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l.INTRODUCCION

1.1.CANCER COLORRECTAL

|.1.1.EPIDEMIOLOGIA DEL CANCER COLORRECTAL

El cancer de localizacion colorrectal (CCR) representa la segunda
causa de muerte oncoldgica en los paises occidentales después del cancer de

pulmoén en los hombres y el de mama en las mujeres.

En todo el mundo se ha estimado que existen 450.000 casos nuevos de
cancer colorrectal cada afio. Los datos de la SEER (Surveillance,
Epidemiology and End Results Program) (1) predicen una supervivencia
relativa a los cinco afios del 63% entre la poblacién blanca de EE.UU. y del
53% en la raza negra con cancer colorrectal. Los registros de tumores
europeos hablan de una supervivencia a los 5 afios significativamente menor,

del 41% y 42%, respectivamente (2).

En los dltimos diez afios, Estados Unidos ha asistido a una reduccion
de la incidencia anual de cancer de colon en un 0,6% y de la mortalidad anual
en un 1,7%. Esta disminucion de la incidencia del cancer colorrectal y la
mejoria de la supervivencia son consecuencia de una combinacion de
factores. Por un lado, el mayor “despistaje” (colonoscopias) y el uso de
polipectomia endoscépica han sido muy importantes, asi como también han
contribuido los cambios en el estilo de vida, la dieta, el uso de bajas dosis de

acido acetilsalicilico y la reduccion del habito tabaquico (3).

Tanto la incidencia como la mortalidad del cancer colorrectal varian
considerablemente en todo el mundo e incluso a escala regional en los
Estados Unidos. Esta variacién geografica en la incidencia demuestra en gran
medida la importancia de los factores ambientales. Se postula que el estilo de
vida occidental unido a factores genéticos subyacentes, asi como el aumento
de longevidad en determinados grupos de poblacion, podrian ser variables

importantes a la hora de explicar la disparidad en la incidencia entre las
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regiones geogréficas. (2) En términos generales, la incidencia de cancer
colorrectal y las tasas de mortalidad son mayores en paises desarrollados.
Existen diversos estudios que afirman que aquellas personas que migran
desde una zona de baja incidencia a otra de alta incidencia de cancer
colorrectal, tienden a adoptar la incidencia del pais de acogida (4,5).

En general, existe acuerdo en que el 80% de los casos de cancer
colorrectal son esporadicos y no se asocian a ninguna mutacion hereditaria
conocida. Aunque el cancer puede desarrollarse a una edad precoz, su

diagnéstico antes de los 40 afios de edad supone menos de un 5%.

La edad es el factor que mas impacta sobre la incidencia de cancer
colorrectal. La incidencia de cancer colorrectal esporadico aumenta de forma
importante por encima de los 45 6 50 afios para todos los grupos de
poblacion. El 90% de los casos de cancer colorrectal esporadico aparece
después de los 50 afios de edad. En la mayoria de los paises, las tasas de
incidencia normalizadas por edad son menores en las mujeres. La distribucion
por sexos de las neoplasias malignas colorrectales es practicamente igual
entre varones y mujeres. Sin embargo, el riesgo de mortalidad por cancer

colorrectal es mas elevado para la mujer (2,7%) que para el hombre (2,6%)

(6).

La raza es también un factor que influye en la incidencia del cancer de

colon, siendo mas elevada en personas de raza negra (1).

Asi mismo, se ha producido un desplazamiento aparente en la
distribucion anatdmica del cancer colorrectal, con menos lesiones izquierdas y

mas canceres localizados en el lado derecho (7, 8 ,9).

Tanto en Europa como en los EEUU, el céancer de localizacion
especifica rectal representa, con un total de 50 a 75 casos por 100.000
habitantes al afio, un grave problema tanto desde el punto de vista sanitario
como del socioecondmico. Actualmente el porcentaje de recidivas quirargicas

en tumores de recto localmente avanzados varia entre un 4 y 40%. Mas aun,
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la agresividad del mismo queda implicita en el hecho de que mas de la mitad
de estos pacientes fallecen como resultado de la progresion de la enfermedad

tumoral.(1).

.1.2.INCIDENCIA DE CANCER DE COLON Y RECTO EN ESPARNA (1998-
2002)

La informacion sobre incidencia de cancer en Espafa procede de 11
registros de cancer de poblacion, cuyos datos estan incluidos en el ultimo

volumen (IX) de Cancer Incidence in Five Continents.

En la tabla 1, se presentan la incidencia de cancer de colon (C18) y de
recto (C19-C20), segun la Clasificacion Internacional de Enfermedades (CIE,
102 Edicion).

[.1.2.1. Cancer de colon

En el conjunto de los 11 registros de cancer de poblacién espafioles
incluidos en la publicacion antes mencionada (Albacete, Asturias, Canarias,
Cuenca, Gerona, Granada, Murcia, Navarra, Pais Vasco, Tarragona y
Zaragoza) se observé una tasa de incidencia bruta media anual de cancer de
colon de 40,1 y 30,5 por 100.000 hombres y mujeres, respectivamente.

Para el conjunto de los registros esparioles las tasas acumulativas de O
a 74 anos fueron de 2,6% en hombres y de 1,6% en mujeres. Es decir, si las
tendencias no se modificaran, el riesgo de presentar un cancer de colon antes
de los 75 afios se cifraria en 1 de cada 38 hombres y en 1 de cada 62

mujeres.
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[.1.2.2. Cancer de recto

En el conjunto de los 11 registros de cancer de poblacion espafioles
incluidos en la publicacion antes mencionada (Albacete, Asturias, Canarias,
Cuenca, Gerona, Granada, Murcia, Navarra, Pais Vasco, Tarragona y
Zaragoza) se observé una tasa de incidencia bruta media anual de cancer de

recto de 24,1y 14,2 por 100.000 hombres y mujeres, respectivamente.

Para el conjunto de los registros esparioles las tasas acumulativas de O-
a 74 anos fueron de 1,7% en hombres y de 0,8% en mujeres. Es decir, si las
tendencias no se modificaran, el riesgo de presentar un cancer de colon antes
de los 75 afos se cifraria en 1 de cada 59 hombres y en 1 de cada 125

mujeres.

TABLA 1: Incidencia de cancer de colon y recto (C18 y C19-C20, segun la
CIE-10) en el conjunto de 11 Registros de Céncer de Poblacion espafioles,
1998-2002, segun sexo, numero total de casos nuevos diagnosticados en el
periodo, tasas brutas y estandarizadas (poblacion mundial) por 100.000

habitantes y tasas acumulativas (0-74 afios) por 100 habitantes (6).

Ne. T.bruta T.estandariada T.acumulativa
casos (pobl. Europea) (0-74)
COLON
Hombres 8.949 40.1 22.4 2.62
Mujeres 7.023 30.5 14.2 1.63
RECTO
Hombres 5.370 24.1 13.8 1.66
Mujeres 3.282 14.2 6.9 0.79

44



J. MARTIN CANO INTRODUCCION TESIS DOCTORAL

[.1.3. REGISTRO DE TUMORES DE GRANADA

El estudio que constituye la presente Tesis Doctoral se centra en la
poblacién ubicada en la provincia de Granada, por tanto se ha recurrido al

registro de tumores existente en la misma.

El Registro de Cancer de Granada (RCG), cuya actividad se inicio en
1985, es un proyecto de la Consejeria de Salud de la Junta de Andalucia,

adscrito para su desarrollo a la Escuela Andaluza de Salud Publica (EASP).

La misién del RCG es aportar informacion de calidad sobre la magnitud
y caracteristicas de los pacientes con cancer en la provincia de Granada, para
contribuir al conocimiento de la etiologia e historia natural de la
enfermedad, asi como la planificacion y evaluacion de la atencion sanitaria,
todo ello para promover la equidad en el acceso a los servicios preventivos y

asistenciales de los enfermos de cancer.

El objetivo basico del RCG es determinar la incidencia y tendencias
temporales de cancer en la provincia de Granada, cuya poblacién es préxima
a los 880.000 habitantes, asi como estimar la supervivencia de los canceres

mas frecuentes en la mencionada provincia.

El RCG est4 integrado y participa en las actividades de la European
Network of Cancer Registries (ENCR), coordinadas por la International Agency
for Research on Cancer (IARC). La informacion sobre cancer generada por el
RCG se ha publicado en las sucesivas ediciones de: a) Cancer Incidence in
Five Continents vol. VI (1992), vol. VIl (1997), vol VIl (2002) y vol. I1X (2007),
b) International Incidence of Childhood Cancer (1999) y c) Survival of
CancerPatients in Europe: the EUROCARE Study (1995, 1999), editadas por
la IARC. Ademdés, la informacibn se encuentra incorporada en las
publicaciones electrénicas: European Cancer Incidence and Mortality
Database (EUROCIM, 2001) y Automated Childhood Cancer Information
System (ACCIS)
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Es un requisito esencial el que todos los casos diagnosticados por
primera vez de un cancer y residentes en la provincia de Granada estén
registrados. Por este motivo, en el RCG se rastrean todas las fuentes posibles
en las que pueda existir informacion sobre casos diagnosticados y/o tratados
de cancer. Se recoge informacion de los centros sanitarios publicos y privados

de la provincia de Granada.

En el Registro se utilizan criterios y normas de trabajo homogéneas e
internacionalmente aceptadas, que facilitan la comparacion de los datos entre

los registros de cancer de distintos paises.

Actualmente, el RCG dispone de datos sobre 68.761 casos incidentes
de cancer en la provincia de Granada, desde el afio 1985. Basandose en esta
informacion, regularmente se realizan andlisis de datos, respondiendo a
consultas formuladas al RCG por profesionales, o bien destinadas a la
preparacion de articulos, ponencias y/o comunicaciones en Reuniones

Cientificas o para su utilizacibn como material docente.

[.1.3.1. Incidencia de cancer de colon y recto en Granada 2001-2005

La informacion se presenta en la tabla 2 como numero de casos, tasas
brutas, estandarizadas (poblacion estandar mundial) y tasas acumulativas (O-

74 afios), segun sexo.

En la provincia de Granada, en el periodo 2001-2005, en hombres los
canceres de colon y recto ocupan la posicion 52 y 62 en orden de frecuencia

respectivamente y la posicion 42 y 52 en mujeres.
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TABLA 2: Incidencia de cancer de colon (C18, segun la CIE 10) y recto (C19-
C20, segun la CIE 10) en la provincia de Granada 2001-2005). Segun sexo.
Numero total de casos nuevos diagnosticados en el periodo, tasas brutas y
estandarizadas (poblacion europea) por 100.000 habitantes y tasas
acumulativas (0-74 afios) por 100 habitantes.

Ne. T.bruta  T.estandariada T. acumulativa
casos (pobl. Europea) (0-74)

COLON

Hombres 677 33.1 28.7 2.3

Mujeres 532 24.9 18.6 1.5
RECTO

Hombres 446 21.8 19.4 1.6

Mujeres 297 13.9 10.8 0.9

1.1.3.1.1 Céancer de colon

En el periodo 2001-2005 se registraron 1.209 casos, correspondientes a
los sujetos residentes en la provincia de Granada, diagnosticados por primera
vez de cancer de colon durante esos afos, lo que representd una media de

242 casos nuevos anuales.

En el mencionado periodo la incidencia media anual de cancer de colon

en Granada present6 unas tasas brutas de 33,1 y 24,9 por 100.00 hombres y
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mujeres respectivamente. La incidencia fue mas elevada en los hombres que

en las mujeres, con una razon de tasas estandarizadas hombre/ mujer de 1,5.

Por otro lado, las tasas acumulativas, calculadas hasta los 74 afos,
fueron de 2,3% y 1,5% para los hombres y mujeres respectivamente, lo que
significa que si las tendencias no se modifican, y en ausencia de otra causa de
muerte, 1 de cada 43 hombres y 1 de cada 67 mujeres, residentes en la
provincia de Granada, desarrollar4 un cancer de colon antes de los 75 afios.

1.1.3.1.2. Cancer de recto

En el periodo 2001-2005 se registraron 743 casos, correspondientes a
los sujetos residentes en la provincia de Granada, diagnosticados por primera
vez de cancer de recto durante esos afios, lo que representd una media de

149 casos nuevos anuales.

En el mencionado periodo, la incidencia media anual de cancer de recto
en Granada present6 unas tasas brutas de 21,8 y 13,9 por 100.000 hombres y
mujeres respectivamente. La incidencia fue mas elevada en los hombres que

en las mujeres, con una razon de tasas estandarizadas hombre/ mujer de 1,8.

Por otro lado las tasas acumulativas, calculadas hasta los 74 afios,
fueron del 1,6% y 0,9% para hombres y mujeres respectivamente, lo que
significa que si las tendencias no se modifican, y en ausencia de otra causa de
muerte, 1 de cada 62 hombres y 1 de cada 111 mujeres, residentes en la
provincia de Granada, desarrollard un cancer de recto antes de los 75 afios.
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.2. ETIOLOGIA DEL CANCER COLORRECTAL

1.2.1. FACTORES GENETICOS

Los antecedentes familiares de cancer colorrectal confieren un mayor
riesgo de desarrollar esta patologia, si bien el incremento del riesgo varia en
funcion de las caracteristicas de dicha historia familiar.

El riesgo de padecer cancer colorrectal en personas con antecedentes
familiares de esta neoplasia varia en funcién del grado del familiar afectado y
la edad media en la que dicho familiar desarrollé la enfermedad. Asi, cuando
se trata de un familiar de primer grado el riesgo de cancer colorrectal se
duplica. También parece existir un mayor riesgo cuando el familiar afecto

desarrolla la enfermedad antes de los 60 afos (8-10).

La mayoria de estudios sobre grupos de poblacion sugieren una
susceptibilidad heredada de forma dominante a padecer adenomas y cancer
colorrectal, que explicaria la mayoria de casos del cancer colorrectal
esporadico, sin embargo, esta susceptibilidad puede ser variable en funcién
del grado de exposicion a factores ambientales (11).

1.2.2 FACTORES AMBIENTALES
.2.2.1. Dieta

La obesidad y la ingesta caldrica total son factores de riesgo
independientes en el cancer colorrectal. En los ultimos afios, las distintas
investigaciones sugieren que este riesgo podria ser consecuencia del
equilibrio energético. Si bien la determinacién exacta de la diferencia entre el
aporte y el consumo de energia no es practica en grandes estudios de
poblacién, existen medidas indirectas que pueden determinarse, como el peso
corporal, los cambios de peso con el tiempo, la masa corporal magra y la
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actividad fisica. A partir de estos estudios, parece existir una correlacion

directa entre el aumento de peso corporal y el cancer colorrectal (12,13).

Estas pruebas experimentales hacen pensar que el exceso de energia
en forma de un aumento de peso significativo da lugar al desarrollo de una
resistencia a la insulina, con aumento de las concentraciones circulantes de
insulina, triglicéridos y &cidos grasos no esterificados. Estos cambios suponen
un estimulo proliferativo para las células epiteliales del colon y exponen al
mayor numero de células en division a productos intermediarios reactivos del

oxigeno (especies reactivas de oxigeno) (14,15).

Las concentraciones excesivas de factores estimulantes del crecimiento
posiblemente favorecerian la proliferaciéon de células epiteliales del colon que
ya presentan un control defectuoso del ciclo celular. Ademas de la
estimulacion de la proliferacion celular, parece existir una pérdida focal de la
funcién de barrera normal de las células epiteliales. Esta pérdida focal de la
barrera causa una inflamacion local y la liberacién de especies reactivas de
oxigeno. El resultado de estos efectos focales es la generacion de focos
aberrantes de células en proliferacion en las criptas. Estas células empiezan a
apilarse en la superficie luminal de la cripta, llegando finalmente a convertirse
en un adenoma. Los pasos en la formaciéon de un adenoma y la posible
transformacién de adenoma a cancer dependen de la activacién progresiva de
oncogenes especificos y una pérdida concomitante de genes supresores

especificos (15).

[.2.2.1.1. Carne, Grasa y Proteinas

La ingestion de carnes rojas se ha asociado a un incremento del riesgo
de cancer colorrectal (16-18). Sin embargo, el hecho de que la abstinencia de
ingerir este tipo de carne conduzca a una disminucion de la incidencia de

cancer colorrectal, es una cuestion que aun no se ha aclarado ya que los

50



J. MARTIN CANO INTRODUCCION TESIS DOCTORAL

distintos estudios realizados hasta el momento muestran resultados

contradictorios (19).

En términos generales, una dieta rica en proteinas se asocia a una
proliferacion epitelial acelerada. Si bien no se ha demostrado que una ingesta

elevada de proteinas pueda aumentar la carcinogénesis (20).

Los componentes grasos de la carne roja podrian ser promotores de la
carcinogénesis, ya que estas grasas son metabolizadas por bacterias
intraluminales a agentes carcindbgenos (21,22), lo que resulta en una
proliferacion anormal del epitelio colénico. Existe controversia en cuanto a si el
tipo de grasa es importante. Algunos estudios sugieren que las grasas
animales saturadas pueden determinar un riesgo especialmente alto (16-21),
sin embargo, otras investigaciones apuntan a que no existe evidencia de un
mayor riesgo para ninguna grasa especifica después del ajuste del consumo

total de energia (23).

[.2.2.1.2. Fibra

Clasicamente, el consumo elevado de fibra en la dieta se ha asociado a
una baja incidencia de cancer colorrectal. Se pensaba que el consumo de la
misma diluia los carcinégenos fecales, disminuia el tiempo de transito colénico
y generaba un entorno luminal favorable. Sin embargo, estudios recientes, con
casuistica de mayor tamafio y bien controlados, no han encontrado esa

relacion inversa entre el cancer colorrectal y el consumo de fibra (18-24).

[.2.2.1.3. Hortalizas y Frutas

El consumo de vegetales en general, y de verduras en particular,
parece asociarse constantemente a una reduccién del riesgo de padecer
cancer colorrectal (25). La posible funcion de las vitaminas antioxidantes,

como captadoras de radicales libres de oxigeno para reducir el riesgo de
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cancer, también ha sido estudiada, si bien, los resultados no son concluyentes
(25).

Varias lineas de investigacion indican que una ingestion mas elevada
de acido félico podria ser beneficiosa para reducir el riesgo de céancer
colorrectal. El acido félico proporciona un grupo metilo que se requiere en la
sintesis de metionina, empleada en la metilacién del ADN y en la regulacion
de la expresion génica. El acido félico también proporciona un grupo metilo
para la conversion de uracilo en timina. La deficiencia de acido félico puede

hacer que el uracilo remplace a la timina en la sintesis de ADN (26).

Estudios epidemiolégicos y experimentales han indicado que los
suplementos de calcio podrian tener un efecto protector, en tanto reduce los
cambios de hiperproliferacién subyacentes a la transformacién maligna. Una
revision de estos estudios casos-control no ha refutado dicho concepto (27-
30).

|.2.2.2. Estilo de vida

La inactividad fisica se ha asociado con un mayor riesgo de cancer
colorrectal (16, 21, 31), aunque mas para el cancer de colon que para el
cancer de recto, no obstante, el mecanismo de por qué una vida sedentaria

condiciona este aumento no esta claro.

La mayoria de los estudios existentes han demostrado un minimo
efecto positivo del alcohol sobre el riesgo de padecer cancer colorrectal. Esta
asociacion es mas fuerte entre el consumo de alcohol en los varones y el
riesgo de céancer de recto, posiblemente por la interferencia con el

metabolismo del 4cido félico a través del acetaldehido (32).

El habito de fumar también se ha asociado a un mayor riesgo de cancer
colorrectal (16, 21,33).
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El consumo crénico de café 6 té no se ha asociado a un mayor riesgo

de cancer colorrectal (34,35).
1.2.2.3. Antiinflamatorios no esteroideos

Distintos estudios poblacionales apoyan fuertemente la asociacion
inversa entre el consumo de aspirina y otros antiinflamatorios no esteroideos y
la incidencia de cancer colorrectal y adenomas (36-39). Como resultado de
estos estudios, la administracion de antiinflamatorios no esteroideos e
inhibidores de la ciclooxigenasa-2 en la poliposis adenomatosa familiar y el

cancer colorrectal esporadico esta siendo investigada de manera intensiva.

En la tabla 3 se muestran de modo resumido los factores que participan

en la etiologia del cancer colorrectal.

TABLA 3: Factores ambientales que participan en la etiologia del cancer

colorrectal.
AUMENTAN LA INCIDENCIA DISMINUYEN LA INCIDENCIA
Dieta Hipercaldrica Consumo de vitaminas antioxidantes
Elevado consumo de carne roja Consumo de verduras y fruta fresca
Consumo de carne roja a la parrilla Uso AINES
Elevado consumo de grasas saturadas Dieta rica en calcio

Alcohol y Tabaco

Sedentarismo

Obesidad
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1.3.BIOLOGIA DEL CANCER COLORRECTAL: FACTORES DE RIESGO
GENETICOS

El desarrollo de un carcinoma se produce a lo largo de multiples
fendmenos que han sido descritos por Vogelstein y col. (40) y otros autores en
el modelo ahora bien reconocido de la carcinogénesis colorrectal (41-44), el
cual describe una via de activacion mutacional de oncogenes y de inactivacion
de genes supresores tumorales. Se cree que para la formacion de un
carcinoma se alteran mas de nueve genes. La mutacion inicial probablemente
ocurre en el gen APC (adenomatous polyposis coli) del cromosoma 5q, e
implica la inactivacién del gen APC. La secuencia adenoma-cancer se activa
posteriormente mediante el oncogén K-ras. El paso final implica la pérdida o
mutacion del gen supresor tumoral p53 del cromosoma 17p. Las multiples vias
desde la mucosa normal hasta el carcinoma no son necesariamente
secuenciales sino que mAas bien son una asociacibn de mutaciones

caracteristicas del cancer colorrectal esporadico y hereditario.

1.3.1.SINDROMES DE CANCER COLORRECTAL HEREDITARIO
[.3.1.1.Sindromes de poliposis
[.3.1.1.1.Poliposis adenomatosa familiar (PAF)

Supone del 1-2% de todos los canceres colorrectales y se asocia al gen
APC (45). Se manifiesta primariamente como multiples pdélipos (mas de cien)
en cualquier localizacion del tracto intestinal y de tamafio variable. La
degeneracion carcinomatosa de una o mas de estas formaciones se considera

inevitable si se deja a la enfermedad seguir su evolucion natural (46).

Las manifestaciones extracolonicas tales como pdlipos gastricos,
duodenales e intestinales, osteomas, tumores desmoides, quistes
epidermoides, tumores del SNC, fibromatosis difusa, hipertrofia del epitelio

pigmentario de la retina y tumores malignos, que fueran descritos por distintos
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investigadores como sindromes individuales, conocidos con el nombre de
quien los describiese (Sd. Turcot, Gardner...), son debidos al crecimiento
desordenado de otros tejidos,a causa de que la mutacion es heredada (47,48).
La poliposis adenomatosa familiar (PAF) se trata de un trastorno autosémico
dominante, con una penetrancia cercana al 100%. Los miembros de la familia
heredan el alelo mutante del gen APC. Esta mutacion no altera la funcién del
gen APC, pero en cambio, deja al paciente en riesgo para una segunda
mutacion que altere la funcion de este gen (45). El alelo APC normal sufre una
mutacion en las células epiteliales del colon precozmente en la infancia,
iniciando el proceso canceroso. Para la progresiébn a un cancer invasor se
requieren una serie de afios y multiples alteraciones genéticas adicionales en
otros genes diana. Los canceres invasores en pacientes con sindrome de PAF

aparecen a una edad media de 42 afnos.

[.3.1.1.2. Poliposis hamartomatosa

Los sindromes de poliposis hamartomatosas son raros, se transmiten
con herencia autosbmica dominante, representan menos del 1% de nuevos
casos de cancer colorrectal cada afo. Afecta fundamentalmente a la poblacién

pediatrica y a la adolescente (49).

[.3.1.1.3. Sindrome de Peutz-Jeghers

Se trasmite con herencia autosémica dominante y asocia pigmentacion
mucocutanea y poliposis gastrointestinal. Los pélipos son de gran tamano,
aungue en escaso numero, localizados en colon y de forma mas frecuente en
intestino delgado. Pueden manifestarse como hemorragia digestiva u
obstruccion, con un aumento del riesgo de desarrollar cancer colorrectal (49).
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[.3.1.1.4. Poliposis juvenil

Se caracteriza por la existencia de podlipos generalmente limitados a
colon, si bien se han descrito casos a nivel gastrico y de intestino delgado. Se
asocia a mutaciones en la linea germinal PTEN, SMAD4 y BMPRL1 (49).

[.3.1.1.5. Enfermedad de Cowden

Se caracteriza por la existencia de pdlipos hamartomatosos en
cualquier localizacion del tracto gastrointestinal. Sorprendentemente, en este
caso no existe un mayor riesgo de cancer colorrectal. Sin embargo, en un 10%
de los pacientes pueden desarrollar cancer de tiroides y casi el 50% de mama.
Se ha asociado a mutaciones en la linea germinal PTEN (49).

[.3.1.2. CANCER COLORRECTAL HEREDITARIO NO POLIPOSICO O
SINDROME DE LYNCH

Es la forma mas comun de cancer de colon hereditario (5-8% de todas
las neoplasias de colon) siguiendo un modo de herencia autosémico
dominante con una penetrancia aproximada del 80%. El cancer colorrectal
hereditario no polipdsico (HNPCC) se asocia a mutaciones en los genes de
reparacion de ADN, fundamentalmente MLH1 y MLH2. Los errores de
replicacion pueden ocurrir de forma espontanea o por la exposicion a un
agente exogeno. A diferencia de los pacientes con PAF, los pacientes con
HNPCC no presentan alelos anormales para el gen APC por lo que no
desarrollan poliposis extensas, haciendo mas dificil su identificacién. Por tanto,
estos pacientes desarrollan pdlipos con una frecuencia similar a la poblacion
normal, sin embargo, una vez desarrollado el pélipo la progresion a cancer es
mucho mas rapida debido a esos defectos génicos hereditarios de la
reparacion heterogénea.
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De acuerdo con los criterios internacionales de diagndstico (Criterios de
Amsterdam [) al menos tres familiares cercanos de dos generaciones
sucesivas deben estar afectados por esta patologia, siendo la edad de
diagnostico menor de 50 afios en al menos uno de los casos. No obstante,
estos criterios presentan limitaciones por el hecho de que estos pacientes,
ademas de estar afectos por cancer colorrectal (CCR), a menudo se ven
afectados por otros tumores extracolénicos. Por este motivo, los criterios
diagnoésticos fueron revisados para contemplar la presencia de estos otros

tipos de cancer (Criterios de Amsterdam II) (50,51).

1.3.2. CANCER COLORRECTAL FAMILIAR

Se estima que un 20-30% de los canceres colorrectales son
compatibles con una predisposicion genética de manera independiente a los
sindromes conocidos (52). La identificacion de otros posibles genes

implicados tendria un gran impacto clinico.

1.3.3. CANCER COLORRECTAL ESPORADICO

Los conocimientos adquiridos del estudio del cancer colorrectal
hereditario han sido fundamentales para explicar las alteraciones genéticas en
el desarrollo de los casos esporadicos, los cuales suponen el 90% de los

canceres colorrectales (52).

En el desarrollo del cancer colorrectal se observan al menos dos tipos
de inestabilidad genética. La inestabilidad cromos6mica, via por la cual se
desarrolla la mayor parte de los canceres colorrectales (60%) y caracterizada
por aneuploidia, reorganizaciones cromosomicas multiples y heterogeneidad
clonal (42), y la via de defectos en el sistema de reparacion del ADN. De un
15% a un 20% de los canceres colorrectales, sin embargo, se desarrollan a

través de esta Ultima via, en la que existe un sistema defectuoso de
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reparacion de la replicacién errénea del ADN. Esta via se caracteriza por la
inestabilidad de las secuencias repetitivas y por tanto se conoce como via de
la inestabilidad de microsatélites (IMS) (43).

Los estudios de adenomas de colon benignos precoces, sin embargo,
no han conseguido revelar pruebas de inestabilidad cromosémica o de
microsatélites generalizada en estos estadios precoces de la via oncégena
(53). Esta ausencia de pruebas lleva a la conclusién de que ninguna de estas
formas de inestabilidad gendmica es necesaria para la formacion de focos

cripticos aberrantes y adenomas precoces (54).

El gen supresor tumoral APC es defectuoso en mas del 80% de los
polipos adenomatosos y canceres colorrectales. Es el defecto mas frecuente y
el Unico que aparece mas precozmente en la secuencia de alteraciones
genéticas acumuladas. En los canceres colorrectales, la mayoria de las
mutaciones del gen supresor tumoral APC causan un truncamiento de la
proteina APC y por tanto su pérdida de funcion. La proteina APC normal tiene
como funcién la degradacion de la B-catenina citoplasmica, y su ausencia
produce acumulacion de la misma en el citoplasma y su translocacion hacia el
ndcleo. Los resultados de la acumulacion nuclear de pB-catenina, y el
incremento de la transcripcion inducida por la misma, son la estimulaciéon de la

proliferacion celular y la inhibicion de la apoptosis (55).

Se han descrito delecciones de 18921 y se ha identificado un gen
supresor tumoral DCC, en esta localizacion cromosomica. Ademas, los genes
SMAD2 y SMAD4 implicados en el cancer colorrectal también se localizan en
18921 [41, 55-57]. Parece que la funcidbn de SMAD2 en el cancer colorrectal
es un fendmeno tardio, actuando para acelerar la progresion en estadios

tardios de la carcinogénesis invasora (58).

El gen supresor tumoral p53 localizado en el cromosoma 17 es el
supresor tumoral mas frecuentemente inactivado en las neoplasias malignas

del ser humano. La proteina p53 normal reconoce el ADN dafiado y actia
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blogueando la progresién del ciclo celular para permitir la reparacién del ADN.

Ademas, esta proteina p53 también puede desencadenar apoptosis.

En la PAF y otros sindromes de poliposis, existe una diferencia
significativa en el nimero de polipos que presenta cada individuo, incluso
dentro de la misma familia. Dietrich y col. (59) fueron capaces de identificar un
gen modificador denominado MOM1 que codifica fosfolipasa A2 la cual actia
inhibiendo el nimero de pdlipos.

Aunque las investigaciones se han centrado en identificar las
alteraciones genéticas presentes en la secuencia adenoma-carcinoma del
cancer colorrectal, los estudios recientes indican una via alternativa,
probablemente secundaria, para el desarrollo del cancer. Esta via se
desarrolla desde los pélipos hiperplasicos a través de los adenomas serrados
y se caracteriza por mutaciones en el gen BRAF quinasa. Los estudios indican
que entre el 3% y 10% de los adenomas tienen mutaciones BRAF en
comparacion con el 30% a 60% con mutaciones KRAS. El término adenoma
serrado hace referencia a poélipos hiperplasicos con morfologia dentada que

muestran displasia en la lesion (60-62).

Lo que parece quedar claro, es que el cancer colorrectal es una
enfermedad heterogénea, formada por varios subgrupos genéticamente
diferentes, cada uno de los cuales se desarrolla a través de vias de
alteraciones genéticas bastantes distintas. Cada uno de estos subgrupos,
requerira un estudio considerable antes de poder alcanzar finalmente el
entendimiento del cancer colorrectal como enfermedad. Esto puede resultar
esencial en el futuro para elaborar tratamientos racionales orientados a nivel
molecular y sobre todo tratamientos personalizados orientados hacia una

medicina individualizada.
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I.4. DIAGNOSTICO Y ESTADIFICACION DEL CANCER RECTAL
1.4.1. CUADRO CLINICO

Los pacientes con cancer rectal pueden presentar un amplio espectro
de manifestaciones clinicas. Los sintomas que con mayor frecuencia se
asocian son la rectorragia, cambios del habito intestinal, dolor abdominal,
pérdida de peso y sintomas obstructivos (63). Esta sintomatologia, excepto en
el caso de la clinica obstructiva, no se correlacionan con el estadio de la
enfermedad (64).

La rectorragia o sangre rectal a menudo estd mezclada con las heces o
puede cubrir la superficie de las mismas. Puede ser de sangre roja brillante
independiente de la defecacion, por lo que, con frecuencia, se atribuye de
forma errénea a la existencia de hemorroides. La presencia de sangre roja
brillante s6lo en el papel higiénico puede valorarse en una persona joven
mediante una proctosigmoidoscopia. Todos los demas tipos de hemorragia,
incluida la presencia de sangre oculta en heces durante la exploracion fisica
rutinaria o la presencia de anemia ferropénica, son indicaciones para la

realizacién de un estudio endoscépico mas exhaustivo (65).

El aumento de la frecuencia o la disminucion del volumen de las heces,
la presencia de moco en las heces o la diarrea mucosa (asociada a grandes
adenomas vellosos) son bastante frecuentes. Cuando el tumor esta avanzado
puede inducir una sensacion de plenitud constante, tenesmo y un aumento del
esfuerzo para la defecacién. Cuando el tumor invade sacro y el plexo nervioso
sacro, da lugar a dolor pélvico profundo que en ocasiones se irradia a periné y
miembros inferiores. Igualmente, puede aparecer dolor anal por invasion del

conducto anal o incontinencia por afectacion del aparato esfinteriano (65).

Una detallada anamnesis y una exploracion fisica completa son de vital
importancia y nunca deben infravalorarse. La existencia de enfermedades

concomitantes puede determinar que el paciente no sea candidato a
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tratamiento quirdrgico, e influir en la decision de realizar tratamiento neo-

adyuvante o paliativo.

La exploracion fisica debe incluir siempre un tacto rectal para valorar la
presencia de masas, y en dicho caso, determinar su localizacion, movilidad, la
presencia de adenopatias extrarrectales (con aproximadamente un 50% de
precision), la invasion en profundidad y si el tumor est4 adherido o fijo con una
precision del 67% al 84% (66,67). Es esencial la exploracion pélvica cuidadosa

en las mujeres y la evaluacion prostatica en los varones.

1.4.2. ESTADIFICACION

La estadificacién clinico-patoldgica, incluido el estado del margen
circunferencial de la fascia mesorrectal, es el mejor indicador prondstico en
pacientes con cancer de recto (68). Es vital la estadificacion clinica a la hora
de decidir la necesidad o no de tratamiento neoadyuvante con radioterapia y
quimioterapia. Por este motivo, es de suma importancia la exactitud de dicha
estadificacion de la que dependera el manejo y prondstico de los pacientes. Si
bien se ha estudiado el posible papel pronéstico de otros factores, patoldgicos,
socioeconémicos, moleculares, etc., éstos no son utilizados de forma rutinaria
ya sea por la falta de protocolos estandarizados o por el elevado nimero de
pruebas que se requeririan. El marcador molecular mas ampliamente
estudiado ha sido la supresion de 18q (DCC) (69).

Una de las primeras exploraciones que se realiza es la rectoscopia

rigida. Mediante esta prueba se debe determinar:
-Distancia a margen anal.
-Posicion anterior/lateral/posterior.
-Tamarno.

-Configuracion morfoldgica.
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-Extension de la afectacién circunferencial.

-Confirmar movilidad de tumor y adherencia a estructuras adyacentes
(criterios de Masson).

Si los pacientes no estan obstruidos, deben someterse a una
colonoscopia a fin de descartar la existencia de tumores sincronicos, lo cual

ocurre en el 2% al 9% de los casos.

Otro dato a tener en cuenta en la evaluacién del cancer de recto es la
valoracion subjetiva y objetiva de la funcion del esfinter anal del paciente. Un

esfinter débil o incompetente puede ser indicativo de colostomia.

Las pruebas de imagen mas utilizadas para la estadificacion
preoperatoria de la enfermedad localizada son la ecografia endorrectal y la
resonancia magneética pélvica. La ecografia endorrectal es tedricamente
superior a la resonancia magnética al diferenciar un total de 5 capas de la
pared rectal, siempre que la realice un operador con experiencia, en cuyo caso
muestra una precision en la valoracién de la profundidad de la invasion de la
pared del 89 al 92%, sensibilidad del 96%, especificidad del 90% y valor
predictivo negativo del 96% (73) y una sensibilidad del 79%, valor predictivo
positivo del 74% y valor predictivo negativo del 84% en la deteccién de
adenopatias (74). Esta informacion sera de vital importancia a la hora de
plantearse el tratamiento local de la enfermedad precoz, y la posibilidad de

neoadyuvancia en enfermedad localmente avanzada.

En tumores localmente avanzados la ecografia endorrectal como la
resonancia magneética presentan una precision similar, siendo ambas
superiores a la tomografia computarizada convencional en la evaluacion
preoperatoria de la invasion en profundidad y la de 6rganos adyacentes (75).
La gran ventaja de la resonancia radica en poder estudiar tumores
estenosantes donde la sonda endorrectal no es posible de emplazar, ademas

de ser la Unica que informa sobre el margen circunferencial.
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En la actualidad se acepta que la ecografia debe reservarse para la
evaluacion de neoplasias precoces (T1 y T2), realizandose siempre una
resonancia pélvica complementaria que sera fundamental en los estadios

localmente avanzados.

En la deteccion de enfermedad metastasica a distancia son de utilidad
la tomografia computarizada y la tomografia por emision de positrones (PET).
La tomografia computarizada con contraste se recomienda en todos los
pacientes con cancer rectal, salvo sujetos muy ancianos o con un cancer muy
precoz. La PET tiene la limitacion de no estar disponible en todos los centros
hospitalarios, siendo su principal ventaja el poder rastrear todo el cuerpo del
paciente. La radiologia simple de térax es una técnica util y econémica para la
deteccion selectiva de metastasis pulmonares asi como la ecografia

abdominal para las de localizacién hepatica (65).

Como ya se ha mencionado anteriormente antes de la cirugia es
preciso identificar la infiltracion tumoral local, la existencia de afectacion
ganglionar y la extension a otros érganos. Una estadificacion correcta permite
planificar de forma adecuada la cirugia, asi como, plantear las posibilidades
reales de otras alternativas terapéuticas como la quimioterapia y/o radioterapia

neoadyuvante (76, 77).

La 18F-FDG-PET ha demostrado ser mas sensible que la TAC en la
deteccién de afectacibn metastasica (78), por tanto, mejora la estadificacion
inicial repercutiendo de manera considerable en la actitud terapéutica a seguir.

Al igual que en otros canceres, una de las limitaciones de la 18F-FDG-
PET en el cancer colorrectal es la deteccion de lesiones de pequefio tamafo,
subcentimétricas, o de lesiones necroticas con solo un anillo delgado de tejido
viable (79). También ha demostrado una baja sensibilidad en la deteccion de
carcinoma mucinoso (58%), en comparacion con las lesiones no mucinosas
(92%), probablemente debido a una relativa hipocelularidad. Otra causa de
falsos negativos es la actividad fisiologica del trazador a nivel colorrectal, que

en ocasiones puede enmascarar lesiones subyacentes.
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Los resultados falsos positivos ocurren hasta en un 4% de los casos y
pueden deberse a la dificultad en diferenciar la captacion normal en tracto
gastrointestinal con una lesion maligna y al incremento de captacion de 18F-
FDG en los adenomas colonicos, considerados como lesiones premalignas.
Se ha descrito que alrededor del 90% de los adenomas con tamafio superior a
1,3 cm captan 18F-FDG (80).

El uso combinado de 18F-FDG-PET/TC mejora la localizacion y
caracterizacion de la lesiones, asi en un estudio de Cohade y col. (81) estos
autores concluyen en que se eleva la exactitud en la estadificacion del 78 al
89%.

La determinacibn de las concentraciones de  antigeno
carcinoembrionario (CEA) puede ser util junto con pruebas de imagen para
afinar la precision de la evaluacion preoperatoria. Hasta un 95% de los
pacientes que presentan metastasis hepaticas tienen niveles de CEA por
encima de 20 ng/ml (82) Ademas es Util si se plantea un control postoperatorio
del CEA, no beneficiAndose de esta posibilidad aquellos pacientes con niveles
de CEA preoperatorios normales. En los varones debe determinarse la
concentracion de antigeno prostatico especifico (PSA), especialmente cuando

la glandula se encuentre aumentada de tamafio (65).

La estadificacion clinico-patoldgica del cancer de recto debe realizarse
utilizando el actual sistema de clasificacion por estadios (TNM) del American
Joint Comitte on Cancer (AJCC) y Union Internacional Contra el Cancer
(UICC) (70) La clasificacion de Dukes desarrollada en la década de 1930 por
Cuthbert Dukes (tabla 5), patologo escocées, asi como las mdultiples
modificaciones que se han ido realizando de la misma por distintos

investigadores (71), aportan menor informacion.
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La clasificacibn TNM cataloga los tumores colorrectales en funcién de la
invasion (no del tamafo) del tumor primario (T), el nimero (no el tamafio o
ubicacion) de los ganglios locales o regionales metastasicos (N), y la

presencia o no de enfermedad metastasica a distancia (M).

TUMOR PRIMARIO (T)

Tx: El tumor primario no puede ser valorado.
TO: No hay signos de tumor primario.

Tis Carcinoma in situ: Incluye las células cancerosas limitadas a la
membrana basal glandular (intraepitelial) o lamina propia (intramucosa)

sin extension a la muscular de la mucosa hasta la submucosa.
T1: El tumor invade la submucosa.
T2: El tumor invade la muscular propia.

T3: El tumor invade a través de la muscular propia hasta la subserosa,

0 hasta tejidos pericélicos o perirrectales no peritoneales.

T4: El tumor invade directamente otros érganos o estructuras o perfora
el peritoneo visceral. La invasion directa en T4 incluye otros segmentos
colorrectales a través de serosa; por ejemplo, invasion del colon

sigmoide desde un carcinoma de ciego.

GANGLIOS LINFATICOS REGIONALES (N)

Nx: Los ganglios regionales no pueden ser valorados.
NO: Ausencia de metastasis en ganglios linfaticos regionales.
N1: Metastasis en 1-3 ganglios linfaticos regionales.

N2: Metastasis en 4 o mas ganglios linfaticos regionales.
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METASTASIS A DISTANCIA (M)

Mx: las metastasis no pueden ser valoradas.
MO: No existen metastasis a distancia.

M1: Metastasis a distancia.

El Estadio | de la enfermedad se define como T1 6 2 sin afectacion

metastasica ni ganglionar ni a distancia.

El Estadio Il de la enfermedad se define como T3 6 T4 sin afectacion
metastasica ganglionar ni a distancia. En este estadio el “T” es factor
pronadstico por lo que subdivide en lla (T3NO) y lIb (T4NO).

El Estadio Ill de la enfermedad se caracteriza por afectacion ganglionar
metastasica. En una reciente modificacion de la clasificacion TNM se tiene en
cuenta la importancia pronéstica de la afectacibn ganglionar de manera
independiente del “T” en esta fase de la enfermedad, por lo que estratifica este
estadio en llla (T1 6 2, N1), lllb (T3 6 T4, N1) y llic (cualquier T, N2). Debido a
dicha importancia prondéstica, el sistema de clasificacion TNM pide que sean

analizados al menos entre 12 ganglios (excepto si el tumor esta radiado).

El Estadio IV de la enfermedad se define por la existencia de metastasis a

distancia.

La figura 1 muestra los estadios tumorales en cancer colorrectal.
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FIGURA 1: Estadios tumorales cancer colorrectal,

Spread to other organs

National Cancer Institute

La tabla 4 muestra la agrupacion por estadios tumorales.

TABLA 4: AGRUPACION POR ESTADIOS TNM (AJCC/UICC) (70).

0 TIS NO MO
T2 NO MO
1B T4 NO MO

B

Cualquier T Cualquier N
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La tabla 5 muestra la correspondencia entre estadios, TNM , Astler-Coller y

Dukes.

TABLA 5: Correspondencia Estadificacion/TNM/Astler-Coller/Dukes (70,71)

ESTADIO TNM ASTLER-COLLER DUKES
0 TIS NO MO - -
I T1 NO MO A A
T2 NO MO Bl A
Il T3 NO MO B2 B
T4 NO MO B3 B
11 T1 N1-2 MO C1 C
T3 N1-3 MO C2 C
T4 N1-3 MO C3 C
A\ T1-4 N1-2 M1 D D

La supervivencia a los cincos afios tras una reseccion quirdrgica aislada
sufre notables modificaciones en funcién del estadio, siendo del 85-95% para
el Estadio I, del 60-80% para el Estadio I, del 30-60% para el Estadio Il y
menor del 5% para el Estadio IV (72).
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1.4.3. DIAGNOSTICO HISTOPATOLOGICO

Las neoplasias rectales mas frecuentes son los adenomas y los
adenocarcinomas. Otros tumores malignos mas raros son los linfomas, los

sarcomas, los melanomas, los carcinomas de células pequefias y carcinoides.

1.4.3.1.Polipos

Los polipos rectales pueden ser hiperplasicos o adenomatosos. Los
tipos histolégicos de los podlipos adenomatosos son tubular, velloso (> 50% de
componente velloso) y tubulovelloso (20-25% al 50% de componente velloso).
Los niveles de invasién de Haggitt (83) se utilizan para determinar el nivel de
infiltracion de un carcinoma en un adenoma. Se basan en la morfologia
macroscopica del adenoma (pediculado, sesil, plano o deprimido) y en el nivel

de invasion profunda del carcinoma.

En un adenoma pediculado se distinguen niveles “0, 1, 2, 3, 4”. En un

adenoma sésil, plano o deprimido, sélo son posibles los niveles “0" y “4”.
Niveles de invasion profunda del carcinoma: Niveles de Haggitt
a) Carcinoma no invasor

Nivel 0: carcinoma confinado en la mucosa del citopolipo (displasia de

alto grado, “carcinoma in situ”, carcinoma intramucoso).
b) Carcinoma invasor precoz

Nivel 1: invasion de la cabeza del polipo (submucosa de la cabeza del

polipo invadida).

Nivel 2: invasion del cuello del polipo (submucosa del cuello del pdlipo

invadida).

Nivel 3: invasion del tallo del pdlipo (submucosa del tallo del pélipo
invadida).
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c¢) Carcinoma invasor
Nivel 4: invasion de la submucosa de la pared coldnica.

Nivel desconocido: en algunos pdélipos no resulta posible aislar la base
de reseccién quirdrgica. Puede establecerse el diagnostico histopatologico de
invasion de la submucosa pero no es posible valorar la profundidad de la

invasion, es decir, se desconoce si esta o no infiltrada la pared colénica.

[.4.3.2.Carcinoma

Mas del 95% de las neoplasias malignas colorrectales son
adenocarcinomas. Dependiendo de sus caracteristicas histolégicas, se

clasifican en:
a) Adenocarcinoma (convencional)

Se refiere a la forma habitual de la neoplasia maligna del epitelio

glandular coldnico.
b) Adenocarcinoma mucinoso (= coloide)

Mas del 50% de la lesion estd formada por lagos de mucina
extracelular, que contienen epitelio maligno formando acinos, tiras epiteliales o

células sueltas. Se asocia con frecuencia a inestabilidad de microsatélites.
¢) Adenocarcinoma de células en anillo de sello

Mas del 50% de las células neoplasicas muestran abundante mucina
intracelular (células “en anillo de sello”) independientemente de que pueda
también haber lagos de mucina extracelular. Algunos muestran inestabilidad

de microsatélites.
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d) Carcinoma adenoescamoso

Posee caracteristicas de carcinoma epidermoide y de adenocarcinoma,
bien en areas separadas del mismo tumor o bien entremezcladas. Se requiere

mas de un foco ocasional de diferenciacidon escamosa.
e) Carcinoma medular

Se caracteriza por una sabana de células malignas con ndcleo
vesicular, nucleolo prominente y citoplasma eosinéfilo abundante, rodeadas
por un infiltrado linfocitario intenso. Es una variante rara que se asocia
invariablemente a inestabilidad de microsatélites y que tiene mejor prondstico

gue el carcinoma pobremente diferenciado e indiferenciado.
f) Carcinoma indiferenciado

Tumor maligno epitelial sin ninguna evidencia de diferenciacion mas alla
de la propiamente epitelial (sin diferenciacion glandular, escamosa, ni
neuroendocrina). Estos tumores son genéticamente distintos y se asocian

tipicamente con inestabilidad de microsatélites.

Los grados de diferenciacion histolégica del adenocarcinoma son: bien
diferenciado (G1; > 95% del tumor forma glandulas), moderadamente
diferenciado (G2; 50-95% del tumor forma glandulas) y pobremente
diferenciado (G3; < 50% del tumor forma glandulas) (84), si bien en la

actualidad se tiende a clasificarlos en bien o pobremente diferenciados.
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I.5. FACTORES PRONOSTICO EN CANCER RECTAL

El Colegio Americano de Patbélogos (85) ha evaluado los factores
pronésticos (factores ligados al resultado final) del cancer colorrectal y ha
establecido cuatro categorias en funcion de la evidencia demostrada por cada

uno de ellos.

Categoria | incluye aquellos factores que definitivamente probaron
tener una importancia pronostica basada en la evidencia de multiples ensayos

estadisticamente relevantes y que son utilizados en el manejo del paciente.

Extension local del tumor (Categoria pT) segun la clasificacion de la
AJCC/UICC.

La profundidad de la invasion del tumor en el interior de la pared
intestinal, ademas de la presencia o ausencia de la afectacion de los ganglios
linfaticos son, con mucho, los indicadores prondstico mas exactos. La tasa de
supervivencia a los cincos afios en los pacientes con carcinoma in situ es de,
aproximadamente, el 100%, mientras que la invasion de la muscular propia
(pT2) disminuye la supervivencia al 85%. El grado de invasion tumoral se
correlaciona positivamente con la incidencia de recidiva local después del

tratamiento.
Metastasis ganglionares (Categoria pN):

El Colegio Americano de Patélogos recomienda examinar al menos 15
ganglios linfaticos para afirmar la ausencia de metastasis ganglionares.
Aquellos casos donde el numero nodos evaluados sea menor, deben
considerarse como factor de riesgo en términos de prondstico y tenerse en

cuenta a la hora de decidir la necesidad de terapia adyuvante (86,87).
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Invasion Vascular o Linféatica.

La afectacion de la vascularizacion de la submucosa y extramural por el
tumor se ha asociado con un mayor riesgo de metastasis ganglionares y

hepaticas respectivamente (85).
Tumor residual (Clasificacion R).

- Reseccion 0 (R0): Cuando el tumor es resecado de manera completa
y presenta margenes (proximal, distal, circunferencial radial) histologicamente

negativos.
- Reseccidon 1 (R1): Infiltracidbn microscopica de los margenes.

- Reseccion 2 (R2): Resecciones incompletas con margenes infiltrados

macroscopicamente.

Elevacion preoperatoria de los niveles de antigeno carcinoembrionario
(CEA).

Un CEA preoperatorio elevado por encima de 5 ng/ml es un factor de
mal prondstico (CO: no elevado, C1: elevado, Cx: desconocido) (88).
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Categoria IlA incluye aquellos factores ampliamente estudiados desde

el punto de vista bioldgico y/o clinico y que de manera repetida han
demostrado tener un papel prondstico ya sea en términos de resultado o de
respuesta a la terapia, pero que deben ser confirmados con estudios clinicos
de mayor potencia metodolégica.

Grado Histolégico.

La mayoria de sistemas de estadificacion establecen cuatro grados
histologicos: Grado | (Gl) bien diferenciado, Grado Il (Gll) moderadamente
diferenciado, Grado Il (Glll) pobremente diferenciado, y Grado IV (GIV)
indiferenciado. Se ha demostrado que el grado de diferenciacion de un tumor
se relaciona con la supervivencia, una mala diferenciacién, tumores de alto
grado (Gl y GIV), confiere un peor prondstico en comparacién con unos
tumores de bajo grado (Gl y Gll) (68). En la actualidad la escuela de Leeds
(68) sugiere clasificar el grado de diferenciacion en solo dos clases: bien y mal

diferenciados.
Margen Radial Circunferencial (MRC).

También defendido por la escuela de Leeds en el Reino Unido, el
margen radial se define como el margen de tejidos blandos adventiciales o
perineales mas proximos al punto de penetracion maxima del tumor.
Numerosos estudios han probado que el MRC es un elemento clave para
predecir recurrencias locales, a distancia y la supervivencia global de los
pacientes, incluidos aquellos que son sometidos a escisibn mesorrectal total.
Nagtegaal y col. (89) mostraron que aquellos pacientes que han sido
sometidos a cirugia con escision mesorrectal total por cancer rectal, un MRC
menor o igual a 2 mm se asocia a un riesgo de recurrencia del 16%, mientras
gue aquellos pacientes con MRC menor o igual a 1mm tenian un mayor riesgo

de metéstasis a distancia asi como periodos mas cortos de supervivencia.

Clasificacion del tumor después de la terapia neoayuvante (ypTNM).
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Categoria__IIB incluye aquellos factores que han resultado

prometedores en multiples estudios pero que carecen de la suficiente

evidencia para ser incluidos en las categorias | o lIA.
Tipo histologico.

Se ha demostrado que los tipos histologicos que tienen una
significacidbn pronostica adversa con independencia del estadio son el
carcinoma de células en anillo de sello y los carcinomas microciticos (84,85).
Paradojicamente, el carcinoma de células en anillo puede darse en el marco
de una inestabilidad de los microsatélites de alta frecuencia (MSI-H 6 IMS-alto)
Y, en estos casos, el pronostico puede estar determinado por el estado de los

microsatélites y ser, por consiguiente, favorable.

Caracteristicas histoldégicas asociadas a la inestabilidad de los
microsatélites de alta frecuencia (MSI-H 6 IMS alto): infiltracién linfocitica y

tipos histologicos medular 6 mucinoso.
Pérdida de heterocigosidad 18q 6 pérdida alélicas (41)
Configuracion del borde del tumor

La configuracion infiltrante del borde (centros de desdiferenciacion o

tumor incipiente) se asocian a un peor pronostico.

Categoria lll incluye aquellos factores que no han sido suficientemente
estudiados como para determinar su posible papel prondstico.

Contenido ADN.

La supervivencia es mejor en los individuos con tumores diploides y
peor en los pacientes con tumores no diploides o aneuploides. Queda por
determinar el valor de las determinaciones del contenido de ADN en la

valoracion del pronéstico individual.
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Otros marcadores moleculares.

Se ha sugerido un gran namero de marcadores moleculares como
factores prondstico potenciales: genes supresores (LOH 1p/p53, LOH 8p, LOH
1p, LOH 5q), oncogenes (K-ras, c-myc), genes de apoptosis (bcl-2, BAX),
genes relacionados con la sintesis de ADN (timidina fosfatasa, timidilato
sintetasa), factores de crecimiento (TGF), factores de crecimiento epidérmicos
(EGF-R), genes TGF alfa, TGF beta, c-erb-b/her2/neu, EGF-R, genes
inhibidores de la kinasa dependiente de ciclina p27,p21), genes relacionados
con la angiogénesis (factor de crecimiento del endotelio vascular: VEGF),
genes de adhesién molecular y glicoproteinas (CD44, E-cadherin, sialo-Tn
antigeno), genes supresores de metastasis (nm23-H1).

-Invasién perineural.

-Densidad microvascular.

-Proteinas y carbohidratos asociados a las células tumorales.
-Fibrosis peritumoral (desmoplasia).

-Reaccion inflamatoria purulenta peritumoral.

-Diferenciacion neuroendocrina focal.

-Regiones de organizacion nucleolar.

-indices de Proliferacion.

Categoria _IV_ incluye aquellos factores bien estudiados que no han

demostrado tener significacion prondstica.
Tamarfio del tumor.

Configuracion del tumor.
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La configuracion del tumor puede ser exofitica, endofitica (ulcerosa),
difusa infiltrante (linitis plastica) 6 anulares. La mayoria de los estudios
realizados no han demostrado que estas configuraciones tengan una
significacion prondstica independiente. La linitis plastica se ha relacionado con
un mal prondstico, pero esto puede ser debido a que los tumores que
tipicamente se asocian a este tipo de configuracion son los de alto grado y el

de células en anillo de sello.

|.6. TRATAMIENTO DEL CANCER DE RECTO
1.6.1. TRATAMIENTO QUIRURGICO DEL CANCER RECTAL

La cirugia es la base fundamental para el tratamiento con éxito del
carcinoma colorrectal. Su objetivo es la extirpacion del tumor primario y
cualquier diseminacion loco-regional que haya podido producirse, sin provocar
diseminacién tumoral y con la mejor calidad de vida para el paciente. Se debe
distinguir entre cancer de colon y de recto, ya que esto va a condicionar su
patrén de diseminacion. El colon es predominantemente intraperitoneal, movil,
lo que facilita su reseccion con margenes amplios, siendo su diseminacion a
distancia, con preferencia en higado, luego retroperitoneo y en ultimo lugar la
recurrencia local. Por el contrario, el recto y el recto-sigma, ambos
extraperitoneales y situados en el marco 6seo pélvico, plantean mayores
dificultades para resecar el tumor con margenes amplios, por lo que tienen

mayor tendencia a la recidiva local en pelvis menor.
ESTADIO |

En fases iniciales del cancer rectal, T1 sin evidencia de afectacion
ganglionar, un abordaje local puede ser suficiente para el control del tumor
primario, evitando la morbilidad asociada a resecciones mas amplias. Los
beneficios potenciales de la reseccion local para el cancer rectal comprenden
una reduccion de las complicaciones perioperatorias y la conservacion de la

funcién anorrectal, vesical y sexual.
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La reseccion transanal es la técnica mas empleada y una opcién
adecuada para tumores T1 sin evidencia de enfermedad ganglionar. Sin
embargo, este tipo de reseccidbn no permite conocer la posible afectacion
ganglionar, siendo el riesgo de afectacion ganglionar del 0-12% en tumores T1
(12-28% en tumores T2) (90). Por este motivo, es critica una adecuada
estadificacion preoperatoria para la seleccion de los pacientes. Para reducir el
riesgo de recidiva loco-regional, la excision local sélo debe llevarse a cabo

cuando se cumplan los siguientes criterios de esa neoplasia pT1:
-Menores de 3 cm.
-Afecten a menos del 40% de la circunferencia de la pared rectal.
-Grado Histolégico moderadamente o bien diferenciado.
-No evidencia de invasion venosa o linfatica.

Muchos investigadores creen Uutil la administracion de radioterapia
pélvica concomitante con quimioterapia de manera adyuvante en pacientes
con tumores T2 sometidos a excision local y en pacientes con tumores T1 que
llevan asociados factores de mal pronéstico como invasion linfovascular,
histologia pobremente diferenciada, etc, para disminuir el riesgo de
recurrencia locoregional. La alternativa a ésto siempre debe de ser el rescate

quirdrgico con cirugia radical.

La protectomia posterior supraesfinteriana (técnica de Kraske) y los
abordajes posteriores transesfinterianos (técnica de Bevan o York-Mason) se
han utilizado de forma histérica para las lesiones que no son susceptibles de
un abordaje transanal convencional. Ademas, la reseccion ganglionar puede

facilitarse con estas técnicas.

En la actualidad la incorporacion indiscutible de técnicas de
microcirugia transanal endoscopica ha supuesto un nuevo impulso a la

exeéresis local del carcinoma de recto en estadios precoces. (90-92).
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ESTADIOS 11 -1l

Los carcinomas que asientan en el tercio medio e inferior del recto se
deben intervenir practicando una reseccion anterior baja (RAB), restableciendo
el transito mediante anastomosis colorrectal manual o mecanica. Cuando se
realizan resecciones y anastomosis muy proximas al esfinter (resecciones y
anastomosis ultrabajas), es conveniente practicar ileostomias de proteccion,
pues estas técnicas se acompafian con frecuencia de dehiscencias
anastomoticas por problemas isquémicos. Ademas se pueden producir
secuelas como la urgencia y frecuencia defecatoria, por lo que cada vez hay
mas partidarios de asociar los reservorios célicos o plastias. Solo los canceres
en los que no se pueda mantener los 2 cm de margen de tejido sano distal al
tumor, entre éste y el esfinter anal, seran candidatos a la reseccion del recto y
el ano por via combinada abdomino-perineal (reseccidn o amputacion
abdomino-perineal, AAP). Los del tercio superior se deben tratar mediante

reseccion anterior de recto, seccionando el mesorrecto de forma parcial.

En resumen, el objetivo del tratamiento quirdrgico del cancer de recto
es la reseccion del tumor con unos margenes adecuados, asi como la
reseccion de los ganglios de drenaje del tumor, incluyendo el concepto de
excision completa del mesorrecto (TME). Se trata de la técnica quirdrgica
radical de eleccion junto con la reseccion anterior baja (RAB) o la resecciéon
abdominoperineal (RAP). La mortalidad es del 1-7% y la morbilidad del 13-
46%. La recidiva local se observa en el 4-10% vy la supervivencia es del 74-
87% (91,92).

Numerosos estudios han demostrado los beneficios de la excision
completa del mesorrecto y determinan que sea hoy en dia un procedimiento
estandar en el manejo de tumores rectales localizados en recto medio e
inferior (93,94).

Todo esto permite una adecuada estadificacion de la enfermedad y una

disminucién del riesgo de recurrencia locoregional y de la diseminacion.
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En la figura 2 se muestra una pieza quirdrgica con excision completa del

mesorecto.

FIGURA 2: Reseccion mesorrectal total (RMT)

La capacidad de obtener un margen circunferencial lateral negativo se

asocia a un menor riesgo de recurrencia local (95,96). Un estudio prospectivo
revela una recurrencia local del 7% tras la adicion de TME en comparacion

con un 23% en los controles histoéricos.

Realizar cirugia de conservacion esfinteriana depende de los
requerimientos de un margen distal de 2 cm en lugar del margen tradicional de
5 cm (97-99). Solo el 2,5% de los pacientes presenta diseminacion de la
enfermedad con margen superior a 2 cm (100). No existe correlacion entre el
riesgo de recurrencia local y la extension del margen anal por encima de 2 cm
(101, 102).
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La diseccién de los ganglios linfaticos debe extenderse inmediatamente

distal al origen de la arteria cdlica izquierda.

1.6.2.TRATAMIENTO NEOADYUVANTE

Uno de los objetivos mas substanciales del tratamiento del cancer rectal
es el control de la enfermedad a nivel local. Este hecho constituye la base
para considerar la quimiorradioterapia complementaria en el tratamiento del
cancer rectal y, en especial, como base para la enfermedad localmente
avanzada, donde se incluyen aquellos casos con afectacion ganglionar y/o

afectacién del margen circunferencial.

1.6.2.1 RADIOTERAPIA
[.6.2.1.1 Tratamiento neoadyuvante radioterapico preoperatorio

En las décadas de los afios 70 y 80 aparecen los primeros estudios
(103-105) que valoran la radioterapia (sin quimioterapia) preoperatoria a dosis
bajas (<35Gy) en cancer rectal. Pese a las limitaciones que presentaban
dichos estudios, parecia existir un cierto beneficio sobre el control local de la
enfermedad, no encontrandose mejoria en la supervivencia de dichos

pacientes.

La mejoria sobre el control local de la enfermedad queda patente en el
estudio europeo de la EORTC (Organizacién Europea para la Investigacion y
el Tratamiento del Cancer) (106) donde se comparan los efectos de irradiacion
preoperatoria a dosis moderadas (34,5 Gy) frente a la cirugia sola. Sin
embargo, hasta la publicacion del estudio realizado por Rider y col. (107) no
quedd demostrado el beneficio de la irradiacidbn preoperatoria sobre la
supervivencia. Este beneficio de la radioterapia preoperatoria se ha reforzado
posteriormente con los resultados de un metanalisis publicado por Stearns y
col. (108).
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Distintas series han sugerido el empleo de la respuesta
anatomopatolégica como medida predictiva “sustitutiva” del resultado a largo

plazo en pacientes con cancer rectal (109-112).

Este marcador “sustitutivo” de la supervivencia o el resultado, podria
acelerar la  evaluacion de las  nuevas  combinaciones de
quimiorradioterapia/modalidades combinadas de tratamiento preoperatorio en
rapido desarrollo. Sin embargo, el uso sistematico de la respuesta
anatomopatoldgica tras el tratamiento adyuvante preoperatorio como
marcador “sustitutivo” de resultado espera una confirmacion y evaluacion a

largo plazo (113).

En cuanto a las consideraciones técnicas de la radioterapia aplicada de
forma preoperatoria, debe decirse que son similares a cuando se administra
de forma postoperatoria, con una Unica salvedad, la capacidad de incrementar
la dosis por encima de 50Gy especialmente en casos localmente avanzados.
Esta escalada de dosis es mas factible en el dmbito preoperatorio sin un
incremento de las complicaciones asociadas, como seria probable al intentarlo

de manera postoperatoria (114-116).

Las principales ventajas del tratamiento preoperatorio son la reduccion
del estadio del tumor con aumento de su resecabilidad y la probabilidad de
conservacion esfinteriana, asi como una menor incidencia de toxicidad aguda.
Estas ventajas a su vez se asocian a la posibilidad de una reduccion
significativa de la siembra tumoral asociada a recurrencia locoregional de la
enfermedad, asi como a una disminucion de la diseminacion de células
tumorales viables durante la cirugia, situacion que eleva el riesgo de

desarrollar focos metastasicos a distancia.
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El tratamiento preoperatorio también presenta la ventaja potencial de
reducir el riesgo de morbilidad, por el tratamiento, relacionada tanto con la
qguimioterapia como con la radioterapia, en comparacion con la observada con
el tratamiento postoperatorio (117,118). Se ha demostrado que la radioterapia
administrada de forma preoperatoria conlleva una menor morbilidad que la
administrada de manera postoperatoria cuando se realiza una anastomosis
coloanal (119).

No se ha conseguido demostrar un mayor potencial de desarrollo de
enfermedad diseminada durante el tratamiento preoperatorio y el consiguiente

periodo de espera previo a cirugia.

La evaluacion de las ventajas o inconvenientes del tratamiento
adyuvante preoperatorio frente al postoperatorio en el contexto de un estudio
aleatorizado es limitada. En un estudio multicéntrico (120) que comparaba la
irradiacion preoperatoria frente a la postoperatoria en el carcinoma rectal, la
recurrencia local fue estadisticamente més baja después de la irradiacion
preoperatoria (12%) que tras la postoperatoria (21%). Esta mejoria se observé
a pesar de que la dosis de irradiacion preoperatoria era baja (25,5 Gy) en
comparacion con los 60Gy administrados de forma postoperatoria. No

existieron diferencias en la supervivencia entre los dos grupos.

Lee y col. (121) comunicaron los resultados de un estudio en fase Il del
tratamiento adyuvante en el cancer rectal en estadios Il y Il disefiado para
definir la secuencia 6ptima de la quimioterapia y radioterapia. En ese estudio
se aleatorizd a los pacientes para recibir RT precoz (concomitante con QT) y
RT tardia (al tercer ciclo de QT). Este hallazgo se asocié a un incremento de la
recurrencia de la enfermedad tanto locoregional como a distancia en aquellos
pacientes que recibieron RT tardia y una recurrencia global del 17% en el
grupo de RT precoz frente el 27% en el de RT tardia (p=0,047). Aunque la
supervivencia global no fue significativamente diferente entre los grupos, estos
resultados indican que el momento de comenzar la RT adyuvante puede tener

un efecto significativo en los pacientes con cancer rectal.
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Otra cuestion relacionada con la secuencia de tratamiento es
determinar en qué momento hay que realizar cirugia tras el tratamiento
preoperatorio. Hasta la reciente publicacion del estudio Lyon R90-01 (122) el
momento éptimo para la cirugia tras el tratamiento preoperatorio se basaba en
hipotesis y estudios retrospectivos (123). En este estudio se aleatorizaron los
pacientes en dos grupos, un grupo fue sometido a cirugia a las dos semanas
de la RT preoperatoria y el otro a las 6-8 semanas. No se observaron
diferencias en la morbilidad, recurrencia local ni la supervivencia a corto plazo
entre los dos grupos. Estos hallazgos, junto a los demostrados previamente de
qgue los canceres rectales sufren una lenta disminucién de volumen durante
varios meses tras la irradiacion (124), aportaron un apoyo adicional al
argumento de que podria ser deseable una mayor demora antes de la cirugia,
especialmente en los tumores localmente avanzados, para permitir una

maxima regresion tumoral previa a la cirugia.

1.6.2.1.2 Tratamiento adyuvante radioterapico postoperatorio

La principal ventaja de administrar el tratamiento de manera
postoperatoria consiste en basar el tratamiento en la estadificacion
quirargica/anatomopatologica. Los estudios iniciales de interés para definir la
funcién del tratamiento adyuvante postoperatorio en el cancer incluyen el
GITSG y el NCCTG (125). En el primero se constatd una mejoria significativa
de la supervivencia a largo plazo y una reduccion significativa de la
recurrencia locorregional en pacientes que recibieron quimiorradioterapia
adyuvante postoperatoria frente a los que recibieron cirugia sola, si bien se
produjo un aumento de la toxicidad global. Resultados similares se
encontraron en el estudio NCCTG. Los resultados de estos estudios
condujeron a la conferencia NIH Consensus de 1990, que recomends el

tratamiento adyuvante (126).
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En el estudio NSABP R-02 (127) se evaluod el efecto de la irradiacion en
el contexto del tratamiento neoadyuvante. No se encontraron diferencias en
términos de supervivencia a los cinco afios pero si una reduccion significativa
de la tasa de recidiva locorregional en aquellos pacientes que habian sido
tratados con quimiorradioterapia frente a los que habian recibido quimioterapia
sola (8% vs 13%).

El éxito del tratamiento postoperatorio radica en la capacidad para
seleccionar a los pacientes con un alto riesgo de recurrencia locoregional o a
distancia de la enfermedad, basandose en la estadificacion anatomopatologica
y en los hallazgos quirlargicos. Esto también minimiza la posibilidad de tratar
en exceso a los pacientes con enfermedad precoz (estadio I) o afectacion
metastasica. Ademas, se evitan problemas de cicatrizacion de la herida

asociadas al tratamiento preoperatorio.

1.6.2.2 QUIMIOTERAPIA

La quimioterapia ha tenido una funcién solo de apoyo en el tratamiento
del cancer rectal. Los resultados de estudios recientes pondran un mayor
énfasis en el empleo de la quimioterapia. Uno de los estudios que demostro la
importancia de la quimioterapia fue el de O"Connell y col. (128) en el que se
mostréo que la perfusion continua de 5-FU en el contexto del tratamiento
adyuvante aumentaba significativamente el tiempo hasta la recidiva con un
descenso del 27% (p=0,01) y disminuia la muerte en cerca de un 31%
(p=0,005) cuando se comparaba con 5-FU con bolo iv.

El resultado del estudio NSABP R-02 sembr6 dudas sobre la necesidad
de irradiacién postoperatoria y el efecto de la quimioterapia basada en 5-FU
(127).

En este estudio 348 pacientes recibieron de manera postoperatoria 5-FU y 345
recibieron quimiorradioterapia. La irradiacion no dio lugar a efectos

beneficiosos sobre la supervivencia sin enfermedad ni sobre la supervivencia
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global. Si mostro efecto beneficioso sobre la tasa de recurrencia local que se

redujo del 13% al 8% en un periodo de seguimiento de 5 afios.

La comunicacion sobre el uso del tratamiento adyuvante en el cancer
rectal y el analisis del estadio, el sexo y el control local fue realizada por
Douglas y col (129). En esta comunicacién se incluyeron a 1695 pacientes en
tres grupos que evaluaba las emboladas de 5-FU por si mismas, 5-FU mas
acido folinico y 5-FU/acido folinico mas levamisol. Las conclusiones fueron
que no existian diferencias en la supervivencia global ni en la supervivencia

sin enfermedad entre los distintos grupos del estudio.

Actualmente se esta generando un elevado interés en conocer la
utilidad de los agentes quimioterapicos orales, especialmente la Capecitabina,
frente a la infusién continua de 5-FU (126).

De forma paralela se estan ensayando de manera activa distintas
combinaciones de quimioterapicos, asi como de anticuerpos monoclonales
(130).

1.6.3. TRATAMIENTO DEL CANCER DE RECTO METASTASICO

Aproximadamente el 25% de los pacientes con cancer colorrectal
presentan afectacion metastasica sincronica. Los pacientes con cancer de
recto metastasico a menudo presentan una enfermedad primaria sintomatica
(127) siendo los sintomas mas frecuentes la anemia secundaria a pérdidas
sanguineas en la localizacion primaria, los sintomas obstructivos y el dolor
pélvico. Puesto que el dolor pélvico es continuo y progresivo, el control de la
afectacion pélvica es lo mas importante si se pretende alcanzar algun objetivo
en los pacientes curables, asi como con medidas paliativas en pacientes

incurables.
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De modo general, se puede decir que no existe un protocolo de
tratamiento estandarizado para estos pacientes, y que cada una de las

decisiones terapéuticas debe tomarse de forma individual.

El uso de la radioterapia pélvica en pacientes con cancer de recto que
debutan con metastasis es controvertido. La quimioterapia constituye un
tratamiento paliativo y puede ser considerado como tratamiento inicial en la
mayoria de los pacientes con cancer de recto metastdsico (128). La
colocacion de protesis de metal expansibles puede considerarse para evitar la
obstruccion. ElI control de la enfermedad pélvica tiene importantes
implicaciones pronosticas, por lo que el uso de una terapia combinada a base
de radioterapia, quimioterapia, y en algunos casos, cirugia paliativa, puede ser
una buena alternativa en pacientes con cancer de recto metastasico,
fundamentalmente en aquellos casos donde la afectacion metastasica no es

muy extensa.

Hay dos estudios que han aportado una informacion de gran utilidad en
el manejo de estos pacientes con cancer de recto incurable. Matheme y col.
(131) comunicaron que la reseccion paliativa del tumor rectal primario con
enfermedad incurable no aumenta la supervivencia ni afecta a la calidad de
vida. Se establecieron como factores prondsticos desfavorables la afectacion
ganglionar, metastasis peritoneales y afectacion hepatica extensa evidenciada
por alteracion de los estudios de funcién hepatica.

Assersohn y col (132) demostraron factores prondsticos similares
relacionados con la localizacion metastasica cuando se utilizaba un
tratamiento quimioterapico a base de 5-FU. Los pacientes con afectacion
metastasica peritoneal, ganglionar y pulmonar tuvieron menos probabilidades

de respuesta.

En la figura 3 se muestra de modo esquematico el tratamiento

complementario de cancer de recto por estadios (133).
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FIGURA 3: Tratamiento complementario del Cancer de Recto por estadios
segun Horner y col (133).
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La excision completa del mesorrecto sigue siendo la piedra angular del
tratamieto del cancer de recto localmente avanzado (134), se acepta tras
numerosos estudios que la radioterapia preoperatoria mejora aun mas el
control local de la enfermedad (135). Hoy en dia, tras los estudios del grupo
francés de cancer digestivo se acepta que la administracién de quimioterapia,
en concreto los derivados de las pirimidinas (5-FU) i.v. o su anélogo oral la
capecitabina (Xeloda®) aumenta la respuesta patolégica completa (ypRC) y
por tanto mejora el control local (136-139). Al grupo aleman para el estudio del

cancer de recto se debe la estandarizacion definitiva en la clinica diaria (140).
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I.7.  VALORACION DE LA RESPUESTA A LA
NEOADYUVANCIA

Una adecuada informacion sobre el efecto de las terapias antitumorales
(radioterapia y quimioterapia) contribuiria a la planificacibon de otros

tratamientos complementarios.

Como se ha expuesto anteriormente, el grado de respuesta inducido
por el tratamiento neoadyuvante en pacientes con carcinoma rectal, es en si
mismo un factor prondstico (85), y para algunos autores, con mayor impacto
aun que el estadio clinico (116). Este hecho subraya la necesidad de la
estimacion de dicha respuesta de un modo sistematico y a ser posible

estandarizado entre los diferentes grupos de investigacion.

1.7.1. VALORACION CLINICA, METABOLICA Y MOLECULAR

De modo tedrico la valoracion pre-quirargica del efecto del tratamiento
neoadyuvante pudiera realizarse en base a la modificacion de cualquiera de
los procedimientos diagndsticos empleados en la estadificacion inicial del
paciente, sin embargo, su uso en la practica clinica habitual no ha mostrado la
utilidad de los mismos.

- Marcadores tumorales

Es conocido el valor de los niveles de CEA (antigeno
carcinoembrionario) pretratamiento como factor de mal prondstico en
pacientes cancer de recto (85). Del mismo modo también es reconocida su
validez para el control evolutivo de dichos pacientes y su capacidad de
descartar/diagnosticar la presencia de recidivas en base a sus modificaciones.
Sin embargo no esta claro (y realmente ha sido poco estudiado) su papel

como herramienta para la valoracion del efecto terapéutico.
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- Métodos de imagen y metabdlicos

Las técnicas de imagen convencional, ECO-endorrectal, TC y RM, se
han confirmado como pruebas indispensables en la estadificacion de estos
pacientes, sin embargo, no han demostrado ser predictores positivos fiables
de la respuesta clinica al tratamiento neoadyuvante en pacientes con cancer
de recto (116,141-143). Esto se debe a las limitaciones inherentes a los
estudios estructurales, que se ven influidos por factores de confusién como
puede ser la persistencia de una masa debida a cambios fibroticos o edema.
Por tanto, en muchos casos tienden a sobreestimar la extension local del
tumor después de haber recibido tratamiento. Una sensibilidad del TAC del
51% y del 54% para la RM (144) hace que estas técnicas pierdan utilidad en la

re-estadificacion del cancer rectal localmente avanzado.

Es conocido, que la 18F-FDG-PET tiene una sensibilidad proxima al
100% en la deteccion de cancer de recto diagnosticados de novo (145,146), y
que un alto valor del SUV refleja una mayor agresividad tumoral y un mal
pronéstico a largo plazo (147). Por otra parte, la 18F-FDG-PET, ha
demostrado ser superior a las técnicas de imagen convencional en la
reestadificacion de pacientes que han recibido tratamiento, mostrando una

mayor seguridad en la deteccion de tumor residual (148-150).

La capacidad de la 18F-FDG-PET para determinar de manera fiable la
respuesta a tratamiento neoadyuvante se ha sugerido en gran numero de
tumores (151-156). En este sentido, se ha propuesto al grado de reduccion en
la captacion de 18F-FDG tras tratamiento neoadyuvante respecto a su valor
basal en el estudio pre-tratamiento como un indice para predecir de manera
precoz la regresion tumoral de multitud de tumores solidos tratados con

radioquimioterapia (157).

Algunos estudios (158) concluyen que la PET es capaz de discriminar
respuesta de no respuesta, con una sensibilidad del 100% y una especificidad
del 90%. En otro estudio (159) realizado por 31 centros PET a nivel europeo

para valorar la respuesta al tratamiento de QT en 12 grupos y RT en tres
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grupos, se concluyd, que a pesar de la diferente metodologia utilizada en la
realizacion de los estudios PET, esta técnica es un método satisfactorio para
aportar informacion sobre la respuesta al tratamiento. Los pacientes con
mayor reduccién de captaciéon de 18F-FDG presentan una mejor respuesta

clinica.

La 18F-FDG-PET es también mas exacta que la TC en distinguir los
cambios post-tratamiento de los tumores residuales en pacientes sometidos a

ablacién por radiofrecuencia (160).

En el contexto clinico del cancer de recto localmente avanzado tratado
con neoadyuvancia son también numerosos los estudios que abordan esta
hipétesis, si bien los resultados publicados por los distintos grupos de trabajo
son discordantes, tanto si los cambios en el metabolismo local inducidos por el
tratamiento con radio y quimioterapia neoadyuvante pueden mermar el
rendimiento diagnostico de la 18F-FDG-PET (148), o si por lo contrario, existe
una clara capacidad predictiva de respuesta al tratamiento con el consiguiente
impacto sobre el pronéstico (161).

1.7.2. ESTADIAJE ANATOMOPATOLOGICO

- Respuesta Patologica al tratamiento neoadyuvante (YpTNM):

Modificacion de la estadificacion.

La radioterapia y quimioterapia aplicada de manera pre-operatoria,
puede alterar el T y el N patoldgico, llegando incluso a producir la desaparicion
completa de células tumorales en la pared rectal y en ndédulos perirrectales.
Estos efectos de reduccidbn sobre el estadio “downstaging” (término
anglosajon), definido como cualquier modificacion del TN patolégico (ypTNM)
vs el TN clinico (cTNM), han sido utilizados por muchos autores como

instrumento de medida de la respuesta al tratamiento (115, 162, 163).
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De modo general, puede considerarse que el objetivo final de la terapia
neoadyuvante es la obtencion de una respuesta completa desde el punto de
vista patolégico (CPR), entendiendo ésta como la ausencia de células
tumorales en la pieza quirldrgica, y en este contexto parece existir cierto

consenso en su uso por los diferentes grupos de trabajo (147,164-167).

Sin embargo, el empleo de este criterio como variable respuesta,
adolece de ciertas limitaciones. En primer lugar existe un obvio consenso en
qué considerar como respuesta completa, sin embargo no esta tan claro la
estandarizacion de la ausencia de la misma, es decir, la presencia de actividad
tumoral. A este menester, se han considerado diferentes grados de respuesta
no completa, principalmente en base a la disminucion de tamafo de la lesion
tumoral (del inglés “downsizing”) o en la disminucion del estadio en la
clasificacion TNM (ypTNM), en funcion de la disminucion en uno, dos 0 mas

estadios respecto a la estadificacion clinica (cTNM) (165).

Otra limitacion reside en la falta de capacidad para determinar los
diferentes estratos histologicos afectos, no discriminando entre la respuesta de
tumores que se encuentran en el mismo estrato, al no especificar si la
afectacion residual es minima o masiva con respecto a la fibrosis observada
(168).

- indice de Regresion Tumoral: TRG

En un intento de complementar las limitaciones antes expuestas se ha
propuesto el empleo de un indice de regresion tumoral (conocido
habitualmente por sus siglas en inglés TRG: Tumoral Regresion Grade). Este
criterio parte de que el grado de regresion o respuesta tumoral se caracteriza
por una serie de cambios citolégicos y a nivel del estroma. Desde el punto de
vista citologico, las células neoplasicas muestran vacuolizacion y/o eosinofilia,

picnosis nuclear y necrosis. A nivel del estroma, los cambios propios de la
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regresion son la fibrosis, con o sin infiltrado inflamatorio, incluyendo el

granuloma gigantocelular alrededor de células fantasma y queratina.

Estos hallazgos han llevado a diferentes autores a exponer los signos
histopatolégicos que permitirian la clasificacion de dichos grados de
respuesta, que de modo genérico se establece en una clasificacion (Tumor
Regresion Grade), en cinco grupos dependiendo del porcentaje microscépico
de fibrosis y de restos tumorales hallados en la pieza (169,170). Mandard y
colaboradores (169) describen cinco grados de regresion originalmente en

pacientes con cancer de eséfago tratados con neoadyuvancia:
-Grado I: Ausencia de células neoplasicas.
-Grado II: Alguna célula neoplasica con claro predominio de fibrosis.

-Grado IlI: Células neoplasicas en la pieza, si bien la fibrosis sigue

siendo predominante.

-Grado 1V: Predominio de células neoplasicas sobre el componente

fibrético.

- Grado V: Ausencia de regresion.
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En la figura 4 se muestra de modo esquematico el esquema de

regresion tumoral de Mandard

FIGURA 4: Grados de Regresion Tumoral de Mandard (169).
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En base al mismo concepto teorico, el grupo de Dworak (170) define
cuatro grados de regresion en pacientes con cancer de recto tratados con

tratamiento neoadyuvante:
-Grado 0: Ausencia de regresion.
-Grado 1: Predomina la masa tumoral sobre la fibrosis.
-Grado 2: Predomina la fibrosis con algunos grupos celulares tumorales.

-Grado 3: Predomina la fibrosis con pocas células tumorales (dificiles de

identificar microscopicamente)
-Grado 4: Sdélo fibrosis. Respuesta total o total regresion.

Pese a gque inicialmente los criterios de Dworak pudieran parecer mas
“especificos” para su aplicacion en el carcinoma colorrectal, la mayoria de los
grupos utilizan como criterio estandarizado los criterios de Mandard. De este
modo el criterio de Mandard es el que se ha seguido en el estudio que
constituye la presente Tesis Doctoral, clasificando a los pacientes en dos
grupos, respondedores (aquellos que muestran grados de regresion Iy 1) y no

respondedores (grados del Il al V).
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|.8.APLICACION DE LOS MICROARRAYS

1.8.1. INTRODUCCION

Los genes consisten en porciones de acido desoxirribonucleico (ADN)
que codifican una proteina en particular. Cada segmento de ADN genomico,
organizado en cromosomas en el nucleo celular, estd construido con cuatro
bloques de nucledtidos constituido por un grupo fosfato, un azlcar
(desoxirribosa) y una de las cuatro bases nitrogenadas: Adenina (A), guanina
(G), citosina (C) y timina (T). Durante la sintesis de ARN (transcripcion) la
doble cadena de ADN se despliega y una de ellas es usada como molde para
generar una copia complementaria de cadena simple con la base uracilo (U)
que reemplaza a la timina. El ARN es procesado posteriormente, de manera
que a partir de un transcripto primario se generan diferentes clases entre ellas
el ARN mensajero (ARNm). En el proceso siguiente de traduccion, se
sintetizan proteinas a partir del mMRNA en los ribosomas. La correspondencia
entre las cuatro letras presentes en el ADN y los 20 aminoacidos que forman
las proteinas esta dada por el codigo genético, que vincula tres bases (codon)
a un aminoacido. La proteina sufre diferentes modificaciones post-traduccion
hasta ser completamente funcional. De esta manera, las caracteristicas
estructurales y funcionales de células y tejidos estan determinadas por la

expresion simultanea, selectiva y diferencial de miles de genes.

Una propiedad importante del ADN es la complementariedad de las
bases que lo componen, asi la timina se complementa con la adenina y la
guanina con la citosina por medio de puentes hidrogeno de las cadenas
opuestas del ADN. Esta propiedad es la base molecular de la técnica de
microarrays, donde hebras de ADN de diferente origen van a hibridizarse por

complementariedad de las bases que las componen (171,172).

De forma esquematica se representa lo antes mencionado en la figura 5
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FIGURA 5: Dogma central de la biologia molecular: el material genético
consiste de ADN, que se transcribe a ARNm que sirve como molde para la

sintesis de proteinas. ARNm: ARN mensajero; ARNr: RNA ribosomal; ARNt:

RNA de transferencia
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[.8.1.1.Fundamento de la tecnologia empleada en  microarrays

La metodologia clasica utilizada para la deteccion y cuantificacion de

MRNA presente en una célula es el analisis por Northern blot y la RT-PCR

(Reaccion en Cadena Polimerasa)
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-Northern blot. Técnica que utiliza una sonda radioactiva en solucion que

se une con un MRNA inmovilizado en un soporte.

-RT-PCR, técnica donde el ARNmM es copiado a ADNc (ADN
complementario) y se genera un intermediario de doble cadena por la
reaccion de transcripcion reversa (RT) y posterior amplificacion por la

reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)

En estas técnicas, el principio fundamental es la hibridacién, que se basa
en la complementariedad de las bases, pero su debilidad es la deteccién. En
el primer caso la deteccion de emision de radioactividad requiere pasos
adicionales como la autorradiografia y en el mejor de los casos el escaneo con
detectores de radiaciones beta y gamma que aumentan hasta 100 veces la
sensibilidad de la técnica. En el caso de la RT-PCR los niveles de deteccion
han aumentado significativamente mostrando en tiempo real la duplicacion
exacta del material inicial en la reaccion de PCR por la incorporacion de
fluoréforos a la doble cadena naciente. Esto permite detectar cambios de dos
ordenes de magnitud comparado con los geles de bromuro de etidio que

manifiestan cambios de diez 6rdenes de magnitud.

Estas técnicas suplieron las necesidades durante muchos afios pero sufren
la limitacion del nimero de genes a estudiar simultdneamente. Actualmente se
requieren informes globales o de miles de genes a la vez, imposibles de
detectar mediante radioactividad, debido a que estos ensayos soportan una
cierta densidad de puntos en simultaneo, o por PCR en tiempo real, dadas las

limitaciones de realizar los ensayos de 96 muestras cada vez (una placa).

La palabra microarray deriva del griego mikro (pequefio) y del inglés array
(distribucion ordenada). Podriamos decir que las micromatrices permiten el
depdsito de miles de puntos conteniendo genes o parte de genes sobre un
portaobjetos para su estudio de una séla vez en un Unico experimento. De
esta manera es posible tener una vision instantdnea de la actividad de

genomas completos o de un grupo selecto de genes.
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En los estudios de microarrays se combinan las técnicas de hibridacion
de acidos nucleicos y deteccién por fluorescencia. De esta manera, soélo en los
puntos del portaobjeto donde haya ocurrido hibridacion habra fluorescencia y
la intensidad de la fluorescencia detectada serd proporcional al nivel de
expresion del gen en estudio.

Una condicién indispensable es que cada uno de los genes que esté
representado sea facilmente distinguible de otros. En otras palabras la porcion
del gen inmovilizada en el portaobjeto debe llevar consigo,
independientemente de su tamafio, su cédula de identidad. Este punto es de
especial importancia en el disefio de los microarrays y se basa en busquedas
exhaustivas en las bases de datos publicas (como Unigene y GenBank ) y

seleccidon por ensayos de prueba y error (173,174).

1.8.1.2.Componentes de un experimento de  microarrays

Dada una pregunta biolégica o un planteo de sondeo global se obtiene
una muestra que sera marcada para su posterior deteccion. Esta muestra
marcada es enfrentada al microarray donde ocurre la hibridacion. Un
seguimiento exhaustivo por analisis de imagenes detectard los puntos
marcados y los remitira al correspondiente gen. A continuacion, mediante el
uso de algoritmos de interpretacion se extraeran los datos mas relevantes
segun la hipotesis o se describirdn los aspectos que marcan diferencias
significativas en experimentos de exploracion (Tabla 6). Este esquema basico
refleja, en cada uno de sus componentes, decisiones importantes que el
investigador debe tomar y que no limitan el método a una hazafna
biotecnolégica sino al resultado de un arduo entrenamiento técnico y de

trabajo en equipo. A continuacion se comentan sus componentes.
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1.8.1.3.Muestras bioldgicas

El primer componente que introduce variacion a un experimento es la
muestra en si. El éxito de un ensayo de microarrays depende en gran parte de
la calidad de la muestra obtenida. EI ARN total obtenido debe estar intacto y
puro, no debe contener proteinas ni ADN contaminante. Para ello se exige que
sea evaluada su cantidad y calidad detectada por espectrofotometria y su
integridad por electroforesis (deben observarse las bandas de RNA 28S y 18S

en proporcioén y peso molecular adecuado).

Sin hacer mencion de los aspectos éticos subyacentes, definir patrones
universales con experimentos costosos como los de microarrays es una
cuestién que no tiene solucién aun. La heterogeneidad que presentan lineas
celulares inmortalizadas es minima ante la que pueda presentar una biopsia
tomada de un tejido tumoral. Es imposible tener dos muestras bioldgicas del
mismo individuo que den resultados similares por el solo hecho de haberlas
manipulado en eventos independientes. A su vez, las comparaciones suelen
hacerse contra tejidos normales, pero no existen consensos para las
definiciones de normal y afectado, dado que factores como los antecedentes
geneéticos, sexo, edad, etapa de desarrollo, diferenciacion y crecimiento dirigen
los patrones de expresion. Tampoco debemos olvidarnos que los tejidos son
de diversa composicion celular y que cada una de estas células activara
diferentes programas de expresion ante diferentes estimulos.

Se ha planteado el uso de mRNA “universales” o de especies diferentes
que funcionen como controles internos del ensayo. Estos controles se
procesan en conjunto con la muestra y contienen en el microarray sondas
especificas que monitorizan la calidad del ensayo. De esta manera, se
comprobd por diluciones seriadas que los mas modernos microarrays pueden
detectar hasta un transcripto (1 molécula aislada de ARNm). Este es un paso
importante que da confiabilidad a la técnica, probando que hasta en el nivel
mas bajo de transcripcidn, los transcriptos mas raros y menos abundantes

seran tomados en cuenta para el andlisis.
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En la tabla 6 se presentan los puntos que deben tenerse en

consideracion en un experimento de microarrays.

TABLA 6: Puntos importantes en cada paso de un experimento de microarrays

¢ Qué genes se expresan en cada )
»cDNA microarrays

tejido ? : "

¢ Qué genes se expresan ante los *Oligonucledtidos
diferentes estimulos ? sMarcacion de RNA/ mRNA/cRNA
¢ Cuél es la relacién Genotipo-fenotipo? *Marcacién con uno/dos fluoroéforos
¢ Cémo afecta la genética la respuesta sHibridizacion
individual a drogas? sScanner
¢ Qué patrén de expresidn conduce a

enfermedad?

Pregunta biolégica Tecnologia

Ilmicroarra ybll

Iméagenes Analisis

wDefinicion del punto sResumen de los datos

»/nterpretacion del microarray »Descubrimiento de patrones
sAjuste del background de expresion
»Control de calidad *» [dentificacion de genes expresados
*Normalizacién y transformacion de diferencialmente
los datos *Prediccion de clases

1.8.1.4.Disefo experimental en experimentos de microarrays

El disefio experimental es esencial en los experimentos de microarrays
y es crucial desde la recoleccion de muestras y criterios de inclusion, la
eleccion del microarray a ensayar y el método para inferir los resultados. En
general las preguntas biolégicas conducen a probar hipétesis o a producir
datos nuevos mediante asociacion con parametros estadisticos. En el primer
caso los resultados obtenidos corroboran la hipétesis planteada y en el
segundo los datos hablan por si mismos. Ambas estrategias son validas si las
herramientas usadas para convertir los datos en informacion y la informacion

en conocimiento son robustas.
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En muestras patoldgicas se ha propuesto trabajar con mezclas
provenientes de diferentes pacientes afectados para reducir el efecto
“personal” en el patréon de expresion. También es indispensable realizar
duplicaciones biolbgicas y técnicas del experimento. Un duplicado biolégico es
aquel donde se obtiene ARN en dos eventos diferentes o ARN de individuos
diferentes que se integran en el andlisis. Los duplicados técnicos son las
hibridaciones de un mismo ARN en diferentes microarrays para evaluar la
reproducibilidad de los resultados obtenidos. De todas maneras, estas
repeticiones, aunque mejoran la certeza de los datos obtenidos, no solucionan

el problema del tamafio de la muestra en microarrays.
[.8.1.5.Tipos de microarrays

El concepto basico en microarrays es el posicionamiento preciso en un
soporte soélido de elementos que funcionen como detectores moleculares en
altas densidades. En la préactica, los microarrays abarcan una amplia gama
gue puede tener diferentes soportes (membranas o vidrio) y diferentes
moléculas que interaccionan en este medio. Para poder clasificar los
microarrays debemos dejar claro qué se entiende por target (blanco) y que se
define como probe (sonda). Existen controversias al respecto pero tomaremos

por blanco a la molécula libre y como sonda a la inmovilizada.

Existen diversos tipos de microarrays segun las sondas utilizadas que
abarcan metodologias muy variadas que van desde lo mas casero hasta lo

mas sofisticado. Los tipos mas comunes son:
Microarrays de acidos nucleicos
Microarrays de cDNA

Las sondas son producidas en laboratorios de fabricacibn mediante la
amplificacion selectiva de cDNAs (100-3000 nucleétidos) por PCR en placas

de 96 pocillos.
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Estos amplicones se purifican, se verifica su calidad y cantidad y se
depositan por capilaridad en portaobjetos de vidrio mediante costosos robots

que requieren un ambiente libre de particulas.
Microarrays de oligonucledétidos

Las sondas son porciones de ADN sintético de cadena simple que
pueden ser cortas (15-25 nucleotidos) o largas (50-120 nucleétidos). Estos
fragmentos pueden ser presintetizados y depositados en portaobjetos por
robots o sintetizados in situ y depositados por ink jet o fotolitografia
(DNAchips).

Los microarrays que contienen fragmentos presintetizados (CDNA u
oligos) pueden ser fabricados en laboratorios con infraestructura adecuada,
pero los sintetizados in situ o los que vienen con genes preseleccionados
prearreglados (bioarrays) deben ser adquiridos a diferentes proveedores que
poseen plantas de faricacién con un nivel elevado de complejidad y delicados
controles de calidad. Los arrays de cDNA son los mas flexibles y usados en
investigacion porque permiten depositar genes o fragmentos de genes
amplificados de cualquier especie y asi disefiar y generar de manera sencilla 'y
menos costosa el grupo de sondas. Por otro lado, requiere de réplicas tanto en
el mismo soporte como duplicados técnicos, dado que su punto debil es el
deposito del amplicon y la reproducibilidad de sus caracteristicas fisicas
(dimensiones, &rea, limites). La tendencia actual es usar oligonucleotidos de
longitud corta, aunque todavia existen quienes cuestionan la especificidad
dada por el disefio de sondas tan pequefas, evidentemente, afios de

experiencia en disefio de PCRs avalan las ventajas de esta opcion.
Microarrays de proteinas

Las sondas son anticuerpos fijados a portaobjetos de vidrio y los
blancos son muestras de suero o tejido. Esta técnica se ve por el momento
restringida por varios puntos que requieren de tiempo para esclarecerse. Entre

ellos se puede mencionar la dificultad de fabricar e inmovilizar estructuras
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tridimensionales como son las proteinas y detectar interacciones de proteinas
plegadas, sin olvidar mencionar que no se dispone aun de colorantes

fluorescentes que permitan cuantificar eficientemente a estas moléculas.
Microarrays de tejidos (TMA)

Esta técnica trata de resolver uno de los problemas principales y
limitantes en analisis moleculares de tejidos: el tamafio limitado de la muestra.
Se utiliza una aguja hueca par tomar muestras milimétricas de las regiones de
interés de tejidos embebidos en parafina, en especial biopsias. Luego se
depositan de manera ordenada en un nuevo bloque de parafina y se cortan
con un microtomo entre 100-500 veces reordenandose sobre portaobjetos de
vidrio donde se realizaran pruebas multiples a nivel ADN, ARN y proteinas

(inmunohistoquimica, hibridizacion in situ).
Comparative Genomic Hybridization (CGH)

Es un método citogenético molecular que permite monitorizar anomalias
cromosdmicas. Las alteraciones se clasifican en pérdidas, ganancias y
amplificaciones de ADN, incluyendo mutaciones a nivel de cromosomas
completos y por loci. Permite monitorizar tumores y defectos congénitos a
partir de cromosomas en metafase o ADN gendmico. La técnica se basa en la
hibridacibn competitiva donde se colorea el ADN tumoral con un marcador
fluorescente y el ADN blanco con otro. Permite el estudio de material de
archivo como muestras congeladas o embebidas en parafina con el fin de

correlacionar la evolucién clinica con aberraciones cromosémicas.

La descripcion técnica de los aspectos analiticos de estos ultimos tres
puntos excede el objetivo de esta Tesis Doctoral y en adelante se expondran
los arrays mas usados que son los microarrays de ADN.
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[.8.1.6.Consideraciones técnicas de la utilizacién de microarrays
Marcacion e hibridizacién del blanco

En los experimentos de expresion génica el ARN total es obtenido de la
muestra bioldgica y marcado con un colorante fluorescente para su posterior
deteccion. Las primeras propuestas fueron marcar con dos colorantes
derivados de cianinas (Cy5 rojo y Cy3 verde) las muestras de ARN total
durante el proceso de transcripcién reversa o modificar quimicamente los

nucleotidos a posteriori.

Estas muestras provenientes de dos condiciones a comparar se
mezclan en cantidades iguales y se hibridan competitivamente en el mismo
microarray. La lectura se hace con detectores que permitan detectar los
espectros de emision de los dos colorantes en canales diferentes y generar
imagenes separadas para cada uno de ellos. Los inconvenientes que plantea
este procedimiento son la elevada cantidad necesaria de ARN (20-75 pg) y la
afinidad diferente de los distintos colorantes por el blanco. Esto hace
imperativo que en el disefio se incluyan experimentos donde las muestras
sean marcadas adicionalmente con el colorante opuesto para obtener
resultados mas confiables. Una complejidad adicional se plantea en el andlisis
de las imagenes, ya que para medir expresion diferencial deben componerse
en un solo archivo de imagenes la superposicion resultante del archivo

generado con el colorante verde y el archivo generado con el colorante rojo.

De esta manera los puntos que resulten verdes estaran expresados
diferencialmente en una condiciéon y los rojos en otra, mientras que los
amarillos estaran expresados en ambas). La figura 6 muestra de manera
esquematica los experimentos de microarrays realizados con dos colorantes

fluorescentes.
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FIGURA 6: Experimentos de microarrays con dos colorantes
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Estos inconvenientes son superados cuando se trabaja con protocolos
mas modernos con ARN copia (ARNCc) que resulta de la transcripciéon in vitro
del RNA original. Las cantidades requeridas para realizar el experimento son
infimas (0.2-2 pug) y se marca con un solo colorante. La desventaja de este
método es que se hibrida una muestra por microarray. En cuanto a la
hibridacién, las técnicas y protocolos han mejorado radicalmente con
procedimientos que tienden a reemplazar los hornos de hibridacion y
posteriores lavados manuales por condiciones mas estandarizadas y camaras

de hibridacion flexibles incluidas sobre el portaobjeto de vidrio (Figura 7).
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FIGURA 7: Experimentos de microarrays con un colorante
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Analisis de los datos

Una vez obtenido el/los archivos de imagenes, hay que transformar las
intensidades de las sefiales obtenidas en datos numéricos, discriminando la
sefial informativa del ruido que pudiera haber en segundo plano. En este
proceso hay que considerar las dimensiones y forma de cada punto analizado
de la imagen, su localizacion y los parametros estadisticos que pueden

asociarse a ellos.
Los controles de calidad son realizados para cada imagen.

Es en este punto donde el trabajo multidisciplinario se vuelve
indispensable. EI manejo de una cantidad extensa de datos de modo
simultdneo requiere el uso de algoritmos de computaciéon para obtener,
manejar, procesar y almacenar la informacion en paralelo. En este escenario
los bioinformaticos aportan su conocimiento a los experimentos de

microarrays.

De esta manera se obtiene una matriz de expresion donde las filas
seran genes y las columnas experimentos. En los disefios con dos colorantes

se trabaja con proporciones entre las intensidades medidas con cada uno de
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ellos y en los realizados con un solo colorante estos datos son absolutos. En
ambos casos los datos se normalizan y transforman para disminuir las

variaciones y hacer los calculos posteriores mas sencillos.

En este punto debe sumarse al grupo de trabajo un experto en
bioestadistica que pueda aplicar los supuestos correspondientes para realizar
comparaciones que sean Validas estadisticamente. Para un gen dado (fila)
pueden compararse las intensidades entre muestras y generar un reporte que
exprese encendido y apagado de genes o0 de cuantas veces mas 0 menos
expresado se encuentra en las diferentes condiciones ensayadas. No deben
compararse intensidades entre genes (filas) del mismo experimento ya que el
nivel de expresion es una propiedad de cada gen, se puede modificar por la
expresion de otro gen presente en altos niveles en el mismo experimento y

esta ligado a complejas vias de control.
Métodos de Agrupamiento y Visualizacion de los datos

El andlisis de agrupamiento o Clustering de la matriz de expresion

consiste en reunir genes basandose en la similitud de su perfil de expresion.

Existen métodos no supervisados y supervisados basandose en datos
previos para concentrar los patrones de expresion relacionados. Entre los
métodos no supervisados el mas empleado es “k-media” y es apto para
organizar datos exploratorios exhaustivos. “K-media” es un algoritmo de
particion que divide los items en k-grupos de manera que la suma de las
distancias al centro del grupo sea minima. Por otro lado los métodos
supervisados requieren un grupo de experimentos que los entrene (training
set) para generar reglas que puedan hacer predicciones o clasificar datos a
testar (testing set). Entre ellos se puede mencionar a los basados en redes
neuronales de aprendizaje. Los esquemas resultantes son de facil

visualizacion y altamente informativos.
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Interpretacion de los datos:  data mining

Existen diferentes algoritmos que permiten extraer de un grupo selecto
de genes su ontologia (GO). La ontologia de los genes proporciona un
vocabulario controlado para describir caracteristicas de genes y productos
génicos en términos de los procesos biolégicos asociados, los componentes
celulares y la funcién molecular de manera independiente de la especie en
cuestiéon. Los principios de organizacion del GO son que un gen tiene una o
mas funciones moleculares, usadas en uno o mas procesos biolégicos y

puede asociarse a uno o0 mas componentes de la célula.

A partir del conocimiento de los términos de GO y de atribucion de
éstos a los datos de microarrays se pueden visualizar las vias metabolicas que

estan siendo modificadas.

Reporte de los datos: se cre6 un consorcio que colecta los datos
minimos acerca de un experimento de microarrays (MIAME) de manera que el
formato para importar y exportar datos entre laboratorios sea compatible. Este

campo es critico y las publicaciones requieren que se cumplan estos puntos.

Las herramientas contenidas en GEO (Gene Expression Omnibus)

permiten visualizar, buscar y obtener datos sobre expresiéon génica.

Cada célula contiene una dotacibn completa de cromosomas. Sin
embargo, la expresion diferencial de los genes es la que dara a esa célula su
funcién biolégica. Este proceso de expresion génica es muy complejo en
cuanto a regulacion y permite a la célula responder de manera dinamica ante
cambios instantaneos. Los experimentos de microarrays permiten monitorizar
en cada momento la expresion génica durante una enfermedad, los cambios
en tejidos tumorales, la expresion de marcadores relacionados con factores
pronésticos de enfermedad o toxicidad, y los polimorfismos de genes, entre

otras tantas aplicaciones (175).

110



J. MARTIN CANO INTRODUCCION TESIS DOCTORAL

La magnitud creciente de informacion y el desarrollo de técnicas
innovadoras provee hoy al investigador de herramientas poderosas, flexibles,
no toéxicas y de alto rendimiento. Esta escala ampliada, tanto en la cantidad
como en la calidad de los datos obtenidos en experimentos de microarrays
plantea una cuestion adicional no sélo porgque el volumen de datos que deben
ser procesados es muy elevado, sino también porque muchos de dichos datos
son obtenidos de manera colateral, sin una hipodtesis previa que guie el
experimento, o involucran genes que hoy no tienen funcion asignada adn para
organismos modelo. La informacion global no es ni buena ni mala en si
misma, es un instrumento que, adecuadamente utilizado, permitira alcanzar

mayores niveles de conocimiento.

La evolucion de esta tecnologia de avanzada en el tiempo llevé a una
disminucion de los costos asociados y de los requerimientos de
infraestructura, haciendo hoy factible su aplicacion en empresas farmacéuticas
y en un futuro no muy lejano en centros biomédicos especializados. La
implementacion de estudios de expresion geénica en la poblacion marcara el
camino hacia una medicina personalizada donde las estrategias de
diagnéstico y monitorizacion del tratamiento se basaran en la evidencia

aportada por experimentos de microarrays.

En los ultimos diez afos, las herramientas de analisis genético han
sufrido una revolucion técnica comparable a la incorporacion del microscopio
en los laboratorios. Han aparecido sistemas de analisis genOmico masivo que
permiten analizar en un solo experimento el estatus de miles de genes. Es
decir, ahora, estudiar la relacion gen-enfermedad no esta basada en analizar
un gen anico y sus efectos sino en analizar el comportamiento de miles de
genes de forma simultdnea. Estos sistemas, denominados genéricamente
como matrices, arrays, microarrays o biochips, estan cambiando nuestra forma
de plantear problemas y extraer conclusiones de los experimentos ya que nos
ofrecen una foto compleja del conjunto del genoma. Este conjunto de datos
sobre expresion génica y relaciones entre genes tratados de forma sistematica

mediante herramientas de analisis masivo, constituye el cuerpo esencial de lo

111



J. MARTIN CANO INTRODUCCION TESIS DOCTORAL

gue denominamos gendmica. La gendOmica intenta proporcionar a los
investigadores en biologia el equivalente de la Tabla Periddica de los
Elementos, es decir, un inventario de todos los genes que se emplean para
conseguir una criatura viviente, asociado a un sistema de clasificacién que
genere bloques o subconjuntos de genes que se comportan de forma

coordinada.

Estudios gendmicos masivos, como los realizados con microarrays de
expresion, nos ofrecen informacion rapida y reproducible sobre el nivel de
expresion de un namero elevado de genes (generalmente varios miles) en la
muestra estudiada en un solo experimento. Esa informacion tiene varios
niveles de complejidad. El nivel mas bajo corresponde a datos simples sobre
genes concretos. Un array de expresion puede identificar el nivel de expresion
de un gen individual asociado a un determinado fenotipo de forma similar a
experimentos mas tradicionales. Los niveles mas alto de complejidad, sin
embargo, permiten examinar la figura completa del conjunto del transcriptoma,
es decir todos los genes que se expresan de forma asociada a ese fenotipo.
Este nivel de complejidad es imposible de alcanzar con otros sistemas
distintos a los biochips. Ademas, los arrays de expresion han acelerado en
varios érdenes de magnitud el descubrimiento de marcadores moleculares de
utiidad en medicina clinica. Las investigaciones recientes procedentes de
varios laboratorios estan revelando principios fundamentales que ayudan a
clasificar una enfermedad de acuerdo con su perfil de expresion especifico.
Esos principios se basan en datos que proceden del analisis de microarrays y
que son sorprendentemente reproducibles, a menudo esclarecedores y

algunas veces inesperados.

Sin duda, la mayor contribucion de los estudios con arrays tiene su
nicho natural en la taxonomia. Clasificar un determinado tumor con un nombre
y apellidos lo mas certero posible permite ajustar el diagnéstico y el
tratamiento casi de forma individual. Sin embargo, como es conocido, realizar
una filiacibon adecuada de un caso real depende de muchas variables:

circunstancias de recogida de la muestra, ser riguroso en la descripcion,
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disponibilidad de herramientas de diagnéstico adecuadas y, finalmente, la
experiencia del profesional. Todos estos elementos tienen como final el
desarrollo de una clasificacion de los tumores que sea universal y efectiva.
Este desarrollo es paralelo a las estrategias practicas que se han desarrollado
en el campo de la patologia. En primer lugar, se da el reconocimiento de una
diferencia en la morfologia de una manera reproducible y sistematica. En
segundo lugar, se intenta establecer la relacion entre las caracteristicas del
tumor y las del tejido normal del que se origina. En tercer lugar, se busca y se
trata de establecer asociaciones entre la evolucion del paciente o la respuesta
al tratamiento y la clasificacion propuesta, de forma que ésta tenga una
utilidad clinico-terapéutica. La tecnologia de microarrays puede usarse para
derivar clasificaciones, establecer asociaciones con la linea celular de origen y
ayudar en el prondstico, pero con la ventaja afiadida de ser capaz de
identificar los genes que determinan esa clasificacion (176).

1.8.2. MICROARRAYS DE EXPRESION Y SU EMPLEO EN LA TAXONOMIA
MOLECULAR DEL CANCER

En general, como ya se ha comentado anteriormente, el andlisis de los
patrones de expresion tiene una incidencia directa en el diagnostico molecular
de los tumores. Cuanto mayor sea la capacidad para clasificar un tumor
determinado de forma no ambigua, se acumulara informacion mas precisa
referente a la biologia de ese cancer (capacidad de metéastasis, resistencia al
tratamiento, etc.) y, en definitiva, mayores seran las posibilidades de éxito en
la curacion de ese paciente. El efecto clinico del empleo de los microarrays de
expresion, aungue esté pendiente de validaciones a gran escala en grupos de
pacientes homogéneos, esta basado en dos evidencias que ya se encuentran
documentadas en la literatura. Por un lado, los tumores presentan patrones de
expresion directamente relacionados con la linea celular de la que proceden y

con caracteristicas clonales especificas de pacientes (177). Por otro, los
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patrones de expresion han ayudado a establecer diferencias en la biologia y el

prondstico de los tumores (178).

Empleando el microscopio de luz transmitida, los tumores presentan un
aspecto que recuerda a la célula normal en la que se origina pero en la que se
hubiera detenido el proceso de diferenciacion celular. El resultado de esa
similitud es que la taxonomia del cancer esta basada en los distintos tipo
histologicos normales en los que se origina. Al aplicar los estudios mediante
arrays de expresion a diferentes tipos de tumores, lo primero que se observa
es que los perfiles de expresion se correlacionan bastante bien con los
fenotipos histologicos de los tumores. En leucemias y linfomas, esta relacion
esta comprobada y acerca mucho a una clasificacion basada en el linaje
celular (179-181). Otros autores han encontrado también diferencias en
tumores de origen epitelial. Por ejemplo, tumores de mama primarios se
agrupan en dos patrones de expresion semejantes a los encontrados en lineas
celulares derivadas de dos linajes diferentes del tejido mamario (células

basales y luminales) (182).

Es muy interesante comprobar que, al margen del tipo celular estudiado
o del tipo de anadlisis, la proporcion de genes que, en cualquier array, aparece
diferencialmente expresada entre el tumor y el tejido normal de origen es de,
aproximadamente, sélo un 5%. Las relaciones que pueden ser definidas
mediante patrones de expresion pueden también contribuir a aumentar el
conocimiento de la progresion tumoral. Lesiones precancerosas, como las
encontradas en adenomas de colon, pueden separarse mediante patrones de
expresion del tejido normal y el carcinoma. Sin embargo, esos patrones de
expresion génica del adenoma presentan un mayor grado de similitud con los
carcinomas que con el tejido normal. En general, estos estudios demuestran
que el linaje celular es un elemento determinante del patron de expresion de

un tumor.
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Este compromiso clonal del patrén de expresion de un tumor, intimamente
relacionado con el paciente y su origen de linaje celular, permite obtener
marcadores moleculares individuales y, con el tiempo, sera muy util en el
desarrollo de terapias individualizadas como se ha comprobado en cancer de
mama (183,184) y hepatocarcinomas (185).

1.8.3. LOS PATRONES DE EXPRESION COMO HERRAMIENTA DE
PRONOSTICO Y PREDICCION DE LA RESPUESTA AL TRATAMIENTO

Una vez establecido que los patrones de expresion reconfirman en gran
medida los patrones histologicos diferenciales en los tumores, es necesario
demostrar que la ventaja afiadida de reconocer esos patrones es poder
subclasificar los tumores en base a su comportamiento biolégico. Esos
subgrupos deberian estar definidos mediante marcadores moleculares sutiles
y complejos que conlleven un impacto significativo en la prediccion del
prondstico y la respuesta al tratamiento. Esta aproximacion se ha conseguido

en varios tipos de cancer.

Leucemias agudas y linfomas son tipos de cancer especialmente
informativos por su accesibilidad, la abundancia de marcadores, el
conocimiento adquirido de las células normales originales y la existencia de
tratamientos muy efectivos. Por ejemplo, se han publicado ya analisis de
expresion, con arrays de Afymetrix® de mas de 300 pacientes infantiles con
leucemia linfoblastica aguda (LLA) (186,187). Los resultados permiten
clasificar esas leucemias en subgrupos que relacionan patrones de expresion
diferentes con alteraciones citogenéticas y/o histologicas esenciales: LLA de
células T, hiperdiploidia con mas de 50 cromosomas, BCR-ABL, E2A-PBX,
TEL-AML1, reordenamientos del gen MLL, y un grupo diferenciado que carece
de marcador citogenético especifico. Dado que cada uno de estos subgrupos
conlleva un prondstico asociado, el estudio mediante microarrays va a
proporcionar un gran numero de marcadores informativos sobre la biologia de

ese pronostico y facilitarda de forma enorme la monitorizacion del proceso
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terapéutico. En la proxima década se podra asistir a la validacion de todos

estos marcadores.

Otro ejemplo significativo son los estudios realizados en cancer de
pulmoén y prostata y el establecimiento de grupos de prondstico (188-190). Al
menos tres estudios han ayudado a separar los adenocarcinomas de pulmoén
en tres subgrupos que expresan de forma diferencial un conjunto de genes.
Esos subgrupos tienen diferentes patrones de supervivencia: los de peor
pronéstico son aquellos adenocarcinomas que expresan de forma preferente
genes de diferenciacion neumocitica y tienen una alta expresion de genes
implicados en procesos de remodelacion tisular y actividad proliferativa. Hay
publicados estudios de la misma naturaleza en prdéstata (190). Un cuidadoso
analisis que integra datos de cuatro estudios diferentes con microarrays ha
identificado que las rutas de biosintesis de las purinas y las poliaminas estan

completamente desreguladas a nivel transcripcional.

Finalmente, otro de los usos mas prometedores de los microarrays es el
empleo de los patrones de expresion como predictores de la respuesta al
tratamiento. Se conocen datos confirmatorios en relacion con el tratamiento de
linfomas, leucemias agudas y cancer de mama. El grupo de Alizadeh y col en
colaboracion con el Lymphoma/Leukemia Molecular Profiling Project ha
estudiado, mediante microarrays de expresion, 240 pacientes con linfoma B
difuso de células grandes (181). Han confirmado la existencia de 3 subgrupos
y han descrito cinco patrones de expresion diferentes (firmas moleculares) con
pronésticos asociados diferenciales. Las firmas del centro germinal, MHC
clase Il y nédulo linfatico estan asociadas a buen prondstico, mientras que las
firmas de genes proliferativos y “otros genes” estan asociadas a mal
pronéstico. Como todos los pacientes recibieron el mismo tratamiento, los
resultados de los perfiles de expresion también han podido ser utilizados para
elaborar predictores de la respuesta al tratamiento estandar de este tipo de

linfoma.
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Los estudios realizados con muestras de cancer de mama han sido
realizados con diferentes plataformas y sobre diferentes poblaciones. Sin
embargo, los resultados son muy concordantes. La primera conclusion es que
el elemento de mas impacto en el perfil de expresion del cancer de mama es
el estatus de receptor de estrégenos (RE), reforzando el papel fundamental
del eje RE en la génesis del cancer de mama humano y en la determinacion
de la respuesta a la manipulaciéon hormonal. Ademas subdividen los grupos
prondsticos con mayor precision. Sotirou y col. (184) han realizado estudios de
perfiles asociados a la respuesta al tratamiento y han podido determinar genes

directamente relacionados con la respuesta farmacodinamica.

Hay varios estudios que han demostrado que la firma de expresion
génica podria predecir resultados en pacientes con cancer de colon como los
trabajos de Bertucci y col, en el afio 2004 (191) y Bandrés y col. (192), en el
afio 2007. En cancer rectal el primer informe sobre utilizacion de la tecnologia
de microarrays para predecir la respuesta antes de radioterapia preoperatoria
fue publicado por Watanabe y col en el afio 2006 (193).

1.8.4.PERSPECTIVAS DE LA UTILIZACION DE MICROARRAYS

Los andlisis de expresiéon mediante microarrays de cDNA o de oligos ya
son accesibles a la comunidad cientifica. Los resultados, ademas, fascinan a
los investigadores ya que son bastante reproducibles y aportan una gran
cantidad de informacion sobre la regulacibn de la expresion génica en
condiciones normales y patolégicas. Como consecuencia del éxito de estas
herramientas, se pueden recoger en la literatura un gran numero de
experimentos realizados con arrays de expresion y que agrupan, relacionan o
describen los perfiles de expresion de cientos o miles de genes segun dos
tipos generales de preguntas:

¢, Se pueden utilizar los perfiles de expresion para clasificar de una manera

mejor los diferentes tipos de cancer?
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¢ Se puede conocer el efecto, en el perfil de expresion, de estimulos
extrinsecos (drogas, estrés, etc.) o internos (mutaciones, sobreexpresion de

genes)?

La respuesta a ambas preguntas es afirmativa aunque, en general, este tipo
de analisis han de ser validados con posterioridad mediante técnicas de PCR
cuantitativa ya que existen problemas de estandarizacion y otras fuentes de

variabilidad como:
a) La naturaleza normalmente labil y diluida de las muestras biolégicas.

b) Condiciones estocasticas y subdptimas de los procesos de marcaje y de
interaccibn  molecular con elementos microscépicos insuficientemente

redundantes.

c) Sensibilidad indeterminada a factores y procedimientos mal estandarizados
y controlados (temperatura y volumenes de disoluciones, concentracion de

ozono atmosfeérico).

d) Dependencia en instrumentacion calibrada de forma variable (bafios

termostatizados, escaneres).
e) Diversidad de procedimientos de procesamiento de datos.
f) Sistemas inapropiados de analisis de datos.

g) Escasez de recursos bioinformaticos para el tratamiento y comprension de
datos masivos. A todo esto se afade la diversidad existente de alternativas y
de plataformas tecnoldgicas, y la variabilidad del proceso de produccion de
plataformas “hechas en casa” por laboratorios de apoyo a la investigacion de

centros académicos.
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En resumen, esta tecnologia es revolucionaria y tiene y va a tener un
gran impacto en la medicina. Sin embargo, ninguna tecnologia es suficiente
para contribuir por si sola al avance de las grandes cuestiones abiertas en la
investigacién biosanitaria. Lo importante son las preguntas y establecer
validaciones adecuadas que permitan la traduccion de todos estos hallazgos a
la practica clinica de rutina.
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Il. HIPOTESIS

La presente Tesis Doctoral postula la siguiente hipotesis de trabajo:

Es totalmente desconocido por qué algunos pacientes con neoplasia de recto
responden o no a los protocolos de neoadyuvancia. Todavia no se han
identificado marcadores en sangre periférica que puedan predecir esta
respuesta, lo cual seria de maxima importancia ya que con ellos se conseguiria

individualizar y optimizar el mejor tratamiento para cada paciente.

Asi el estudio mediante microarrays de los niveles de expresién de muestras de
sangre periférica de pacientes con neoplasia de recto ayudara a individualizar y

optimizar el tratamiento mas adecuado para cada paciente.
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[ll. OBJETIVOS

Como objetivo se ha propuesto el siguiente:

-Investigar marcadores biolégicos en sangre periférica como factores
predictivos de respuesta al tratamiento radioquimioterapico en pacientes con
adenocarcinoma de recto localmente avanzado mediante realizacion de

microarrays de ADN.
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IV. PACIENTES Y METODOS

IV.1. METODOLOGIA

IV.1.1.DISENO
Estudio observacional longitudinal prospectivo.

IV.1.2.AMBITO

IV.1.2.1.Geogréfico
Los pacientes del estudio que constituyen la presente tesis doctoral
procedian del area sanitaria Granada-Norte, de la que es referencia el Hospital

Universitario Virgen de las Nieves de Granada (HUVN).

IV.1.2.2. Temporal
Los pacientes participantes en este estudio han sido incluidos desde
Febrero de 2008 hasta Septiembre de 2010.

IV.1.3.POBLACION EN ESTUDIO

IV.1.3.1.Criterios de inclusion

Se han incluido todos los pacientes diagnosticados de carcinoma de
recto localmente avanzado, es decir, aquellos pacientes en los que el tumor
invadia la serosa (T3) u otros drganos de forma directa (T4), y/o presentaban
afectacion ganglionar (N1- N2). Por tanto, eran pacientes en estadios Il y Il de
la enfermedad (clasificacion segun AJCC/UICC) (70) subsidiarios de
tratamiento neoadyuvante con radio y quimioterapia independientemente del

sexo y edad.
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IV.1.3.2.Criterios de exclusion
Se excluyeron del estudio los pacientes que presentaron alguna de las
siguientes caracteristicas:
e Carcinomas localizados a una distancia superior a 13cm del borde
anocutaneo en la rectoscopia rigida.
e Pacientes que por su co-morbilidad no sean subsidiarios de
radioguimioterapia.
» Existencia de metastasis hepaticas y/o a distancia (estadio 1V)
» Existencia de tumor sincronico de colon.
 Sospecha de carga hereditaria (Sindrome de poliposis familiar
hereditaria y Sindrome de Lynch).
Para ser incluidos en el estudio todos los pacientes aceptaron mediante la
firma por ellos, o por sus familiares, del correspondiente consentimiento
informado aceptado por el Comité Etico de Investigacion Clinica del Hospital

Universitario Virgen de las Nieves de Granada (Anexo ).

IV.1.3.3.Poblacién diana
La poblacién diana del estudio propuesto se encontraba constituida por
aguellos pacientes con alta sospecha o diagndéstico de neoplasia rectal que, “a

priori”, fuesen candidatos a terapia neoadyuvante.

IV.1.3.4.Poblacién accesible
Pacientes con alta sospecha o diagndstico de neoplasia rectal del area
sanitaria, de la cual es referencia el Servicio de Cirugia General del Hospital

Virgen de las Nieves.

IV.1.4.MUESTRA DE ESTUDIO
La cohorte prospectiva se seleccion6é mediante reclutamiento secuencial
siguiendo el orden de llegada al Servicio de Cirugia del Hospital Universitario

Virgen de las Nieves.
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No se ha realizado aleatorizacion, de modo que han sido incluidos todos

los pacientes que cumplian los criterios de inclusion.

IV.1.4.1.Estimacion del tamafio muestral

Evaluacion de la correlacion entre la activacion de genes y la respuesta
a tratamiento en pacientes con elevada sospecha o diagnostico de neoplasia
rectal que fuesen candidatos a terapia neoadyuvante. El tamafio de la muestra
se calcul6 en base a aceptar un riesgo alfa de 0,05 y un riesgo beta de 0,2 en
un contraste unilateral para comparaciéon de dos muestras independientes
(programa ENE 2.0). Se consideraron 35 pacientes, los cuales debian cumplir
con los criterios de inclusion en el estudio para detectar una diferencia minima
del 50% entre la capacidad de respuesta de los pacientes, asumiendo una

desviacion estandar del 15%.

IV.1.5.PROTOCOLO DE ESTUDIO

IV.1.5.1.Flujo de pacientes
El flujo asistencial de los pacientes incluidos en el estudio se realizd en
el marco de la Guia Clinica del Servicio Andaluz de Salud: “Proceso Asistencial
integrado Cancer Colorrectal” en el que participan los siguientes Servicios del
Hospital Universitario Virgen de las Nieves de Granada:
- Digestivo.
- Radiodiagnaostico.
- Oncologia Radioterapica.
- Medicina Nuclear.
- Oncologia Médica.
- Cirugia General.
- Anatomia Patologica.
Generalmente los pacientes fueron derivados desde su Centro de Salud
por la sospecha o certeza de neoplasia rectal al Servicio de Digestivo del

Hospital Universitario Virgen de las Nieves de Granada.
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IV.1.5.2.Procedimiento diagnostico-estadificacion convencional

El procedimiento de diagnéstico-estadificacion convencional incluyo:

» Historia clinica y exploracion fisica (tacto rectal).

» Endoscopia digestiva baja (flexible).

* Biopsia.

» Determinacion de niveles séricos de Antigeno Carcinoembrionario
(CEA).

» Ecografia endorrectal.

* Rectoscopia rigida.

* Resonancia Magnética Pélvica.

* Tomografia por Emision de Positrones con 18F-FDG, combinada con
TC.

IV1.5.3.Estadificacion de la enfermedad local (TXNX)

Para la estadificacion clinica de la enfermedad local (TxNx) se
emplearon la Ecografia Endorrectal y la Resonancia Magnética Pélvica (RM),
salvo contraindicacion de las mismas, como masa estenosante que impide el
paso de la sonda en el caso de la ecografia, o pacientes portadores de
marcapasos en el caso de la RM. Cuando los resultados de ambas pruebas
obtenidos para un mismo paciente fueron discordantes, a efectos practicos se

consider6 el estadio que implicaba un peor prondstico para el paciente.

Ecografia endorrectal

La ecografia endorrectal se realizé tras realizar rectoscopia rigida con una
sonda B&K Medical 360° (Gentofte, Denmark).
Los datos obtenidos mediante la realizacion de esta prueba fueron:

* Localizacion del tumor.

» Distancia al aparato esfinteriano.

e Capas del recto afectadas.

» Afectacion ganglionar.
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Resonancia Magnética Pélvica (RM)

La RM se realiz6 en un escaner Signa 1,5T (General Electrical Medical
Systems, Milwakee, WI, USA), utilizando una antena phased array (Torsopa,
General Electrical Medical Systems, Milwakee, WI, USA) de cuatro elementos.
El protocolo utilizado para el estudio de neoplasia rectal incluye secuencias
axiales centradas en pelvis potenciadas en T1y T2 y secuencias sagital, axial y
coronal de alta resolucién siguiendo el eje del tumor. Se determinaron de esta
forma los siguientes aspectos de la lesion rectal:
* Localizacion del tumor.
e Tamaiio tumoral.
» Distancia al aparato esfinteriano, considerando como tal el borde
superior del musculo puborrectal.
* Extension local de tumor, especificando qué capas del recto se
encuentran afectas.
» Distancia a la fascia mesorrectal: Margen de Reseccion Circunferencial
(MRC).
* Relacion con 6rganos vecinos.
» Existencia o no de tumor fuera de la fascia del mesorrecto.
» Posible ulceracion de la reflexion peritoneal.
» Existencia de adenopatias en mesorrecto, especificando en el caso de
que las haya si se encuentran en nimero mayor o menor de tres, y la

distancia de los ganglios a la fascia mesorrectal.

IV.1.5.4.Estadificacion a distancia (Mx)

Para la estadificacion de la enfermedad distal (Mx) se ha empled la
Tomografia por Emision de Positrones Con Tomografia Multicorte tras la
administracion de 18F-FDG (18-fluorodexosiglucosa).

A todos los pacientes participantes en el estudio se les realizaron dos
exploraciones mediante estudio 18F-FDG- PET/TC: una tras el diagndstico de
neoplasia rectal para completar la estadificacion de la enfermedad local y

determinar la posibilidad de afectacion metastasica a distancia; y otra, a las
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seis semanas tras la finalizacion del tratamiento neoadyuvante para determinar
la posible respuesta funcional del tumor a dicho tratamiento o bien evidenciar
progresion de la enfermedad.

El intervalo transcurrido entre la finalizacion del tratamiento
neoadyuvante y la realizacién del segundo estudio 18F-FDG-PET/TC se fijo en
seis semanas, con el objeto de minimizar los posibles efectos del tratamiento
sobre la interpretacion de los resultados obtenidos en el estudio mediante esta
técnica (término anglosajon de “stunning”); en concreto la posible captacion de

glucosa por el tejido inflamatorio consecuencia de la radioterapia.

La preparacion de los pacientes para la exploracion consistid en ayuno
de seis horas y no efectuar ejercicio fisico en las horas previas a la realizacion
de la misma. El estudio 18F-FDG- PET/TC se realizd previa determinacion de
la glucemia, siendo recomendable la normalizacién de la misma, mediante
insulina de accion rapida por via intravenosa, cuando los niveles de glucosa
son superiores a 150 mg/mL.

El estudio 18F-FDG-PET/TC se llevd a cabo en un equipo hibrido
PET/TAC (Siemens Biograph 16, Knoxville, Tennessee, USA). La dosis de 18F-
FDG se estimo en funcién del peso corporal (oscilando entre 370 y 444 MBQ),
administrandose por via intravenosa tras canalizacion de una via periférica,
para evitar la extravasacion de la dosis y permitir la hidratacion del paciente
mediante infusion de unos 250 cc de suero salino.

La adquisicion de imagenes se realizé a los 50-60 minutos después de la
inyeccion, tiempo necesario para una correcta metabolizacion de la FDG y
captacion por parte de las células tumorales

A todos los pacientes se les realizd una exploracidén corporal que incluia
desde la base del craneo hasta el tercio superior del muslo adquiriendo datos
para este estudio a tres minutos por paso de camilla. La reconstruccion de los
datos obtenidos se realiz6 siguiendo algoritmos de reconstruccion iterativa,
concretamente la técnica Ordered78Subset Expectation Maximization (OSEM)
utilizando para ello 2 iteraciones y 8 subsets.
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Para una adecuada interpretacién de los estudios cada exploracion fue
evaluada de forma visual, incluyendo la imagenes de emision sin correccion de
atenuacion, y semicuantitativa.

A) Anélisis Cualitativo o Visual

* Se consideraron patologicos aquellos focos de hipercaptacion del
trazador que no fueran atribuibles a hallazgos de caracter fisioldgico.

e Se analiz6 la presencia de actividad relevante a nivel rectal, la
visualizacion de las imagenes de fusion PET/TC permitio la correlacion
de los hallazgos funcionales con las alteraciones estructurales, en este
caso masas a nivel rectal.

» Cualquier lesion hipermetabdlica detectada en el resto del organismo fue
considerada, a priori, como probable lesién tumoral maligna, prestando
especial atencion a aquellos 6rganos donde son mas habituales las

metastasis de cancer de recto como el higado o el pulmon.

B) Anélisis Semicuantitativo

El grado de captacion de la zona problema, se determiné mediante el
calculo del indice SUV (Standard Uptake Value o valor de captacion
estandarizado, Figura 8) de la region de interés (ROI) en relacion a la dosis
inyectada y al peso del paciente. Se calcularon tanto el SUV maximo de la
lesion como el SUV medio, que resulta del cociente entre la actividad
metabdlica total y el volumen tumoral como se puede ver en la figura 8. Este
parametro es Uutil para evaluar la respuesta terapéutica en un paciente
individual ya que se puede asumir que el error cometido (antes y después), si
se mantienen constantes los parametros de la exploracion, esta afectado por
los mismos factores.

FIGURA 8: Calculo del indice SUV (Standard Uptake Value o valor de

captacion estandarizado).

SUV= C .-y (T) / (dosis inyectada / Peso del paciente)

Cper(T):Dosis administrada corregida por desintegracion/Actividad del tumor
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IV.1.5.5.Toma de muestra pre-tratamiento neoadyuvante

De cada paciente participante en el estudio se extrajeron mediante
puncién venosa, utilizando un sistema Vacutainer® (Becton Dickinson,
California, USA), 15mL de sangre periférica distribuidos del siguiente modo:
3mL en un tubo vacio tipo Venoject Il (Terumo, Leuven, Bélgica) para
determinaciones analiticas de bioquimica sérica rutinarias, 3mL en un tubo con
EDTA como anticoagulante para realizacion de hemograma y 9 mL (3mL en
cada uno de los tres tubos) en tubos que contienen un estabilizador del acido
ribonucleico (ARN) (PAXgene Blood RNA tubes, Becton Dickinson/Qiagen, San
Diego, California, USA) para la purificacion y aislamiento del correspondiente
ARN, con el que posteriormente se procedera a la hibridacion de los

microarrays .

IV.1.5.6.Tratamiento neoadyuvante
El tratamiento neoadyuvante que se realiz6 en los pacientes incluidos en

el estudio constaba de:

Radioterapia
La radioterapia administrada fue de 28 fracciones (1,8Gy por fraccion)

sobre la lesion tumoral y mesorrecto incluyendo las adenopatias

locorregionales. Se administraban 5 fracciones a la semana

Quimioterapia

El protocolo de quimioterapia administrado de forma preoperatoria y
concomitante con la radioterapia consisti®6 en capecitabina (Xeloda®)
(825mg/m? dos veces al dia) de forma aislada o combinada con Oxaliplatino
(50mg/m? una vez a la semana) en algunos pacientes con la intencién de

aumentar la respuesta al tratamiento.
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En pacientes con céancer de recto con metastasis hepéticas
potencialmente resecables se modifica el tratamiento neoadyuvante, si bien no
se realiza su comentario, al igual que la posibilidad de aplicar radioterapia del
llamado ciclo corto, al estar excluidos en el trabajo de investigacion que
constituye la presente Tesis Doctoral.

IV.1.5.7. Tratamiento quirdrgico

El esquema terapéutico incluye una ventana de espera, entre la
finalizacion de la radio-quimioterapia y la intervencion quirargica, de 8
semanas. La intervencién quirdrgica incluye el concepto técnico de excision
total del mesorrecto tanto para las resecciones anteriores como para las
amputaciones abdomino-perineales de recto.

Todos los cirujanos responsables, asi como los resultados obtenidos de
los pacientes incluidos en esta Tesis, estan auditados por la Asociacion
Espafiola de Cirujanos dentro de su proyecto auditado cancer de recto

(Proyecto Vikingo).

IV.1.5.8. Estadificacion anatomopatoldgica post-quirdrgica

La pieza quirargica fue remitida al Servicio de Anatomia Patoldgica del
HUVN donde se realizd un examen exhaustivo, también auditado por la
Asociacion Espafiola de Cirujanos en su proyecto nacional de cancer de recto,
para determinar el estadio anatomopatolégico post-quirdrgico (ypTxNXx), el
margen circunferencial y el grado de respuesta tumoral (TRG). La pieza

siempre se fija en formaldehido para luego ser cortada en su eje axial.

En el informe histolégico quedaron detallados los siguientes aspectos:
» Existencia o no de células tumorales en la pieza.

» Capas de recto afectadas.

* Numero de ganglios analizados.

* Invasidn carcinomatosa ganglionar o acumulos celulares mucoides

» Afectacion o no del margen circunferencial.
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» Afectacion o no de los margenes quirurgicos.
» Excisién de mesorrecto satisfactoria o no.

» Grado de respuesta tumoral (Clasificacion TRG de Mandard).

IV.1.5.9.Valoracion de la respuesta al tratamiento neoadyuvante

Respuesta Histologica:

- Grado de Regresion Tumoral (TRG)

El grado de respuesta tumoral a la neoadyuvancia se analiza segun el
método semicuantitativo estandar del Servicio de Anatomia Patologica del
Hospital Universitario Virgen de las Nieves de Granada, utilizando los grados
de regresiéon tumoral de Mandard (169). La regresién tumoral se caracteriza por
una serie de cambios citolégicos y a nivel del estroma. Desde el punto de vista
citolégico, las células neoplasicas muestran vacuolizacion y/o eosinofilia,
picnosis nuclear y necrosis. A nivel del estroma, los cambios propios de la
regresion son la fibrosis con o sin infiltrado inflamatorio, incluyendo el
granuloma gigantocelular alrededor de células fantasma y queratina.

En base a la existencia de estos cambios, la regresion del tumor primario se
clasifica en cinco grados histolégicos de regresion:
» Grado I: Ausencia de células neoplasicas.
» Grado II: Alguna célula neoplésica con claro predominio de fibrosis.
» Grado lll: Células neoplasicas en la pieza, si bien la fibrosis sigue siendo
predominante.
e Grado IV: Predominio de células neoplasicas sobre el componente
fibratico.
» Grado V: Ausencia de regresion.
Segun el grado de regresion tumoral los pacientes, se distribuyeron en dos
grupos, denominados, respectivamente como respondedores (grados de
regresion | y 1) y no respondedores (grados Il al V).
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- Estadio Anatomopatoldgico (ypTNM)

Atendiendo al estadio anatomopatolégico (ypTNM) se considera
respuesta patologica completa (ypRC) a la ausencia de células neoplasicas en
la pieza.

Se considera “Downstaging” o infraestadiaje a cualquier reduccion del estadio
tumoral ypTNM frente al estadio clinico antes de la radioquimioterapia (CTNM).
Se considera “Downsizing” o reduccion del tamafio a cualquier reduccion de la
ypT frente al estadio clinico pretratamiento (cT) evidenciado bien por ecografia

endorrectal o por resonancia pélvica. (162).

IV.2. TAMANO MUESTRAL

De un total de 112 pacientes tratados en el HUVN por neoplasia de recto
durante el periodo de realizacién de este estudio, se incluyeron un total de 35
pacientes con las caracteristicas definidas en los apartados anteriores y que
cumplian con los criterios de inclusién previamente descritos en el apartado

correspondiente.

IV.3. RECOGIDA Y ANALISIS DE LA MUESTRA

De cada uno de los pacientes participantes en el estudio se procedio a
extraer antes de tratamiento radioquimioterapico las muestras de sangre
periférica, en forma y volumen descritas con anterioridad.

La muestra de sangre periférica recogida se trasladd de inmediato a La
Unidad de Cirugia Experimental del Hospital Universitario Virgen de las Nieves
de Granada para su procesamiento.

Para el estudio del perfil de expresién génica se utilizaron los microarrays de

genoma completo humano del sistema CodeLink™

comercializados por Applied
Microarrays (Tempe, AZ, USA). La extraccion del ARN se realizé en todas las
muestra recogida de sangre periférica obtenidas antes del tratamiento

radioquimioterapéutico.
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IV.3.1. AISLAMIENTO, PRECIPITACION, CUANTIFICACION Y
DETERMINACION DE LA CALIDAD DEL ARN

IV.3.1.1. Aislamiento del ARN

El material de laboratorio empleado para el manejo de ARN se tratd con
dietil-pirocarbonato (DEPC) (Sigma, USA) al 1% vy, posteriormente, se
autoclavé para evitar cualquier posible contaminacion con ribonucleasas
(RNasas).

El ARN total se extrajo a partir de la fraccion leucocitaria. El primer paso
consiste en recoger la sangre periférica en tubos PAXgene Blood RNA (Becton
Dickinson/Qiagen, San Diego, California, USA), que contienen agentes
lisadores celulares y agentes estabilizadores del ARN. Para obtener la
suficiente cantidad de ARN se extrajo de cada individuo participante en el
estudio 3 tubos Paxgene Blood, antes y después de tratamiento
radiogquimioterapico.

El proceso de purificacion del ARN se efectud siguiendo las instrucciones
indicadas por el fabricante del kit PAXgene Blood ARN (PreAnalytix, Becton
Dickinson/Qiagen, Holanda). Dicho kit contiene los tampones BR1, BR2, BR3,
BR4 y BR5 necesarios para realizar la purificacion y que se mencionaran mas
adelante. El proceso de purificacion se describe a continuacion y queda
representado en la figura 9.

» Centrifugacion a velocidad 5.000xg durante 15 minutos de los tubos

PAXgene Blood para obtener en el precipitado los acidos nucleicos.

» Posteriormente, los acidos nucleicos se resuspenden en 4mL de agua
destilada libre de RNasas y se vuelve a centrifugar durante 15 minutos a
5.000xg.

* A continuacion, se descarta el sobrenadante y se resuspende el
sedimento obtenido en 360uL de tampon BR1, mezclandose
vigorosamente hasta que la solucién quede homogénea.

e ElI volumen resuspendido se transfiere a tubos estériles de

microcentrifuga a los que se les afladen 300uL del tampon BR2 y 40uL
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de Proteinasa K para la digestién de las proteinas mediante incubacién a
55°C durante 10 minutos en un bloque calefactor con agitador a 1200xg
(Thermomixer, Eppendorf, Alemania).

e A continuacion se procede a pipetear el lisado directamente a una
columna “Paxgene” de disrupcion por centrifugacion, suministrada en el
kit, que se introduce en un tubo de procesado (PT) de 2mL
procediéndose a centrifugar durante10 minutos a maxima velocidad (sin
superar 20.000 xg).

» Posteriormente se transfiere cuidadosamente todo el sobrenadante de la
fraccion eluida a un nuevo tubo de microcentrifuga (MCT) de 1,5mL,
procurando no deshacer el precipitado (“pellet”) del tubo procesado.
Seguidamente se afiaden 350uL de etanol (96-100% de pureza)
mezclandose en agitador o vortex.

* A continuacion se pipetean 700uL de muestra en la columna “Paxgene”
de centrifugacion de ARN (también suministrada en el Kit) y se
centrifuga durante 1 minuto a 8.000-20.000xg. Transcurrida esta
centrifugacion se introduce la columna de centrifugacion en un tubo de
procesado nuevo de 2mL desechandose el antiguo que contiene el
eluido.

» Después se pipetea el resto de la muestra en una columna “Paxgene” de
centrifugacion de ARN y se vuelve a centrifugar durante 1 minuto a
8.000-20.000xg. Se introduce la columna de centrifugacion en un tubo
de procesado nuevo de 2mL y se desecha el tubo de procesado antiguo
con el eluido.

* A continuacion se pipetean 350uL del tampén de lavado BR3 en la
columna “Paxgene” de centrifugacion de ARN. Se centrifuga durante 1
minuto a 8.000-20.000xg. Se introduce la columna de centrifugacion en
un tubo de procesado de 2mL nuevo y se desecha el tubo de procesado
antiguo con el eluido.

» Después se pipetea la mezcla de incubacion de DNAsa (70uL de

tampon de digestion de ADN + 10mL de la solucion madre de DNAsa)
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directamente en la membrana de la columna “Paxgene” de
centrifugacion de ARN y se deja actuar a temperatura ambiente durante
15-20 minutos.

» Transcurrido el tiempo indicado, se pipetean 350uL de tampdn de lavado
BR3 en la columna de centrifugacion de ARN y se centrifuga durante 1
minuto a 8.000-20.000xg. Se introduce la columna de centrifugacion en
un tubo de procesado antiguo con el eluido.

e A continuacién se pipetean 500uL de tampdon de lavado BR4 en la
columna “Paxgene” de centrifugacion de ARN y se centrifuga durante 1
minuto a 8.000-20.000xg. Se Introduce la columna de centrifugacién en
un tubo de procesado de 2mL nuevo y se desecha el tubo de procesado.

» Este paso se vuelve a repetir una vez mas, pero se centrifuga durante 3
minutos a 8.000-20.000xg.

» Para incrementar el rendimiento de elucibn del ARN se realiza una
altima centrifugacion de 2 minutos a 8.000-20.000xg para secar
completamente la membrana de silicagel de la columna, procediendo a
continuacion a la elucion del ARN mediante dos lavados con 40uL de
tampon de elucion BR5. Tras cada lavado, las columnas se centrifugan
durante 1 minuto a 14.000rpm para obtener un volumen final de 80uL de
cada columna. Finalmente, se mezcla el volumen obtenido de las 3
columnas de cada individuo (volumen total de 240uL de ARN) y se
incuban durante 5 minutos a 65 °C. Tras la incubacion las muestras se
almacenan a -80°C para posteriores aplicaciones o0 proceder
directamente a la precipitacion del ARN.
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FIGURA 9: Descripcion del método utilizado para la extraccion de ARN total.
PAXgene ®Blood RNA Kit (Preanalytix, Becton Dickinson/ Qiagen, CA, USA).
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IV.3.1.2. Precipitacion del ARN

La precipitacion del ARN comienza con el ajuste del volumen del ARN
eluido en BR5 (240uL) a un volumen final de 360uL en agua destilada libre de
RNasas. A los 360uL se le afiaden 40uL de acetato sddico 2M, pH 4,0, hasta
un volumen final de 400uL. A continuacion, a la muestra se le afiade 1 volumen
de isopropanol (400uL) incubandose durante toda la noche a -20°C.

Posteriormente, la muestra se centrifuga durante 10 minutos a 4°C y
12.000 rpm descartdndose cuidadosamente el sobrenadante. El sedimento
obtenido tras centrifugacion se resuspende en 1mL de etanol al 70% vy, tras
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otra centrifugacién en las mismas condiciones (10 minutos a 4°C y 12.000
rpom), volviendo a descartarse nuevamente el sobrenadante. El sedimento
obtenido se deja secar durante 15-30 minutos y se resuspende en 12uL de

agua libre de RNasas.

IV.3.1.3.Cuantificacion y pureza del ARN

La cuantificacion del ARN total se determina utilizando un equipo
NanoDrop ND-1000 Spectrophotometer, el cual, con tan solo 1uL de muestra
de interés, permite conocer la cantidad de ARN presente en ella. Este equipo,
ademas permite intuir la pureza del ARN respecto a posibles contaminaciones
proteicas determinando el cociente establecido entre 260-280nm (Azs0/A2s0)
que debe hallarse entre valores de 1,8-2,1. La figura 10 muestra el equipo

utilizado en esta Tesis Doctoral.

FIGURA 10: NanoDrop ND-1000 Spectrophotometer,
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IV.3.1.4.Determinacioén de la calidad del ARN

La calidad del ARN extraido se evalué mediante electroforesis capilar en
un bioanalizador Experion® (Bio-Rad, Richmond, VI, USA). Este método
emplea el ARN ribosémico para inferir la calidad del ARN mensajero, ya que
del ARN total el ribosémico constituye mas del 80% y el mensajero solo entre el
1y el 3% lo que hace imposible su deteccion directa.

El bioanalizador Experion® (Bio-Rad, Richmond, VI, USA) es un sistema de
electroforesis automatizado basado en la tecnologia de microfluidica.

La pieza clave del Experion® es el gel que contiene una serie de pocillos
de plastico unidos a una superficie de cristal que esta conectada a una red de
microcanales que interseccionan con cada uno de los pocillos. Cuando estos
canales se ceban con el gel y se cargan las muestras de ARN, la estacion de
electroforesis conduce cada muestra por un microcanal aplicando un voltaje
preciso. El Software del Experion® genera electroforetogramas que permiten
analizar la calidad del ARN obtenido. Primero se genera el electroforetograma
de los marcadores de ARN (ladder) en el que se identifican nueve picos a
diferentes tamafos. Después, se genera el electroforetograma de la muestra
de ARN donde se observan dos picos de pequefio tamafio que corresponden a
un marcador interno y al ARN ribosomal 5S, y dos picos mayores que
corresponden al ARN 18S y 28S respectivamente.

Una vez comprobada la calidad del RNA obtenido mediante el equipo
Experion® se continGia con los siguientes pasos que constituyen la realizacién
de los microarrays. La figura 11 muestra el equipo Experion® utilizado en la
presente Tesis Doctoral. La figura 12 muestra una imagen proporcionada por el
equipo Experion® del resultado de purificacion del ARN de una de las muestras
utilizadas en la presente Tesis Doctoral.
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Figura 11: Equipo Experion © (Bio-Rad) para comprobacién de la calidad del

ARN utilizado en la presente Tesis Doctoral.

Figura 12: Calidad del ARN purificado en imagen obtenida del equipo

Experion® (Bio-Rad).

-
Eukaryote T otal RNA StdSens

Experion 31

Sample 2

Fluorescence

EO00 ey l
000 - —_
3000—. lI
2000 m—
-
1500 |||
1000 —
S00.0 -
o 200.0
& - —
| |
SOOME o Rk b -

20 30

IELL]

R4 Concentration
Ratin [285/185]

40 50 il Liz34s6789)]]
Time (seconds)
Fragment Start End % of Tatal
Mumber IF=g: e Time Time =2 Area
4200 4440 3766 11.61
48.25 5245 BB 17.54
RMA Area 324,40

1M2.21 ngdpl
1.51

148



J. MARTIN CANO PACIENTES Y METODOS TESIS DOCTORAL

IV.4. PREPARACION DE LA MUESTRA PARA HIBRIDAR
EN LOS MICROARRAYS

El ARN total (0,2-2 ug) obtenido es sometido a un proceso de transcripcion
reversa en presencia de T7-oligo (dT) para obtener ADN complementario
(cDNA). Se requieren dos pasos:

» Sintesis de la primera cadena de ADN complementario (ADNc 6 cDNA).
En este proceso que dura dos horas y que se realiza a una temperatura
de 42°C se utiliza 10x first-strand buffer (suministrado por el fabricante
en el MessageAmpll-Biotin Enhanced™ Kit, Applied Biosystems, USA),
también se utilizan nucleétidos (ANTPs), inhibidores de las RNasas y la
enzima retro-transcriptasa.

» Sintesis de la segunda cadena utilizando 10x second-strand buffer
(provisto en el MessageAmpll-Biotin Enhanced Kit™, Applied
Biosystems, USA), dNTPs, y las enzimas ADN polimerasa vy
ribonucleasa H. Estos reactivos para la sintesis de la segunda cadena
de cDNA se mezclan con los del primer paso procediéndose, a
continuacion, a incubar durante 2h a 16°C.

Una vez sintetizado el cDNA, éste es purificado mediante columnas de
silica-gel incluidas en el MessageAmp Il Biotin Enhanced™ PCR purification Kit
(Ambion, Holanda) y concentrado mediante precipitacion. A continuacion, se
realiza la sintesis del cRNA mediante transcripcion in vitro (IVT) y marcaje con
YUTP biotina, dejando incubar la reaccién durante 14 horas a 37°C.
Posteriormente, se purifica y eluye el cRNA marcado con biotina utilizando el kit
comercial MessageAmpll-Biotin Enhanced™ PCR purification Kit (Ambion,
Holanda), asi como se comprueba su concentracion, pureza y calidad. La Ageo
debe ser de 0,15 para continuar con el proceso. El paso siguiente consiste en
fragmentar el cRNA a 94°C durante 20 min e hibridar las muestras en los
cristales de los microarrays que contienen el genoma completo humano
(CodeLink®, Applied Microarrays, Tempe, Az, USA) durante 18-24 h a 37°C,
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transcurridas las cuales se procede a realizar diversos lavados y a efectuar la
deteccion con un conjugado de Cy5-Streptavidina.

Posteriormente tras una incubacion de 30 minutos, sucesivos lavados para
eliminar uniones inespecificas y una vez secados los cristales mediante
centrifugacion, se procede a su escaneo y analisis de la informacion obtenida
utilizando un equipo GenePix 4000B Array Scanner™ (Axon Instruments)
instalado en el laboratorio de la Unidad Investigacion Cirugia Experimental.

La figura 13 muestra el escaner utilizado.

FIGURA 13: Escaner GenePix4000B y equipo de analisis de microarrays

utilizado en la presente Tesis Doctoral

IV.4.1. ANALISIS DEL PERFIL DE EXPRESION GENICA POR
MICROARRAYS

El disefio de cada microarray-bioarray de CodeLink® consiste en una
superficie cristalina recubierta por una matriz tridimensional de un gel acuoso.
El cristal es sometido a un fotoacoplamiento de un prepolimero hidrofilico de
acrilamida que proporciona una superficie de union, gracias a la presencia en
su interior de un éster activado. Este polimero esta covalentemente unido asi
mismo y a la superficie de cristal y proporciona el sitio de unién para los C6-
aminooligonucleétidos que son depositados sobre el polimero por robots
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dispensadores piezoeléctricos. Esta matriz va a proporcionar un ambiente
acuoso que permite a la diana de oligonucleétidos estar separada del soporte
cristalino y asi maximizar la interaccion con la sonda marcada procedente de la
muestra. El tipo de &cido nucleico inmovilizado sobre el soporte es un
oligbmero de 30 bases presintetizado y fabricado mediante el método de
deposicion. La figura 14 muestra los microarrays del sistema Codelink
utilizados en el estudio que constituye la presente Tesis Doctoral. En la figura
15 se representa de forma esquematica el proceso de hibridacion de los

microarrays CodeLink.

FIGURA 14: Microarrays del sistema Codelink® (Applied Microarrays Temple,
AZ, USA)

151



J. MARTIN CANO PACIENTES Y METODOS TESIS DOCTORAL

FIGURA 15: Esquema general del proceso de extraccion del ARN, marcaje,

hibridacion en el microarray y posterior escaneo de los cristales (portaobjetos).
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IV.4.2. HIBRIDACION EN LOS MICROARRAYS

Para una correcta hibridacion del array, y aunque se ha mencionado de
modo resumido previamente, el ARNc se debe fragmentar hasta unos tamafios
aproximados de 100 a 200 pb. Para ello, se parte de una cantidad de 10ug del
ARNCc purificado que se mezclan con 5uL del tampon de fragmentacion

incubandose durante 20 minutos a 94° C. Durante la incubacién se prepara la
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mezcla de reactivos para la posterior reaccion de hibridacion: 78uL del
componente A del tampén de hibridacion y 130ul del componente B.

La solucién de hibridacion y el ARNc fragmentado se llevan a un
volumen final de 260uL con agua libre de ribonucleasas, incubandose
posteriormente durante 5 minutos a 90 °C para su desnaturalizacion. A
continuacién, se cargan 250uL de la mezcla de hibridacién en el array. Una vez
cargado el array se sellan los puertos de la camara de hibridacién con tiras de
sellado de 1cm y se introduce sobre un soporte en el agitador orbital Innova®
4080 (New Brunswick, NJ, USA). La hibridacion en el agitador orbital dura 18
horas y se realiza a una velocidad de 300 rpm y 37 °C.

La figura 16 muestra el agitador orbital y la centrifuga para microarrays
utilizados en la presente Tesis Doctoral.

FIGURA 16: Agitador orbital Innova® 4080 y centrifuga Sigma para microarrays
utilizados en la presente Tesis Doctoral.

IV.4.3. POST-HIBRIDACION DEL ARRAY
Una vez concluida la fase de hibridacion, el array se retira del agitador y
se separa de cada array la camara de hibridacion. El cristal del array se lava
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con tampén TNT 0,75X (0,1M Tris-HCI a pH 6, 0,15 M de NaCl y 0,05% de
Tween® 20) a temperatura ambiente y después se incuba a 46 °C durante 1
hora en tampon 0,75x TNT precalentado a igual temperatura durante al menos
16 horas.

La deteccién de la sefial se realiza empleando una dilucién 1:500 de
streptavidina (Cy5-Streptavidin) en tampon TNB (0,1 M Tris-HCl a pH 6, 0,15 M
de NaCl y 0,5% de reactivo de bloqueo (NEN Blocking reagent, Perkin-Elmer).
En esta solucion cada array se incuba durante 30 minutos a temperatura
ambiente. El exceso de marcaje se elimina lavando cada array cuatro veces
durante cinco minutos en tampdn 1XTNT. Finalmente, se realiza un lavado con
0,1X SSC/0.05 % Tween® (Bio-Rad, Richmond, VI, USA) durante 30
segundos, secandose cada array por centrifugacion a 2000 rpm durante 3
minutos. Llegado este punto el array esta preparado para ser escaneado.

La lectura de cada array se realiza con el escdner GenePix 4000B (Axon
Instruments) mediante un laser a 635 nm, un voltaje de tubo fotomultiple (PMT)
de 600 V y una resolucion de 10um. El escaner utiliza el CodeLink® Expression
Scanning Software (Applied Microarrays, Tempe, Az, USA) y las imagenes de
cada cristal se analizan posteriormente con el CodeLink® Expression Analysis

Software v5.0 (Applied Microarrays, Tempe, Az, USA).

IV.5. ANALISIS DE LOS DATOS DE EXPRESION DE
MICROARRAYS

IV.5.1. NORMALIZACION

Antes de poder utilizar los datos experimentales es necesario normalizar
los datos para intentar ajustar los efectos que son debidos a las variaciones en
la tecnologia y no en la biologia. En particular, normalizando los datos se
pretende ajustar las diferencias existentes entre los fluorocromos, en el

marcaje, intensidad, etc.
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El software fue implementado en el lenguaje de programacion R y ha
sido disefiado para analisis de datos de microarrays de plataformas General
Electric (Codelink®). El software comprende la normalizacién y control de
calidad de los arrays, asi como el andlisis estadistico para la identificacién de
genes con un comportamiento diferente entre los grupos de muestras. Los
métodos de normalizacion implementados incluyeron la normalizacion de
Mediana y correccion del ruido de fondo o background con aplicacién del

meétodo LOESS (regresion polinébmica ponderada).

El estudio del control de la normalizacion y la calidad de los arrays se
llevd a cabo mediante la generacion de diversas graficas que mostraban la
homogeneidad entre las intensidades de los arrays antes y después del

proceso de normalizacion, como se presenta en las figuras 17 y 18.

FIGURA 17: Grafica MA para 8 arrays del estudio realizado. M y A se definen
como: M = log,(I1) - log,(I2)A = 1/2 (log,(l1)+log,(I2)) donde I1 es la intensidad
de un array particular e I es la intensidad promedio de todos los arrays. La

distribucion de puntos en las graficas MA se concentrd alrededor del eje M=0,
no existiendo sesgos en la media de M
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FIGURA 18: Diagramas de cajas del log, (Intensidades). Cada caja se
corresponde con un array. Se puede comprobar que tras la normalizacion, los
arrays son homogéneos ya que las cajas son de amplitud similar y estan

centradas en posiciones cercanas de el eje Y.
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IV.5.2.Analisis de Significacion de Microarrays (SAM)

Se utilizd la técnica SAM (Significance Analysis of Microarrays) (196)
para identificar genes que varian su comportamiento de forma significativa
entre un conjunto de experimentos con microarrays. Una matriz de expresion
Xpn con p filas y n columnas, es una matriz numérica en la que se dispone un
gen por cada fila, el resultado de un experimento de microarrays por cada
columna, de forma que la posicion (i, j) de la matriz contendra el nivel de
expresion del gen i bajo la muestra experimental . SAM toma como entrada

una matriz de expresion y el valor de un parametro delta (D) fijado por el
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usuario, para discriminar entre genes que cambian su expresion de forma
significativa y no significativa. El parametro D se fija de forma empirica, en
funcién del numero de genes significativos que se deseen extraer y del grado
de significacién estadistica que se exige, en nuestro caso sera de p<0,05. En
definitiva, para obtener una tasa de falsos descubrimientos “false discovery
rate“(fdr<0,05).

Una vez obtenidos los genes significativamente expresados, se calculan
sus respectivos niveles de sobre/subexpresion con respecto al microarray con
el que se compara, para ello se calcula el logaritmo del cociente de cada gen
entre el valor de su expresién en un paciente y el valor de su expresion en el
microarray de referencia (194).

Existen distintos tipos de experimentos para los que se puede aplicar
esta técnica. El caso que interesa para el estudio realizado en la presente Tesis
Doctoral es el denominado “two class unpaired”. dos conjuntos de
experimentos (denominados C; y C,) con unidades experimentales diferentes,
por ejemplo, C; puede corresponderse con distintos pacientes que sufren una

dolencia determinada y C, a pacientes sanos.

Descripcion del funcionamiento de SAM

Sean los niveles de expresion xjconi=1,2, ..., pgenesyj=1 2, ..., n

experimentos diferenciados en dos clases: C; y C..
El funcionamiento de SAM es el siguiente (como se puede ver en la figura 19):

1.- Para cada gen i calcular el estadistico di que mide la diferencia de
expresion relativa para el gen i entre los dos grupos de pacientes C, y C, [1]:

d,=—

' s+s

2.- Ordenar los genes en base a su estadistico. Asi se produce la lista

dy <dp <dg <...<dp), donde dg) es el valor minimo y asi sucesivamente.
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3.- Realizar B permutaciones de los experimentos.

4.- Para cada permutacién b, se calculan los estadisticos d® y se ordenan

obteniendo la lista dg)” < d@)” < d@’ < ... dp)".

5.- A partir de los estadisticos calculados para cada una de las B
permutaciones, se estiman los valores de los estadisticos originales (los
calculados con la clasificacion correcta de las columnas). Esta estimacion se

lleva a cabo haciendo la media de los valores de la primera posicién de las

listas obtenidas en el punto 4 (a(l)), de la segunda posicion (E(Z)), etc. Es decir,

se calcula:

d) =(£szBldg) ,parai=1,2,...,p
B b=1
6.- Se representan graficamente los valores de los d () frente a los dg (Ver
figura a continuacion). Una vez fijado el valor de A, se recorre la grafica
partiendo desde el (0,0) hacia la derecha hasta encontrar un il tal que a(il) -
diy > A. A todos los genes que quedan mas alla del i1 se les llama
significativos positivos. Estos seran los genes que han aumentando su
expresion significativamente en las muestras de la clase C, respecto a las de la

clase C;.

A su vez, se recorre también la grafica hacia la izquierda partiendo del
(0,0) hasta encontrar un i2 tal que d () — dgz > A. Todos los genes que quedan
mas a la izquierda de i2 son significativos negativos. Estos seran los genes que
han disminuido su expresion significativamente en las muestras de la clase C,

respecto a las de la clase C;.

7.- Calculo del “g-value” para cada gen. El “g-value” de un gen es el
equivalente al bien conocido p-value, con el afiadido de que esta corregido

para tests con multiples hipotesis (194).
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FIGURA 19: Ejemplo grafico del andlisis de significacion de los microarrays
(SAM).
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IV.4.3. AGRUPAMIENTO (“CLUSTERING”)

La informacién recogida de los microarrays puede ser analizada
mediante un algoritmo de agrupacién (“clustering”) jerarquica, que genera
dendrogramas, agrupando los elementos segun su similitud. En el
dendrograma, la longitud de las ramas es una representacion de la distancia
entre los distintos partes del mismo.

En la figura 20 se puede observar un dendograma en el cual los genes
se sitlan en vertical y las muestras en la parte superior en horizontal. Los
genes sobre-expresados van a aparecer en color rojo y los reprimidos en color

verde (segun la opcion seleccionada). Este analisis permite definir el patron de
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agrupamiento de las muestras tumorales, segun el perfil de expresion de los
genes. Para la agrupacion de las muestras en base a los perfiles de expresion
se ha utlizado el programa de clustering jerarquico desarrollado por el
Departamento de Ciencias de la Computacion e Inteligencia Artificial de la
Universidad de Granada.

FIGURA 20: Dendograma correspondiente a la agrupacion jerarquica de los
patrones de expresion de los genes, situados en vertical, en las muestras,

dispuestas en la parte superior.
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IV.6. VALIDACION DE LOS RESULTADOS DE LOS
MICROARRAYS: qRT-PCR

Los estudios a gran escala de expresion génica mediante microarrays
requieren de la validacion de los resultados obtenidos. Se ha realizado la
comprobacién de aquellos genes cuya expresion diferencial ha mostrado
resultados significativos, utilizando la técnica de PCR en tiempo real
cuantitativa (QRT-PCR). Se han utilizado sondas comerciales disefiadas con el
software Solaris (Dharmacon, Chicago, IL USA) en un equipo MX3005P
(Stratagene, Agilent Technologies, La Jolla, CA, USA).

La figura 21 muestra el equipo Mx3005P para realizacion de la técnica
de reaccion en cadena de la polimerasa cuantitativa en tiempo real (QRT-PCR)

utilizado en la presente Tesis Doctoral

FIGURA 21: Equipo para gRT-PCR Mx3005P utilizado en al presente Tesis
Doctoral.
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La RT-PCR (retrotrancriptasa (RT)-reaccion en cadena de la polimerasa
(PCR)) es una PCR convencional que amplifica un ADN complementario
(ADNCc) obtenido por transcripcion inversa de un ARNm, y que permite detectar
la expresion de un gen particular. Otras técnicas, usadas también para detectar
la expresion de genes, como el Northern blot, no llegan a tener la sensibilidad
de la RT-PCR. Asi, esta técnica es usada ampliamente para caracterizar los
patrones de expresion de los ARN mensajeros. En la RT-PCR se copia primero
el ARN en ADNCc, usando una transcriptasa inversa (RTasa), y después se le

somete a PCR que amplifica el ADNc exponencialmente.

Reaccion de retrotranscripcion (RT)

Se han utilizado las siguientes condiciones (protocolo de AffinityScript®
QPCR cDNA Synthesis Kit, Agilent Technologies, Ca, USA) para obtener ADNc
de las muestras que fueron analizadas posteriormente mediante RT-PCR
cuantitativa:

1. Se prepara la sintesis de la primera hebra de ADNc en un tubo de
microcentrifugado afiadiendo los siguientes componentes en este orden:
RNAsa libre en 20uL de H,0.
10uL de la primera hebra master-mix.
3uL de oligo(dT)primer.
1L de AffinityScript RT/RNasa Block enzyme mixture.

1 ug de ARN (0,3pg-3uQ).

2. Incubacion a 25° C durante 5 minutos.

3. Incubacion a 42° C durante 15 minutos para permitir la sintesis del
ADNCc.

4. A continuacion se incuba a 95°C durante 5 minutos para terminar la

reaccion de sintesis del ADNc.

5. Para finalizar la sintesis de la primera cadena de ADNc se pone en hielo
para usar inmediatamente la PCR cuantitativa.

6. Se comprueba la calidad del ADNc y se determina su concentracion

utilizando el equipo Nanodrop ND-1000 Spectrophotometer.
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PCR a tiempo real o PCR cuantitativa
La PCR a tiempo real es una técnica precisa y potente para cuantificar la
cantidad de molde (ADNCc) que se ha usado en una reaccion de PCR (195).Las

reacciones de PCR siguen una cinética, la cual se presenta en la figura 22.

FIGURA 22: Cinética de las reacciones de PCR.
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Cantidad de ADNc

Ciclos

La PCR convencional analiza la cantidad de DNA presente en la muestra
en el punto final de la reaccion (plateau). En este momento, la cantidad de
producto dependera de la cantidad de reactivos (cebadores, dNTPs, actividad
de la polimerasa) presentes en la muestra inicial pero no depende ya de la
cantidad de molde inicial puesto que, la PCR es, por naturaleza, un proceso
exponencial. Asi, el Unico punto de la reaccidon en que la cantidad de molde
determina el desarrollo de la PCR es el punto de inicio de la amplificacion
exponencial. Una reaccién en la que haya mas molde producird mas pronto (en
un ciclo mas temprano) la cantidad de DNA necesaria para ser detectada.

La PCR cuantitativa aprovecha el fenomeno de la fluorescencia para
medir la cantidad de producto a tiempo real. El momento (ciclo) en el que una
muestra empieza a ser detectada se denomina ciclo umbral o Ct, y es
proporcional a la cantidad de molde de partida. El termociclador que se utiliza
estd acoplado a un laser y un detector, que registran el aumento de

fluorescencia en el tubo.
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Los dos tipos de reactivos fluorescentes mas extendidos son:

-Agentes intercalantes: son moléculas fluorescentes que se introducen en
la doble hélice de DNA con alta afinidad pero tienen una afinidad menor por las

cadenas simples:

CoN N /\/\/ PCR ) )

-Sondas tipo TagMan®: en este caso el reactivo fluorescente es la sonda, un
oligonucledtido cuya secuencia se encuentra entre la de los cebadores. Esta
molécula tiene dos fluoroforos anclados, uno en cada extremo. El primero de
ellos es fluorescente y el segundo es un “apagador” (quencher)” de la
fluorescencia. Cuando la PCR progresa, el quencher y el fluoréforo se separan

y éste comienza a emitir fluorescencia:

L @___ PCR ’

De los dos sistemas de fluoréforos descritos, el mas sensible es el
sistema de sondas Tagman® ya que, al controlar cudndo empieza a emitir
fluorescencia da un fondo menor. La principal diferencia es que las sondas

Tagman® sélo se unen al gen que se quiere amplificar, permitiendo un
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amplificado especifico. El otro método es inespecifico y se podria estar
cuantificando bandas inespecificas. Los fluoréforos mas extendidos son FAM y
VIC y como quencher se suele usar TAMRA. En el caso de la presente Tesis

se han utilizado sondas Tagman®.

La sintesis de ADNc o retro-transcripcion es un paso critico puesto que,
se requiere que sea un proceso lineal (para que sea reflejo de la cantidad de
RNA de partida, que habia en la muestra a estudiar) y de una eficiencia
adecuada y reproducible. Cuantificar la cantidad de ADNc, que se pone en el
experimento, es dificil por lo que, se suele emplear un control con el fin de
normalizar la medida obtenida por la cantidad de ADNc de partida. Es lo que se
llama control enddgeno. El control enddgeno es un gen cuya expresion se mide
en paralelo con el gen problema, del que se conoce que tiene una expresion
constante en las muestras de interés a analizar. No existe ningun gen conocido
gue se exprese de manera constante en todos los tejidos. Debido a su
importancia, la determinacién de este control enddégeno requiere experimentos
especificos para ello y ha de hacerse para cada tejido. En el caso del estudio
realizado en la presente Tesis Doctoral, tras diferentes pruebas se selecciono
el gen (gliceraldehido-3 fosfato deshidrogenasa (GAPDH), como gen

constitutivamente expresado para el control endégeno (“housekeeping gene”).

Ademas en este tipo de estudios conviene medir cada ADNc al menos
por duplicado para comprobar la reproducibilidad y evitar resultados que
llevarian a valoraciones erréneas intra-experimento. Con el fin de evidenciar
problemas de inhibicidén, que veces por la composicion del tampon de RT, una
muestra mas concentrada amplifica mas tarde que una mas diluida, se miden
dos diluciones diferentes del mismo ADNc, cada una por triplicado. Si ademas
se quieren descartar artefactos debidos a la reaccion de RT, se deben medir

ADNCcs procedentes de sintesis diferentes.

Para cada muestra a estudiar en la presente Tesis Doctoral se preparo

la siguiente mezcla indicada en la tabla 7.
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TABLA 7: Preparacion de la mezcla de reaccion del protocolo PCR.

Master Mix (Solaris gPCR) 12,5uL

Solaris primer 1,25uL

ADNc 1ug

H,O libre de RNAsas Cantidad suficiente (Variable)
Volumen final 25uL

Las condiciones de la RT-PCR cuantitativa fueron: 15 minutos y 40
ciclos a 95°C durante 15 segundos, con una elongacién terminal a 60°C

durante 1 minuto.

En la tabla 8 se presentan los genes a validar mediante gRT-PCR en la
presente Tesis Doctoral y obtenidos tras realizar los microarrays, de las

muestras de sangre periférica.

TABLA 8: Genes analizados mediante esta técnica RT-PCR cuantitativa.

Gene name CodelLink ID
CAPG NM_001747.2
CIR NM_004882.3
FALZ Uu05237.1
NUPL2 AW237453.1
PRDM2 BF514317.1
ZFP36 NM_003407.1

166



J. MARTIN CANO PACIENTES Y METODOS TESIS DOCTORAL

Una vez conocidos los genes a validar mediante gRT-PCR se realiza la
secuencia de los “primers” o cebadores y sondas. Todos los “primers” deben
confirmar que no presentan homologia con otros genes conocidos, para o cual
se utiliza la herramienta BLAST Sequence Similarity Search tool (NCBI).

La tabla 9 muestra las secuencias de los “primers” o cebadores realizados para

la validacion de los genes de interés mediante qRT-PCR.

TABLA 9: Secuencia de los primers o cebadores y sondas. Todos los “primers”

confirmaron no presentar homologia con otros genes conocidosutilizando la

herramienta BLAST Sequence Similarity Search tool (NCBI).

Gene Name Tipo Secuencia
CAPG Sonda TCAAGTACCAGGAAGGT
Primer Forward CAATGAGTCTGACCTCTTC
Primer Reverse GTGAAATGCTGACTCCACACCA
CIR Sonda GTCTTTCTGGAATCAATG
Primer Forward CAGAGATCAGCCCTTTGGTA
Primer Reverse GTGGGAACCGAACTTGCATT
FALZ Sonda ATAGTACCTACAGCAGC
Primer Forward GACGACGATGACTCCGATT
Primer Reverse TTTTCGCCTACCTGGAGTG
NUPL2 Sonda AGCAATAACTTACAGAG
Primer Forward GGTTTTACAGACATTTCACCAG
Primer Reverse CGTTGGACAGAATTTAGATAACTC
PRDM2 Sonda AACCCTGAGATAGCAGCT

167



J. MARTIN CANO PACIENTES Y METODOS TESIS DOCTORAL

Primer Forward CTCCTGGTCTGGTACAATG
Primer Reverse TCGCTCTTCCTCAATCGCA
ZFP36 Sonda CCGTGCCATCCGACCAT
Primer Forward TGCCATCTACGAGAGCCT
Primer Reverse GGACTCAGTCCCTCCAT

Como resultado del experimento de gRT-PCR se obtiene una medida de
fluorescencia, que se traduce en medida de cantidad. Para eso se utiliza una
curva estandar, realizada con cantidades conocidas de ADNc molde. Como la
curva se mantendra igual en los distintos experimentos, permitira ademas
evaluar la reproducibilidad entre experimentos. La curva estandar se compone
de 5 puntos obtenidos de 5 diluciones seriadas (1,1/10,1/50,1/100 y 1/500) de
ADNCc procedente de un ARN humano universal (Referencia Human Universal
(Stratagene, Agilent Technologies, La Jolla, CA, USA) que esta compuesto de
ARN de 10 lineas celulares. La curva estandar elegida debe tener varios
puntos entre los que deben amplificar todas las muestras puesto que, es el
anico rango en el que se puede asegurar que la amplificacion es lineal. Al final
del experimento, los resultados que el programa Mx3005P (Agilent Tech, Ca,
USA) ofrece generan un gréfico representado en la figura 23. En este grafico se
representa el incremento de fluorescencia en funcion del ciclo de amplificacion.
Sobre este grafico, se fija el Ct de manera que corte todas las lineas de
amplificacion de todas las muestras en la parte exponencial de la curva, por
encima de la sefial del fondo. Asi se establece el punto en el cual el programa
procesara cada amplificacion para calcular la cantidad de molde.
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FIGURA 23: Gréfico de los resultados de la RT-PCR cuantitativa. En la linea
horizontal estan representados los ciclos de amplificacion y en la vertical la

intensidad de la sefal.
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Con estos datos, el programa del equipo Mx3005 P genera un fichero de
informe (“Experimental Report”) en el que se registra cada muestra, qué tipo de
muestra es, los valores de expresion fijados para la curva estandar y el valor de
expresion calculado para cada muestra problema. Este fichero puede ser
almacenado y procesado posteriormente en Excel, donde han de hacerse las
normalizaciones. Asi, para calcular el valor de expresion real de cada muestra,
la expresion del gen problema hay que dividirla entre la expresion del control

endogeno.

Para el analisis estadistico de los valores de expresién obtenidos tras
realizar qRT-PCR se utiliz6 el programa estadistico SPSS 15.0 con la

aplicacion de la prueba T para muestras independientes.
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V. RESULTADOS

V.1. ASPECTOS EPIDEMIOLOGICOS DE LA
POBLACION EN ESTUDIO

Los pacientes del estudio que constituyen la presente Tesis Doctoral
proceden del area sanitaria Granada-Norte de la que es referencia el Hospital
Universitario Virgen de las Nieves de Granada..

Desde el punto de vista clinico el estudio se desarrolla en el marco del
PROCESO ASISTENCIAL INTEGRADO “CANCER COLORRECTAL”
propuesto por el Sistema Sanitario Publico de Andalucia y con
aplicacion/desarrollo en el Hospital Universitario Virgen de la Nieves de
Granada.

Se han incluido 35 pacientes, de los cuales 8 fueron excluidos (pacientes
n°5, 26, 29, 30, 32) al apreciarse clara discordancia entre la respuesta tumoral
observada aplicando la clasificacion de Mandard (TRG) y el concepto de
downstaging. El paciente n°7 se excluyé por presentar metastasis hepaticas
diagnosticadas en la intervencion. Finalmente, los pacientes n°20 y n°23 se
excluyeron por contaminacion en el momento de la toma de muestra. De los 27
restantes, y siguiendo los criterios de Mandard (169): 11 fueron considerados
Respondedores (40,74%) y 16 No Respondedores (59,26%), como se recoge

en la tabla 10.
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TABLA 10: Distribucion de los pacientes por grupos de estudio.

Paciente 2 Paciente 4

Paciente 8 Paciente 12

Paciente 11 Paciente 15

Paciente 17 Paciente 18

Paciente 31 Paciente 21

Paciente 25

Paciente 28

Paciente 34

V.1.1.SEXO Y EDAD

La poblacion de estudio valida qued6 constituida por 21 varones
(77,78%) y 6 mujeres (22,22%).
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La edad media de la poblacién del estudio que constituye la presente
Tesis Doctoral fue de 59,53 afios, con una desviacion tipica de 12,25, un valor

minimo de 36 y un valor maximo de 83 afios.

V.1.2.PRESENTACION CLINICA

El sintoma y motivo de consulta mas frecuente en la poblacion de
estudio fue la rectorragia que se presento en el 70% de los casos seguido de
las alteraciones en el habito intestinal (diarrea y estrefiimiento) en el 58% de los

Ccasos.

V.1.3.FORMULA LEUCOCITARIA

Puesto que la realizacion de los microarrays se efectud a partir del ARN
obtenido de muestra de sangre periférica (células nucleadas), se presenta a
continuacion la férmula leucocitaria de estos pacientes en la tabla 11.

TABLA 11: Férmula leucocitaria de los pacientes del estudio.

Serie blanca Media |Mediana |Desviacion tipica Maximo Minimo
Leucocitos (10%uL) 5,9930 5,6000 2,41899 12,20 1,30
Linfocitos (%) 23,2451 | 21,6000 9,47105 47,00 5,60
Granulocitos (%) 67,3338 | 76,500 9,67438 88,40 45,40
Monocitos (10°/uL) 0,5521 0,5000 0,30466 1,70 0

V.1.4.VALORES DE LA SERIE ROJA:

La serie roja de los pacientes incluidos en el estudio se presenta en la
Tabla 12.
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TABLA 12: Serie roja en los pacientes del estudio. MCV corresponde al

volumen corpuscular medio, y MCH corresponde a la hemoglobina corpuscular

media.

Serie roja Media [Mediana | Desviacion tipica Maximo Minimo
Hematies (10%/uL) 4,2568 | 4,3700 0,82527 5,65 1,67
Hemoglobina (g/dL) | 13,2070 | 13,6000 2,53582 19,70 5,00
Hematocrito (%) 38,0521 | 39,6000 6,76527 54,50 14,80
MCV 89,9521 | 90,3000 6,49050 102,70 73,90
MCH (pg) 31,1775 | 31,9000 2,90621 35,80 23,80
Plaquetas (10%uL) | 220,295 | 227,0000 81,81537 553,000 | 7,000

V.1.5.DETERMINACION GENERAL DE

SERICOS:

PARAMETROS BIOQUIMICOS

A todos los pacientes participantes en el estudio se les realizé una

determinacion de los siguientes parametros bioquimicos cuyos resultados se

muestran en la Tabla 13.

TABLA 13: Principales determinaciones de valores analiticos a los pacientes

incluidos en el estudio.

PARAMETROS SERICOS MEDIA | MEDIANA |DESV. TiPICA MAX. MIN
Creatinina (mg/dL) 0,6761 0,6500 0,1941 1,26 0,22
Urea (mg/dL) 30,3291 | 27,4100 12,2885 76,71 | 7,34
GOT/AST (U/L) 23,6679 22,9500 8,2626 53,271 | 10,08
GPT/ALT (U/L) 20,2392 17,1250 13,6375 103,76 | 7,80

GGT (U/L) 33,7458 23,5900 31,5156 188,74 | 3,91
Colesterol total (mg/dL) 199,596 | 197,9750 33,4577 284,38 | 112,8
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Proteinas totales (g/dL) 6,2276 6,3900 0,9904 8,28 4,60
Trigliceridosv(mg/dL) 195,600 | 165,3800 100,2028 591,55 | 64,41
Bilirrubina total (mg/dL) 0,6997 0,5600 0,6152 4,33 0,15
Bilirrubina directa (mg/dL) 0,1565 0,1300 0,1152 0,72 0,01
LDH (U/L) 367,329 | 330,9150 131,9790 905,03 | 180,1

CK (U/L) 70,1364 59,00 35,6249 177,00 | 14,00
Amilasa (U/L) 53,3355 | 52,2000 25,3322 188,83 | 12,13
Lipasa (U/L) 31,3211 23,8550 34,5213 281,44 | 8,44
Hierro (mg/dL) 8,8323 4,7400 8,7923 37,18 1,09

Cl 98,9545 | 99,0000 3,7104 107,00 | 89,00

K 3,8302 3,6354 2,1198 4,21 3,11

Na 137,636 | 139,0543 7,0528 150,00 | 114,0

GOT/AST (Glutamato Oxalacetato Transaminasa/ Aspartato aminotransferasa)
GPT/ALT (Glutamato Piruvato Transaminasa/Alanina aminotransferasa)

GGT (Gamma-glutamil-transferasa)

LDH (Lactico deshidrogenasa)

CK (Creatin kinasa)

Cl (cloro)

K (potasio)

Na (sodio)

V.2.TIPIFICACION Y ESTADIFICACION
PREQUIRURGICA

Para la valoracion preoperatoria de la enfermedad local, estadificacion
del T y del N, se realizaron ECO-endoanal (UTNM) y RMN pélvica (CTNM). La
estadificacion preoperatoria fue la siguiente:

* T3NO: 14 pacientes; T3N1: 5 pacientes; T3N2: 4 pacientes.

e T4NO: 3 pacientes; T4N1: 1 paciente.
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Para completar el proceso de estadificacion se realiz6 un estudio 18F-FDG-
PET/TAC con la finalidad de descartar la existencia de enfermedad metastasica

a distancia.
V.3. TERAPIA NEOADYUVANTE

El tratamiento neoadyuvante empleado consta de:
V.3.1.TRATAMIENTO QUIMIOTERAPICO

Todos los pacientes de la poblacion de estudio recibieron tratamiento
quimioterapico de forma preoperatoria. En 13 pacientes (48,15%) el tratamiento
de quimioterapia se baso en la administracion de Capecitabina y Oxaliplatino
(Xelox®, Roche), 14 pacientes (51,85%) recibieron Uunicamente Capecitabina

(Xeloda®, Roche) como se presenta en la Tabla 14.
V.3.2.TRATAMIENTO RADIOTERAPICO

Todos los pacientes de la poblacién de estudio recibieron radioterapia
externa con intencion radical: 50,4Gy a 1,8Gy por fraccion (un total de 28 dias
de tratamiento), sobre la lesion tumoral y mesorrecto incluyendo las

adenopatias locorregionales, de forma preoperatoria.

V.4. TRATAMIENTO QUIRURGICO

Por término medio la intervencion quirdrgica se efectud a los 63 dias
con una mediana de 56 dias (desviacion tipica de 1,82 con minimo de 49 y
maximo de 98 dias respectivamente). A todos los pacientes de la poblacién de
estudio se les realiz6 el tratamiento quirargico acorde a lo expuesto en el
capitulo de Pacientes y Métodos (reseccion radical aplicando el concepto de

escision mesorrectal completa).

Reseccién anterior baja a 21 pacientes (77,78%), en 7 de ellos no se

reconstruyd el transito, dejando una colostomia terminal (Hartmann); y

178



J. MARTIN CANO RESULTADOS TESIS DOCTORAL

realizamos una amputacion abdominoperineal en los restantes 6 pacientes

(22,22%). La Tabla 14 recoge los datos mencionados.

V.5. VALORACION DE LA RESPUESTA A LA
NEOADYUVANCIA

Se contemplan dos tipos de respuesta: una respuesta histoldgica,
basada en el analisis anatomo-patoldgico de la pieza quirdrgica, segun la
modificacion en la estadificacion TNM (ypTNM) y segun el grado de regresion

tumoral (TRG) cuyos resultados se exponen en la Tabla 14.

En base a la respuesta histologica a la neoadyuvancia los pacientes

participantes en el estudio se distribuyeron en 2 grupos:

1) Respondedores: 11 pacientes (40,74%) de los cuales 5 fueron TRG1
y TRG2 fueron 6.

2) No respondedores: 16 pacientes (59,26%) de los cuales, 2 fueron
TRG3, 8 pacientes fueron TRG4 vy 6 fueron TRG5.

Hubo respuesta patolégica completa (RPC) en 5 pacientes (18,52%).

TABLA 14: Caracteristicas generales de los 27 pacientes incluidos en el

estudio.
Pac N° QT cTN Cirugia TRG DOWNST DOWNS Resp CPR
1 Capox T4N1 LAR 2 1 1 Si No
2 Cap T3NO LAR 2 1 1 Si No
3 Cap T3N1 LAR 4 1 0 No No
4 Cap T3NO LAR 5 0 0 No No
5 Cap T3NO APR 2 1 1 Si No
6 Capox T4NO APR 2 1 1 No No
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7 Capox T3N1 LAR 1 1 1 Si Si
8 Capox T3N2 HART 2 0 0 Si No
9 Capox T3N2 HART 2 0 1 Si No
10 Cap T3NO HART 3 1 1 No No
11 Cap T3NO LAR 1 1 1 Si Si
12 Cap T3NO APR 4 1 1 No No
13 Cap T3NO LAR 5 1 1 No No
14 Cap T3N1 HART 5 1 0 No No
15 Cap T3NO LAR 1 1 1 Si Si
16 Capox T4NO APR 4 0 0 No No
17 Capox T4NO HART 5 0 0 No No
18 Capox T3NO LAR 4 0 0 No No
19 Capox T3NO APR 5 0 0 No No
20 Capox T3N1 HART 1 1 1 Si Si
21 Cap T3NO HART 4 1 1 No No
22 Cap T3N1 LAR 4 0 1 No No
23 Capox T3N2 LAR 5 0 0 No No
24 Cap T3NO LAR 1 1 1 Si Si
25 Capox T3N2 APR 3 0 0 No No
26 Cap T3N2 LAR 3 1 0 No No
27 Capox T3N1 LAR 2 1 1 Si No

QT (Quimioterapia): Cap (Capecitabina (Xeloda®, Roche)), Capox (Capecitabina y Oxaliplatino (Xelox®,
Roche))

CcTN (Estadificacion TNM)

Cirugia: LAR (Reseccion anterior baja), APR (Amputacion abdominoperineal), HART ( Hartmann)

TRG (Grados de regresion tumoral segiin Mandard (155); 1,2,3,4,5

DOWNST: término anglosajon de Downstaging definido como cualquier reduccién del estadio tumoral
ypTNM frente al estadio clinico antes de la radioquimioterapia (cTNM). 1(si), O(no)

DOWNS: término anglosajon de Downsizing cualquier reduccién de la ypT frente al estadio clinico
pretratamiento (cT) evidenciado bien por ecografia endorrectal o por resonancia pélvica 1(si), 0(no)

Resp (Respondedores).Si, No

CPR (Respuesta Patol6gica Completa) Si, No
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V.6. RESULTADOS DEL ESTUDIO DE EXPRESION
GENICA MEDIANTE MICROARRAYS EN MUESTRAS DE
SANGRE PERIFERICA

Para obtener los perfiles de expresion de las muestras sanguineas de
pacientes con adenocarcinoma de recto, 27 ARNs obtenidos de los pacientes
participantes en el estudio fueron hibridados por duplicado en los microarrays
de genoma completo humano de la plataforma CodeLink® (Applied
Microarrays, AZ, USA), tras ser sometidos a los procedimientos de extraccion,
marcaje e hibridacion explicados anteriormente en el apartado de Pacientes y
Métodos.

A modo de resumen, se recuerda que, para el estudio del perfil de
expresion génica de los pacientes con adenocarcinoma de recto mediante
microarrays, se obtuvieron muestras de sangre periférica antes de la
intervencion quirdrgica (TO) de cada uno de los pacientes participantes en el
estudio, procesandose y analizandose tal como se ha descrito en el apartado
correspondiente del capitulo Pacientes y Métodos. Una vez realizada la
hibridacién correspondiente y obtenidos los resultados de fluorescencia, tal y
como se ha descrito previamente en el apartado correspondiente de Pacientes
y Métodos, se procedié a realizar la técnica de “Analisis de Significacién de
Microarrays” (SAM por sus siglas en inglés).

Asi, una vez leidos los microarrays utilizando el escaner de lectura
GenePix 4000B (Axon Instruments, USA) se obtuvieron los datos globales
(“raw”) de los distintos microarrays (tanto de pacientes respondedores como de
pacientes no-respondedores, todos ellos realizados por duplicado).
Posteriormente, se utilizé la normalizacion proporcionada por el software
CodeLink Expression Analysis v5.0 (Applied Microarrays, Tempe, AZ USA)
consistente en centrar en el valor 1 la mediana de la expresion de cada
microarray, para lo cual se divide la expresion de cada gen por el valor de la

mediana en el microarray en cuestion.
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Puesto que la finalidad de esta técnica es el descubrimiento de la sobre-
expresion de genes en pacientes afectos de cancer de recto que responden a
tratamiento con respecto a los pacientes que no-responden, para ello se
procedi6 al calculo de los genes que se encuentran significativamente
expresados en el experimento, utilizando SAM y ajustando el valor “delta” para
obtener una “tasa de falsos positivos” ¢ “false discovery rate” (FDR) acorde con
la precision buscada en la realizacion del ensayo.

Una vez se obtienen los genes significativamente expresados se
procede al célculo de los niveles de sobre-expresién, es decir que estén “n”
veces (“folds”) sobre-expresados en los pacientes respondedores con respecto
a los no-respondedores. Para ello se calcula el logaritmo del cociente de cada
gen entre el valor de su expresion en el paciente respondedor y el valor de su
expresion en el paciente no-respondedor.

Con el objetivo de identificar aquellos genes que mejor diferenciaban los
pacientes no respondedores de los respondedores, realizamos un t-test
ajustado para el analisis mdaltiple. Se identificaron un total de 8 genes
representados en la Tabla 15, y cuya expresion es distinta y significativa
(p_ajustada<0,05) entre las dos clases establecidas (Respondedores y No
Respondedores). Entre estos 8 genes, se observan genes implicados en
diversas funciones biologicas, tales como orientacién celular, transcripcion,

transporte de proteinas desde el nlcleo, apoptosis y antiangiogénesis.
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TABLA 15: Genes identificados en el estudio sobre-expresados en pacientes
Respondedores. Se presenta la referencia correspondiente a la secuencia de
cada gen recogida en la base de datos del Centro Nacional para la Informacion
sobre Biotecnologia de Estados Unidos de Ameérica (National Center for
Biotechnology Information, NCBI).

Gene name CodeLink ID
BC035656.1 BC035656.1
CIR NM 004882.3
PRDM2 BF514317.1
CAPG NM 001747.2
FALZ U05237.1
NUPL2 AW237453.1
ZFP36 NM 003407.1
HLA-DPB2 CD655061.1

V.6.1. DESCRIPCION DE LOS GENES SOBRE-EXPRESADOS EN
MUESTRAS DE SANGRE PERIFERICA DE LOS PACIENTES
PARTICIPANTES EN EL ESTUDIO

*BC035656.1, es un gen cuya secuencia aun no esta definida, por lo cual se ha
descartado de momento seguir considerandolo para el estudio.

*CIR, es un gen corepresor que interactia con RBPJ, indicando su
participacion en la ruta de sefializacion Notch. La referencia para su secuencia
en la base de datos del Centro Nacional para la Informacion sobre
Biotecnologia de Estados Unidos de América (National Center for
Biotechnology Information, NCBI) es NM_004882.3.

*PRDM2, este gen tiene como sindnimo RIZ1, presenta cuatro transcritos
cuyas referencias del NCBI para sus secuencias son:
NM_001007257.2 NM_001135610.1 NM_012231.4 NM_015866.4.
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*CAPG, gen cuya referencia para su secuencia dada por el NCBI es:
NM_001747.2.

*FALZ, cuyo sinénimo es BPTF (de Bromodomain Phdfinger Transcription
Factor) presenta dos transcritos alternativos cuyas referencias en NCBI para
las secuencias son: NM_004459.6 NM_182641.3.

*NUPL2, este gen estad definido como “nucleoproin like 2” sus sindnimos
habituales son NUPL2 CG1, hCG1, NLP-1 y NLP_1. Su referencia en NCBI
para su secuencia es NM_007342.2.

*ZFP36, es un gen conocido como TTP, cuya referencia en NCBI para su
secuencia es: NM_003407.2.

*HLA-DPB2, cuyos sinbnimos son DP2B; DPB2; DPbeta2; HLA-DP2B. Es un
gen similar al antigeno de histocompatibilidad HLA de clase Il. Su secuencia en
NCBI viene dada por la referencia AK301188.1. Dada la complejidad de este

gen, de momento no se ha incluido en le estudio.

Como cabria esperar, el dendrograma o clustering con estos 8 genes
representado en la figura 24, permite distinguir los distintos tipos de muestras
analizados, siendo lo mas significativo que la mayoria de los pacientes
Respondedores se agrupan juntos y claramente diferenciados de los No
Respondedores. Los Respondedores se estructuran, casi en su totalidad (a
excepcion del caso que se coloca proximo a los No Respondedores), bajo una
misma rama del dendrograma de la cual parten un cuantioso namero de

ramificaciones, que reflejan la heterogeneidad genética de este subgrupo.

184



J. MARTIN CANO

RESULTADOS

TESIS DOCTORAL

FIGURA 24. Clustering que muestra las 27 muestras tumorales. Los genes

sobre-expresados aparecen en color rojo, mientras que los reprimidos

aparecen en azul
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Es destacable que estos genes presentan niveles de expresién mayores
en las muestras de los pacientes Respondedores a tratamiento neoadyuvante.
No obstante, el calculo de las veces (“fold”) que se encuentran sobre-
expresados estos 8 genes en los pacientes respondedores con respecto a los
no-respondedores no presentd grandes variaciones. Los fold oscilaron entre
1,47 de BC035656.1 y 0,72 de HLA-DPB2. Este célculo se presenta de forma

detallada en la Tabla 16.

TABLA 16: Genes sobre-expresados en pacientes respondedores con su fold

correspondiente.

Nombre del gen | Numero de veces ( fold)

BC035656.1 1,4689245235
CIR 1,3411484949
PRDM?2 1,2390657017
CAPG 1,2360478894
FALZ 1,1420434214
NUPL2 0,8239296640
ZFP36 0,7866265846
HLA-DPB2 0,7252555136

A continuacion se expone de forma detallada la expresion de estos 8
genes en cada uno de los pacientes pertenecientes a los dos grupos de estudio

(Respondedores y No Respondedores a tratamiento neoadyuvante).
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Grupo 1: PACIENTES RESPONDEDORES

PACIENTE 1

GEN EXPRESION
BC035656.1 16,6133352801
CIR 23,9482536825
PRDM2 4,1087276431
CAPG 13,1106909168
FALZ 55,7890625696
NUPL2 37,5417648356
ZFP36 1,4796613686
HLA-DPB2 2,2708433366

PACIENTE 2

GEN EXPRESION
BC035656.1 30,8915039968
CIR 26,6931759314
PRDM2 3,7451745589
CAPG 32,2119507099
FALZ 40,7339832329
NUPL2 67,9626008269
ZFP36 2,3681153632
HLA-DPB2 6,1519382600
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PACIENTE 6
GEN EXPRESION
BC035656.1 17,2099589589
CIR 14,5370515226
PRDM2 3,0803319792
CAPG 21,0225412051
FALZ 42,9580697315
NUPL2 43,5843824813
ZFP36 1,1501402335
HLA-DPB2 4,2550445495
PACIENTE 8
GEN EXPRESION
BC035656.1 30,8915039968
CIR 26,6931759314
PRDM2 3,7451745589
CAPG 32,2119507099
FALZ 40,7339832329
NUPL2 67,9626008269
ZFP36 2,3681153632
HLA-DPB2 6,1519382600
PACIENTE 9
GEN EXPRESION
BC035656.1 19,1290316282
CIR 24,3442091741
PRDM2 4,5901497585
CAPG 14,6747252380
FALZ 60,2257657709
NUPL2 41,3096851761
ZFP36 1,5643643219
HLA-DPB2 2,4981822108

188



J. MARTIN CANO

RESULTADOS

TESIS DOCTORAL

PACIENTE 11

GEN

CIR

CAPG

NUPL2

HLA-DPB2

EXPRESION

12,4656767322

19,3057819462

113,3981177300

4,5612252449

PACIENTE 13

GEN

CIR

CAPG

NUPL2

HLA-DPB2

EXPRESION

13,5298820121

18,5765583971

36,9257474994

5,8930614943

PACIENTE 17

GEN

CIR

CAPG

NUPL2

HLA-DPB2

EXPRESION

8,1464064663

31,1023273924

56,7334691891

8,8341018191
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PACIENTE 24

GEN

CIR

CAPG

NUPL2

HLA-DPB2

EXPRESION

24,1618313415

43,3133016508

46,7156389752

6,8978026265

PACIENTE 31

GEN

CIR

CAPG

NUPL2

EXPRESION

25,1352156047

39,9240754565

74,0843085128

CIR

CAPG

NUPL2

HLA-DPB2

HLA-DPB2 9,6817890014
PACIENTE 35
GEN EXPRESION

16,0369720039

51,6194790451

65,3793118619

1,7449135997
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Grupo 2: PACIENTES NO RESPONDEDORES

PACIENTE 3
GEN EXPRESION
BC035656.1 | 11,7910026178
CIR 15,5887934018
PRDM2 3,2864568942
CAPG 13,2973019164
FALZ 42,3329843372
NUPL2 60,9833726751
ZFP36 0,6503147719
HLA-DPB2 2,2819182291
PACIENTE 4
GEN EXPRESION
BC035656.1 11,7910026178
CIR 15,5887934018
PRDM2 3,2864568942
CAPG 13,2973019164
FALZ 42,3329843372
NUPL2 60,9833726751
ZFP36 0,6503147719
HLA-DPB2 2,2819182291
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PACIENTE 7
EXPRESION

CIR 23,9482536825

CAPG 13,1106909168

NUPL2 37,5417648356

HLA-DPB2 2,2708433366
PACIENTE 12
GEN EXPRESION

12,1096346254

NUPL2 43,2357157255

HLA-DPB2 3,0895177244
PACIENTE 14
GEN EXPRESION

CIR 9,6860298960

CAPG 15,3544793542

NUPL2 28,2347925042

HLA-DPB2 4,9280163242
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PACIENTE 15

GEN

CIR

EXPRESION

5,6781231927

CIR

CAPG

NUPL2

HLA-DPB2

CAPG 27,2678803697
NUPL2 10,4392405376
HLA-DPB2 1,9869112527
PACIENTE 16
GEN EXPRESION

8,5130637143

33,4132465336

20,6809973818

0,8276271203

PACIENTE 18

GEN

CIR

CAPG

NUPL2

HLA-DPB2

EXPRESION

8,6815019999

9,6994459460

53,5974993114

4,9940748355
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PACIENTE 19

GEN

CIR

CAPG

NUPL2

HLA-DPB2

EXPRESION

5,0298005928

12,3760373065

11,2040409013

1,5392223272

PACIENTE 21

GEN

CIR

CAPG

NUPL2

HLA-DPB2

EXPRESION

10,7735269001

1,7471626983

40,2756651802

5,9532971818

PACIENTE 22

GEN

CIR

CAPG

NUPL2

HLA-DPB2

EXPRESION

2,589869429

6,543108911

0,961832611

0,262747152
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PACIENTE 25

GEN

CIR

CAPG

NUPL2

EXPRESION

17,2272841525

17,4456681331

50,3225840608

CIR

CAPG

NUPL2

HLA-DPB2

HLA-DPB2 1,7092265073
PACIENTE 27
GEN EXPRESION

1,1284187180

0,6507374165

2,3567444372

1,0858934470

PACIENTE 28

GEN

CIR

CAPG

NUPL2

HLA-DPB2

EXPRESION

0,7903421003

0,8416180968

1,4393603423

0,5250176927
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PACIENTE 33
GEN EXPRESION
BC035656.1 30,7051344090
CIR 15,9563803278
PRDM2 3,2908080117
CAPG 12,5534618743
FALZ 42,2162753702
NUPL2 50,6683130592
ZFP36 0,4870395245
HLA-DPB2 4,5817390857
PACIENTE 34
GEN EXPRESION

BC035656.1 3,9662787255
CIR 9,2190240089
PRDM2 2,2224004218
CAPG 19,9569221660
FALZ 20,9656748671
NUPL2 13,6954085979
ZFP36 0,3610573627
HLA-DPB2 1,0671769812
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V.7. VALIDACION Y CUANTIFICACION DE LOS GENES
SOBRE-EXPRESADOS MEDIANTE gRT-PCR

Una vez identificados los genes cuya expresion diferenciaba pacientes
Respondedores de los No Respondedores, se procedid a realizar su validacion
mediante la técnica de PCR cuantitativa en tiempo real (QRT-PCR).

Los resultados obtenidos fueron concordantes con los de expresion y
confirmaron una expresion diferencial entre los dos subtipos de muestras. El
analisis estadistico de los datos se realiz6 mediante la prueba T para muestras
independientes proporcionada por el programa estadistico SPSS.v15.0. Los
datos proporcionados por la técnica de gRT-PCR muestran un incremento de
los niveles de expresion de los genes analizados concordante con el andlisis de
expresion obtenido de los microarrays. Se obtienen diferencias
estadisticamente significativas en la expresion de los genes FALZ (BPTF)
(p=0,022) y ZFP36 (p=0,034) al encontrarse sobre-expresados al efectuar
comparacion entre los subgrupos de respondedores y no respondedores a
tratamiento neoadyuvante. Los genes CAPG (p=0.090), CIR (p=0.405), NUPL2
(p=0.094), and PRDM2 (p=0.063) tuvieron mayor expresion en el grupo de
pacientes respondedores aunque no mostraron diferencias estadisticamente
significativas.

Los resultados de realizar el analisis estadistico de los datos
proporcionados por la técnica de reaccidon en cadena de la polimerasa en

tiempo real (QRT-PCR) se presentan en la figura 25.
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FIGURA 25: Analisis de los genes sobre-expresados diferencialmente entre el
grupo de pacientes respondedores (R) y los no respondedores (NR) mediante
gRT-PCR. Los rectangulos de color gris representan los valores de expresion
de los percentiles 25 y 75 para cada uno de los grupos de pacientes, las lineas
horizontales representan los valores maximos y minimos, y la mediana de los
datos. Los valores atipicos aparecen con el simbolo (°) y los valores extremos

con el simbolo asterisco (*).
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VI.DISCUSION

VI.1. CANCER DE RECTO Y TRATAMIENTO ACTUAL

El cancer de localizaciéon colorrectal (CCR) representa la segunda causa
de muerte oncologica en los paises occidentales después del cancer de
pulmoén en los hombres y el de mama en las mujeres. La incidencia del cancer
rectal tanto en Europa como en EEUU es de 50 a 75 casos por 100.000
habitantes afo, lo que supone un grave problema tanto desde el punto de vista

sanitario como socioeconémico (1).

El tratamiento actual de esta patologia combina la cirugia (con excisién
total del mesorecto) con tratamientos neoadyuvantes (radioterapia para reducir
la masa tumoral y quimioterapia para conseguir mayor efecto local de la
radioterapia). Ademas, se ha demostrado la superioridad en términos de
recidivas locales del tratamiento radioquimioterapico preoperatorio
(neoadyuvante) frente al tratamiento postoperatorio (adyuvante). De esta
manera, se aconseja un tratamiento neoadyuvante en los tumores rectales

localmente avanzados (137, 140).

Las técnicas de imagen convencional, eco-endorrectal, TC (Tomografia
Computarizada) y RM (Resonancia Magnética), si bien se han confirmado
como pruebas indispensables en la estadificacion de estos pacientes, no han
demostrado predecir de forma fiable la respuesta clinica al tratamiento
neoadyuvante (141-144). La exploracion combinando la 18F-FDG-PET con la
TC parece ser de ayuda en la deteccion de aquellos enfermos que muestran
respuesta durante el tratamiento, sin poder ser lo suficientemente especifica y
sensible para detectar a aquellos pacientes con remisiones completas y por

tanto tener una aplicacion clinica en la actualidad (161).
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La respuesta tumoral a estos protocolos de radio-quimioterapia
preoperatoria esta siendo objeto de intenso estudio, lo cual justifica nuestro
trabajo, ya que en ello radica la importancia de intentar identificar aquellos
sujetos que seran sensibles a esta terapia y, por tanto, intentar tratar a estos
enfermos de forma mas individualizada (196), lo que supone en definitiva un

mejor coste-efectividad para los servicios sanitarios.

VI.1.1. ESTADIFICACION CLINICA

En la estadificacion clinica de los pacientes incluidos en la serie que
constituye la presente Tesis Doctoral, se ha utlizado el actual sistema de
clasificacion por estadios (TNM) del American Joint Comitte on Cancer (AJCC)
y Union Internacional Contra el Cancer (UICC) (70). Estos criterios de alguna
manera estan consensuados por la mayoria de los grupos de trabajo, no solo
con fines de investigacidn sino en la practica clinica diaria. Las técnicas para la
estadificacion de la enfermedad local mas utilizadas son la ecografia endoanal
y la RM. Nuestra poblacion en estudio fue sometida a ambas pruebas, salvo
imposibilidad técnica de las mismas (peso o claustrofobia del paciente en la
RM, y tumores estenosantes en la ecografia). Si bien, en la mayoria de la
bibliografia existente sobre validez diagnéstica de ambas pruebas, se afirma la
superioridad de la eco-endoanal, siempre en manos de un operador
experimentado, sobretodo en la valoracion del T de tumores precoces (T1-2),
siendo la resonancia siempre superior al poder objetivar el margen
circunferencial (fascia mesorrectal) en las neoplasias localmente avanzadas
(73,74).

Para la valoracion de enfermedad a distancia (M) se contemplan tanto el
empleo de la TC como la ecografia; dada la disponibilidad de un equipo
PET/TC en nuestro centro hospitalario, y tras ser aprobado en la comisién de
seguimiento del proceso asistencial integrado para cancer colorrectal, la
mayoria de los pacientes no fueron sometidos ni a ecografia abdominal nia TC

abdominal o toracico complementario para el “despistaje” de enfermedad
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metastasica. Detalle sumamente importante al estar excluidos de nuestro

estudio todos los estadios metastasicos (estadio UICC V).

La tipificacion y estadificacion tumoral primaria no ha mostrado
diferencias relevantes respecto a la mayoria de las series consultadas.
Concretamente la forma histologica mas frecuente en nuestra serie fue el
adenocarcinoma moderadamente diferenciado. Del mismo modo esta
semejanza se ha apreciado en lo referente a la ubicacion anatdmica de la

lesion, tamafio y distancia al margen anal.

En definitiva, consideramos que nuestra poblacién de estudio no difiere
significativamente de la descrita en trabajos similares al nuestro, lo que facilita
cualquier comparacion que se desee establecer. Este hecho no nos sorprende
en base a lo estricto de los criterios de inclusion de dichos pacientes, que a su
vez se desarrollan en una situacion clinica muy precisa y relativamente bien

consensuada por la comunidad profesional afin.

VI.1.2. TRATAMIENTO NEOADYUVANTE

Si bien existe cierta variabilidad en el protocolo terapéutico
neoadyuvante, en ocasiones ligado a las particularidades de cada centro,
existe un claro consenso en el empleo concomitante de radioterapia (ciclo
largo, y el tipo de fraccionamiento de la dosis) y quimioterapia (con inclusion de
derivados del 5-fluoro-uracilo). En el presente trabajo se emplea con fines
terapéuticos el protocolo propuesto por la EORTC (Organizacion Europea para
la Investigacion y Tratamiento del Céncer) de aplicacibn consensuada en
nuestro centro, basado en la administracién de RT con intencion radical (50,4
Gy a 1,8 Gy por fraccion) durante 28 dias y concomitancia con quimioterapia de
sensibilizacion (140,197,198). Pese a contemplarse la posibilidad de un
protocolo corto de RT (25 Gy en cinco dias) en pacientes que presentan edad
avanzada, mal estado general y sintomatologia importante derivada de la
tumoracion rectal, ninguno de los pacientes incluidos en la poblacion de estudio

ha sido candidato a esta alternativa terapéutica.
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En cuanto al tratamiento quimioterapico, si se han producido
modificaciones entre pacientes, dependientes de nuestra participacion en un
estudio de &ambito nacional. Asi, 14 pacientes recibieron, ademas de
capecitabina, oxaliplatino. Con independencia de la imposibilidad de realizar un
analisis sistematico de estos pacientes, nuestra impresiéon general, como
también la de la literatura, es que las ligeras variaciones producidas en el
protocolo quimioterapico no han condicionado un impacto relevante sobre los
resultados obtenidos. La razon fundamental radica en el hecho de ser la
radioterapia el pilar fundamental del tratamiento, relegando a la quimioterapia a
un simple sensibilizador de la célula tumoral (130).

VI.1.3. TRATAMIENTO QUIRURGICO

En el momento actual, la excisiébn completa del mesorrecto sigue siendo
la piedra angular del tratamiento del cancer de recto localmente avanzado
(134), ademas como se ha mencionado previamente, la radioterapia

preoperatoria mejora aun mas el control local de la enfermedad (135).

En todos los pacientes de nuestra serie se ha realizado excision
mesorrectal completa, siendo necesaria la amputacion abdominoperineal en 6
de los 27 pacientes. Este porcentaje de amputaciones esta perfectamente en
concordancia con las guias médicas actuales. No contemplamos, sin embargo,
realizar una reseccion con preservacion de esfinteres en pacientes “a priori”
propuestos para amputacion que presentaran buena respuesta, con fibrosis o
desaparicién de la masa tumoral de forma macroscépica, dado que el estadiaje
definitivo mediante el estudio anatomopatolégico podria evidenciar un borde

distal infiltrado de forma microscopica.
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VI.1.4. CLASIFICACION ANATOMOPATOLOGICA DE LA RESPUESTA AL
TRATAMIENTO

Tal y como se expuso en la introduccion de esta Tesis, existe cierta
variabilidad en la bibliografia consultada en cuanto al procedimiento para la
valoracion de la respuesta al tratamiento neo-adyuvante. Lo que, sin embargo,
muestra de forma fidedigna la respuesta al tratamiento es el analisis
anatomopatologico.

Desde el punto de vista de la practica clinica diaria, acaso el método
mas adecuado sea la modificacion en la estadificacion (ypTNM) inducida por el
tratamiento, dado que es el lenguaje habitual con el que los clinicos se refieren
al estadio clinico del paciente, con independencia de si éste es pre- o post-
terapéutico. Como ya se ha comentado, la consideracion exclusiva de la
respuesta patoldégica mediante la repuesta completa frente a no respuesta
completa, entendida la primera como la ausencia de células tumorales, adolece
de ciertas limitaciones, principalmente, la dificultad para consensuar las
distintas respuestas parciales y la falta de discriminacion entre estratos titulares

y ganglios afectos.

El empleo de la clasificacion TRG (Grado de Regresion Tumoral) supone
un esfuerzo adicional para la expresion consensuada de estos cambios en
cada paciente individual. Pese a que la clasificacion propuesta por Dworak,
(170), pudiera considerarse mas adecuada para la valoracién de carcinoma
rectal localmente avanzado, la mayoria de los grupos de trabajo, como en

nuestro caso, se sigue empleando la de Mandard (169).

En la actualidad se discute la afectacion o no del margen circunferencial

como otro factor prondéstico de respuesta al tratamiento.
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VI.2.TECNOLOGIA APLICADA. UTILIDAD DE LOS
MICROARRAYS

El desarrollo de un tumor es iniciado por una alteracion genética en una
célula y este cambio predispone a la célula para alteraciones futuras (205).
Tras un numero de alteraciones genéticas, un clon celular prolifera, adquiriendo
una serie de ventajas frente al resto de células. En algunas ocasiones, el
primer evento es una translocacion cromosOmica que sucede en una
determinada célula. Las anormalidades secundarias (mutaciones,
amplificaciones, deleciones y/o translocaciones secundarias) ocurren
posteriormente durante el desarrollo tumoral. Este acumulo de alteraciones
genéticas modifica la composicion de los transcritos en las células tumorales,
de tal modo que cada clon posee un perfil de expresion caracteristico que
puede ser determinado mediante microarrays de expresion (199).

El cancer es una enfermedad genética. Esta frase sencilla y simple tiene
un alcance que ha sobrepasado cualquier tipo de aproximacion cientifica
desarrollada hasta hoy. La principal consecuencia de definir el cancer como
una enfermedad genética radica en prestar todo el protagonismo de
investigacion oncoldgica a herramientas de analisis genético (200).

La secuenciacion completa del genoma humano (178, 201) ha supuesto
un cambio trascendental en la manera de entender, investigar y abordar el
diagnéstico y tratamiento del cancer. Se han disefiado experimentos a escala
genomica para determinar todas las interacciones posibles del conjunto de
genes del organismo humano, siendo el icono de estos estudios post-
gendmicos los sistemas denominados genéricamente como matrices, arrays,

microarrays o biochips.

Los arrays estan cambiando nuestra forma de plantear problemas y
extraer conclusiones de los experimentos ya que, nos ofrecen una imagen

compleja y completa del conjunto del genoma.
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La tendencia actual va dirigida a utilizar los arrays de oligonucleétidos y
dentro de estos mas conocidos son los de Affimetrix (180). En esta Tesis se ha
utilizado, sin embargo,, la plataforma de Codelink por su disponibilidad en la
Unidad de Investigacién de Cirugia Experimental del HUVN de Granada . Estos
arrays requieren la combinacibn de la fotolitografia y de la quimica
combinatoria. Estan constituidos por miles de oligonucledtidos sintetizados “in
situ” sobre un chip o porta de silicio. El proceso de sintesis se lleva a cabo
utilizando la luz ultravioleta y una mascara, que deja pasar la luz solo por sitios
especificos, para activar sélo los oligos que requieran su incorporacion.
Normalmente, se trabaja con arrays de oligos de 50 y 60 nucleétidos. Se suele
emplear mas de un oligo para cada gen, lo que facilita el control de la
hibridacion y la especificidad del oligo. También se incluyen oligos con una
base cambiada para detectar posibles hibridaciones inespecificas. En este tipo
de arrays, so6lo se hibrida la muestra problema en el array, evitandose errores
en la incorporacion de las sondas aunque existen los problemas relacionados

con la eficiencia en la incorporacion de la sonda.

El coste elevado de estas tecnologias, la necesidad de fluorometros y de
softwares especializados en el andlisis de la informacion, la reproducibilidad de
los datos, que no siempre es consistente, y las variaciones en el patron de
expresion observadas al repetir un mismo experimento son algunos de los
inconvenientes de los arrays. A todo esto se afiade el problema, comun al de
las distintas plataformas existentes, de la escasez de recursos bioinformaticos

para el tratamiento y comprension de los datos masivos.

Sin embargo, las ventajas de usar arrays son evidentes puesto que nos
permiten identificar genes presentes en un numero bajo de copias y medir
simultdneamente la suma de todas las interacciones genéticas y evaluarlas al
instante. Ademas, las técnicas de revelado por fluorescencia ofrecen una

relacion sefal/ruido elevada incluso en casos de transcritos poco abundantes.

Por tanto, en lugar de examinar cambios fisiolégicos gen a gen, se

puede analizar un grupo completo de genes proporcionando una gran cantidad
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de informacion, siendo el cancer uno de los campos de mayor aplicabilidad de
las micromatrices en diversas areas, tales como la comprension de las bases
moleculares de la carcinogénesis (181,202), clasificacion y prondstico de los

tumores (183, 203) y el seguimiento del desarrollo de metastasis (204).

Nos encontramos pues en la era de la medicina molecular; tecnologias
como la protedmica o los microarrays han conducido a la identificacion de
firmas moleculares de valor predictivo o prondstico para diversas

enfermedades neoplasicas (205-208).

VI.3. GENOMICA DE LA MEDICINA INDIVIDUALIZADA:
MAMMAPRINT® Y COLOPRINT®.

V1.3.1. MAMMAPRINT®

Las investigaciones en cancer de mama van por delante de las del de
recto, por tanto nos podemos fijar en su modelo para avanzar en la

interpretacion de nuestros resultados.

El cancer de mama es un problema de salud publica muy importante,
tanto por su alta incidencia, como por la mortalidad que ocasiona. Es la primera
causa de cancer en la mujer de entre 35 y 45 afios con mas 20.000 casos

anuales en Espafa, siendo la primera causa de muerte por cancer en mujeres.

Actualmente, cerca del 75% de las mujeres diagnosticadas de cancer de
mama en Espafa estan vivas y libres de enfermedad a los 5 afios. Aun mas
importante, se considera fundadamente que la mejoria del prondstico
continuara en los proximos afios. Se reconoce unanimemente que este avance
se ha debido por igual a dos factores: el diagnéstico mas precoz (en gran parte
debido a las camparias de cribado con mamografias de la poblacién femenina

sana) y la aparicion de tratamientos médicos mas eficaces (quimioterapia,
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hormonoterapia, agentes biologicos), basados en los nuevos conocimientos

sobre la biologia de la enfermedad (209).

A medida que vamos conociendo mejor los factores pronésticos de la
enfermedad, podemos ir identificando el riesgo particular de cada caso de
cancer de mama, lo que esta ayudando a seleccionar el tratamiento mas
adecuado para cada paciente. De hecho, gracias a los avances de la biologia
molecular se estan identificando cuéles son los factores prondsticos de la
enfermedad en un paciente concreto, y por eso cada vez se tiende mas a
realizar tratamientos individualizados (210) en un contexto de medicina

personalizada.

El desarrollo de microarrays de ADNc, que permiten el andlisis
simultdneo de miles de genes, y otras modernas tecnologias, nos ha permitido
entrar en una nueva era del conocimiento del cancer. Inherente a este enfoque
existe la hipétesis de que todos los canceres contienen firmas de expresion
génica que en el momento del diagnéstico pueden predecir el comportamiento
biolégico de éstos a través del tiempo. El primer fruto de estos nuevos
conocimientos es el establecimiento de una nueva taxonomia molecular del

cancer de mama (210).

MammaPrint® es una prueba diagnéstica, indicada para pacientes con
cancer de mama menores de 61 afios, con estadio | o I, tamafo tumoral <5cm
y que no tienen ningun ganglio afectado. Se basa en los valores de expresion
del &cido ribonucleico de 70 genes incluidos en la micromatriz® y clasifica a los
pacientes en 2 grupos de riesgo: riesgo alto de desarrollar metastasis por 10
afos (probabilidad de un 50%) o riesgo bajo (probabilidad de entre un 10—
15%),con la finalidad de determinar la necesidad y la adecuacion de la

indicacién de quimioterapia (211).

De esta manera, las pruebas prondsticas basadas en arrays, como
MammaPrint®, han abierto la puerta a la medicina personalizada y podrian
utilizarse por los oncologos para decidir administrar 0 no quimioterapia

adyuvante a un paciente en concreto y, en algunos casos, evitar tratamientos
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no efectivos, como en el caso de los carcinomas de mama invasivos sin
afectacion ganglionar, que a pesar de su buen prondstico se tratan con

quimioterapia inespecifica citotoxica u hormonal (211).
VI.3.2. COLOPRINT®

La utilizacion del analisis de microarrays para predecir el prondstico de
los estadios Il y Il de los pacientes de cancer de colon se ha demostrado en
varios estudios clinicos, asi como la validacién del uso de perfiles prondsticos
para el manejo clinico de estos pacientes. Agendia® (212) ha desarrollado un
perfil prondstico de cancer de colon que se comercializa actualmente en un
ensayo para su utlizacién clinica (ColoPrint®). Usando la tecnologia de
microarrays y métodos de clasificacion de tumores, se ha identificado un
subconjunto de genes que son predictivos del riesgo de recurrencia de la fase Il
y lll de cancer de colon. Para el desarrollo de la firma génica se recogio tejido
tumoral de 188 pacientes. La mediana de seguimiento fue de 65,1 meses
durante el cual 51 pacientes experimentaron una recidiva de su enfermedad. La
expresion génica se midié utilizando Agilent 44k microarrays de ADN del
genoma. Este clasificador (o perfil de prondstico) se aplica a una cohorte de
validacion independiente de 208 pacientes con cancer de colon en estadio Il y
[ll. En esta cohorte, aproximadamente dos tercios de todos los pacientes en
estadio Il se prevé que tengan un bajo riesgo con una tasa de falsos negativos
del 9%. El perfil ha sido validado aun en conjuntos de datos publicados (n =
322) mostrando una separacion significativa entre pacientes de bajo riesgo y
pacientes de alto riesgo (213). El perfil prondstico se tradujo en una prueba

estandarizada y robusta (ColoPrint®).

La validacién en otras 233 muestras retrospectivas de la fase Il y fase Il
del cancer de colon en los pacientes fue presentado recientemente en la
Reunion Anual de la American Society of Clinical Oncology (ASCO) vy

confirmando los estudios de validacion anteriores (214).

En los sistemas de validacién, ColoPrint® es mas valioso que los factores

clinicos recomendados por la ASCO para seleccionar a los pacientes en
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estadio Il con alto riesgo. Ademas, el andlisis mulitivariante indica que una
combinacién de ColoPrint® yl as variables clinicas podrian ser alin mas potente
y preciso para la identificacion de pacientes de alto riesgo. Una comparacion
mas detallada entre ColoPrint® y los pardmetros clinicos se abordarén en el
ensayo clinico PARSC.

En definitiva, ColoPrint® es una herramienta para predecir el pronéstico de
los estadios Il y Ill de pacientes afectos de cancer de colon y facilita asi la
identificacion de pacientes en estadio Il que pueden ser tratados de manera

segura sin quimioterapia adyuvante.

VI.4. CANCER DE RECTO Y GENOMICA

Identificar marcadores moleculares que puedan predecir la respuesta
tumoral a tratamientos neoadyuvantes seria trascendental tanto desde el punto

de vista del paciente como desde el punto de vista econémico.

En el caso concreto del cancer de recto se han hecho esfuerzos en
determinar enzimas como la timidilato-sintetasa y otras asociadas al
fluorouracilo con la intencion de detectar respuesta al tratamiento
quimioterapico (215), pero los resultados de las mismas no han sido
concluyentes, por lo que se han seguido estudiando marcadores adicionales en
un intento de predecir la respuesta a la neoadyuvancia, en concreto el p53,
Ki67, MSH2 (216, 217).

Como resultado de estas investigaciones, varios genes han sido
identificados como marcadores de respuesta a la radioquimioterapia, pero
lamentablemente su valor predictivo positivo es mas bien bajo y de ahi que su

relevancia clinica se discuta de forma algo mas que controvertida (214, 218).

Los estudios del perfil de expresion génica mediante microarrays en
tejidos enfermos han sido bien establecido (180, 219, 220) y han mostrado su
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utilidad en el diagnéstico (181, 210). El valor de la determinacion del perfil de
expresion génica basado en tecnologia de microarrays se ha testado en varios
modelos de estudio incluyendo lineas celulares de cancer colorrectal (221), en
la prediccion de la respuesta a la quimioterapia en pacientes afectos de cancer
de colon (222) y en respuesta a quimioterapia neoadyuvante (223). La
aplicacion de tales aproximaciones en el estudio de los cambios inducidos por
el tratamiento terapéutico se ha localizado siempre en el tejido tumoral (193,
224, 225), aunque la utilidad de muestras de sangre de estos pacientes, como
una fuente accesible de material para la identificacion de marcadores
moleculares, también ha sido estudiada (226, 227).

La tecnologia de los microarrays facilita la medida rapida de los niveles
de expresidon de miles de genes en un Unico experimento y permite la
comparacion de niveles de expresion entre diversas muestras (228). Por otro
lado la introduccion de la PCR en tiempo real para la cuantificacion de la
expresion génica se ha considerado una etapa hacia la estandarizacién y
puede mejorar la especificidad del diagndstico cuando se defina un “valor de
corte” para la expresion de genes marcadores en muestra de sangre periférica
(229-231).

De esta forma encontramos en la literatura analizada tanto estudios que
han demostrado que las firmas de expresion génica podrian predecir resultados
clinicos en pacientes con cancer de colon (192, 230) como también la
prediccion de respuesta a la radioquimioterapia en el caso del cancer de recto

localmente avanzado (193).

Si bien se ha encontrado alguna correlacion entre la supervivencia y
estos genes especificos (231) su expresion ha sido incapaz de predecir la
respuesta al tratamiento estandar, es decir a la radioquimioterapia, quizas por
su incapacidad de predecir la respuesta al tratamiento princeps que es la
radioterapia (y no la quimioterapia) Especial mencidn requiere el trabajo
pionero de Ghadimi y col, este grupo de investigacion aleman, estudia el valor
predictivo positivo que determinados perfiles de expresion génica tienen para
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valorar la reduccion en el grado de infiltracion tumoral en la pared del recto (pT
de la UICC), tras tratamientos neoadyuvantes con radioquimioterapia. Utilizan
biopsias tumorales de 23 pacientes piloto e identifican una firma genética
compuesta por 54 genes que se expresan de modo diferencial entre los
respondedores y no respondedores al tratamiento. De igual forma consiguen,
utilizando 39 de estos genes, una sensibilidad de un 78% y una especificidad

de un 86% del grado de respuesta tumoral en 7 nuevos pacientes piloto (224).
Otros trabajos a resefar por su importancia son los realizados por:

-Watanabe y col. (193) los cuales examinan 35 pacientes tras
tratamiento solo radioterapico, esgrimiendo magnificos resultados y evitando
asi una mayor morbilidad quirdrgica, como consecuencia de la quimioterapia
que otros asocian. ldentifican una lista de 33 genes con expresion diferente
entre respondedores y no respondedores (utilizando el indice de regresion
tumoral anatomopatoldgico). El valor predictivo positivo de estos genes
testados en otros 17 pacientes fue de un 88,6%. Asimismo, demuestran que un
namero importante de estos genes expresados estan involucrados en la

apoptosis.

-Kim 'y col. (232): consiguen establecer 95 genes expresados
diferencialmente en un total de 31 pacientes, segun su respuesta a regimenes
de radio-quimioterapia y utilizando igualmente el indice de regresion tumoral. El
valor predictivo positivo que alcanza en otra serie de 15 pacientes fue de un
84%.

-Rimkus y col (233) identifican 42 genes sobre-expresados en 43
biopsias de cancer de recto localmente avanzado antes del tratamiento con
radio-quimioterapia y establece un valor predictivo positivo de un 71% y un

valor predictivo negativo de un 86% respecto a la respuesta al tratamiento.

-Ojima y col. (234). describen 159 genes involucrados en radio-
resistencia mediante el andlisis “in vitro” de lineas celulares expuestas a

radiacion. Posteriormente, se validaron los resultados con técnicas de RT-PCR
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cuantitativa. Finalmente, seleccionaron dos de estos genes y estudiando su
valor predictivo en 30 pacientes sometidos a radioquimioterapia, concluyendo
gue el gen protimosina a tiene valor predictivo positivo como marcador

bioldgico de radio-sensibilidad en el cancer de recto.

-Daemen y col (235): integran investigaciones de microarrays Yy
protedGmica en biopsias y en sangre periférica de 40 pacientes con cancer de
recto. De forma original tomaron muestras en tres momentos diferentes del
tratamiento neoadyuvante: antes del mismo (TO), después de aplicar un
anticuerpo monoclonal (T1) y después de todo el régimen de
radioguimioterapia en el mismo momento de la cirugia (T2). Demuestran que la
combinacion de 5 genes concretos y 10 proteinas en el momento TO y T1
consiguen un valor predictivo positivo del 91,7%, una sensibilidad del 96% y
una especificad del 80% respecto al grado de remision tumoral tras la

neoadyuvancia.

VI.5. COMPARACION ENTRE EL GRUPO DE

PACIENTES RESPONDEDORES Y NO
RESPONDEDORES AL TRATAMIENTO
NEOADYUVANTE

Aungue en la actualidad existen estudios sobre el valor de prediccion al
tratamiento neoadyuvante (radioterapia sola o combinada con quimioterapia)
de los perfiles de expresibn en muestras de tejido en el cancer rectal, no
encontramos sin embargo investigaciones que se centren en la determinacion
de estas firmas génicas en las células sanguineas. Esta es la razon que
determina que el objetivo de este trabajo sea el intentar identificar un grupo de
genes que fuesen capaces de discriminar y caracterizar pacientes con cancer

de recto entre respondedores y no respondedores a tratamiento neoadyuvante.
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Los andlisis de los microarrays realizados en muestras de sangre
periférica otenidas de los pacientes estudiados en la presente tesis doctoral,
revelaron la existencia de 8 genes: CIR; PRDM2 (RIZ1); CAPG; FALZ (BPTF);
NUPL2; y ZFP36 (TTP); BC035656.1 y HLA-DPB2; expresados diferencial y
significativamente entre las muestras sanguineas de pacientes con cancer
rectal respondedores al tratamiento y los no respondedores. Entre estos genes
identificados hemos encontrado que los pacientes respondedores al
tratamiento expresaban niveles mas elevados.

De los genes identificados, BC035656.1 y HLA-DPB2, no se analizaron por RT-
PCR cuantitativa por no tener su secuencia completamente definida, y por
tratarse de un gen similar al antigeno de histocompatibilidad HLA de clase I
respectivamente.

Los 6 genes restantes: CIR; PRDM2 (RIZ1); CAPG; FALZ (BPTF); NUPL2; y
ZFP36 (TTP) podrian ser utilizados como nuevos biomarcadores relacionados
con la respuesta al tratamiento neoadyuvante y asi poder identificar antes de
dar el tratamiento a aquellos pacientes susceptibles de responder.

Esto supondria la no administracion de tratamientos ineficaces, con la
consiguiente disminucién de reacciones adversas y costes.

Ordenandolos por orden decreciente de expresion segun el resultado de
los microarrays, los 6 genes serian: CIR; PRDM2 (RIZ1); CAPG; FALZ (BPTF);
NUPL2; y ZFP36 (TTP). Estos genes son principalmente identificados como
involucrados en procesos biologicos como la diferenciacion celular,
transcripcion, transporte nuclear, apoptosis y anti-angiogénesis. Es por ello que
representan a potenciales biomarcadores para clasificar la respuesta al

tratamiento neoadyuvante en pacientes con cancer de recto.

A continuacion se procede a realizar la discusion sobre la funcion
biolégica especifica de cada gen cuya expresion es estadisticamente

significativa.
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VI.5.1.FALZ (BPTF)

FALZ, también llamado BPTF (Bromodomain PHD finger Transcription
Factor) se encuentra localizado en la regién 17q924.3. Alteraciones en la region
179 estan ligadas a varios tipos de tumores como pulmén (236), mama (237),
prostata (238) e higado (239). Asimismo, translocaciones en el locus 17924.3
en células embrionarias de pulmén se correlacionan con un fenotipo pre-
maligno (240). BPTF se encuentra implicado en regulacion transcripcional y
remodelacion de la cromatina (240). Se han detectado niveles de expresion
elevados de BPTF en varios tumores humanos, tales como neuroblastomas y
cancer de pulmén (240). En un reciente trabajo de Buganim y col. (240), se
sugiere que la desregulacion de FALZ puede conferir a las células un fenotipo
pre-cancerigeno, es decir la translocacion de este gen se correlacionaria con
un fenotipo pre-maligno.

Este gen presentd una significacion estadistica (p<0,05) al realizar la
validacion mediante qRT-PCR comparando el grupo de pacientes

respondedores con los no respondedores a tratamiento neoadyuvante.

VI1.5.2.ZFP36 (TTP)

El gen ZFP36, también conocido como zinc-finger 36 o tristetraprolina
(TTP) y localizado en 19q13.1, es un regulador de la biosintesis de TNF-a
(Tumor Necrosis Factor) (241), y desempefia un papel clave en la inducciéon de
la degradacion del ARN mensajero de VEGF ( Vascular Endotelial Growth
Factor) (242).

La inflamacion de tejidos implica la infiltracion leucocitaria en el lugar
donde se ha producido el dafio. Esta infiltracion es regulada en parte a través
de la produccion de citoquinas quimioatrayentes o quimioquinas. El control de
la expresion de esta quimioquinas puede realizarse a través de diversas
etapas, que incluyen la transcripcion, la traducciéon del ARN mensajero o su
degradacion. Se ha descrito la implicacibn de ZFP36 en la regulacion del
RNAmensajero de algunas quimioquinas como CXC11 de neutrofilos (243), asi
como en la supresion de la inflamacion y aceleracion de la degradacion del

ARN mensajero de determinadas citoquinas (244).
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La angiogénesis es el proceso por el cual se forman nuevos vasos a
partir de una red vascular preexistente. Este proceso se encuentra implicado en
un amplio nimero de procesos patoldgicos, incluido el cancer. Entre los
factores angiogénicos caracterizados hasta la fecha, VEGF es el regulador mas
importante de la angiogénesis tanto fisiolégica como patoldgica (245). ZFP36
realiza un papel clave en la induccion de la degradacion del ARN mensajero de
VEGF (246). En este sentido se ha descrito que ZFP36 disminuye la expresion
de VEGF dependiente de Ras y el desarrollo de tumores vascularizados en
ratones inmunodeprimidos (246).

En relacibn con el cancer de colon, Carrick y Blackshear (247)
observaron una expresion menor de ZFP36 en lineas celulares de cancer de
colon que en células normales de colon, sugiriendo que la sobre-expresion de
ZFP36 estaria relacionado con una inhibicion de la tumorigénesis (247).

En un trabajo publicado en el afio 2010, Lee y col. (248) confirmaron que
la expresion del gen ZFP36 se encontraba significativamente reducida en
especimenes resecados de adenocarcinoma de colon. Ademas, confirmaron
qgue la sobre-expresion de ZFP36 suprime el crecimiento de células de cancer
de colon xenoimplantadas “in vivo” en ratones inmunodeprimidos. Mas aun
estos autores confirmaron que niveles elevados de ZFP36 se encontraban
asociados con niveles reducidos del ARNm de VEGF en células humanas de
cancer de colon. La sobre-expresion de ZFP36 disminuyo la expresion de
VEGF, y viceversa, la supresion de la expresion de ZFP36, utilizando la técnica
de silenciamiento de ARN (siRNA), incrementd la expresion de VEGF en
células humanas de cancer de colon (248).

Este gen presentd una significacion estadistica (p<0,05) al realizar la
validacion mediante qRT-PCR comparando el grupo de pacientes
respondedores con los no respondedores a tratamiento neoadyuvante.

Dada la escasez de estudios de expresion génica realizados en
pacientes con cancer de recto en muestras de sangre periférica, consideramos
adecuado proceder a discutir los genes sobre-expresados mediante
microarrays si bien la realizacion de gRT-PCR no haya proporcionado

resultados estadisticamente significativos.
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VI1.5.3.CIR

Tambien conocido como corepresor de CBF1, se encuentra localizado
en la posicién 2g31.1 del cromosoma 2 Es un gen corepresor transcripcional
(249) que participa en la ruta de sefializacion Notch. CIR es corepresor de
CBF-1 factor de transcripcion ubicuo que actia como un represor
transcripcional, pero su disociacion de CIR convierte a CBF-1 de ser un
represor en un activador (249). CBF-1 es un miembro de la familia CSL de
factores de uniébn a ADN, los cuales desempefian un papel central en la
sefializacion de Notch. La sefializacion Notch controla las decisiones de
direccionamiento celular que se manifiestan durante desarrollo, renovacion de
células troncales y diferenciacion. Hay evidencia que sugiere que la red de
sefalizacion Notch se encuentra habitualmente desregulada en neoplasias
humanas (250).La sobreexpresion de CIR contribuye a evitar la desregulacion
de las sefnales de Notch actuando sobre CBF-1.

VI1.5.4.PRDM2 (RIZ1)

El gen PRDM2, cuyo sindnimo es RIZ1, es un gen supresor de tumores
gue actua metilando las histonas (251). El locus del gen RIZ1 se encuentra en
la region Ip36, una regidn que habitualmente acoge alteraciones en muchos
tipos de canceres humanos (252). La expresion de este gen se encuentra
habitualmente silenciada en muchos tipos de tumores humanos, incluyendo
cancer de mama, cancer hepatico, cancer de colon, neuroblastoma, melanoma,
cancer de pulmon y osteosarcoma (252-255). RIZ1 contiene un dominio PR
indicador de funcién supresora de tumores y tiene la capacidad de inducir
detencion del ciclo celular en la fase G,/M y la apoptosis celular suprimiendo la
capacidad de generar tumores en ratones inmunodeprimidos (ratones
desnudos) (254).RIZ1 se ha descrito implicado en cancer gastrico (256) asi

como en carcinogénesis colorrectal (255).
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VI.5.5.CAPG

El gen CAPG, también conocido como MCP, gCap39 o Mbh, se localiza

en el cromosoma 2, posicion 2p11.2.
Es un gen que codifica una proteina de 348 aminoacidos y que se encuentra
expresado de forma ubicua en tejidos normales, siendo particularmente
abundante en macrofagos (257-259). CAPG es un miembro de la familia de
proteinas que modulan los filamentos de actina. Entre los miembros de esta
familia se encuentran gelsolina, villina, adseverina, adevellina y supervilina
(260). CAPG se encuentra implicado en sefalizacion celular, fagocitosis y
movilidad (259), y se ha descrito implicado en carcinoma oral (261).

La expresion de CAPG no se ha encontrado en tejidos y lineas celulares
de cancer humano, incluyendo la linea celular AZ521 tumorigénica de cancer
gastrico, que se convierte en no-tumorigénica mediante una expresion ectdpica
de la proteina CAPG (262). No obstante hay autores que sostienen una
actividad para este gen como iniciador o activador de procesos neoplasicos
(261). En definitiva la expresion de la proteina CAPG reduce la capacidad de
las células transformadas para inducir formacion de tumores, lo cual sugiere

gue CAPG es un gen supresor de tumores (262).

VI.5.6. NUPL2

NUPL2 ( Nucleoporin hCG1) ubicado en la posicién 7p15 del cromosoma
7. Es un componente del complejo de poros nucleares (NPC) implicado en
procesos tales como la salida de proteinas desde el nucleo, transporte de ARN
mensajero y transporte de proteinas especificamente la proteina de shock
térmico Hsp70 (263). Esta proteina Hsp70 tiene funciones conocidas como
promotora de respuesta inmune antitumor. La sobre-expresion de Hsp70 en
cancer colorectal con inestabilidad de microsatélites puede ser crucial para
explicar la elevada inmunogenicidad de estos tumores y su mejor pronostico
(264). Por tanto una sobre-expresion de NUPL2 puede llevar a una
acumulacion de Hsp70.
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El perfil de expresion de los genes detectados manifiesta coherencia con
la literatura consultada, al tratarse de genes descritos, unos como supresores
de tumores: PRDM2 (RIZ1) (251), CAPG (262), ZFP36 (TTP) (248) y otros a
través de su actividad: CIR, actuando como co-represor transcripcional y
evitando la desregulacién de vias de sefalizacion en neoplasias humanas
(250); FALZ , cuya desregulacion puede conducir a un fenotipo celular maligno
(240) y NUPL2 cuya sobre-expresion conduce a una acumulacion de proteinas

de respuesta inmune antitumor (264).

Para investigar la posibilidad de que el perfil de expresdén génica en
sangre periférica sea un reflejo de los genes expresados en el propio tejido
tumoral se realizé también el andlisis mediante microarrays del tejido tumoral
de los pacientes con cancer de recto. No se encontré ninguno de los 8 genes
expresados en sangre periférica entre pacientes respondedores y no
respondedores. De esta forma la expresion génica en sangre periférica parece

que no imita a la expresion génica del propio tumor primario.

Aunque la adicion de oxaliplatino al tratamiento neoadyuvante de
algunos pacientes sea un inconveniente de nuestro estudio, conviene decir que
el principal efecto del tratamiento radioquimioterapico depende sobre todo de la
radioterapia. Los resultados del estudio de Gerard en fase Il (130) describen la
importancia del uso de 50,4 Gy de radioterapia independientemente del agente
guimioterapico usado (capecitabina sola 0 combinada con oxaliplatino).

¢, Cémo podriamos, sin embargo, discutir la importancia del perfil génico

en sangre de estos pacientes tratados principalmente de forma local?

Efectivamente, la radioterapia es el arma terapéutica fundamental para
el tratamiento del cancer y otras enfermedades por medio de la radiacion
ionizante. Esta deposita energia que lesiona o destruye a las células en el area
de tratamiento (el tejido blanco u objetivo) al dafar el material genético (ADN)

de células individuales, imposibilitandoles el seguir creciendo.
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Aunque la radiacion lesiona tanto a las células cancerosas como a las
normales, estas Ultimas pueden repararse y recobrar su funcionamiento
adecuado. La radioterapia sirve para tratar tumores sélidos localizados, como
leucemias y linfomas (canceres de las células que forman la sangre y el

sistema linfatico, respectivamente).

La razon de que el curso terapéutico para ciertos canceres sea
relativamente tan largo (2-8 semanas) es proveer un margen para la reparacion
normal de los tejidos después de cada exposicion a la radiacion, asi como
reducir al minimo la lesion permanente. La dosis diaria también tiene que ser
suficientemente grande como para destruir las células cancerosas en tanto
ahorra a los tejidos normales los valores excesivos de radiacion. Este acto de

equilibrio es la base de la radioterapia moderna.

Se estan buscando modos para incrementar la eficacia de las técnicas
actuales de radioterapia. Se estudian dos tipos de medicamentos

experimentales debido a su efecto sobre las células sometidas a radiacion.

Dichos medicamentos, llamados radiosensibilizadores, permiten que sea
mas probable lesionar las células tumorales. Otros farmacos conocidos como
radioprotectores, resguardan a los tejidos normales de las acciones de la
radiacion. También se estudia la hipertermia, o el empleo de calor, en cuanto a

su eficacia para sensibilizar a los tejidos a la radiacion.

Otras investigaciones recientes sobre la radiacion se enfocan en el uso
de anticuerpos radioetiquetados a fin de suministrar dosis de radiacién
directamente al sitio canceroso (radioinmunoterapia). Los anticuerpos son
proteinas muy especificas que el cuerpo elabora como reaccion ante la
presencia de antigenos (sustancias reconocidas como extrafias por el sistema
inmune). Las células de algunos tumores contienen antigenos especificos que
activan el sistema inmune del cuerpo con el objetivo de que produzca
anticuerpos especificos para el tumor. Es posible fabricar en el laboratorio
cantidades considerables de tales anticuerpos y fijarlos a sustancias radiactivas

(proceso llamado radioetiquetacion). Una vez inyectados, los anticuerpos
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buscan activamente a las células cancerosas, que son destruidas por la accion
citotoxica (de destruccion celular) de la radiacion. El beneficio de este método
consiste en que puede reducir al minimo el peligro de dafar por la radiacion a
las células sanas del cuerpo. El éxito de esta técnica depende de la
identificacion de sustancias radiactivas apropiadas y el establecimiento de la
dosis de radiacion segura y eficaz que sea factible administrar de este modo.
De esta manera, el desarrollo de un tumor en un ambiente inmunocompetente
representa el engafio al sistema inmune, en cuanto a la naturaleza del peligro y

el tipo de respuesta necesaria para rechazar al tejido neoplasico.

Recientemente han surgido algunos estudios, en los que se explica que
la radiacién de un tumor produce un microambiente en el que se pueden inducir
sefales moleculares esenciales que desencadenan una respuesta eficaz del

sistema inmune al tumor.

Los sensores del tipo de dafio son complejas interacciones moleculares
entre el 6rgano dafiado y las células del sistema inmune adaptativo e innato.
Los avances en la identificacion de estas interacciones aclaran que las vias
estan especificamente alteradas en el cancer. También proporciona una
comprension del proceso de inmunogenicidad como efecto inducido por la
radiacion del tumor. Asi los efectos especificos inducidos por la radiacion
podrian ser explotados con éxito para mejorar la eficacia de la inmunoterapia
(265).

El estudio de Lorimore y col (266) del afio 2001, un modelo experimental
de ratones sobre la respuesta inflamatoria después de la exposicion a la
radiacion ionizante ha demostrado que la activacion de los macrofagos y la
infiltracion de neutrofilos no fueron los efectos directos de la radiacién, pero son
una consecuencia del reconocimiento y liquidacién de la radiacion inducida por
las células apoptoticas. EI aumento de la actividad de células fagociticas se
mantuvo después de que los cuerpos apoptoticos se hubiesen retirado. Estos
hallazgos demuestran que, contrariamente a lo esperado, el reconocimiento y

eliminaciéon de las células apoptoticas después de la exposicién a la radiaciéon
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produce tanto una activacion persistente de los macréfagos y una respuesta de
tipo inflamatorio. También demuestran que la activacion de macréfagos es
genotipo dependiente, lo que indica que en las respuestas de los macrofagos in
vivo debido al dafio por radiacién son procesos genéticamente modificados.
Estas respuestas a corto plazo de los macréfagos a la radiacion inducida por la
apoptosis y su modificacion genética es probable que sean determinantes de
las consecuencias a largo plazo de la exposicion a la radiacion. Por otra parte,
ademas de los efectos atribuibles a la radiacion inmediata del dafio inducido,
los resultados de este grupo proporcionan un mecanismo para la produccion de
dafios a través de un efecto de "espectador” que puede contribuir a la radiaciéon

inducida por la inestabilidad gendémica y leucogénesis.

En la misma direccién en el afio 2007 se publico el trabajo de Apetoh y
col. (267), partiendo de la idea de que el tratamiento quimioradioterapico media
su efecto a través de la eliminacion directa de las células tumorales, mostraron
gue algunos de estos protocolos dependen de la adaptacion y de la respuesta
inmune antitumoral innata. Este grupo describe en ratones y en seres humanos
una via reconocida previamente para la activacion de tumor de células de
inmunidad especifica de antigeno T que consiste en la secrecion de alarmin
proteinas HMGB1 al morir las células tumorales. La accion de HMGB1 es como
(like) los receptores Toll 4 (TLR4) expresados por las células dendriticas. Asi
durante la quimioterapia o la radioterapia, las células dendriticas requieren de
sefalizacion a través de TLR4 y su adaptador MyD88 para un procesamiento
eficiente y presentacidon cruzada de antigenos procedente de la muerte de las
células tumorales. De esta forma esta descrito que las pacientes con cancer de
mama que tienen una menor funcion del alelo TLR4 tienen una recaida tumoral
mas rapida después de recibir tratamiento radioquimioterapico que las que
tienen una funcion normal de este alelo. Asi, los resultados de este grupo se
inclinan a favor de una via inmunoadyuvante desencadenado por la muerte de

células tumorales.

Por otro lado el grupo de Nesslinger y col. (268) estudiaron la respuesta

inmune especifica del cancer de prostata al tratamiento radioterapico y
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hormonal, demostrando por primera vez que estos tatamientos inducen
respuestas inmunes especificas del antigeno en pacientes con el mencionado
tumor. Por lo tanto, los mecanismos inmunoldgicos pueden contribuir a los
resultados clinicos después de la terapia hormonal y radiacién, un efecto que
podria ser explotado como una estrategia personalizada en el tratamiento con

inmunoterapia.

En esta misma linea hay que destacar las investigaciones del grupo de
Schaue y col. (269), los cuales demostraron que en pacientes con cancer
colorrectal sometidos a tratamiento radioterapico aumentaba la expresion de
células T especificas del tumor (reguladoras de la secrecion de survivina), por
tanto este grupo plantea también la posibilidad del uso de inmunoterapia para

este tipo de tumores.

Molling y col. (270) demostraron en el afio 2007 que las células “Natural
Killer “T desempefian un papel importante en la patogenia del carcinoma
escamoso de cabeza y cuello, de tal manera que una deficiencia de estas
células se relaciona con una respuesta pobre al tratamiento radioterapico de
este tipo de cancer. Por otro lado postulan la posibilidad de evaluar los niveles
de células Natural Killer T para determinar aquellos pacientes que pueden

beneficiarse de terapias adyuvantes inmunoterapicas.

Por otra parte el grupo de Kitayama y col. (271), sabiendo que aun no se
ha identificado ningun factor que determine la respuesta clinica al tratamiento
neoadyuvante con radioterapia en el cancer de recto, evaluaron la relacion
entre el recuento circulante de células sanguineas y los efectos de la
radioterapia. Este grupo evalué 179 pacientes con cancer rectal avanzado,
examinando retrospectivamente sus tasas de hemoglobina, leucocitos,
plaquetas y linfocitos, después del tratamiento radioterapéutico, e investigaron
Su asociacion con su respuesta completa. De esta manera llegaron a la
conclusidn de que las tasas de linfocitos en sangre periférica en pacientes con
carcinoma rectal avanzado estan relacionadas con la respuesta a la

radioterapia., por tanto las reacciones inmunes mediadas por los linfocitos
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tienen un papel positivo en la respuesta clinica a la radioterapia en pacientes

con carcinoma rectal avanzado.

De acuerdo con nuestra informacién hay pocos estudios focalizados en
el analisis de expresion génica de sangre (226) como factor de prediccion, tal y
como hemos realizado en nuestro estudio. Podemos hacer referencia al estudio
realizado por DePrimo y col. (226) En el afio 2003, en el que se describe un
método utilizado para identificar los cambios de expresién génica que podrian
servir como biomarcadores indirectos de actividad de la quimioterapia. Este
grupo realizd6 perfiles de expresibn mediante microarrays a células
mononucleares se sangre periférica de pacientes con cancer colorrectal
avanzado participantes en un ensayo clinico (fase lll). Las muestras las
obtuvieron antes del tratamiento y al final del primer ciclo quimioterapico (6
semanas). Este método confirmd cuatro de estas transcripciones (CD24,
lactoferrina, lipocalina 2 y MMP-9) como potenciales marcadores biolégicos
potenciales del tratamiento quimioterapico (226).

Los resultados descritos aqui refuerzan la idea de que las muestras de
sangre humana podrian servir, de forma paralela a los estudios en tejido

tumoral, para la investigacion de biomarcadores en pacientes con cancer rectal.
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VIl. CONCLUSIONES

El estudio de investigacion que constituye la presente Tesis Doctoral nos

lleva a exponer las siguientes conclusiones:

1.-Se ha detectado mediante microarrays de genoma completo humano la
sobreexpresion de 8 genes en muestras de sangre periférica pre-tratamiento
radioguimioterapico en pacientes con carcinoma de recto, permitiendo
diferenciar el grupo de pacientes respondedores a terapia neoadyuvante frente

a los no respondedores.

2.-De los 8 genes sobreexpresados 6 han podido identificarse presentando las
siguientes funciones biologicas: PRDM2 (RIZ1), CAPG y ZFP36 (TTP) como
supresores de tumores. CIR como corepresor transcripcional y evitando la
desregulacion de vias de sefalizacidon en neoplasias humanas; FALZ , cuya
desregulacion conduce a un fenotipo celular maligno y NUPL2 relacionado con

transporte de proteinas de shock térmico.

3.-La validacion mediante reaccion en cadena de la polimerasa en tiempo real
cuantitativa (qQRT-PCR) confirma los datos de expresion génica proporcionados

por los microarrays.

4.-Segun nos consta esta es la primera investigacion que investiga firmas de
expresion génica en sangre periférica como factor predictivo de respuesta al

tratamiento neoadyuvante en el cancer de recto.
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|IXI.-ANEXOS

ANEXO |

DOCUMENTO INFORMATIVO DE PARTICIPACION EN ESTUDIO CLINICO

Redactado segun el Real Decreto 561/1993 de 16 de abril, BOE de 13 de
mayo de 1993, y teniendo en consideracién los requerimientos
establecidos en la Ley Organica de Proteccion de Datos de Caracter
Personal ( LOPD 15/1999 de 13 de diciembre, BOE de 14 de diciembre de
1999).

PROYECTO DE INVESTIGACION:

DETERMINACION DE MARCADORES DE RESPUESTA TUMORAL AL TRATAMIENTO
NEOADYUVANTE EN EL CARCINOMA DE RECTO

Objetivos del proyecto:

El objetivo de este estudio es encontrar marcadores genéticos y de imagen que
nos permitan detectar que los pacientes con neoplasia de recto responden al
tratamiento con radio-quimioterapia. Mediante estos marcadores se podra en
un futuro adaptar estos largos y costosos tratamientos a los distintos pacientes
con el objetivo final de mejorar los resultados oncoldgicos.

Metodologia:

El estudio se realizard mediante analisis por chip de la expresién génica

de biopsias en pacientes con neoplasia maligna de recto a los que por su

estadio se les recomiende recibir tratamiento con radio-quimioterapia

antes de la cirugia. Se analizara también sangre periférica. Paralelamente
se comparara el PET-TAC realizado para la estadificacion con un segundo
inmediatamente realizado antes de la intervencion quirargica.

271



J. MARTIN CANO ANEXOS TESIS DOCTORAL

La participacion en el estudio, como paciente, consiste en la toma de biopsias
del recto y de sangre periférica. Las biopsias seran tanto del tumor como de la
zona no tumoral del recto. Se tomaran antes y después de la radio-
quimioterapia. Las anteriores se realizaran junto con la ecografia endorectal y
las posteriores se tomaran de la pieza quirurgica resecada.

Las muestras soOlo y exclusivamente se utilizaran para el estudio de este
proyecto.

Los resultados obtenidos en el estudio no podran ser utilizados méas que con el
fin de profundizar en el conocimiento cientifico del objetivo de trabajo.

Beneficios esperados y Riesgos Potenciales:

No hay ningun riesgo descrito en las tomas de biopsias ni en la extraccion de
sangre.

Voluntariedad en la Participacion:

La negativa a participar en este estudio NO tiene ninguna repercusion en la
atencion meédico-quirdrgica que se necesita.

La participacion en este estudio es absolutamente VOLUNTARIA vy, en
cualquier momento del estudio, puede interrumpirse a voluntad del participante.

Confidencialidad:

La informacion de este estudio es CONFIDENCIAL y solamente sera utilizada a
efectos de publicaciones cientificas.

Seccion de Coloproctologia

Servicio de Cirugia General y Ap. Digestivo
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ANEXO Il

CONSENTIMIENTO INFORMADO

PROYECTO DE INVESTIGACION:

DETERMINACION DE MARCADORES DE RESPUESTA TUMORAL AL TRATAMIENTO
NEOADYUVANTE EN EL CARCINOMA DE RECTO

Objetivos del proyecto:

Encontrar marcadores genéticos y de imagen que nos permitan detectar que
pacientes con neoplasia de recto responden al tratamiento con radio-
quimioterapia antes de la reseccion quirargica. Mediante estos marcadores se
podra en un futuro adaptar estos tratamientos a los distintos pacientes con el
objetivo final de mejorar los resultados oncoldgicos.
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D./D2. con D.N.I. n°
de anos de edad, con domicilio en
N°. Historia Clinica:

DECLARO:

Que el Dr./Dra. me ha explicado que por mi
proceso neoplasico de localizacion rectal, soy susceptible de recibir
tratamiento con radio-quimioterapia antes de la intervencion quirdrgica y

CONSIENTO:

Participar en el estudio en el que se me van a extraer biopsias del
tumor rectal y zona adyacente antes de la radio-quimioterapia. Estas
biopsias se repetirAn una vez resecada la pieza quirargica. Se me
extraeran 20 ml. de sangre periférica durante la extraccion de las biopsias
pre-terapeuticas y durante la intervencién quirdrgica.

Se me comunica que no hay descritos en la literatura cientifica
efectos negativos por las biopsias, toma de sangre o técnicas realizada.

Si por alguna razon lo deseo, puedo rechazar que se me tome una
biopsia o extraiga sangre en cualquier momento del proceso.

La informacion de este estudio sera confidencial y solamente usada
a efectos de publicaciones cientificas.

Fdo.: El Paciente /o Representante Legal Fdo.: El
Médico
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