UNB

Universitat Autonoma de Barcelona

Valoracion de la expresion inmunohistoquimica en microarrays tisulares de
RACK1, 4ebpl, p53 y Ki-67 en tumores colorrectales con correlacién clinico patolégica

PAUL AUGUSTO ESPINOZA MADRID

ADVERTIMENT. L’accés als continguts d’aquesta tesi queda condicionat a I'acceptacié de les condicions d’Us
establertes per la seglent lliceéncia Creative Commons: @ M) http://cat.creativecommons.org/?page_id=184

ADVERTENCIA. El acceso a los contenidos de esta tesis queda condicionado a la aceptacion de las condiciones de uso
establecidas por la siguiente licencia Creative Commons: @@@@ http://es.creativecommons.org/blog/licencias/

WARNING. The access to the contents of this doctoral thesis it is limited to the acceptance of the use conditions set

by the following Creative Commons license: @@@@ https://creativecommons.org/licenses/?lang=en




A

Universitat Autonoma de Barcelona
Departament de Ciencies Morfolégiques

Unitat d"Anatomia Patologica

PROGRAMA DE DOCTORADO
ANATOMIA PATOLOGICA

Valoracién de la expresion inmunohistoquimica en microarrays tisulares de
RACK1, 4ebpl, p53 y Ki-67 en tumores colorrectales con correlacién clinico

patolégica

TESIS
presentada por
PAUL AUGUSTO ESPINOZA MADRID

Realizada en el Departamento de Anatomia Patolégica

del Hospital Universitario Vall d"Hebron de Barcelona
Bajo la direccion de:

DR. SANTIAGO RAMON Y CAJAL AGUERAS
DRA. MIRIAM CUATRECASAS | FREIXAS

BARCELONA, ENERO 2016



A Silvia y Paul

Por las mejores épocas

A Augusto y Zoila, mis padres

Por el mejor regalo

A Maria Isabel Rodriguez

Por la confianza

“La naturaleza encuentra por si misma las vias; queda sin ensefianza, nada ha
aprendido y sin embargo, cumple su labor’.

Hipocrates



AGRADECIMIENTOS

A mis directores de tesis, Dr. Santiago Ramén y Cajal Agleras y Dra. Miriam
Cuatrecasas i Freixas. Es dificil entrar en detalles, de momento solo diré gracias por

todo y espero demostrar lo agradecido que estoy con el paso del tiempo.

Cuando inicié este trabajo sabia que me enfrentaba a un camino lleno de vicisitudes,
no solo por la complejidad, la intensidad y la duracién del mismo, sino también por la
melancolia que provoca el estar lejos de casa, y que vuelve mas dificil el dia a dia. Es
por ello, que los agradecimientos van dirigidos de una manera particular a los
facultativos, técnicos y administrativos que sin tener relacién directa con este trabajo
también han contribuido, a veces de manera casi anénima, fortalecié¢ndome en los
momentos mas dificiles y/o haciendo esa parte que ha permitido que esta tesis llegue
a su final. A ellos, mis mas carifiosos agradecimientos, las mas sinceras muestras de

respeto y admiracion.

A mis compafieros de Residencia, Maite Salcedo, Silvia Planas y Elena Martinez y
de manera muy especial a Vicente Peg Cémara, gracias por ayudarme en todo

momento.



INTRODUCCION

l.1. CANCER COLORECTAL. EPIDEMIOLOGIA

Incidencia y mortalidad

El carcinoma colorectal (CCR) es la tercera neoplasia en frecuencia en la poblacién
mundial y comprende casi el 15% de todos los nuevos canceres (Luk GD, 1993). La
incidencia es mas alta en los paises occidentales. En Europa es la tercera neoplasia
en frecuencia, después del cancer de pulmén y prostata en hombres y la segunda
después del de mama en mujeres (Jensen et al, 1990). Aunque la incidencia y tasa de
mortalidad ha disminuido un 30-40% desde 1975 debido a una combinacion de
factores, que incluyen una major dieta, el cribado poblacional y mejores tratamientos
(Howlader 2010 Miller 2013; Phipps 2012; Siegel 2012; Levin 2008), sigue
representando la segunda causa de muerte por cancer en el mundo occidental, tanto
en hombres como en mujeres.(Siegel 2013) Su elevada incidencia hace que se
considere uno de los problemas de salud publica mas importante en oncologia en el
mundo occidental.

En Espafia se diagnostican 26.000 casos nuevos anuales y se producen unas 12.000
muertes por esta neoplasia. La supervivencia a los 5 afnos se situa alrededor del 50%.
Dentro del contexto europeo, Catalufia presenta una elevada incidencia (4.000 casos
anuales; 20-30 casos/100.000 habitantes) y una mayor prevalencia sobretodo en
hombres, mas elevada si se compara con el conjunto de los registros espanoles, con
un incremento anual del 3,5% en hombres y un 2,7% en mujeres (Borras et al. Med
Clin (Barc). 2008; 131:58-62). EI CCR ha representado la segunda causa de muerte
por cancer en Catalufia, tanto en hombres como en mujeres, después del cancer de
pulmén y de mama respectivamente, con 1.900 defunciones/ano (Esteve J, 1993;
Castells A, 2000a). La tendencia reciente indica una clara estabilizaciéon de la
mortalidad en hombres y un descenso en mujeres (Borras et al. Med Clin (Barc).
2008;131:58-62)

I. 2. FACTORES DE RIESGO DEL CCR

I. 3. A. Factores geograficos, socioecondémicos, dietéticos y raciales

Los principales factores de riesgo del CCR son la edad (250 anos), determinados
habitos dietéticos (consumo de carne roja, de carne procesada) y de estilo de vida
(consumo de alcohol superior a 30 gramos diarios y de tabaco), asi como los
antecedentes familiares de CCR. (Wynder EL et al, 1967 y Trock B et al, 1990). El

consumo de pescado y la ingesta de calcio, de leche y derivados lacteos en



cantidades relevantes, el tratamiento hormonal sustitutivo y los anticonceptivos orales
se ha observado que ejercen un efecto protector frente a este tumor. El ejercicio fisico
también es un factor protector del cancer de colon, pero no del de recto. La ingesta de
fibra se ha relacionado como agente protector en algunos estudios, pero con
resultados controvertidos. Los antecedentes familiares son un factor de riesgo del
CCR, especialmente importante cuando se habla de los sindromes polipdsicos
adenomatosos y hamartomatosos, y del sindrome de Lynch. El numero de familiares
afectos, el grado de parentesco y la edad de diagndstico del CCR determinan el riesgo
de desarrollar este cancer y, por tanto, la estrategia de cribado a seguir. Asi, los
grupos de alto riesgo de CCR no son el objetivo de los programas de cribado y
deteccion precoz de CCR y deben ser valorados en las clinicas de alto riesgo
hospitalarias. Los programas de cribado peridédico se recomiendan en la poblacién de
riesgo medio, a partir de los 50 afos. Las tasas de incidencia mas altas del CCR
corresponden a las areas econdmicamente mas desarrolladas del mundo occidental;
Estados Unidos, Canada, Australia, Nueva Zelanda y el noroeste del continente
europeo (Hill et al, 1971). Las diferencias mas destacables son la baja tasa observada
en Japdn (Beart RW, 1984) y en poblaciones de raza negra en Africa sub-sahariana.
Los emigrantes japoneses a Estados Unidos adquieren dentro de la misma generacion
tasas mucho mas altas que las de su pais de origen. Ademas los hijos de emigrantes
de paises europeos de bajo riesgo tienen tasas igual de altas que otros blancos
estadounidenses. Estos datos apoyan que las causas de diferencias internacionales
son en gran parte factores dietéticos o ambientales y no sélo genéticos (Sugarbaker et
al, 1984).

I. 3. B. Edad y sexo

La incidencia del CCR aumenta exponencialmente con la edad. En areas de alto
riesgo, se observa un predominio del cancer de colon en el sexo femenino antes de los
60 afos. En la mayoria de los registros de cancer, el cancer de recto es mas frecuente
en el sexo masculino en todas las edades. Ajustado por edades y localizaciones la
proporcion de carcinomas es similiar en ambos sexos (Eide TJ, 1986). En Espana, la
incidencia por sexos es muy similar, con afectacion maxima a partir de los 65 afios
(Carda P 1989).

I. 3. C. Relacion entre el colon y el recto
Al parecer existe un acusado paralelismo entre las incidencias del cancer de colon y
de recto en las diferentes poblaciones. En la década de los 70 se evidencié que la

incidencia de los canceres de colon y de recto se fue invirtiendo de un predominio del



carcinoma rectal al colénico. Se desconoce la causa de este cambio de incidencia.
Estudios recientes han demostrado un desplazamiento proximal altamente significativo

en la localizacion del CCR en las dos ultimas décadas (Kee FB, 1992).

I. 4. D. Ambientales, dietéticos y habitos personales

Ambiente intestinal

El papel del medio colonico en la carcinogénesis del CCR se establecié por la obvia
asociacion entre la dieta y CCR Aunque la dieta en si no contenga carcindégeos
irrefutablemente demostrados, se ha elaborado una la hipétesis de que la dieta es una
fuente de sustancias en principio inécuas pero que pueden ser metabolizadas “in situ”
por las bacterias del colon convirtiéndolas en agentes mutagenos/carcinogenos (Hill
MJ et al, 1975). El transito fecal es importante en la génesis del CCR (Rainey JB et al,
1983). Experimentos con ratones libres de gérmenes, o la supresion de la flora
intestinal determina una considerable disminucion del numero de tumores comparado
con los animales convencionales (Goldin BR et al, 1981).

La distribucién del cancer a lo largo del colon se relaciona con la existencia de unos
factores formados por la accién de bacterias intestinales, los cuales se iran
concentrando a lo largo del transito colonico. Estos factores son principalmente los
fecapentanos, los 3-cetoesteroides, aminas heterociclicas (producto de pirolisis), los
acidos biliares y otras sustancias que se forman por accion bacteriana a expensas de

un pH favorable especialmente en el ciego (Bruce WR, 1987).

Acidos biliares

El aumento del consumo de grasas da lugar al incremento de la produccion de acidos
biliares, dando como resultado un incremento de la concentracion colénica de acidos
biliares conjugados que son desconjugados. Los acidos biliares primarios se
convierten por deshidroxilacién en las formas secundarias de los acidos biliares (acido
desoxicolico y acido litocdlico), los cuales actuan sobre las células induciendo su
proliferacion (Hill MJ et al, 1971 y Wargovich MJ et al, 1983).

Antraquinonas

Se encuentran presentes en muchos de los laxantes de uso comun. Estudios con
animales de experimentacion han demostrado que tienen actividad genotoxica y
mutagena (Wolfle D et al, 1990). En seres humanos, la melanosis coli se produce por

el uso excesivo de laxantes que contienen antraquinonas. En éstas personas se ha



documentado un incremento en la incidencia de neoplasias colorrectales, tanto de

adenomas como de carcinomas (Siegers CP et al, 1993).

Grasas

Datos epidemioldgicos, indican que el consumo de grasa animal en la dieta se asocia
a un incremento de la presencia de CCR, existiendo una correlacion lineal entre la
grasa consumida y la mortalidad por este tumor en diferentes paises (Caroll KK et al,
975).

Las dietas ricas en grasas contienen cantidades mas elevadas de aminas
heterociclicas (a partir de las proteinas de la carne) y de facilitadores como
consecuencia de la coccién a temperaturas altas (la coccién con grasa genera una
temperatura mas alta que cuando se cocina con agua) (Potter JD, 1993). La grasa
actua incrementando la produccion de acido biliar, y en ultimo término aumenta la
exposicion de la mucosa intestinal a los efectos toxicos, tréficos y facilitadores de los
acidos biliares (especialmente, secundarios) (Wynder et al, 1977). Las dietas con
aceites de pescado parecen tener efecto protector sobre el cancer de colon (Bartam et
al, 1993).

Fecapentanos

En 1977, se describieron como mutagenos presentes en las heces de las personas
sanas y que su actividad mutagena disminuia con la dieta rica en fibra y se incrementa
con las comidas grasas. Se producen por accion de la flora anaerobia, probablemente

a partir de los triglicéridos (Bruce WR et al, 1977).

Cetoesteroides

Existen estudios que sugieren que el colesterol podria actuar como agente
carcindgeno en algunas circunstancias (Hieger |, 1958), siendo especialmente
demostrativo el que para ejercer su accion carcinogénica, sea precisa la actuacién de
tres enzimas, dos de las cuales se encuentran habitualmente presentes en las
bacterias intestinales y la tercera se ha encontrado en proporciones relativamente
altas en pacientes afectos de CCR (Hill MJ et al, 1975 y Hill MJ, 1975).

Fibra dietética

La hipotesis de que una dieta rica en fibra puede proteger frente al CCR fue propuesta
por Burkitt y Trowell (Burkitt DP y Trowell HC, 1975) en 1969 tras la observacion
clinica de que el CCR era raro en las poblaciones negras africanas, cuyas dietas eran

ricas en alimentos ricos en fibra, comparada con los blancos que consumian una dieta



con escasa cantidad de fibra. Posteriormente, diferentes estudios epidemioldgicos
analiticos han demostrado la asociacion entre la fibra y un menor riesgo de padecer
CCR (West et al, 1989 y Vogel et al, 1989). Aunque se han publicado muchos trabajos
sobre el tema, no todos han podido demostrar esta relacion. Uno de los hechos que
hace dificil la consistencia de esta asociacion, se basa en que la fibra no es una
entidad quimica especifica sino que esta constituida por un grupo de diferentes
componentes que tienen en comun su origen vegetal y la resistencia a la accion de las
enzimas humanas.

Diversos tipos de fibras tienen distintas propiedades fisicoquimicas y pueden influir en
el medio del colon y en su epitelio de diversas formas. El mecanismo por el cual la
fibora protege a la mucosa colorrectal contra el cancer adn no esta claro. Se han
propuesto las siguientes hipotesis: 1) reduccion del tiempo de transito en el colon,
disminuyendo la exposicion de la mucosa colorrectal a los agentes carcindgenos
presentes en la luz colénica, 2) fijacion y dilucion de los agentes carcinégenos
luminales neutralizando sus efectos 3) cambios en la flora bacteriana lo cual
condiciona alteraciones en el metabolismo de los acidos biliares, 4) disminucién del pH
intraluminal determinando a desionizacién del potencial daiino de los acidos grasos
libres y acidos biliares.

Un estudio epidemiolégico que correlaciona el peso de las heces con la incidencia del
CCR en distintos paises, pone de manifiesto un fuerte vinculo negativo entre ambos
factores, es decir, a menor volumen de heces, mayor incidencia de CCR (Cumings JH
et al, 1992).

Para algunos autores la disminucién del riesgo de CCR se ha asociado al consumo de
verduras (Steinmetz et al, 1991 y Lampe et al, 1992), superior al de fibra, cereales o
fruta; siendo un hallazgo no limitado a verduras especificas 0 a grupos de verduras
(Potter JD, 1993). Ademas, independientemente del efecto de la fibra, las verduras
contienen una gran cantidad de sustancias, tanto micronutrientes como carotenoides y
ascorbato, como no nutrientes, caso de los fenoles, los flavonoides, los isocianatos y
los indoles, con distintas y potentes propiedades anticarcindgenicas (Fearon ER y
Volgenstein B, 1990).

Proteinas

El contenido de proteinas en la dieta también se ha asociado a un aumento del riesgo
de CCR. Esta relacion se ha establecido especialmente con la carne roja. El
mecanismo por el cual una dieta de alto contenido proteico puede incrementar el
riesgo de CCR no esta claro. Se ha propuesto la acciéon de mutagenos producidos

durante la coccién de los productos con proteina animal, y la aparicién de sustancias



citoliticas que se originan por la transformacién de las hemoporfirinas de la carne que

llevan a cabo las bacterias del colon (Giovannucci E et al, 1994).

Productos de la pirolisis y aminas heterociclicas

Desde la década de los setentas se ha descrito la presencia de mutagenos
(piridoimidazol, quinolina, piridina, benzoxacina) en el pescado y la carne asada,
originados a partir de la pirolisis de las proteinas, o de los aminoacidos durante la

coccion de los alimentos (Sugimura T, 1985 y Commoner BW et al, 1978).

Calcio

Se ha propuesto que el calcio disminuye el riesgo de CCR a través de su unién a los
acidos biliares y acidos grasos, disminuyendo asi la exposicion a estas sustancias
potencialmente toéxicas y carcinégenas (Garland et al, 1991 y Van der Meer et al,
1991). Ademas el calcio puede disminuir directamente la proliferacion celular (Potter
JD, 1993; Lointier et al, 1991 y Barsoum et al, 1992).

Metales trazadores

En la ultima década el papel que juegan los metales trazadores se ha hecho mas
importante en estudios in vitro y clinicos en oncologia. Estudios clinicos sostienen que
la deficiencia de selenio puede jugar un papel en la oncogénesis (Willett W C, 1986) y
que la abundancia geografica del selenio esta relacionada indirectamente con tasas

mas bajas de mortalidad de cancer (Shamberger et al, 1991 y Jacobbs MM, 1977).

Vitaminas

- Vitamina A. El consumo de ésta vitamina y/o de sus precursores dietéticos se asocia
a una reduccion de CCR (Birt DF, 1989). La vitamina A podria actuar como
antioxidante bloqueando la formacion de radicales libres (Troll W, 1991).

- Vitamina C. Se ha descrito una asociacién negativa entre el consumo de esta
vitamina y el riesgo de CCR. (Stemmermann et al, 1990; Heilbrun et al, 1989 y Potter
et al, 1986).

- Vitamina D. Se ha demostrado que junto con el calcio posee efectos
antiproliferativos sobre el epitelio del colon, tanto cuando se trata de mucosa normal
como adenomatosa (Kleinbeuker J et al, 1995).

- Vitamina E. Es una vitamina liposoluble con accion “depredadora” de los radicales
libres y accién antioxidante lipidico. Se ha propuesto que estas propiedades podrian

ser origen de una actividad antitumoral (Chen L H, 1988).



Un estudio prospectivo encuentran que el riesgo disminuido de padecer cancer de
colon con suplementos de vitaminas A y C sélo es significativamente estadistico en
mujeres (Shibata et al, 1992). También se ha descrito que los suplementos de
vitaminas A, C y E son efectivos para reducir las alteraciones de la cinética celular que

indican una condicién preneoplasica (Paganelli et al, 1992).

Hierro

En su condicion de catién bivalente, contribuye a la sintesis de radicales hidroxilo y
otros oxidantes a partir de los superdxidos y peroxidos (Nelson RL, 1992). Los
humanos absorbemos menos del 10% del hierro que ingerimos. El resto del hierro de
la dieta permanece en la luz coldnica por un largo periodo de tiempo junto a los lipidos,
en consecuencia, su concentracion en la luz colénica se encuentra mas elevada que
en cualquier otra parte del organismo. Experimentalmente, se ha demostrado que la
administracion de hierro tanto por via oral como parenteral incrementa el riesgo de
CCR (Nelson RLet al, 1989).

Alcohol

Desde finales de la década de los 60°s, se ha asociado el cancer colorrectal con el
consumo de alcohol (Morales et al, 1990). Un consumo de alcohol relativamente bajo,
de un litro de cerveza al dia, puede incrementar hasta tres veces el riesgo de
desarrollar un CCR. Estudios en animales parecen demostrar que aunque el alcohol
no es un carcindgeno en si mismo, favorece el desarrollo de cancer, es decir co-
carcinogénico. El alcohol podria actuar desplazando los inhibidores de la dieta
(Simanowski et al, 1991). Los factores generales, asociados a CCR favorecidos por el
consumo de alcohol serian: inmunosupresion, alteracion de la capacidad enzimatica
del higado, cambios en la composicion de la bilis, efecto de las nitrosaminas. Los
factores locales a nivel del medio colénico serian: estimulacion de la proliferacion de la
mucosa, activaciéon de procarcindgenos intestinales y accion quimica de los asbestos
(Kune Gy Vitetta, 1992).

Tabaco

Aun cuando existe una relacién positiva entre el tabaquismo y el desarrollo de
adenomas colorrectales, no existen estudios concluyentes de dicha relacion entre el
tabaquismo y el desarrollo de CCR (Hoff Gy Vatu MH, 1987).

Actividad fisica



Distintos estudios indican que el riesgo relativo de padecer CCR incrementa en
relacién con la disminucién del grado de actividad fisica que se desarrolla durante el
trabajo (Obrador et al, 1990 y Slattery et al, 1990). La actividad ocupacional vigorosa
muestra una reduccién del riesgo de cancer de colon, al menos en hombres
(Kritchevsky D, 1993).

1. 5. ANTECEDENTES PATOLOGICOS

Enfermedad inflamatoria intestinal

En la enfermedad inflamatoria intestinal crénica, existe una clara disminucion de la
incidencia de desarrollo de CCR debido al mejor control de la enfermedad y al
tratemiento con 5-Aminosalicilatos (ASA).Colitis Ulcerosa

A pesar de que histéricamente se ha atribuido una alta incidencia de CCR asociada a
colitis ulcerosa, la incidencia ha disminuido cosniderablemente, con una probabilidad
acumulada del 9% a los 25 afos (Lennard-Jones et al, 1990). En el caso de los
pacientes con colitis ulcerosa tipo pancolitis, presentan un riesgo incrementado de
desarrollar cancer de colon. Este riesgo empieza a aumentar después de 10 afios de
enfermedad y se eleva un 2% por afio (Beart RW, 1990 y Axon AT, 1994).

Enfermedad de Crohn

El riesgo de CCR en pacientes con enfermedad de Crohn, es de cuatro a veinte veces
mas elevado que en la poblacion general. También se ha encontrado una alta
asociacion de carcinomas mucinosos (50%) comparado con el grupo control (9%).
También se observé una diminucion en la edad de aparicion del CCR (Hamilton SR,
1985 y Ekbom et al, 1985).

Antecedentes de pélipos

La secuencia adenoma-carcinoma, constituye una de las bases fundamentales de los
actuales estudios genéticos moleculares asi como de screening y prevencion. El
riesgo de presentar CCR depende del tipo histolégico, tamafio y numero de
adenomas. Los enfermos con adenomas con componente velloso, o de tamafio mayor
de 1 cm. presentan un riesgo aumentado de 3,6 veces, y los que presentan adenomas
multiples grandes tienen un riesgo de 6,6 veces mas. Por el contrario, un adenoma
tubular o pequefios adenomas multiples sin displasia de alto grado no incrementan el
riesgo de CCR (Luk GD, 1993).



Estudios multicéntricos han puesto de manifiesto que el 93% de los canceres
colorrectales aparecen sobre polipos adenomatosos. También describieron que los
canceres sobre pélipos adenomatosos tenian un tiempo de crecimiento de 7 afos
desde 1 cm. a cancer invasivo, con un rango de 0-14 afios y que cerca del 5% de los
adenomas que alcanzan 5 mm. desarrollardn un cancer invasivo. También que un
cancer infiltrante alcanza el estadio Dukes A en dos afos, el B en un afio mas y el C
en otro afio (Burmer et al, 1990). La distribucién topografica de los adenomas apoya la
teoria de su potencial maligno. Los adenomas del colon izquierdo distal y del sigma
tienen una frecuencia mas alta de malignizacién que los que aparecen en otras zonas
del colon; esto se correlaciona muy bien con la distribucidon anatomica del CCR
(Obrador et al,1990). Los familiares de primer grado de pacientes con poliposis
colonica familiar presentan una incidencia considerablemente incrementada de CCR,

iniciandose alrededor de los 20 afios (lwama et al, 1994).

Patologia biliar previa

La actividad carcinégena de algunos componentes de la bilis se ha descrito
previamente al estudiar los factores ambientales. Se ha supuesto, por consiguiente,
que las personas con antecedentes de colecistectomia podrian tener un riesgo mas
elevado de desarrollar CCR, debido al flujo continuo de bilis al tubo digestivo. De
hecho una revision detallada del tema no ha demostrado una relacién evidente entre
colecistectomia y riesgo de padecer CCR considerado globalmente, si bien hay
indicios a favor de un incremento de riesgo para el cancer de colon derecho en las

mujeres (Friedman et al, 1987).

|.3 HISTORIA NATURAL DEL CANCER COLORECTAL

Las células de la mucosa colonica tienen un origen policlonal y se originan de las
células progenitoras tutipotenciales de la mucosa, mientras que las células del CCR se
han seleccionado de forma clonal (Hahn WC et al, 1999). La secuencia adenoma-
carcinoma se caracteriza por la acumulacion secuencial de multiples alteraciones
genéticas en oncogenes y genes supresores tumorales que afectan el equilibrio entre
la proliferacion y la muerte celular. La génesis tumoral se basa en el concepto de que
cada uno de estos acontecimientos mutacionales confiere una capacidad de
crecimiento a cada célula tumoral (Hahn WC et al, 1999; Mecklin JP et al, 2000). Cada

alteracion molecular anadida confiere a la célula capacidad adicional de crecimiento



comparada con el resto de células tumorales, resultando en multiples etapas de
expansion clonal, y eventualmente en progresion tumoral (Hanh WC et al, 1999;
Carethers JM et al, 1996).

La mayoria de los carcinomas CCR se desarrollan a partir de pdlipos, siendo los
adenomas las lesiones precursoras de la mayoria de carcinomas. Sin embargo, la
presencia de adenomas es frecuente en la poblacion y unicamente un pequefio
porcentaje progresara a cancer. El tiempo medio necesario para completar esta
progresion es largo, probablemente de 10 afios 0 mas, hecho que permite prevenir o
detectar precozmente el CCR y mejorar su pronostico (Castells et al. Gastroenterol
Hepatol 2004; 27:573-634; Carethers JM et al, 1996).

I. 2. Focos de criptas aberrantes

La mucosa del colon estd compuesta por criptas que tienen una profundidad
aproximada de 50 células. La funcion principal es la secreciéon de moco para facilitar el
avance del bolo fecal y la aborcion, mayoritariamente de agua (Potter JD, 1999). El
epitelio colénico presenta una alta tasa de recambio celular, a través de la proliferacion
y diferenciacién celular en la cripta. El epitelio de superficie se renueva
aproximadamente cada seis dias. La proliferacion de las células coldnicas tiene lugar
en la porcién inferior o proliferativa de la cripta y se caracteriza por la divisién celular y
por la migracion de células a las porciones mas altas de la cripta a partir de células
progenitoras. La diferenciacion y la maduracién de las nuevas células tiene lugar
mientras éstas migran a lo largo de la cripta (Potter JD, 1999). Las células maduras
pierden su capacidad para dividirse otra vez, y finalmente mueren por apoptosis,
siendo exfoliadas a la luz del colon. El CCR se desarrolla de forma secuencial, con
etapas definidas que se inician con alteraciones moleculares en las criptas o focos de
criptas aberrantes, pasando por el adenoma hasta la célula cancerigena con
capacidad de invasion estromal y diseminacion a distancia. En los focos de criptas
aberrantes las células no se diferencian, proliferan en el compartimiento y pueden
abarcar toda la cripta. Aunque el adanoma es una proliferaciéon neoplasica precursora
de CCR, es sabido que la mayoria de adenomas no evolucionan a cancer.

La traduccion histolégica que refleja la alteracion molecular inicial es sutil y con
frecuencia no es evidente en el examen histologico, pero si detectable mediante
cambios en varios marcadores de proliferacion, diferenciacion y muerte celular
programada. Con la progresion de los cambios, las lesiones precursoras de carcinoma
se hacen evidentes en forma de criptas aberrantes (microadenomas) o de

micropdlipos que protruyen hacia la luz sobresaliendo de la superficie de la mucosa



circundante. Finalmente las lesiones premalignas y malignas son detectables por
histologia, como los pdlipos, masas tumorales y lesiones planas.
Este proceso inicial del desarrollo del CCR, o la secuencia displasia epitelial-

adenoma-carcinoma(Mutto T et al, 1975; Volgestein ...xxx).

1.4. E. ALTERACIONES MOLECULARES EN EL CCR

Las principales vias patogénicas moleculares del CCR son la inestabilidad
cromosdmica (CIN) y la inestabilidad de microsatélites (MSI). Los modelos
moleculares de CCR se dividen en cuatro grandes grupos, establecidos ultimamente
en un documento de consenso (Consensus Nature 2015). Describiremos las

principales vias moleculares y los grupos de consenso descritos.

1.4.E.1. Inestabilidad cromosdmica (CIN)

Los mecanismos que causan CIN fueron los primeros que se descubrieron. Se asocian
a defectos en el aparato del huso mitético. Asi, los tumores originados por esta via
suelen caracterizarse molecularmente por varias deleciones cromosdémicas,
translocaciones y pérdida de heterozigosidad. La via mas frecuentemente alterada es
la de la Activacion Mitotica de la Proteina Kinasa o MAPK. La via MAPK es un
mecanismo fundamental para la conduccion de la senal celular, la mediacion de
respuestas a sefiales extracelulares relacionadas con el crecimiento celular, la
diferenciacion y apoptosis. Las mutaciones de los componentes de esta via han sido
identificados en muchos tipos de cancer. La activacion de BRAF o RAS, componentes
de la cascada de senalizacion MAPK, en respuesta a la senalizacién de elementos en
la via por encima de estos genes, resulta en una mayor divisién celular y en la
reduccidn de la apoptosis. Las mutaciones en BRAF o RAS conducen a la activacion
constitutiva de esta via. Las mutaciones RAS, que son comunes en la via de la
inestabilidad cromosémica, también han sido identificadas en un subgrupo de
canceres que surgen a través de la via serrada de la carcinogénesis. Las mutaciones
de BRAF se describieronpor primera vez en CCR en 2002 por Rajagopalan et al. Es
importante destacar que las mutaciones BRAF y RAS son mutuamente excluyentes, y
que las mutaciones BRAF se correlacionan fuertemente con ambas IMS y CIMP.

En este grupo se encuentran un 65% de los CCR, considerados como esporadicos
segun la clasificacion. Las alteraciones genéticas implicadas en la génesis del CCR
esporadico se basan en la secuencia adenoma- carcinoma. En este modelo secuencial,
el desarrollo del CCR refleja la activacion de determinados oncogenes (RAS) y la
inactivacion de diversos genes supresores (APC; SMAD4, DCC, TP53). La



acumulacion de estas alteraciones, es la responsable de la transformacién y
progresion neoplasica (Fearon ER, 1990).

La presencia de mutaciones en el gen APC (adenomatous polyposis coli) constituye
un fendémeno precoz y clave para el desarrollo de los adenomas. Este gen participa en
la regulacion de la migracion de celulas a través de la interaccion con los microtubulos,
en adhesion celular mediada por B-catenina i E,cadherina, en la transduccion de la
sefial dependiente de B-catenina, conlleva alteraciones en la migracién y adhesion de
la célula, asi como un incremento de la actividad transcripcional Tcf y cMyc que induce
la proliferacion celular. (Powell SMy Ford CHJ, 1992).

La progresion desde adenoma hasta carcinoma requiere Ademas de la activaciéon de
la via APC- B-catenina-Tcf de la acumulaciéon de otras alteraciones genéticas o
cromosomicas. Entre las diferentes alteraciones implicadas destaca el protooncogén
K-RAS. La proteina codificada por éste gen, p21, puede encontrarse en dos estados
funcionales segun el grado de fosforilacion. La forma activa (p21-GTP) favorece la
activacion de la cascada MAP quinasa, la cual tiene por finalidad promover la sintesis
de DNA. Esta funcion esta regulada por su actividad GTPasa intrinseca que favorece
el regreso a la forma inactiva (p21-GDP). La presencia de mutaciones en el gen K-
RAS conlleva la activacion permanente de p21, lo que incrementa la transduccién de
la sefal que resultard en un aumento de la actividad proliferativa de la célula
(McDonald F y Ford CHJ, 1997).

Otra alteracién cromosomica frecuente en el CCR es la presencia de pérdidas alélicas
en el brazo largo del cromosoma 18 (Fearon ER y Volgestein B, 1990), implicando los
genes DCC y SMAD4 en la patogenia del CCR. En relacién al gen DCC (deleted in
colonic cancer) se ha comprobado que la falta de expresion de la proteina que codifica
se correlaciona con una menor probabilidad de supervivencia en enfermos afectos de
CCR. Por oftro lado, el gen SMAD4 codifica una proteina que participa en la mediacion
intracelular de la respuesta al TGF- B. La pérdida aislada de SMAD4 no induce la
aparicion de tumores intestinales, pero que cuando esta se asocia a la pérdida de APC
se desarrollan adenomas que se malignizan facilmente. Estudios realizados en
animales han demostrado. TGF-B es una familia de pequefos polipéptidos con
diversas funciones en el crecimiento y desarrollo celular. La respuesta de la célula al
TGF-B depende de receptores especificos localizados en la superficie celular (Rl y RIl).
La presencia de mutaciones en el gen TGF-BRIl (presente en el 20% de los
carcinomas colorrectales) o SMAD4, responsable de la poliposis juvenil, conlleva a
que la célula se escape del control negativo ejercido por el TGF-B sobre la

proliferacion celular (Takaku K et al, 1998).



El gen supresor TP53 esta localizado en el brazo corto del cromosoma 17. La proteina
codificada por este gen, p53, inhibe el crecimiento celular actuando como un factor de
transcripcién, de tal manera que promueve la transcripcion de genes que codifican
proteinas con actividad supresora. Al producirse una lesion en el DNA, hay un rapido
incremento de niveles de p53, que lleva a la detencion del ciclo celular en fase G1,
dando tiempo a la célula para reparar el dafio genético. Cuando la reparacion no es
posible, p53 induce apoptosis. Las células con mutaciones o pérdidas alélicas de TP53
no pueden llevar a término estas funciones, por o que son incapaces de detener el

proceso neoplasico (Hollstein M, 1991).

1.4.E.2. Inestabilidad de microsatélites

La via MSI es responsabe de un 15% de todos los CCR y también incluye algunos
sindromes familiares. El sindrome de Lynch (CCHNP) es el prototipo de los tumores
caracteritzdos por MSI.

La primera sugerencia de la existencia de una via molecular del CCR distinta a la de la
inestabilidad cromosémica fue a partir del estudio de pacientes con sindrome de
poliposis serrada (SPS), descrita en 1980. Los pdlipos hiperplasicos eran entonces el
unico tipo de polipos serrados reconocidos, y se consideraban lesiones no neoplasicas
y los primeros informes de una posible asociacion entre el SPS y el CCR recibieron
poca atencion. En 1996 Torlakovic y Snover demostraron diferencias histoldgicas entre
los pdlipos en SPS y pdlipos hiperplasicos esporadicos. Se reportaron poélipos
hiperplasicos con rasgos atipicos, polipos mixtos con caracteristicas de ambos,
hiperplasicos y adenoma convencional, y ocasionales CCR originados en pdlipos

hiperplasicos.

1.4.E.3. Via de metilacién

La metilacién del ADN es un proceso fisioldégico con una amplia gama de funciones,
incluyendo la impronta gendmica, el momento de la replicacion del ADN, y la
regulacién de estructura de la cromatina y transcripcion. En los seres humanos, la
mayoria de los procesos de metilacion se producen a través de la actividad de ADN
metiltransferasa, con residuos de citosina seguidos por guanina (CpG) siendo
particularmente propensos a la metilacion. Citosina metilada esta en alto riesgo de
desaminacion a timina, por lo que los dinucleétidos CpG son poco comunes en gran
parte del genoma, y se producen con una frecuencia del 20-25% de la esperada por
azar. Sin embargo, intercalados entre el ADN empobrecido en CpG, existen regiones
ricas en CpG que se conocen como islas CpG. Estas regiones se encuentran casi

exclusivamente en las regiones promotoras de los genes que codifican para las



proteinas housekeeping, implicadas en el metabolismo y la estructura de la célula. La
metilacion de los dinucledtidos CpG en estas islas resulta en la silenciacion de la
funcion del gen. Algunos genes, incluidos genes supresores tumorales albergan islas
CpG en sus regiones promotoras (incluyendo p16 y MLH1), La metilacion de las islas
CpG es un mecanismo potencial de carcinogenesis. En 1999 , Toyota et al. describio
dos patrones de metilacién al analizar el silenciamiento de genes en 50 CCR tras
evaluar los niveles de metilacién en 30 islas CpG. El tipo A (relacionado con la edad),
en el cual un bajo nivel de metilacion aumentaba progresivamente con la edad, y el
tipo C (relacionado con el cancer), con altos niveles de metilacién en las islas CpG,
que en consecuencia silenciaba genes importantes en regulacién celular. El tipo C se
lo encontré en el 27% de CRC, y denominé a la via molecular de estos CCR como
fenotipo de islas CpG (tumores de fenotipo metilador o CIMP). EI grupo CIMP incluye
casi todos los casos de canceres esporadicos MSI-H. El silenciamiento inducido por
metilacion de MLH1 proporcion6 una explicacidén para los carcinomas esporadicos con
IMS que ocurren fuera del sindrome de Lynch. Se utilizan dos principales 'paneles
CIMP' o paneles propios para la clasificacion de los CCR, Esto hace que la
comparacion de CIMP entre los estudios sea dificil, y es en parte responsable de la
variabilidad reportada en numero de tumores que surgen a través de la via serrada de
la carcinogénesis. Las altas tasas de canceres sincronicos o metacronicos en
pacientes con podlipos serrados, sindrome de poliposis serrada que exhibieron CIMP,
silenciamiento de MLH1 e IMS apoyaron la existencia de una via de neoplasia serrada
en la que intervienen: (i) activacion de la via MAPK; vy, (ii) la activacion de las vias
CIMP y MAPK ocurre por la mutacién de BRAF o KRAS, y puede haber alto o bajo
CIMP (CIMP-L) o (CIMP-H). Aunque és importante, la IMS no es un requisite de la via
serrada de carcinogénesis CRC.

Los dos modelos propuestos por Jass en 2007 se resumen en:

1 CIMP-H con mutaciéon de BRAF y con MSI-H o MSS.

2 CIMP-L con mutacion de K-RAS y MSS.

1.4.E.4. Subtipos Moleculares de Consenso del CCR

En un intento de homogenizar las respuestas heterogéneas al tratamiento y las
diferencias de supervivencia en pacientes con CCR, un consorcio internacional cre6
unos subtipos moleculares de consenso basados en datos moleculares a gran escala.
Se analizaron seis sistemas de clasificacion independientes y se obtuvieron cuatro

subtipos moleculares de consenso con rasgos moleculares y clinicos distintivos:



- Subtipo de consenso molecular 1 (CMS1): Tipo immune con inestabilidad de
microsatélites, 14%; hipermutado, con inestabilidad de microsatellites vy
marcada activacién inmune.

- Subtipo de consenso molecular 2 (CMS2): Tipo candnico, 37%; epitelial,
marcada activacion de vias de senalizacion WNT y MYC.

- Subtipo de consenso molecular 3 (CMS3): Tipo metabdlico, 13%; epitelial y
alteracion de la regulacion metabdlica.

- Subtipo de consenso molecular 4 (CMS4): Tipo mesenquimal, 23%; marcada
activacion del factor de crecimiento transformador NFkbeta, invasion estromal y
angiogénesis.

- Patrones mixtos (13%) que probablemente representan un fenotipo de
transicién o heterogeneidad tumoral.

Esta clasificacion se considera un sistema robusto con interpretabilidad bioldgica

como base de una estratificacion clinica de futuro en la que se basaran las terapias

dirigidas.

1.4.F CCR ESPORADICO Y SINDROMES HEREDITARIOS DE CCR

La mayoria de los casos de CCR corresponden a formas esporadicas de la
enfermedad, sin ebargo, un 15 - 25% son de caracter hereditario y es posible obtener
antecedentes familiares de CCR y/o de otras neoplasias (Burt RW, 2000 y Winawer SJ,
1997). Las formas familiares o hereditarias pueden tener baja baja penetrancia o ser
trastornos poligénicos con participacion de polimorfismos que modulen la influencia de
factores ambientales. Los dos sindromes hereditarios asociados al cacinoma
colorrectal mas prevalentes son la poliposis adenomatosa familiar (PAF) y el CCR
hereditario no asociado a poliposis (CCHNP), o sindrome de Lynch (Rustgi AK, 1994).
Ambas entidades, pese a que representan una proporcion reducida del total de
neoplasias colorrectales, tienen una gran importancia desde el punto de vista
fisiopatoldgico, clinico y terapéutico. En primer lugar, los conocimientos adquiridos en
relacion a los factores que participan en el desarrollo de estas enfermedades
hereditarias han permitido conocer los mecanismos implicados en CCR esporadico, ya
que algunos de los genes que se encuentran mutados a nivel germinal en la PAF y el
CCHNP también tiene un papel clave en esta ultima situacion (Fearon ER, 1990). En
segundo lugar, la identificacion de los genes responsables ha permitido establecer el
diagnostico presintomatico de los individuos portadores de mutaciones en estos genes
y, por tanto, el riesgo de desarrollar la enfermedad, con la consecuente repercusion en

las estrategias de cribaje (Giardello FM, 2001) .



El primer indicio de la existencia de una via molecular distinta a la de la inestabilidad
cromosdmca nacié a partir del studio de pacientes con sindrome de poliposis
hiperplasica, que ahora se denomina sindrome de poliposis serrada (SPS). El SPS se
describié en 1980, momento en el que unicamente se reconocian los podlipos
hiperplasicos de entre todos los tipos de podlipos serrados existentes. Ademas, los
polipos hiperplasicos se consideraban lesiones benignas sin capacidad de
transformacion neoplasica. En 1996 Torlakovic y Snover demostraron diferencias
histologicas entre los polipos del SPS y los podlipos hiperplasicos esporadicos. Se
describieron pdlipos mixtos con rasgos de adenoma convencional e hiperplasico y

algunos CCR originados en pdlipos hiperplasicos.

1.4.F.1. Poliposis adenomatosa familiar

Es una enfermedad hereditaria autosomica dominante, con una incidencia 1/10.000
habitantes. Desde el punto de vista fenotipico se caracteriza por la presencia de
numerosos polipos adenomatosos (mas de 100) distribuidos a lo largo del colon. El
diagndstico suele realizarse entre la segunda y la cuarta décadas de la vida. Esta
enfermedad presenta un alto potencial de malignizacion, de tal manera que si no se
efectua tratamiento quirdrgico, la practica totalidad de los enfermos desarrollan un
CCR antes de los 50 anos. Con frecuencia se acompafia de manifestaciones
gastrointestinales, entre las que destaca la presencia de adenomas gastroduodenales,
hipertrofia pigmentaria de la retina o tumores desmoides, conocido como sindrome de
Gardner (Rustgi AK, 1994).

Mediante estudios de ligamento genético y posterior clonaje posicional, ha sido posible
identificar el gen responsable de esta identidad, APC (adenomatous polyposis coli),
loalizado en el brazo largo del cromosoma 5 (Groden J, 1991). La presencia de
mutaciones germinales en este gen han permitido el diagndstico molecular de esta
enfermedad y, consecuentemente, su aplicacién en el cribaje familiar de la misma
(Powell SM, 1993). Por otro lado, existe una buena correlacion genotipo-fenotipo, de
tal manera que la localizacion de la mutacién condiciona el espectro clinico de la
enfermedad (Soravia C, 1998 y Foie R, 2001).

Se ha descrito la variante denominada poliposis adenomatosa familiar atenuada,
caracterizada por un inicio mas tardio, menor numero de pdélipos localizados
preferentemente en colon derecho, y que se asocia a mutaciones en los extremos 5’0

3’del gen APC. Los casos con mayor numero de pélipos habitualmente se asocian a



mutaciones entre los codones 1285 y 1465 del gen APC. El desarrollo de hipertrofia
pigmentaria de la retina en mutaciones en los codones 542 — 1309, y la aparicion de
multiples manifestaciones extracolénicas a mutaciones en los codones 1465, 1546 vy
2621. Por ultimo los enfermos en los que no es posible detectar mutaciones en APC
(20 — 40%) presentan un fenotipo mucho mas leve, tanto en las manifestaciones
colénicas como en relacion al numero de polipos colonicos (Heinimann K, 1998). Estos
ultimos datos, asi como las importantes diferencias fenotipicas entre las familias
afectas sugieren la posible existencia de otros genes implicados que ejercen un papel
modificador (Houlston R, 2001).

El gen APC, como se ha sefalado peviamente, juega un papel clave en la regulacién
de la migracion celular a través de la interaccién con los microtubulos, de la adhesion
celular mediada por B-catenina y E-cadherina, y de la transduccion de senal
dependiente de B-catenina. La pérdida o mutaciéon de APC, responsable de la
degradacion de B-catenina, conlleva alteraciones en la migracion y la adhesion de la
célula, asi como un incremento de la actividad transcripcional Tcf — cMyc que induce la

proliferacion celular (Foie R, 1992).

La estrategia recomendada para el cribaje de la poliposis adenomatosa familiar se
basa en medidas de consejo genético que incluyen la realizacion del analisis
mutacional del gen APC y la informacion y el asesoramiento a los familiares sobre al
riesgo que conlleva la enfermedad, la importancia que tiene el seguimiento y la
trascendencia que puede tener el resultado de la prueba genética. (Powell SM, 1993 y
Giardello FM, 1997).

En los individuos portadores de mutaciones o en aquellos en los que no ha sido
posible determinar su presencia, el cribaje contempla la practica de una colonoscopia
anual. Si se establece el diagndstico de poliposis, ademas de indicar el tratamiento
quirurgico, puede hacerse un estudio de extension que incluiria fibrogastroscopia,
ortopantomografia y estudio del fondo de ojo para descartar la presencia de
manifestaciones extracolonicas. El tratamiento de la poliposis adenomatosa familiar es
quirdrgico, ya sea mediante proctocolectomia total con reservorio o colectomia
subtotal con preservacién del recto y anastomosis ileorectal (Rustgi AK, 1994).
Mientras que la primera evita el riesgo de un ulterior desarrollo de una neoplasia rectal,
esta opcion esta agravada por un mayor numero de complicaciones postoperatorias y
peor calidad de vida. La eleccibn de wuna técnica quirurgica depende
fundamentalmente de las manifestaciones del individuo o de Ila familia,
recomendandose la colectomia total en la mayoria de pacientes y reservando la

subtotal para aquellos casos en que existen pocos polipos en el recto y el fenotipo



familiar es leve, o para las formas atenuadas (Bllow C, 2000). Asimismo, algunos
estudios sugieren que la localizacién de las mutaciones podria contribuir a decidir el
tipo de intervencién. Asi, estaria indicado realizar una colectomia subtotal cuando las
mutaciones estuvieran localizadas en los codones 0 —200 o posteriores a los 1500,
mientras que otros autores recomendarian posponer la colectomia cuando las
mutaciones se encuentren entre los codones 1445 y 1580 debido al elevado riesgo de
desarrollar tumores desmoides después de la intervencion (Vasen HFA, 1996 y Friedl
W, 2001).

En los ultimos afos, se ha demostrado que los adenomas de pacientes con poliposis
adenomatosa familiar presentan sobreexpresion de ciclooxigenasa 2 (COX-2), la
isoforma indiluible de esta enzima que participa en el metabolismo de las
prostaglandinas (Gupta RA, 2001). Paralelamente, se ha observado que la utilizacién
de antiinflamatorios no estroideos reduce el nimero de podlipos que presentan estos
pacientes (Gupta RA, 2001). Estos resultados también se han observado con la
utilizacion de inhibidores especificos de COX-2 (Steinbach G, 2000), mientras que
estudios experimentales con ratones deficientes para APC y para COX 2 han
confirmado la importancia patogénica de esta isoenzima y el potencial efecto
beneficioso de estos farmacos. No obstante, la utilizacion de inhibidores selectivos de
COX-2 esta limitada a los pacientes tratados quirdrgicamente con preservacion del
recto, con tal de evitar la aparicion de nuevos pélipos en éste segmento (Gupta RA,
2001).

1. 4. F. 2. Sindrome de Lynch o CCR hereditario no asociado poliposis (CCHNP)

El Sindrome de Lynch es una enfermedad hereditaria con patron autosémico
dominante, que se caracteriza por un alto riesgo de cancer en multiples 6rganos,
particularmente el intestino grueso. Esta causado por una mutacién germinal en uno
de los genes reparadores del ADN (hMSH2, hMLH1, hMSH6, hMLH3, hPMS1,
hPMS2) (missmatch repair gene, o MMR). La inactivacion de los alelos normales
resulta en la pérdida de la funcion de reparacion de los genes y la acumulacion de
mutaciones en secuencias de ADN repetitivas, mono, di o trinucleétidos, llamadas
microsatélites. (lonov Y, 1993 y Chung DC, 1995) (Leach FS, 1993 y Cheng DC,
1995). La mayoria de los microsatélites estan en distribuidos a lo largo del ADN no
codificante, pero algunos genes que juegan un papel fundamental en la regulacién del
crecimiento, proliferacion y muerte cel-lular como BAX, o los genes que codifican los
receptores TGF-f y IGFRII, entre otros, albergan microsatélites y son particularmente
propensos a estar mutados en el sindrome de Lynch. Esta propension se denomina

inestabilidad de microsatélites (IMS). En 1993 se identificé la IMS y la primera



mutacion germinal en un gen reparador (hMSH2), lo que permitid definir la base
genetica de esta enfermedad. La correccion de los errores de apareamiento y
pequefas inserciones/delecciones de una o dos bases se inician por la unién de
heterodimeros MSH2-MSH6 al fragmento danado. Esta primera fase va seguida por
un cambio conformacional de estas moléculas, lo que facilita la unién del complejo
MLH1-PMS2. Posteriormente, se produce la escisién de la cadena de ADN afecta y la
sintesis de una nueva. Cuando deben repararse inserciones/delecciones mas largas,
probablemente interviene el complejo MSH2-MSH3 (Chung DC, 1995). En 1997 se
llegd al consenso en cuanto a los marcadores mas adecuados para definir la IMS. Se
definié como IMS alta (MSI-H) al encontrar MMR en dos o mas de los cinco mono o
dinucledtidos estudiados; IMS baja (MSI-L) al detectar un solo MMR en un mono o
dinucledtido de los cinco estudiados y estabilidad de microsatélites (MMS) si no habia
alteracion en ninguno de los MMR estudiados. Aproximadamente el 15% de los CCR
son MSI-H, pero unicamente un 2-2% eran debidos a un defecto de la linea germinal
en un gen reparador del ADN. La causa de la inestabilidad del 12-13% de CCR es
debida a otras alteraciones moleculares.

El sindrome de Lynch se caracteriza por el desarrollo precoz de CCR. Los tumores
suelen presentarse predominantemente en colon derecho, hay mayor frecuencia de
carcinomas sincrénicos o metacronicos, asi como neoplasias en otros 6rganos
(endometrio, estdmago, ovario, tracto urinario, vias biliares, etc). Histolégicamente los
tumores suelen presentar caracteristicas especiales, con frecuencia son coloides o
productores de moco, o con células en anillo de sello, pobremente diferenciados o de
alto grado y con linfocitos intraepiteliales (Rustgi AK, 1994).

El diagnostico de CCHNP se establece a partir de la historia familiar, junto con criterios
histolégicos y moleculares. Los CCR con MSI representan un 15% de los CCR, sin

embargo no todos pertenecen al sindrome de Lynch.

Las Guias Bethesda para identificar pacientes con sindrome de Lynch mediante IMS
se gestaron en un workshop en el National Cancer Institute (NCI).. En 2002 se hizo
una segunda reunidn para revisar y mejorar los criterios. Son los criterios o Guias
Betheda revisadas para a identificar pacientes con riesgo de CCHNP que también
tiene recomendaciones para realizar el test de MSI.

Dado el elevado riesgo de desarrollar un CCR (superior al 80% a lo largo de la vida de
los individuos con mutaciones germinales en los genes hMSH2 y hMLH1), la
colectomia total profilactica en pacientes afectos de sindrome de Lynch es una
estrategia controvertida, (Vasen HF, 2001; Giardello FM, 2001), al no haber estudios

que demuestren un mejor prondstico en estos pacientes. Menos controvertida resulta



la decision terapéutica en relacion a la técnica quirdrgica mas apropiada para el
tratamiento de los pacientes que han desarollado un CCR. Dado el elevado riesgo de
presentar lesiones metacronicas durantesu segumiento, la practica de una colectomia
total o subtotal podria constituir una estrategia adecuada.

En los ultimos afos se ha demostrado que la vigilancia periddica mediante
colonoscopias mejora el pronéstico de los individuos portadores sanos pertenecientes
a familias con sindrome de Lynch. Asi, la realizacién de una colonoscopia anual se
asocia a una disminucion de la probabilidad de desarrollar CCR y a un aumento de la
supervivencia (Jarvinen HJ, 2000). Las recomendaciones actuales en los pacientes
pertenecientes a familias con sindrome de Lynch contempla la realizacién del analisis
germinal de las mutaciones en los genes hMSH2, hMLH1, hMSH6 y hPMS2.(Giardello
FM, 2001 y AGA, 2001). En los individuos portadores de mutaciones o en aquellos
casos en los que no es posible determinar su presencia, la practica de una
colonoscopia cada uno o dos anos a partir de los 25 — 30 afios (o de 10 afos antes de
la edad de diagnostico del familiar afecto mas joven) constituye la estrategia mas
adecuada.

En cuanto al cribaje molecular mediante inmunohistoquimica o inestabilidad de
microsatélites por PCR, algunos grupos optan por wun primer analisis
inmunohistoquimico por su inmediatez, bajo coste y por el hecho que la IHQ permite
dirigir el/los genes en los que se debera realizar el analisis mutacional en linea
germinal.(REF) Otros sugieren la deteccion del fendmeno de inestabilidad de
microsatélites como método de cribaje para detectar pacientes con CCHNP
(Rodriguez-Bigas MA, 1997 y Boland CR, 1998).

l. 6. DIAGNOSTICO

I. 6. A. Caracteristicas clinicas

El CCR, frecuentemente es asintomatico durante un largo periodo de tiempo que
incluye las primeras etapas de su desarrollo en la pared colénica (Bassa et al, 1992).
La presencia de un CCR debe sospecharse en base a la informacién obtenida de una
historia clinica cuidadosa. Los sintomas de alarma son fundamentalmente los cambios
delritmo intestinal, sangre en heces, tenesmo, descarga de moco, anemia microcitica,
ferropenia, y afectacion del estado general con pérdida de peso. La progresion local de
la enfermedad puede producir obstruccion, especialmente en el sigma, hemorragia y

perforacion, que empeoran notablemente el prondstico. En el caso de oclusién o



perforacion intestinal, la sintomatologia es de presentaciéon aguda y el diagndstico del
tumor suele hacerse durante el acto quirurgico.

La sintomatologia varia segun la localizacion del tumor. Los tumores de colon
ascendente, que presentan una menor expresion clinica, raramente producen
obstruccidén ya que existe un calibre mayor de la luz colonica y las heces son mas
liquidas, habitualmente se manifestaran por anemia microcitica ferropénica, pérdida de
peso y tumoracion palpable en fosa iliaca y vacios derechos, aunque con frecuencia
se manifiestan con dolor no siempre localizado en el lado derecho, que puede ser
agravado o aliviado con las comidas, y que puede ser confundido con el dolor de la
Ulcera péptica o de una colelitiasis. Los tumores del sigma debutan clinicamente con
un cuadro de obstruccion en casi el 30% de los pacientes. Si existe dolor, es
tipicamente célico, suele aliviarse con las deposiciones y se localiza preferentemente
en la parte baja del abdomen. El carcinoma rectal produce rectorragias en el 60% de
los casos, tenesmo en el 75%, y ocasionan dolor con poca frecuencia, pero cuando el
tumor rectal engloba los nervios pélvicos puede manifestarse con dolor sacro o

ciatalgia, y acompanarse de incontinencia (Carda P, 1989).

l. 6. B. Diagnostico en pacientes asintoméaticos

Existen distintos métodos de cribado del CCR en las poblaciones de medio o alto
riesgo,que incluyen el tacto rectal, el estudio de la presencia de sangre oculta en
heces y métodos endoscdpicos o radiolégicos.

De estos métodos el mas simple es el tacto rectal al cual son accesibles las neoplasias
localizadas a menos de 8 cm. del esfinter anal, lo que implica aproximadamente el 10-
13% de los canceres colorrectales (Medrano J, 1990). No existe evidencia de que esta
técnica disminuya la mortalidad, pero por su simplicidad es obligatoria en toda
exploracién médica. Los analisis de sangre oculta en heces se han incorporado como
el método de cribado poblacional en muchos paises, inculido Catalufa y algunas
regiones de Espafia (Castells). Las ventajas que presenta el estudio de sangre oculta
se centran en que es un método simple, de bajo coste y que permite diagnosticar
tumores en estadios tempranos (Winawer et al, 1991), ademas se ha demostrado que
la aplicacion de éste método de deteccion desciende la mortalidad por CCR (Mandel et
al, 1993, castells, etc). Sus principales desventajas son su relativamente baja
sensibilidad y especificidad que a veces obligan a poner en marcha toda una serie de
estudios complementarios para descartar la presencia de una neoplasia (Wanebo et al,
1986).

Los estudios endoscopicos tienen una elevada sensibilidad (85-95%), el porcentaje de

falsos positivos es despreciable, ademas aportan la ventaja de que las lesiones



observadas pueden ser biopsiadas confirmando el diagnédstico y en ocasiones pueden
ser técnicas terapéuticas (polipectomias) (Bordas JM, 1990). Sus principales
inconvenientes son las molestias para el paciente y el alto coste que supone cualquier
campana de diagndstico precoz que asumiera esta técnica para un amplio grupo de
poblacion. Ademas, existe en el caso de la colonoscopia el riesgo de perforacién de un
0,2%, requiriendo cirugia y con una mortalidad de un 7,5% (Bassa et al, 1992). Las
técnicas de cribado mediante sigmoidoscopia se ha visto que reducen la mortalidad
por cancer de recto y colon distal (Selby et al, 1992), pero no la del resto del coln.
Dentro de las técnicas de imagen, el enema con doble contraste es el que proporciona
una mayor sensibilidad (85%) con so6lo un 3-4% de falsos positivos. La principal
desventaja son las molestias para el paciente, alto coste y la desventaja frente a las
técnicas endoscopicas de que no permite un diagndstico histoldgico y sus hallazgos
deberan ser casi siempre confirmados con endoscopia-biopsia (Dodd GD, 1991).

La American Cancer Society (ACS) recomienda practicar un cribado en los pacientes
asintomaticos que presentan riesgo incrementado de padecer CCR consistente en un
tacto rectal anual, un test de sangre oculta en heces anual y una sigmoidoscopia cada
5 afos (Slavin et al, 1991). Estudios recientes, describen la utilidad de una unica
sigmoidoscopia flexible realizada entre los 55 y los 60 afios de edad en la prevencion
del CCR, con un seguimiento colonoscépico adecuado en el 3-5% de los casos que
presentan adenomas de alto riesgo (> 1 cm. o histologia vellosa). La sigmoidoscopia
como screening deberia identificar a la mayoria de personas con adenomas distales
que tienen probabilidades de desarrollar un cancer (Slavin et al, 1991). El screening de
personas asintomaticas sin factores de riesgo conocidos no esta justificado en la
actualidad (Ransohoff et al, 1991).

En Catalufia se inicié el programa de deteccion precoz de CCR en 2009 utilizando el
test de sangre oculta en heces. Se realiza un cribado a la poblacién de riesgo
intermedio, con test bienal entre los 50 y 69 afios de edad. La tasa de deteccién de
lesiones precursoras y CCR incipientes es elevada (Ref la web de cribado del clinic).

El programa se ha ampliado y se extendera a todo el territorio.

l. 6. C. Diagndstico en pacientes sintomaticos

Cuando el paciente ya presenta algunos de los sintomas anteriormente descritos, se
parte de un diagndstico clinico de sospecha y ponemos en marcha una serie de
pruebas complementarias para confirmar el diagnéstico. La mayoria de autores estan
de acuerdo en que la secuencia mas habitual de maniobras diagnodsticas en el
paciente sintomatico es el tacto rectal y la colnoscopia . (Dodd GD, 1991; Iwama et al,

1994 y Pique J, 1990). La ecografia y la tomografia axial computarizada, sola o



asociada a técnicas de angiorradiolgia como la portografia pueden ser usadas como
pruebas complementarias en el diagndstico de extension (Soyer et al, 1992). Desde el
punto de vista analitico, el antigeno carcinoembrionario (CEA) esta generalmente
elevado en el CCR. No se ha demostrado su utilidad en el diagnéstico precoz, pero es
muy util para la prediccién de recidivas antes de que exista evidencia clinica de éstas,

facilitando la eficacia de las intervenciones secundarias (Zeng et al, 1993).

l. 7. ANATOMIA PATOLOGICA

I. 7. A. Caracteristicas macroscopicas

Macroscopicamente, los carcinomas colorrectales se presentan basicamente de dos
formas: ulcerada-infilirante y polipoide. La forma mas usual es la de tumor ulcerado-
infiltrante, que suele infiltrar por lo menos hasta la submucosa, es de margenes
sobreelevados y puede perforarse. Los tumores polipoides, de crecimiento exofitico,
son menos frecuentes y suelen ser de bajo grado y menos infiltrantes. Probablemente
por estas ultimas razones los tumores polipoideos se asocian a un mejor pronostico
que las formas ulcero-infiltrantes. Estos tumores se encuentran preferentemente en el
colon ascendente (Cooper HS, 1989). En raras ocasiones los tumores colorrectales
tienen una forma de crecimiento con engrosamiento difuso y rigido de la pared
intestinal, con escasa manifestacion en la superficie luminal, similar a la linitis plastica
del estbmago. Los carcinomas colorrectales pueden ser multiples en el 3-6% de los
casos, aunque en algunas series estas cifra se eleva al 18% (Morson et al, 1979 y
Ekelund et al, 1974). Ademas el 20% de los pacientes con CCR presentan adenomas
sincronicos (Muto et al, 1975). Esta cifra aumenta al 66% cuando existe mas de una

neoplasia maligna (Ekelund et al, 1974).

I. 7. B. Caracteristicas microscopicas

Microscopicamente se reconocen distintos tipos histologicos.

Adenocarcinoma

El tumor maligno mas frecuente en el intestino grueso es el adenocarcinoma. Su
incidencia global oscila entre el 75 y el 85% (Morson et al, 1979 y Falterman et al,
1974). Microscopicamente, se caracteriza por la formacion de un patron glandular con

mayor o menor grado de diferenciacion. Los adenocarcinomas se dividen segun el



grado de diferenciacion en adenocarcinomas de bajo grado (bien ymoderadamente
diferenciados) y de alto grado (poco diferenciados, indiferenciados, mucionosos). El
grado de diferenciacién de los adenocarcinomas se establece basicamente en base a
la arquitectura, a la configuracion tubular o el grado de polaridad nuclear. Los
adenocarcinomas bien diferenciados presentan glandulas simples o complejas con
aspecto pseudocribiforme, las células mantienen cierta polaridad con los nucleos
basales y son de tamafio uniforme (Campo et al, 1990). Los adenocarcinomas
moderadamente diferenciados muestran glandular simples, complejas o ligeramente
irregulares, cuya polaridad nuclear se pierde o es dificiimente identificable. Los
adenocarcinomas poco diferenciados se caracterizan por la presencia de glandulas
irregulares o ausencia de su formacion, con pérdida de polaridad nuclear. Basandose
en estos criterios, el 15-20% de los adenocarcinomas son bien diferenciados, el 60-

70% moderadamente diferenciados y el 15-20% poco diferenciados (Jass et al, 1986).

Carcinoma mucinoso

La produccion de moco por los adenocarcinomas intestinales es un hallazgo frecuente.
Deben diferenciarse dos formas de carcinomas mucosecretores: a) el carcinoma
coloide o mucinoso, caracterizado por grandes cantidades de moco situado
preferentemente fuera de las células, y b) una variante menos frecuente, constituida
por células con moco intracitoplasmatico y nucleos localizados periféricamente,
dispuestos individualmente o en forma de grupos sueltos y difusamente extendidos a
lo largo de toda la pared, del tipo células en anillo de sello (Kirkham N, 1988).
Microscopicamente, la caracteristica de este tumor es la presencia de una gran
reaccion desmoplasica que engloba a las células tumorales, las cuales muestran la
imagen tipica en anillo de sello. También pueden observarse glandulas abortivas o
células pequenas indiferenciadas. El carcinoma mucinoso abraca alrededor del 15-
16% del CCR (Halvorsen et al, 1988).

Carcinoma de células pequefias

El carcinoma de células pequenas colorrectal es un tumor muy infrecuente que
histologicamente guarda similitud al carcinoma de células pequefas pulmonar
(Schwartz et al, 1985). Algunos de estos casos pueden presentar focos de
diferenciacion glandular o mucina. También pueden encontrarse en relacién con
adenomas (45%).Son tumores neuroendocrinos, con positividad inmunohistoquimica
para marcadores neuroendocrinos como la enolasa neuronal especifica y la
cromogranina, entre otros. En la mayoria de los casos se localizan en el colon derecho

(Burke AB et al, 1991). Son carciomas muy agresivos y de mal prondstico.



Carcinoma medular

Este tipo histologico, se asocia invariablemente a inestabilidad de microsatélites y a
buen pronéstico. Esta caracterizado por células tumorales con nucleos vesiculares que
presentan nucleolos prominentes y citoplasma abundante, se disponen en un patron

sincitial y contienen marcada infiltracion linfocitaria intraepitelial. (Jessurun et al, 1999)

Otros tipos histologicos

El carcinoma escamoso puro de colon, es un tipo histolégico poco frecuente. La
incidencia de esta neoplasia es poco conocida, oscilando entre el 0,25 y el 0,50%
(Hickey W F et al, 1981). El carcinoma adenoescamoso es un tipo histolégico que esta
constituido por elementos glandulares y escamosos entremezclados. Su frecuencia es
también baja (Campo E et al, 1990). Mas raros aun, son los casos de
adenocarcinomas colorrectales con diferenciacion a coriocarcinoma (Park CH et al,
1980). Estas neoplasias presentan areas de adenocarcinoma concomitantes con areas
de diferenciacion trofoblastica con presencia de células gigantes multinucleadas de
tipo sincitiotrofoblastico y en las que puede demostrarse la produccion de
gonadotrofina coridnica. Se han descrito casos aislados de otros tipos histolégicos
raros, como el carcinoma de células claras o de tipo nefrogénico (Morson B C et al,
1979). Hay tumores intestinales con diferenciacion histolégica multidireccional, como
los carcinomas mixtos adeno-neuroendocrinos (MANEC) con diferenciacion de
adenocarcinoma y carcinoma o tumor neuroendocrino, y casos de carcinoma
adenoscamoso con diferenciacion carcinoide (Peomin V et al, 1983).

En el apéndice cecal, el tumor mas frecuente es el tumor neuroendocrino (antiguo
carcinoide). El adenocarcinoma de apéndice frecuentemente es mucosecretor y puede
presentarse clinicamente como mucocele y, puede tener diversos grados de
agresividad histoldgica y clinica, llegando a producir implantes peritoneales en forma

de pseudomixoma o carcinomatosis peritoneal (Carda P, 1989).

- Mucosa transicional

La mucosa transicional o mucosa adyacente al tumor colénico se ha observado que
muestra alteraciones ultraestructurales e histoquimicas distintas a la mucosa normal
alejada del tumor. Histologicamente, las glandulas de la mucosa transicional estan
alargadas y ramificadas (Riddel R H et al, 1977). Se observa aumento de las
sialomucinas y alteracion en las proporciones relativas de los distintos tipos celulares a
lo largo de la cripta con persistencia de células inmaduras en niveles altos de las

criptas. Las células caliciformes estan incrementadas en numero y tamano (Dawson P



A et al, 1976). El significado bioldgico de la mucosa transicional no esta claro (William
G T, 1985). Inicialmente se pensd que podria ser un respuesta preneoplasica a un
estimulo carcinogénico a partir del cual se desarrollaria la neoplasia, pero algunos
estudios inmunohistoquimicos describen un origen no neoplasico de la mucosa

transicional (Sawady et al, 1991).

I. 7. C. Anatomia patolégica de las lesiones precursoras

De acuerdo a lo comentado, la importancia de los adenomas, es que son verdaderos
precursores del CCR. Todos ellos son proliferaciones neoplasicas del epitelio con
protrusién hacia la luz.

Por definicién, todos los adenomas colorrectales son displasicos. El grado de displasia
ha sido graduada como leve, moderada o severa, basadas en las caracteristicas
citolégicas y arquitecturales. El grado de displasia ha sido asociado con
transformaciéon maligna. Alrededor del 90% de los pacientes con carcinoma tienen
displasia de alto grado en los especimenes resecados, y algunos creen que un 40% de
los pdlipos con alto grado de displasia tienen un foco de carcinoma in situ (Ransohoff
DF et al, 1985). Para evitar confusiones, los adenomas con displasia severa o
carcinoma in situ, han sido llamados, pdlipos (adenomas) con displasia de alto grado.
Asimismo, se ha propuesto que el carcinoma in situ y el carcinoma intramucoso sean
llamados carcinoma no invasor (ltzkowitz SH et al, 1990 ). Un pdlipo con carcinoma
invasor también es llamado “pdlipo maligno”. Aunque la mayoria de pdlipos con
carcinoma invasor son tratados adecuadamente con polipectomia endoscépica, cerca
de un 10% de los pacientes tendran cancer residual en la pared colonica o en los
ganglios linfaticos al momento de la polipectomia o durante el seguimiento (Coverlizza
S et al, 1989; Itzkowitz SH et al, 1990 ; Wilcox GM y Beck JR, 1986).

Un poipo es llamado pediculado cuando tiene un tallo. Una de las definiciones es que
un polipo es pediculado si la longitud del tallo es mayor que el diametro (Wilcox GM y
Beck JR, 1987). Los llamados adenomas sesiles tienen una amplia base de
implantaciéon y suelen tener caracteristicas histolégicas menos favorables que los

pediculados (Coverlizza S et al, 1989)

Adenoma tubular

Alrededor de un 75% de los pdlipos neoplasicos son adenomas tubulares (FIG) , se
localizan de forma preferente en colon distal y en recto, y mas del 50% son unicos.
Aparecen de forma esporadica en la poblacién general, con una mayor incidencia en la
sexta década de la vida y con predominio masculino de 2:1 (Spjut H y Estrada RG,

1977). Suelen tener una “cabeza” con forma de frambuesa, y la mayoria se



caracterizan por estar unidos a la pared intestinal por un un tallo delgado, pero
también pueden presentar otros aspectos y pueden medir desde unos pocos
milimetros hasta mas de un centimetro (Kent TH y Mitros FA, 1983), La superficie de
corte muestra un eje central fibrovascular que procede de la submucosa y permanece
en continuidad por el centro del tallo. Aunque el eje suele estar recubierto por mucosa
normal, la “cabeza” del mismo tiene un epitelio con diversos grados de displasia,
formado por tubulos alargados, y glandulas muy préximas entre si, separadas por una

escasa cantidad de estroma conjuntivo fibroso (Day DW y Morson BC, 1978).

Adenoma velloso

Son los adenomas codlicos que presentan mas de un 50% de estructuras vellosas. La
gran mayoria (75%) de estas lesiones se localizan en el tramo recto-colon sigmoide,
siendo su distribucion paralela a la del adenoCCR. Son los pélipos epiteliales menos
frecuentes, y suelen ser los mas grandes midiendo entre 1 y 10 cm. Con frecuencia se
encuentran en pacientes en la sexta década de la vida, y con similar afectacién en
ambos sexos. El sintoma mas caracteristico de estos pdlipos es la hemorragia rectal vy,
de forma menos frecuente, la secrecién de material mucoide rico en proteinas que
puede producir hipoproteinemia y, a veces hipopotasemia. Una parte importante de
ellos son lesiones sesiles o con una amplia base de implantacién y ligeramente
lobulados. Histologicamente, no menos de la mitad de la lesion esta formada por
papilas digitiformes o ramificadas, recubiertas de epitelio polipoide. El resto puede
tener estructura tubular. Cada papila esta formada por un eje fibrovascular, recubierto
por epitelio que varia de una capa unica de células columnares altas, bien alineadas,
hasta células indudablemente anaplasicas poliestratificadas. Se ha descrito una
correlacion casi lineal entre la medida del pdlipo y la cantidad de componente velloso
del mismo (Day DW y Morson BC, 1978).

Adenoma tubulovelloso

Este tipo, como su nombre lo indica, comparte caracteristicas con los de tipo tubular y
con los de tipo velloso. Por definicién, el componente velloso oscila entre el 25 y 50%,
y tiene un potencial maligno directamente proporcional a la cantidad de este. El
tamanio es intermedio entre los dos tipos que representa, y el tallo practicamente al del
adenoma tubular pero con mayor tendencia a evolucionar hacia el crecimiento sesil.
Histoldgicamente, tienen un aspecto muy variable, pudiendo adoptar desde las formas
benignas de un adenoma tubular hasta grados altos de atipia y anaplasia ( Dayal y
DeLellis, 1990).



|. 8. LOCALIZACION

Existen sin duda diferencias significativas en cuanto a la localizacién de los tumores
dentro del colon. En los paises de mayor incidencia de esta neoplasia hay un
predominio importante de la afectacién de colon izquierdo (considerado a partir del
angulo esplénico), mientras que en los de menor incidencia es mas comun la
localizacién en colon derecho (Morson BC y Dawson IMP, 1979).

También se han encontrado diferencias en cuanto a la afectacion colica y rectal. A
manera de ejemplo, mientras que el cancer de recto es igualmente frecuente en
paises como Los Estados Unidos o Japon, la afectacion rectal es mucho menor en
este ultimo. A pesar de todo, parece que hoy por hoy existe una ligera tendencia hacia
la disminucion de las neoplasias que se localizan en recto- colon sigmoide (Levi R et
al, 1993 y Huang J et al, 1999). Esto, ligado al hecho de que la supervivencia a los
cinco anos de los pacientes con tumores de localizacién izquierda halla mejorado
significativamente en los ultimos afos, probablemente es consecuencia de las cada
vez mas generalizadas sigmoidoscopias flexibles y de la actitud terapéutica mas
agresiva en vez de la reseccién de podlipos adenomatosos (Cady B et al, 1974 y

Kawazuma Y et al, 1999).

l. 9. CLASIFICACION Y PRONOSTICO

El CCR es el tumor digestivo que tiene la correlacion anatomopatoldgica/prondstico
mejor establecida. En 1927, al observarse una relacién entre el pronéstico y la
extensién de los tumores rectales, se sugiri6 una clasificacion clinica que
posteriormente fue modificada para tener en cuenta los datos patologicos (Deans G T
et al, 1992). Mas tarde, Dukes modificé los criterios y formulé un sistema para la
clasificacién anatomopatoldgica del carcinoma rectal. En el sistema de clasificacion
inicialmente propuesto por Gordon-Watson y Dukes la profundidad de penetracion en
la pared coldnica era valorada segun el grado de invasidn de los estratos de la pared.
Simpson y Mayo usaron una modificacion de la clasificacion de Dukes de 1929-1930
para ayudar a analizar los factores que influyen en la supervivencia en el carcinoma
del colon, con multiples modificaciones hasta los anos 80’s.

La ultima clasificaciéon TNM, es un sistema clinicopatoldgico, propuesto conjuntamente
por la Unién Internacional contra el Cancer (UICC) y el American Joint Committe on
Cancer (AJCC), tiene en cuenta la invasién de estructuras vecinas, ademas del
numero de ganglios positivos: T1, invasion de la submucosa; T2, invasiéon de la

muscularis propia; T3, invasion de la subserosa o tejido perirrectal no peritonizado; T4,



invasion del peritoneo visceral o invasion directa de otros 6rganos o estructuras
vecinas; NO, sin metastasis en los ganglios linfaticos regionales; N1, metastasis en 1-3
ganglios regionales; N2, metastasis en 4 6 mas ganglios regionales; N3, metastasis en
cualquier ganglio central; MO, sin metastasis a distancia; y M1, metastasis a distancia.
Posteriormente, la clasificacion original fue modificada puesto que la extension del
carcinoma de colon no podia valorarse por completo clinicamente en el momento de la
intervencion quirurgica y se anadieron una serie de prefijos a la clasificacion TNM para
relacionarla con la extension de la enfermedad en localizaciones y momentos dados.
Se relacionan a continuacion: cTNM, estadio diagnéstico clinico; sTNM, estadio de
evaluacién quirdrgica; pTNM, estadio patolégico postquirargico; rTNM, estadio en
retratamiento; y aTNM, estadio en autopsia. (Deans G T et al, 1992)107,( Estapé J,
1982)110. Esta clasificacion TNM estadounidense ha sido considerada por muchos
demasiado compleja para su uso habitual. A manera de resumen, diremos que el
prondstico de los pacientes con CCR depende de diversos factores clinicos,
histopatologicos y biolégicos. En relacién a los primeros, es bien conocido que la
perforacion y la oclusion como manifestacion inicial del tumor se asocian a un peor
prondstico. Por otro lado, el factor predictivo mas determinante en cuanto a la
supervivencia y recidiva, es el estadio tumoral, en el cual se tiene en cuenta la
penetracién en la pared del intestino, la afectacién ganglionar y la presencia de
metastasis a distancia.

El estadio del tumor se correlaciona con el prondstico de los pacientes. Durante
décadas se ha utilizado la clasificacién de Dukes modificada por Astler y Coller (tabla
1) para el estadiaje del CCR. Actualmente se utiliza el sistema TNM de la International
Union Against Cancer-UICC (tabla 2),(tabla 3).

Estadio Extension

A Penetracion limitada a la mucosa

B1 Penetracion hasta la muscular propia

B2 Penetracion hasta la capa serosa

C1 Igual que B1 mas metastasis ganglionar

C2 Igual que B2 mas metastasis gangionar

D Metastasis a distancia o invasién parietal de 6rganos adyacentes

Tabla 1. Clasificacion de Dukes (modificada por Astler y Coller)




Estadio O

Tis NO MO Carcinoma in situ

Estadio |

T1 NO MO Tumor que invade la submucosa

T2 NO MO Tumor que invade la muscular propia

Estadio IIA

T3 NO MO Tumor que atraviesa la muscular propia, e invade la subserosa, tejidos
Estadio IIB pericolicos, perirrectales no peritonizados

T4a NO MO Tumor que perfora el peritoneo visceral o que invade directamente
Estadio IIC otros 6rganos o estructuras

T4b NO MO

Estadio IlIA Cualquier grado de infiltracién pared con metastasis ganglionar
T1-2 N1 MO 1-3 ganglios linfaticos regionales afectados

T1-2 N2a MO 4 o0 mas ganglios linfaticos regionales afectados

Estadio 1lIB Metastasis ganglionar linfatica a lo largo de un tronco vascular

T3-4aN1 MO

T2-T3N2a MO

T1-T2 N2b MO

Estadio IlIC

T4a N2a MO

T3-T4a N2b MO

T4b N1-N2 MO

Estadio IVA Cualquier grado de afectacion parietal, con o sin afectacion
T1-4 NO-3 M1a |ganglionar, pero Con metastasis a distancia

Estadio IVB

T1-4 NO-3 M1b

Tabla 2. Clasificacion TNM del CCR (72 ed; 2010)

Estadio TNM Supervivencia a los 5 afios
In situ 96 — 100%

I 96,8 — 97,4%

Il 71,5 -87,5%

1 87,6 —47,6%

\Y <5%




Tabla 3. Pronéstico de los pacientes con CCR en funcion del estadio TNM.

l. 10. FACTORES PRONOSTICOS DEL CCR

El estudio de los factores prondsticos mejora el conocimiento de la naturaleza de la
enfermedad, ayuda a comprender su patogenia y a evaluar nuevas formas
terapéuticas (Rifa J et al, 1992).

Existen dos grandes grupos de factores prondsticos: uno, formado por los factores
pronosticos clinicos, que pueden ser obtenidos a través de la historia clinica o
mediante la exploracion del paciente, y una segunda categoria de variables
pronosticas anatomopatologicas, que se establecen a partir del estudio de la biopsia o

de la pieza de reseccién quirurgica.

Clinicos

Ademas de las caracteristicas previamente comentadas asociadas a la raza, edad y
sexo, la sintomatologia con que se presenta la enfermedad, a menudo esta
relacionada con el estadio. La hemorragia o el cambio de ritmo intestinal suelen ser
sintomas asociados con estadios mas iniciales y por tanto, con mejor prondstico,
mientras que la anemia, la palpacién de una masa abdominal o una perforacion u
oclusién intestinal, son sintomas que ocurren en estadios mas avanzados.

Cuando el paciente esta totalmente asintomatico, como sucede en personas que son
diagnosticadas en un programa de screening, el prondstico es mejor que en los
pacientes con sintomas, la supervivencia es de un 75% a 80%, mientras que para los

pacientes sintomaticos es del 50% a los cinco anos (Selby J et al, 1992).

Hemorragia

La hemorragia es un factor de buen prondstico en la mayoria de trabajos que han
analizado esta variable, si bien no es un factor pronéstico independiente de estadio
(Steinberg et al, 1986).

Obstruccién intestinal

La obstruccion intestinal como primera manifestacion de un cancer de colon o recto es
relativamente frecuente, y supone un factor de mal prondstico. Las causas que
explican este mal prondstico son, entre otras, el estadio avanzado del tumor, la gran

actividad peristaltica del intestino ocluido que facilita la diseminaciéon tumoral, y una



mortalidad operatoria mayor del 15%. La mortalidad operatoria es menor en el colon
izquierdo, pero llega a alcanzar cifras del 29% en el colon derecho (Kelley W E et al,
1981 y Dutton R W et al, 1976). Si el tumor obstructivo esta situado en el colon
derecho, el pronéstico es peor que en el colon izquierdo. Por otra parte los tumores
obstructivos de colon derecho tienen una supervivencia tres veces menor que los
tumores no obstructivos de la misma localizacion(Fitchtt C W et al, 1986). La
perforacion intestinal, que con frecuencia se asocia a la oclusion, también es una
circunstancia que comporta un pronéstico muy desfavorable incluso independiente del
estadio (Willet C et al, 1985).

Intervalo entre el primer sintomay el diagnéstico

El retraso diagndstico es un factor que puede condicionar el pronéstico. Se ha
comprobado que los pacientes con un retraso largo (de aproximadamente 5-6 meses),
tienen un mejor prondstico que los enfermos con menor retraso (Pescaroti M et al,
1982). Este hecho, paraddjico a primera vista, se cree que es debido a que los
tumores con sintomatologia de menos de 6 meses de evolucion tienen una mayor
mortalidad operatoria, una tasa de cirugia radical mas baja, y ademas se asocian con

sintomas de mal prondstico como la obstruccion y perforacién intestinal.

Localizacion del tumor

Los tumores localizados en el colon tienen mejor pronéstico que los tumores rectales.
Dentro de las localizaciones coldnicas, algunos estudios muestran un prondstico mas
favorable para el colon derecho en relacién al izquierdo (Halvorsen T B et al, 1987), sin
embargo, otros autores demuestran lo contrario, con un prondstico especialmente
grave en los tumores de ciego. En los tumores de colon derecho hay una menor
proporcion de estadios Dukes A y un mayor niumero de estadios avanzados que en las
otras localizaciones del colon (Alley P G et al, 1986), lo que explicaria su menor
supervivencia a los 5 afios.

Estos resultados discordantes podrian explicarse por la historia natural mas larga de
los tumores de colon izquierdo y sigma, en los que se han descrito recidivas y muertes
mas alla de los 5 afios del diagndstico, circunstancia que es mas rara en los tumores

de colon derecho y transverso.

Variables clinicas preoperatorias
En un estudio del Medical Research Council de Gran Bretana (Medical Research

Council, 1984), la movilidad del tumor al tacto digital o a la exploracién endoscépica,



fue la variable preoperatoria mas importante en los tumores de recto, seguida del
numero de cuadrantes afectados y que la distancia entre el tumor se localizara a

menos de 8 cm. del esfinter.

Tamaio del tumor

En la mayoria de tumores malignos el tamafio tumoral esta relacionado con el
pronéstico y también ocurre asi en el CCR, y especialmente en los tumores de colon
existiendo una correlacién entre el tamafio y el nivel de penetracion tumoral en la
pared del intestino; que como es sabido, tiene un importancia prondstica considerable
(Minsky B D et al, 1988).

Steinberg et al, en su estudio sefialan que existe un incremento del riesgo de

mortalidad del 7% por centimetro de longitud tumoral.

Anatomopatoldgicos

Morfologia tumoral
Los tumores exofiticos tienen un mejor prondstico que los tumores anulares, ulcerados

o desmoplasicos (Okuno M, 1987).

Nivel de penetracion del tumor en la pared del intestino

Los pacientes con tumores en grado A de Dukes sobreviven mas del 80% (80-95%) a
los 5 afos. Los del nivel B, solamente de un 40 a 60%, y el nivel C menos del 40%
(Copeland E et al, 1968).

Numero de ganglios positivos

La supervivencia se reduce progresivamente segun el mayor numero de ganglios
afectados y en algunos estudios es un factor significativo para la supervivencia (Adloff
M et al, 1990).

Invasién de 6érganos vecinos

La clasificacion TNM, citada anteriormente, ha mostrado su utilidad prondstica, en los
diferentes subgrupos, con supervivencia a los 5 afios del 91% para el estadio T1, 84%
para el T2, 63% para los T3-T4, 56% para el N1, 38% para el N2, y 34% para el N3
(Hermaneck P et al, 1989 y Chapuis PH et al, 1986).

Nathanson SD et al, 1986 en un articulo de revision llegan a la conclusién de que la

clasificacion de Dukes continua siendo valida, si bien para mejorar su sensibilida



pronéstica, deberian incluir el porcentaje de ganglios positivos, la presencia o ausencia
de ulceracién del tumor primario y la invasion de las estructuras vecinas. (Deans GT et
al, 1992). En su estudio de factores prondsticos en el CCR concluyen que la
clasificacién de Dukes sigue siendo el mejor predictor de la supervivencia después de

transcurrido mas de 60 afos.

Histologia

El adenocarcinoma mucinoso o coloide tiene una tasa de recidivas superiores al
adenocarcinoma puro y se diagnostica con mayor frecuencia en estadios Dukes C y
con metastasis. La supervivencia de la variante mucinosa es menor que la del
adenocarcinoma no mucinoso (Sasaki O et al, 1987 y Symonds D A et al, 1976),
aunque existen discrepancias al respecto. Los estudios de (Halvorsen TB et al, 1988),
sugieren que la presencia de componentes mucinosos probablemente no implican un
peor pronostico excepto cuando se trata de un carcinoma con células en anillo de

sello.

Grado de diferenciacion
Diversos estudios han puesto de manifiesto la importancia del grado histolégico como

variable prondstica independiente en el CCR (Deans GT et al, 1992).

Invasién vascular

La invasion vascular reduce de forma significativa la supervivencia de los pacientes
con CCR independientemente del estadio y el grado de diferenciacion (Chapuis PH et
al, 1986). Se ha observado una correlacion entre la invasion vascular y la existencia de
metastasis hepaticas y también con la invasién perineural. Algunos estudios muestran
un peor pronostico de la invasién intramural de los capilares por el tumor y otros, sin
embargo, recogen que la invasion de las venas proximas al tumor tiene un efecto mas

ominoso (Crissman J D et al, 1989).

Biolégicos

Ademas de los mencionados factores clinicopatologicos, también existen otros que
confieren prondstico al CCR. Son los marcadores moleculares surgidos de la doble
necesidad de: 1) identificar al grupo de pacientes de alto riesgo que cursara con
recidiva postquirirgica o progresion de la enfermedad - candidato por tanto a
beneficiarse de los tratamientos complementarios a la cirugia -; y 2) seleccionar el tipo

de terapia adyuvante que requieren los pacientes con enfermedad avanzada. Entre los



marcadores susceptibles de formar parte de un hipotético panel de pronéstico del CCR,
y por tanto capaces de predecir la evolucion de la neoplasia y respuesta al tratamiento,
destacan: la proliferacién, la timidilato sintasa, el antigeno carcinoembrionario, la p53,

las alteraciones en el cromosoma 18q y la inestabilidad de microsatélites.

Determinantes genéticos

La pérdida de heterocigosidad de los cromosomas 17p, 18q y 22q es detectada con
mas frecuencia en carcinomas avanzados que en carcinomas intramucosos, y LOH de
17p esta significativamente correlacionado con la invasion vascular y LOH 18q esta
correlacionado con la invasion linfatica y metastasica (lino H et al, 1994).

Los errores en la replicacion del ADN se asocian a crecimiento exofitico, mayor
tamano, pobre diferenciacién, producion extracelular de mucina, reaccion linfoide tipo

Crohn, y mayor expresion del gen p53 por inmunohistoquimica (Kim H et al, 1994).

Ploidia

La aneuploidia o descompensacion andmala del contenido cromosémico celular, ha
estado recientemente sefialada como un fendmeno causante de la inestabilidad
genética, y asociada por tanto, a la heterogeneidad cariotipica del fenotipo canceroso
( Duesberg P et al, 1998), Es mas, las posteriores evidencias han permitido afirmar
que la mayor parte de tumores en estadio avanzado son aneuploides ( Armitage NC et
al, 1985; Quirke P et al, 1987; Crissman JD et al, 1989). En lo referente al CCR,
desgraciadamente cerca de un 90% de los tumores son aneuploides, resultando

cuestionable el significado prondstico de este fendmeno (Steinbeck RG et al, 1993).

Apoptosis

Entre todos los potenciales marcadores predictivos que se conocen en la actualidad, el
gen p53 ha sido uno de los mas ampliamente estudiados. Aunque los datos varia
segun los distintos autores, se detectan alteraciones de p53 hasta en el 60% de los
adenocarcinomas de colon y recto (Velculescu V et al, 1996 y Steele JR et al, 1998).
En condiciones normales, la proteina codificada por este gen, la proteina p53, es un
factor de transcripcion que desempefa un papel muy importante en la regulacién del
ciclo celular y en la muerte celular programada o apoptosis (Mc Dermott U et al, 2002).
Cuando existe una mutacion del gen se produce una proteina estructuralmente
anormal, no funcionante, que se acumula en la célula y es facilmente detectable por

técnica inmunohistoquimica (Diez et al, 2004).

Proliferacion



En cuanto a la actividad proliferativa, como en cualquier tumor, el alto indice se asocia
a una mayor agresividad bioldgica. Este estudio puede abordarse con distintas
metodologias. Por un lado, mediante técnicas como la citometria de flujo, que permite
detectar el indice proliferativo, asi como el porcentaje de células tumorales con
contenido de DNA que corresponde a la fase S de sintesis del ciclo celular ( Koss LG
et al, 1989). Mas vigentes se encuentran las aproximaciones inmunohistoquimicas
basadas en el marcaje pasivo de anticuerpos especificos contra proteinas que
intervienen en el ciclo celular. De todas ellas, la de mayor impacto ha sido la Ki67, un
antigeno nuclear humano de naturaleza no histonica, presente en todas las células
con actividad proliferativa y ausente en las que no lo estan (Gerdes J et al, 1993). Con
la aparicion del anticuerpo monoclonal MIB-1, capaz de detectar el antigeno en tejido
fijlado en formol e incluido en parafina, la ki67 se ha convertido en una herramienta de
utilidad practica. Permitiendo efectuar numerosos estudios retrospectivos (McCormick
D et al, 1993).

Debemos mencionar que actualmente con el advenimiento de nuevos marcadores,
existe cierta tendencia a restar importancia al Ki67 como marcador pronostico de los

tumores colorrectales primarios.

Timidilato sintasa

La timidilato sintasa es una enzima imprescindible para la sintesis de DNA, ya que
constituye la unica fuente de suministro celular de timidilato. Tiene actividad maxima
en los estadios avanzados de la fase G1 y al principio de la fase S del ciclo celular, y
superior en las células de proliferacién rapida que en las que no se dividen. Se ha
descrito que la timidilato sintasa es capaz de mediar el efecto citotdxico de de algunos
agentes quimioterapicos como las fluoropirimidinas y, en especial, del 5 fluoruracilo.
Este — como inhibidor competitivo de la timidilato sintasa que es, y en condiciones
normales -, regula negativamente la produccion de timidilato, y consecuentemente,
reduce la sintesis de DNA (Santi DV et al, 1974). Resulta, que el aumento de
expresion de la timidilato sintasa - como en consecuencia de la amplificaciéon del
propio gen - se ha relacionado con la resistencia al tratamiento con 5 fluoruracilo
(Clark JL et al, 1987; Copur S et al, 1995). Hay estudios que sugieren que los
pacientes con tumores que expresan niveles bajos de timidilato sintasa pueden
beneficiarse de la terapia convencional con fluoropirimidinas, mientras que para
aquellos tumores con alta expresion de la misma, hay opciones terapéuticas mas
adecuadas, como por ejemplo el irinotecan (Leichman CG, 1998). De tal manera, todo
parece indicar que la timidilato sintasa intratumoral constituye un buen marcador de

respuesta al 5-fluoruracilo. La cuantificacion enzimatica puede realizarse mediante RT-



PCR cuantitativa (transcripcion inversa seguida de reaccion en cadena de la
polimerasa), si se dispone de material congelado (Lenz HJ et al, 1998). O bien por
inmunohistoquimica, que se puede realizar en tejido fijado en formol e incluido en
parafina (Aschele C et al, 1999).

Antigeno carcinoembrionario (CEA)

Estudios realizados por inmunohistoquimica revelan que, algunas veces, ganglios
procedentes de una reseccion colorrectal, aparentemente negativos, contienen
pequeinas cantidades de tumor (Cutait R et al, 1991). Aun asi, no queda claro cual es
la trascendencia de este hecho actualmente, ya que existen avances técnicos que
permiten realizar la deteccidon de micrometastasis a nivel molecular. EI CEA puede
considerarse en este sentido, un buen marcador ya que esta presente en la mayoria
de los tumores colorrectales y no en el tejido normal. (Shively JE y Beaty JD , 1985).
Se han desarrollado ensayos de RT-PCR para detectar su mRNA, que resultan
eficaces para localizar micrometastasis en ganglios de pacientes con CCR (Mori M et
al, 1995). Asi, debido a que sabemos que los tumores en estadio Il con
micrometastasis tienen mayor tendencia a recidivar que los que no la tienen, el
hallazgo de CEA en estos casos permite definir el subgrupo de pacientes que pueden

beneficiarse de la terapia adyuvante (Liefers GJ et al, 1998).

[. 11. TRATAMIENTO

Tratamiento primario

Sin duda, la opcién terapéutica mas adecuada para el CCR es la cirugia radical con
finalidad curativa, que puede practicarse en el 80 — 90% de los pacientes: Antes de la
intervencion se ha de llevar a cabo un estudio de la extensidon completa para revelar
las posibles metastasis, si es que las hay. Es aconsejable también realizar una
colonoscopia total para identificar otras posibles neoplasias y/o pdlipos sincronicos que
pudieran estar presentes. En el caso de encontrar metastasis, el tratamiento quirurgico
sigue siendo valido. Después de la intervervencién, el paciente debe someterse a
exploraciones fisicas de control y a analisis bioquimicos periddicos ( Winawer SJ et al,
1996 ).

La cirugia también esta indicada en pacientes en quienes después de haber extirpado
el tumor primario, presentan recurrencia local o metastasis resecables. Aun en los
casos en los que la curacion completa no es posible, la opcion quirdrgica se practica

con la finalidad paliativa de controlar los sintomas (Sigurdson ER, 1995).



Terapia adyuvante

Quimioterapia

Que una parte importante de los pacientes sometidos a cirugia con intencién curativa,
murieran a causa de la enfermedad metastasica, fue un hecho de rapida asimilacién.
En los afos cincuentas, con la finalidad de mejorar el periodo libre de enfermedad y la
tasa de supervivencia global, se llevaron a cabo los primeros ensayos clinicos
utilizando terapia sistémica adyuvante. Entre los agentes quimioterapicos, que en
aquel entonces estaban al alcance, hay que destacar el 5-fluoruracilo (Dwight RW et al,
1969; Ben Josef E y Court WS, 1995). De hecho, este continua siendo hoy por hoy el
agente qumioterapico mas utilizado, sea solo o combinado con otros farmacos.

En los ultimos afos se han desarrollado nuevos agentes quimioterapicos destinados a
mejorar la eficacia de los primeros. Asi, como alternativa al 5-fluoruracilo en pacientes
con metastasis refractarias, se administra el irinotecan, conocido también como CPT-
11 (Fukuoka M et al, 1990). Parece que este, en comparacion al 5-fluoruracilo, mejora
significativamente no solo la supervivencia de los pacientes sino también su calidad de
vida, dejando a un lado la diarrea que, como efecto secundario inevitable, puede
ocasionar. También se ha experimentado con oxaliplatino, un agente de tipo diamino-
clorhexano que actua intercalando las cadenas de DNA ( Wiseman LR et al, 1999). Su
eficacia en este caso, se ha demostrado en pacientes con enfermedad avanzada,
principalmente asociado a 5-fluoruracilo y leucovorina ( De Gramont A, et al, 1997;
Andre T et al, 1998).

Después de mas de cuatro décadas de experiencia, todo parece demostrar que el
tratamiento quimioterapico mas eficaz para el CCR es el 5-fluoruracilo. A pesar de
todo, se siguen desarrollando nuevos farmacos que constituyen futuras opciones
terapéuticas. Asi, los ensayos clinicos vigentes permitiran, a mediano plazo, cuales de
estos agentes o combinaciones de ellos seran considerados los mejores candidatos
para el tratamiento del cancer de colon avanzado. Los coctels parecen mantener la
eficacia de los antiguos regimenes al mismo tiempo que disminuyen la toxicidad,

mejorando la calidad de vida de los pacientes asi tratados.

Radioterapia

A pesar de que la radioterapia no es eficaz como tratamiento primario dl CCR, si esta
indicada en casos especificos de afectacion local. De forma preoperatoria, lo esta en
neoplasias grandes de recto, potencialmente no resecables, ya que pueden reducirse
lo suficiente para permitir su extirpacion quirurgica (Gastrointestinal Tumor Study

Group, 1984). A propdsito, podemos mencionar, como avance remarcable dentro de



esta modalidad de tratamiento, la radioterapia tridimensional, que disminuye la
exposicion a la radiacion de los tejidos no afectados por la neoplasia (Tait DM et al,
1997). También, en lo referente al tratamiento postoperatorio de recidivas locales,
puede emplearse la radioterapia adyuvante locoregional (Willett CG et al, 1993).

Otra modalidad de radioterapia es la pélvica, pre, intra o postquirurgica, indicada en
pacientes con tumores irreseacables y/o en estadio avanzado, ya que parece disminuir
la probabilidad de recidiva local, pero no mejoran la supervivencia. Su limitacién, es
elevada dosis de radiacion necesaria para garantizar e control local, que excede en
muchos casos los niveles maximos de tolerancia de los tejidos adyacentes. En estos
casos el tratamiento combinado con quimioterapia sistémica (por ejemplo, 5-
fluoruracilo) aumenta la efectividad. Por tanto, esto favorece el efecto bioldgico de la
radiacion ( Skibber JM et al, 2001 ).

Terapia génica

La terapia génica se ha convertido en los ultimos afios en una verdadera modalidad de
tratamiento en algunos canceres. En lo referente a la neoplasia colorrectal, en los
Estados Unidos, desde mediados de 1998, se llevan a cabo algunos ensayos cinicos
basados en la terapia génica. A grandes rasgos, las estrategias empleadas pueden
dividirse en tres categorias: 1) Los sistEmas disefiados para la administracién de
enzimas y de profarmacos; 2) la terapia génica de sustitucion del gen supresor tumoral
p53; y 3) la terapia inmunogénica, basada en la expresion de antigenos tumorales o

citoquinas que inducen inmunidad tumoral ( Zwacka RM y Dunlop MG, 1998).

CARACTERIZACION MOLECULAR DEL CCR

Todos los estudios de los que se disponen, permiten afirmar que la gran mayoria de
canceres de colon surgen de pdlipos neoplasicos preexistentes. El riesgo de
desarrollar un adenocarcinoma, no es debido a la existencia de los pdlipos en si, sino
a la probabilidad de que estos se transformen. También se ha sefalado que el proceso
de progresién tumoral es multifasico (secuencia adenoma adenocarcinoma), y que
puede tardar afios o incluso décadas para completarlo (Gryfe R et al, 1997).

En los ultimos anos se han producido importantes avances en el conocimiento de
estos mecanismos moleculares, producto del analisis de los dos tipos fundamentales
de CCR heredofamiliares: la poliposis colénica familiar (FAP) y el sindrome de Lynch o
CCR no hereditario no asociado a pliposis (HNPCC).



CRECIMIENTO, INVASIVIDAD Y DISEMINACION TUMORAL

El CCR presenta cuatro vias clasicas de crecimiento y diseminacion: 1) la extension
local, 2) la diseminacién por via linfatica, 3) la diseminacion hematégena y 4) la
implantacion.

En la extension local, el tumor crece hacia la luz o bien extramuralmente. Otra forma
de crecimiento local, es la invasién perineural que explica el dolor que refieren algunos
pacientes.

La diseminacion a través de la via linfatica se produce de forma escalonada y depende
de la localizacion de la tumoracion. Los tumores rectales dan metastasis
primariamente a nivel de los ganglios perirrectales y posteriormente a los
hemorroidales. La via normal de diseminacion de los tumores de colon se realiza de
forma escalonada a través de los ganglios pericdlicos, intermedios, y finalmente, de los
ganglios principales situados en la raiz de los vasos mesentéricos, pasando luego a
los ganglios periaérticos.

Las metastasis por via hematdgena afectan practicamente siempre al higado, siendo
la localizacién pulmonar la segunda en orden de frecuencia. El recto presenta un
drenaje venoso especial: las venas hemorroidales superiores que drenan al sistema
porta y por tanto hacia el higado y las venas hemorroidales inferiores que drenan hacia
la cava y por tanto la sangre que proceda de las mismas alcanza los pulmones sin
pasar por el filtro hepatico. Existe una tercera via de drenaje a nivel rectal que se

realiza a través de un plexo venoso 4EBP1

La familia de proteinas kinasas median la respuesta de las células eucariotas a los
estimulos externos mediante la fosforilacion de hidroxiaminoacidos (Hanks et al, 1988).
Existen unas 500 kinasas diferentes que se agrupan en unas 20 familias en base a
semejanzas estructurales. Regulan funciones celulares, incluyendo el ciclo célular,
metabolismo, movilidad, respuesta al microambiente, reparacion del dafio del DNA, y
la decision entre supervivencia o apoptosis (Dancey J. y Sausville EA, 2003). Las
quinasas como MAPK (Mitogen Activated Protein kinase), PI3K (Phosphoinositide-3
Kinase) y Akt (Protein kinase B) se activan con frecuecia en células cancerigenas,
promoviendo la proliferacion celular y la tumorogénesis.

Desde el importante descubrimiento de la quinasa, STl 571 (mesilato de imatinib;
Gleevec), un inhibidor del dominio Bcr-Abl tirosin quinasa (Melo J. y Barnes DJ, 2004),

se han desarrollado varios inhibidores de quinasas.



Se ha centrado la atencién en mTOR (mammalian target of rapamycin) como una via
atractiva para el desarrollo de farmacos, ya que algunos agentes que actuan sobre
ésta pueden inhibir la proliferacion e invertir la represion de la apoptosis y la

resistencia a la terapia citotdxica en las células del cancer (Janus et al, 2005)

mTOR QUINASA: ESTRUCTURA, ACTIVACION Y VIAS DE SENALIZACION.

La via de mTOR empieza en la membrana celular (Fig.1). La activacion de los
congéneres de los receptores tirosin quinasa es mediada por factores de crecimiento
que promueven el reclutamiento de la kinasa lipidica PI3K (phosphatidylinositol 3-
kinasa) a la membrana célular (Fig 1). PI3K convierte PIP2 en PIP3
(phosphatidylinositol-3, 4, 5-trifosfato), que es activamente opuesto por su fosfatasa,
PTEN (phosphatase and tensin homologue deleted on chromosome ten). PIP3 recluta
PDK1 (phosphoinositide-dependent kinase-1 ) y AKT a la membrana. PDK1 activa
AKT en la posiciéon Thr308 (Vivanco | y Sawyers CL, 2002). Una vez activado, AKT
fosforila una miriada de proteinas, dando como resultado un incremento en la
supervivencia celular, proliferacion, crecimiento y metabolismo. La fosforilacion de
mMmTOR por AKT ocurre a través de la inactivacién del complejo de la esclerosis
tuberosa (TSC).

Fig 1
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Aunque mTOR tiene varias funciones, la regulacion de la traduccion es lo mas
estudiado en el campo de la oncogenesis.

La sintesis proteica es regulada por la fosforilacion de dos sustratos mTor: la quinasa
ribosomal S6 (S6K) y el factor eucariético 1 unido a la proteina 4E (4EBP-1).

S6K fosforila a la proteina ribosomal S6, dando por resultado la traduccion de mRNAs
que contienen zonas especificas de oligopirimidina, designadas como zonas
terminales de oligopirimidina (TOPs), dentro de su region sin traducir 5° (UTR); estos
mMmRNAs, de forma alterna, codifican las proteinas esenciales para la biogénesis
ribosomal, incluyendo el elF-4G (eukaryotic initiation factor-4G), el eEF-1A (eukaryotic
initiation factor —1A) y el eEF-2A, incrementando la maquinaria de transduccion de la
célula.

El segundo regulador de traduccion diana de mTOR es 4EBP-1, que actia como un
represor de la traduccion, uniéndose e inhibiendo al factor eucariético iniciador de la
traduccién (elF-4F). El elF-4E se une a la estructura contenedora del casquillo de
mGTP del mRNA situado en la UTR 5°, y, posteriormente, este complejo interactia
con elF-4G -- el complejo resultante se llama elF-4F. Las sefiales mediadas por mTOR
hacen que EBP-1 se vuelva altamente fosforilado y se disocie de elF-4E, conduciendo
la traduccion mRNAs 5° del casquillo, que incluye varias proteinas oncogénicas: FGF
(fibroblast growth factor), c-Myc, VEGF (vascular endothelial growth factor) y ciclina D1
(Bjornsti MA y Houghton PJ, 2004). Datos recientes sefalan que elF-4E desempefia
un papel en la supresién de la apoptosis (Ruggero D et al, 2004 y Wendel HG et al,
2004).

PAPEL DE LA VIA DE SENALIZACION mTOR EN LA TUMOROGENESIS

La via mTor desempefia un papel esencial en el crecimiento tumoral. Se han
detectado en células malignas numerosas alteraciones antes y después de mTOR,
incluyendo la amplificacion de la subunidad catalitica p110 de PI3K, la pérdida de
PTEN, la amplificacion de AKT2, mutaciones de TSC1 o de TSC2 y sobreexpression o
amplificacion del elF4E o de S6K1.

PI3K y Akt se consideran protooncogenes cuya funcion es regulada “mas abajo” en la
via mTOR por un gen supresor tumoral, PTEN, cuyas mutaciones estan entre las
mutaciones somaticas mas frecuentes y conocidas de los canceres humanos. En la
mayoria de los glioblastomas (el 70%) se ha encontrado mutaciones de PTEN. Las
mutaciones somaticas de PTEN también ocurren en piel, canceres de la prostata y de

tiroides, melanomas, y cancer de pulmén de célula pequefia. Estudios recientes



demuestran que PTEN puede inhibir la migracién de células a través de su dominio C2,
un efecto independiente de su actividad de fosfatasa lipidica y dependiente de la
actividad fosfatasa proteica. La fosfatasa proteica es responsable de la
desfosforilacion de treonina 383, un residuo de PTEN necesario para retardar la

migracién de la célula (Raftopoulou M et al, 2004).

La sobreexpression de Akt ocurre con frecuencia durante la carcinogénesis colonica.
Un 57% de canceres colorrectales muestran expresion significativa de Akt. Akt
también se detectd en mas de la mitad de los adenomas estudiados, implicando
sobreexpression de este protooncogen como acontecimiento temprano durante la
carcinogénesis del colon (Royl HK et al, 2002). En estudios de respuesta a diversos
agentes quimioterapicos usados en primera linea en células derivadas de canceres de
pulmon de célula no pequena, Akt ha demostrado que confiere quimiorresistencia por
via de la inhibicién de la apoptosis (David O et al, 2004). En cancer de mama, la
sobreexpresion de ErbB2 se asocia a la activacion de Akt. Datos experimentales
demuestran que la desactivacion de Akt sensibiliza las células cancerigenas a las
drogas citotoxicas y a la radioterapia (Zhou X et al, 2004).

Falta por determinar si las propiedades antitumorales atribuidas a la inhibicién de
MmTOR dependen de un efecto citostatico directo sobre las células endoteliales, de
citotoxicidad directa contra la proliferacion célular tumoral, o de la inhibicion de los
factores angiogénicos (Bjornsti MA y Houghton PJ, 2004).

Los componentes de la via de elF4E situados “mas abajo” en la via de mTOR estan
alterados en muchos canceres. Varios estudios implican al elF4E en la formacién y
desarrollo de los tumores. La sobreexpresion de elF4E conduce al crecimiento
desregularizado y a la transformacion maligna de una variedad de cultivos celulares.
Se han detectado niveles elevados de elF4E en tumores sélidos, especialmente en
mama, colon, y en cabeza y cuello (De Benedetti A y Harris AL, 1999). También se ha
encontrado que la expresion de 4EBP1 se asocia a peor prondstico en algunos
tumores humanos, como los de mama, colon, ovario y prostata. También se ha
encontrado expresion de de 4EBP1 asociado con la quimiorresistencia en cancer de
ovario. (Armengol G. et al, 2007).

Estudios clinicos indican que la amplificacion del gen de elF4E y la sobreexpression
de la proteina estan asociadas al desarrollo maligno de estos tumores (De Benedetti A
y Graff JR, 2004). Ademas, niveles altos de elF4E se asocian a un indice mas alto de
recidiva y muerte por cancer. Para otros autores (Jiang H et al, 2003), al contrario que

elF4E, la sobreexpression de 4EBP inhibe la proliferacion célular y los niveles de



expresion de 4EBP-1 se correlacionan de manera inversa con la progresién de
algunos tumores (Jiang H et al, 2003).

En resumen, el acoplamiento de la disponibilidad de nutrientes y factores de
crecimiento es esencial para todos los organismos. mTOR, es un regulador central del
crecimiento y el metabolismo celular en los eucariotas. mTOR activa el crecimiento
celular en respuesta a nutrientes (aminoacidos), factores de crecimiento (insulina e
insulina-como factor de crecimiento) y el estado de energia celular (ATP). La quinasa
central mTOR esta presente en dos complejos multiproteicos funcionalmente vy
estructuralmente distintos, denominados complejo TOR 1 (TORC1) y complejo TOR 2
(TORC2).

En los mamiferos, en contraste con mTORC1, mTORC2 no es directamente
inhibido por la rapamicina. En la ultima década mTORC1 ha sido reconocido en el
control de muchos procesos celulares que determinan en Uultima instancia el
crecimiento de células, incluyendo: la sintesis de proteinas, la biogénesis de los
ribosomas, el transporte de nutrientes y la autofagia. Los dos sustratos mejor
caracterizados de mTORC1 son S6 quinasa (S6K) y 4E-BP1, a través de cuyas vias
mTORC1 controla la sintesis de proteinas. La fosforilacion de 4E-BP1 por mTORCA1
resulta en su disociacién de elF4E, promoviendo el ensamblaje del complejo elF4F
para permitir la iniciacion adecuada. La fosforilacion de S6K1 promueve la sintesis de
proteinas y el crecimiento celular presuntamente mediante la fosforilacion de multiples
sustratos (por ejemplo, proteina ribosomal S6). En este sentido, S6K mejora la

capacidad global de la traduccién de las células (Crystal S. et al, 2011).

vertebral y las metastasis por esta via se localizan en sacro-coxis, pelvis y columna
vertebral.

La implantacién es un sistema de metastasis en el cual existe una liberacion de células
tumorales viables que se depositan en otra superficie. Puede ser intraluminal al
desprenderse células de la superficie externa del tumor al interior de la luz y anidar en
otro punto de la superficie intestinal. Si el desprendimiento de células se produce
desde la superficie serosa del tumor la implantacion se hara a nivel de la cavidad
peritoneal (carcinomatosis peritoneal).

Finalmente pueden desprenderse células tumorales durante la manipulacién quirdrgica
del tumor y pueden producirse implantes a nivel de la herida quirdrgica, en los
margenes mucocutaneos de una colostomia y en cualquier punto de campo operatorio
(Bassa A et al, 1992).



RACK 1

El receptor de la quinasa C activada 1 (RACK1) es un miembro de la familia de
proteinas de repeticion triptéfano-aspartato (WD-repeticion) y comparte homologia
significativa con la subunidad B de las proteinas G (Gb). RACK1 adopta una estructura
helicoidal de siete aspas que facilita la union a proteinas. RACK1 juega un papel
importante en el transporte de proteinas alrededor de la célula, en el anclaje de
proteinas en localizaciones especificas y en la estabilizacion de la actividad proteica.
Interactia con la maquinaria ribosémica, con varios receptores de la superficie celular
y con las proteinas mucleares. Es por ello que RACK1 es una mediador clave de las
diversas vias y contribuye a numerosos aspectos de la funcion celular. (Adams et all,
2011)

RACK-1 tiene siete repeticiones WD (Fig. 1), e interactia con la isoforma 1 de la
proteina quinasa C (PKC) en presencia de fosfatidilserina, diacilglicerol y calcio.
Originalmente se describié como una proteina de anclaje para PKC (Ron D et al, 1994).
RACK1 se asocia a PKC[B1 activada y contribuye a su localizacion en la membrana
celular (Mochly-Rosen et al, 1995). La union de RACK1 a PKCB1 es dosis dependiente
y se produce fuera de la region catalitica, indicando que RACK1 no es un sustrato de
PKC. La funcién de RACK1, va mas alla de su asociacién a PKC, y juega un papel de
proteina adaptadora en otros procesos de sefalizacidon, interactuando con el

protooncogen c-Src (Chang et al, 2001 y Chang et al, 1998).

WD repeats
1 M1 - D48
2E49-T93

4 V137 - A180
5 N181 - L221
6 N222 - E269
7 L270- R317

RACK1 model

Fig.1

Debido a su habilidad para coordinar la interaccion de moléculas clave en la
sefializaciéon, RACK1 juega un papel central en las respuestas bioldgicas criticas,
como el crecimiento celular (McCahill A et al 2002), y se expresa simultdneamente en

tejidos de mamiferos superiores y humanos (Guillemot F et al 1989), como el cerebro,



higado, y bazo, sugiriendo que tiene un papel funcional importante en casi todas las
células (Chou YC et al, 1999).

Se ha descrito que RACK1 interactia con muchas moléculas de sefalizacion
(McCahill et al, 2002). Un estudio masivo con espectroscopia ha demostrado que
RACK1 es parte de una pequeina subunidad ribosomal ( Link AJ et al, 1999) y un
estudio con microscopia crioelectronica lo situa al frente de una pequena subunidad
ribosomal, en las inmediaciones del sitio de salida del mMRNA (Sengupta J et al, 2004).
RACK1 integra sefiales procedentes de distintas vias de sefializacion, actuando como
proteina de andamio en diversos procesos de senalizacion.

Las moléculas de sefalizacion que se unen a RACK1 se clasifican en dos grupos
principales: proteinas solubles de sefializacién y dominios citosodlicos de receptores
transmembrana. (McCahill A et al 2002) RACK1 sirve como un receptor (PKCB) de
proteina quinasa activada Cf y de otras isoformas de PKC, incluyendo PKCd (Rosdahl
JA et al, 2002) y PKCu (Hermanto U, et al 2002). La unién de RACK1 a PKC conduce
al incremento en la actividad quinasa (Ron D et al, 1994), y RACK1 se cree que
traslada PKC activada a su localizacion celular correcta. RACK1 también interactua
con la quinasa Src, la cual esta involucrada en el crecimiento y adhesion celular.
Contrariamente a su efecto sobre PKC, RACK1 mayoritariamente inhibe la actividad
quinasa de Src, aunque algunos sustratos de Src aun no caracterizados parecen ser
fosforilados a una mayor actividad en presencia de RACK1 (Chang BY et al, 1998) .
Un ejemplo de un receptor transmembrana que se une a RACK1 es el dominio
citoplasmatico de la subunidad B del receptor de la integrina (subtipos 1, B2, B3 y B5)
(Liliental J y Chang DD, 1998; Buensuceso CS et al, 2001). El receptor de la integrina
entra en contacto con la matriz extracelular y juega un papel importante en el
establecimiento de adherencias focales. Interactuando con RACK1 solamente después
de la activacion de PKC. (Liliental J y Chang DD, 1998).

En mamiferos, RACK1 regula varios procesos que implican el contacto con la matriz
extracelular: la diseminacion celular, el establecimiento de adhesiones focales y los
contactos intercelulares.

La deplecion de RACK1 por RNA contrasentido en fibroblastos de ratén, previene la
diseminacion celular y reduce el numero de adhesiones focales, lo que indica que
RACK1 es un regulador positivo de estos procesos (Hermanto U et al, 2002). RACK1
tiene un papel importante en la coordinacion de los acontecimientos que controlan el
contacto con la matriz extracelular a través del reclutamiento de PKC y de Src al

receptor de la integrina.



Algunos estudios han demostrado que la asociacion entre RACK1 y dos componentes
importantes en la adhesion focal, talina y vinculina, es regulada por el estado de
adhesion de la célula. En células en suspension, RACK1 interactia con mas fuerza
con talina, mientras que en las células acopladas, RACK1 se une con mas fuerza a
vinculina (de Hoog CL et al, 2004). Estudios con inmunofluorescencia en etapas
tempranas de la diseminacion muestran coexistencia de RACK1 y de vinculina en
estructuras que se conocen como centros iniciadores de la diseminacion, aunque
RACK1 no fue detectado en adhesiones focales maduras. Los centros iniciadores de
la diseminacion contienen varias proteinas de unién de RNA y RNA ribosomal, siendo
compatible con estudios que demuestran la presencia de RNA en los sitios de
acoplamiento (Chicurel ME et al, 1998), indicando que la traduccién puede ser
requerida en etapas tempranas en el establecimiento de adhesiones focales, aunque
el mecanismo por el cual se localizan los componentes de la traduccion sigue sin ser

elucidado.

El papel de RACK1 como wuna “proteina de andamio” es claramente
evidente durante la migracion celular. La migraciéon celular es fundamental, es el
proceso necesario para el desarrollo embrionario, la cicatrizacion de las heridas, las
respuestas inmunitarias y para los componentes de la migracioén celular. El fracaso de
las células para migrar, o su migracion hacia el lugar equivocado tiene serias
consecuencias para la vida, como el desarrollo defectuoso del cerebro o un mal
funcionamiento del sistema inmunoldgico que conlleva a la materializacion del cancer.
La comprensién de la migracién de las células es un desafio considerable, ya que
resulta de la actividad coordinada de varios componentes intra y extracelulares. Estos
procesos incluyen varias vias de sefializacion y requieren una bien orquestada
comunicacion entre los receptores de la superficie celular y los elementos del
citoesqueleto de la célula. RACK1 es esencial para la migracion celular, y la union de
proteinas a muchos de los componentes de la maquinaria de migracién célular, que
incluye las quinasas, fosfatasas y los dominios citoplasmaticos de los receptores de la
superficie celular. La interacciéon de RACK1 con integrinas B1 y B2, y Src regula la
adhesion y la diseminacion celular. Se ha descrito que RACK1 se une a componentes
del citoesqueleto. Las adhesiones focales se realizan mediante un componente
mecanico y otro componente de sefalizacion celular. Estas adhesiones son el vinculo
entre la célula y la matriz extracelular, que se forman después de que las integrinas se

agrupan en la superficie celular. (Subauste C et all, 2011).
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Muchas publicaciones indican que RACK1 desempefia una importante
funcién en la progresion tumoral y que su expresion esta alterada durante la
angiogénesis y en muchos canceres humanos. En concreto, se estd evaluando la
expresion RACK1 como un indicador de prondstico en el cancer de mama, donde el
aumento de la expresion de RACK1 esta fuertemente relacionada con el estadio
clinico avanzado. En adenocarcinomas pulmonares, el aumento de la expresion de
RACK1 se asocia con el estadio patolégico y con el tamafio del tumor por lo que
también es un potencial marcador de prondstico. Por el contrario, algunos informes
sugieren que la expresion de RACK1 esta disminuida en el cancer de mama. Ademas,
RACK1 puede proteger células de la apoptosis en cancer de mama. También esta
implicado como un component clave en el cancer de ovario , cancer de préstata y en
los canceres causados por patdégenos como el virus del papiloma humano 16 y

Helicobacter pylori. (Adams et all, 2011).
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p53

El gen TP53, localizado en el cromosoma 17p, es un importante gen supresor tumoral
que codifica una fosfoproteina nuclear p53 de 53 kDa. Esta proteina forma
homodimeros que al unirse dan lugar a tetrameros, ligando secuencias especificas de
DNA de doble hebra. Su funcién esta relacionada con la inhibicion de la progresion del
ciclo celular en fase G1 y con la apoptosis (Lane, 1992). Mutaciones puntuales en uno
de los alelos del gen TP53 originan proteinas alteradas que, unidas a la proteina
normal codificada por el alelo no mutante, la inactivan (Hollstein et al, 1991; Volgestein
i Kinzler, 1992). Este efecto, llamado efecto dominante negativo, confiere a la clona
celular derivada una ventaja proliferativa. La p53 también puede actuar como un
verdadero supresor y la mutacion se acompana de la pérdida concomitante del alelo y

el tumor progresa por falta de supresion del crecimiento celular.

Actividad bioldgica de la proteina p53

La funcién que desarrolla p53 en condiciones normales —entendiendo por normalidad
la ausencia de dano gendémico-, es la de regular la proliferacion celular. En su
conformacion tetramérica es capaz de unirse a secuencias especificas de DNA,
estimulando la expresién de genes distales del ciclo celular que inhiben el crecimiento
(Stenger et al, 1992; Volgestein; Kinzler, 1992). Sin embargo, en presencia de dafno
celular, p53 controla el ciclo. Las células aumentan su expresion y la acumulacién de
la proteina provoca la detencion del mismo en un intento por ganar el tiempo necesario
para reparar las lesiones. Como recurso ante el fracaso de la reparacién, p53 puede
conducir la célula danada hacia la muerte celular programada o apoptosis (Lane, 1992;
Volgestein; Kinzler, 1992) con la finalidad de mantener la integridad del genoma
(Zambetti et al, 1992).

La proteina p53, en condiciones normales juega un papel minoritario en el control del
ciclo celular, mientras que en situaciones de estrés resulta ser un factor clave de la
regulacién del crecimiento celular (Kastan et al, 1992; Lane, 1992). En ausencia de
dafo celular, su actividad principal es la transactivacion de la transcripcién de diversos
genes. Muchos genes pueden ser inducidos por p53, estimandose que son varios
centenares los que contienen las mencionadas secuencias de DNA especificas de
union.

Existe un equilibrio en las células normales entre crecimiento, diferenciacion y control

celular. La apoptosis es ademas un mecanismo normal para el control de la



proliferacion de la poblacién celular, sin embargo, la falta de apoptosis no parece el
unico mecanismo para el crecimiento y progresién tumoral, ya que el cumulo de
células tumorales ocurrira también si existe mayor proliferacion celular que pérdida
celular por apoptosis. Esto explicaria porqué en la mayoria de los tumores se observan
altos indices de mitosis junto con altos indices de apoptosis (Sarkiss et al, 1996).

La apoptosis es un proceso clave en la homeostasis tisular que interviene en
diferentes procesos fisioldgicos y patologicos, entre los que destaca el cancer.

La importancia de la apoptosis en las neoplasias se basa en: a) la destruccién de
células preneoplasicas; b) es un fenomeno presente en tumores ya establecidos como
resultado de procesos intrinsecos de las células tumorales, o secundario a factores
externos que tienen lugar en el tejido tumoral; c) es necesario en la respuesta
terapedutica de las diferentes armas antitumorales.

Es evidente que un mejor conocimiento de la apoptosis en las neoplasias ampliaria
nuestros conceptos sobre cinética celular tumoral, basada durante afos en los indices
de proliferacién celular y a su vez, nos proporcionaria métodos de conocimiento
prondsticos con amplia repercusion terapéutica (de la Torre, 2002).

El TP53 es el gen mutado mas frecuente en neoplasias humanas. Esta involucrado en
el desarrollo de mas del 50% de los tumores. Mutaciones en genes asociados con el
ciclo celular conducen a la pérdida de guardianes del genoma y a la progresion de
células con dafios en el DNA. La pérdida de p53 provoca una inestabilidad en el
cariotipo, resultando en una aneuploidia, con multiples amplificaciones y delecciones
genéticas, como la pérdida de heterocigocidad. Las mutaciones en tumores humanos
se encuentran en conjuncion con la pérdida del alelo wild type. La pérdida de la
actividad normal de p53 se ve tanto en neoplasias hereditarias como en las
esporadicas, y en ambas se ha identificado una pérdida del cromosoma 17p (Wallace-
Brodeur RR, et al 1999). Los pacientes que padecen el sindrome de Li-Fraumeni,
heredan mutaciones de p53 en la linea germinal con pérdida del alelo wild type, que
favorece el desarrollo de numerosos tumores (cortex adrenal, cerebro, mama,
sarcomas Yy leucemias). Estos pacientes tienen una probabilidad del 90% de
desarrollar un tumor a los 70 afios. Son necesarios al menos dos fendmenos genéticos
o hits en p53 para que se desarrolle un tumor, tanto en los hereditarios como en los
somaticos (primer hit: pérdida de un alelo; segundo hit: inactivacion del alelo restante).
linea germinal como somatica. Este fendmeno ocurre en muchos tumores como en
vejiga, cerebro, colén, higado o pulmén (Hainaut P et al, 1998), sin embargo, en
algunos estudios, pacientes con CCR e historia familiar de CCR tienen con mas
frecuencia tumores p53 negativos. Esto puede significar que la carga genética puede

aumentar el riesgo mediante un mecanismo independiente de p53. No obstante, debe



tenerse en cuenta que la ausencia de sobreexpresién de p53 no implica
necesariamente la inexistencia de mutaciones, especialmente en el caso de
mutaciones nulas o mutaciones por desplazamiento de la fase de lectura (frameshift
mutations), aunque ambas son muy raras en el CCR (Freedman e al, 1996).

La p53 mutada produce una ventaja de crecimiento selectivo, incluso ante la presencia
de un alelo normal, ya que le permitird inactivarlo uniéndose a él, y evitando sus
interacciones celulares normales (Hainaut P et al, 1998).

Por otro lado, la mutacion de p53 ocurre precozmente en la secuencia neoplasica,
encontrandose en aquellos tumores expuestos cronicamente a carcindgenos externos
o inflamacion, tales como los carcinomas escamoso de la piel, cancer oral, y tumores
sobre esofago de Barret. Sin embargo, la pérdida total de p53 ocurre en la progresion
tardia del proceso; se encuentra en la interfase entre adenoma-carcinoma en tumores
de colén esporadicos, después de la activacién del oncogen K-ras y la pérdida del gen
supresor tumoral del cancer colorrectal (Kushner J et al, 1997).

La pérdida de p53 permitira una acumulacion mas rapida de mutaciones en el tumor y
disminuira la probabilidad de que tenga lugar la apoptosis. El hecho de que la
mutacion de p53 sea muy frecuente en los carcinomas colonicos primarios pero rara
en los podlipos sugiere que la ventaja selectiva de la mutacion p53 es mas fuerte
durante la progresion a transformacién maligna completa que en el desarrollo de los
polipos.

Los tumores con p53 mutado pueden tener un peor prondstico, lo cual es consistente
con el aumento de la generacion de diversidad genética y el descenso de la respuesta
apoptotica en las células con ese defecto. Por otro lado, es interesante resaltar que la
pérdida de la funcion p53 en el epitelio colénico normal o en los pdélipos pequefios no
se asocia con una mayor progresion a CCR.

Las técnicas de inmunohistoquimica son un buen método de deteccién de la proteina.
Hasta el momento, se ha utilizado como un método indirecto para establecer la
presencia de mutaciones en p53, ya que se habia establecido que las mutaciones
puntuales en p53 conducian a una estabilizacion y acumulaciéon de proteina en las
células tumorales. La proteina p53 mutada tiene una vida media relativamente mas
larga, alrededor de 12 horas, pero existen algunas mutaciones que no inducen
sobreexpresion de p53 (20 % de los casos en tumores humanos). Por otro lado, la
proteina p53 “wild type” es virtualmente indetectable en las células normales, ya que
su vida media es muy corta , alrededor de 20 minutos. Sin embargo, ante un dafo de
DNA los niveles de p53 wild type aumenta por estabilizacion postranscripcional, y son
estos niveles los que paran el ciclo celular o, en su caso, provocan apoptosis, siendo

esta proteina reconocida por inmunohistoquimica. Por ello, los anticuerpos



monoclonales utilizados en inmunohistoquimica, reconocen tanto la proteina “wild
type” acumulada ante situaciones de estres : hipoxia, inflamacién,o exposiciones a
agentes citotéxicos, como la proteina mutada que se sobreexpresa. De cualquier
modo la deteccion inmunohistoquimica en células tumorales se basa en el aumento de
concentracion de los niveles de proteina, secundarios a un aumento de sintesis o a
una disminucion de la degradacién con mayor vida media.

Ki-67

Ki 67 es un antigeno nuclear ligado a la proliferacion celular, situado en el cromosoma
10925 (Fonatsch et al, 1991). En 1983 se describio el anticuerpo monoclonal de raton
Ki-67 que reconocia un antigeno nuclear presente en todas las fases del ciclo celular
(G1, S, G2, M), sin embargo, no reaccionaba con células quiescentes ni con células en
fase G1 precoz. La inmunotincion con Ki-67 demostraba reactividad nuclear en varias
lineas celulares humanas en division celular activa (corteza timica, células germinales
de centros foliculares corticales, cuello de criptas glandulares de la mucosa gastrica,
espermatogonias indiferenciadas) y por el contrario, carecia de efecto en células
diferenciadas (linfocitos, monocitos, hepatocitos, células renales, células parietales de
la mucosa gastrica y células cerebrales). La expresion del antigeno volvia a
manifestarse en linfocitos tras ser estimulados con un mitégeno (fitohemaglutinina).
Estos hallazgos sugirieron la posibilidad de utilizar el antigeno Ki-67 para valorar la
fraccidon de crecimiento o proporcion de células en division de un tumor (Gerdes et al.,
1983).

Una de las primeras aplicaciones clinicas del anticuerpo contra el antigeno Ki-67 fue
en linfomas no Hodgkin. Se utilizé la mediana de expresion como parametro de
discriminacién y se correlacionaron linfomas de alto y bajo grado de la clasificacion de
Kiel con elevadas y bajas tasas de division celular respectivamente (Gerdes et al.,
1984).

Estudios realizados en diferentes tejidos humanos han demostrado que Ki-67 se une a
un antigeno de 35 — 40 kDa en células que estan en divisiéon (Danova et al., 1988;
Landberg et al., 1990; Landberg y Roos 1993). Con citometria de flujo se ha
comprobado que los niveles de expresion del antigeno aumentan durante la ultima
mitad de la fase S y alcanzan un pico maximo durante la fase G2/M. El tratamiento de
las células HelLa S3 con inhibidores de la sintesis de DNA aumentaba la expresion del
antigeno, mientras desaparecia al tratarlas con DNAasa. En base a estos resultados
se concluyé que Ki-67 se encuentra unido al DNA, que su expresion es independiente
de la sintesis de DNA y que puede ser necesario para mantener el estado de

proliferacion celular (Sasaki et al., 1987). Con microscopia electrénica y de barrido



confocal con laser en las células humanas MR65, se localizé el antigeno en la corteza
del nucleolo y en los componentes fibrilares densos (Verheijen et al., 1989). Asimismo,
mediante citometria de imagen se objetivd, que el antigeno se encontraba
principalmente en el nucleolo en la fase G1 y en el nucleoplasma en las subsiguientes
fases del ciclo celular y ademas, que la sintesis de RNAr nucleolar es esencial para la
expresion del antigeno (Guillaud et al., 1989).

Estudios con doble inmunofluorescencia han demostrado que durante la mayor parte
de la interfase, el antigeno Ki-67 se localiza en el nucleolo. En la fase G1 precoz se
localiza en un gran numero de focos que se distribuyen en el nucleoplasma,
extendiéndose hasta la envoltura nuclear. Durante la mitad de la fase G1 precoz el
antigeno se encuentra en asociacién con el nucleolo en unas regiones distintas a los
dominios que contienen los mayores antigenos nucleolares (fibrilarina y RNA
polimerasa |). Otros estudios han comprobado que la localizacion de Ki-67 varia
constantemente de manera dependiente del ciclo celular. Durante la fase de mitosis
este antigeno cubre a los cromosomas, en G1 se acumula en focos nucleares y se
mantiene dentro del nucleolo en la fase tardia de G1, S y G2. En la fase G1 precoz se
ha observado su localizacién en las siguientes regiones satélites del DNA: alfa satélite
(centréomero), minisatélite (telémero) y satélite lll (bloques heterocromaticos). En la
fase G1 tardia existen minimas regiones satélites con Ki-67, desplazandose éste hacia
el nucleolo. Sin embargo, las regiones centroméricas y brazos cortos de los
cromosomas acrocentricos proximas a los genes de RNA ribosomal (RNAr) contienen
Ki-67. En la fase de reformacién postmitética y nucleogénesis disminuyen
progresivamente las regiones satélites del DNA que permanecen asociadas a Ki-67
(Bridger et al., (1998). En base a estos hallazgos se ha llegado a la conclusion que Ki-
67 se localiza en el nucleolo durante la interfase, mientras que se distribuye en la
periferia de los cromosomas durante la mitosis.

Inicialmente Ki-67 sélo se reconocia en tejido congelado o fresco y cuando se queria
utilizar la técnica utilizando los protocolos estandarizados de solubilizacién,
desaparecia. En 1991 se estudiaron varias lineas celulares para averiguar la
naturaleza de Ki-67 con concentraciones y disolventes distintos, demostrandose que
Ki-67 era una proteina no histénica muy sensible a las proteasas (Gerdes et al, 1991).
Posteriormente, se adapté la técnica para estudiar tejidos solidos. En un estudio con
carcinomas de célula no pequefna de pulmon realizado en 1992 y utilizando diferentes
anticuerpos (p53, c-myc y Ki-67), observaron que todos los tumores mostraban una
positividad de entre 44 y 76% para Ki-67 (Morkve et al, 1992).



Uno de los problemas del anticuerpo Ki-67 era que solo funcionaba en material
congelado, perdiéndose la posibilidad de hacer estudios retrospectivos. En 1992 se
experimenté con la familia de anticuerpos MIB1 y MIB3, siendo éstos los mas
adecuados para marcar las células activadas y pudiéndose utilizar tanto en
congelacion como en parafina siguiendo la técnica del microondas (Cattoretti et al
1992) .



JUSTIFICACION

El estudio cotidiano de las biopsias humanas nos da una panoramica global de la
situacion de un conjunto de células en un momento determinado: el de la extirpacion
del tumor. Se trata de hacer una descripcion detallada de los tumores a nivel
anatomopatolégico para obtener un diagndstico, lo mas preciso posible y asi
clasificarlos con un objetivo principal: que tenga un valor clinico, es decir, que nos
sirva como indicador prondstico, y por tanto que nos sea util para decidir el
tratamiento mas efectivo.

El estudio histopatolégico de los tumores tiene dos funciones: el diagnéstico y la
busqueda de parametros morfoloégicos y bioldgicos que permitan presagiar la
evolucion clinica y/o la respuesta al tratamiento, en un enfermo particular, es decir, los
llamados factores prondsticos y predictivos. Algunos de estos factores, como el
tamafio del tumor y el estadio, son generales y pueden aplicarse a casi todos los
tumores, pero otros son particulares de cada tipo y es tarea del patélogo contribuir a
su identificacion.

Las caracteristicas clinico patoldgicas clasicas siguen siendo los mejores factores
pronosticos en el comportamiento de la neoplasia colorrectal, sin embargo, para que
se mantengan vigentes deben ser constantemente revisadas, evitando que puedan
volverse irrelevantes con la aparicion de nuevos marcadores, los cuales podrian ser
incorporados dentro de su andlisis rutinario en un momento determinado una vez

comprobada su utilidad clinico patoldgica.



HIPOTESIS

El grado de malignidad tumoral a nivel molecular puede identificarse con un
panel simplificado de alteraciones oncogénicas diana, que juegan un papel en
la transformacion y desarrollo de la malignidad celular. El estudio de estas
dianas mediante inmunohistoquimica en microarrays tisulares en un elevado
numero de tumores clinicamente protocolizados, nos permitira asociar la
expresion y la impronta real de algunas alteraciones bioquimicas y su

asociacion con la evolucion clinica y el pronéstico.

El anadlisis anatomopatoléogico de rutina, apoyado en el estudio
inmunohistoquimico complementario de algunos marcadores de sefalizacion y
proliferacion celular, apoptosis e invasividad tumoral, nos permitirian identificar
el papel que juegan algunas moléculas en el desarrollo y agresividad del CCR.
Asi, la expresidn inmunohistoquimica de estas moléculas nos brindaria

informacion clinica importante asociada al curso clinico y al prondstico del CCR.



OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

e Analizar y reflejar la complejidad que desde el punto de Vvista
anatomopatolégico y clinico presentan las distintas vias y factores de
sefalizacién implicados en la génesis y evolucion del CCR, e identificar su

relacion con otros factores prondsticos en el CCR.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

o Identificar el perfil inmunohistoquimico de aquellos carcinomas colorrectales
que se asocian a una mayor agresividad clinico-patologica, y por tanto a un

peor pronostico.

e Correlacionar la expresion inmunohistoquimica de RACK1, 4EBP1 p53 y Ki-67
en los carcinomas colorrectales, con los datos patolégicos y el curso clinico de

esta entidad.

o Establecer y validar aquellas alteraciones moleculares con valor predictivo en

la progresion tumoral.



VI. MATERIAL Y METODOS

VI.1. MATERIAL: Pacientes y piezas quirargicas

Tipo de estudio: Los casos se han obtenido de una seleccion retrospectiva de los
archivos del Servicio de Anatomia Patolégica del Hospital Universitario Vall d"Hebron
(HUVH). Todo el material ha sido revisado por dos patdlogos previamente a su
inclusién en el estudio, para asegurar la correcta clasificacién histologica y TNM en el

caso de los carcinomas y el tipo histolégico y grado de displasia en los adenomas.

Criterios de inclusidon: Pacientes con CCR, diagnosticados, tratados e intervenidos
quiraricamente en el HUVH, entre el 1 de enero de 2000 y el 15 de enero de 2003. Los
pacientes estan clinicamente protocolizados y con seguimiento clinico conocido. Los
adenomas provienen de una serie distinta, también diagnosticados y resecados en

esta institucion entre el 22 de junio y 13 de septiembre de 2004.

Criterios de exclusion: Se han excluido las variantes histolégicas inusuales de CCR

(medulares, células pequenas, linfomas, etc.), asi como los pélipos no adenomatosos.

Pacientes: Se han analizado de forma rutinaria 133 casos de CCR. Todas las
muestras se recibieron en fresco y se tomé material para congelacién, con posterior
procesamiento del tejido. Los adenomas estudiados fueron 62, todos ellos fijados en

formol y procesados de forma rutinaria.

La muestra de pacientes con CCR esta constituida por 86 hombres (64,7%) y 47
mujeres (35,3%), con un rango de edad que oscila entre los 33 y 92 afos. La
distribucion por estadios es de 9 casos (6,8%) en estadio A, 49 (36,8%) en estadio B,
40 (30,1%) en estadio C y 35 (26,3%) en estadio D.

Distribucioén anatémica: 52 casos (39,1%) en colon derecho, 42 (33,8%) en colon
izquierdo y 36 (27,1%) en el recto.

Subtipo histolégico: 112 casos (84,2%) convencionales y 21 (15,8%) mucinosos.
Grado histoldégico: 107 tumores (80,5%) de bajo grado, de los cuales 7 (5,3%) eran
grado 1y 100 (75,2%) grado 2; 26 tumores de alto grado (19,5%), de los cuales 24
(18,0%) grado 3 y 2 (1,5%) grado 4.

Se diagnosticaron metastasis ganglionares linfaticas en 67 pacientes (50,4%), y
hepaticas en 33 pacientes (25%).

La muestra de los pacientes con adenomas esta constituida por 41 (66,1%) hombres

y 21 (33,9%) mujeres, con un rango edad entre los 13 y 90 anos. La distribucion



anatdmica corresponde a 17 casos en colon derecho (27,4%), 29 en colon izquierdo
(46,8%), 12 en recto (19,4%) y 4 casos (6,5%) a lo largo de todo el colon. En cuanto al
tipo tuvimos, 29 tubulares (46,8%), 6 vellosos (9,7%) y 27 tubulovellosos (43,5%). El
grado de displasia fue de bajo grado en 41 casos (66,2%), de los cuales 5 fueron leve
(8,1%), y 36 moderada (58,1%) y de alto grado (severa) en 21 casos (33,9%).

Los CCR recidivaron en 15 pacientes (11,3%), 28 (21,1%) murieron por la enfermedad
y 5 (3,7%) murieron por otras causas.

El tiempo de seguimiento ha sido entre 0,5 y 51,1 meses. La supervivencia global y la
supervivencia libre de enfermedad han sido calculadas desde la fecha de la
intervencion quirurgica y/o diagndstico hasta la muerte o ultima visita del paciente.

La informacién clinica se obtuvo de las historias clinicas del archivo del HUVH. Los
datos de la evolucion se obtuvieron en las sucesivas consultas de control ,
realizandose la ultima revision de historias el 22 de noviembre de 2005. Para evitar la
pérdida de casos se contactd con los especialistas clinicos (cirugia y oncologia), que
tienen contacto directo con el paciente o con los familiares de los mismos,
completando el seguimiento adecuado, estableciendo las supervivencias, recidivas 6
metastasis en todos los casos de CCR. Se realizé una base de datos y se recogieron
las siguientes variables para cada paciente: nombre, sexo, edad, numero de historia,
numero de biopsia y localizacion anatémica. En el caso de los adenomas se estudio el
tipo y grado de displasia y en e CCR, tipo histolégico, grado, estadio de Dukes, ganglios
identificados, ganglios positivos y seguimiento clinico (estado del paciente).

También se seleccionaron al azar 20 casos de mucosas no tumorales, provenientes de

las porciones sanas de piezas de colectomia de pacientes con diverticulos.

TISSUE MICROARRAYS
Los tissue microarrays (TMAs), permiten el estudio de la expresion de una proteina en
un gran numero de tumores de forma simultanea, a partir de muestras tisulares

incluidas en parafina de forma convencional (Farré X, 2002).

Construccion del tissue microarray

Recogimos de la historia clinica, la informacion necesaria referente a los casos en
estudio para la confeccion del “array”. Obtuvimos bloques “donantes” de parafina, con

un minimo de 2 mm de profundidad tisular y con adecuada preservacion antigénica



durante el proceso de fijacidon y realizamos una preparacion tefida con hematoxilina-
eosina como guia para seleccionar las regiones que deseamos muestrear. En el
microscopio éptico, marcamos con un rotulador el punto exacto correspondiente a la
zona representativa elegida y enfrentamos la preparacién histolégica con el bloque de
parafina correspondiente marcando las zonas elegidas en el bloque con rotulador.
Preparamos un bloque de parafina en blanco, para utilizar como “receptor’ de las
muestras titulares. Finalmente confeccionamos una plantilla, identificando los cilindros

y su disposicién en el array.

INMUNOHISTOQUIMICA

La técnica de inmunohistoquimica realizada sobre cortes de tejido parafinado ha
requerido de un pretratamiento con calor, para desenmascarar los antigenos que se
han querido identificar. A continuacién se ha afiadido el anticuerpo primario y, tras un
tiempo de incubacién, se ha afiadido un polimero especifico marcado con peroxidasa y
un sustrato cromoégeno (diaminobencidina) que nos permite visualizar la reaccion. El
sistema de visualizacién utilizado ha sido el EnVision de Dako Cytomation. Finalmente,
se ha realizado una contratincion con hematoxilina de Mayer. Todas las técnicas del
estudio se realizaron con Dako Autostainer. Las condiciones especificas para cada
una de las reacciones se han optimizado para cada uno de los anticuerpos. Los
anticuerpos utilizados son: 4EBP1: Cell Signalling Tech. (9452L); RACK-1: BD
Pharmingen (610177); Ki67 y p53.

VALORACION DE LOS TISSUE MICROARRAYS

La evaluacién de la tincion de inmunohistoquimica se ha realizado con un método
semicuantitativo (Hscore) por dos patélogos de modo independiente, desconociendo la
informacién clinica de los pacientes. El método ha incluido dos parametros: Intensidad
de tincion (0:negativo; 1:intensidad leve; 2:intensidad moderada; 3:intensidad elevada)
y porcentaje de células positivas. El Hscore de cada cilindro se ha obtenido del
producto resultante al multiplicar cada intensidad por su correspondiente porcentaje de
positividad (rango 0-300), siendo expresién o score bajo de 0-100, intermedio de 101—
200 y alto de 201-300. Cada uno de los cilindros se ha analizado por separado,
considerando como resultado final del caso el promedio entre los tres. Para Ki67 y p53
la reaccién fue considerada positiva cuando el 10% o mas de los nucleos de las
células tumorales mostraron tincion con el anticuerpo. El punto de corte se escogio

para indicar los casos con clara positividad a la tinciébn. Los puntos de corte



seleccionados coincidian con los mas frecuentemente utilizados en la literatura para
cada molécula.

Los resultados obtenidos se han recogido en una base de datos utilizando el programa
Access. Los parametros clinicos, histolégicos y biolégicos se han comparado por

analisis estadistico.

Analisis estadistico

Las variables anatomopatoldgicas clasicas y las variables clinicas se han descrito con
numero de casos y porcentaje en el caso de variables cualitativas, y media y
desviacion standard (ds) en las variables continuas.

La cuantificacion de cada uno de los marcadores (Hscore 6 porcentaje) se ha descrito
inicialmente con media y ds, para posteriormente la clasificacion de positividad
(especifica de cada marcador) con niumero de casos y porcentaje.

Para la valoracidn de la relacion de las variables anatomopatologicas clasicas y
clinicas con los Hscore se ha utilizado el analisis de la varianza, y el test Exacto de
Fisher con la clasificacion de positividad.

La comparacion de Adenocarcinomas (de cada una de las localizaciones: tumor
primario, margen tumoral infiltrante, metas