lo que nos
hace humanos, que es lo que determina que los humanos seamos distintos a los
animales, saber como se desarrolla la persona. Todas estas dudas han despertado un
gran interés entre la comunidad cientifica, farmacéutica y biotecnoldgica por las
repercusiones que puede tener tanto en el &mbito médico, econdmico y social. Esto fue
lo que llevo a desarrollar el proyecto mas ambicioso de la historia de la humanidad,; el
Proyecto Genoma Humano iniciado en 1990, con una duracion prevista de 15 afios y
con un presupuesto de 3.000 millones de dolares, siendo su director hasta 1992 James
Watson.

El Proyecto Genoma Humano consiste en descifrar los tres mil millones de bases que
contiene el conjunto de genes de un ser humano. Las repercusiones son hoy todavia
inimaginables por el hecho de que estamos descifrando la base de la formacion de todos
los productos que nos mantiene vivos, que nos permiten crecer, que hacen desarrollar
cancer etc. Las mejoras conseguidas en los sistemas informaticos y en la tecnologia
desarrollada en biologia molecular han permitido que se desarrolle antes de tiempo.

En este momento solo se ha deletreado el libro del cddigo genético, pero se sigue sin
entender lo que dice, falta interpretarlo correctamente. Solo se conoce la funcion de

unos 4.000 genes, descubrir el significado de todos ellos sera el trabajo de los
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cientificos del siglo XXI. Queda mucho camino que recorrer, finalizar la identificacion
de todos los genes, determinar sus funciones, descubrir las condiciones en que se
activan y desactivan, y estudiar el efecto conjunto de ellos, incluida la produccion
poligénica de los caracteres y conductas complejas. El Unico resultado préctico hasta el
momento ha sido la elaboracion de test genéticos para algunas enfermedades como
fibrosis quistica o la hemocromatosis. La idea bésica de la terapia genética consiste en
clonar los genes correctos que faltan en los enfermos, introducirlos mediante un
vehiculo, adenovirus, y provocar que los virus infecten las células, de esta forma se
transfiere el ADN deseado. Pero todavia quedan muchos problemas que resolver dado
que los adenovirus provocan frecuentemente una respuesta inmunitaria que destruye el
propio gen introducido. En 1999, en los Estado Unidos murié un joven debido a los
efectos de esta reaccion. Es previsible que la medicina basada en los genes avance de

manera muy importante en los préoximos afios (Mosterin, 2000).

5.3.2.2 PERSPECTIVAS DE FUTURO

Este descubrimiento comportara un cambio en la medicina, especialmente en el
diagndstico, generalizdndose el diagndstico de las predisposiciones a padecer
enfermedades mediante biochips. Se identificardn las causas genéticas de las
enfermedades y se desarrollaran terapias personalizadas para prevenir y curar las
enfermedades, e incluso sé perfeccionara el diagndstico precoz en los embriones.

Se realizaran seleccion de embriones fecundados in vitro y se analizaran genéticamente
en el laboratorio, escogiendo unicamente los aptos para implantar. Se desarrollaran

técnicas para interferir en el zigoto, afiadiendo genes artificiales para compensar las
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carencias previamente identificadas. Finalmente en unos 100 afios se dispondré de la
posibilidad de tener los “hijos a la carta”.

En total hay unas 6.000 enfermedades que tienen un importante componente genético,
como el Alzheimer, Parkinson, diabetes y cancer. La informacion sobre las secuencias
genéticas permitird identificar de manera precisa el gen implicado en la enfermedad.
Respecto a las aplicaciones en el cancer se permitird un diagnéstico personalizado, y a
partir de éste decidir la terapia mas Optima para cada persona, permitiendo la aparicion
de una nueva generacion de medicamentos mucho mas especificos y con menos efectos
indeseables. Los marcadores genéticos tienen un gran potencial para identificar grupos
de alto riesgo para desarrollar CCR, y también para abrir nuevas lineas de investigacion
en el desarrollo de nuevos tratamientos quimioterdpicos mas sensibles a las células
cancerigenas (Syngal et al, 2000).

Conseguir el genoma ha sido el principio de un largo camino que falta completar, para
permitirnos conocer de la manera mas exacta el funcionalismo del organismo humano.
El siguiente paso sera el conocimiento del proteoma, que es el conjunto de las proteinas,
sintetizadas a partir del genoma, que intervienen en los procesos bioldgicos. El objetivo
sera determinar su estructura, composicién y funcion de todas ellas.

Segun el mito biblico, la serpiente tentd a Eva diciéndole: “El dia que comais del arbol
de la ciencia s€ abriran vuestros ojos y os haréis como dioses”. Ahora hemos probado
los frutos del arbol prohibido y nuestros ojos se estan abriendo. Quizés lleguemos a
hacernos como dioses, tomando en nuestras manos el control genético de nuestro
destino evolutivo. O quizas, lleguemos a ser expulsados del viejo paraiso de la
naturaleza inconsciente, precipitandonos en las tinieblas de lo desconocido. Ahora
emprenderemos el arduo camino del aprendiz de brujo. Ojala sepamos transitarlo con

los ojos abiertos, alertos a sus peligros y abiertos a sus oportunidades. Posiblemente
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dentro de unos siglos la historia mirara el siglo XXI como una segunda revolucion

desde un punto de vista cientifico. (Mosterin, 2000).

54 FACTORES DE RIESGO EN EL CANCER COLORRECTAL

El CCR tiene un origen multifactorial en el que intervienen factores medioambientales
(sobretodo dietéticos) y alteraciones genéticas, tanto heredables como somaéticas. Diversos
factores genéticos y ambientales favorecen el desarrollo del CCR. Los factores
ambientales, sobre todo la dieta desempefian un papel fundamental por modificar el
medio entérico. Diversos estudios epidemioldgicos han demostrado la asociacion del
CCR con determinadas dietas y grupos de riesgo (Willet y McMahon, 1984; Jain et al

1980).

5.4.1 FACTORES DE RIESGO NO MODIFICABLES

Entre los factores de riesgo no modificables del CCR se encuentra la edad, con un
incremento de la incidencia a partir de los 50 afios, siendo un cancer poco frecuente en
personas menores de 40 afios. Sin embargo, en las personas con predisposicion genética
o0 enfermedades de base tales como la enfermedad inflamatoria intestinal (enfermedad
de Crohn vy colitis ulcerosa) la edad de presentacion puede ser por debajo de la cuarta
década. También existe un riesgo aumentado en aquellas personas con enfermedades

hereditarias como la Poliposis colonica familiar o el sindrome de Lynch.
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5.4.2 FACTORES DE RIESGO MODIFICABLES

Dieta

Respecto a los factores modificables del CCR debe citarse la dieta. La ingesta de una
dieta rica en fibra, en fruta, vegetales y compuestos hidrocarbonatos se relaciona con un
menor riesgo y mortalidad por CCR (Millen et al 2007). La fibra, el almiddn resistente y
los fructosoligosacéridos escapan a la digestion en el estomago e intestino delgado y
sufren un proceso de fermentacion anaerobia en el colon produciendo acidos grasos de
cadena corta, fundamentalmente acido acético, acido propionico y &cido butirico. De los
tres se ha observado que el acido butirico es el que tiene efectos mas importantes sobre
las células epiteliales coldnicas, tanto in vitro como in vivo, por lo que actualmente se le
reconoce como el principal componente protector de las dietas ricas en fibra frente a la
carcinogénesis colonica, se cree que su mecanismo de accion principal reside en sus
efectos en la regulacion de la expresion de determinados genes, fundamentalmente de
p21/WAF1, aunque este hecho esta por demostrar (Bravo et al, 2000; Mortensen et al,

1996).

Fecapentanos

Son compuestos mutagénicos probablemente originados en la flora intestinal que se
encuentran en las heces. Sus niveles intraluminales disminuyen con la ingesta de flora y
de vitaminas C y E. Parece existir una relacion entre los niveles de fecapentanos y la

incidencia de cancer y pélipos de colon (Bruce et al, 1987).
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Productos pirrélicos

Se generan al someter la carne a altas temperaturas. Existe un estudio que asocia el
cancer de colon en el consumo de carne, sobre todo con el consumo de carne frita o

asada en exceso (Gerhardson et al, 1991).

Acidos biliares

Su produccidn esta directamente relacionada con el consumo de grasas. Se cree que los
acidos biliares libres (colico y desoxicélico) estimulan la proliferacion celular intestinal.
Las poblaciones que consumen mucha grasa producen mayor cantidad de &cidos biliares

y se asocian con una incidencia aumentada de cancer de colon (Hill et al, 1975).

Vitaminas A,B,CVE

Por su efecto antioxidante, se cree que tienen un efecto protector en el desarrollo del

cancer de colon, pero esto no ha sido suficientemente demostrado. (Cole et al, 2007)

Calcio v vitamina D

El calcio disminuye la proliferacion celular de la mucosa de colon, se cree que por su
capacidad de unién a las grasas y acidos biliares. Las dietas ricas en vitaminas D y

calcio disminuyen el riesgo de desarrollar el cancer (Garland et al, 1989).
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pH fecal. Diversos estudios epidemiol6gicos muestran una mayor incidencia de cancer

de colon en personas con pH fecal alto (Walker et al, 1996).

Obesidad

La obesidad es otro factor de riesgo en ambos sexos, sobre todo la abdominal (Dai et al
2007). Aunque el mecanismo por el que puede favorecer el desarrollo del CCR, ha sido
comprobada con un alto nivel de evidencia, la asociacion que existe entre obesidad y
cancer colorrectal (Potter 1996). Esta relacion ha sido cuantificada por Bergstrom y
colaboradores. Los cuales llegan atribuir al exceso de peso, un 11% de los canceres de
colon que sufren los europeos de ambos sexos (Bergstrom et al, 2001). EI mecanismo
por el cual la obesidad estd implicada en la génesis y desarrollo del CCR no esta aln
claro, Mariusz Koda en un reciente trabajo sugieren que la leptina puede contribuir a la
aparicion del CCR, pues encuentran que esta elevada en pacientes afectos de cancer

colorrectal (Koda et al, 2007).

Ejercicio fisico

En cambio, el ejercicio fisico y la actividad fisica actian como protectores (Samad et al,
2005). La asociacion protectora que parece existir entre el ejercicio fisico y el cancer,
parece ser fundamental en el cancer de colon, donde el ejercicio regular podria reducir
la incidencia en un 45%, sin embargo en el caso del cancer de recto, no se ha
encontrado una relacion tan clara, tampoco respecto a la influencia de la obesidad en su

génesis (Friedenreich et al, 2002).
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Otros factores

La hiperinsulinemia juega un papel importante y su presencia comporta un aumento de
riesgo de aparicion de adenomas colorrectales (Pisani et al, 2008). La ingesta de alcohol
y el consumo de tabaco se asocian con un incremento de desarrollo de adenomas y
cancer de colon (Giovanucci et al, 1995). El uso de antiinflamatorios no esteroideos, y
mas concretamente aspirina se asocia con una disminucion significativa del riesgo de
desarrollar cancer, en personas mayores de 50 afios y en dosis superiores a 300 mg/dia,
aungue el riesgo de aparicion de efectos secundarios gastrointestinales, hace que su
administracion no deba recomendarse de forma sisteméatica como quimioprevencion

(Muscat y Stelleman, 1994; Flossmann et al, 2007).

55 LA CARCINOGENESIS EN EL CCR

55.1 GENERALIDADES

Los tumores colorrectales constituyen un excelente modelo neoplasico para el estudio
genético, asi como histolégico, de la evolucion de los tumores epiteliales. La progresion
histologica de un epitelio hiperplasico a un carcinoma metastasico consiste en una
secuencia de cambios genéticos, incluyendo mutaciones puntuales, inserciones,
delecciones, alteraciones epigenéticas etc. que afectan a una serie de genes clave en el
proceso de la transformacion neoplasica. El patdlogo Basil Morson fue el primero en
describir la secuencia histologica de esta transformacion (Muta, 1996), mientras que la
secuencia genética paralela fue descrita afios mas tarde por Fearon y VVogelstein, y también

por Bodmer (Fearon et al, 1990; Bodmer, 1997).
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En este proceso multifasico, se ha descrito que las mutaciones en el gen APC constituyen
un evento precoz, iniciando la transformacion neoplasica, seguidas por mutaciones en
otros genes como Kras, P53 y DCC. Cada una de ellas produce un paso significativo en el
proceso de la expansion clonal y por consiguiente en el desarrollo tumoral (Fearon et al,
1990; Nowell, 2002; Vogelstein et al, 2004). Mas adelante a esta via tumorogénesis se le

denomind supresora, por el tipo de genes implicados en la misma.

5.5.1.1 ETAPAS DEL CICLO CELULAR Y CANCER

Los estudios sobre la carcinogénesis han ido acumulando datos que permiten desentrafiar
el origen intracelular de las rutas estimuladoras e inhibidoras. Todos convergen en el ciclo
celular el cual consta de cuatro etapas.

La primera fase es la G1 (de “gap”, intervalo) en la que la célula aumenta de tamafo y se
prepara para copiar el ADN. El copiado del ADN ocurre en la siguiente fase denominada S
(sintesis de ADN), durante la cual la célula duplica con precisién el complemento
cromosémico. Una vez que los cromosomas se han replicado, la célula entra en fase G2,
durante la cual se prepara para la Gltima fase, la M (mitosis) fase en que la célula se divida
para engendrar dos células hijas, cada una de las cuales recibe una serie completa de
cromosomas (Weinberg, 1996).

Para regular todos los acontecimientos del ciclo celular existen una serie de moléculas, las
mas esenciales son las ciclinas y las dependientes de las ciclinas, que se asocian entre si e
inician la entrada en los diferentes estadios del ciclo celular. Hay una serie de proteinas que
pueden inhibir el ciclo celular en alguna de sus fases, por ejemplo la p51 la cual esta bajo

control de la proteina supresora p53 (Volgelstein y Kinzer, 1993).
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Un momento crucial del ciclo tiene lugar al final de la fase G1, en el punto restrictivo,
cuando la célula decide si debe o no cerrar el ciclo, siendo precisa la presencia de un
regulador molecular. Este regulador son las ciclinas que se combinan con las quinasas y las
activan, estas enzimas arrebatan los grupos fosfatos de las moléculas de ATP y los
transfieren a una proteina pRB, que es el freno del ciclo celular. Si pRB no esta fosforilada
se bloquea el ciclo celular secuestrando a los factores de trascripcion. Cuando se afiaden
suficientes fosfatos a pRB el freno celular deja de actuar y libera factores de trascripcion
que actlan sobre los genes, estimulando la produccion de proteinas requeridas para la
continuacion del ciclo celular. En el cancer se ha detecta una sobreactividad de proteinas
estimuladoras (ciclinas) y también inactivacion de proteinas inhibidoras (p53) (Weinberg,

1996).

5.5.1.2 APOPTOSIS CELULAR

La apoptosis, o suicidio celular, es un sistema auxiliar del ciclo celular que protege al
cuerpo humano de la division celular desenfrenada y desarrollo tumoral. Si algin sistema
de regulacion queda dafiado se pone en marcha la apoptosis, las investigaciones indican
que los oncogenes supresores también inducir esta respuesta, siendo la proteina del gen
p53 la principal implicada en este tipo de regulacion, su inactivacién en células tumorales
reduce la probabilidad de eliminacion celular. El fallo de la apoptosis ademés de contribuir
a la expansion tumoral también influye en la resistencia a quimioterapia, ya que las células

son menos sensibles al tratamiento (Bishop, 1995).
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5.5.1.3 BIOLOGIA MOLECULAR DEL CCR

Los estudios de biologia molecular en el CCR se iniciaron en aquellos canceres que se
presentan de forma hereditaria, los asociados a la poliposis adenomatosa familiar
hereditaria y en el cancer de colon hereditario no poliposico (HNPCC). Los resultados de
estas investigaciones implicaron a una serie de genes en el origen y progresion tumoral,
fundamentalmente los genes supresores y los protooncogenes. De esta forma analizando
los genes en el cancer hereditario se pudo empezar a aislarlos y analizarlos en el CCR
esporadico (Maillo et al, 1996).

La carcinogénesis se ha de contemplar como un proceso multifasico donde coexisten una
serie de activaciones y inhibiciones de genes. La actividad biol6gica del tumor es el
resultado de todos los cambios genéticos mas que del orden de los cambios moleculares
producidos. Para que un tumor incipiente acumule todas las mutaciones que requiere su
desarrollo maligno han de transcurrir, por lo comdn, varias décadas. En algunos
individuos, sin embargo, ese intervalo se acorta y contraen ciertos tipos de cancer mucho
antes de lo que es habitual (Weinberg, 1996). Esta temprana aparicion se explica porque el
paciente hereda de alguno de sus progenitores un gen mutante causante del cancer, de esta
manera la mutacién se implanta en todas las células del cuerpo humano, asi que le proceso
de formacion de tumor se acelera. En consecuencia, el desarrollo tumoral solo requiere dos
o tres décadas para llegar a su fin. Como estos genes mutantes pasan de generacion en
generacion, muchos miembros de una misma familia pueden desarrollar cancer
prematuramente (Bishop, 1995; Weinberg, 1996).

Las mutaciones de los genes se acumulan en las células somaticas durante afios hasta que
la célula pierde un nimero critico de mecanismos de control de crecimiento iniciandose la

formacion del tumor. (Bravo et al, 2000).
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Las mutaciones detectadas en un solo oncogén son necesarias para explicar el proceso
tumorogenico, pero no son suficientes para explicar toda la transicion adenoma-carcinoma.
Por ejemplo la accion de un determinado oncogén puede producir un bloqueo en un factor
de inhibicion del crecimiento celular, pero ademas precisa de la intervencion cooperativa

de otro oncogén dominante positivo, por ejemplo Kras.

5.5.2 PRINCIPALES ONCOGENES

Hay tres tipos de oncogenes: protooncogenes, oncogenes supresores y los reparadores. En
el CCR las alteraciones genéticas méas contrastadas son de dos tipos: las mutaciones en los

protooncogenes y en los supresores.

5.5.2.1 PROTOONCONGENES

Son los primeros genes que se encontraron alterados en el CCR. Estos genes codifican
proteinas que estan implicadas en el crecimiento y la diferenciacion celular, promoviendo
la proliferacion celular. Entre los mecanismos que activan los proto-oncogenes estan las
mutaciones puntuales (K-ras, N-ras, H-ras), la amplificacion genética (C-myc) o la
traslocacion cromosémica. Todas las mutaciones desregulan la expresion génica y
producen una proteina con su funcion alterada. Cifran proteinas que participan en cadenas
moleculares de transmision de sefiales estimuladoras del crecimiento. Esas sefiales se iran
transmitiendo desde el exterior de la célula hasta su interior. Por tanto, el crecimiento de la
célula se sale de control cuando se produce una mutacion que altera la ruta estimuladora de
crecimiento, en virtud de lo cual, la ruta se mantiene permanentemente activa cuando no

debiera estarlo (Weinberg, 1996)
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En el caso de los proto-oncogenes, estos se han de modificar produciéndose una
transformacion dominante en la célula. Las causas de la modificacion pueden ser debidas
en cambios en las vias de transduccion de sefiales o bien en la pérdida de mecanismos
reguladores (Howe y Guillem, 1997).

Cuando se mutan se convierten en oncogenes carcinogenicos capaces de dirigir una
multiplicacion desenfrenada. Se produciran proteinas hiperactivas o un exceso de proteina
estimuladora del crecimiento causando desregulacion del ciclo celular y malignidad, o
bien alteraciones de genes implicados en fases mas avanzadas de la carcinogénesis

(Volgelstein y Kinzer, 1993).

5.5.2.2 GENES SUPRESORES

Su funcion es la de inhibir la proliferacion celular. Mientras los proto-oncogenes acttan de
manera dominante, ya que la alteracién de un unico alelo es suficiente para producir la
transformacion celular, los genes supresores son de caracter recesivo. Por tanto, la pérdida
de funcién de estos genes necesita de la inactivacion de ambos alelos, la cual suele
producirse por una mutacién o por una deleccion (o por ambas). Cuando hay una mutacién
se produce una pérdida de funcién, favoreciéndose la proliferacion de clonas de células
cancerigenas. Las principales delecciones o mutaciones se identifican en los cromosomas
59 (gen APC), 17p (gen P53), 18g (gen DCC) y 17q (gen Nm23). En los genes
supresores, para que exista proliferacion cancerigena, se requiere que la pérdida o
mutacion tenga lugar en ambas copias del gen, de esta forma hay una ausencia completa de
la funcion supresora del gen.

En los casos familiares, una de estas mutaciones se transmite a lo largo de la linea

germinal, localizandose en todas las células humanas. La copia normal restante es
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suficiente para frenar el desarrollo del cancer, pero cuando se pierde esta copia en una sola
celula ya hay posibilidad de desarrollar cancer. En los casos esporadicos, sé han de perder
0 mutarse ambas copias del gen en una sola célula, pudiendo originarse e proceso inicial de

la tumorogénesis (Huang et al 1994; Maillo et al, 1996; Howe y Guillem, 1997).

5.5.2.3 GENES REPARADORES

Son los genes responsables de mantener la integridad del genoma humano y la fidelidad en
la informacion. Cuando pierden su funcion hay una propension a los errores y al desarrollo
de clones celulares malignos. Se han identificado mutaciones asociadas al cancer de colon
hereditario no polipésico los genes hMSH 2 0o hMLH 1 son los que estadn implicados con

mas frecuencia.

5.5.3 RUTAS CARCINOGENETICAS

Se han identificado dos rutas carcinogenéticas para conseguir el desarrollo del CCR. Como
toda neoplasia, el cancer colorrectal es un proceso secuencial en el que cada paso,
representado por cambios genéticos o epigenéticos es resultado normalmente por la

activacion o en la inactivacién de un gen supresor de tumores (Fearon, 1994)

5.5.3.1 MODELO DE FEARON Y VOLGELSTEIN O VIA SUPRESORA

Este modelo fue desarrollado por Fearon y Volgelstein en el afio 1988, se expone en la

figura 3. Demostraron que un 90% de los CCR esporadicos presentan mutaciones o

pérdidas alélicas de dos o méas oncogenes. Los adenomas sin areas de carcinoma
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Unicamente presentan alteraciones genéticas en un 24% de los casos, cuando ya existe
microinvasion se hallan en un 43% de los casos (Vogelstein et al, 1988). En la progresion
de polipo a carcinoma la mutacion inicial seria la del gen APC mediante una pérdida de
heterozigosidad (LOH: del “loss of heterocygocity”: pérdida de un alelo en el ADN
tumoral a causa de la supresion de un segmento genético) en la que sé acumularian,
mutaciones sométicas del oncogén Ras y de los oncogenes supresores MCC, DCC y P53.

Las mutaciones en los genes APC y Kras son un hecho molecular precoz en el proceso de
la carcinogénesis, apareciendo mas tardiamente las de los genes p53 y Nm23, los cuales
serian factores de predectibilidad de mal prondstico en el CCR con elevado riesgo de

presencia de metastasis precoces y diseminacion linfatica. (Ohnishi et al, 1997).

Figura 3. Modelo genético de la carcinogénesis del CCR propuesto por Fearon-Vogelstein
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5.5.3.2 RUTA DE LOS GENES REPARADORES O VIA MUTADORA.

Esta ruta se inicia con mutaciones en los genes reparadores de la replicacion del ADN o

ruta RER (del inglés “replicating error”), estos genes producen enzimas que corrigen los
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errores en la cadena de ADN, sino se repara la mutacion se transmite a las siguientes
generaciones. Se sugirié la presencia de estos errores al identificar inestabilidad en los
microsatélites del ADN. Esta inestabilidad se manifiesta con inserciones o supresiones
dentro de la secuencia del ADN, se identifican en un 15-28% de los casos de CCR
esporadico. Es posible que las alteraciones del sistema de genes reparadores sustituyan a
las mutaciones del gen p53 en la ruta de la carcinogénesis asociada a un fenotipo mucinoso
(Thibodeau et al, 1993; Kim et al, 1994; Muta, 1996).

La alta eficacia reparadora del sistema constituye una de las razones de que puedan pasar
muchas décadas antes de que todas las mutaciones necesarias para que se desarrolle el
tumor se retnan. Ciertos defectos hereditarios, sin embargo, pueden acelerar el desarrollo
de un tumor impidiendo que las proteinas encargadas de reparar los dalos del ADN actlen
con eficacia. Este seria el caso del cancer de colon hereditario no polipésico, en el que la

mutacion causaria la sintesis de una proteina defectuosa (Weinberg, 1996).

56 GENPS3

5.6.1 INTRODUCCION

El mas conocido y estudiado de los genes supresores es el p53 (Tumor Protein p53).
Inicialmente se pensaba que era exclusivamente una fosfoproteina nuclear,
originalmente descubierta en extractos de células transformadas, que reaccionaban a
antisueros animales que tenian tumores producidos por SV40 (Simian Virus 40) con el
gue formaban un complejo oligomérico conocido como el antigeno mayor T. Debido a
que el antigeno T era necesario para mantener el fenotipo de las células transformadas

se pensd que el gen p53 era un antigeno tumoral (Levine, 1992).
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Mas tarde en cultivos tisulares, se detectaron en células transformadas o derivados de
tumores grandes cantidades de p53. Esto es debido a que la proteina sintetizada a partir
del gen p53 de células tumorales tiene una vida mas larga que las células no tumorales.
Una variedad de clones de ADN genomico y complementario de esta proteina fue
aislada en cultivos celulares, Y ademas se vio que existia cooperacion con el gen Kras
en la transformacion de fibroblastos de embriones de rata; esto llevo a pensar que se
trataba de un oncogén (Levine, 1992). Todos estos clones de ADN complementario del
p53 son formas mutantes. Parece ser que el p53 es un gen supresor de tumores, que
regula negativamente el ciclo celular y que requiere de una disminucion de sus

funciones o mutaciones para favorecer la formacion de tumores (Levine, 1993).

5.6.2 ESTRUCTURA

El gen p53 se localiza en el brazo corto del cromosoma 17 (17p). Codifica una
fosfoproteina nuclear de 53 kD, que desarrolla un papel central en la regulacién del
ciclo celular. Estd compuesta por 393 aminoacidos, contiene 11 exones y en los
extremos tiene un terminal amino y en el otro un terminal carboxilo (Diez et al, 1996;
Vogelstein, 1988).

El extremo amino es &cido y manifiesta actividad transcripcional cuando se fusiona con
otros genes capaces de unirse al ADN. El extremo carboxilo es basico y tiene
terminaciones que afectan la regulacion de la actividad de union y oligomerizacion del
ADN. Al ser una fosfoproteina tiene multiples zonas de fosforilacion, estas distintas
posibles de fosforilacion pueden ser responsables de los distintos tipos fenotipos

inmunoldgicos hallados en los tumores humanos (Basatkis y EI-Naggar, 1995).
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5.6.3 FUNCION Y ACCION DEL GEN

Les funciones del gen p53 son fundamentalmente cinco:

- Regulacion del conjunto de funciones del complejo iniciacion-replicacion del DNA en
la fase G1 del ciclo celular (Levine, 1993).

- Regulacion de la transcripcion a nivel de la transicion de la fase G1 a S, promoviendo
o suprimiendo la sintesis de RNA mensajero (Levine, 1993).

- Regulacion la progresion del ciclo celular en respuesta al dafio al ADN. (Shao et al,
2000)

- Relacion con fendmenos de apoptosis, previniendo la muerte celular i la angiogénesis
(Shao et al, 2000).

- Ademas se ha visto que el p53 salvaje puede suprimir el crecimiento o transformacion
de ceélulas en cultivos tisulares e incluso puede reducir o eliminar el potencial

tumorogeénico de las células ya transformadas (Levine, 1992).

Asi que el p53 actla como supervisor o controlador puntual del ciclo celular, parando el

ciclo celular para permitir la reparacién de errores, puede responder a sefiales erroneas y

corregir equivocaciones antes de que el ciclo celular se inicie. Cuando la supervision

falla, o sea cuando se lesionan las células por luz ultravioleta, radiaciones,

quimioterapia o por otros motivos, se pueden producir errores 0 mutaciones que daran

lugar a clones de células cancerosas (Batsakis y Al-Naggar, 2000; Levine, 1993).

En presencia de proteina p53 mutada, ésta inhibe la funcion de la proteina p53 salvaje,

perdiéndose la especificidad de fijacion del ADN o bien se pierde la funcion supresora

de la progresion celular (Howe y Guillem, 1997; Lane, 1992). La inestabilidad genética

que se deriva de la inactivacion de esta via de regulacion es un punto clave en la
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oncogeénesis, ya que permite la acumulacion de material genético alterado (Fearon,

1994).

5.6.4 MUTACIONES. GENERALIDADES

Las mutaciones en el gen supresor p53 son las mas comunes en los tumores
colorrectales, la mayoria, el 98%, representan mutaciones somaticas adquiridas, pero
también existen mutaciones heredables como es el caso del Sindrome de Li-Fraumeni,
herencia dominante, en la cual los miembros de una familia tienen predisposicion a
padecer distintos tipos de cancer (Howe y Guillem, 1997; Toguchida et al, 1992). La
perdida de funcién de la proteina p53 rompe el equilibrio cromosémico provocando
aberraciones y aneuploidia (Arends, 2000; Hamilton, 1992). Las mutaciones en el gen
p53 tienen lugar en los exones V al VIII que corresponden a los dominios de sintesis
proteica; la alteracion da lugar a una proteina alterada, no funcionante, con una vida
media mas larga, que se acumula en el nucleo celular (Diez et al, 1996; Vogelstein,
1988). La alteracion causa una desregulacion del ciclo celular y consecuentemente el

desarrollo de clonas celulares cancerigenas (Bukholm y Nesland, 2000; Levine, 1993).

5.6.5 MUTACIONES Y CCR

En el afio 1987 se demostr0 que un 75% de los CCR presentan pérdida de
heterozigosidad en el gen p53. Se identifica en un 6% de los adenomas no invasivos,
24% de los invasivos y 75% de los carcinomas, segun estos resultados se sospecha que
es un hecho tardio en el proceso neoplasico (Vogelstein et al, 1988; Fearon et al, 1987).

Su determinacion en tejido tumoral fijado en parafina puede ir del 39% (Schwandner et
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al, 2000) al 50% (Baker et al, 1989). Las mutaciones en el gen p53 ademas de estar
involucradas en la evolucion de adenoma a carcinoma también aparecen una vez
establecido el carcinoma (Chang et al, 1995; Baker et al, 1989).

La frecuencia de positividad esté relacionada con la localizacion tumoral aislandose
predominantemente en tumores de colon distal y recto que en el colon derecho (Scott N
et al, 1991; Bell et al, 1993). También es mas frecuente en tumores con contenido
hiperploide en ADN y en los que presentan un elevado indice de proliferacion,
contrariamente los de tipo mucoide presentan menos sobreexpresion de la proteina p53
(Campo et al, 1994).

La presencia de la mutacion en el gen p53 se asocia a un peor curso evolutivo con una
progresion tumoral més rapida, local y a distancia, comportando una supervivencia mas
pobre (Schwandner et al, 2000; Diez et al, 1996; Laurent-Puig et al, 1992; Munro et al,
1995). Pero no se ha determinado con suficiente evidencia si existe relacion con la
sobreexpresion proteica y la evolucion postoperatoria. Tampoco se ha delimitado con
exactitud cual es el valor predictivo de la sobreexpresion en relacion con las variables
clinicopatoldgicas habituales (Purdie et al, 1991; Dominguez et al, 1994).

La presencia de p53 incrementada se relaciona con la afectacion ganglionar, las
metastasis a distancia y un peor prondstico, no obstante, la importancia clinica de esta
sobreexpresion sigue siendo controvertida (Soussi et al, 2007).

Al tener un papel tan importante en la regulacion y el mantenimiento de las funciones
bésicas de la célula, cualquier pérdida de funcion en la proteina p53 supone a la célula
un paso significativo en el proceso de malignizacion. Una de las alteraciones mas
comunes en el gen p53 son las mutaciones puntuales. Efectivamente, a pesar de su
condicion de supresor de tumores, el gen p53 suele sufrir principalmente mutaciones

puntuales, que pueden actuar de forma dominante cuando afectan a los dominios de
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unién a secuencias especificas, produciendo una inactivacion total de la proteina,
ademas de su acumulacion en la célula. Se ha descrito que tal acumulacion podria ser
responsable de un aumento de la agresividad tumoral ademéas de un incremento del
potencial metastasico, lo que explicaria el peor pronostico observado en los pacientes
portadores de mutaciones en el gen p53. Se calcula que p53 se encuentra mutado en
aproximadamente el 50% de las neoplasias humanas (Soussi et al, 2001; Russo et al,
2005b; Vousden et al, 2007)

Los estudios inmunohistoquimicos han demostrado que la sobreexpresion de la proteina
nuclear en el CCR esporadico se acompafia de una disminucién de la supervivencia,
tanto en enfermos con ganglios positivos como en aquellos que tienen metastasis en
estados mas avanzados (Belluco et al, 1996; Zeng et al, 1994b). La presencia de p53 en
enfermos a los que se ha efectuado reseccion de metastasis hepaticas se ha relacionada
con una peor supervivencia a los cinco afios, un 20% cuando se identifica y un 50%
cuando no se aisla (Nitti et al, 1998).

La determinacion conjunta de la isomaltasa-sucrasa y la expresion de p53 también se ha
visto que se relaciona con peores supervivencias, siendo su mecanismo desconocido
(Lise et al 1997).

Los adenocarcinomas presentan un patron de alteracién genética distinta a los mucoides.
La frecuencia de mutacion y de sobreexpresion proteica es inferior en los carcinomas
mucoides, debido a que se encontrarian implicados diferentes oncogenes que en el
adenocarcinoma (Mulder et al, 1992). En el caso del colon proximal no se encuentran
diferencias pero en el colon descendente y recto, los carcinomas mucoide presentan
mucho menor grado de positividad un 22% por un 63% en el caso de adenocarcinomas

(Diez et al, 1997).
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Contrariamente hay autores que no han encontrado valor predictivo en la
sobreexpresion de la proteina p53, por lo que no seria Util para identificar grupos de
riesgo para desarrollar metastasis hepéaticas (Heisterkamp et al, 1999; Elsaleht et al,

1999).

5.6.6 OTROS TUMORES RELACIONADOS CON EL GEN P53

Existen evidencias clinicas y experimentales de la implicacion de la mutacion y el
desarrollo de neoplasias malignas. Se ha relacionado con el carcinoma peritoneal
primario condicionando un peor prondstico respecto a la supervivencia (Moll et al,
1997). En los carcinomas escamosos de esofago se detecta en un 56%, principalmente
en tumores mas invasivos (Chaves et al, 1997). En el caso de carcinomas orales ya se
detecta en fases precoces (Rowley et al, 1997). En el caso del pancreas se identifican
sobreexpresion de p53 tanto en el caso de carcinomas (67%) como en el caso de
pancreatitis (59%) (Maacke et al, 1997). Otros tumores estudiados son el estdbmago
(Fukui et al, 2003), pulmdn (Westra et al, 1995), tiroides (Dobashi et al, 1993) y mama

(Barnes et al, 1993).

5.7 GEN KRAS

5.71 ESTRUCTURA

El protooncogen Kras (Kristen rat sarcoma viral oncogene homolog) se descubrié en

humanos en células (LX-1) se descubrié en células de carcinoma de pulmén de

humanos, e identificando como homologo del oncogén aislado a partir del virus Kirsten

de sarcoma de rata (Der et al, 1982).
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El gen se localiza en el brazo corto del cromosoma 12, pertenece a una familia de genes
que se identifican en muchas especies animales. Codifica una proteina, la p51-ras que se
localiza en la superficie interior de la membrana citoplasmatica.

Hay tres tipos de proto-oncogenes ras, el H-ras, N-ras y K-ras, el potencial maligno se
activa mediante mutaciones puntuales en los codones 12, 13 i 61 (Minamoto et al 2000;
Hidalgo et al, 1996; Fearon, 1993). Estos tres genes presentan casi el 85% de
homologia entre si y mapean en distintos cromosomas, con diferentes niveles de
expresion segin el tejido y durante diferentes fases del desarrollo. Asimismo, la
alteracion de cada uno de estos tres genes ha sido detectada en un tipo tumoral distinto,
siendo el Kras el oncogen que sufre mas mutaciones en los tumores humanos
(Downward, 2003; Kranenburg, 2005).

La frecuencia de mutaciones a nivel de kras es mayor, entre un 15-68%, a medida que
aumenta el tamafio del adenoma, mientras que en el CCR se ha determinado la mutacién

del Kras en hasta un 50-90% (Jass, 2002; Benvenultti et al, 2007; Takayama et al, 2006).

5.7.2 FUNCION Y ACCION

EL gen k-ras codifica una proteina de membrana con actividad GTPasa. Su funcion es
la transduccién intracelular de las sefiales extracelulares, responsables de la activacion
de mecanismos como la proliferacién, la diferenciacion y la adhesion celulares, o la
apoptosis. (Crespo et al, 2000). La proteina sintetizada por el oncogén participa en la
traduccion de les sefiales de crecimiento y diferenciacion. Cuando tiene lugar una
mutacion la proteina mutante esta siempre activa, aunque los receptores de crecimiento
no envien sefales, se reduce la capacidad de la proteina para interaccionar con la

proteina activadora ras de la GTPasa (ras-GAP), lo que permite a la proteina p21-ras
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mutante conserve el enlace con la GTPasa en estado activo y produzca alteraciones en la
transduccion de sefiales, permitiendo una continua transmision de mensajes
proliferativos desde la superficie celular hasta el ndcleo (Weinberg, 1996).

Los marcadores moleculares pueden tener un papel prondstico y predictivo. En este
sentido es importante mencionar el receptor de factor de crecimiento epidérmico
(EGFR) pues esta incluido en procesos como angiogénesis, proliferacion migracion y
adhesion celular Por este motivo, el tratamiento del CCR se ha centralizado en gran
medida en la via de sefializacién del EGFR, de tal modo, que se utilizan anticuerpos
monoclonales anti-EGFR como son Cetuximab y Panituminab. Sin embargo,
mutaciones en dicha via de sefializacion suponen un problema con respecto a la eficacia
de terapias destinadas a bloquear dicha via, ya que se produce la activacion de
reguladores de la misma. De hecho, en la actualidad el desarrollo mas importante en los
marcadores tumorales para el CCR, ha sido el gen Kras, ya que la determinacion de las
mutaciones del este oncogén suponen un factor predictivo negativo de respuesta al
tratamiento quimioterapico, en concreto a los inhibidores de EGFR (Epidermal Growth
Factor Receptor-Factor de Crecimiento Epidermico). Aproximadamente el 40% de los
CCR metastasico presentan mutaciones en el gen Kras, siendo estas mutaciones son
altamente predictivas para una falta de respuesta al tratamiento con inhibidores de

EGFR (Cunningham et al, 2010; George y Kopetz, 2011).

5.7.3 MUTACIONES Y CCR

En la literatura se refieren distintas frecuencias de presencia del oncogeén kras en el CCR

esporadico. Se han detectado las mutaciones del oncogén Kras con una frecuencia de

entre el 30-50% de los casos aproximadamente. En otros tumores esporadicos se ha
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detectado en un 30% de carcinomas de pulmoén y hasta en un 75% de pancreas (Fearon,
1993; Capella et al, 1991; Brink et al 2003).

Otros trabajos més actuales, los anélisis de los pacientes con diagndstico de CCR ha
establecido que aproximadamente el 60% de los mismos presentan Kras no mutado
(wild type), existiendo una gran probabilidad de beneficiarse de las terapias anti-EGFR
(Yamashita et al, 2009; Sturgeon et al, 2008; Takayama et al, 2006).

La presencia del oncogén determina un grupo de enfermos con peor evolucion
presentando una menor supervivencia y un mayor porcentaje de recidivas locales
(Laurent-Puig et al, 1992). A causa de la determinacién més frecuente en colon derecho
se podria sospechar una peor evolucion en los carcinomas de esta localizacion (Pajkos
et al, 1999). La presencia de activacion de la mutacion en el gen favorece un menor
indice de apoptosis, hecho que favorece la progresion tumoral (Ward et al, 1997).

Hay estudios que no ven utilidad en su determinacion para sospechar una menor a
mayor agresividad del CCR, o bien para seleccionar pacientes con mayor riesgo de
desarrollar metéstasis hepaticas (Kastrinakis et al, 1995).

La mutacion del gen Kras también se ha relacionado con el desarrollo de cancer de
pancreas, favoreciendo el desarrollo hiperplasico de las células pancreaticas en

enfermos afectos de pancreatitis cronica (Rivera et al, 1997).

5.7.4 DETERMINACION DEL GEN EN OTRAS MUESTRAS

La determinacion del oncogén mutado en heces, se determina mediante PCR en un 40%

(Villa et al, 1996), podria utilizarse para identificar CCR de manera precoz pero los

resultados no muestran evidencia clinica (Ratto et al, 1996; Nollau et al, 1996).
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También hay estudios que detectan en heces otros oncogenes relacionados con el CCR
(Sterm, 1996).

La deteccion en plasma es de un 50% de los casos, se realiza mediante extraccion de
ADN del plasma y se determina la presencia de alteracion del gen Kras mediante PCR.
Si se llega demostrar su evidencia clinica prondstica seria una determinacion importante

de cara al futuro dada la simplicidad de la toma de muestras (Anker et al, 1996).

5.8. GEN NM23

5.8.1 ESTRUCTURA

El gen Nm23 originalmente ha estado identificado en lineas celulares de melanoma
murino, corresponderia a un gen supresor del potencial metastasico (Kapranos et al,
1996; Otsuki et al, 1997), se localiza en el brazo largo del cromosoma 17, presenta dos
isoformas la H1 y la H2, la primera es la que se relaciona méas con el CCR (Mandai et

al, 1994; Campo et al, 1994).

5.8.2 FUNCION Y ACCION

El gen codifica una proteina, nucleosido-difosfato-kinasa que permite la transduccion

intracelular (Indinnimeo et al, 1997). Se determina inmunoreactividad aproximadamente

en un 41% (Tannapfel et al, 1995).
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5.8.3 NM23 COMO FACTOR PRONOSTICO

En el caso del gen Nm23 hay autores que consideran Util su determinacion como factor

pronostico y otros que discuten este hecho.

Evidencia del gen nm23 como factor prondstico.

Las delecciones, mutaciones, o la baja expresion de proteina Nm23 se ha relacionado
como factor prondstico en el CCR, determinando un grupo de enfermos con tumores
mas agresivos y con pobre diferenciacion, también se ha relacionado con la capacidad
metastizante y la recidiva precoz (Indinnimeo et al, 1997; Campo et al, 1994). También
la sobreexpresion de Nm23 ha mostrado peores supervivencias y mas riesgo de
desarrollo de metastasis hepaticas (Berney et al, 1998; Heide et al, 1994).

Comparando la expresion de Nm23 en el CCR con las variables clinicopatologicas
habitualmente estudiadas se ha observado que puede tener relaciébn con un mayor
potencial de crecimiento local pero no ha nivel regional ni metastasico (Zeng et al,
1994).

En el caso de los carcinomas hepatocelulares la sobreexpresidn se asocia a una menor
capacidad metastasica y frecuencia de recurrencia (Boix et al, 1994; Yamaguchi et al
1993).

Otros autores citan gue una pérdida en la sobreexpresion representaria un aumento del
riesgo de presencia de metastasis (Martinez et al, 1995), y una mayor afectacion

ganglionar (Tannapfel et al, 1994).
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Casos sin evidencia de utilidad como factor pronéstico.

Comparando la ploidia del ADN, el indice de proliferacion celular y el gen Nm23 no se
ha encontrado valor pronéstico ni con el estadio ni con la supervivencia (Lindmark et al,
1996).

En caso de enfermedad avanzada (adenopatias positives, presencia de metéstasis y T4)
no hay evidencia de la utilidad de la determinacién del gen Nm23 para sospechar peores
supervivencias, debido a que la propia enfermedad ya determina el pronéstico (Heys et

al, 1998).

5.84 OTROS TUMORES RELACIONADOS CON EL GEN NM23

En el adenocarcinoma de células claras de pulmén se ha relacionado con un pero
pronostico respecto a la presencia de adenopatias y con diagndstica en fases avanzada,
los niveles elevados de expresion (Ozeki et al, 1994); igualmente en el tumor de células
pequefias cuando hay baja expresién también sirve para determinar un grupo de alto
riesgo para el desarrollo de recidiva metastasica (Lai et al, 1996). Al carcinoma ductal
de mama con ganglios negativos se ha estudiado la expresion de la proteina sintetizada
por el gen no observandose relacion con la mortalidad (Kapranos et al, 1996).

También se ha relacionado con el desarrollo de metastasis en otros tumores como en el
caso del de préstata (Fishman et al, 1994), carcinoma medular y anaplasico de tiroides
(Okubo et al, 1995; Holm et al, 1995); cuando presenta una menor inmunoreactividad se
relaciona con un riesgo de desarrollo de carcinoma de vesicula biliar y region ampular.
(Lee y Pirda, 1994; Shiina et al, 1996). En el carcinoma ovarico la baja expresion se

asocia a una mayor afectacion adenopatica metastasica (Mandai et al, 1994).
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5.9 GENAPC

5.9.1 ESTRUCTURA

El gen APC (Adenoma Polyposis Coli) es un gen supresor tumoral que se describid en
el afio 1987 que codifica una proteina que juega un importante papel en la supresién de
tumores. La pérdida de su funcion que puede estar ocasionada por diferentes
mutaciones, facilita la aparicion de céancer colorrectal y provoca la enfermedad
denominada Poliposis Adenomatosa Familiar.

Se localiza en el brazo largo del cromosoma 5, entre las posiciones 21 y 22 (5q21-22)
(Bodmer, 1997). En el afio 1991 mediante técnicas de clonacion se identifico el gen
APC en pacientes afectos de poliposis adenomatosa familiar (FAP), (Groden et al,

1991).

5.9.2 FUNCION Y ACCION

El gen tiene la funcién de sintetizar una proteina citoplasmatica que tiene una funcion
importante en la adhesién celular. La proteina tiene 2845 aminoécidos que interactan
con una betacatenina y probablemente con una alfacatenina que se localiza en la placa
adherencial. La proteina esta en la region basolateral del enterocito, y su concentracién
aumenta a medida que las células migran al fondo de la cripta de la luz intestinal.
Cuando se altera la proteina se produce una separacion de las células que migran a
fondo de la cripta de la luz intestinal, provocando una acumulacion de células y por

consiguiente un principio de formacion de pdlipos (Aoki et al, 2007). Cuando se altera
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la proteina se produce una separacién de las células que permiten la migracion a otros

organos (Fearon, 1994; Su et al, 1993; Rubinfeld et al, 1993).

59.3 MUTACIONES y CCR

Se ha observado que en un 20% del CCR esporadico presentaban pérdida de
heterozigosidad en la reaccion del gen, en las mutaciones en una 60-50% segun la
afectacion de una o ambos alelos (Nishisho et al, 1991). Los tumores esporadicos que
presentan pérdida de heterozigosidad se localizan méas frecuentemente en colon derecho
(Maillo et al, 1996). En el caso de judios Ashkenazis la mutacion en el gen APC esta
asociada a un aumento del riesgo de presentar CCR. (Johnson et al, 2000).

Las posibles alteraciones en el gen son delecciones en un 30%, mutaciones en un 60% y
pérdida de heterozigosidad en un 20-40% (Maillo et al, 1996). Las modificaciones
genéticas del gen APC son mutaciones o delecciones que se producen de manera en la
linea germinal. La mutacion se puede determinar tanto en el CCR esporadico, hasta un
50% de los casos, como en la adenomatosis coli familiar, causando la produccion de
una proteina alterada en una regién carboxi terminal con la consecuente perdida de
funcion contribuyendo al desarrollo del carcinoma (Akehi et al, 1996; Bonneton et al,
1996; Joyce et al, 1995).

Se ha involucrado en el cambio de mucosa normal a adenoma y posteriormente a
adenocarcinoma, siendo una alteracion que aparece en las primeras fases de la
carcinogenesis (Sjodahl et al, 1996; Akehi et al, 1996), ya que su incidencia en los
adenomas esporadicos, los microinvasivos y los carcinomas es similar (VVogelstein et al,

1988)
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La alteracion de este gen determinaria una peor evolucién y mayor agresividad,
aumentando la capacidad metastizante, a pesar de su determinacion en tumores de corta

evolucion (Maillo et al, 1996).

5.10 ANTIGENO CARCINOEMBRIONARIAQO (CEA)

5.10.1 HISTORIA

El antigeno carcinoembrionario (CEA) es un antigeno oncofetal que fue descrito
originalmente por Gold y Freedman en el afio 1965 (Gold y Freedmann, 1965), es una
proteina fetal que se encuentra en tumores del sistema gastrointestinal y en el tejido

fetal, pero no en el tejido intestinal del adulto sano (Gold et al, 1970).

5.10.2 IDENTIFICACION PLASMATICA

El CEA es una glicoproteina expresada, entre otras regiones, en el aparato digestivo del
feto y que desaparece tras el nacimiento. En adultos con CCR se ha observado su
expresion en un 90% de los casos, aunque también se han encontrado niveles elevados
de CEA en fumadores, en personas con cirrosis, con pancreatitis, con colitis ulcerosa o
con Ulcera péptica.

Es una glicoproteina compuesta por 35-46% de proteinas y 45-57% de carbohidratos,
por inmunofluorescencia se localiza en la membrana del polo apical de las células que
rodean la luz glandular de los adenocarcinomas. Gold lo sitda en el glicocélix de estas

células y cuando el tejido pierde su organizacion glandular, el CEA se encuentra en la
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periferia celular comportandose como un antigeno asociado a membrana (Gold et al,
1970).

El determinante antigénico probablemente reside en la porcién peptidica de la molécula
observandose mediante inmunocitoquimica una distribucion del CEA distinta entre el
intestino y el cancer de colon. En el intestino se localiza en d6rganos sintetizadores de
proteinas; en el moco y en los microvillis de las células columnares; en el cancer bien
diferenciado se encuentra en los microvillis y en el pobremente diferenciado se
distribuye por toda la superficie celular (Ahnen et al, 1982).

La sintesis de CEA se realiza en la mucosa tumoral del colon y algo menos en las
células no neoplésicas, pasa al plasma dependiendo de los trastornos en la
permeabilidad de la pared vascular alterdndose la velocidad de paso en caso de tumores,
procesos inflamatorios y cambios vasculares degradadndose a través del sistema
reticuloendotelial hepéatico existiendo valores altos en familiares de pacientes
cancerosos por lo que podria existir un factor heredofamiliar responsable de la elevacién
de CEA (Gonzélez, 1982).

Se determina mediante radioinmunoensayo siendo la principal técnica el método Z-gel
ya que permite manejar rapidamente la muestra de plasma, es una técnica estandarizada
y los reactivos pueden obtenerse con facilidad permitiendo unos resultados
reproducibles de un laboratorio a otro (Alcobendas et al, 1979).

En las neoplasias de origen endodérmico (colon, recto, estmago, pancreas, pulmon)
son las que proporcionan un mayor numero de positividad (73%) y en las de origen no
endodermico (mama, cabeza, cuello, ovarios, testiculos) la positividad es del 48%. Las
concentraciones plasmaticas del CEA pueden encontrarse aumentadas en personas
afectas de CCR, pero también pueden presentar valores dentro de la normalidad (menor

de 5 ng/ml) (Fletcher, 1986).
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Ademas también sé puede aislar en enfermos afectos de enfermedades benignas: cirrosis
biliar primaria, hepatitis aguda y cronica, enfermedad inflamatoria intestinal,
colelitiasis, hepatitis alcohdlica activa, neumopatias cronicas, tuberculosis, miastenia
gravis, diabetes, infarto agudo de miocardio, ulcus gastrico, diverticulitis, pancreatitis,
insuficiencia renal, mastopatia fibroquistica asi como en controles sanos, en fumadores
y mujeres gestantes, por lo que no es especifico de CCR. La falta de especificidad hace
que no sé determine en investigacion primaria (Fletcher, 1986; Vignati y Roberts,

1993).

5.10.3 VALOR PRONOSTICO

El interés en la determinacion del CEA preoperatorio se basa en su valor como indice
pronostico, en la correlacién entre el nivel y grado de extension y masa tumoral, y en la
monitorizacién seriada. Es el mejor método no invasivo para el control postoperatorio
con el objetivo de detectar recidivas y metastasis, posee una sensibilidad del 78-86%,
especificidad del 75-91% con un valor predictivo del 83% advirtiendo de la posible
recidiva seis meses antes del diagnostico clinico con un 18% de falsos negativos (Go y
Zamcheck, 1982; Boey et al, 1984; Carlsson et al, 1983).

Debido a que se producen falsas elevaciones por causas benignas (patologia hepatica,
tabaquismo, etc.), se considera que el criterio de incremento de CEA (25-30% respecto
al valor anterior) es un indicador mas exacto de recurrencia que el criterio de sobrepasar
el valor discriminante (5ng/l) (Duffy, 2001; Duffy et al, 2003).

Si la reseccion del tumor es completa, los niveles de CEA disminuyen hasta limites

normales entre 2°-8° dia postoperatorio. Si los valores no descienden indican extirpacion
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incompleta y si la elevacion persiste tras una recuperacion de valores normales indica el
consiguiente diagndstico precoz de recidiva (Mach et al, 1974; Huyghe, 1983).

La concentracion preoperatoria de CEA se ha demostrado que se correlaciona con el
tamafio y el grado de diferenciacion del CCR. Los datos combinados de varias series
han indicado que la mayor concentracidn preoperatoria, en el momento diagnostico, se

relaciona con una peor supervivencia (Vignati y Roberts, 1993).

5.10.4 VALOR PREDICTIVO.

Con niveles inferiores a 2’5 ng/ml, la recurrencia es del 21% al 28% a los 18-24 meses
mientras que con valores superiores a 2’5 ng/ml la recidiva es del 38-80% y al estudiar
la recidiva segun el estadio de Dukes no se aprecian diferencias en el estadio B pero si
en el C, con valores inferiores a 5 ng/ml la incidencia de recurrencia es del 39% frente
al 90% con valores superiores a 5 ng/ml (Band et al, 1977; Holyoche et al, 1981;
Goslin et al, 1980).

Valores de CEA elevados juntamente con el nimero de adenopatias afectadas son
valores predictivos independientes de recidiva precoz. En el caso de niveles
preoperatorios por debajo de 5 ng/ml, la supervivencia a los cinco afios es del 60%, y en
los casos en que se encuentra por encima de 5 ng/ml es del 35°7%. Esta diferencia es
mas evidente en los casos en que hay presencia de ganglios afectados (Pechan et al,
1999).

Niveles de CEA preoperatorio bajos, nimero de adenopatias afectadas bajo y
tratamiento postoperatorio adyuvante estarian relacionados con mejores supervivencias

(Bufalari et al, 2000).
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El CEA elevado en el postoperatorio identifica un grupo de enfermos de riesgo de
recaida precoz, una vez descartada enfermedad residual, que precisaria de terapias
adyuvantes mas agresivas (Dawson et al, 1999).

Valores de CEA elevados juntamente con elevacion de CA 19.9 identifica un grupo de
pacientes con elevado riesgo de sufrir recidiva durante el primer afio después de la
cirugia radical, incluso del 73% (Forones et al, 1999; Andicoechea et al, 1998).

Como factor prondstico se ha visto que niveles elevados en el preoperatorio (superiores
a 5 ng/ml en suero) confieren una menor probabilidad de supervivencia libre de
enfermedad a los 5 afios, y que incluso niveles mayores de 15 ng/ml podrian ser
indicativos de metastasis ocultas (Wiratkapun et, 2001).

Al ser una proteina cuya expresion suele normalizarse tras la cirugia y que aumenta
segun avanza el estadio de la enfermedad, es un buen marcador de la evolucion del
paciente tras la intervencion quirdrgica. Su determinacién continuada durante la fase de
seguimiento postoperatoria permite una deteccidén temprana de recaidas y en concreto

de la aparicion de metastasis en el higado (Duffy et al, 2003).

5.11 ANTIGENO CARBOHIDRATO 19.9 (CA 19.9)

El antigeno carbohidrato 19.9 (CA 19.9), antigeno sializado de Lewis, presenta una
sensibilidad menor que el CEA, fue identificado por primera vez en 1981 (Koprowsky
et al, 1981). Hay autores que han empleado la determinacion sérica de CEA y CA19.9
para predecir la respuesta a la quimioterapia o predecir la supervivencia de los pacientes
con CCR metastatico, relacionando los valores de los marcadores con la supervivencia

global. (Berglund et al, 2002; Duffy et al, 2007; Yuste et al, 2003).
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Es un marcador muy especifico, pero poco sensible. También puede encontrarse
elevado en el cancer de pancreas, gastrico y de vias biliares. Asi como en enfermedades

benignas: litiasis biliar, colecistitis, pancreatitis o cirrosis hepética. (Diez et al, 1994)

512 CLASIFICACION CLINICOPATOLOGICA TNM EN EL CANCER

COLORRECTAL

La estadificacion preoperatoria tiene como objetivo determinar la extension anatomica
del tumor para establecer el prondstico, planificar el tratamiento y evaluar sus
resultados. La estadificacion preoperatoria implica la realizacién de una evaluacion
clinica, radiol6gica y anatomopatolégica, cuya importancia radica en la planificacion de
la técnica quirdrgica, ya que el estadio tumoral es el factor predictivo mas util (Codina
et al, 2003).

Aunque no se ha demostrado que la estadificacion del cancer colorrectal (CCR) y su
extension cambien el prondstico, es de gran utilidad quirdrgica ya que puede evitar la
realizacién de cirugia innecesaria en pacientes ancianos, con mal estado general y
metastasis maltiples, o bien planificar correctamente un tratamiento quirdrgico tanto del
tumor primario como de las metastasis (Lled6, 2000).

Actualmente el sistema de estadificacion mas utilizado es el TNM. En los afios
cincuenta, el American Joint Committe on Cancer (AJCC) y la Union Against Cancer
(UICC) propusieron un sistema de clasificacion anatomopatoldgica para los tumores
colorrectales denominado sistema TNM, de sus siglas en inglés (Tumor, Node,
Metastasis), igualmente recomendado por la American College of Surgeons. (Wood et

al, 1979)
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El sistema TNM es mas complejo que el sistema de Dukes, y se basa en los siguientes

puntos:

- Extension (T). Indica el grado de infiltracion tumoral en la pared del

intestino grueso.

- Ganglios afectados (N). Indica si el tumor se ha extendido a ganglios

situados en las proximidades del tumor.

- Metastasis (M). Indica si ha existido invasion de otros érganos por parte del

tumor.

Las modificaciones realizadas hasta nuestros dias tanto en la propia clasificaciéon como

en los métodos de evaluacién han supuesto mejorias en el sistema de estadificacion

(Greene et al, 2002). Por ejemplo en la actualidad es necesario el estudio

anatomopatoldgico de un minimo de 12 ganglios linfaticos de la zona que rodea el

tumor para realizar la correcta clasificacion del paciente, han contribuido a establecer

una clasificacion mas precisa (Nelson et al, 2001).

En la tabla 2 se expresa la clasificacion de la AJCC 6% edicion para tumores

colorrectales. Asi como la supervivencia global a los 5 afios por estadios. (Greene et al,

2002; O'Connell et al, 2004)

Tabla 2. Clasificacion y supervivencia cancer colorrectal

ATCC Dukes Astler-Coler | Supervivencia

TNM Etapa — — —
Tis, N0, M0 0 A A —
T1-T2, Ni, M0 I A Bl $0-85%
T2, No, M0 ma B B2 72-75%
T4, N0, MO iiz) B B3 65-66%%
T1-T2, N1, M0 A C cl 55-60%
T3-Td, N1, M0 B C 2 35429
Cualg T, N2, M0 IIC C 3 25-179%
Cualg T, Coalg N, M1 vV D D 0-7%
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5.13 INDICES PRONOSTICOS EN EL CCR

En los ultimos afios, se han propuesto diversos modelos predictivos para identificar
grupos de alto riesgo. Como los descritos en enfermedades cardiovasculares (Cui, 2009;
Marrugat et al, 2007), en la diabetes tipo 2 (Buijsse et al, 2011) o para distintos tipos de
cancer (Gail et al, 1989; Spitz et al, 2007). Y para el CCR en concreto, se han descrito
en la literatura distintos estudios sobre indices pronosticos. Uno de los indices mas
estudiado por diversos autores es el ratio preoperatorio entre leucocitos y linfocitos
(Malietzis et al, 2014; Jankova et al, 2013; Chiang et al 2012). Otros estudios realizados
son sobre la ratio ganglionar entre ganglios aislados y afectados (Parnaby et al, 2015;
Wang et al, 2013; Sjo et al, 2012). Otros indices prondsticos descritos son a partir de

factores de riesgo epidemioldgicos en el CCR (Driver et al, 2007).
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6.HIPOTESIS Y
OBJETIVOS
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6.1 HIPOTESIS

1-

2-

La mortalidad y el intervalo libre de enfermedad se asocian a perfiles concretos
en la expresion de marcadores tumorales “in situ”.

El prondstico a largo plazo en los pacientes operados de cancer colorrectal
(CCR) puede ser predicho en funcion de la expresion de marcadores tumorales
en pieza quirargica (oncogenes P53, K-ras, Nm23 y APC). Proponemos la
posibilidad de creacion de un modelo predictivo a partir de la expresion de cada
uno de los marcadores tumorales. Puede potenciandose creando un sistema de

puntuacién que pondere y combine el valor de cada uno de ellos.

6.2 OBJETIVOS

Objetivos primarios:

Estudiar la mortalidad en el CCR en funcion del tipo de oncogén identificado en
pieza tumoral quirdrgica.

Estudiar el intervalo libre de enfermedad en funcion del tipo de oncogén.
Estudiar la mortalidad a los 5, 10, 15 y 20 afios.

Estudiar asociaciones clinicas entre los oncogenes P53, Kras, Nm23 y APC y los

factores prondsticos en el CCR.

Obijetivo secundario

1- Desarrollar y validar un indice pronéstico oncogénico a largo plazo en el
cancer colorrectal (CCR) a partir de la determinacion de los oncogenes: p53,
Kras, APC y Nm23 en la pieza tumoral de los pacientes intervenidos con

intencién curativa de CCR.
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7.JUSTIFICACION
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Los estudios sobre los oncogenes implicados en la carcinogénesis del CCR, durante los
ultimos 20 afios han mostrado resultados en relacion a la supervivencia a corto plazo.
Nosotros presentamos un estudio a largo plazo y que ademas incluye tres oncogenes
implicados en todo el proceso de la carcinogénesis (APC, kras y p53) y otro que tiene su
implicacion en el desarrollo de posibles metéstasis (nm23). La deteccion de las
anomalias genéticas en CCR en pieza tumoral también puede llegar a ser una
herramienta Gtil para determinar su prondstico y predecir la evolucion del mismo. El
estudio ademas presenta una sistematizacion en el protocolo y en el seguimiento que
pretende una pauta de actuacion homogénea, intentando mostrar un nivel de calidad
Optimo para su andlisis final. Ha sido realizado de manera estricta para cumplir unos
criterios de calidad para poder conseguir los méximos datos posibles, y cerrando cada
caso con el evento final. Finalmente de esta manera establecer un indice prondstico
oncogénico a largo plazo, dado que en la literatura no ha estado descrito ningun indice

que incluya a los oncogenes p53, nm23, kras y APC.
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8. MATERIAL Y METODO
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8.1 TIPO DE ESTUDIO

Estudio prospectivo a largo plazo. Inicio del estudio 1 de enero de 1989, y finalizacion

del estudio 31 diciembre de 2014.

8.2 POBLACION DE REFERENCIA

En el momento del inicio del estudio, en enero 1989, la provincia de Girona tenia
499.522 habitantes segun datos del Instituto Nacional de Estadistica. Siendo en el 2014
la provincia de Girona de 756.156 habitantes de segun datos del INE. Referencia:

(http://www.ine.es).

Sujetos del estudio

El grupo de estudio estd formado por 212 pacientes intervenidos quirirgicamente de
CCR con intencion radical en el Servicio de Cirugia General y Digestiva del Hospital de
Girona “Dr. Josep Trueta”.

Se inicio la inclusion de pacientes en enero de 1988, y se finalizo en el momento que se
consiguio llegar al nimero de 212 pacientes que cumplieran los criterios de inclusion,
esto sucedid en diciembre 1995. Todos los pacientes fueron introducidos sucesivamente
en una base de datos para realizar el seguimiento, e identificandose numéricamente para

mantener la confidencialidad.
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Grupo de pacientes incluidos:

- Los pacientes intervenidos con intencion radical-curativa (R0). Se considera
reseccion curativa cuando se extirpa todo el tumor macroscopico sin dejar
tumor residual.

- Los pacientes sometidos a cirugia electiva.

- Pacientes mayores de edad (>18 afios) y residentes en la provincia de Girona.

- Pacientes vivos a partir del primer mes después de la cirugia para poder realizar el

seguimiento del paciente.

Grupo de pacientes excluidos:

- Pacientes no residentes en la provincia de Girona y no tributarios de seguimiento
postoperatoria.

- Pacientes sometidos a cirugia no radical (R1-R2).

- Pacientes sometidos a cirugia de urgencia.

- Pacientes en los que no se pudo disponer posteriormente de blogue celular en

parafina para el estudio de oncogenes.

8.3 VARIABLES

Variables Clinicas

A partir de la historia clinica realizada al paciente en nuestro Servicio se relleno la hoja

de recogida de datos correspondiente a los pacientes incluidos en el estudio. La historia
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clinica la realizaron los cirujanos del servicio, y el seguimiento lo realiz6 el cirujano

coloproctélogo responsable del paciente.

Las variables incluidas son:

-Fecha nacimiento

A partir de la fecha se calcul6 la edad. Para el estudio de los oncogenes y supervivencia
se definieron 5 grupos de edad: 31-40, 41-50, 51-60, 61-70 y 71-86 afios.

-Sexo

-Indice de masa corporal (IMC).

Para el estudio de los oncogenes y supervivencia se definieron dos grupos: < 30 kg/m?
de IMC y un segundo con IMC > 30 kg/m?

-Sintomas clinicos

-Localizacién neoplasia

-Fecha diagnostico de la neoplasia

-Fecha de la intervencidon quirurgica

-Hallazgos quirdrgicos

-Técnica quirargica

-Complicaciones postquirargicas

La gravedad de las complicaciones postquirtrgicas se valord segun la clasificacion de
Clavien-Dindo (ANEXO 1).

-Reintervencion

-Administracion radioguimioterapia adyuvante/neoadyuvante

-Recurrencia tumoral

-Tratamiento recurrencia tumoral
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-Tiempo de seguimiento (fecha Gltimo control)
-Estado actual en el tltimo control
-Fecha éxitus

-Motivo del éxitus

Variables analiticas

-Antigeno Carcinoembrionario (CEA)

-Antigeno Carbonohidrato o Antigeno Sializado de Lewis (CA 19.9),)

Se determinan con el MODULAR ANALYTICS E-170 (Roche Diagnostics) mediante
técnica tipo sandwich (electroquimioluminiscencia), utilizando reactivos de Roche.

Se consideraron valores limite de la normalidad los siguientes valores, para la
concentracion sérica de CEA los valores inferiores a 5 ng/ml, y para el CA 19.9 los

inferiores a 37 U/ml.

Variables histologicas

El estudio patolégico se realizo por dos patdlogos expertos en tumores
gastrointestinales, considerandose positividad al oncogén cuando la determinacion de
ambos coincidia. Los datos de tincién inmunohistoquimica se han obtenido tras la
observacion y cuantificacion al microscopio éptico de los cortes de matrices de tejido

inmunotefiido. Se realizo la evaluacion de las matrices de forma manual y a doble ciego.
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Las variables incluidas son:

-Tipo histologico de tumor

-Tamafo tumoral en 3 dimensiones (3D)

-Distancia margen distal

-NUmero de ganglios aislados en el global de CCR

-NUmero de ganglios aislados en los subgrupos cancer de colon y de recto.

-NUmero de ganglios afectados en el global de CCR

-NUmero de ganglios afectados en los subgrupos cancer de colon y de recto.

El estudio de la afectacion ganglionar se realiz6 en primer lugar en el global de la serie;
y luego en los subgrupos colon y recto para analizar si existian diferencias.

-Grado de diferenciacion

-TNM

La estadificacion clinica (TNM) se llevé a cabo mediante TAC toracoabdominal y
pélvico segun clasificacion American Joint Commission Cancer (AJCC) de tumores
malignos (AJCC sexta edicién, 2002) (Greene FL et al, 2002). Para el estudio de los
oncogenes y supervivencia se definieron cuatro estadios I, II, 1Il y IV segun la
clasificacion de la AJCC de tumores malignos, quinta edicion 1997 (Fleming et al,
1997); los subestadios Ila y Ilb se unificaron en estadio Il. Y subestadios Illa, Illb y
I1lc como estadio I11.

Se muestran ambas estadificaciones en la tabla 3.
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Tabla 3. Estadificaciones segun la AJCC 5%y 62 edicion. (Oh et al, 2007)

Staging system T stage N stage M stage
AJCC fifth edition
| T1 or T2 NO MO
11 T3 or T4 NO MO
111 Any T NI MO
1% Any T Any N Ml
AJCC sixth edition
I T1 or T2 NO MO
Ila T3 NO MO
IIb T4 NO MO
Ila T1 or T2 N1 MO
I1Ib T3 or T4 N1 MO
e Any T N2 MO
vV Any T Any N M1
T1 invade hasta la submucosa
I8 T2 hasta la muscular propia
T3 hasta la subserosa
T4 invade otros érganos o estructuras de manera directa
NO  sin compromiso ganglionar
IN N1 metastasis en 1 a 3 ganglios regionales
N2 metastasis en 4 o mas ganglios regionales
IR 10  sin metastasis a distancia
W1 con metastasis a distancia
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Estudio inmunohistoquimico

Las variables incluidas son:

-P53

-Kras

-APC

-Nm23

La técnica inmunohistoquimica utilizada fue el Kit Dako (LSAB 2). La fijacion

realiz6 mediante formol al 10% tamponado, B5, bouin y alcohol. A inclusion fue

se

en

parafina, realizandose cortes de 3-4 micras, en un bafio sin gelatina recogidos sobre

portas tratados. Se mantuvieron a una temperatura de 37° una noche, o a 55° una hora.
Los reactivos utilizados fueron:

e PBS o TRIS con pH 7°2-7°6.

e EDTA pH8 (olla a presion)

e H202 al 3% (nuevo cada vez)

e Suero fisioldgico

e Kit Dako

e Solucion inhibidora de avidina biotina

e Suero primario

e AEC

e Hematoxilina de Mayer

Como control negativo se utilizé siempre el Ki-67, cortado con la tanda (para controlar

el desenmascaramiento) y, como controles positivos los primarios a utilizar.

El resumen del procedimiento inmunohistoquimica realizado se detalla en el ANEXO

2.
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Los anticuerpos utilizados se muestran en la tabla 4.

Tabla 4. Anticuerpos utilizados en la técnica inmunohistoquimica.

Anticuerpo | Codigo | Dilucién | Preparacion | Tratamiento | Tiempo de | Control Marca REF.
previo incubacion comercial

nm23(ab-1) nm23 1:25 40u :1cc. | Olla+pepsina 1h. Ca Calbiochem | OP48
mama (ITisa)

APC(ADb-7) APC 1:100 10u :1 cc. Olla 1h. Cerebelo | Calbiochem | OP80
(ITisa)

p53 (Ab2) p53 1:150 10u :1'5 cc. Olla 1h. Ca Calbiochem | OP09
mama (ITisa)

-K-ras(Ab1l) kras 1:25 40u :1 cc. Olla+ 1h. piel Calbiochem | OP24
saponina normal (ITisa)

8.4 SEGUIMIENTO

Una vez dado de alta el paciente, se remite a control ambulatorio en consultas externas

del cirujano colorrectal para seguir el protocolo de seguimiento.

El protocolo de seguimiento durante el primer y segundo afio consta de visitas cada tres

meses realizdndose historia y exploracion clinica junto con determinacion de

marcadores tumorales (CEA y Ca 19.9) y con las exploraciones radioldgicas indicadas

en cada control.

Durante el tercer y cuarto afio, los controles se realizan semestralmente, junto con los

controles analiticos y radioldgicos oportunos. A partir del quinto afio. Se realiza una

visita de control anual.
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Si durante el seguimiento aparecen alteraciones clinicas, fisicas, analiticas y/o
radioldgicas dependiendo de la localizacion primaria del tumor y de las alteraciones
apreciadas, se toman las oportunas medidas para ampliar y concretar la informacion
mediante otras exploraciones (TC, FCS, RMN, arteriografia, gammagrafia...) cuyo fin
es el exacto diagnostico de la recidiva en fase tributaria de tratamiento quirdrgico. Si se
confirma la recidiva se indica cirugia cuando todas la pruebas complementarias
muestran signos de resecabilidad.

El protocolo de seguimiento se indica en el ANEXO 3.

8.5 ALMACENAMIENTO Y CUSTODIA DE DATOS

Recogida de datos

Los datos fueron recogidos de forma prospectiva durante el seguimiento e introducidos
en la base de datos de Microsoft Office Access realizada para tal fin.

Las variables recogidas en la hoja de recogida de datos en cada control se muestran en
el ANEXO 4.

Los datos se actualizaban después de cada visita en consultas externas para su analisis

estadistico posterior.

Tamaiio de la muestra

La disponibilidad de la informacion relativa a los oncogenes fue en 212 pacientes
consecutivos intervenidos de cancer colorrectal. Al ser un estudio no inferencial no se

realizd un calculo ad-hoc para la realizacion de contrastes de hipotesis. No obstante, el
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calculo de la potencia de la muestra fue inferior al 80% para detectar diferencias en la
supervivencia a largo plazo para cualquier de los oncogenes analizados. Esta limitacion

se discutira mas adelante.

8.6 ANALISIS ESTADISTICO

Las variables cuantitativas se expresaron mediante media o mediana segun sigan
distribucion normal o no. Las variables categdricas se expresaron mediante frecuencias
absolutas y porcentajes. Todas las variables inicialmente cuantitativas se recodificaron
segun criterios clinicos.

Para comparar proporciones (frecuencias) de variables cualitativas entre grupos se

utilizaron métodos de contingencia: prueba de Chi-cuadrado.

Andlisis de supervivencia

Se ha determinado la supervivencia global y la supervivencia libre de enfermedad. La
supervivencia acumulada se calculd mediante el método de Kaplan-Meier y se
compararon los grupos mediante el test estadistico no paramétrico de Mantel-Cox (long-
rank). La asociacion de la positividad de los oncogenes en relacion a la supervivencia
ajustada por el resto de variables clinicamente relevantes se estimé mediante un modelo
de Cox de riesgos proporcionales. El nivel de significacion se establecié en p<0.05.

Los datos se analizaron con el programa estadistico Staitiscal Package for Social

Sciences (SPSS Inc., Chicago, IL V15.0 para Windowx)

89



8.7 CONSIDERACIONES ETICAS

El estudio fue aprobado por el Comité de Etica de Investigacion del Hospital de Girona
Dr. Josep Trueta. Los pacientes firmaron el consentimiento habitual para los enfermos
diagnosticados de cancer colorrectal y asi mismo se les informd que se tomarian
muestras del tumor para posibles estudios posteriores, siendo estos de forma totalmente

anonima por parte del investigador, siendo cada paciente identificado por un nimero.
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9. RESULTADOS
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9.1 ESTUDIO VARIABLES CLINICAS

La edad media de los 212 pacientes es de 63.74 +/- 9.3 afios. 124 pacientes (58.5%) son
varones y 88 (41.5%) mujeres. El indice de masa corporal (IMC) medio es de 25 +/-
3.9 kg/m?, destacando que en total 184 pacientes (86.8%) presentaban un IMC igual o
menor de 30 kg/m?.

La distribucidn por grupos de edad, se describe en la tabla 5. El grupo en el que hay una
mayor incidencia de CCR es en el de la séptima década de la vida con un 45.8%. Del
grupo de los mayores de 70 afios hay 6 pacientes que tienen edad superior a 80 afos.
Entre los antecedentes personales, destaca que 57 pacientes (26.9%) habian sido
sometidos a un procedimiento quirdrgico sin relacién con el tumor. Entre los pacientes
intervenidos 12 (5.7%) habian sido sometidos a procedimientos quirdrgicos por otra
neoplasia, siendo en 4 pacientes (1.9%) por neoplasias ginecoldgicas y en 2 (0.9%) por
neoplasia de mama. También destaca entre los antecedentes personales que un total de
8 pacientes (3.8%) habian sido sometidos a reseccién de polipos benignos.

La mediana del valor del CEA en el momento diagnostico es de 4 ng/ml (rango:0.7-
149.2). En el Cal9.9 la mediana es de 20 U/ml (rango:1-1200). La mediana de los
valores en el postoperatorio fue del CEA de 1.5 ng/ml (rango:1-65) y en el CA 19.9 fue
de 15 U/ml (rango:0-168).

La estancia media hospitalaria fue de 21,61 +/- 8,24 dias (rango de 9-57), con una
mediana de 20 dias de ingreso.

En la tabla 5 se describen los datos clinico-patologicos. En la tabla 6 se muestran los
distintos grupos de edad, distribuidos por décadas de vida, siendo la séptima década de

vida la que incluye mas pacientes.
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Tabla 5. Datos clinico-patoldgicos.

Sexo: Varén 124 (58,5%)
Mujer 88 (41,5%)
Edad * 63,74 +/- 9.3 afios
IMC * 25 +/- 3.9 kg/m?
Antecedentes quirurgicos 57 (26.9%)
Antecedentes polipos 8(3.8)
Antecedentes neoplasicos 12 (5,7)

CEA prequirurgico **

4 ng/ml (0.7-149.2)

Ca 19.9 prequirurgico **

20 U/ml (1-1200)

CEA postquirargico **

1.5 ng/ml (1-65)

Ca 19.9 postquirargico **

15 U/ml (0-168)

Localizacién: Colon derecho
Colon izquierdo

Recto

51 (24.1%)
91 (42.9%)
70 (33%)

Estancia hospitalaria*

21.6 +/- 8.2 dias

* Media y desviacién estandar (SD). ** Mediana y rango.

Tabla 6. Distribucién de pacientes por grupos de edad.

N %
31 - 40 afios 5 2.4
41 - 50 afos 16 7.5
51 - 60 afos 53 25
61 — 70 afos 97 45.8
> 71 afos 41 19.3
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Sintomatologia

En el momento diagndstico todos los pacientes presentaron algin sintoma, 36 pacientes

(17%) presentaron un solo sintoma clinico;

sintomas clinicos y 58 pacientes (27.3%) presentaron tres sintomas.

118 pacientes (55.7%) presentaron dos

Los sintomas clinicos se describen en la tabla 7, destacando que el primer sintoma

clinico maés frecuente fue la rectorragia en 76 pacientes (35.8%) seguido del dolor

abdominal en 42 casos (19.8%). El segundo sintoma clinico mas frecuente referido por

los pacientes fue igualmente la rectorragia en 38 casos (17.9%) seguido del

estreflimiento en 27 casos (12.7%).

94 pacientes (44.3%) refirieron presentar un tercer sintoma, siendo en estos casos el mas

frecuente el sindrome tdxico en 26 casos (12.3%).

Tabla 7. Sintomatologia clinica.

Primer sintoma

Segundo sintoma

Tercer sintoma

N % N % N %
Rectorragia 76 35.8 38 17.9 2 0.9
Abdominalgia 42 19.8 29 13.7 18 8.5
Anemia 21 9.9 14 6.6 4 1.9
Cambio ritmo intestinal 21 9.9 16 7.5 5 2.4
Diarrea 20 94 11 5.2 3 1.4
Estrefiimiento 13 6.1 27 12.7 5 2.4
Sindrome toxico 8 3.8 14 6.6 26 12.3
Masa abdominal 0 0 4 1.4 11 5.2
Suboclusion 4 1.9 4 1.9 11 5.2
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9.2 ESTUDIO VARIABLES ANATOMOPATOLOGICAS Y QUIRURGICAS

Las variables histopatoldgicas y quirtrgicas se describen en la tabla 8.

La localizacion tumoral mas frecuente fue el coldn izquierdo en 91 casos (42.9%),
seguida del recto en 70 casos (33%) y el colon derecho en 51 casos (24.1). Las técnicas
quirdrgicas en todos los casos fueron realizadas mediante laparotomia. En 80 casos los
pacientes (37.7%) fueron sometidos a reseccion anterior de recto, 51 (24.1%) a
hemicolectomia derecha, 47 (22.2%) a sigmoidectomia, 21 (9.9%) a hemicolectomia
izquierda 'y finalmente 13 pacientes (6.1%) fueron sometidos a colectomia total.

Con la intencion de conseguir una cirugia radical (R0), en dos pacientes se practicd
reseccion de metastasis hepéatica. 22 pacientes (10.4%) presentaban extension local-
regional del tumor realizandose una reseccion en bloque para obtener la méaxima
radicabilidad. Los principales érganos afectados fueron la vejiga urinaria en 6 casos
(2.8%), intestino delgado en 6 (2.8%), 3 casos (1.4%) en pared abdominal (1.4%) y 2

en uréter (0.9%).
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Tabla 8. Variables histopatologicas y quirurgicas

Cirugia:
Hemicolectomia derecha 51 (24.1%)
Hemicolectomia izquierda 21 (9.9%)
Sigmoidectomia 47 (22.2%)
RAR* 80 (37.1%)
Colectomia total 13 (6.1%)
Tamafo tumoral (3D) 51x 3.8 x 2 cm (Media)
1.8x 15 x 1.3cm (SD)
Distancia margen distal *** 4 (1-50) cm

Grado Histoldgico:

Bien diferenciado 114 (53.8%)
Moderadamente diferenciado 89 (42%)
Pobremente diferenciado 9 (4.2%)
Polipos sincronicos 56 (26.4%)
Tubulares 28 (13.2%)
Vellosos 6 (2.8%)
Tubulo-vellosos 17 (8%)
Otros 5 (2.4%)
Ganglios aislados ** 9.50 +/-6.1
Ganglios afectados ** 1.25 +/- 2.3

* Reseccion Anterior de Recto. ** Media y SD. *** Mediana y rango.

Anatomia patoldgica

El tamafio tumoral medio en sus tres dimensiones (3D) fue de 5.1 x 3.8 x 2 cm. y con

unos valores de desviacion estandar respectivamente de +/-1.8 x +/-1.5 x +/-1.3 cm.
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El valor de la mediana de la distancia del tumor hasta el borde de reseccion mas
proximo (margen distal) fue de 4 cm (rango: 1-50 cm.).

En 203 casos se trataba de un adenocarcinoma tipo intestinal (95.8%) y en 9 casos
(4.2%) como adenocarcinoma mucinoso. Respecto al grado histopatolégico, 114 eran
bien diferenciados (53.8%), 89 moderadamente diferenciados (42%) y 9 pobremente
diferenciados (4.2%).

En el estudio de la pieza tumoral 56 pacientes (26.4%) presentaban pdlipos sincrénicos,
siendo los més frecuentes los tubulares en 28 casos (13.2%) y después 17 tubulo-
vellosos (8%).

La media de ganglios aislados en el global del CCR fue de 9,5 +/- 6.1 (rango:1-47). La
media de ganglios aislados en el subgrupo de colon fue de 9.8 +/- 7.1, y en el subgrupo
de recto de 8.8 +/- 5.4.

Respecto a los ganglios afectados de manera global en el CCR la media fue de 1.2 +/-
2.3 (rango: 0-13).

La media de ganglios afectados en colon fue 1.1 +/- 2.2 (rango: 0-13), y la media de
ganglios afectados en recto de 1.5 +/- 2.5 (rango:0-13).

Los resultados de la afectacion ganglionar segun localizacion se exponen en la tabla 9.

Tabla 9. Afectacion ganglionar segun localizacion.

Ganglios aislados * | Ganglios afectados *
Colon derecho y izquierdo 9.8+/-7.1 1.1+/-22
Rango: 1-47 Rango: 0-13
Recto 8.8 +/-5.4 15+/-25
Rango: 1-25 Rango: 0-13

* Media, SD y rango
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Morbilidad

La morbilidad se indica en la tabla 10.

Durante la intervencién quirdrgica hubo 7 complicaciones peroperatorias (3.3%). Se

tratd de 4 casos de lesion de bazo (1.9%) y 3 lesiones urinarias (1.4%).

Presentaron complicaciones postquirurgicas 77 pacientes (36.1%). La complicacion méas

frecuente ha sido la infeccion de herida en 24 casos (11.3%), a continuacion fue la

aparicion de 10 fistulas intestinales (4.7%). En 12 casos (5.7%) fue necesaria una

reintervencion quirdrgica.

Tabla 10. Complicaciones postquirdrgicas.

N %
Infeccion de herida 24 11.3
Fistula intestinal 10 4.7
Neumonia 9 4.2
lleo paralitico 9 4.2
Infeccion urinarias 7 3.3
Absceso intrabdominal 5 2.4
Cardiacos 4 1.8
Hemorragia intrabdominal 3 14
Fallos de sutura 2 0.9
Hemorragia digestiva 2 0.9
Oclusion intestinal 1 0.5
Evisceracion 1 0.5
TOTAL 77 36.1
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La valoracién de la gravedad de las complicaciones segin la clasificacién de Clavien-

Dindo (CD) se expone en la tabla 11 (Dindo et al, 2004).

Tabla 11. Complicaciones postquirdrgicas segun Clasificacion Clavien-Dindo.

N %
Grado CD I 24 11.3
Grado CD 11 39 18.4
Grado CD llla 2 0.9
Grado CD Il1b 12 5.7
TOTALES 77 36.3

Clasificacion TNM vy estadios

En la tabla 12 se describen los resultados del estudio de extension TNM y en la tabla 13
la distribucion por estadios segln clasificacion American Joint Commission Cancer
(AJCC) de tumores malignos, sexta edicion, 2002 (Greene FL et al 2002).

En el sistema TNM, la extension en infiltracién tumoral mas frecuente fue T4a en 123
paciente (58%), en 129 casos (60.8%) no hubo afectacién ganglionar (N0), y solamente
dos pacientes presentaban metastasis hepaticas que fueron resecadas. El estadio mas
frecuente fue el 1lb en 61 casos (28.8%) y a continuacién el Illb en 53 casos (25%).
Realizando la agrupacion de los subestadios segin la AJCC quinta edicion se

identifican 98 casos de estadio 11 (46.3%), y 93 casos de estadio 111 (43.9%).
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Tabla 12. Clasificacion TNM

N %
T1 3 1.4
T2 17 8
T3 48 22.6
T4a 123 58
T4b 21 9.9
NO 129 60.8
Nla 25 11.8
N1b 35 16.5
N2a 14 6.6
N2b 9 4.2
MO 210 99.1
M1 2 0.9

Tabla 13. Clasificacién por estadios.

N %

I 19 9

Ila 37 17.5
b 61 28.8
Il a 1 0.5
b 53 25
llc 39 18.4
IVa 2 0.9
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9.3 ESTUDIO RECURRENCIA TUMORAL

En el momento de la fecha del Gltimo control, para cierre del estudio, del total de 212
pacientes incluidos, 56 (26.4%) presentaron recurrencia tumoral y 156 (73.6%) estaban
libres de enfermedad. Durante el seguimiento 12 pacientes (5.7%) presentaron una
neoplasia de colon metacronica y 6 pacientes (2.9%) presentaron un segundo tumor sin
relacién con el colon y recto.

La recurrencia tumoral y las segundas neoplasias que fueron diagnosticadas durante el

seguimiento se exponen en la tabla 14.

Tabla 14. Recurrencia y segundos tumores.

N %

No recurrencia 156 73.6
Recurrencia 56 26.4
Segundos tumores: Total 18 8.5
Neoplasia colon metacrénica 12 5.7
Otras localizaciones 6 2.8

La mediana del intervalo libre de enfermedad fue de 14.1 meses (rango: 3.4- 284.2). El
intervalo libre de enfermedad mas prolongado, 23 afios y 6 meses, corresponde a un
paciente diagnosticado de recidiva por metastasis hepatica.

Los distintos tipos de recidiva se reflejan en la tabla 15. En 13 casos la recidiva fue local
(23.8%), en 30 fueron metastasis (53.5%), en 10 carcinomatosis (17.8%) y en 3 casos
la recidiva fue mixta, local y metastasis (5.3%). La recidiva local fue pélvica en 8 casos

(14.3%) y en la linea de sutura en 5 (8.9%).
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La metéstasis mas frecuente fue la afectacion hepatica Unica en 22 pacientes (39.2%).

Mientras que el resto de metastasis fueron pulmonares en 3 pacientes (5.3%), en 2

(3.6%) en drganos ginecologicos, 2 (3.6%) cutaneas, y un caso de metastasis cerebral

(1.8%).

En 19 pacientes (33.9%) se consiguié un rescate quirdrgico de la recidiva, mediante

cirugia radical. Segun el tipo de recurrencia el rescate quirurgico se realizé en 5 casos

de recidiva locorregional, en 6 enfermos con recidiva Unica hepética y en un caso de

recidiva locorregional y afectacion metastasica hepatica.

Y en el grupo restante de enfermos con recurrencia se realizé el siguiente tratamiento:

en 5 pacientes (8.94%) solo se efectud cirugia paliativa y, 32 pacientes (57.1%) fueron

tributarios solamente de tratamiento médico paliativo.

Tabla 15. Tipos de recurrencia.

N %

Recidiva local: Total 13 23.2
Pélvica 8 14.3

Linea de sutura 5 8.9
Metastasis: Total 30 53.5
Higado 22 39.2

Pulmén 3 5.3
Organos ginecoldgicos 2 3.6

Piel 2 3.6
Cerebral 1 1.8
Recidiva local + metéstasis 3 53
Pélvica + Higado 2 3.6
Pélvica + Pulmon 1 3.6
Carcinomatosis 10 17.8
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9.4 ESTUDIO ONCOGENES

Estudio global de oncogenes.

En la tabla 16 se muestra la positividad global de los distintos oncogenes evaluados.
El oncogén que resulté positivo con mas frecuencia de manera global fue el p53 en 80
casos (37.7%), después fue el Nm23 en 64 casos (30.2%) a continuacion el oncogén

APC en 44 casos (20.8%) y el menos frecuente fue el Kras en 39 casos (18.4%)

Tabla 16. Positividad global de oncogenes

N %
P53 80 37.7
Nm23 64 30.2
APC 44 20.8
Kras 39 18.4

Estudio individual y asociaciones de oncogenes

En la tabla 17 se exponen la positividad de los oncogenes de manera individual y en
distintas asociaciones. En general los oncogenes p53, kras, APC y/o nm23 resultaron
positivos en 138 muestras de tejido tumoral (65.4%). Y porcentaje de asociaciones fue
del 30.4%.

El oncogén p53 fue el que se aislé de manera individual mas frecuente en 35 casos

(16.5%) y el menos frecuente el oncogén Kras solamente en 5 casos (2.4%). La
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asociacion de oncogenes mas frecuente fue en 11 (5,2%) casos la combinacion p53 y

APC y también con 11casos se aislo la combinacion p53 y Nm23.

Tabla 17. Positividad oncogenes individual y en asociacion.

N %
p53 35 16.5
Nm23 21 9.9
APC 10 4.8
Kras 8 3.8
p53 + Kras 5 2.4
p53 + Nm23 11 5.2
p53 + APC 11 5.2
Kras + Nm23 8 3.8
Kras + APC 3 1.4
APC + Nm23 6 2.9
p53 + Nm23 + Kras 6 2.9
P53 + Nm23 + APC 5 2.4
p53 + Kras + APC 2 0.9
Nm23 + Kras + APC 2 0.9
P53 + Kras + Nm23 + APC 5 2.4

9.4.1 ESTUDIO ONCOGEN P53

En la tabla 18 se muestran los resultados del estudio de la positividad del oncogén p53
en relacion con las distintas variables clinicas. En el estudio del oncogén p53 y las
variables clinicas no se encontr6 asociacion estadisticamente significativa excepto para

la localizacion tumoral (0.002).
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El gen es positivo en un 41.1% de los hombres y en un 33% de las mujeres. Por edad es
mas frecuente en la séptima y octava decada de la vida con un 39 % de positividad. En
el grupo de pacientes con un IMC menor de 30 kg/m? se encuentra presente en un
39.1% y en el grupo de 30 kg/m? o superior en un 28.6%.

Respecto al tipo patoldgico se halla presente en un 39.4% de los adenocarcinomas.
Cuando estudiamos el estadio tumoral la positividad es del 26.3% en el estadio |, del
41.8% en el estadio Il, 34.3% en el estadio IV y del 100% del estadio IV, es el Unico
oncogén que ha resultado positivo en los tipo mucinoso. En los marcadores tumorales
no hay diferencias entre los valores de normalidad ni del CEA ni del CA 19.9.

El andlisis de la determinacion del oncogen p53 en funcion de la localizacion tumoral,
la asociacion estadistica es significativa con una P=0.002). En el céncer de recto el

oncogén p53 es positivo en un 51.4% y un 37.4% del cancer de colon izquierdo.
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Tabla 18. Oncogén p53 y variables clinico-patoldgicas.

p53 positivo p53 negativo P
N % N %
Sexo Hombre 51 41.1 73 58.9 0.226
Mujer 29 33 59 67
IMC (kg/m?) <30 72 39.1 112 60.9 0.283
>30 8 28.6 20 714
Edad (afios) 31-40 2 40 3 60 0.978
41-50 6 375 10 62.5
51-60 18 34 35 66
61-70 38 39.2 59 60.8
71-86 16 39 25 61
Localizacién Colon derecho 10 19.6 41 80.4 0.002
Colon izquierdo 34 374 57 62.6
Recto 36 51.4 34 48.6
Tipo Adenocarcinoma 80 39.4 123 60.6 0.058
patolégico Mucinoso 0 0 9 100
Estadio I 5 26.3 14 73.7 0.139
11 41 41.8 57 58.2
i 32 34.4 61 65.6
v 2 100 0 0
Marcadores CEA <5 ng/ml 53 39 83 61 0.620
tumorales CEA >5ng/ml 27 355 49 64.5
Ca19.9<37 58 38.4 93 61.6 0.792
Ca19.9> 37 22 36.1 39 63.9
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9.4.2 ESTUDIO ONCOGEN KRAS

En la tabla 19 se muestran los resultados del estudio de la positividad del oncogén Kras
en las distintas variables clinicas. No se encontrd asociacion estadisticamente
significativa entre las variables clinicas y la presencia del oncogen.

En el caso del oncogén Kras no se han hallado ningun tipo de diferencia estadistica
entre la presencia del gen o no comparandolo con las variables clinicas.

Es més frecuente en los hombres, se determina en un 19.4 % en los hombres y en las
mujeres solamente un 17%. En los pacientes que presentan un IMC menor a 30 kg/m?
el gen esta presente en un 17.9% de los casos y en los casos de obesidad grado | ha dado
positividad en un 21.4%. En la séptima década de vida es cuando el gen se halla de
manera mas frecuente, en un 21.6% de los casos. Es mas frecuente en el recto, un 21.4%
de los casos y en los estadios | y Il con una positividad del 21.1% y del 21.5%
respectivamente. Y en los marcadores tumorales el porcentaje de positividad es superior

en el Ca 19.9 en un 18% de los casos en que el marcador es patoldgico.
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Tabla 19. Oncogén Kras y variables clinico-patoldgicas.

Kras positivo Kras negativo P
N % N %
Sexo Hombre 24 194 100 80.6 0.669
Mujer 15 17 73 83
IMC (kg/m? <30 33 17.9 151 82.1 0.657
> 30 6 21.4 22 78.6
Edad (afios) 31-40 0 0 5 100 0.550
41-50 4 25 12 75
51-60 8 151 45 84.9
61-70 21 21.6 76 78.4
71-86 6 14.6 35 85.4
Localizacion Colon derecho 6 11.8 45 88.2 0.361
Colon izquierdo 18 19.8 73 80.2
Recto 15 21.4 55 78.6
Tipo Adenocarcinoma 39 19.2 164 80.8 0.347
patolégico Mucinoso 0 0 9 100
Estadio | 4 21.1 15 78.9 0.623
1 15 15.3 83 84.7
i 20 21.5 73 78.5
v 0 0 2 100
Marcadores CEA <5 ng/ml 27 19.9 109 80.1 0.464
tumorales CEA>5ng/ml 12 15.8 64 84.2
Ca 19.9 <37 28 18.5 123 81.5 0.914
Ca19.9>37 11 18 50 82
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9.4.3 ESTUDIO ONCOGEN NM23

En la tabla 20 se recoge el estudio de la positividad del oncogén Nm23 en relacion a las
variables clinicas. En el estudio estadistico no se encontrd asociacion estadisticamente
significativa entre las variables y el oncogén.

En un 29.8% de los hombres el oncogén resultd positivo y en las mujeres un 30.7. En
este oncogén ha resultado ser mas frecuente en la quinta década con un 43.8% de
positividad. Comparando el IMC es mas frecuente en el grupo de paciente que presentan
un IMC inferior a 30 kg/m? con una positividad del 30.7%. Relacionando el oncogén
con la localizacién sigue siendo mas frecuente en el recto con una positividad del 32.9%
pero seguido del colon izquierdo con un 31.9% y en el colon derecho es el mas
frecuente de todos los oncogenes del estudié, con una positividad del 23.5%.
Relacionando con las variables anatomopatoldgicas ha dado positividad en un 30% de
los adenocarcinomas y en el oncogén Nm23 ha dado positivo en el tipo mucinoso en
tres casos que representa un 37.5%. En el estudio de los estadios clinicos es mas
frecuente el estadio | en un 47.4% de los casos. Y la relacion con los marcadores
tumorales hay una tendencia a positividad en un 32.8% de los casos de Cal9.9 es

superior a 37 U/ml.
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Tabla 20. Oncogén Nm23 y variables clinico-patoldgicas.

Nm23 positivo Nm23 negativo P
N % N %
Sexo Hombre 37 29.8 87 70.2 0.895
Mujer 27 30.7 61 69.3
IMC (kg/m?) <30 57 31 127 69 0.21
>30 7 25 21 75
Edad (afios) 31-40 2 40 3 60 0.225
41-50 7 43.8 9 56.3
51-60 10 18.9 43 81.1
61-70 30 30.9 67 69.1
71-86 15 36.6 26 63.4
Localizacion Colon derecho 12 23.5 39 76.5 0.489
Colon izquierdo 29 31.9 62 68.1
Recto 23 32.9 47 67.1
Tipo Adenocarcinoma 61 30 142 70 0.727
patolégico Mucinoso 3 375 6 62.5
Estadio | 9 47.4 10 52.6 0.215
1 31 31.6 67 68.4
i 24 25.8 69 74.2
v 0 0 2 100
Marcadores CEA <5 ng/ml 43 31.6 93 68.4 0.544
tumorales CEA>5ng/ml 21 30.2 55 72.4
Ca19.9 <37 U/ml 44 29.1 107 70.9 0.553
Ca19.9>37 U/ml 20 32.8 41 67.2
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9.4.4 ESTUDIO ONCOGEN APC

En la tabla 21 se recoge el estudio de la positividad del oncogén APC en relacion a las
variables clinicas. En el estudio estadistico no se encontrd asociacion estadisticamente
significativa entre las variables clinicas y el oncogén.

Como en el oncogén Nm23 también es mas frecuente en las mujeres en un 21.6% de los
casos y en los hombres un 20.2%. En los grupos de edad no se halla positividad en
ninguno de los casos de la cuarta década y en el resto es mas frecuente en la quinta
década en un 31.3% de los casos. En la relacion con el IMC se halla positividad en el
grupo de pacientes con un IMC menor de 30 kg/m?, en un 21.7% de los casos; y en el
grupo de IMC superior o igual a 30 kg/m? se halla positividad en solo en un 14.3% de
los casos.

En la localizacion tumoral, igual que en el resto de oncogenes del estudio es mas
frecuente la positividad en el recto en un 24.3%, siendo el segundo mas frecuente en el
colon derecho en un 21.6% de los casos.

En el estudio de las variables anatomopatol6gicas también ha dado positividad en un
caso de tipo mucinoso en que representaria un 12.5% de los casos, y en un 21.2 de los
adenocarcinomas. En el estudio por estadios la tendencia es a ser mas frecuente en los
estadios I, en el que se halla positividad en un 26.3% de los casos, seguido del estadio Il
en un 22.4% de los casos.

Y en el estudio de los marcadores tumorales en el estudio del oncogén APC es mas

frecuente en todos los casos de normalidad del marcador tumoral.
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Tabla 21. Oncogen APC y variables clinico-patoldgicas.

APC positivo APC negativo P
N % N %
Sexo Hombre 25 20.2 99 79.8 0.800
Mujer 19 21.6 69 78.4
IMC (kg/m?) <30 40 21.7 144 78.3 0.365
>30 4 14.3 24 85.7
Edad (afios) 31-40 0 0 5 100 0.639
41-50 5 31.3 11 68.7
51-60 10 18.9 43 81.1
61-70 20 20.6 77 79.4
71-86 9 22 32 78
Localizacion Colon derecho 11 21.6 40 78.4 0.575
Colon izquierdo 16 17.6 75 82.4
Recto 17 24.3 53 75.7
Tipo Adenocarcinoma 43 21.2 160 78.8 0.735
patologico Mucinoso 1 12.5 8 87.5
Estadio I 5 26.3 14 73.7 0.706
1 22 22.4 76 77.6
Il 17 18.3 76 81.7
v 0 0 2 100
Marcadores CEA <5 ng/ml 31 22.8 105 77.2 0.327
tumorales CEA >5ng/ml 13 17.1 63 82.9
Ca19.9<37 U/ml 33 21.8 118 78.2 0.520
Ca19.9>37 U/ml 11 18 50 82
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9.5 ESTUDIO SUPERVIVENCIA

9.5.1 ESTUDIO SUPERVIVENCIA POR SEXO

Desde la fecha de inicio del estudio, el 1 de enero de 1989, hasta su finalizacion el 31
diciembre de 2014, la supervivencia global que se obtiene es del 25% (53 pacientes).
Analizando la supervivencia global por lustros obtenemos que es del 62.7% a los 5
afos, a los 10 afios del 41.3%, a los 15 afios del 34.2% y a los 20 afios del 26.4%. El
primer paciente de la serie fallecid a los 7 meses después de la intervencion quirdrgica.
La supervivencia de los pacientes que no presentaron recidiva por lustros fue del 80.1%
a los 5 afos, del 53% a los 10 afios, del 44.6% a los 15 afios y del 32.6% a los 20 afios.
Separando en subgrupos por sexo se observa unas supervivencia similar, con unos
resultados de supervivencia global del 23 % en hombres y del 24.3% en mujeres.

En la tabla 22 se expresan los resultados de supervivencia global y por sexos. En las
figuras 4 y 5 se observan las gréaficas de supervivencia global y por sexo.

En la tabla 23 se muestra el tiempo de seguimiento analizado, se obtuvo un tiempo
medio de 10.52 afios, con una DE de 8.3 afios y un rango 0.53 — 27.15 afios. La

distribucion del tiempo de seguimiento se muesta en la figura 6.

Tabla 22. Supervivencia global y por sexo.

N % | Mediana | IC 95%** P

Supervivencia global 53 25 7* 51-89

Hombres 29 23 7.1* 48-95 0.854

Mujeres 24 | 27.3 6.7* 44-89

*Afos **Intervalo de confianza al 95% (1C 95%)
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Figura 4. Supervivencia global
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Figura 5. Supervivencia por sexo
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Tabla 23. Resultados descriptivos de tiempo de seguimiento en afios

N 212
Media 10.52
Desviacion Estandar (DE) 8.30
Minimo 0.53
Maximo 27.15
25% 3.21
Percentiles 50% 7.05
75% 19.43

Figura 6. Distribucién del tiempo de seguimiento
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9.5.2 ESTUDIO SUPERVIVENCIA POR ESTADIOS

En la tabla 24 se observan las superviencias por estadios segun la clasificacion de la

AJCC 5a edicidn, y su representacion gréafica en la figura 7.

No se observan diferencias significativas, disminuyendo la mediana de supervivencia a

medida que se presentan estadios mas avanzados, siendo de 9 afios en el estadio | y de

5.6 afos en el estadio Ill. El porcentaje de pacientes vivos al final del estudio en los

estadios I, I1 'y 11 son similares.

El estudio de la supervivencia por estadios y lustros observamos que a partir de los 10

afios la supervivencia se mantiene mas estable que en los primeros 10 afios. Los

resultados se exponen en la tabla 25.

En la tabla 26 se muestran las supervivencias globales por estadios segun clasificacion

de la AJCC 6a edicidn. Su presentacion gréfica se muestra en la figura 8.

Tabla 24. Supervivencia por estadios AJCC 5a ed. en afos

Estadio N % Mediana IC 95%* P
| 5 26.3 9 0-18.7 0.838
1 24 24.5 7.2 48-95
11 24 25.8 5.6 2.8-8.3
v 0 0 4

*Intervalo de confianza al 95% (IC 95%)
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Figura 7. Supervivencia por estadios. AJCC 5a ed.
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Tabla 25. Supervivencia por estadios segun clasificacio AJCC 52 edicion por lustros.

Supervivencia (%) por estadios

Tiempo I I i v
5 afios 73.7 64.3 58.1 50
10 afios 47.4 41.8 39.5 50
15 afios 24.6 33.7 34.0 0
20 anos 24.6 27.6 26.0 0
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En el estudio de supervivencia por estadios segun la clasificacion de la AJCC 6a edicion

no hay diferencias significativas. En el estadio Il es donde se exponen resultados con

mayores diferencias, siendo la mediana en el estadio Illb de 8 afios y en el Ilic de 4.1

anos.

Tabla 26. Supervivencia por estadios por segun AJCC 6a ed. en afios

N % Mediana IC 95%* P
Estadio
I 5 26.3 9.0 0-18.7 0.485
Ia 12 324 8.1 2.2-14
b 12 19.7 7 3.7-10.3
I1a 0 0
b 17 32.1 8.0 1-151
Ilic 7 17.9 4.1 23-59
v 0 0 4

*Intervalo de confianza al 95% (IC 95%)

Figura 8. Supervivencia por estadios por segiin AJCC 6a ed. en afos
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9.5.3 ESTUDIO SUPERVIVENCIA POR SUBGRUPOS DE EDAD

El estudio de la supervivencia global relacionada por subgrupos de edad encontramos

que hay diferencias significativas (P < 0.05). En la tabla 27 se observan los resultados

del estudio de la edad. La mediana de la supervivencia tiende a disminuir con la edad

siendo evidente a partir de la séptima década de vida. En la cuarta y quinta década de

vida no se muestran resultados de mediana y 1C95%

pacientes en estos subgrupos de edad.

debido al escaso numero de

En la figura 9 se muestran las curbas de suprevivencia evidenciandose las diferentes

supervivencias detalladas en la tabla.

Tabla 27. Supervivencia relacionada por subgrupos de edad en afios

Edad N % Mediana IC 95%* P
31-40 4 80 <0.05
41-50 10 62.5

51-60 22 415 12.2 2.7-21.2

61-70 16 16.5 6.7 5-8.3

71-86 1 24 5.1 2.7-1.5

*Intervalo de confianza al 95% (IC 95%)
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Figura 9. Supervivencia por subgrupos de edad
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9.5.4 SUPERVIVENCIA EN FUNCION DE LA OBESIDAD

Los resultados de la supervivencia global en relacion a la obesidad se observan en la

tabla 28 y en la figura 10. No se objetivan diferencias significativas, observandose una

tendencia a una supervivencia superior en pacientes con IMC >30, presentando una

mediana de 9.4 afios.
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Tabla 28. Supervivencia y obesidad (afios)

IMC N % Mediana IC 95%* P
<30 44 23.9 6.7 52-8.2 274
>30 9 321 9.4 48-14.2

*Intervalo de confianza al 95% (I1C 95%)

Figura 10. Supervivencia y obesidad
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9.5.5 SUPERVIVENCIA SEGUN NIVELES BASALES DE CEA

En la tabla 29 se refieren los datos sobre la supervivencia global en relacién a los
valores del CEA. No se observa correlacion estadisticamente significativa. Pero se
puede observar la tendencia a una mejor supervivencia en los pacientes con valores <5

ng/ml, con una mediana de 8.1 afios frente a los 6 afios cuando presentan valores
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superiores a 5. En la grafica de supervivencia se observan las curbas practicamente

iguales (Figura 11).

Tabla 29. Supervivencia segun niveles de CEA (afios)

CEA N % Mediana IC 95%* P
<5 ng/ml 35 25.7 8.1 59-104 0.459
>5 ng/ml 18 23.7 6 48-17.2
*Intervalo de confianza al 95% (IC 95%)
Figura 11. Supervivencia segun niveles de CEA.
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9.5.6 SUPERVIVENCIA SEGUN NIVELES BASALES DE CA19.9

En la tabla 30 se refieren los datos sobre la supervivencia global en relacion a los

valores del Cal9.9, practicamente no difieren a los obtenidos en el anélisis del CEA.

Tampoco se observa correlacion estadisticamente significativa, y se observan los

mismos valores de mediana que para el analisis del CEA. En la figura 12 se observan

las curbas practicamente iguales.

Tabla 30. Supervivencia global y Cal9.9 (afios)

Ca19.9 N % Mediana IC 95%* P
<37 U/ml 41 27.3 8.1 58-104 0.120
>37 U/ml 12 19.7 6 42-7.8

*Intervalo de confianza al 95% (IC 95%)
Figura 12. Supervivencia segin Ca 19.9
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9.5.7 SUPERVIVENCIA EN FUNCION DE LA POSITIVIDAD A P53

Comparando relacion entre la supervivencia y la presencia de oncogén p53 positivo o
negativo no se obtiene asociacion estadisticamente significativa, pero en el analisis de la
mediana de supervivencia global observamos una supervivencia superior en los
pacientes con el oncogen negativo, que es del 8.1 afios, frente a los 6.1 afios de los
pacientes con el gen negativo.

En la tabla 31 y figura 13 se describen los resultados.

Tabla 31. Supervivencia en funcién de la positividad a p53 (afios)

P53 N % Mediana IC 95%* P
Positivo 19 23.8 6.1 3.7-83 0.610
Negativo 34 25.8 8.1 57-104

*Intervalo de confianza al 95% (IC 95%)

Figura 13. Supervivencia en funcién de la positividad a p53 (afios)
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9.5.8 SUPERVIVENCIA EN FUNCION DE LA POSITIVIDAD A KRAS

En el anélisis de la relacion de la supervivencia global y el oncogén kras, los resultados

se parecen a los del andlisis del oncogen p53. Encontramos una mejor supervivencia en

los pacientes con el kras negativo, que presentan una mediana de 8 afios, y cuando es

negativo presentan una supervivencia peor con una mediana de 6.7 afios.

Los resultados se expresan en la tabla 32 y en la figura 14.

Tabla 32. Supervivencia en funcion de la positividad a Kras (afios)

Kras N % Mediana IC 95%* P
Positivo 12 30.8 6.7 42-9.2 0.642
Negativo 41 23.7 8 5.8-10.2

*Intervalo de confianza al 95% (IC 95%)

Figura 14. Supervivencia en funcién de la positividad a Kras (afios)
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9.5.9 SUPERVIVENCIA EN FUNCION DE LA POSITIVIDAD A NM23

Con el andlisis del oncogén nm23 nos encontramos igualmente con unos resultados muy

parecidos a los objetivados para el p53 y el kras. La ausencia del oncogen predice una

mejor superviencia perod sin una significacion estadistica positiva. La mediana de

superviencia es del 8.1 afios en los resultados negativos y del 6.7 afios para oncogen

positivo. Los resultados se expresan en la tabla 33 y en la figura 15.

Tabla 33. Supervivencia en funcion de la positividad a Nm23 (afios)

Nm23 N % Mediana IC 95%* P
Positivo 18 28.1 6.7 5-7.1 0.926
Negativo 35 23.6 8.1 58-104

*Intervalo de confianza al 95% (IC 95%)

Figura 15. Supervivencia en funcion de la positividad a Nm23 (afios)
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9.5.10 SUPERVIVENCIA EN FUNCION DE LA POSITIVIDAD A APC

Y para la correlacion del APC con la supervivencia global, su analisis nos muesta los

mismos resultados que los anteriores genes, ausencia de asociacion estadisticamente

significativa, y una tendencia a una mejor supervivencia cuando el gen es negativo, con

una mediana de 8 afios frente a los 6 afios cuando el oncogen es positivo. Los resultados

se expresan en la tabla 34 y en la figura 16.

Tabla 34. Supervivencia en funcion de la positividad a APC (afios)

APC N % Mediana IC 95%* P
Positivo 11 25 6.2 35-89 0.696
Negativo 42 25 8 59-10.2

*Intervalo de confianza al 95% (IC 95%)

Figura 16. Supervivencia en funcién de la positividad a APC (afios).
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9.6 ANALISIS MULTIVARIANTE

En el andlisis multivariado, la Gnica variable estadisticamente significativa asociada con
un peor pronostico fue la edad independientemente de la presencia de oncogenes,
estadio, sexo y niveles de marcadores tumorales. El resultado obtenido fue de P < 0.05
con IC 95% de 1.04 — 1.085 y HR de 1.063.

Las variables que presentan una mayor supervivencia, pero sin ser estadisticamente
significativas son el nm23, kras positivos, y ser mujer. En las demas variables del
estudio multivariante la supervivencia seria menor.

Los resultados del analisis multivariante se refieren en la tabla 35.

9.7 CREACION INDICE PRONOSTICO DE SUPERVIVENCIA A LARGO PLAZO
EN EL CCR EN RELACION A LA EXPRESION “IN SITU” DE LOS

ONCOGENES.

En el andlisis univariante y multivariante al no encontrarse asociaciones
estadisticamente significativas entre los oncogenes y los factores prondsticos no se
valor6 la posibilidad de calcular un indice pronostico que tuviera en cuenta los
oncogenes Yy sus posibles asociaciones. Se hubiese calculado el indice pronoéstico si

hubiesen salido los oncogenes como factores pronosticos independientes.
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Tabla 35. Andlisis multivariante.

HR* 95,0% IC P
para Hazard Ratio
Inferior Superior

P53 1.130 0.810 1.578 0.472
KRAS 0.877 0.563 1.368 0.564
NM23 0.980 0.673 1.428 0.917
APC 1.025 0.689 1.523 0.904
Estadios

I 1.101 0.604 2.007 0.754
i 1.317 0.711 2.441 0.382
v 1.122 0.237 5.316 0.885
Edad 1.063 1.042 1.085 0.000
Mujer 0.994 0.717 1.377 0.969
Cea >5 1.156 0.817 1.636 0.413
Cal9.9>37 1.114 0.773 1.606 0.562

* HR: Hazard Ratio

NOTA: las categorias de referencia son ausencia del gen, estadio I, hombre,

CEA <5ng/mly Ca 19.9 <37 U/ml. La edad es continua.
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10. DISCUSION
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10.1 GENERALIDADES

Nuestra serie muestra la supervivencia de los pacientes intervenidos de CCR esporadico
en el Servicio de Cirugia General y Digestiva del Hospital de Girona “Dr. Josep
Trueta”, hospital del sistema sanitario publico de Catalufia.
En el momento de iniciar el estudio éramos conscientes de las limitaciones de trabajar
con un nimero limitado de pacientes, para compensar este sesgo se trabajo con una base
de datos creada especificamente para el seguimiento de pacientes. Se incluyeron
solamente los pacientes operados de CCR y que no fallecieron el primer mes después de
la cirugia. Se registraron los datos pensando en un seguimiento a largo plazo y
posterior estudio de la supervivencia en funcion de los oncogenes p53, Kras, APC y
Nm23. Se incluyeron estos oncogenes en el trabajo ya que estan implicados en distintas
fases del proceso de carcinogénesis del CCR, y en el inicio del trabajo los estudios de
los oncogenes como factor pronostico eran pocos y todavia no estaban definidos como
factores pronésticos.
Con el paso de los afios se ha visto que los oncogenes como factores prondstico y
predictivos en el CCR se ha limitado practicamente al p53 y al kras.
De los resultados obtenidos en nuestro estudio, de manera general podemos decir que
los oncogenes han dado positivo en un porcentaje menor al esperado, y que en todos los
analisis estadisticos realizados solamente se ha encontrado asociacion estadisticamente
estadistica en los siguientes casos:

- En el andlisis de la relacién entre la localizacion tumoral y la presencia del

oncogén p53, objetivamos que el p53 se localiza con mas frecuencia en el recto

con una P < 0.05 y a continuacion en el colon izquierdo.
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- Enel estudio de la relacion entre supervivencia global y los subgrupos de edad
objetivamos una peor supervivencia en edades mas avanzadas. Con un resultado
de asociacion estadistica de P < 0.05.

- Y en el estudio multivariante la Unica variable estadisticamente significativa
asociada con un peor pronostico fue la edad independientemente de la presencia

de oncogenes, estadio, sexo y niveles de marcadores tumorales.

También destaca en el analisis de la correlacion entre la supervivencia global y la
presencia del oncogén o su ausencia. En todos los casos la negatividad del oncogén
supone supervivencias mayores en comparacion con los casos en que el oncogén es
positivo.

Los resultados, en general, a pesar de no presentar asociacion significativamente
estadistica, tienen tendencia a coincidir con los referenciados en la literatura médica.
Los motivos por los que creemos que no hemos podido demostrar asociacion
estadistica significativa de los oncogenes como factores prondsticos en el CCR
serdn comentados en el apartado de limitaciones, siendo el principal motivo el

tamario de la muestra.

La edad media de los pacientes es de 63.74 +/- 9.3 afios. Cuando hemos realizado el
estudio por décadas de la vida, la incidencia también es superior en el grupo de
pacientes comprendidos entre los 61 y 70 afios de edad, afectando a un total de 97

pacientes (48.8%). Siendo el grupo menos frecuente el de menores de 40 afos,
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coincidiendo nuestros datos con los publicados en la literatura, en este grupo de edad
ademas suele estar asociado al CCR hereditario (Lynch et al, 2015).

Los datos de la literatura también objetivan que el CCR aumenta su incidencia con la
edad, discretamente en la quinta decada de la vida y de una manera mas acusada a partir
de los 50 afios, doblandose la incidencia después con cada década (Chow, 1998; Ries et
al, 2000). Su explicacién estaria en los mecanismos bioldgicos intrinsecos de
crecimiento tumoral con el aumento de la edad, produciéndose un acUimulo de
alteraciones moleculares que favorecerian la transformacion neoplésica (Fearon y
Vogelstein, 1990).

La afectacion de CCR en paciente menores de 40 afios nuestro estudio refleja una
incidencia del 2.4%. Es un poco méas elevada que otros estudios publicados, en un
registro italiano realizado en la Universidad de Mddena la incidencia es del 1.1% (Fante
et al, 1997), y en un estudio realizado en Tarragona fue del 0.9% (Pazos, 2004). Y en
contraste aparecen publicaciones que refieren incidencias superiores a la nuestra, en
Nueva Zelanda hay una incidencia del 5.4% (Isbister y Fraser, 1990) y de un 3.6% en

un estudio del Instituto francés de Montpellier (Domergue et al, 1988).

Sexo

En nuestra serie hemos registrado 124 pacientes varones (58.5%) y 88 mujeres (41.5%)
mujeres, estos datos coinciden con la literatura. En los estudios epidemioldgicos de
Catalufia también se aprecia una mayor incidencia de CCR en hombres que en mujeres
(Viladiu et al, 2003).

En practicamente todos los paises las tasas de incidencia indican que el CCR es més

frecuente en hombres. Las hipotesis para explicar este hecho se han centrado en teorias

134



sobre una diferencia de metabolismo entre los géneros que haria a las mujeres menos
susceptibles al efecto de los posibles carcindgenos, fundamentalmente la dieta (Potter,
1996). O teorias sobre una menor exposicion del sexo femenino a otros factores
causales del CCR, como son el alcohol y el tabaco (Allam y Lucena, 2001). También se
baraja la hipotesis del papel protector de las hormonas, en concreto la progesterona y el

estrogeno (Chlewobsky et al, 2004).

Obesidad

El indice de masa corporal (IMC) medio es de 25 +/- 3.9 kg/m?, destacando que en total
184 pacientes (86.8%) presentaban un IMC igual o menor de 30 kg/m®. Y solamente un
13.2% presentaban obesidad. En ninguno de los anélisis en que se ha valorado el IMC,
en relacién a la supervivencia global en el pronéstico del CCR, se ha encontrado
asociacion estadisticamente significativa. Un estudio, realizado en nuestro &mbito de
trabajo, sobre el valor pronostico del IMC en el CCR concluye que el IMC no es un
factor pronostico de supervivencia a largo plazo en pacientes con CCR (Garcia-Oria et
al, 2010).

La influencia de la obesidad en los resultados a largo plazo de pacientes con cancer de
colon o recto, no esta suficientemente analizada (Meyerhardt et al, 2003). Aungue existe
evidencia cientifica de que la obesidad y el sobrepeso, claramente disminuyen la
expectativa de vida de la poblacion general que la padece (Bonneux et al, 2007). La
mortalidad de la poblacion comienza a aumentar de manera suave, en la mayoria de
estudios poblacionales, cuando el IMC supera los 25 kg/m? (Troiano et al, 1996). Pero

cuando se trata de pacientes con IMC superior a 30 kg/m?, estas cifras de mortalidad se
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incrementan entre un 50% y un 100% respecto a la poblacion con IMC entre 20 y 25

kg/m? (Manson et al, 1987).

Semiologia

Coincidiendo con la literatura médica espafiola, la sintomatologia més frecuente en
nuestra serie fue la rectorragia tanto como primer y segundo sintoma (Lled6, 2000). Tal
como muestra nuestra serie el CCR es méas frecuente en colon izquierdo y recto, esto
explicaria el porque de que la rectorragia sea el sintoma méas frecuente, tal como se
refiere en las series publicadas por distintos autores (Ben-Ishay et al, 2013; Benedix et
al, 2010; Speights et al, 1991; Majumdar et al, 1999)

Estados Unidos, casi el 85% de los pacientes con CCR son sintomaticos de sus tumores
antes de hacer un diagnostico, siendo los sintomas mas comunes la rectorragia y dolor
abdominal coincidiendo también con nuestra serie (Tsai y Gearhart, 2011). En la serie
de Majumdar también refiere que los dos sintomas mas frecuentes son la rectorragia con

un 58% de los casos y el dolor abdominal en un 52% (Majumdar et al, 1999).

Marcadores tumorales

El marcador bioquimico méas importante y mas utilizado para evaluar el pronostico del
CCR es el CEA. Tanto la Sociedad Americana de Oncologia Clinica como el Colegio
Americano de Patologos recomiendan la utilizacion del CEA para valorar el prondstico
en base a su determinacion preoperatoria y juzgar la respuesta al tratamiento quirdrgico.
Ademas por su coste-efectividad sigue recomendandose su utilizacion (Graham et al,

1998; Boey et al, 1984; Carlsson et al, 1983).
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En cambio el Cal9.9 no se recomienda su utilidad como marcador utilizado de manera
aislada, pero su determinacion simultanea junto al CEA si es til. Es un marcador que se
relaciona con enfermedad metastasica (Reiter et al, 1997; Levy et al, 2008; Forones et
al, 1999).

En nuestro trabajo el analisis del CEA y del Ca 19.9, cuando los hemos relacionado con
los oncogenes y en el estudio multivariado no se ha encontrado asociacion
estadisticamente significativa. Pero la tendencia a sido un descenso tanto de la mediana

como de su rango, tal como se cita en la literatura médica.

Localizacién tumoral

El principal factor determinante de la técnica quirdrgica realizada, es la localizacion
tumoral. En la serie global de pacientes con CCR, hemos apreciado que el cancer de
colon (67%) es el mas frecuente que el de recto (33%), y el de colon izquierdo (42.9%)
es mas frecuente que el cancer de colon derecho (24.1%). Estos resultados coinciden
estudios publicados en Espafia (Diez et al, 2005). En un estudio multicéntrico realizado
en nuestro pais y publicado por la Asociacién Espafiola de Cirujanos (AEC) el cancer de
recto se localiza en un 37.1% en recto, 27.8% en sigma, 23.2% en colon derecho y 8.1%
en colon izquierdo (Rodriguez-Cuellar et al, 2010). Si agrupamos colon izquierdo y

sigma el porcentaje obtenido se aproxima mas al de nuestra serie.
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Tipo patoldgico v grado de diferenciacion

El tipo patoldgico més frecuente en el CCR es el adenocarcinoma, y en nuestra serie se
confirma esta afirmacion, con un 95.8% de los pacientes.

Respecto al grado de diferenciacion nosotros hemos registrado un 53.8% de tumores
bien diferenciados, un 42% de moderadamente diferenciados, y un 4.2% de pobremente
diferenciados. En la mayoria de las publicaciones presentan una mayor incidencia de
tumores moderadamente diferenciados, un 60% en la serie de Papp de pacientes
norteamericanos; y un 65.8% en una serie de Borda realizada en Navarra (Papp et al,
1995; Borda et al, 2008). Los datos mas parecidos a los nuestros son una serie de la
provincia de Sevilla, en que registran un 47% de tumores bien diferenciados, un 45.5%
moderadamente diferenciados y un 7.5% de pobremente diferenciados (Linares et al,

2002).

Estancia hospitalaria

Considerando nuestra estancia media hospitalaria de 21.6 dias con un desviacion
estandar (DE) de +/-8.2 dias, debemos mencionar que las medias registradas son altas
respecto a las publicadas en otras series de nuestro entorno, por ejemplo de 13.9 dias
con una DE de +/-8 dias (Adell, 2002).

Cabe mencionar, que en algunos de nuestros casos, los pacientes ingresaban por
urgencias sin el diagnéstico y se realizaba el estudio en los dias siguientes, y
posteriormente se operaba de manera programada en el mismo ingreso. Esto era debido
a que en el intervalo de los afios en que incluimos los pacientes en el estudio, el circuito

de diagndstico del paciente desde consulta externa implicaba unos tiempos de espera
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mas largos que en la actualidad. Si tenemos presente que estamos hablando de patologia
neopléasica era mejor realizar el estudio de forma de que el paciente estuviera ingresado,
este factor causa una gran dispersion en los dias de estancia hospitalaria.

En un informe realizado por la Asociacién Espafiola de Cirujanos (AEC) en 2003,
describe estancia preoperatoria media de 4.7 dias con una mediana de 2.1; la estancia
postoperatoria media de 11.8 dias y una mediana de 10 dias. Resultando una estancia
global media de 16.7 dias con mediana de 13 dias (Ruiz-Lépez, 2003). En este caso
nuestros resultados ya no resultarian tan alejados de esta serie.

Nuestra estancia media se encuentra muy alejada por la propuesta por Milliam y
Robertson Inc, que es una consultoria de salud que en 1995 proponia una serie de guias
para la recuperacion 6ptima de los pacientes hospitalizados. En ellas describia la
estancia total ideal para los procedimientos abdominales colorrectales mas habituales:
para la colectomia abierta 5 dias de ingreso, para la intervencién Miles o
proctocolectomia 6 dias, y para la colectomia laparoscopica 4 dias. Para conseguir estas
estancias proponian reducir y/o eliminar el ingreso preoperatorio, factor que en algunos
casos nuestros no cumpliamos, alta con drenajes y atencién postoperatoria domiciliaria.
(Doyle, 1995).

También influye en la estancia la edad del paciente, Wise (Wise et al, 1991) describe
la estancia media de los pacientes de edad mayor o igual a 80 afios fue de 19 dias frente
a los 11 dias en la poblacion de forma global. En nuestro estudio el grupo de edad
superior o igual a 70 estd compuesto por 41 pacientes (19.3%) y de estos 6 tienen mas
de 80 afos, este es un factor que ha podido influir en la media de edad elevada de
nuestro estudio. También la necesidad de sonda nasogastrica y la creacion de estomas

son factores que aumentan la estancia media (Wise et al, 1991).
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En el estudio de la AEC también se proponen una serie de medidas para disminuir la
estancia hospitalaria media de los 16.7 dias descritos anteriormente a los 11 dias
propuestos. Refiere que para lograr esta meta es muy importante empezar en reducir las
estancias preoperatorios, ademas de mejorar las medidas en quiréfano (hemostasia,
catéter epidurales, asepsia) y las medidas postquirdrgicas en cuanto a la tolerancia y
movilizacién del paciente (Ruiz-Lopez et al, 2003). De hecho que hoy en dia ya se ha
mejorado las estancias medias gracias a las aplicaciones de las vias clinicas propuestas

en su momento.

Complicaciones postoperatorias

En nuestra serie la morbilidad del 36.3% es elevada pero se encuentra dentro de los
rangos publicados en la literatura. La morbilidad en pacientes operados, oscila en la
literatura entre el 20% y el 45% (Longo et al, 2000; Alves et al, 2005; Codina-Cazador
et al, 2007). El porcentaje de complicaciones méas parecido al nuestro es el publicado
por una serie de Milan, con 37.2% en el cancer de recto y un 37.8% en el cancer de
colon (Andreoni et al, 2007).

Como en todas la series la complicacion mas frecuente es la infeccion de herida
quirdrgica, un 11.3% en nuestro estudio. En el estudio de la AEC refiere un un
porcentaje del 19.7%, que es superior al nuestro, refiriendo que la causa de esta elevada
incidencia sea el alto nimero de infecciones de la herida perineal (Ruiz-Lépez, 2003).
En la literatura angloamericana hay un amplio rango de resultados que van desde el
26% en un estudio de Smith RL (Smith RL et al, 2004), al 3.2% 0 9% de la serie
publicada recientemente por Scarborough segun el paciente reciba 0 no preparacion

mecanica y antibiotico oral en el preoperatorio (Scarborough et al, 2015). Smith RL
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ademas cita la necesidad de establecer un control estricto de este tipo de
complicaciones, ya que si se recoge la incidencia de infeccion de herida quirdrgica a
nivel ambulatorio asciende al 49% (Smith RL et al, 2004).

A diferencia de nuestros resultados y los anteriormente citados, hay un amplio estudio
sobre 63.000 heridas quirurgicas de Cruse y Ford, que establece el indice de infeccion
global en 4.7%; en el caso de heridas limpias contaminadas el porcentaje fue del 7.7%,
y el de heridas contaminadas del 15.2% (Cruse y Ford, 1980). Por tanto si
diferenciariamos los subgrupos referenciados por Cruse y Ford posiblemente los
porcentajes discriminarian mejor las caracteristicas de la infeccion de herida.

La segunda complicacion méas frecuente referida en nuestro estudio es la fistula
intestinal o anastomatica en un 4.7%, encontrandose dentro de los porcentajes referidos
en la literatura, que se encuentran entre el 2 y un 5% (Ruiz-Ldpez et al, 2003).

Y la tercera complicacion fue la neumonia o infeccion respiratoria en un 4.2%, un
resultado practicamente similar a los publicados en otras series como la de Smedh, que
refiere un 4% citando ademas la importancia de la instauracion de las unidades de
cirugia coloproctoldgica para disminuir las complicaciones postoperatorias (Smedh et
al, 2001); y superior a la publicada por el estudio de la AEC que es del 2.9% (Ruiz-

Ldpez et al, 2003)

Ganglios estudiados v ganglios afectados

La mayoria de autores y de los grupos de trabajo de las asociaciones de cirujanos,
recomiendan en el CCR un minimo de 12 ganglios aislados, para la correcta

estadificacion (Lledo, 2000; Nelson et al, 2001; Fielding et al, 1991).
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En nuestra serie, el nimero medio de ganglios aislados tanto en el CCR (9.50 +/- 6.1)
como en los subgrupos de cancer de colon (9.8 +/- 7.1) y de recto (8.8 +/- 5.4), ha sido
menor de 12; pero superior a 8, nimero minimo citado en algunas series para no
infraestadificar (Cianchi et al, 2002).

En el estudio multicéntrico de la AEC, refiere que la media de ganglios resecados fue de
13.2 +/- 7.6, y que la media de ganglios infiltrados fue de 1.6 +/- 3.37 (Rodriguez-
Cuellar et al, 2010). En referencia al nimero de ganglios infiltrados en nuestro estudio
si que se aproxima al estudio de la AEC.

Pero de todas formas en la literatura médica también encontramos otras series con
nameros mas bajos, y que podrian estar influidos por otros factores como la obesidad o,
la técnica anatomopatoldgica utilizada (Gorog et al, 2003; Scott y Grace, 1989). En los
pacientes IMC > 30 Gorog describe mayor dificultad en el estudio para aislar ganglios,
ya que los pacientes tienen el mesocolon y mesorecto con abundante tejido graso
(Gorog et al, 2003), En nuestra serie hemos tenido un 13.2% de pacientes con IMC >
30. En la serie de Cianchi, sugiere que el examen de un minimo de ocho ganglios
linfaticos por pieza quirdrgica puede ser suficiente para la estadificacion fiable del
CCR, y también refiere que menos de 8 ganglios aislados pueden causar una
infraestadificacion que empeore la evolucion de los paciente (Cianchi et al, 2002).

En un trabajo publicado mas recientemente por Li Destri y, cuyo titulo es: “Colorectal
cancer and lymph nodes: the obsession with the number 12”. Refiere que después de
tantos afios que el debate del nimero minimo de 12 ganglios aislados para el correcto
estadificacion sigue en debate, y que hay muchos centros tanto en Estados Unidos como
en Europa que el nimero 12 es poco frecuente, siendo solo probable en centros con

especial dedicacion a la coloproctologia (Li Destri et al, 2014). Y lejos de estos
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resultados se encuentran los reportados por los japoneses en que indican una media de
31 ganglios en el Centro Nacional de Tokio (Moriya et al, 1989).

Por tanto, es posible que en un futuro hablemos de indices ganglionares mas que
namero minimo de ganglios aislados (Parnaby et al, 2015; Wang et al, 2013; Sjo et al,
2012). Y de la deteccion del ganglio centinela en el CCR como futuros factores

pronosticos en lugar del n° 12 (Resch y Langner, 2013).

Estadificacion

La estadificacion de los tumores permite predecir la supervivencia de los pacientes y
determinar su prondstico, ademas ante la publicacion de resultados médico-quirdrgicos
podemos utilizar un mismo “lenguaje” para clasificar los distintos tipos de cancer, en
nuestro caso el CCR. El pronoéstico se relaciona con la clasificacion TNM, o sea con el
grado de infiltracién de la pared intestinal, la presencia de ganglios locorregionales y las
metastasis a distancia. A partir de la clasificacion TNM, se realiza la estadificacion del
cancer, siguiendo las guias de la AJCC (Fernandez-Cebrian et al, 2005). Tal como
referimos en los resultados, para el analisis de la supervivencia en relacion al estadio
tumoral hemos utilizado las guias de la AJCC, quinta y sexta edicion. De esta forma
hemos podido valorar y comparar la supervivencia en funcion al grado de infiltracion
tumoral y la afectacion ganglionar, segun las dos clasificaciones citadas. En la literatura
médica encontramos un trabajo surcoreano que también compara la supervivencia
segun los estadios del CCR segun la quinta y sexta edicion de las guias oncoldgicas de
la AJCC (Oh et al, 2007).

En otro articulo de Merkel, referencia que la estadificacion del estadio 11, en los nuevos

subgrupos Illa, 1l1b y Illc, estos difieren de manera significativa en el pronostico del
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CCR. Siendo especialmente importante de cara al posible tratamiento adyuvante y para

el seguimiento del paciente (Merkel et al, 2001).

Seguimiento

Al inicio del estudio aplicamos el protocolo de seguimiento segun los criterios de
seguimiento que eran vigentes en la Sociedad Espafiola de Cirujanos y también en la
American Society of Clinical Oncology. Y, que en la actualidad siguen en vigor segun
la American Society of Colon and Rectal Surgeons. La evidencia actual sugiere que los
protocolos de seguimiento después de la cirugia curativa del CCR mejoran los
resultados en la supervivencia y, del diagnostico y tratamiento de las recidivas. La tabla
36 muestra los distintos estudios randomizados sobre programas de seguimiento
analizados por Scott (Scott RS et al, 2015).

Basandose en estudios aleatorios y muchos estudios no aleatorios publicados, la
American Society of Clinical Oncology, la National Comprehensive Cancer Network y
la European Society of Medical Oncology han elaborado unas guias clinicas para el
seguimiento del cancer colorrectal intervenido. Las tres sociedades recomiendan el
seguimiento intensivo centrado en los primeros dos a tres afios, aunque con intervalos
diferentes (de 3 a 6 meses) (Navarro y Piulats, 2003).

Segln un estudio de Ohlsson, a partir de una revision de la literatura (6 estudios
randomizados, 6 comparativos de cohortes y 4 metanalisis) un 33% de los pacientes
sometidos a reseccion curativa de CCR tendran recurrencias. En un 20% se puede hacer
cirugia curativa, y de éstos, el 50% quedara curado, mientras que el restante 50% tendra
una nueva recurrencia (Ohlsson et al, 2003). Meyerhardt publicé un estudio refiriendo

que las recurrencias ocurren en un 80% de los casos dentro de los 24-30 meses, y el
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95% suceden en los primeros 5 afios. Por este motivo durante los primeros 5 afios los
controles médicos (historia clinica, exploracion y determinacion del CEA) deben ser
cada 3-6 meses, debiéndose realizar una colonoscopia el primer afio después de la
intervencion y después cada 5 afios. La TC debe realizarse de manera anual,
(Meyerhardt et al, 2013). Por estos motivos el protocolo aplicado, durante los primeros
4 anos los controles son cada 6 meses, y en el momento que se aprecia cualquier
alteracion clinica o bioquimica se pone en marcha toda la bateria de métodos
diagndsticos para descubrir la posible recurrencia. En nuestra serie la mediana del
intervalo libre de enfermedad ha sido de 14.1 meses (rango: 3.4- 284.2), por tanto ya se
puede justificar los controles més frecuentes durante los primeros afios.

La conclusion de un estudio realizado en el Institut Catala d’Oncologia (ICO) en 2003,
por Navarro y Piulats, todavia puede seguir vigente hasta la actualidad. Argumentan
que el seguimiento postoperatorio del cancer colorrectal es Gtil y comporta escasas
molestias para el paciente. Debe racionalizarse el uso de pruebas de imagen debido a su
alto coste y su escaso beneficio a la hora de detectar recurrencias tempranas respecto al
CEA, que ha demostrado ser el primer indicador de recidiva. La importancia del
seguimiento intensivo radica en el hecho de que permite realizar la deteccion temprana
de las recurrencias, con lo que se podria aumentar el nimero de pacientes que pueden
someterse a una cirugia de rescate. El seguimiento se tiene que recomendar durante los
tres primeros afos, durante los que se acumula el mayor porcentaje de recidivas. Tras
este tiempo el seguimiento se centrara en el control del tumor metacronico de la mucosa
del colon restante. Es necesario un mayor seguimiento para conocer el impacto que esto
tiene sobre la supervivencia, sobre todo actualmente, con la sofisticacion de las técnicas
de imagen y los avances en la cirugia, que permite intervenciones mas radicales con

menor morbimortalidad (Navarro y Piulats, 2003).
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Tabla 36. Estudios randomizados sobre protocolos de seguimiento. (Scott RS et al,

2015)
Study Year Main sunveillance strateqy Study cutcome
Ohlsson 158915 Intensive follbw-up (CEA, endoscopy Sy survival (7 5% inten sive vs 67 % p > 005)
CT,CXR) Reoperation (29% vs 17%; p =NR)
MNone (FOB te sting)
Makela' 1995 Standard Sy survival (397 intensive vs 34%; p =005
More intensive CEA, colonoscopy, Recperation forcume (23% intensivevs 14%; p= NR)
CT, he patic US
Kiekls=nl 1987 Standard Nodiffersnce in survival (0% vs 68%;p = 048], but
More inte ns ve examinations, earlier detection of recumence
colonoscopy, US, CT Resection forcume (20% vs 6%;p =001)
I prowved quality of life
Liverimaging not done; coloncscopy every 6 mo
Schoemake A3 1998 Standard regimen Nodiffersnce in survival (78% vs7 23,0 = 0.198)
More frequent CXR, CT colonoscopy Annual liver CT, CXR, and colonoscopy
Pietra's 1998 Standard regimen Mare frequent liver imaging as sociated with
More frequent physical examinations, survival advantage (73%vs 58%;p=002)
CEA, colonoscopy, liver imaging, T Increased cumtive mopemtion (21% intensive vs 6%
standard |
USevery 3 mofor3 y then every & mofor2 v, CT,
CXR, and colonoscopy annually for5 v
Socco’? 2002 Standard regimen Higherintensity increassd cumtive opemtion
Risk-adjusted intensity: more frequent (31%vs 13%)
physical examinations, CEA, colonoscopy, Increased 5oy survival (6 3% vs 45%;p = 0.05)
liver imaging, CT, US
(Gmoss man® 2004 Minimalist mgimen Death rate 7% intensive vs 5 standard [ =HMR)
(GILDA) More intznsive liver imaging, additional with 885 patients accrual in 2004
CRCACA 199 mome frequentendoscopy United States and Europsan trial not yet complete
Wattc howy=! 2 2006 General practitioner No differsnce inquality of life or satisfaction,
Sumeonhospital visits Eourence or survival
Liverimaging not done, colonoscopy every 3y
Redriguez=2 2006 Intensive investigation (CEA CXR, Tver Higher rate of ressctable recumence (51% vs 29%)
imaging, colonoscopy) associated with increased survival (55% ws44% ) in
CEA alone stage || colon cancerand mctal cancers
CTAS every 6 mofor 2y then annually for 3y, CXR
and colonoscopy annually for 5y
Wang™=' 2009 Standard regimen Nodiffersnce in 5=y survival (77 % vs7 3%;p = 0.25);
Standard plus intensive colonoscopy Higher rate s of recperation for attempted cure
every 3mox 1ytheneveryGmox 2y (69 2% ws 33.3%;p = 0043)
then yearby = 2
P rimiroses? 2014 Minimalfollow-up: no schedule except 1 Sumgicaltherapy with cumtive intent was | mproved

chest/abdomen/pelis CT scan at 12-18
mo (if eque sted at studyentry)

CEA every 3 mo for 2y then every 6 mo
for 3y, with a singlechest/abdomen/
pelvis CT scanat 12-18 mo (if eque sted
at entry)

Chest’abdomen/ pelvis CT scan every

6 mo for 2y, then annually for 3 v
Combined CEA testing and CT scan (as
above)

inthe CEA goup 6 7%), CTgroup (81and CEA +
CT (6.6%) com pared with 2.3% in the minimum
follow-up

Maortality was not significanthy different (CEA CT,
and CEAHCT; 158.2% (16490 1)) vs the minimum
follow-up group (159% 487301); diference, 2.3%;
95% C | —2.6% o 7.1%)

CER=chestx-ray; U5 = ultmsound ; FOB = fecal occu bt blood testing ; CBC = com plete blood count; NR= not re ported

D= notes since 2002
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Recurrencia tumoral

Los resultados del estudio de recurrencia de nuestro centro (26.4%) son ligeramente
inferior a las reportados en la serie del ICO de Navarro y Piulats. En la serie citada del
ICO las recidivas que resultaron del estudio de 399 pacientes intervenidos de céncer
colorrectal fueron un total de 126 (31.6%). En relacién a la afectacion hepatica como
unica localizacion de la recidiva en nuestro caso (39.2%) fue superior a la publicada por
el ICO (30.2%). En 39 pacientes (31%) se consiguié un rescate quirdrgico de la
recidiva en el estudio del ICO (Navarro y Piulats, 2003), frente al 33.9% de nuestra
serie. Por tanto en el estudio de la recurrencia tumoral y su tratamiento, a pesar de no
existir significacion estadistica, presenta unas resultados que corresponden a los
realizados en nuestro entorno, pudiéndose considerar clinicamente relevantes.

En el estudio de Ohlsson las recidivas fueron del 33% y solamente se puso realizar
rescate quirargico en 20% (Ohlsson et al, 2003).

Estudios americanos como el de Hueman y Ahuja, refieren que después del tratamiento
quirargico radical, el 60% de las recidivas ocurren dentro de los primeros 2 afios, un
80% en el tercer afio y un 90% a los 5 afios, (Hueman y Ahuja, 2011).

Meyerhardt en su estudio describe que las recurrencias ocurren en un 80% de los casos
dentro de los 24-30 meses, y el 95% suceden en los primeros 5 afios. En nuestra serie el

50% de los pacientes han recurrido en los primeros 14.1 meses.

Técnica inmunohistoguimica

Un factor que ha podido afectar en los resultados en los porcentajes de positividad del

oncogen ha podido ser la técnica y los anticuerpos monoclonales utilizados para
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determinar la positividad de los oncogenes. Muy probablemente la inmunohistoquimica
era la metodologia mas implantada para determinar el estado del p53, en el momento de
iniciar nuestro estudio en enero del afio 1989. Se podian utilizar diversos anticuerpos
monoclonales que existian en el mercado, asi como distintas técnicas de conservacion
del tejido a analizar, por congelacién o con tejido parafinado. Las mutaciones de los
genes son detectables por métodos inmunohistoquimicos en el cancer colorrectal debido
a la acumulacion de las proteinas a nivel nuclear. Diez en un estudio sobre el valor
pronostico de la proteina p53, cita que para el estudio del gen muchos investigadores
han utilizado la inmunohistoquimica para determinar la proteina, asumiendo que la
acumulacion de la misma (sobreexpresion) tiene el mismo significado que la mutacién
del gen (Diez et al, 2005).

Citando en concreto al oncogén p53 hay gran variabilidad de resultados. Sus
alteraciones se las responsabiliza de la malignizacion de los adenomas c6licos de gran
tamafio, sea individualmente o en colaboracion con otros genes inductores del
crecimiento neoplasico o inhibidores de la apoptosis. La variabilidad de los resultados
publicados por los distintos grupos estd en relacién directa con el gran numero de
técnicas empleadas para la deteccién de las anomalias del gen (Sanchez Pernaute et al,
1999).

En nuestro caso utilizamos tejido tumoral fijado con parafinado como la mayoria de
autores. Su porcentaje de positividad varia segun los autores, existiendo rangos del 39%
hasta el 62% (Schwander et al, 2000; Baker et al, 1989; Yamaguchi et al, 1992; Bosari

et al, 1994; Nathanson et al, 1994).
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10.2 SUPERVIVENCIA

Nuestra supervivencia al final del estudio ha resultado del 25%, y cuando la hemos
analizado por lustros obtenemos una supervivencia a los 20 afios del 26.4%.

La supervivencia a los 5 afios que referimos en nuestro estudio es del 62.7%, que se
encuentra dentro de los rangos altos publicados en la literatura. Comparando con los
resultados de los distintos estudios, el resultado citado en el proyecto CONCORD a
nivel mundial la supervivencias a los 5 afios son del 60% en paises como Estados
Unidos o Australia, siendo menores en Brasil que son alrededor del 45% (Coleman et
al, 2009).

En Europa los resultados del grupo de estudio EUROCARE-4 presentan una
supervivencia media a los 5 afios del 53.9%, presentando el mayor porcentaje de
supervivencia Suiza con un 59.7%, y el menor del 38.9% de Poloniay 43.9% de la
Republica Checa. Encontrandose Espafia entre los que presentan una supervivencia
intermedia alrededor del 52.5% (Berrino et al, 2007). Los resultados del citado estudio
se muestran en la Figura 17.

En otro trabajo de EUROCARE valorando la supervivencia igualmente a los 5 afios en
el periodo 2000-2002 se puso de manifiesto una mejoria que llega al 61.5% en Espafia
(Verdecchia et al, 2007), aproximandose a nuestros resultados. Igualmente en otro
trabajo también cita mejorias en la supervivencia del CCR, Ferri refiere un incremento
del 50 al 60% de la supervivencia a los 5 afios del CCR en las dos ultimas décadas
(Ferri, 2015).

Y en el ultimo estudio publicado del grupo, EUROCARE-5 muestra resultados que han
mejorado la supervivencia media a en Europa, siendo del 57% en el cancer de colon y

del 56% del cancer de recto. Pero todavia siguen existiendo diferencias entre los paises
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europeos, se cree que es debido a los diferentes planes de salud que existen, siendo en
los paises con mejores resultados el acceso de la poblacién mucho mas fécil a los
procesos diagndsticos y terapéuticos (Holleczek B et al, 2015). En un estudio de la AEC
describe una supervivencia global del 67,3% para un seguimiento medio de 28.61 +/-
11.32 meses (Rodriguez-Cuellar et al, 2014).

Nuestros resultados se encuentran a nivel de los mejores resultados publicados, esto
seria causado tanto por el buen funcionamiento de la unidad de cirugia colorrectal; y
segun la publicacion de Holleczech también estaria en relacion a los planes de salud que
hace afios existen en Catalufia.

En el estudio realizado en el ICO por Navarro y Piulats, citan una supervivencia a los
cinco afios incluso superior a la de nuestra serie, en concreto del 76.5% en pacientes con
cancer de colon y del 67.3% en el cancer de recto (Navarro y Piulats, 2003).

Estudios que analicen supervivencia a largo plazo del CCR, como nuestra serie no son
muy frecuentes en la literatura, ya que mayoritariamente los resultados analizan la
supervivencia a los 5 afos.

Estudio espafioles realizados a largo plazo hay uno de Etxeberria que analiza la
mortalidad del CCR por sexo y edad durante el periodo 1975-2008 en las distintas
provincias (Etxeberria et al, 2014).

También hay un estudio sueco a largo plazo de Birgisson en el que se analiza la
supervivencia de una cohorte de 415 pacientes intervenidos de CCR, que presentan una
media de seguimiento de 8 afios con un rango de (6-10 afos) (Birgisson et al, 2011).
Este dltimo estudio presentaria una media de seguimiento similar a la presentada en
nuestra serie, que recordemos es de 10.5 +/- 8.3 afios.

El estudio de Andreoni de Milan presenta una serie de 902 pacientes con un

seguimiento de 8 afios y unos resultados de supervivencia libre de enfermedad de 73% a
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los 5 afos y el 72% a los 8 afios. Siendo la supervivencia general de 5 y 8 afios fueron
del 71% y 61% respectivamente (Andreoni et al, 2007). Siendo nuestros resultados de
supervivencia libre de enfermedad ligeramente superiores, de 80.1% a los 5 afios y de

53% a los 10 afios.

Figura 17. Resultados supervivencia a los 5 afios. Estudio EUROCARE-4. (Berrino et

al, 2007).
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Supervivencia y edad

En nuestro estudio hemos evidenciado una asociacion estadisticamente significativa
para la supervivencia en relacion a los subgrupos de edad, en que la supervivencia
disminuye en los grupos de edad avanzada. Dado que nuestro estudio es a largo plazo

este dato ha sido dificil de comparar con otros estudios, pero si realizamos el analisis la
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supervivencia por lustros y grupos de edad de nuestra serie, cuyos resultados se pueden

objetivar en la tabla 37, si podemos comparar con otros estudios.

Tabla. 37. Supervivencia por lustros y grupos de edad.

Supervivencia (%) por grupos de edad
Tiempo 41-50 afios 51-60 afios 61-70 afios 71-86 afos
5 afos 75 66 63.9 51.2
10 anos 68.8 52.5 39.2 19.5
15 anos 62.5 46.7 30.9 12.2
20 afos 62.5 40.2 20.4 24

En la tabla 38 se muestran los resultados publicados por el grupo de estudio
EUROCARE (Holleczek B et al, 2015). . Comparando nuestros resultados con el
estudio europeo podemos decir que la supervivencia a los 5 afios de nuestra serie,
aunque la division por afios no es la misma, mostraria unos porcentajes cercanos a la
serie mas actual del periodo 2005-2007, coincidiendo con mejores supervivencias para
la poblacion menor de 70 afios. Para el grupo de pacientes mayores de 70 afios la
supervivencia disminuye sobre todo a partir de los 5 afios, pasando de una

supervivencia del 51.1% a los 5 afios, a un 19.5% a los 10 afios.
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Tabla 38. Resultados supervivencia por grupos edad del grupo EUROCARE-5.

Supervivencia a los 5 afios del CCR por grupos de edad. (Holleczek B et al, 2015).

Periodo 1999-2001 Periodo 2005-2007
15-44 anos 63.7 65.2
45-54 anos 57.3 62.4
55-64 afios o7 62.3
65-74 afos 55 59.5
> 75 afos 477 49.7

Supervivencia vy estadificacién

En el estudio de la supervivencia por estadios los resultados a largo plazo muestran
unos resultados comunes en todos los trabajos, en los estadios Il y IV las
supervivencias son inferiores a los estadios | y Il. Segun nuestra serie la diferencia se
hace mas evidente en la supervivencia hasta los 10 afios, ya que a los 15 afios la
supervivencia en estadio IV es 0%. En este estadio destaca que tanto a los 5 como a los
10 afios la supervivencia es del 50%. Nuestros resultados muestran una supervivencia
superior en estadio IV, y menor en estadio | Y Il, comparando con el trabajo de
O’Connell que refiere una supervivencia a los 5 afios por estadios segln la clasificacion
de la AJCC 52 edicion es del 93.2% en el estadio I, del 82.5en el 11, del 59.5% en el 11l 'y
del 8.1% en el IV. Ademas este mismo trabajo también compara los estadios con la 62
edicion de la AJCC, en que la principal diferencia es respecto la supervivencia en los

estadios Illa, I11b y Illc, en que la supervivencia disminuye casa un 20% en cada estadio
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(O’Connell et al, 2004). Estos mismos resultados se presentan en otros estudios como el
de Merkel, en su estudio la supervivencia a los 5 afos es del 80% para pacientes del
I11a, del 60% para los del I111b y del 30% para los del Ilic (Merkel et al, 2001).

En un estudio de Diez, los tumores con sobreexpresion de la proteina p53 desarrollaron
con mayor frecuencia recidiva tumoral y presentaron menor supervivencia Sin
recurrencia a los 5 afios de seguimiento. En el grupo de tumores en estadio Il la
asociacion entre la expresion de p53 y la supervivencia sin recidiva fue significativa, la
supervivencia fue del 60% con tumores con p53 negativo y del 26% con p53 positivo

(Diez et al, 2005).

10.3 ONCOGENES Y SUPERVIVENCIA

De los todos los estudios publicados en la literatura sobre oncogenes, el que mas
referencias tiene es el oncogén p53, ya que es el se determina con mas frecuencia en las
neoplasias malignas.

Nuestros resultados sobre las determinaciones por inmunohistoquimica del oncogén p53
coinciden con los publicados en la literatura médica. El que se aislé con més frecuencia
de manera individual y en asociacién con los deméas oncogenes ha sido también el p53.
En un estudio sobre el anélisis de 436 pacientes, Greenblatt, describe la presencia del
oncogen p53 en un 50%. En otros tumores tambien describe porcentajes bajos de
positividad, un 34% en el pulmén y en mama un 23% (Greenblatt et al, 1994). Otro
analisis publicado por el mismo grupo de trabajo en 1997, refiere que la mutacion mas

frecuente hallada en el oncogén p53 se halla presente en un 41.7% de los casos (Hainaut

154



et al, 1997). En otro trabajo realizado por Scott, describe frecuencias del 42% del
oncogén p53 determinado por técnicas de inmunohistoquimica. (Scott N et al, 1991).

En un trabajo de Kimura sobre la determinacion de la sobreexpresién de la proteina p53
en pacientes con CCR y metastasis hepaticas refiere una positividad del 38%. No
hallando correlacion entre la expresion de la proteina en el tumor primario, con los
hallazgos clinico-patolédgicos (Kimura et al, 1996).

En nuestros casos el oncogeén es positivo en un bajo porcentaje (37.7%), aproximandose
mas a los resultados publicados por Greenblatt y Scott. Incluso una publicacion de
Tomoda sobre 144 pacientes refiere un porcentaje de positividad del 25% (Tomoda y
Kkeji, 1995). En cambio hay otros estudios con porcentajes de positividad superiores,
en un 45% por Bell (Bell et al, 1993), en un 50% Baker (Baker et al, 1989) o en un 70%
Vogelstein (Vogeltein et al, 1988), o un 69% por Auvinen (Auvinen et al, 1994).

La frecuencia de positividad esta relacionada con la localizacion tumoral aislandose
predominantemente en tumores de colon distal y recto que en el colon derecho. En este
sentido nuestros resultados presentan asociacion estadisticamente significativa
coincidiendo con los publicados por Scott, es su trabajo refiere también correlacion
estadisticamente significativa entre la positividad del oncogén p53 y la localizacion con
una P < 0.05, refiere sobreexpresion en un 52.8% en los tumores de colon izquierdo
(Scott N et al, 1991).

Las mutaciones del p53 también estan correlacionadas con el grado de diferenciacion
tumoral, con el riesgo para desarrollar metéstasis, y con la peor respuesta al tratamiento
radioterapico en el cancer de recto (Duffy et al, 2007; Sturgeon et al, 2008; Locker et al,
2006; Yamashita et al, 2009; Munro et al, 2005).

Los tumores con sobreexpresion de p53 en las células de los tumores CCR ha sido

interpretada de maneras distintas en la bibliografia, aunque en mayor parte de los grupos
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coinciden en que es un parametro de mal pronostico (Remvikos et al, 1992; Lino et al,
1994; Dominguez et al, 1994). En el caso contrario existen autores que hacen referencia
a una mejor supervivencia en la determinacion de elevada de expresion de p53 (Adrover
et al, 1999; Ahnen et al, 1998; Soong et al, 1997). En nuestro casos la supervivencia
ligada al p53 no han asociacion estadisticamente significativa, pero la tendencia es que
el oncogén se determina de manera mas frecuente en los casos con una peor
supervivencia, disminuyendo la mediana en 2 afios.

En un estudio de Diez, los tumores con sobreexpresion de la proteina p53 presentaron
menor supervivencia sin recurrencia a los 5 afios de seguimiento. la supervivencia fue

del 60% con tumores con p53 negativo y del 26% con p53 positivo (Diez et al, 2005).

Nm23

El oncogén Nm23, es considerado como un gen supresor del proceso metastatico. La
expresion de dos proteinas, nm23-H1 y nm23-H2, en el céncer colorrectal y su
significacion son controvertidas. Mientras unos autores encuentran que una expresion
reducida del nm23 se asocia con estadios avanzados de la enfermedad y metastasis
(Ayhan et al, 1993; Yamaguchi et al, 1993; Martinez JA et al, 1995; Kapitanovic et al,
2004; Heide et al, 1994; Zeng ZS et al, 1994). Otros autores encuentran que el caso
contrario, una sobreexpresion del nm23 se relaciona con recurrencia, metéstasis
hepaticas y supervivencia disminuida (Berney et al, 1998; Indinnimeo M et al, 1997;
Berney et al, 1999). Y también hay otros trabajos no han podido relacionar la expresion
del nm23 con la estadificacion y/o pronostico (Lindmark, 1996; Heiss et al, 1998;

Tabuchi et al, 1999).
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Relacionando la expresion del oncogén nm23 y el estadio clinico, nuestros resultados no
muestran significacion estadistica pero muestran una tendencia a disminuir su expresion
en estadios avanzados. EI oncogén es positivo en un 47.7% en el estadio I, y solamente
en un 25.8% de los estadio 111, no siendo positivo en ningin caso del estadio V. Esta
tendencia también se encuentra referida en la literatura en un estudio publicado por
Martinez JA, en que hallan el oncogén nm23 se expresa menos frecuentemente en
estadios avanzados (Martinez et al, 1995). Y los mismos resultados en una serie de
Kapitanovic, que ademés refiere que en estadios menos avanzados el oncogén tendria
un factor protector y por esto motivo se halla de manera menos frecuente en los estadios

mas avanzados y en casos de metéstasis (Kapitanovic et al, 2004).

Kras

En nuestro estudio en referencia al oncogén kras, el porcentaje de positividad fue muy
bajo (18.4%). Datos parecidos al nuestro es el que refiere Bell en su publicacién en un
24% de los pacientes (Bell et al, 1993), y en un estudio de Hirvikoski sobre la
sobreexpresion de los oncogenes kras y p53 como factores pronésticos en el cancer de
recto femenino refiere porcentajes de positividad del 12% en el kras y de 38% en el p53
(Hirvikoski et al, 1999).

En el CCR esporadico se han detectado las mutaciones del oncogén Kras con una
frecuencia de entre el 30-50% de los casos aproximadamente. En otros tumores
esporadicos se ha detectado en un 30% de carcinomas de pulmon y hasta en un 75% de
pancreas (Fearon, 1993; Capella et al, 1991; Brink et al 2003).

Cuando se determina la presencia de las mutaciones del oncogén kras en las distintas

fases de la carcinogénesis, estas son mas frecuentes a medida que la evolucion del
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cancer es mayor. En el proceso de desarrollo del adenoma se han referido porcentajes
entre un 35-42% a medida que aumenta el tamafio del mismo (Leislie et al, 2002).
Mientras que en el CCR se ha determinado la mutacion del Kras en hasta un 50-90%
(Jass, 2002; Benvenutti et al, 2007; Takayama et al, 2006).

Analizando los datos generales de la positividad del oncogén encontramos, que
coincidiendo con nuestro estudio, las mutaciones son mas frecuentes en el sexo
femenino, en mayores de 40 afios y en los casos de localizacion rectal tal como refiere
Breivik en su trabajo (Breivik et al, 1994). En contraste hay otros autores que refieren
una positividad superior cuando el tumor se localiza en colon derecho, haciendo
sospechar una peor evolucion en esta localizacion (Pajkos et al, 1999).

También hay otros estudios que relacionan el gen kras con otros genes, como es el caso
del gen DCC. Estudiando la deteccién conjunta de las pérdidas alélicas en los genes
DCC y Kras se ha observado que la presencia del gen DCC alterado con ausencia de
alteracion en el gen Kras, aumenta la incidencia del potencial metastasico hepatico
(Kato et al, 1996).

Los estudios prospectivos sobre su valor pronéstico hay autores que sugieren la utilidad
de la mutacién k-ras y otros estudios establecen que dichas mutaciones no constituyen
un factor prondstico independiente para la supervivencia global de los pacientes con
CCR no metastasico (Ahnen et al, 1998; Morrin et al, 1994; Tortola et al, 1999).

En un estudio de Conlin concluye que la presencia de mutaciones K-ras predice mal
pronostico del paciente en el cancer colorrectal, independientemente de la etapa del
tumor. Las mutaciones K-ras también se asociaron significativamente con una menor

supervivencia especifica del CCR. (Conlin et al, 2005)
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Laurent-Puig refiere que la presencia del oncogén determina un grupo de enfermos con
peor evolucién presentando una menor supervivencia y un mayor porcentaje de

recidivas locales (Laurent-Puig et al, 1992).

En nuestra serie se determind el oncogén APC solamente en 20.8% pacientes. El
porcentaje de positividad difiere de los publicados en la literatura, los resultados de
algunas series van del 50% referido por De Filippo, el 60% de Powell, o el 83% de la
serie de Rowan (Powell et al, 1992; Rowan et al, 2000; De Filippo et al, 2002).

La localizacion més frecuente en nuestra serie fue el recto y en segundo lugar en el
colon derecho. En la serie publicada por Maillo refiere que es més frecuente en el colon

izquierdo (Maillo et al, 1996).

10.4 ASOCIACION DE ONCOGENES

A pesar del conocimiento de la carcinogénesis en el CCR todavia quedan muchas
cuestiones dificiles de responder. Se sabe la existencia y la funcién de los distintos
oncogenes en la formacion del cancer CCR de adenoma a carcinoma, pero todavia se
plantea en que momento de la cadena aparece la inestabilidad gendmica de los distintos
oncogenes APC, kras y p53 (Miglione et al, 2011; Michor et al, 2005). Incluso hay
autores que han aplicado modelos matematicos para intentar explicar la carcinogenesis
y los distintos momentos de aparicion de la inestabilidad genémica (Michor et al, 2005).
Por este motivo hay varios trabajos publicados de las diferentes asociaciones de

oncogenes en la carcinogénesis intentando buscar evidencias en este proceso. Siendo
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los estudios sobre el oncogén p53 en asociacion con los demas los mas frecuentes.

p53, kras y APC

En la literatura hay distintas publicaciones que han estudiado las posibles asociaciones
entre p53, kras y APC en el CCR esporadico. En las citadas a continuacién todas ellas
tienen cohortes mas pequefias que la nuestra, pero con porcentajes de positividad todas
ellas superiores a los nuestros.

Conlin en su serie de 107 pacientes, de todas las posibles asociaciones sugiere que la de
los oncogenes APC y p53 no influyen de manera significativa la supervivencia; y que
las mutaciones kras y p53 posiblemente funcionen por vias separadas en la
carcinogénesis colorrectal y que no son parte de una via comdn en los cambios
genéticos. Unicamente a encontrado asociacion estadisticamente significativa en la
mutacién kras, la cual supondria un peor prondstico en el CCR independiente del
estadio. (Conlin et al, 2005). Las distintas de asociaciones de oncogenes referidas por
Conlin se muestra en la figura 18.

En la serie de Smith de 106 pacientes en la que también analiza los tres oncogenes
también sugiere que le kras y p53 tendrian su efecto en distintas vias de la
carcinogénesis del CCR. Los resultados sobre la asociacion de las mutaciones de
oncogenes se muestran en la figura 19 (Smith G et al, 2002).

Wang JY en una serie de 123 pacientes, los oncogenes p53, kras y/o APC se han
hallado de manera general en un 78%, en nuestra serie en la que ademas incluimos el
oncogén nm23 solamente hallamos positividad general en un 65.1%. La combinacion de

oncogenes mas comun fue APC-kras en un 21.9%, seguido a continuacion de kras-p53
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en 12.5%, APC-p53 en un 10% vy solamente en un 6.3% se encontraron

simultaneamente los tres juntos (Wang Jl et al, 2007).

De igual manera Hsie publica una serie de 118 pacientes en que tampoco encuentra

asociacion estadisticamente significativa entre estos tres oncogenes (Hsie et al, 2005).

En un serie coreana de 78 pacientes analizan los oncogenes p53, kras, APC y ademaés el

MAGE (Melanoma Antigene Gen) y la inestabilidad de microsatélites (Jeon et al,

2007).

Figura 18. Asociacion de oncogenes del estudio de Conlin et al. 2005
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Figura 19. Asociacion de oncogenes del estudio de Smith G et al. 2002
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En relacion al andlisis estadistico de la asociacion del oncogén kras y p53, el trabajo de
Bell refiere que no identifico diferencias estadisticamente significativas en la
supervivencia estudiando ambos genes individualmente, pero la mediana de
supervivencia cuando los tumores contenian ambos oncogenes disminuia a la mitad
(Bell et al, 1993).

Hirvikoski estudia también la sobreexpresion de kras y p53 como factores prondsticos
en el cancer de recto en mujeres (Hirvikoski et al, 1999).

Tortola en un estudio sobre la asociacion de las mutaciones en el gen p53 y kras refiere
que se identifico en un 20% de los casos y, que esta correlacionada con una peor

evolucion pero que no se puede utilizar de rutina como factor pronostico (Tortola et al,
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1999). En nuestro caso la asociacion menos frecuente de dos genes es la de p53 mas

kras.

pS3 y Nm23

En un anélisis multivariante Berney, estudia las posibles asociaciones de expresion
proteica de 4 oncogenes, nm23, p53, c-erbB-2, u-PA, y VEGF, y su relacion con el
desarrollo de metéstasis hepaticas. Solo encuentra correlacién con la expresion proteica
del oncogén nm23 (Berney et al, 1998). En nuestro andlisis la asociacion de los
oncogenes nm23 y p53 se encuentra presente en 5.2% de los casos y en el analisis

univariante no hay significacion estadistica.

10.5 LIMITACIONES DEL ESTUDIO

- Para evitar el sesgo factor cirujano el grupo de pacientes fueron intervenidos por
adjuntos pertenecientes a la Unidad de Coloproctologia del Servicio de Cirugia General
y Digestiva del Hospital de Girona “Dr. Josep Trueta”, que es el centro de referencia de
la provincia de Girona. El seguimiento de los pacientes también fue realizado también
por los mismos cirujanos de la Unidad. No obstante al ser un estudio unicéntrico los
resultados que puede reflejar podrian no ser generalizables en parte.

- Para compensar posibles sesgos derivados del nimero de pacientes incluidos se
planted el estudio de supervivencia a largo plazo. En nuestro estudio no hemos tenido
pérdidas en el seguimiento ya que se podido saber el estado de todos los pacientes en el
ultimo control. De esta manera creemos que podremos sacar conclusiones para un

grupo de pacientes con un amplio rango de datos clinicos y anatomopatologico. Un
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factor importante para el estudio es que desde su inicio del estudio hasta la fecha de
finalizacion, todos pacientes incluidos el seguimiento ha sido completo, todos ellos han
tenido el evento terminal registrado. Este Gltimo dato es una variable indispensable para
un correcto analisis de la supervivencia.

- Ademés para conseguir datos anatomopatoldgicos de todos los pacientes, otro factor
que creemos importante en el estudio, es el poder disponer de muestra parafinada del
tumor para la determinacion de los oncogenes “post hoc”. Al ser pieza tumoral
quirdrgica no supone ninguna técnica invasiva afiadida a la cirugia, en si necesaria para
la reseccion completa del CCR. Segun Saltz, todo marcador tumoral, ademéas de poder
ser medido de manera sencilla y ser obtenido mediante técnicas poco invasivas, debe
aportar informacion que suponga una mejora sobre las decisiones que se toman para el
cuidado del paciente. (Saltz et al, 2008).

- La asociacion entre los oncogenes Yy la supervivencia no ha sido significativa aunque la
direccion de la asociacion es coherente para los oncogenes estudiados. Esta falta de
asociacion significativa podria deberse al hecho de que los oncogenes estudiados tienen
diferentes mecanismos de accién, o bien como factores de riesgo o bien como factores
protectores. No podemos establecer, pues, cual es el efecto resultante cuando en un
paciente estan presentes dos 0 mas oncogenes. El porcentaje de asociaciones obtenido
en nuestro estudio fue solo del 30.4%.

- El tamafio muestral, que se calcul6 inicialmente para responder a otra pregunta de
investigacion, posiblemente no tenga potencia suficiente para poder detectar
interacciones entre genes ni asociaciones claramente estudiadas como la relacion entre
el prondstico y el estadio. Tal y como muestra el analisis multivariante el estadio

tumoral no ha resultado estadisticamente significativo, siendo un factor de mal
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prondstico en el CCR ampliamente referenciado en la literatura. Hacer notar, también el
escaso nimero de pacientes en estadio IV en nuestra serie.

En consecuencia, al no resultar significativas las asociaciones entre los oncogenes vy el
pronostico no se valor6 la posibilidad de calcular un indice prondstico que tuviera en

cuenta los oncogenes.
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11. CONCLUSIONES
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La estadificacién clinica TNM de la AJCC, quinta i sexta edicidn, no predice ni
la recidiva ni la supervivencia a largo plazo en el CCR

Los marcadores tumorales CEA y Cal9.9 por encima de su rango de la
normalidad no predicen ni la recidiva ni la supervivencia a largo plazo en el
CCR.

La edad en el momento del tratamiento quirdrgico radical es un factor
independiente en el prondstico para la supervivencia a largo plazo en el CCR.

La sobreexpresion del oncogén p53 en los tumores distales (recto) es
significativamente mas frecuente que en otras localizaciones, sin embargo no se
correlaciona con el prondéstico del CCR.

La determinacion “in situ” de la expresion proteica de las mutaciones de los
oncogenes (p53, kras, nm23 y APC) no se correlaciona con la recidiva ni con la

supervivencia a largo plazo en el CCR.
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ANEXO 1. CLASIFICACION CLAVIEN Y DINDO PARA LA CLASIFICACION DE

Grado

oI
MIa
b

v
IVa
IVb

\.'

LAS COMPLICACIONES POSTQUIRURGICAS.

Definicion

Desviacion del postoperatorio normal. que no requiere de tratamiento farmacologico. quinargico, endoscopico o
intervenciones radiologicas

Farmacos permitidos: antieméticos. antipiréticos, analgésicos, diuréticos, electrolitos y fisioterapia
Requerimiento de tratamiento farmacologico con drogas diferentes a las permitidas en las complicaciones grado I
Incluye transfusiones y nutricion parenteral

Complicacion que requiere una intervencion quirisgica. endoscopica o radiologica

No requiere anestesia general

Requiere anestesia general

Complicacion que amenaza la vida del paciente y que requiere de cuidados intensivos

Disfuncion de un organo (incluye dialisis)

Falla multiorganica

Muerte del paciente

*Ann Surg. 2004; 240: 205-13.

ANEXO 2. PROCEDIMIENTO INMUNOHISTOQUIMICO.

Resumiendo se realizan los siguientes pasos:

12 Inicialmente sé desparafina las preparaciones con agua destilada.

2° A continuacion durante 5 minutos se sumerge en H202 i se lava con abundante agua,

para iniciar el desenmascaramiento mediante olla presion mediante los siguientes pasos:

Se llena la olla con EDTA pH 8 (aproximadamente 3 litros) se pone a calentar
hasta la ebullicion, y se retira.

Se sumergen las cestillas por separado con las preparaciones. Se cierra la ollay

se pone la valvula.

Se pone la olla nuevamente sobre la placa a temperatura maxima. Cuando

empiea a sonar la valvula se baja un poco la temperatura y se mantiene durante 3
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minutos. Se saca la olla de la placa y se pone bajo el grifo. Cuando la valvula ya
no suene, se saca y se abre la olla.
e Se dejan enfriar las preparaciones durante 20 minutos y se lavan con agua
corriente.
3° Una vez se disponen de las preparaciones después del desenmascaramiento se lava
en PBS/TRIS y se elimina la tincion de fondo primero con solucion de Avidina durante
10 minutos y a continuacion 10 minutos con Biotina, para lavar nuevamente con
PBS/TRIS.
4° Se prepara el cromdégeno DAB mediante 1 gota (20 ul) en 1 cc de sustrato. Se
conserva dos semanas a 4°C, si se visualiza algun precipitado se agita antes de usar.
5° A continuacién se lava en PBS/TRIS, Se elimina el exceso de liquido para poner las
preparaciones con el cromégeno DAB durante 1-5 minutos segun el control positivo.
Se realiza tincion con hematoxilina de Mayer 1:3 durante 2 minutos. Se lava con agua
destilada, amoniacal y nuevamente con agua destilada.
6 ° Digestiones mediante Saponina para K-ras, con una solucion de saponina al 0°05%
en agua destilada durante 30 minutos. Pepsina para Nm23, con una solucién al 0°1% en

acido clorhidrico al 0’1M, pH de 2’3, ajustandose con hidréxido sédico al 0’ 1M.
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ANEXO 3. ALGORITMO DEL PROTOCOLO DE SEGUIMIENTO.

3er mes

6° mes

9° mes

12° mes

15° mes

18° mes

21° mes

24° mes

30° mes

36° mes

42° mes

48° mes

60° mes

EC+B+TC”

EC + B + Enema opaco

EC + B + ECO hepaético + RX torax
EC + B + Colonoscopia
EC+B+TC

EC + B + Enema opaco

EC + B + ECO hepaético + RX torax
EC + B + Colonoscopia

EC + B + TC abdominal

EC + B + Colonoscopia + RX térax
EC+B+TC

EC + B + Enema opaco

EC + B + Colonoscopia + ECO hepatica

EC = Exploracién Fisica

B = Bioquimica

* SOlo se practica en pacientes afectos de neoplasia rectal que se les ha practicado

amputacion de recto.
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ANEXO 4. HOJA DE RECOGIDA DE DATOS.

DATOS CLINICOS

CASO:

NOMBRE:

FECHA NACIMIENTO:

EDAT ACTUAL.:

SEXO: 1-hombre 2-mujer

ESTATADO ACTUAL: 1-vivo 2-exitus por recurrencia 3-exitus sin recurrencia

FECHA EXITUS:

FECHA DIAGNOSTICO NEOPLASIA COLORRECTAL:

FECHA CIRUGIA:

FECHA ALTA HOSPITALARIA:

FECHA RECIDIVA:

FECHA ULTIMO CONTROL:

PESO:

ALTURA:

IMC:

ANTECEDENTES PERSONALES DE CIRUGIA: 1-no 2-gastrica 3-biliar 4-genital
5-mama 6-intestinal 7-anal 8-otros

ANTECEDENTES POLIPOSIS: 1-Si 2-No

ANTECEDENTE OTRAS NEOPLASIAS: 1-No 2- Hematologica 3-Esofagogastrica

4- Pulmon 5- Urologica. 6-Otras

ONCOGEN: 1-Si 2-No
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P53: 1-Si 2-No

KRAS: 1-Si 2-No

NM23: 1-Si 2-No

APC: 1-Si 2-No

PRIMER SINTOMA DIAGNOSTICO: 1-dolor abdominal 2-tenesmo rectal 3-anemia
4-melenas  5-rectorragias 6-cambio de ritmo deposicional 7-diarrea
8- estrefiimiento  9-sd toxico 10-masa abdominal 11-oclusién 12 perforacion
13-hallazgo casual 14- fiebre.

SEGUNDO SINTOMA DIAGNOSTICO: 1-dolor abdominal 2-tenesmo rectal
3-anemia 4-melenas 5-rectorragias 6-cambio de ritmo deposicional
7-diarrea 8- estrefiimiento 9-sd toxico 10-masa abdominal 11-oclusion
12 perforacion 13-hallazgo casual 14- fiebre.

TERCER SINTOMA DIAGNOSTICO: 1-dolor abdominal 2-tenesmo rectal 3-anemia
4-melenas  5-rectorragias 6-cambio de ritmo deposicional 7-diarrea
8- estrefiimiento  9-sd tdxico 10-masa abdominal 11-oclusién 12 perforacion
13-hallazgo casual 14- fiebre.

LOCALIZACION TUMOR PRIMARIO: 1-colon derecho 2-colon izquierdo 3-Recto

VALOR CEA PREQUIRURGICO:

VALOR CA19.9 PREQUIRURGICO:

DATOS QUIRURGICOS

EXTENSION LOCAL TUMOR PRIMARIO: 1-estomago 2-intestino delgado 3-colon

4-vejiga urinaria 5-sacro 6-vaina 7-uréter 8- higado 9- pared abdominal 12 NO
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TECNICA QUIRURGICA: 1-hemicolectomia derecha 2-hemicolectomia izquierda
3-Sigmoidectomia 4- Reseccion anterior de recte 5-Colectomia total

RESECCION METASTASIS SINCRONICAS: 1-si 2-no

INCIDENCIAS PEROPERATORIAS: 1-No 2-lesion bazo 3- lesidn vejiga urinaria

4-lesion uréter 5-Hemorragia intraoperatoria 6-lesion intestinal 7-imposibilidad
anastomosis 8-fallo grapadora 9-problemas anestésicos

COMPLICACIONES POSTOPERATORIAS 1: 1-No 1-Pulmonares 2-Cardiacas
3-Renales 4-llio paralitico 5-Paret abdominal-herida quirargica 6-Absceso
intraabdominal 7-Fallo sutura 8-Fistula colon 9-Hemorragia postquirtrgica
10-Hemorragia digestiva 11-otras.

COMPLICACIONES POSTOPERATORIAS 2: 1-No 1-Pulmonares 2-Cardiacas
3-Renales 4-lleo paralitico 5-Paret abdominal-herida quirdrgica 6-Absceso
intraabdominal 7-Fallo sutura 8-Fistula colon 9-Hemorragia postquirtrgica
10-Hemorragia digestiva 11-otras

COMPLICACIONES POSTOPERATORIAS 3: 1-No 1-Pulmonares 2-Cardiacas
3-Renales 4-llio paralitico 5-Paret abdominal-herida quirargica 6-Absceso
intraabdominal 7-Fallo sutura 8-Fistula colon 9-Hemorragia postquirtrgica
10-Hemorragia digestiva 11-otras.

ETIOLOGIA REINTERVENCION: 0-No 1-absceso 2-fistula 3-fallo sutura
4-hemorragia intraabdominal 5-oclusién 6-colecistitis 7-isquemia intestinal
8-evisceracion 9-complicaciones estoma 10-hemorragia digestiva

11-lesién uréter.
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DATOS ANATOMOPATOLOGICOS

TIPO PATOLOGICO: 1-adenocarcinoma 2-adenocarcinoma mucinoso 3-otros

GRADO DIFERENCIACION: 1-bien diferenciado 2-moderadamente 3 pobremente
4-coloide-mucinoso

GRADO INVASION PARED INTESTINAL: 0- Ausencia tumor 1- mucosa
2-submucosa 3- muscular 4- serosa 5-grasa 6- extraabdominal

T (TNM): 1-T1 2-T2 3-T3 4-T4a 5-T4b

N (TNM): 1-Nla 2-N1b 3-N2a 4-N2b

M (TNM): 1-Mla 2-Mib

ESTADIAGE TUMORAL.: I-1 11--2 [IA-3 1I1B-4 1IC--5 [11-6 HIA-7 111B-8 I11C-9
IVA-10

TAMANO TUMORAL:

MARGENES RESECCION: 1-libres 2-afectados

DISTANCIA MARGEN DISTAL.:

INFILTRACIONTUMORAL: 0-No 1- neural 2- linfatica 3 vascular venosa
4-linfatica-vascular 5-linfatica vascular y neural 6 linfatica i neural vascular y
neural

NUMERO DE GANGLIOS EXAMINADOS:

NUMERO DE GANGLIOS AFECTADOS:

PRESENCIA DE POLIPOS SINCRONICOS: 1-si 2 no

NUMERO DE POPLIPOS IDENTIFICADOS:

TIPO DE POLIPO: 1-tubular 2- tibulo-velloso 3- velloso 4- carcinoide- polipoide

5- céncer sincronico 6-poliposis familiar

NEOPLASIA SINCRONICA: 1si 2 no
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DATOS DE SEGUIMIENTO EN CONSULTAS EXTERNAS COLOPROCTOLOGIA

FECHA DE ULTIMO CONTROL EN CONSULTA EXTERNAS:

CEA POSTQUIRURGICO:

CA19. 9 POSTQUIRURGICO:

CEA DE SEGUIMIENTO:

CA 19.9 DE SEGUIMIENTO:

FECHA DIAGNOSTICO RECURRENCIA:

TIPO RECURRENCIA TUMORAL: 1- recidiva local 2- metastasis 3-recidiva mas

metastasis 4-neoplasia metacronica 5-segunda neoplasia otro 6rgano

CLINICA PRESENTE EN EL MOMENTO DIAGNOSTICO DE LA RECIDIVA:

1- dolor abdominal 2-dolor perineal 3- masa abdominal 4-ascitis 5-rectorragia
6-oclusion  7-hepatomegalia 8-ictericia 9-carcinomatosis 10-neuroldgica
11-asintomatico

METODO DIAGNOSTICO SOSPECHA RECIDIVA: 1- clinica 2- Radiologia

3-marcadores tumorales.

METODO DIAGNOSTICO RECURRENCIA: 1- RX torax 2-Ecografia abdominal
3-TC 4-Resonancia Magnética 5-Eco transrectal 6-Colonoscopia 7-Cirugia
8-RMN 9-Enema opaca

LOCALIZACION RECURRENCIA TUMORAL 1- piel 2-cerebral 3- pulmon 4- dsea

5-pulmonar 6-higado 7-pelvica 8-linea sutura 9-carcinomatosis 10-neoplasia

metacronica 11-pared abdominal 12-ginecologica 13-renal
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TRATAMIENTO RECURRENCIA: 1-no acepta tratamiento 2-tratamiento paliativo
quirargico 3-tratamiento medico paliativo 4-cirugia radical 5-reseccion
endoscépica

CEA RECURRENCIA:

CA19.9 RECURRENCIA:

RECURRENCIA TUMORAL SECUNDARIA: 1-si2-no 3-otras neoplasias

QUIMIOTERAPIA: 1-si 2-no

RADIOTERAPIA: 1-si 2-no

COMPLICACIONES RADIOTERAPIA: 1-si 2-no

COMPLICACIONES QUIMIOTERAPIA: 1-si 2-no
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